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POPIS OZNAKA | KRATICA

ACQ - Asthma Control Questionnaire

ACT - Astma Control Test

BMI - body mass indeks (indeks tjelesne mase)

CAAS - The Croatian Asthma and Allergy Study (Asocijacijska studija astme u Hrvatskoj)
CCI - Charlson Comorbidity Indeks

CIGMR - Centre for Integrated Genomic Medical Research

D - dijagnosticki

DALY - Disability-Adjusted Life Years

Di - dinamicki

DLCO - Diffusing Capacity Of The Lungs For Carbon Monoxide (difuzijski kapacitet plu¢a
za ugljicni monoksid)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

ECP — eosinophil cationic protein (eozinofilni kationski protein)

ECRHS - European Community Respiratory Health Survey

EGEA - epidemiological study on the genetic and environment of asthma

Eo — eozinofili

FeNO - Fractional Exhaled Nitric Oxide (frakcija izdahnutog dusikovog oksida)
FEV1 - forsirani ekspiracijski volumen u prvoj sekundi

FVC — forsirani vitalni kapacitet

GINA - Globalna Inicijativa za Astmu

GLM — generalizirani linearni model

GVS - Genome Variation Server

GWAS - genome-wide association study (asocijacijska studija cijelog genoma)
HWE - Hardy Weinberg ekvilibrij

HZZO - Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje

ICS - inhaled corticosteroids (inhalacijski kortikosteroid)

IgE - imunoglobulin E

IL — interleukin

IL6R — receptor za interleukin 6

ISAAC - International Study of Asthma and Allergies in Childhood

iv — intravenski



K3EDTA - trikalij etilen diamin tetraoctena kiselina

KCO - carbon monoxide transfer coefficient (koficijent za prijenos uglji€nog monoksida)
KOPB - kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

LD - linkage disequilibrium (neravnoteza/disekyvilibrij vezanja)

LIMS - laboratory information management system

MAAS - The Manchester Asthma and Allergy Study

MAF - minor allele frequency (frekvencija minornog alela)

MALDI- TOF - Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
mikro-RNA - mikro-ribonukleinska kiselina

mMRC - Modified Medical Research Council

mMRNA - glasni¢ka RNA

NF-kB - Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
ns - not significant (nije znacajno)

OCS - oral corticosteroids (oralni kortikosteroid - OKS)

ORMDL 3 - regulator biosinteze sfingolipida 3

P - prediktivni

PET - tereftalat glikolom modificirane plastika

PLS - Partial Least Squares

r? - koeficijent korelacije

RNA — ribonukleinska kiselina

rRNA - ribosomska RNA

S - stabilni

SAD - Sjedinjene Ameri¢ke Drzave

SARP - Severe Asthma Research Program

Sc — supkutano

SNP - single nucleotide polymorphisms (polimorfizmi jednog nukleotida)
STARDS3 - StAR-related lipid transfer protein 3

tagSNP — obiljezavaju¢i SNP

TEA - transcriptomic endotypes of asthma

tRNA - transportna RNA

TSLP - timusni stromalni limfopoetin

U-BIOPRED - Unbiased Biomarkers in Prediction of Respiratory Disease Outcome



UPR - unfolded-protein response (odgovor nesmotanog proteina)
UTR- untranslated region

VIP - Variable Importance for Projection



1. UVOD

1.1. OPCENITO O ASTMI

Definicija astme je bila podloZzna promjenama u skladu s novim spoznajama te je
trenutacni dogovor, prema Globalnoj inicijativi za astmu (GINA), da je astma kroni¢na
bolest diSnih puteva koju karakterizira varijabilnost simptoma, bilo po pojavnosti ili
intenzitetu.(1) Uobiajeni simptomi astme su pritisak u prsima, zaduha, piskanje u
prsima s ili bez kaslja i ograni€enje protoka zraka u ekspiriju, esto potaknuto i nekim
vanjskim ¢imbenicima zbog pojaane osjetljivosti diSnih puteva, ponekad i na neke
inae bezopasne stimuluse.(1) Varijabilnost bolesti se odcituje i u povremenim
pogorsanjima, odnosno egzacerbacijama bolesti, koja variraju po jacini i uestalosti, a
koja mogu biti i zivotno ugrozavajuéa. Nadalje, varijabilnost astme je vidljiva ne samo u
manifestaciji, nego i u podlezeéim patofizioloSkim procesima koji rezultiraju brojnim
astmatskim endotipovima i fenotipovima. Astma je dakle kompleksna multifaktorska
bolest i njezin nastanak uvelike ovisi 0 medudjelovanju genetskih i okoliSnih ¢imbenika
u Sto se primjerice ubrajaju zagadenje zraka, koncentracija razliitih alergena, ali i

nutritivni status bolesnika, pretilost ili drugi komorbiditeti.(2)

1.2. EPIDEMIOLOGIJA ASTME

Istrazivanje epidemiologije astme provodi se uobiCajeno na viSe razina, ukljuCujuci
svjetsku, regionalnu i drzavnu. Takoder, prate se i razni ishodi i posljedice utjecaja astme
na zivot pojedinca, ali i drustva: prevalencija, incidencija, financijske posljedice
bolovanja ili izostanka iz Skole, troSkovi dijagnostike, hospitalizacije i kroni¢ne terapije i
u konacnici smrti.(3) Tijekom 1990.-ih provedene su dvije velike multinacionalne studije
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood-ISAAC i European
Community Respiratory Health Survey-ECRHS) koje su potvrdile da se astma ubraja
medu najCesce kroni¢ne bolesti bez obzira na dob te da je prevalencija dosegnula
vrhunac u najrazvijenijim zemljama svijeta dok je ona u porastu u slabije razvijenim,
vjerojatno posljedi¢no ekonomskom napretku u posljednje vrijeme.(2) Jedna od znacajki
astme je Sto pogada ljude svih dobi, ve¢ od rodenja, a onda i radno stanovnistvo te je
samim time, osim Sto ima negativni utjecaj na kvalitetu zivota, i veliki ekonomski teret
za drustvo. Astma je takoder ucestalija i u populacijama slabijeg imovinskog statusa,
primjerice u populaciji crnaca i onih podrijetlom iz Portorika, osobito u djece koja imaju

velik godidnji broj izostanaka iz Skole.(3-5) U Sjedinjenim Americ¢kim Drzavama (SAD),

1



oko 24.8 milijuna ljudi (oko 8% populacije) je imalo postavljenu dijagnozu astme 2018.
godine, uz gotovo podudarnu raspodjelu po dobi (8.1% djece i 7.9% odraslih).(3) Na
svjetskoj je razini 2019. godine 262 milijuna ljudi bolovalo od astme te je od nje umrlo
Cak 461 000 bolesnika.(6) Raspodjela po spolu pokazuje da je udio Zena koje boluju od
astme nesto veca od udjela muskaraca (10% nasuprot 5.7%) s time da je situacija
obrnuta u djecjoj dobi kada dje€aci imaju vecu Sansu imati astmu od djevojcica.(3)
Najmanju Sansu za ovu bolest imaju djeca do 4. godine, dok se vrhunac zamjecuje od
12. do 17. godine.(3) Valja naglasiti i neke otegotne okolnosti kod dijagnostike astme
koje mogu znacajno utjecati na konacnu sliku. Tako je primjerice epidemioloska studija
iz Indije pokazala da velika veéina bolesnika s piskanjem u prsima i simptomima tedke
astme (>70%) nije imala postavljenu dijagnozu od strane lije¢nika, a nesto vise od
trecCine ih koristi neku drugu dijagnozu ili termin kod opisa vlastite bolesti (primjerice
»viroza® ili kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest-KOPB).(7, 8) Takoder, pripadnici starije
populacije su u drugom istrazivanju imali poteSkoca s prisje¢anjem prisutnosti astme u
najranijoj zivotnoj dobi ukoliko nisu imali teSke egzacerbacije astme, a postoji i
neusugladenost u prikupljanju, vodenju i dostupnosti demografskih podataka medu
zemljama.(8) S druge strane, razne druge bolesti mogu dati simptome sli¢ne astmi tako
da bi ispravno prepoznavanje endotipa astme dovelo do najtocnije klasifikacije, §to je
medutim za sada joS nemoguce van klini¢kih ispitivanja.(9, 10) Sve to na kraju itekako
utjeCe na statistiCku analizu podataka i valjanost studija, osobito na svjetskoj razini, a
znacaj ove bolesti je prepoznat u tolikoj mjeri da se svake godine obiljezava i svjetski

dan astme.

U Hrvatskoj je u sklopu projekta EUROSTAT odredivana incidencija i prevalencija astme
— incidencija je iznosila 3 na 1000 stanovnika, odnosno 12 000 novooboljelih osoba od
astme godisnje.(6) Prevalencija je u Hrvatskoj bila 5 048.1 na 100 000 stanovnika,
odnosno 5.0% ukupnog broja stanovnistva ili otprilike 200 000 osoba.(6) Raspodjela
incidencije i prevalencije u svijetu i na razini Europe nije jednolika te je ova bolest
ucCestalija u sjevernoj i zapadnoj Europi iako je generalno raspodjela po dobnim
skupinama u Hrvatskoj u granicama uobi€ajenih za europsku populaciju.(6) Zanimljivo
je da u SAD-u postoje znacajne razlike u ishodima pa je tako viSe smrtnih slu€ajeva u
seoskim podrucjima u odnosu na urbane sredine.(11) Takvi ishodi se povezuju s brojnim
demografskim i socioekonomskim ¢&imbenicima, primjerice etniCkom pripadnoscu,
stupnjem obrazovanja, dostupnos¢u zdravstvene skrbi, stupnjem siromastva, itd. te je
tako u SAD-u nadeno da ljudi koji Zive na selu imaju loSiji pristup bolnicama, moraju
prijeCi vece udaljenosti da bi uopce i mogli doci do bilo kakve zdravstvene skrbi, osobito

u slu€aju kad je ona hitno potrebna, imaju slabiju dostupnost preventivnim mjerama
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zdravstvene zastite i manje je vjerojatno da ¢ée biti zdravstveno osigurani.(11-16) Ipak,
vidljiv je i pozitivni pomak u broju egzacerbacija astme koji ima padajuci trend u periodu
od 2006.-2018. i najzamjetniji je u odrasloj populaciji, ali je i dalje ostao najvisi u
najmladoj populaciji.(3) Pad u prevalenciji pogorSanja astme se pripisuje sve vecoj
osvijedtenosti o zna€aju ove bolesti, boljoj prevenciji (primjerice smanjenju pusenja
medu trudnicama i dojiliama) i uspjednijem lijeCenju.(2) Suprotno tome, prevalencija
pojavnosti astme je i dalje u porastu Sto se povezuje s vecom izloZzenodc¢u ljudi
zagadenom zraku, alergenima, modernizaciji stambenih uvjeta i smanjenoj izloZenosti
,nehigijenskom® nacinu Zivota i manjoj raznolikosti crijevnog mikrobioma, tzv.

»higijenska hipoteza“.(2, 9, 17)

1.3. KVALITETA ZIVOTA BOLESNIKA S ASTMOM | ODABRANI RIZICNI
CIMBENICI ZA RAZVOJ ASTME

Ono $to se najCesce prati u svakodnevnoj klini¢koj praksi su simptomi bolesti i fizioloSke
varijable Sto je Cesto nedovoljno za procjenu blagostanja pacijenata i svakako nije
dostatno za procjenu kvalitete Zivota bolesnika s astmom. Kvaliteta Zivota je ipak vazan
ishod u procjeni tezine bolesti buduci da predstavlja dojam bolesnika o njegovom opéem
stanju, a pokazalo se i da je bolja kvaliteta Zivota povezana i s manjom stopom
mortaliteta i boljom kontrolom bolesti.(18, 19) Heterogenost klini¢ke slike astme moze
biti uzrokom nepravilnog lijecenja bolesnika $to onda ima znacajan utjecaj na kvalitetu
zivota i njegove razliCite aspekte, ukljuCujuéi fiziCke, emocionalne, profesionalne i
socijalne posliedice.(19-21) Kvaliteta zivota se u epidemioloskim studijama moze
definirati kao pacijentova procjena trenutnog statusa u odnosu na njegove ciljeve,
standarde, oCekivanja i brige te se pokazalo da u ¢ak polovine bolesnika, astma ima
negativan utjecaj na generalno blagostanje oboljelih.(21) To je nadalje povezano s
pojavom neZzeljenih komplikacija, osobito poremecajem psihi¢kog stanja, $to ukljucuje
slabiji napredak u Skoli, depresiju i poremecaje ponasanja.(22) U dosadasnjim
istrazivanjima, viSe je faktora bilo povezano s loSijom kvalitetom zivota bolesnika s
astmom, loSijom kontrolom bolesti i ¢eS¢im egzacerbacijama: umjerena i teSka astma,
niski stupanj obrazovanja, pusenje, starija zivotna dob, Zenski spol, pretilost, prisutnost
ku¢nog ljubimca, pozitivha obiteljska anamneza.(23-25) Od svega navedenog, u
Hrvatskoj su pretilost (2/3 stanovnistva) i puSenje (1/3 stanovnistva) vjerojatno najveci
javnozdravstveni problemi $to je joS izraZenije u grupi niskoobrazovane populacije. (26,
27) Prema istrazivanju Svjetske zdravstvene organizacije, u svijetu je oko 1.25 milijardi

pusaca i to predominantno u zemljama u razvoju, iako niti u razvijenim zemljama taj broj
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nije zanemariv.(28) PuSenje je u svijetu drugi po vaznosti rizicni Cimbenik za smrt i treci
za visoki Disability-Adjusted Life Years (DALY) posljedi¢no razvoju kroni¢nih bolesti, ali
i akutnih komplikacija pusenja.(29) Povezanost nastanka astme i pudenja jo$ uvijek nije
jednoznacéno dokazana, ali je nadeno da je u prethodno asimptomatskih tinejdzera,
pusenje bilo povezano s pojavnosc¢u simptoma sli¢nih astmi nakon perioda od 6 godina
uz pojavu bronhalne hiperreaktivnosti.(28, 30) Negativni utjecaji pusenja na astmu su
brojni te éu u nastavku izdvojiti samo neke. PuSenje modelira fenotip astme, stvara
proinflamatorni milje u bronhima, omogucuje razvoj znacajnih komorbiditeta (npr.
emfizem, KOPB, aterosklerotska bolest srca...), osobit je riziCni faktor za razvoj astme
u starijoj populaciji, povezano je s nizim forsiranim ekspiracijskim volumenom u prvoj
sekundi (FEV1) u odnosu na bolesnike s astmom koji su nepus$aci, brzi je i veci pad
plu¢ne funkcije uz slabiju kontrolu bolesti, predstavlja rizik od veceg mortaliteta i
morbiditeta, vece su potrebe za lijekovima koji olak§8avaju simptome uz slabiji odgovor
na inhalacijsku terapiju, uklju€ujuéi beta agoniste i kortikosteroide i lijekove koji
ublazavaju simptome alergije, astma je teza i £eS¢i su posijeti hitnoj sluzbi uz ucestalije
hospitalizacije i dulji boravak u bolnici.(31-41) Osim toga, elektronske cigarete i inacice
Cije je koriStenje u zadnje vrileme sve popularnije, nikako nisu terapija prilikom
odvikavanja od puSenja, vec i same predstavljaju nezavisni rizi¢ni ¢imbenik za pojavu
astme, KOPB-a i sindroma preklapanja ¢ak i s vecom ucestaloSéu u odnosu na
.konvencionalne“ nikotinske cigarete.(42) |z svega navedenog proizlazi da bi imperativ
svakog lije¢nika uklju€enog u skrb za bolesnike s astmom trebala biti prevencija puSenja

i poticanje na nepusenije.

Drugi navedeni javnozdravstveni problem je debljina, €ija se prevalencija u svijetu
povecala 3 puta u posliednjih 40 godina.(43) Osim poznatih kardiovaskularnih
komplikacija vezanih uz debljinu, debljina koja se javlja u bolesnika s ve¢ prisutnom
astmom je vezana uz fenotip bolesti s ranijom pojavnosc¢u astme (primjerice u djece je
Sansa za astmu 50% veca u pretilih), atopijom, znacajnijim opstruktivnim smetnjama
ventilacije i slabijim odgovorom na uobiCajenu terapiju inhalacijskim steroidima i
bronhodilatatorima, a smanjenje tjelesne mase vodi boljoj kontroli bolesti, blazem obliku
astme i boljoj kvaliteti zZivota.(25, 43-46) S druge strane, pojavnost astme u bolesnika
koji od ranije boluju od debljine je vezana uz kasniji nastanak bolesti, predominantno u
Zena, i blazi oblik astme u odnosu na prethodno opisani fenotip.(43) Jedno od
objasnjenja za opisane probleme je to Sto je debljina uzrokom i brojnih komorbiditeta
(npr. metaboli¢ki sindrom, gatroezofagealni refluks, arterijska hipertenzija...), a nadeno
je da je u slucaju 3 ili viSe komorbiditeta u bolesnika s astmom, kvaliteta zivota znacajno

naru$ena i prisutna je ozbiljnija slika bolesti.(47, 48) Astma u pretilih je dakle prepoznata
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kao samostalni fenotip i kompleksni sindrom, ali i bitna komplikacija teSke astme te je
posljedi€no gotovo 40% oboljelih od teSke astme debelo.(49) Promjene koje se
dogadaju u ovoj skupini bolesnika su kompleksne i mogu se pratiti od genske razine,
molekularne i stani¢ne, s pove¢anom koli€¢inom proinflamatornih citokina u bronhalnoj
sluznici (primjerice IL6, IL8, IL13, IL17, IL23, IFN-y) i serumu, promjenu crijevnog i
plucnog mikrobioma, povecanje krvne neutrofilije uz promjenu funkcije neutrofila i
regrutaciju makrofaga i ostalih inflamatornih stanica, sklonost infekcijama, remodelaciju
disnih puteva i varijabilni odgovor na biolosku terapiju teSke astme $to sve ukazuje na

lokalne, ali i sistemske komplikacije.(43, 50-52)

1.4. ENDOTIPOVI, FENOTIPOVI, TERAPIJA | BIOMARKERI U PRACENJU
ASTME

Cilj lijeCenja svake bolesti, pa tako i astme, je naravno individualizirani pristup. Medutim,
radi potreba kreiranja terapija, smjernica, uenja i znanstvenih istrazivanja, grupiranje
odredenih znacajki bolesti pod zajedniCki nazivnik €ini te procese jednostavnijima i
efikasnijima. Zbog toga je u zadnje vrileme nastupio procvat raznih vrsta tipiziranja
astme, istrazuju se genotipovi, endotipovi, fenotipovi, teratipovi itd. Cilj je proniknuti u
samu srz astme, odgonetnuti nacin na koji nastaje i na koji dovodi do najteze kliniCke
slike te onda u konacnici otkriti najefikasniju terapiju. Osim toga, dio procesa je i
otkrivanje najrelevantnijin biomarkera koji ¢e posluziti ne samo u dijagnostici bolesti,
nego i u pronalasku najboljih kandidata za visokospecifi¢nu terapiju kao $to je bioloska

te pracenju odgovora na nju.

Pojam fenotipova predstavlja grupiranje odredenih znacajki bolesti (primjerice dobi,
okidaca, vrste inflamatornih stanica, ...).(53) Negativna strana fenotipa je Sto mogu biti
rezultat razliCitih patofizoloSkih mehanizama i dosta su podlozni promjenama u
vremenu, a osim toga, jedan bolesnik moze pripadati razliCitim fenotipskim
grupama.(53-55) U klini¢koj praksi se vjerojatno naj¢e$¢e oslanjamo na fenotipove kod
pristupa bolesniku te se ugrubo astma dijeli na T2 i ne-T2 fenotip. U te 2 velike
fenotipske grupe se ubrajaju brojne podskupine koje su izniknule iz nekoliko velikih
multicentri¢nih istrazivanja koja su se bavila stvaranjem tzv. klastera astme.(56-62) U

Tablici 1 i 2 pobrojane su navedene studije i izdvojene najbitnije znacajke.



Tablica 1.

Astma rane
pojavnosti

=prisutna
alergija

*T2 imunoloski
odgovor

PLUGNA FUNKCIJA OCUVANA (1FEV1)

= SARP klaster 1i 2, U-BIOPRED Kklaster 1,
Leicester studija klaster 3, TEA klaster 3, EGEA
klaster 3

PLUCNA FUNKCIJA NARUSENA (|FEV1)

* SARP Kklaster 4, U-BIOPRED klaster 4,
Leicester studija klaster 1, MijeSani granulocitni
klaster

Prema radu Kaur i sur., 2019. SARP-Severe Asthma Research Program, U-BIOPRED-Unbiased Biomarkers
in Prediction of Respiratory Disease Outcome, TEA- transcriptomic endotypes of asthma, EGEA-

epidemiological study on the genetic and environment of asthma




Tablica 2.

Astma PLUGCNA FUNKCIJA OCUVANA (1FEVA,
kasne | 1o
pojavnosti

. _ = SARP Kklaster 3+pretili, U-BIOPRED klaster
*nije prisutna 2+pretili, Leicester studija klaster 4, TEA klaster 1,
alergija EGEA klaster 2, Eozinofilni klaster

PLUCNA FUNKCIJA NARUSENA (|FEV1,
ne-T2)

* SARP klaster 5, U-BIOPRED klaster 4,
Leicester studija klaster 2, TEA klaster 2, EGEA
klaster 1+pretili, Neutrofilni klaster

Prema radu Kaur i sur, 2019. SARP-Severe Asthma Research Program, U-BIOPRED-Unbiased
Biomarkers in Prediction of Respiratory Disease Outcome, TEA- transcriptomic endotypes of asthma,
EGEA-epidemiological study on the genetic and environment of asthma

Provedene su studije obuhvatile veoma heterogene populacije iz viSse zemalja i dosta
se medusobno razlikuju prema faktorima koji su uklju¢eni u postupak stvaranja grupa
(primjerice dob, spol, rasa, prisutnost opstrukcije ...), ali se svedeno mogu izdvojiti 4

glavna fenotipa astme kako je ranije navedeno.(56)

Iz potrebe za Sto veéom dijagnostickom preciznoséu su se izdvojili endotipovi,
kompleksne grupe, a koje omogucavaju razumijevanje astme na molekularoj i
stani¢noj razini i otvaraju put prema $to tocnijoj primjeni bioloSke terapije uz napomenu
da se razli¢iti endotipovi mogu prezentirati na sli¢an nacin. (53) Takoder, kao i fenotipovi,
niti endotipovi nisu stati¢ni te su podloZni promjenama pod utjecajem raznih vanjskih i
unutarnjih ¢imbenika (Slika 1) te je stoga bitna konstantna reevaluacija klini¢kog stanja

bolesnika.



Imunoloski

odgovor
Genetski i s
f Metabolicki
epigenets fakor
ki u€inak
Stanicni Mikrobiom
ucinak
Endotip
Fenotip
Anatomski Epitelna
faktori barijera
Vanijski PsiholoSki
Cimbenici ucinci

Slika 1. Prilagodeno prema Agache i Akdis, 2019.

Smisao svih ovih postupaka grupiranja je pronaci pogodne biomarkere koji ¢e biti
upotrebljivi ne samo u klini¢kim ispitivanjima, nego i u svakodnevnoj dijagnostici i

liie€enju bolesnika (Slika 2).

= =

Shema 1. Dijagnostika Shema 2. terapija Shema 3. terapija
bolesti>>lijecenje po prilagodena fenotipu prilagodena endotipu,
principu ,ista terapija upotreba biomarkera
svakome*

Slika 2. Prilagodeno prema Bagnasco i sur. 2020.

Biomarkeri takoder nisu jednakovrijedni za klinicku praksu. Razlikuju se po dostupnosti,
ponovljivosti i cijeni izvodenja. Jedna od prakti€énih podjela je na one koji su dijagnosticki
(za procjenu je li bolest uopce prisutna), prediktivne (za procjenu hoce li odredeni terapijski
postupak imati pozitivnog ucinka), dinamic¢ke (mijenjaju se kako se bolest mijenja npr. pod
utjecajem specifiCne terapije) i stabilne (kao primjerice polimorfizmi jednog nukleotida, SNP,
iako je i to samo u slu€aju da ne dode do mutacije ili epigenetske promjene).(63) Uz to,

kombinacija biomarkera ima vecu dijagnosti¢ku teZinu od bilo kojeg pojedina¢nog.(63)



Na Zalost, trenutacno na raspolaganju imamo preteZzno biomarkere relevantne za T2
imunoloski odgovor pa se u tom smjeru uspjesno razvijala i biolo8ka terapija astme. Udio
ovog fenotipa, obiljezenog eozinofilijom, u populaciji bolesnika s astmom je varijabilan i
ovisno o studiji, kre¢e se od 20-60%.(64) PatofizioloSki i upalni procesi u T2 fenotipu astme
obiljezavaju visoke razine citokina tipa 2: IL-5, IL-4, IL-13, IL-9, IL-25, IL-33 i timusnog
stromalnog limfopoetina (TSLP). Ovi citokini djeluju kao stimulatori eozinofilne proizvodnje
i sazrijevanja, ekstruzije iz ko&tane srZi, regrutacije u tkiva (bronhe i pluéni parenhim)
proliferacije i €imbenika diferencijacije $to u konaclnici vodi hiperreaktivnosti bronha,
hiperplaziji vréastih i glatkih misi¢nih stanica, angiogenezi, subepitelnoj fibrozi i razvoju
astme.(65-67) Najvaznije stanice u ovoj vrsti astme su epitelne stanice i Th2 pomocne
CD4+ stanice koje izlu€uju ove citokine i aktiviraju druge prirodene i adaptivne imunoloske

stanice - bazofile, mastocite, eozinofile, B limfocite.(65, 66)

U Tablici 3 su pobrojani odabrani zna&ajni biomarkeri astme, a u Tablici 4 dostupna bioloska

terapija teSke astme u Hrvatskoj.

Tablica 3 Biomarkeri u astmi

Naziv biomarkera Uzorak Relevantna Znacajke i
funkcija uloga
Eozinofili Krv, sputum D, P, Di Razina ovisi o

terapiji, ukazuju
na nekontroliranu

astmu i tezu
kliniCku sliku,
dijagnosticki

>150-300  st/pl
krvi (>2-3% u
sputumu), u
odabiru bioloske
terapije

Neutrofili Krv, sputum D Marker ne-T2
upale (>40-64%
u sputumu),
nema pouzdanih
referentnih
vrijednosti u krvi

za astmu,
podlozan

utjecaju vanjskih
faktora, npr.




Eozinofilni kationski protein

IgE (ukupni i specificni)

Periostin

FeNO

Bromotirozin

Eozinofilna peroksidaza

Krv, sputum D, P, Di
Krv (iz B D, P, Di
limfocita)

Krv (iz epitelnih P, Di
stanica i
fibroblasta)

lzdahnuti zrak P, Di

Urin (oksidacijski P, Di
produkt, iz
eozinofila)

Krv (iz eozinofila) D

atipicne infekcije
i kortikosteroida,
ceSce u astmi
pojavnosti u
odrasloj dobi

Ukazuje na tesku
astmu, pada po
uvodenju

uspjesne terapije

Ukazuje na
atopiju, VviSi u
nekontroliranoj
astmi, prediktor
remodelacije, u
odabiru bioloske
terapije

Promotor
subepitelne
fibroze, vezan uz
eozinofiliju, u

odabiru bioloSke
terapije, ali nije
prediktor tezine
astme

U odabiru
bioloSke terapije,
indikator
eozinofilne upale
(>50 ppb),
nekontrolirane
astme i dobrog
odgovora na ICS

Induciran
alergijom, vise
vrijednosti u

nekontroliranoj
astmi, prediktor
odgovora na ICS

Ukazuje na
aktivaciju
eozinofila i
alergiju
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Eozinofil-derivirani
neurotoksin

Leukotrijen E4

Krv (iz eozinofila) D, P, Di

Urin

D, P, Di

Ukazuje na
aktivaciju
eozinofila i astmu
sklonu
egzacerbacijama
[ remodelaciji,
pada kod
uspjesne terapije

Dobar prediktor
fenotipa
aspirinske

astme, tezeg
oblika i Cestih
egzacerbacija

Prilagodeno prema (63, 67-70). Dijagnosticki-D, Prediktivni-P, Dinamicki-Di, Stabilni-S-jedino vrijedi za SNP,
inhalacijski kortikosteroid-ICS, Fractional Exhaled Nitric Oxide-FeNO, IgE-imunoglobulin E

Tablica 4 BioloSka terapija astme u Hrvatskoj

Naziv bioloske terapije Mehanizam Indikacije Ucinak
(humanizirano djelovanja i prema HZZO

monoklonsko protutijelo)  na€in primjene

Omalizumab Anti-IgE, 75-375  pozitivan  kozni ili Pobolj$ana

Mepolizumab

mg sc svaka 2 ili
4 tjedna, doza
ovisno o tjelesnoj
masi i ukupnom
IgE

Anti-IL5, sc, 100

mg mjesecno

laboratorijski test na
bar jedan od
inhalacijskih
alergena, poviSena
razina Igg  (>30
IU/ml), FEV1 <60%,
dnevni simptomi
unato& optimalnoj
standardnoj terapiji
Eo u krvi >150
stanica/ul na pocetku
terapije, >300
stanica/pl u zadnjih
12 mj., FEV1<60%,
24 egzacerbacije
koje su zahtijevale
primjenu  sistemskih

kontrola astme,
smanjen broj

egzacerbacija

PoboljSana
kvaliteta Zivota,
smanjen broj
egzacerbacija za

39-52%
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Reslizumab

Benralizumab

Dupilumab

Anti-IL5, iv, 3

mg/kg mjesecno

Anti-IL5 receptor,
sc, 30 mg
mjesecno prve 3
doze, zatim 30
mg svakih 8

tiedana

Anti-IL4 receptor
a (anti-1L4, anti
IL-13), sc, prva
doza 400 mg,
zatim 200 mg

svaka 2 tjedna

kortikosteroida ili u 6
mj. kontinuirano
ljeCeni OCS-om u
dozi 25 mg
prednizolona

Eo u krvi >150
stanica/pl na pocetku
terapije, >300
stanica/pl u zadnjih
12 mj., FEV1<60%,
24 egzacerbacije
koje su zahtjevale
primjenu sistemskih
kortikosteroida ili u 6
mj. kontinuirano
lijeCeni OCS-om u
dozi 25 mg
prednizolona

Eo u krvi >150
stanica/ul na pocetku
terapije, >300
stanica/ul u zadnjih
12 mj., FEV1<60%,
24 egzacerbacije
koje su zahtijevale
primjenu  sistemskih
kortikosteroida ili u 6
mj. kontinuirano
lijeCeni OCS-om u
dozi 25 mg
prednizolona

Eo u krvi >150
stanica/ul na pocetku
terapije, FeNO>25
ppb, FEV1<60%, 24
egzacerbacije koje su
zahtijevale primjenu
sistemskih
kortikosteroida ili u 6
mj. kontinuirano
lije€eni OCS-om u
dozi 25 mg
prednizolona

Smanjen broj
egzacerbacija za
50-59%

Povecanje
prebronhodilataci
jskog FEV1 za
106-159 mL,
smanjen broj
egzacerbacija za
45-51%

Povecanje
prebronhodilataci
jskog FEV1 za
130-140 mL,
smanjen broj
egzacerbacija za
46-48%,
poboljSana

kontrola astme
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Tezepelumab Anti-TSLP, sc, FEV1<6024 Smanjen broj

210 mg egzacerbacijekojesu o4, acerbacija za
. . zahtijevale primjenu
mjesecno _ . 62-71%, krvne
sistemskih
kortikosteroida il u 6 €0zinofilije,
mj. kontinuirano  serumskog IgE i

lieCeni OCS-om u EeNO
dozi 25 mg

prednizolona

Prilagodeno prema smjernicama HZZO-a, uputama proizvodac¢a o primjeni lijeka, (56, 66). Interleukin-IL,
imunoglobulin E-IgE, Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje-HZZO, forsirani ekspiracijski volumen u 1.
sekundi-FEV1, supkutano-sc, intravenski-iv, timusni stromalni limfopoetin-TSLP, eozinofili-Eo, oralni
kortikosteroid-OCS, frakcijska koncentracija izdahnutog dusikovog oksida-FeNO

Nasuprot tome, za ne-T2 astmu (tip 1 i tip 3 imunoloski odgovor koji je zajednicki astmi,
infekcijama, autoimunosnim bolestima i neoplazmama) jo$ ne postoji specificna terapija niti
biomarkeri koji bi bili komercijalno dostupni i upotrebljivi u svakodnevnoj klini¢koj praksi (u
zadnje vrijeme postoje pokusaji upotrebljavanja mikro-RNA (mikro -ribonukleinska kiselina)
molekula i razli¢itih citokina i alarmina).(67, 68, 71) Ne-T2 astma je obiljezena Cesto tezom
klinickom slikom, slabim odgovorom na postojece terapijske opcije, neutrofilijom,
izostankom alergijske dijateze i trajnom remodelacijom didnih puteva.(67, 68) Ono sto je
specificno za ovaj endotip je znacajna ovisnost o ,vanjskim“ utjecajima, kao primjerice
infekcije, pusenje, uvjeti zivota, zagadenost zraka ili debljina na koje se moze intervenirati i
nefarmakoloSkim mjerama, a s druge strane jo$ ukazuje da je endotip astme ne samo

prirodeno stanje, ve¢ i uvelike rezultat okolisnih ¢imbenika.(53, 67)

Smisao svih nastojanja da se pronikne u patofiziologiju astme je naravno kontrolirana
bolest, efikasna terapija i dobra kvaliteta zivota bolesnika. Na kraju ovog poglavlja navedeni
su kriteriji za definiranje dobro kontrolirane astme, dobrog odgovora na lije¢enje bioloSkom

terapijom, odnosno remisije bolesti (Slika 3, Tablica 5).
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SUPER ODGOVOR NA BIOLOSKU
TERAPIJU ASTME: VELIKI KRITERIJI

*eliminacija egzacerbacija
veliki napredak u kontroli astme (22x minimalno klini¢ki znac¢ajna razlika)

«ukidanje terapije oralnim steroidima (ili smanjenje doze ovisno o adrenalnoj
insuficijeniciji)

SUPER ODGOVOR NA BIOLOSKU
TERAPIJU ASTME: MALI KRITERIJI

*75% smanjenje egzacerbacija
*dobra kontrola astme (ACT>19, ACQ<1.0)
+>500 ml porast FEV1

Slika 3. Prema (72). Za potvrdu su potrebna barem 3 kriterija, od ¢ega 2 trebaju biti veliki;

procjena kroz 12 mjeseci

(Astma Control Test-ACT, Asthma Control Questionnaire-ACQ, forsirani ekspiracijski volumen u 1. sekundi-
FEV1)
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Tablica 5. Kriteriji za kliniCku remisiju u astmi. Prema (73).

Djelomicna klinicka
remisija

Potpuna klinicka
remisija

PostiZe se kad nema potreba za koriStenjem
oralnih steroida uz barem 2 od sljedec¢a 3
kriterija:

1. nema simptoma astme
2. nema egzacerbacije astme
3. stabilna pluéna funkcija

U periodu prac¢enja od >12 mj. uz ACT 20-25,
ACQ<1.5

Postize se kad nema potreba za
koriStenjem oralnih steroida uz
sva 3 kriterija:

1. nema simptoma astme
2. nema egzacerbacije
astme
3. stabilna pluéna funkcija
U periodu praéenja od >12 mij.
uz ACT 20-25, ACQ<1.5

Astma Control Test-ACT, Asthma Control Questionnaire-ACQ
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1.5. GENETIKA-TUMACENJE POJMOVA

Molekularna biologija i genetska istrazivanja astme, stvorila su preduvjet za napredne

metode lijeCenja kakve danas posjedujemo. Osnovni cilj tih studija je proniknuti u gensku

informaciju i Sto temeljitije razumijeti principe zdravlja i bolesti. Glavni smisao eukariotskih

stanica je prijenos navedenih informacija na potomstvo sa $to manje greSaka $to je

riskantan proces. Da bi to bilo mogucée potrebno je informacije na neki nadin sazeti i oCuvati

od negativnih utjecaja koji bi ih mogli promijeniti. U ljudskim stanicama, kao glavni nositelji

informacija su molekule nukleinske kiseline-deoksiribonukleinska kiselina (DNA) koja je

smjeStena u jezgri i ribonukleinska kiselina (RNA) (Slika 4).

DNA je dvostruka zavojnica s bazama s unutarnje i
Secer-fosfatnom okosnicom s vanjske strane

molekule.
 0.34nm
Baze su na suprotnim nitima spojene vodikovim vezama izmedu adenina (A) i timina (T) te
izmedu gvanina (G) i citozina. Dvije DNA niti su usmjerene suprotno jedna naspram drugoj,
- definirano 5' i 3' deoksiriboznim grupama.
H\
5"end H N—H ======
\ /
C C 3"end
v (o]
- 34nm / ‘O—F:’=O H—-C N- == H—N
? N c\\
CH
CH, _O ‘ [OREAAE H 2
0 N |
R " !
, C ? e FI'—O
H (o]

Slika 4. Struktura DNA. Preuzeto iz (74).
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Dok je uloga DNA pohrana informacija, RNA ima brojne stani¢ne zadace, a sve kako bi se
informacija pretvorila u proteine, glavne efektorske molekule: glasnicka RNA (mRNA)
prenosi informacije od DNA do ribosoma, ribosomska RNA (rRNA) i transportna RNA
(tRNA) omogucavaju sintezu bjelan€evina, razne druge vrste RNA koje mogu djelovati u
doradi i prijenosu proteina i kao katalizatori kemijskih reakcija.(74-76) Po sastavu su DNA i
RNA nukleotidni polimeri gradeni od purinske i pirimidinske baze spojene na fosforilirani
Secer. U DNA ulaze adenin i gvanin (purini) i citozin i timin (pirimidini). RNA se razlikuje od
DNA po tome $§to, umjesto timina, sadrzi uracil. Baza nukleinske kiselina vezana na Secer
(2'-deoksiribozu u DNA, odnosno ribozu u RNA) se naziva nukleozid, a na 5'-ugljik
nukleozidnog Secera je jo$ spojena jedna ili viSe fosfatnih skupina.(74) DNA je dvostruka
zavojnica u kojoj se adenin spaja s timinom, a citozin s gvaninom te svaka zavojnica DNA,
djeluje kao model za sintezu komplementarnog lanca (moguénost samoreplikacije).(74)
Oblikovanje nukleinskih kiselina, velikih polinukleotida, se naziva polimerizacija i
omogucéava ju kreacija fosfodiesterskih veza izmedu 5'-fosfata jednog nukleotida i 3'-
hidroksila drugog nukleotida. Odmotani lanac DNA takoder se moze koristiti kao kalup za
formiranje komplementarnog lanca RNA u procesu koji se naziva transkripcija nakon ¢ega
slijede posttranskripcijski procesi i formiranje mMRNA iz pre-RNA. Potom slijedi translacija, u
kojoj se mRNA pretvara u definirani niz aminokiselina, tj. u bjelangevinu.(74) Sinteza
nukleinskih kiselina uvijek te¢e od 5' prema 3' kraju, a u tom smjeru se po dogovoru ispisuje

i slijed baza $to je u sustini informacija sadrzana u DNA i RNA.(74)
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DNA iz kalupa DNA zavojnice
[74]

New DNA strand

1.5.1. GENI, LOKUSI, HAPLOTIPOVI, KROMOSOMI | GENOM

Gen je dio DNA koji se nasljeduje i Ciji je funkcionalni produkt protein koji u konaénici definira
neku osobinu stanice, odnosno organizma. Jedna genska kopija koja se nasljeduje naziva
se alel, a dobivaju se ukupno 2, po jedan od majke i oca. Kombinacija alela na jednom
kromosomu koji se nasljeduju zajedno zovu se haplotip te Cesto sluze za pronalazak
rizinog gena ili lokusa za neku bolest (asocijacijske studije).(77) Aleli se mogu naslijediti u
3 oblika: homozigot (2 ista alela, naj¢eS¢e divljeg tipa), heterozigot (aleli se razlikuju) i
homozigot, ali za rijetki oblik alela (polimorfizam, minor alel) s varijabilnom pojavnoscu u
populaciji.(77) Upravo su istrazivanja frekvencija tih varijanti alela (minor allele frequency-
MAF) Cesti predmet genomskih studija buduci da kao rezultat mutacija, budu razlog nastupu
bolesti (u jednom istrazivanju je ¢ak >50% rizi¢nih alela bilo minor alel).(74, 78) Osobine
koje se tako nasljeduju mogu biti dominantne ili recesivne, a kompletna genska kompozicija
se naziva genotip koji u suradnji s okoliSem daje fenotip.(74) U DNA, medutim, nije svaki
dio kodirajuc¢i, tj. ne daje svaki dio informaciju za protein. Takvi prostori izmedu gena
nazivaju se razdvojeni sljedovi, a unutar gena su to introni. Udio introna u ljudskom genu je

veci od 90% i imaju bitnu ulogu u kontroliranju ekspresije gena te povijesno u evoluciji. Dio
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pak gena koji je kodirajuéi je egzon i gen prosje¢no sadrzi njih oko 9. Sami introni nisu
direktno nuzni za funkcioniranje gena te se oni u konaénici uklanjaju na kraju prepisivanja
prekrajanjem te samo egzoni ulaze u konacnu verziju mRNA.(74) Ipak, postoje i segmenti
egzona koji su nekodirajuéi, iako su polimorfizmi gena u tim segmentima s vecom
vjerojatnoS¢u funkcionalni, nego nekodiraju¢i segmenti u intergenskim dijelovima DNA ili
intronima.(79) Ljudski genom ima oko 30 000 do 40 000 gena, prosje¢ne duljine oko 14 kb,
drugim rije€ima, samo oko 1-1.5% ljudskog genoma kodira bjelanCevine dok ostatak
povecanja genoma u visih eukariota nastaje zbog ponovljenih sljedova i introna.(74-76) lako
se taj postotak doima malen, pogotovo u usporedbi s nekim drugim organizmima, procesi
prekrajanja su u konaénici zasluzni za veliku varijabilnost u prirodi. Uz to, iako je svadiji
genom jedinstven (izuzev jednojajCanih blizanaca), ljudi ipak medusobno dijele 99.6%
sekvence DNA.(80, 81)

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
57 ] [ | I |3
DNA 3] i I | | |5
Transcription
Splicing
Exon 1 Exon 2 Exon 3
mRNA &' I I | I | 3
—> —>
5'UTR lTransation 3"UTR
Protein [ I ] |
1 30 104 146

Slika 6. Pojednostavljeni proces prepisivanja i prevodenja. Preuzeto iz (74).

Sav genetski materijal je pohranjen u jezgri te je uklopljen s proteinima nazvanim histoni u
kompleks koji se zove nukleosom, a koji je dio vece strukture kromatina. Na taj je nacin
moguc¢e DNA ukupne duljine od gotovo 2 m smijestiti u 5-10 um veliku jezgru stanice.(74)
Tijekom metafaze, dolazi do kondenzacije kromatina §to omogucava dijeljenje kromosoma.
Ljudi posjeduju u normalnom slu¢aju 23 para kromosoma (kariotip) naslijedena od oca i
majke, 22 para autosoma i 1 par spolnih kromosoma, X i Y. Mjesto na kromosomu (fiziCka

lokacija) na kojem se nalazi odredeni gen naziva se lokus.(82)
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Slika 7. Aleli na kromosomima i ljudski kariotip

Preuzeto s https://www.genome.gov/genetics-glossary/Allele i https://study.com/academy/lesson/karyotype-
definition-disorders-analysis.html

1.5.2. POLIMORFIZMI JEDNOG NUKLEOTIDA | DISEKVILIBRIJ VEZANJA

Budu¢i da je DNA molekula koja je dio kemijskih reakcija, na njoj se dogadaju brojne
promjene procesima insercije, delecije, inverzije, amplifikacije koje imaju razli€ite ishode,
ponekad i nepozeline, a kada nastupa popravak DNA izravnim obratom, izrezivanjem
ostecenja, rekombinacijom ili popravkom koji je sklon pogreSkama.(74) Najbazicnije
mutacije dogadaju se na razini jednog nukleotida (polimorfizmi jednog nukleotida, single
nucleotide polymomphisms-SNP) i naj¢eS¢i su tip varijacije ljudskog genoma (u oko 90%
slucajeva) te se dogadaju na svakih 100-200 parova baza.(83) Ipak neki SNP se javljaju i
puno nizom frekvencijom (<5%; 1-singlet, 2-dublet).(77) Ti polimorfizmi ne vode nuzno
nekoj promjeni, ali jednako tako mogu biti zasluzni za razvoj patoloskog stanja pa ¢ak i onda
kad se nalaze u dijelu introna koji je inace nekodirajuca regija, vjerojatno indirektno putem
utjecaja na prekrajanje glasnicke RNA.(84) Ovisno o frekvenciji u populaciji, SNP mogu biti
major ili minor aleli, a ovisno o rezultatu, tj. kodiraju li protein ili ne, sinonimni ili
nesinonimni.(77) U ljudskom genomu se moze pronaci otprilike 10 milijuna SNP-ova $to je
zasluzno za 90% varijabilnosti u populaciji. (85) Upravo je njihova brojnost, varijabilnost i
relativna jednostavnost, uz smanjenje troSkova i pojednostavljivanje postupaka obrade
biolokih uzoraka, razlog da su SNP ¢esta meta asocijacijskih genskih studija.(86) Ono $to

je problem je povezati otkriveni SNP s odredenom osobinom od interesa, tj. dati statisticku
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teZinu pronadenom. U analizi navedenog, koriste se u danasnje vrijeme velike baze
podataka kao to su primjerice dbSNP, UCSC Genome Browser, Ensembl, GWAS Catalog,
Swiss-Prot, HaploReg.(87) Rezultati analize prema tome mogu biti sliedeéi: 1. SNP je doista
uzro€nik nekog fenotipa po principu Mendelovog ili kompleksnog nasljedivanja, 2. SNP koji
je pronaden je u biti u blizini stvarnog uzroénog lokusa, ¢esée se pojavljuje i nasljeduje
zajedno s njim posljedi¢no evolucijskim procesima (u visokom je deisekvilibriju vezanja,
linkage disequilibrium-LD, Sto je Cesto u ljudskom genomu) i sam nije pravi uzroénik
fenotipa, 3. veza SNP i fenotipa je posljedica populacijskog mijeSanja, 4. lazno pozitivan
nalaz (trebalo bi se rijetko dogadati uz pravilnu kontrolu kvalitete viSestrukim
testiranjima).(85, 88-94)
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Slika 8. Prikaz LD-a s blokovima haplotipova. Preuzeto s https://www.researchgate.net/figure/LD-plot-
for-Pun1-showing-defined-haplotype-blocks-doi101371-journalpone0086393g003_fig3_268119868

lako je scenarij iz prvog slucaja mogué, u vecini sindroma, kao $to je i astma, ipak je
situacija oko uzro€no-posljedicne veze kompleksnija i potreban je cijeli haplotip, a ne
pojedina¢ni SNP da bi doslo do promjene fenotipa. Tako se u istrazivanjima, ljudski genom
moze podijeliti u blokove haplotipa (Slika 8), o€uvane regije razliite duljine, a izmedu kojih
se naj¢eSce dogadaju mutacije.(95) Prednost istrazivanja haplotipa lezi u tome da se
proucavaju uzroci promjena u viSe aminokiselina, a ne samo jednoj, $to daje potpuniju sliku
nekog fenotipa te se povecava statistiCka snaga asocijacijske studije.(96, 97) S prakticne
strane, haplotipovi zna€e i uStedu novca i vremena buduci da nije potrebno genotipizirati
svaki pojedinacni SNP, nego se odabere obiljezavaju¢i SNP (tagSNP; iz dostupne baze

podataka prema LD-istraZuje se obi¢no po 100 kb uzvodno i nizvodno od interesantnog
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gena, rezultatima ranijih genomskih studija, informacijama o populaciji od interesa i
informaciji o pretpostavljenoj funkciji SNP, tj. istrazivaC odabire SNP koji ¢e biti
najinformativniji za istrazivanu grupu SNP-ova) koji ¢e pokriti Sto veCu genotipsku regiju, a
istovremeno bez zna€ajnog negativnog utjecaja na varijabilnost koju bi inae dao puni set
SNP-a.(89, 98) Ovo je moguée samo u slu€aju da je istrazivana regija barem djelomic¢no
poznata, inaCe se mora analizirati svaki pojedinaéni SNP. U ovom radu ¢e LD biti prikazan
kao koeficijent korelacije (r?) izmedu alela na nekom lokusu kao na Slici 8, a sluzi za

procjenu priblizne potrebne veli€ine uzorka u studiji i odrazava statisti¢ku snagu studije.(89)

1.5.3. ODABIR POPULACIJE, GENSKE STUDIJE | HARDY-WEINBERG
EKVILIBRIJ

Za istrazivanje genske podloge kompleksnih bolesti kao Sto je astma, potreban je dobar
odabir uzoraka i kontrola, ukoliko je moguée gena od interesa i u konacnici adekvatnog
oblika studije. U odredenom dijelu, situacija u studiji nikad nije savrSeni odraz stvarnog
stanja jer primjerice vec¢inom bolesnici s nekom bole&¢u, recimo astmom, dolaze iz neke
zdravstvene ustanove s vec¢ postavljenom dijagnozom (pitanje je reprezentativnosti, klinike
u bolnicama obi¢no imaju teze oblike bolesti u praéenju nego primarna zdravstvena zastita),
kontrolna skupina se ne smije previSe razlikovati od ispitivane grupe (uparivanje s druge
strane prilicno pojednostavljuje i idealizira ,prirodno“ stanje populacije osobito kada se
istrazuju geni), u istrazivanje se ponekad uzimaju vec istrazivane populacije iz ranijih studija
tji. baza podataka ¢ime se dobije na brojéanom stanju ispitanika, ali je pitanje odgovaraju li
takvi uzorci trenutnim potrebama ispitivanja.(99) U Tablici 6 pobrojani su neki uobicajeni

modeli ispitivanja genoma.

Tablica 6.
Vrsta studije Osnovne znacajke
Analiza povezanosti (Linkage analysis) Pri tumacnju

nasljedivanja

odredenog fenotipa i
genotipa, rezultati
neovisni od hipoteze,
identificira  haplotip
koji se nepromijenjen

proteze kroz

generacija, interesne
regije obuhvacaju
velik broj gena te se
mora odabrati

markere radi
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Analiza gena kandidata (Candidate gene studies)
*koridtena pri izradi ovog rada

Asocijacijske studije ¢itavog genoma
(Genome-wide association studies-GWAS)

mapiranja i
pronalaska

najznacajnijin  gena,
gen uzro¢nik neke
bolesti se pronalazi
temeljem njegove
poziciie u genomu,
obi¢no otkriva gene
koji imaju jaki utjecaj
na fenotip, uobi¢ajeno
studije koje se
provode na obiteljima

Slucgaj-kontrola

studija, sudionici
obi¢no nisu u rodu,
najcesce se

prethodno  odaberu
geni od interesa iako
se moze istrazivati
bilo koji polimorfizam,
imaju vedu snagu za
otkrivanje manijih
efekata gena uz isti
broj ispitanika kao
analize povezanosti,
kompleksne  bolesti
ograni¢avaju shagu
ove studije, pozitivhe

asocijacije mogu
nastati ne samo zbog
stvarne uzro¢no-

posljedi¢ne veze, veé
i zbog greske tipa |,
artefakata uslijed
stratifikacije, LD-a

Analiza milijuna SNP-
ova unutar genoma,
spoj shage studija
povezanosti i
asocijacijskih studija,
odli¢ne za istraZzivanje
etnickih razlika medu
osobinama, osobito
pogodne za
kompleksne bolesti
kao sto je astma

Sastavljeno prema (100-108).

23



Odabir gena kandidata za asocijacijsku studiju temelji se na hipotezi da je odredeni gen
uzroCnik fenotipa (u ovom slu€aju bolesti) te se unutar njega pretrazuju lokusi i traZze sve
moguce varijante, tj. SNP-ovi. Samim time je poZeljno imati $to vise informacija o tom genu
(kako odabir gena ne bi bio previSe ograni¢en).(109) Odabrani geni kandidati mogu biti:
funkcionalni (njihovi produkti uobi€ajeno uzrokuju odredeni fenotip), pozicijski (njihova
funkcija se predmnijeva temeljem poznate pozicije u genomu), geni odabrani temeljem
usporedive funkcije u nekoj drugoj vrsti (primjerice miSu), a za kojeg se smatra da je
evolucijski ostao konzerviran i u ljudskom genomu.(110, 111) Takoder, u finalnoj analizi
dogada se da genotipiziranje ne bude uspjesno kod svakog ispitanika i takvi se uzorci onda
moraju ukloniti iz finalne analize. Naravno, konac¢ni je cilj da broj takvih slu¢ajeva bude to
manji zbog ispravnosti istrazivanja, ali se u krajnjoj liniji mogu primijeniti statisticki postupci
koji mogu nadomijestiti podatke koji nedostaju.(112) Osim problema uzorkovanja, postoji
zapravo i inflacija razliCitih statistiCkih testova koji se na kraju koriste za obradu podataka
te je potrebno postaviti jasne razine znacajnosti da bi se izbjegli nezeljeni i prekobrojni
rezultati i odabrati dobre markere koji ¢e se koristiti u ispitivanju. UobiCajeno se onda u
studijama primjenjuje Bonferronijeva korekcija kako bi se prilagodila p vrijednost i izbjegla
statisticka pogreSka tipa | iako je i ovaj postupak dosta podlozan kritikama.(113) U
genomskim studijama se takoder vodi raCuna i o Hardy-Weinberg ekvilibriju (ravnotezi) koiji
se odnosi na raspodjelu nasliednih osobina u populaciji-u svakoj sljedec¢oj generaciji,
proporcija odredenih alela (frekvencija nekog genotipa) je konstantna.(114) Pomoc¢u tog
postulata, mogu¢ je izracun frekvencije nekog alela u populaciji ukoliko je poznata
uCestalost genotipa i obrnuto, a takoder se koristi i u kontroli kvalitete provedene studije i

detekciji greSke u genotipiziranju.(98, 115-117)

1.5.4. KONTROLA KVALITETE
Neki segmenti kontrole kvalitete su ve¢ ranije navedeni. U to jo$ ulazi i odredivanje broja
ispitanika u kojih se SNP moze uspjesno identificirati (stopa poziva, call rate) uz izracun
uCestalosti alela i stope podudarnosti specificnih genotipova u slu€aju viSestruke tipizacije,
koja bi po moguc¢nosti trebala biti barem iznad 95%, a idealno viSa od 99.5% (ima smisla
za studije s malim brojem ispitanika). Drugim rije€ima, u istraZivanje ulaze samo SNP-ovi u
kojim je dostupno barem 95% informacija.(118) Cilj je iz istrazivanja izuzeti SNP-ove i

ispitanike s genotipovima niske kvalitete kao i kontaminiranu DNA.
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1.5.5. MALDI TOF
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Slika 9. Shematski prikaz rada MALDI TOF

Preuzeto s https://www.researchgate.net/figure/Principle-of-MALDI-TOF-MS-technology- This-drawing-
describes-the-principle-of-the_figd 259766659

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-
MS) odnosno masena spektrometrija s jednim fokusom ubraja se u genotipizacijske uredaje
koji je u komercijalnu upotrebu usSao jo§ 1942., a u obliku kakav je danas koristi 1980-
tih.(119) MALDI-TOF-MS je analiticka metoda visoke osjetljivosti koja omogucéava analizu
jednostrukih oligonukleotida koji se stave na matriks na plo¢ici (MALDI dio). Potom se
laserom specifi¢ne valne duljine obasja komplet matriksa/oligonukleotida i kokristala kroz
nekoliko nanosekundi ¢ime dolazi do desorpcije i ionizacije oligonukleotida koji se zatim
ubrzava u elektricnom polju i rastavlja na ione ovisno o masi i naboju o ¢emu onda u
konacnici ovisi vrijeme leta u vakumskoj cijevi (TOF dio).(119, 120) Upotreba MALDI-TOF-
MS je Siroka i osim detekcije SNP-ova (i njihovih alelnih varijacija), omogucava i analizu

mikrosatelitskih nestabilnosti, DNA metilacije i kvantifikacije molekula.(119)
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1.6. ANALIZA GENA KANDIDATA ODRASLIH BOLESNIKA S ASTMOM U
HRVATSKOJ POPULACIJI (CAAS)

Tsuo i sur. su 2022. objavili veliku meta-analizu GWAS u koju su ukljuCene ukupno 22
biobanke diliem svijeta (153 763 sluCajeva i 1 647 022 kontrola) to je rezultiralo sa 179
lokusa povezanih s astmom. U obradi i tumacéenju genetike astme se pokazala bithom §to
veca raznolikost populacija (diversifikacija studija) radi $to potpunije slike gena uzro¢nika
astme.(121) U Hrvatskoj su sve dosadadnje slicne studije ukljuCivale djecju populaciju
bolesnika s astmom, stoga je ovo prva studija gena kandidata za astmu u kojoj je analizirana

odrasla populacija.

1.6.1. RAD 50

Chromosome 5: 132,556,019-132,646,349
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Slika 10. Lokacija gena RAD 50 na kromosomu 5. Preuzeto s (122).

Gen RADS0 lociran je na kromosomu 5: 132,556,019-132,646,349, uzvodno (5931.1),
prilicno je velik (>50 kb), ima 16 poznatih transkripata, odnosno varijanti i povezan je s
brojnim fenotipovima: nasljednim varijantama karcinoma dojke i jajnika, poremec¢ajem
slicnom Nijmegenovom sindromu loma okarakteriziranom rijetkim kongenitalnim
anomalijama, astmom i pridruZzenim alergijskim bolestima, osobito pojavnosti u djecjoj dobi,
alergijskim rinitisom i atopijskim dermatitisom uz razne hematoloSke i razvojne poremecaje
kao Sto je trombocitopenija, povecanje broja pro-B limfocita, smanjen broj T limfocita,
abnormalna gametogeneza i smanjena plodnost.(122-124) Svestranost ovog gena u
uzrokovanju naizgled nepovezanih stanja leZi u €injenici da je proteinski produkt gena RAD
50 uklju€en u popravak dvostruke zavojnice DNA, s time da je njegova ekspresija u tkivima

uobi€ajeno niska.(125) Direktna povezanost ovog gena i astme nije jo§ dokazana, medutim,
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kompleks MER11-RAD50-NBS1 ima ulogu u somatskim hipermutacijama i genskoj
pretvorbi imunoglobulinskih regija S$to u konacnici ima ulogu u stvaranju brojnih
imunoglobulina.(126) lako je ova njegova uloga u stabilnosti DNA bitna, osobito kad se
govori o prirodenim genskim bolestima i tumorigenezi, mozda je u kontekstu astme jo$
znacajnije da je ovaj gen pozicioniran u kromosomskoj regiji zasluznoj za produkciju IL-5,
IL-13 i IL-4 Cija je uloga u astmi ve¢ naveliko poznata, posebno od nedavno kao meta
djelovanja bioloske terapije teSke astme.(127) Naime, gen za RADS0 se nalazi u snaznom
LD-u s promotorskom regijom gena za IL-13, koji zajedno s IL-4 i drugim proinflamatornim
citokinima, kao &to je IL-5, &ini okosnicu Th2 imunolodkog odgovora, odnosno T2
astmatskog fenotipa.(125, 127, 128) Takoder se nasla veza izmedu RADSO0 i povecéanih
razina IgE, iako se ponovno njegova samostalna uloga nije mogla dokazati zbog bliske veze
s genom za IL-13 i regulatorne funkcije RAD50 gena na ekspresiju ovog interleukina. (124,
129) Regulacija samog gena RAD50 je pod utjecajem mnogih €imbenika Sto ukljuCuje i
epigenetske mehanizme kao $to je utjecaj okoliSa u kojem odrastaju djeca $to iznova dovodi

u fokus higijensku hipotezu o razvoju astme i atopije.(130)

1.6.2. STARD3

Chromosome 17: 39,637,090-39,664,201
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Slika 11. Lokacija gena STARD3 na kromosomu 17. Preuzeto s (122).

Lokacija gena STARD3 (StAR-related lipid transfer protein 3) je 17:39657827, citogenska
regija 17912.(122) Zanimljivo je da su varijante ovog gena vjerojatno podrijetla
neandertalaca i da su uSle u euroazijsku populaciju mijeSanjem genoma modernih ljudi s
neandertalcima prije oko 60 000 godina.(131) Gen STARDS3 kodira obitelj proteina koji
prenose lipide te koji na C-terminalnom kraju imaju regulatornu steroidogensku regiju, tj.
dio koji se veze na lipid (START domena).(132, 133) Do sada je istrazeno oko 4 000

funkcijskih asocijacija koje se ugrubo mogu podijeliti u one vezane uz apolipoprotein A
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vrijednosti, vrijednosti HDL kolesterola, hemoglobina te astme i alergije.(134) STARD je
kratica za steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain, obitelj proteina koja
se sastoji od 15 &lanova, odnosno 6 grupa ovisno o funkciji u prenosenju lipida.(133)
STARD3 protein se sastoji od 445 aminokiselina i transmembranskom je domenom vezan
uz kasni endosom s kojega prenosi kolesterol u mitohondrij.(133, 135) Gen je eksprimiran
na razli¢itim tkivima, medu ostalim i plu¢ima, ali je njegova uloga ipak najbolje istrazena u
podrucju onkogeneze te je povezan s loSim ishodom kod lijeCenja karcinoma dojke i
sklono$¢u malignim bolestima gusterace, vjerojatno putem uloge u regulaciji inflamatornih
faktora preko NF-kB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
signalnog puta, oksidativnom stresu i lipidnom metabolizmu.(133, 136, 137) U genetskim
studijama astme, alergijskog rinitisa i alergije, uloga ovog gena u patofiziologiji ovih stanja
je jo$ uvijek nedovoljno istrazena i pripisuje se zbirnom ucinku regije 17q12-q21 i LD-u s
nekim drugim bolje prou¢enim genima kao $to su PERLD1, ORMDL3, GSDMA, GSDMB,
IKZF3, PGAP3 i drugi.(138-141)

1.6.3. IL6R
Chromosome 1: 154,377,669-154,441,926
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Slika 12. Lokacija gena IL6R na kromosomu 1. Preuzeto sa (122).

Gen za receptor IL-6, tj. IL6R, smjeSten je na kromosomu 1:154405193-154469450, i
citogenskoj regiji 1921.3 te je istrazena njegova veza s mnogim proinflamatornim stanjima,
primjerice astmom, atopijskim dermatitisom, alergijom, reumatoidnim artritisom,
ankilozantnim spondilitisom, sistemskim eritematoznim lupusom, koronarnom bolesti srca,
sranim udarom, atrijskom fibrilacijom, anginom pektoris, ekcemom, generalno duljinom

trajanja Zivota i dr.(134) IL6R omogucava ucinak IL-6, citokina Cije je djelovanje poznato u
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alergijskoj astmi i koji se na ciljne stanice veze putem transmembranskog ligand vezujuceg
glikoproteina od 80 kD (IL6R) i glikoproteina veliCine 130 kD koji prenosi signal
(gp130).(142-144) IL6R je za razliku od gp130 koji je prisutan na gotovo svim stanicama,
eksprimiran na samo nekim imunoloSkim stanicama (B limfociti, CD4+ T limfociti, neutrofili,
monociti) koje su posljedi¢no pod direkthom kontrolom IL-6 te je znaajan regulator
prirodene, no i adaptivne imunosti, ali isti receptor postoji i u solubilnom obliku (sIL6R) koji
nastaje alternativnim izrezivanjem mRNA i koji u paru s IL-6 aktivira stanice koje inae ne
bi bile pod njegovim direktnim utjecajem.(145-150) Polimorfizmi gena za IL6R,
transmembransku i solubilnu formu receptora, su viSekratno dovedeni u vezu s povecéanim
rizikom za razvoj astme, osobito fenotipa teSke alergijske astme, Sto dodatno otvara
mogucnosti za nove terapijske opcije, kao $to je tocilizumab, inace vec¢ etabliran u lije¢enju
reumatskih bolesti.(144, 151-153)

1.6.4. ORMDL3

Chromosome 17: 39,921,041-39,927,601
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Slika 13. Lokacija gena ORMDL3 na kromosomu 17. Preuzeto s (122).

Gen ORMDL 3 (regulator biosinteze sfingolipida 3) smjeSten je na kromosomu 17:
39,921,041-39,927,601, pozicija 17921.1 i jedna od prvih i najistrazivanijih kromosomskih
regija u kontekstu astme.(107, 122, 154) Ovaj je gen dio genske porodice koja obuhvaca
ORMDL1 na kromosomu 2 i ORMDL2 na kromosomu 12, eksprimiran je u fetalnim i tkivima
odraslih (protein je medu ljudima konzerviran 80%) i ima brojne homologe i u drugim
organizmima kao Sto su kvasci, bilike, kraljeznjaci i vinska musica.(155, 156) ORMDL geni
kodiraju transmembranske proteine endoplazmatskog retikuluma s brojnim funkcijama
(regulatori sfingolipidnog metabolizma negativnom povratnom spregom, omogucuju

odrzavanje homeostaze ceramida, unutarstaniéni metabolizam kalcija, odgovor stanice na
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stresni podrazaj, aktivaciju limfocita i regrutaciju eozinofila u tkiva).(157-160) Proces
savijanja bjelanCevina se odvija u endoplazmatskom retikulumu, a u slu€aju da dode do
nakupljanja nesmotanih proteina, aktivira se specifi¢ni stani¢ni odgovor (unfolded-protein
response-UPR) koji omoguéava odrzavanje homeostaze proteina mehanizmom smanjenja
potreba za njima, povecanjem efikasnosti endoplazmatskog retikuluma u savijanju ili
izlu€ivanjem viSka proteina.(161) U slu€aju da navedeni obrambeni mehanizam zakaze,
nastupa stani€na smrt. S druge strane, ORMDL3 uzrokuje pretjerani UPR povecéanjem
razine Kalcijevih iona u citosolu i blokiranjem signalizacije endoplazmatskog retikuluma
posredovanog kalcijem $to je jedan od mehanizama koiji posljedi¢no uzrokuje remodelaciju
diSnih puteva i bronhalnu hiperreaktivnost utjecajem na metabolizam glatkih miSi¢nih
stanica, karakteristicne pojave u astmi.(158, 162, 163) Svi geni iz ORMDL obitelji imaju
pojacanu ekspresiju u bolesnika s astmom i sudjeluju u njezinoj patofiziologiji i to ORMDL
1 i 2 vjerojatno preko utjecaja na limfocite i makrofage, a ORMDL 3 i na druge stani¢ne
frakcije u krvi, kao $to su eozinofili, neutrofili i bazofili.(155) Osim toga, nadeno je da je
ekspresija ovog gena pod snaznim pozitivnim utjecajem okoliSnih ¢imbenika, kao $to su
alergeni, ali i endogenih faktora, npr. proinflamatornih citokina IL-4 i IL-13, koji stimuliraju
njegovu aktivaciju i epigenetske promjene u epitelu bronha, makrofagima i eozinofilima
smjestenim u plu¢ima.(164, 165) U konacnici, ORDL3 je gen Ciji su polimorfizmi opetovano
istrazivani i dovedeni u vezu s astmom (T1 i T2 fenotipom), ali i Cestim pridruzenim
komorbiditetima, kao §to su alergija, rinitis i razne reumatske i gastrointestinalne upalne
bolesti.(166-171) Ipak, uloga ovog gena nije nedvosmislena medu populacijama, $to moze
biti posljedica razliCite genske konstelacije, ali i razlika u veli€ini istrazivanih populacija sto
ima utjecaja na statistiCku snagu studija i sposobnost pronalazenja relevantnih
genotipova.(167, 172)
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2. HIPOTEZA

Polimorfizmi gena IL6R, RAD50, STARD3, ORMDL3 povezani su s ranijom pojavom bolesti

i teZom astmom, veéim brojem egzacerbacija te atopijskim oblikom astme.

31



—

3. CILJEVIISTRAZIVANJA
3.1.  Opéicilj

ispitati kako polimorfizmi gena IL6R , RAD50, STARD3, ORMDL3 utje¢u na astmu
u hrvatskoj populaciji

3.2. Specifi€ni ciljevi

istraziti zastupljenost odabranih SNP-ova u hrvatskoj populaciji

naci povezanost odabranih polimorfizama s pluénom funkcijom, eozinofilima, ECP-
om (eozinofilnim kationskim proteinom), ukupnim IgE-om te alergijskim statusom
utvrditi jesu li ti SNP-ovi u kombinaciji s odredenim rizi€nim €imbenicima iz okolisa
(kao Sto su puSenje, zivot u gradu/selu, ...) povezani s tezim oblikom astme i ranijom
pojavom bolesti

utvrditi njihovu povezanost s atopijskim oblikom astme
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4. METODE

41. Ispitanici

Ova studija slu€aja s kontrolom (case-control study) provedena je u Klinici za plu¢ne bolesti
Jordanovac, Kilinickog bolnickog centra (KBC-a) Zagreb, Hrvatska, u suradniji
(genotipizacija) sa Sveucilistem u Manchesteru, Velika Britanija, kao dio Kklinickog
istraZivanja iz podruéja astme i alergije - Manchesterska studija o astmi i alergijama (The
Manchester Asthma and Allergy Study — MAAS, odnosno Croatian Asthma and Allergy
Study — CAAS).

Kohortu su &inile ukupno 534 odrasle osobe oba spola, 235 ispitanika s astmom lijecenih u
Klinici za plu¢ne bolesti Jordanovac i 299 zdravih osoba, koje su regrutirane iz Hrvatskog

zavoda za transfuzijsku medicinu i koji su zadovoljili uklju€ne kriterije.

Selekcija ispitanika s astmom je bila nasumicna te je ukljucivala bolesnike u pracenju u
Zavodu za alergijske i opstruktivne bolesti plu¢a Klinike Jordanovac. Preduvijet je bio imati
postavljenu dijagnozu astme u trajanju od minimalno godinu dana i koja je u stabilnoj fazi
bolesti od najmanje 4 tjiedna (ij. da u tom periodu nije bilo egzacerbacija astme i potrebe za

hitnim intervencijama).

Svim je sudionicima studije objasnjen plan istrazivanja i praéenja, postupci i mjerenja koja
se planiraju obaviti te su potpisali informirani pristanak prije ukljuivanja u studiju. Svaki
sudionik studije je u bilo kojem trenutku mogao povuéi informirani pristanak i napustiti
istrazivanje. Prilikom regrutiranja ispitanika s astmom i zdravih kontrola, cilj je bio formirati
reprezentativnu kohortu iz populacije bolesnika s astmom bez obzira na tezinu bolesti te
zdrave populacije u Hrvatskoj. Istrazivacki projekt odobrilo je EtiCko povjerenstvo
Ministarstva zdravstva Republike Hrvatske te Eti¢ko povjerenstvo KBC-a Zagreb. Slu€ajevi
i kontrole su bili upareni po dobi i spolu, svi su bili bijelci iz Hrvatske i Zivjeli su u mjeSovitoj
urbano-ruralnoj sredini. 1z istraZzivanja su isklju¢ene osobe koje boluju od bilo koje druge

pridruZene bolesti diSnog sustava primjerice kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti.
4.2. Mijerenja

Svim je ispitanicima astma dijagnosticirana na temelju povijesti bolesti, procjene klini¢kog
statusa, specifinih testova funkcije pluc¢a provedenih u skladu s tehni¢kim standardima
ERS-a/ATS-a u stabilnoj fazi astme (spirometrija s bronhodilatatorskim testom, difuzijski
kapacitet plu¢a, udio dusikovog oksida u izdahnutom zraku (FeNO)) (173), laboratorijskih

nalaza u suradnji s Klinickim zavodom za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb
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(kompletna krvna slika, eozinofilni kationski protein (eosinophil cationic protein-ECP),
ukupni i specifi¢ni imunoglobulin E (IgE)) ili dijagnoze astme koju je lije€nik prethodno naveo
u medicinskoj dokumentaciji ispitanika (najmanje 12 mjeseci prije uklju€ivanja u ispitivanje).
Kad god je to bilo moguce, podaci su dobivani iz zadnjeg pregleda u klinici, a ukoliko je bilo
potrebno, dopunjavani podacima iz ranijih nalaza, ali ne starijim od 6 mjeseci. Sve dostupne
informacije su u konacnici iskoristene za fenotipizaciju astme u bolesnika. U zdravih
kontrola, astma je iskljuCena temeljem strukturiranog intervjua s ispitivaem i prethodno
validiranog upitnika, tzv. European Community Respiratory Health Survey (ECRHS II)
(pristup engleskoj verziji putem https://www.ecrhs.org/questionnaires-and-protocols,
prijevod na hrvatski u Prilozima). Ispitanici s astmom su takoder ispunili ECRHS Il upitnik
kako bi dobili podatke o puSackim navikama, profesionalnoj izloZenosti i Zivotnim uvjetima.
Sudionici istrazivanja ispunjavali su upitnik sami ili u suradnji s istrazivatem. Upitnici su

prikupljani isti dan kad je odrzan i pregled ili naknadno slan poStom na adresu ispitivaca.

Anamnesti¢ki su podaci dobiveni iz razgovora s ispitanicima i iz dostupne medicinske
dokumentacije, od kojih najstarija datira od 1. sije¢nja 2003., zaklju¢no s 31. kolovozom
2023. Dijagnoza astme, tezina bolesti i fenotip astme validirani su prema najnovijoj
objavlienoj Globalnoj inicijativi za astmu (Global Initiative for Asthma - GINA) iz 2023. i
dostupnoj literaturi. Kategorija T2 fenotipa astme (potkategorije: 1. eozinofilna, 2. alergijska,
3. eozinofilna i alergijska) definirana je kao najmanje 150 eozinofila/uL krvi, eozinofili u
sputumu (prema nalazu citologa — opisno kao znacajno broj ili > 3%), eozinofili u brisu nosa
(prema nalazu citologa — opisno kao znacajno broj), FeNO>25 ppb, dokaz alergije
(karakteristi¢ni simptomi, pozitivan kozni test na inhalacijske i/ili nutritivne alergene,
povisene vrijednosti ukupnog i/ili specifi¢nog IgE).(1, 174-177) Nedostatak svih ovih kriterija
klasificirao je ispitanika u skupinu ne-T2 fenotipa astme. PuSaci su definirani kao netko tko
je popuSio 100 cigareta u zivotu i/ili tko trenutno pusi cigarete, prema pojmovniku
Nacionalnog centra za zdravstvenu statistiku (moze se pristupiti putem

www.cdc.gov/nchs/nhis/tobacco/tobacco_glossary).
Astma u odraslih definirana je kao ona koja je dijagnosticirana u dobi od 18 i viSe godina.

Nekontrolirana astma definirana je kao prisutnost simptoma astme, osobito nocnih
simptoma, Cesta upotreba lijekova za ublaZzavanje simptoma (kao $to su salbutamol,
beklometazon/formoterol ili budezonid/formoterol, vise od 2 puta tjedno), 1 ili vise
hospitalizacija zbog astme do trenutka uklju€ivanja u istraZivanje i za vrijeme trajanja
istrazivanja, 2 ili viSe egzacerbacija astme godiSnje, potreba za oralnim kortikosteroidima

(OCS), slabljenje funkcije pluc¢a tijekom prethodne godine, rezultat testa kontrole astme
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(Asthma Control Test - ACT) <20 ili rezultat upitnika kontrole astme (Asthma Control
Questionnaire - ACQ) <1.5.(1, 73, 178)

U dijagnostici astme, za procjenu pluéne funkcije koriStena je spirometrija s
bronhodilatacijskim testom salbutamolom (Ventolin aerosol za inhalaciju, proizvodaca Pliva
Hrvatska), uz odredivanje FeNO-a i difuzijskog kapaciteta plu¢a, Sto je provedeno na
uredajima tvrtke Eco Medics (Analyzer CLD i Denox 88) s opcijom FeNO za odrasle,
koriStenjem duSikovog oksida tvrtke Messer Group i uredajem za mjerenje difuzijskog
kapaciteta pluéa tvrtke CareFusion (ranije poznat kao VIASYS Healthcare i Cardinal
Health). U slu€aju negativhog bronhodilatacijskog testa, za dijagnosticiranje astme koriSten

je podatak o pozitivnom bronhoprovokacijskom testu metakolinom u povijesti bolesti.

Prije izvodenja testova plu¢ne funkcije, provodila se kalibracija pumpom od 3 L. Potom su
od svakog ispitanika uzeti osnovni podaci za identifikaciju i izracun trazenih varijabli - dob,
spol, rasa i tielesna masa. Ukoliko bolesnik nije bio u moguénosti stajati, visina je mjerena
indirektno prema promjeru rasirenih ruku. Sudionici s astmom su takoder ispitani o
postojanju neke od kontraindikacija za izvodenje spirometrije i ostalih testova kao sto je
hemoptiza, pneumotoraks, sréani udar, plu¢na embolija, postojanje aneurizme, osobito u
nestabilnoj fazi, nedavna operacija ili postojanje kojeg drugog akutnog stanja koje bi
prije€ilo adekvatnu izvedbu. Postupak spirometrije se izvodio tako da je ispitanik bio u
sjedecem polozaju, uspravnog drzanja, s nogama na podu, na nepomiénom stolcu i s
kvacicom na nosu ¢vrsto obuhvacéajuéi ustima usnik spirometra. Spirometrijski je manevar
zapocinjao mirnim disanjem, zatim dubokim udahom do ukupnog kapaciteta pluc¢a te naglim
i snaznim ispuhivanjem zraka na usta u trajanju od minimalno 6 sekundi odnosno do
postizanja ekspiracijskog platoa. Maksimalna prihvatljiva razlika FEV1 i FVC medu
manevrima je morala biti manja od 150 ml, a u konaénu je interpretaciju uziman najbolji i
tehniCki najispravnije izveden pokusaj. Maksimalni broj pokuSaja izvodenja spirometrije je
bio 7. Bronhodilatacijski test salbutamolom je uklju€ivao jo$ jednu spirometriju prema ranije
navedenim kriterijima, a koja se izvodila 30 min. po aplikaciji 400 ug salbutamola. Pozitivan

nalaz je odgovarao porastu FEV1 za 10% prediktivne vrijednosti.

Postupak odredivanja FeNO-a se izvodio tako da je ispitanik bio u istom polozaju kao za
izvodenje spirometrije. Od ispitanika se trazilo da izdahne do rezidualnog volumena nakon
Cega je slijedilo udisanje do ukupnog kapaciteta plu¢a te potom polagano i ravhomjerno
izdisanje kroz aparat. Kao pomo¢ za pravilno izdisanje brzinom oko 0.05 L/s u trajanju od
10 s, ispitanik prati strelicu na aparatu. Vrijednosti FeNO-a su izrazene kao parts per billion
(ppb), a prihvacao se tehnicki najispravniji od 3 pokusaja s time da nije smjelo biti vise od

10% razlike medu njima.
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Odredivanje difuzijskog kapaciteta se takoder izvodi u istom poloZaju kao i spirometrija.
Postupak zapocCinje mirnim disanjem kroz usnik aparata nakon Cega slijedi izdisaj do
rezidualnog volumena u trajanju do 12 s. Nakon toga slijedi brzi udah mjeSavine testnih
plinova u sastavu 21% kisika, 0.3% uglji¢nog dioksida, helija i dusika do ukupnog kapaciteta
pluca te potom ispitanik treba zadrzati dah 10+2 s. Zatim slijedi izdisaj koji ne smije prelaziti
4 s, a aparat izraCunava DLCO. U slu€aju neadekvatnog manevra, novi se ponavljao nakon

pauze od 4 minute.

Izraz trajna opstrukcija koristen u ovoj studiji temeljio se na spirometrijskim vrijednostima:
postbronhodilatacijski forsirani ekspiracijski volumen u 1. sekundi/forsirani vitalni kapacitet
(FEV1/FVC) z-rezultat <1.64 u trajanju od najmanje 12 mjeseci.(173)

Svim ispitanicima odreden je indeks tjelesne mase (body mass index - BMI), a stupanj
dispneje procijenjen je prema "Modified Medical Research Council”" (mMRC) skali dispneje.
Medu ostalim podacima, istrazena je dob pocetka astme, ukupno trajanje astme do trenutka
ukljucivanja u studiju, broj i tezina egzacerbacija do trenutka ukljucivanja u studiju te broj i
trajanje hospitalizacija zbog egzacerbacije. Utvrden je i alergijski status za koiji je koristen
kozni alergoloski test te vrijednosti ukupnog IgE (pozitivnim se smatrala vrijednost ukupnog
IgE >100 KIU/L) i alergen-specificnog IgE (pozitivhim se smatrala vrijednost specificnog IgE
> 0.35 kIU /L) u krvi, uz anamnesti¢ke podatke o pojavi karakteristiCnih simptoma, potrebi
prekomjernog uzimanja lijekova za ublazavanje simptoma (npr. salbutamol) te podatke o
komorbiditetima (npr. atopijski status, alergijski rinitis, alergijski konjuktivitis ili dermatitis,
nosna polipoza, prisutnost vaskulitisa ili aspergiloze). Alergolosko testiranje provedeno je
standardiziranim otopinama alergena za kozni alergoloski test (Alyostal Prick skin solution)
koji je ukljuCivao reagense za europsku i ameri¢ku grinju, mjesSavinu plijesni, Cemprese,
mjeSavinu trava, ambroziju, divlji pelin, pseéu i macju dlaku, lijesku, brezu, johu i maslinu.
Postupak je uklju€ivao nanosenje pozitivne i negativnu kontrole te odabranih otopina
alergena na Cistu kozu podlaktice, tumacio se 20 minuta nakon aplikacije reagensa, a

pozitivnim rezultatom se smatrala urtika promjera 23 mm (179).

Osim ranije navedenog, iz raspolozive medicinske dokumentacije, prikupljeni su podaci o
citoloSkom sastavu iska$ljaja, brisa nosa i otorinolaringoloskom pregledu (ukljuCujuéi

postojanje alergijskog rinosinuitisa i nosne polipoze).

Svi su ispitanici podvrgnuti standardnoj venepunkciji te je uzeto 5 ml krvi u epruvetu s
inertnim separatorskim gelom za odredivanje ukupnog i specificnog IgE i eozinofilnog
kationskog proteina iz svjeze krvi te je odredena kompletna krvna slika od 3 ml svjeze krvi
uzete u epruvetu s antikoagulansom trikalijem etilen diamin tetraoctenom kiselinom
(K3EDTA). Epruvete su izradene od polietilen tereftalat glikolom modificirane plastike

36



(PET) koju proizvodi Greiner Bio-One International. Potpuna krvna slika odredena je na
hematoloSkom analizatoru DxH 800 tvrtke Beckman Coulter Inc. USA koristeé¢i metodu
temeljenu na promjeni otpora iliimpedancije. Odredivanje koncentracije ECP i IgE u serumu
provedeno je na analitiCkom sustavu Siemens Immulite 2000xpi, Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen, Njemacka, prema uputama proizvodaca. Ova tehnologija djeluje po
kemiluminiscentnom imunokemijskom konceptu. PredanalitiCki postupak za ECP je
specifi€an i standardiziran: nakon uzimanja uzorka krvi u epruvetu bez antikoagulansa za
ECP probir, biliezi se vrijeme uzorkovanja, uzorak se ostavlja 90 minuta na sobnoj
temperaturi, zatim se centrifugira 10 minuta na 1000 g na sobnoj temperaturi nakon ¢ega
se serum odvaja i zamrzava na -20°C do konacne analize (najviSe unutar mjesec dana od
pohrane uzorka). Za IgE test predanaliticko rukovanje uzorkom je isto kao i za ostale

biokemijske testove (serum izdvojen u epruvetu bez antikoagulansa).

4.3. Ekstrakcija DNA i genotipizacija

Svim ispitanicima koji su zadovoljili kriterije uklju€ivanja u studiju uzeto je 10 ml krvi
standardnom venepunkcijom, uzorci su zatim centrifugirani, a rezidualni stani¢ni koncentrat
koristen za ekstrakciju genomske deoksiribonukleinske kiseline (DNA) odmah je zamrznut
na -80°C i kasnije poslan u Manchester na genetsku analizu. Genomska DNA ekstrahirana
je iz leukocita metodom fenol-kloroforma. Uzorci su kvantificirani koristenjem Epoch™
spektrofotometrijskog sustava. Zatim su razrijedeni ispod 400 ng/uL i ponovno izmjereni
kombinacijom Epoch™ i NanoDrop™ spektrofotometrijskih sustava u skladu s uputama
proizvodaca. Uzorci su doneseni u Centar za integrirana genomska medicinska istrazivanja
(Centre for Integrated Genomic Medical Research - CIGMR) Sveucilista u Manchesteru
kako bi bili prijavljeni u sustavu upravljanja laboratorijskim informacijama (/aboratory
information management system - LIMS). Uzorci su zatim normalizirani i stavljeni na 6

radnih plo¢ica (200 uL pri 25 ng/uL) za genotipizaciju.

Cijeli proces genotipizacije prethodno su detaljno opisali Marinho i sur. i Simpson i sur. u
online suplementu.(180-183) Implementiran je Sequenom® MassARRAY® iPLEX™ Gold
sustav, koji ukljuCuje kemijsku reakciju ekstenzije pocetnica s MALDI-TOF masenom
spektrometrijom.(181, 184) Za svakog sudionika, tzv. pozivanje SNP-a ucinjeno je pomoc¢u
Sequenom Matrix-Assisted Laser Desorpcije/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) platforme za prikupljanje podataka i iPLEX testa, pojedinacni genotipovi
su identificirani pomocu MassARRAY® Typer Analyzer softvera u stvarnom vremenu dok je

konstrukcija PCR primera i sonde napravljena pomoc¢u Sequenom iPLEX softvera.
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Bududi da slicna genomska asocijacijska studija (genome-wide association study - GWAS)
ili studija gena kandidata (candidate gene study) u odrasloj populaciji Hrvatske nikada nije
provedena, a usporedive studije u pedijatrijskoj populaciji s astmom proveli su Bleki¢ i sur.
i Bukvic¢ i sur. za regije 17q12-21, odnosno 20p13-p12 (182, 183), odlucilo se istraziti
signifikantne gene s kromosoma 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17 i 22, a koji su
prethodno prijavljeni u drugim GWAS-ovima. Odabir gena i SNP-a temeljio se na
pretraZivanju dostupne literature i prethodnim genomskim povezanostima s osobinama
opisanim u astmi, kao i na molekulamnim putovima zabiljezenim kod astme i alergije.
Genotipizirano je u konacnici ukupno 77 SNP-ova, a medu njima je 20 SNP-ova iskljuéeno
iz konacne analize ili zbog neuspjelog genotipiziranja ili nakon kontrole kvalitete prema
sliedeéim kriterijima: stopa poziva <95%, ucCestalost manjih alela (minor allele frequency -
MAF) <5% , Hardy Weinbergova ravnoteza (Hardy Weinberg Equilibrium - HWE) p<0,05
(potpune informacije o odabranim SNP-ovima, genima i regijama mogu se vidjeti u Tablici
11). U svrhu odabira tagSNP-ova temeljenog na LD-u haplotipu (pomoc¢u praga r* = 0,8)
koridten je parni algoritam LDSelect (185) dostupan na Genome Variation Serveru (GVS) i
Haploview (Tagger) (186, 187), GVS (http: //gvs.gs.washington.edu/GVS/), popraéen
podacima dostupnim na internetskim stranicama National Library of Medicine dbSNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov).(180, 182, 183)

4.4. Statisticka analiza podataka

U sklopu istrazivanja provedena je sveobuhvatna statistiCka analiza kako bi se istrazila veza
izmedu astme i potencijalno povezanih faktora. Buduéi da je Shapiro—Wilk test pokazao da
podaci ne slijede normalnu distribuciju, u daljnjim su analizama koristeni neparametrijski
testovi. Korelacije i razlike izmedu ispitivanih podskupina ispitanika testirane su koristenjem
Kruskal-Wallis, hi-kvadrat ili Spearman rang-korelacijskih testova, ovisno o tipu varijabli

(kontinuirane ili kategoricke).

Dodatno je provedena analiza generaliziranog linearnog modela (GLM) s binomijalnom
funkcijom uzimajuéi u obzir pusenje, spol, dob, BMI i FVC (forsirani vitalni kapacitet) kao
kovarijate. Ovaj pristup omogucio je razlu€ivanje veza izmedu dviju kategorija uzimajuci u

obzir viSe utjecajnih varijabli.

Logisticki regresijski modeli provedeni su kako bi se utvrdila znacajna povezanost izmedu
odredenih SNP-ova i ispitivanih varijabli. Za procjenu utjecaja genotipova na razliCite
varijable, koriStena je procedura vaznost varijable za projekciju (Variable Importance for

Projection - VIP) kao dio analize parcijalnih najmanjih kvadrata (Partial Least Squares -
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PLS). Genotipovi s VIP vrijednoS¢u veéom od 1 smatrani su vaznima u utjecaju na
promatranu varijablu (kategoriju) i znaajno su doprinijeli modelu, dok genotipovi s VIP

vrijednoS¢u <0.8 imaju minimalan utjeca;j.

U statistiCkoj analizi primijenili smo Bonferronijevu korekciju za testiranje viSe hipoteza

pomocu funkcije p adjust.

Sve statistiCke analize provedene su pomoc¢u programa R verzije 3.6.2 (R Core Team,

2020), pri ¢emu je razina znacajnosti postavljena na p =0,05.

Vizualizacija podataka provedena u R-u uklju€ivala je osnovne funkcije boxplot i mosaicplot,
uklju€ujuci ggplot2 paket radi poboljSane interpretacije. Heatmap je generiran u Pythonu
(verzija 3.11.0) koristenjem nekoliko kljuénih biblioteka, ukljuCujuc¢i pandas, matplotlib,

scikit-allel, Id_estimator i scipy.
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5. REZULTATI
5.1. OPCIPODACI

U ovo istrazivanje je uklju€eno 235 bolesnika s astmom (44%) i 299 zdravih kontrola (56%)
koji su bili upareni po dobi i spolu. Prosjeéna Zivotna dob ispitivanih s astmom je bila 44.6
god. Raspodjela po spolu nije bila ravnomjerna; ukupno je sudjelovalo 177 (33%)
musdkaraca, od toga broja je 90 (38.3%) bilo u grupi s astmom, uz 356 (67%) Zena, od ¢ega
je 145 (61.7%) bolovalo od astme. Prosje¢na dob pojavnosti astme u ovoj populaciji je bila
37.7 god uz trajanje bolesti do uklju€ivanja u ispitivanje od 12.5 god te se u vecine (77%)
ispitanika astma pojavila u odrasloj dobi. Oko Cetvrtine bolesnika je imalo znakove
nekontrolirane bolesti, otprilike je isti broj (30%) u terapiji trajno bio na oralnim
kortikosteroidima (OKS) i imao vise od 1 egzacerbacije do trenutka ukljucivanja u
istrazivanje (32%) te je samo mali broj ispitanika morao biti i hospitaliziran zbog
egzacerbacije bolesti (4% od ukupnog broja bolesnika s astmom). Trajnu opstrukciju (prema
dostupnoj medicinskoj dokumentaciji u protekle barem 3 godine prije ukljucivanja u
istrazivanje) imala su 82 (42%) bolesnika. Ipak, prosje¢ne vrijednosti plu¢ne funkcije
populacije bolesnika s astmom su bile u granicama normale (FEV1 2.6 L; 80.54%) uz
normalne vrijednosti difuzijskog kapaciteta plué¢a, ali prosje¢no poviSene vrijednosti FeNO-
a (48.25 ppb). Najtezi oblik bolesti (GINA 4 i 5) je bio prisutan u 31 (15%) bolesnika.

Vecina na8ih bolesnika s astmom je bilo puSa¢a (58%, prosjecni p.y. 5.2 god.) dok je 36%
od ukupnog broja astmatiara navelo profesionalnu izloZzenost Stetnim tvarima. Prosjecni

indeks tjelesne mase je bio 25.9 kg/m>.

Vecina bolesnika je imala dokazanu pozitivhu alergijsku dijatezu (155; 75.6%) te je uzevsi
u obzir i druge biomarkere i komorbiditete (kao $to su eozindfili u krvi, brisu nazofarinksa i
sputumu, ECP, FeNO, nosna polipoza s eozinofilijom, alergijski rinitis) u konacnici vecéina

ispitanika s astmom ubrojana u T2 fenotip (178; 84%).

Vecina ispitanika s astmom (87.3%) nije bila znacajnije opterec¢ena komorbiditetima za koje
se oCekuje negativan utjecaj na duljinu trajanja zivota (Charlson Comorbidity Index-CCI-0-
2).

Takoder, ispitivana populacija je ve¢inom imala prebivaliSte u gradskoj sredini (68.5%) $to
je ocCekivano zbog smijestaja bolnickoj centra iz kojeg su regrutirani ispitanici u ovom

istraZivanju.

Detaljno izvjeS¢e s opcim i demografskim podacima ispitanika se nalazi u Tablicama 7-10.
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Tablica 7.

VARIJABLE

Pacijenti s astmom

Zdravi pacijenti

Spol (ukupno) - Zenski

Spol (ukupno) - muski

Spol (astma) - zenski

Spol (astma) - musKki
Egzacerbacija > 1 do ukljucivanja u studiju
Hospitalizacija

KoriStenje oralnog kortikosteroida
Nekontrolirana astma

Pusaci (astma)

Profesionalno izloZeni

Prisutnost alergije

Nosna polipoza

Eozinofilni fenotip (1)
Neeozindfilni fenotip (0)

T2 fenotip astme

T1 fenotip astme

Nema trajnu opstrukciju

Ima trajnu opstrukciju

235
299
356
177
145
90
67

62
52
75
46
155
28
79
37
178
34
113
82

uDIO
44%
56%
67%
33%
61.70%
38.30%
32%
4%
30%
25%
58%
36%
75.60%
13.60%
68%
32%
84%
16%
58%

42%
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Tablica 8.

VARIJABLE MIN LCL MEDIAN = MEAN UCL MAX
dob (ukupno: astma+zdravi) 18 41.5 43 42.76 44 86
Indeks tjelesne mase (BMI, kg/m?),  16.9 25.3 25.4 25.9 26.6 40.54
Doba pojavnosti astme (god.) 0.5 29.1 30 31.7 34.4 7
Trajanje astme (god.) 0.5 11.1 11 12.5 13.98 45
ACT 7 19.8 22 20.6 21.4 25
Broj egzacerbacija do ukljucivanja 0 1.2 1 15 1.8 20
Hospitalizacija-trajanje u danima 0.5 NA 6 6.85 NA 18
Pack-Years (py) 0 35 0 52 6.8 60
FEV1 (L) 0.7 2.47 2.57 2.6 273  4.98
FEV1% 24 77.82 81.55 80.54 83.25 124
FVC (L) 1.26 3.45 3.52 3.61 3.77  6.88
FVC% 51 91.97 96.8 94.28 96.58 @ 138.3
DLCO% 33 83 89 88.2 93.4 155
KCO% 41 89.44 98 94.14 98.8 | 122.7
VA% 58 84.3 89 90.2 96.1 135
IgE (kU/L) 0 330.93 159.5 479.66 @ 628.4 @ 4603
FeNO (ppb) 5.1 5.1 334 48.25 | 262.20 262.30
ECP (pg/L) 4.3 25.34 24.5 34.8 44.25 148
Eozinofili u krvi (10e9/L) 0 0.21 0.19 0.26 0.3 1.24
Tablica 9.
Charlson Comorbidity Index 0-2 3 4 5 >6
n 179 13 I 4 2
% 87.30% 6.30% 3.40% 2% 1%
Tablica 10.
U U
ASTMA DJ ETINJSTVUODggSBII'OJ GRAD SELO GINA 1 GINA 2 GINA3 GINA4i5
N(UDIO) N ubio)2
47 156 96 44 6 100 71 31
(23%) (77%) (68.5%) @ (31.5%) (3%) (48%) (43%) (15%)

42



5.2. ODNOSI MEDU VARIJABLAMA

U daljnjem tijeku rada, istrazilo se ima li koji od prou€avanih vanjskih ¢imbenika utjecaj na
pojavu astme u djecjoj, odnosno odrasloj dobi. Mjesto Zivota (grad/selo) i puSenje nisu imali
utjecaja na dob pojavnosti astme (z -0.222, Pr(>|z|) 0.8243; t -0.205, Pr(>|t|) 0.838). Osim
toga, pusSenje nije imalo utjecaja na tezinu astme procijenjenu prema GINA stupnju uz
prilagodbu prema dobi, spolu, BMI i prisutnosti restrikcije (t 0.732, Pr(>|t|) 0.465). 1z Slike
14 vidljivo je da je vecina bolesnika s astmom u slu€aju umjerene i teSke astme ipak bila

nepusac (p 0.196).
90
PUSENJE

B o
B :

Broj pacijenata

1 2 K o
GINA
Slika 14. Raspodjela pacijenata s astmom prema GINA klasifikaciji ovisno o puSackom

statusu

Analiza utjecaja vanjskih ¢imbenika na plu¢nu funkciju u bolesnika s astmom je pokazala
da pusSenje u ovoj populaciji nije imao utjecaja na prisutnost trajne opstrukcije (x* 3.06, df =
1, p 0.08) kao niti zivot u gradu (x* 1.19, df = 1, p 0.27) ili profesionalna izlozenost Stetnim
tvarima (x2 0.31, df = 1, p 0.58). Osim toga, profesionalna izlozenost (x* 3.41 df =1, p 0.06)
kao niti zivot u gradu (x* 0.33, df = 1, p 0.57) nisu imali utjecaj na pojavu nekontrolirane
astme. U ovoj skupini ispitanika s astmom ZzZivot u gradu takoder nije bio povezan s
prisutnoscu alergije (z 0.91, Pr(>|z| 0.36) ili poviSenim vrijednostima ukupnog IgE (z 0.19,
Pr(>|z|) 0.85). Nadalje, pusenje nije imao statistiCki bitnog utjecaja na tezinu astme (t 0.73,
Pr(>|t|) 0.47), kontrolu bolesti (t 1.51, Pr(>|t]) 0.13), hospitalizaciju u anamnezi (t 1.35,
Pr(>|t|) 0.18) ili duljinu trajanja hospitalizacije (t -0.33, Pr(>|t|]) 0.17) u slu€aju teske
egzacerbacije astme. PuSenje nije bilo povezano niti s ¢eS¢om potrebom za lijeCenjem
oralnim kortikosteroidima (t 0.83, Pr(>|t|) 0.41). Proucio se i intenzitet puSenja i njegov

utjecaj na prethodno ispitivane varijable, ali nije nadena statisticka znacajnost kod
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medudjelovanja pack-years i tezine astme (t 1.17, Pr(>|t]) 0.24), njezine kontrole (t 0.95,
Pr(>|t]) 0.34), potrebe za oralnim kortikosteroidima (t 0.12, Pr(>|t]) 0.90), potrebom za
hospitalizacijom (t -0.22, Pr(>|t|) 0.82) i duljinom trajanja hospitalizacije (p 0.057) zbog

pogorsanja astme. Pudenje nije bilo povezano s vrijednostima FeNO-a (x> 1.87,df =1, p

0.17), pojavom restriktivnog obrasca u spirometriji to bi bilo vidljivo u smanjenju vrijednosti
FVC-a (x* 0.08, df = 1, p 0.77), opstrukcijom (x* 3.06, df = 1, p 0.08) ili znaajnim

smanjenjem FEV1 (x?

0.20, df = 1, p 0.65). U ovoj kohorti, poremecéaj na nivou

alveokapilarne membrane, vidljiv vrijednostima KCO<80% nije doveden u vezu s pusenjem

(x* 0.26, df =1, p 0.61). Na kraju, analiza utjecaja puSenja i profesionalne ekspozicije na

oblikovanje T1 tj. T2 fenotipa nije dosegnula statistiCku znacajnost (t 0.95, Pr(>|t]) 0.34; t -
1.35, Pr(>|t]) 0.18).

FEV1

p=0.65

A DA

Pusenje

Slika 15. Odnos vrijednosti FEV1 ovisno o puSackom statusu
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Slika 16. Odnos vrijednosti FVC ovisno o puSatkom statusu
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Slika 17. Odnos vrijednosti FeNO ovisno o puSackom statusu
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Slika 18. Prisutnost opstrukcije ovisno o pusackom statusu
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Slika 19. Odnos vrijednosti KCO ovisno o puSatkom statusu
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Od istrazivanih komorbiditeta koji se ¢esto pojavljuju uz T2 fenotip astme, jedino je nosna

polipoza bila statistiCki znacajan uzrok teZzeg oblika astme izrazeno GINA stupnjem (t -
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2.022, Pr(>|t]) 0.0446), dok prisutnost alergije (t 0.33, Pr(>|t]) 0.74) i CCI (t -0.32, Pr(>|t|)
0.75) nisu imali statistiCki znacCajan utjecaj na teZinu astme. S druge strane, nosna polipoza
(t 1.56, Pr(>|t|) 0.12) kao niti prisutnost alergije (t 1.21, Pr(>|t|) 0.23) ili CCI (t -1.04, Pr(>|t|)
0.30) nisu dosegnuli statistiCku zna€ajnost prilikom istraZivanja njihovog utjecaja na kontrolu
astme. Takoder, nosna polipoza nije imala utjecaja na broj egzacerbacija astme (t 1.82,
Pr(>|t]) 0.07) ili potrebu za oralnim kortikosteroidima (t 2.01, Pr(>|t|) 0.05). Dodatna analiza
korelacije odabranih biomarkera i nosne polipoze je pokazala da oni nisu bili stastisticki
znacajno povezani s njezinom prisutno$c¢u u bolesnika s astmom (za eozinofile>100/uL krvi-
z1.38, Pr(>|z|) 0.17; eozinofile>300/uL krvi-z 1.13, Pr(>|z]) 0.26; ukupni IgE-z -1.79, Pr(>|z|)
0.07). Ispitivanje meduovisnosti biomarkera astme je pokazalo da vrijednosti FeNO rastu s
brojem eozinofila u krvi (p 0.22) dok se vrijednosti FEV1 blago smanjuju (p 0.48) Sto
medutim nije bilo statistiCki signifikantno. S druge strane porast vrijednosti FeNO-a s
porastom ukupnog IgE je dosegnuo statistiCku znacajnost (p 0.004), ali vrijednosti ukupnog

IgE u krvi nisu statisticki znac¢ajno utjecali na FEV1 (p 0.21).

200
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Slika 20. Korelacija vrijednosti FeNO i krvne eozinofilije
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Slika 21. Korelacija vrijednosti FEV1 i krvne eozinofilije
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Slika 22. Korelacija vrijednosti FeNO i ukupnog IgE
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Slika 23. Korelacija vrijednosti FEV1 i ukupnog IgE

Tjelesna masa izrazena kao indeks tjelesne mase (BMI) nije imala utjecaja na tezinu astme
(t -0.01, Pr(>|t]) 0.99) ili pojavnost T2 fenotipa (t 1.32, Pr(>|t|) 0.19). Medutim, dodatnom
analizom bolesnika s astmom prema biomarkerima, pokazalo se da je porast BMI u ovoj
populaciji ispitanika s astmom dovodio do porasta razine eozinofila u krvi (t 2.90, Pr(>|t|)
0.004) te je veci BMI bio povezan s vec¢im brojem egzacerbacija astme (t 2.55, Pr(>|t|) 0.01)

kao sto je grafiCki prikazano na Slici 24.
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Slika 24. Odnos BMI i eozindfilije te BMI i broja egzacerbacija; ns-not significant (nije znacajno)

Daljnja analiza stupnja kontrole astme je pokazala da nema statistiCki znaCajne razlike
medu fenotipovima te nije bilo razlike u koriStenju oralnih kortikosteroida izmedu T1 i T2
fenotipa astme (z -0.29, Pr(>|z|) 0.77; (z -0.71, Pr(>|z|) 0.48). Uz to, fenotip astme nije imao
utjecaj na tezinu astme prema GINA stadiju kao niti na prisutnost trajne opstrukcije (t -0.19,
Pr(>|t]) 0.23; (t -0.13, Pr(>|t]) 0.89). Spol takoder nije imao ulogu u tezini astme po GINA
stupnju (t 1.33, Pr(>|t|) 0.19). S druge pak strane, analizom pojedinacnih biomarkera se
doSlo do rezultata da poviSene vrijednosti FeNO dovode do slabije kontrole astme Sto je
osobito izrazeno kod vrijednosti FeNO iznad 50 ppb (z 2.55, Pr(>|z|) 0.01; z 2.92, Pr(>|z|)
0.003). Analizom utjecaja fenotipa na difuzijski kapacitet plu¢a se nije naslo statistiCki
znacajne povezanosti izmedu T2 fenotipa i snizenih vrijednosti DLCO (Diffusing Capacity
Of The Lungs For Carbon Monoxide) (t 1.55, Pr(>|t|) 0.13), a niti teza astma (bez obzira na
fenotip) prema GINA stupnju nije imala statistiCki znaCajno vecu Sansu za sniZzene
vrijednosti difuzijskog kapaciteta (t -1.86, Pr(>|t[) -0.07). Medutim T2 fenotip astme je imao
veCu Sansu za prisutnost poremecéaja na nivou alveokapilarne membrane izrazen
smanjenim vrijednostima KCO (t 2.12, Pr(>|t|) 0.04) iako tezina astme po GINA stupnju nije

bila zna¢ajno povezana sa snizenim vrijednostima KCO (t 0.33, Pr(>|t|) 0.74).

50



5.3.

U Tablici 11 navedeni su podaci o uspjeSno genotipiziranim polimorfizmima.

GENSKA ANALIZA

Odabir polimorfizama od interesa temeljio se na optimalnoj koli€ini informacija o genetskoj

varijabilnosti i povezanosti s astmom, uzimajuéi u obzir prethodne genske studije.

Polimorfizmi koji su pokazali povezanost s astmom i koji su prezivjeli visestruka testiranja i

dosegli znagaj za €itav genom, mapirani su na kromosomima 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 15,

17122 i formirali su 5 blokova (Slika 25). Analizirani SNP-ovi s kromosoma 16 iskljueni su

iz kona¢ne analize jer nisu pro$li kontrolu kvalitete.

Tablica 11. SNP-single nucleotide polymorphism, MAF-frekvencija minornog alela, HWE- Hardy-Weinberg

ekvilibrij, UTR- untranslated region

Gen SNP Kromosomska Fizicka Alel SNP: tip i funkcija Stopa MAF HWE
identifikacija regija pozicija poziva p

/ RS10922300 1931.3 197845555 T/C regulatorna regija 0,977654 0,15 1
/ RS10922326 1931.3 197898532 | G/T intergenski 0,994413 0,14 1
/ RS10924993 1931.3 236296485 | G/T intergenski 0,996276 0,45 0,54
/ RS12026183 1931.3 197843902 T/C regulatorna regija 0,996276 0,17 0,76
CRB1 RS2786098 1931.3 197356778 | A/C intron 0,990689 0,19 1
CRB1 RS12134409 1931.3 197422937 | T/C intron 0,98324 0,19 0,89
DENND1B RS1747815 1931.3 197728973 | A/G intron 0,990689 0,18 0,77
IL6R RS4129267 1921.3 154453788 | T/C intron 0,996276 0,38 0,31
SRP9 RS4653433 1942.12 225786829 | A/G intron 0,998138 0,44 0,79
/ RS11674302 2q12.1 102270668 | C/T intergenski 0,998138 0,18 0,08
IL1IRL1 RS13431828 2q12.1 102338193 | T/C 5 prim UTR 0,996276 0,19 0,02
IL18R1 RS1420094 2q12.1 102399227 | G/A 3 prim 0,998138 0,495 0,67
IL18R1 RS3771166 2q12.1 102369762 | T/C intron 0,998138 0,39 0,93
EPHAS RS11735820 4q13.1 65633298 G/T intron 0,98324 0,35 0,008
/ RS1837253 5q22.1 111066174 | T/C intergenski 0,981378 0,24 1
IL13 RS20541 5¢31.1 132660272 | T/C missense 0,98324 0,23 0,80
PDE4D RS983280 5q12.1 60149310 G/A intron 0,998138 0,31 0,84
RADS50 RS2897443 5¢31.1 132593902 | A/C intron 0,998138 0,28 0,91
RADS50 RS2244012 5¢31.1 132565533 | C/T intron 0,979516 0,28 0,67
SLC22A5 RS2073643 5q31.1 132387596 | T/C intron 0,977654 0,499 0,54
CDH17 RS11776675 8g22.1 94163787 c/T intron 0,996276 0,30 0,08
NRG1 RS4512342 8pl2 32750356 G/T intron 0,979516 0,09 0,795
RGS22 RS2453626 8g22.2 100125669 T/C intron 0,998138 0,47 0,60
/ RS1342326 9p24.1 6190076 A/C intergenski 0,994413 0,14 0,72
/ RS1412426 9p24.1 6188652 T/G intergenski 1 0,29 0,35
/ RS2381416 9p24.1 6193455 C/A intergenski 0,994413 0,23 0,39
/ RS340908 9p24.1 6128897 T/C intergenski 0,981378 0,24 0,72
/ RS371454 9p24.1 6078614 c/T intergenski 0,998138 0,23 1
/ RS3939286 9p24.1 6210099 A/G intergenski 0,998138 0,23 0,18
IL33 RS17498196 9p24.1 6237547 C/A intron 0,98324 0,197 0,68
PRKG1 RS7922491 10g21.1 51733713 A/G intron 0,998138 0,08 0,397
LOC101928 RS11214966 11g23.2 114360533 c/T intron 0,981378 0,07 0,73
940 (najblizi gen je

Cl1orf71)
/ RS16929496 12p12.1 25840870 c/T regulatorna regija 0,981378 0,18 0,24

(najblizi gen je

RASSF8)
RORA RS11071559 15q22.2 60777789 T/C intron 0,996276 0,16 0,63
SMAD3 RS12708492 15qg22.33 67175203 T/C intron 0,981378 0,496 0,86
SMAD3 RS744910 15qg22.33 67154447 A/G intron 0,998138 0,49 0,10
/ RS11650680 17q21.2 40422984 T/C intergenski 0,998138 0,24 0,12
/ RS4795408 17921.1 39951374 A/G intergenski 0,996276 0,46 1
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/

RS9891949

17p13.1

8195865

G/A

regulatorna regija

0,996276

0,31

0,68

ERBB2

RS1810132

17q12

39709752

/T

intron

0,996276

0,29

0,12

GSDMA

RS7219080

17g21.1

39958263

A/C

intron

0,992551

0,37

0,71

GSDMA

RS3859192

17g21.1

39972395

T/C

intron

0,98324

0,395

0,93

GSDMA

RS3894194

17g21.1

39965740

T/C

missense

0,996276

0,46

GSDMA

RS3902025

17g21.1

39963001

C/A

intron

0,992551

0,43

0,66

GSDMB

RS7216389

17g21.1

39913696

c/T

intron

0,98324

0,46

0,22

GSDMB

RS2290400

17g21.1

39909987

G/A

intron

1

0,46

0,26

GSDMB

RS2305480

17g21.1

39905943

T/C

missense

0,998138

0,42

0,29

IKZF3

RS907092

17912

39766006

A/G

sinonimna
varijanta

0,994413

0,42

0,25

MED24

RS11078936

17g21.1

40041661

c/T

intron

0,98324

0,42

0,66

ORMDL3

RS3744246

17g21.1

39928097

T/C

intron

0,998138

0,16

0,87

PGAP3

RS12150298

17q12

39678288

T/C

intron

0,98324

0,33

0,28

PGAP3

RS1565922

17q12

39674782

T/C

intron

0,921788

0,27

0,0008

PSMD3

RS8075668

17g21.1

39981370

C/T

intron

0,98324

0,46

0,73

STARD3

RS1877031

17q12

39657827

C/T

missense

0,98324

0,33

0,69

ZPBP2

RS12150079

17g21.1

39869164

A/G

intron

0,98324

0,29

0,21

IL2RB

RS2284033

22q12.3

37137994

A/G

intron

0,98324

0,41

0,06

RS2284033
RS9891949
R$3902025
R51810132
RS1877031
R$12150298
R512150079
RS2290400
RS2305480
RS11650680
RS1565922
RS3859192
RS3894194
R53744246
RS11078936
RS907092
RS8075668
RS4795408
RS57219080
RS7216389
RS11071559
RS12708492
RS744910
R516929496
RS7130588
RS511214966
R$7922491
RS2381416
RS340908
RS371454
RS$1342326
RS17498196
RS1412426
RS53939286
RS2453626
RS$11776675
RS4512342
R$2244012
RS1837253
RS520541
RS2073643
RS983280
RS2897443
RS11735820
RS$1420094
R513431828
RS11674302
RS3771166
R54129267
RS10922326

R$10924993 |
RS4653433 |

RS2786098
RS$1747815
RS$12026183
R$12134409
RS10922300

RS10922300
RS12134409
RS12026183
RS1747815
RS2786098
‘RS4653433
‘RS10924993
tRS10922326
RS4129267
tRS3771166

RS11674302

RS13431828
*RS1420094
RS11735820
RS2897443
RS983280

RS2073643
+RS20541

RS1837253
tRS2244012

RS4512342
RS11776675
‘RS2453626
'RS3939286
RS1412426
RS17498196
RS1342326
*RS371454

RS340908

RS2381416

RS7922491

RS11214966
+RS7130588

R516929496
RS744910
RS12708492
RS11071559
'RS7216389
RS7219080
RS4795408
RS8075668
RS907092

Slika 25. Prikaz LD-a s blokovima haplotipova analiziranih gena.

RS11078936
RS3744246
RS3894194
RS3859192
RS51565922

*RS11650680
RS52305480
RS2290400
RS12150079
RS12150298

tRS1877031

‘RS1810132
RS3902025
RS9891949
RS2284033

]
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U nastavku su navedeni polimorfizmi gena koji su dosegnuli statistiCku znacajnost za

pojedinu istrazivanu osobinu (Tablica 12 i 13), a zatim pojedinacni genotipovi za sve

istrazivane polimorfizme (Tablica 14).

Tablica 12.

(=]
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LIC6TTPSHE

STELVLTSH

QUPFETICTIS

BOU9YBLTISH

E¥T9COCTSE

E6OFCOUTSH

O CCoUTSsH

00ECT60TST

KROMOSOM

SNP

Prisutnost astme u odraslih
Nastup astme u djetinjstvu
Nastup astme u odrasloj

dobi

Prisutnost nosne polipoze

Fenotip ¢estog

(alergijskieozinofilni)
egzacerbatora

T2 fenotip astme
Prisutnost trajne

opstrukeije

Kontrolirana astma

Prisutnost astme u odraslih
Nastup astme u djetinjstvu
Nastup astme u odrasloj

dobi

Prisutnost nosne polipoze

Fenotip ¢estog

(alergijski+eozinofilni)
egzacerbatora

T2 fenotip astme

Prisutnost trajne
opstrukeije

Kontrolirana astma

VIEIDVIEIDOSY VNALLIZOd

VIIDVITIDOSYV
VNALLVOMIN

Zatamnjena polja oznagavaju povezanost ispitivane osobine i polimorfizma. Nije nadena relevantna asocijacija

g fenotipa astme, T2 alergijskog fenotipa astme i T1 fenotipa astme i ispitivanih

single nucleotide polymorphism

pali crﬁzam‘a‘. SNP-
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Tablica 13.

—_
~

KROMOSOM

SNP

RS11650680
RS4795408
RS9891949
RS1810132
RS7219080
RS3859192
RS3894194
RS3902025
RS7216389
RS2290400
RS2305480

RS907092

RS11078936
RS3744246

RS12150298
RS1565922
RS8075668
RS1877031

RS12150079

Prisutnost astme u
odraslih

Pojava astme u
djetinjstvu

Pojava astme u
odrasloj dobi

T2 fenotip astme
(alergijski+eozinofilni)

Prisutnost nosne
polipoze

Fenotip Cestog
egzacerbatora

POZITIVNA ASOCIJACIJA

Prisutnost trajne
opstrukcije

Kontrolirana astma

Prisutnost astme u
odraslih

Pojava astme u
djetinjstvu

Pojava astme u
odrasloj dobi

T2 fenotip astme
(alergijskit+eozinofilni)

Prisutnost nosne
polipoze

Fenotip Cestog
egzacerbatora

NEGATIVNA ASOCIJACIJA

Prisutnost trajne
opstrukcije

Kontrolirana astma

Zatamnjena polja oznacavaju povezanost ispitivane osobine i polimorfizma. Nije nadena relevantna asocijacija
izmedu T2 eozinofilnog fenotipa astme, T2 alergijskog fenotipa astme i T1 fenotipa astme i ispitivanih
polimorfizama. SNP- single nucleotide polymorphism

Istrazivanje povezanosti prisutnosti aktivhe astme u odraslih neovisno o dobi pojave bolesti
(dakle prisutan je neki od simptoma bolesti ili poremecena pluéna funkcija, bolesnik troSi
neki od lijekova koji su odobreni za lije¢enje astme u Hrvatskoj i/ili nisu zadovoljeni kriteriji
za remisiju bolesti) s polimorfizmima jednog gena je pokazalo da su SNP na kromosomu 1
(RS10922300, z 2.48 Pr(>|z|) 0.012), kromosomu 2 (RS11674302, z 2.88 Pr(>|z|) 0.004),
kromosomu 9 (RS1342326, z 2.04 Pr(>|z|) 0.041) i kromosomu 17 (RS3744246, z 2.62

Pr(>|z| 0.008) bili rizi¢ni za prisutnost astme u odraslih.

S druge pak strane, protektivni u€inak na prisutnost astme u odrasloj dobi su imali sljededi
polimorfizmi: na kromosomu 1 RS12026183 (z -2.388 Pr(>|z|) 0.016), kromosomu 2
RS1420094 (z -2.213 Pr(>|z|) 0.026), kromosomu 9 RS1412426 (z -2.854 Pr(>|z| 0.004) i
kromosomu 17 RS1412426 (z -2.335 Pr(>|z|0.019) i RS1877031 (z -2.987 Pr(>|z|0.002). U

slu€aju da su se istrazivani pojedinacni genotipovi, onda je na primjeru RS10922300 (koji
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je dio regulatorne regije) vidljivo da je TT genotip nije bio povezan niti s jednom istrazivanom
osobinom, za razliku od genotipa TC i CC koji su bili u vezi s prisutno$¢u astme u odraslih,
T2 fenotipom astme (ukljuCujuci pojedinacni eozinofilni, alergijski i mijeSani alergijski i

eozinofilni fenotip), ali i ne-T2 fenotipom.

U slu€aju da se nije nasla statistiCki zna¢ajna asocijacija odredenog SNP-a s testiranom
osobinom astme, istrazivanje pojedinaénih genotipova je ipak moglo dati pozitivan signal,
ali se tada nije odredivalo je li ta veza rizi€na za pojavu odredene osobine ili ima protektivni
ucinak. Primjer toga je na kromosomu 1, polimorfizam za IL6R, RS 4129267 Ciji je genotip
TT bio u vezi s prisutnoS¢u astme u odraslih, T2 alergijskim fenotipom i ne-T2 fenotipom
astme, a genotip TC samo s prisutno$¢u astme u odraslih i T2 alergijskim fenotipom dok
CC genotip nije imao statisti¢ki znagajnu povezanost niti s jednom istrazivanom osobinom
astme. Kod gena RADS0, u konacnici su uspjedno genotipizirana 2 polimorfizma RS983280
i RS2897443. Za RS983280, genotip CC nije bio u vezi niti s jednom testiranom znacajkom
fenotipa astme ili komorbiditetom, dok je AA genska varijanta bila povezana s prisutnoséu
astme u odraslih i ne-T2 fenotipom, a CA genska varijanta samo s prisutnoS¢u astme u
odraslih, ali ne i s nekim odredenim fenotipom. Genotipovi CC, TC i TT polimorfizma
RS2897443 imali su samo asocijaciju s prisutno§¢u astme u odraslih. Za ORMDL3 gen na
kromosomu 17, uspjesdno je genotipiziran samo RS3744246 Ciji je TT genotip doveden u
vezu s prisutnoSéu astme u odraslih i ne-T2 fenotipom, a CC genotip samo s prisutnoséu
astme u odraslih. Na kromosomu 17 se nalazi i STARD3 gen ¢&iji su genotipovi missense
SNP-a RS1877031: CC, TC i TT bili u vezi s astmom u odraslih, a CC i s pojavom astme u
djecjoj dobi.

Kod istrazivanja povezanosti pojavnosti astme u djecjoj dobi s relevantnim polimorfizmima,
naslo se da su SNP na kromosomu 4 (RS11735820, z 2.117, Pr(>|z|) 0.0342) i 17
(RS9891949, z 2.902, Pr(>|z|) 0.0037; RS2305480, z 2.822, Pr(>|z|) 0.0047; RS1565922,
z2.905, Pr(>|z|) 0.0036; RS1877031, z 2.589, Pr(>|z|) 0.0096) bili rizi¢ni, dok su SNP samo
na kromosomu 17 imali zastitni u€inak na pojavu astme u djece (RS4795408, z -2.093,
Pr(>|z]) 0.0363; RS2290400, z -1.965, Pr(>|z|) 0.0493; RS12150298, z -3.322, Pr(>|z|)

0.0008). Obrnuto je vrijedilo za pojavu astme u odrasloj dobi.

Pojedinacni ucinak navedenih polimorfizama za ovo i ostale ispitivane osobine astme i
komorbiditeta nije bilo moguce istraziti jer su navedeni SNP-ovi s istog kromosoma bili u
znacajnom LD-u (r>>0.4, Slika 25).

Valja takoder istaknuti da su u ovoj studiji sudionici bili stariji od 18 god. te da su podaci o
pojavnosti astme u djecjoj dobi preuzeti retrospektivno, dakle iz dostupne medicinske
dokumentacije ili iz intervjua s ispitanicima te je stoga moguce da su podlozni greski ukoliko
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se ispitanik nije mogao sjetiti to€nog vremena nastupa bolesti ili je moguce bila prisutna

gredka u vodenju povijesti bolesti.

Nadalje su bile analizirane povezanosti polimorfizama i fenotipa Cestog egzacerbatora,

prisutnosti trajne opstrukcije i kontrolirane astme.

Riziénima za ucCestale egzacerbacije astme su se pokazali polimorfizmi gena na
kromosomima 1 za gen DENND1B RS1747815 (z 3.274, Pr(>|z|) 0.0012) i 2 za IL18R1
RS1420094 (z 2.239, Pr(>|z|) 0.0263), a zastitnu ulogu je imao polimorfizam gena CRB1
na kromosomu 1 RS2786098 (z -3.296, Pr(>|z|) 0.0011) i 2 polimorfizma na kromosomu 17,
za gen ERBB2 RS1810132 (z -2.139 Pr(>|z|) 0.0337) i za gen MED24 RS11078936 (z -
2.892 Pr(>|z|) 0.0003). Trajna opstrukcija je bila vjerojatnija u ispitanika koji su nositelji
polimorfizma RS2381416 na kromosomu 9 (z 2.497 Pr(>|z|) 0.0125) i RS1810132 gena
ERBB2 (z 2.546 Pr(>|z|) 0.0108) i RS12150079 gena ZPBP2 (z 3.342 Pr(>|z|) 0.0008) na
kromosomu 17. Manju vjerojatnost za trajnu opstrukciju su imali odrasli ispitanici nositelji
polimorfizama gena na kromosomima 1 (RS12026183, z -1.981 Pr(>|z|]) 0.0476), 9
(RS1412426, z -2.998 Pr(>|z|) 0.0027), 11 (RS11214966, z -2.091 Pr(>|z|) 0.0365) i na
kromosomu 17 (RS11650680, z -3.030 Pr(>|z|) 0.0024; RS7216389, z -3.093 Pr(>|z|)
0.0019; RS12150298, z-2.887 Pr(>|z|) 0.0038). S kontroliranom astmom su pozitivhu
asocijaciju imale varijante gena na kromosomu 5 za IL13 (RS20541, z 2.110 Pr(>|z|) 0.034),
8 za CDH 17 (RS11776675, z 2.118 Pr(>|z|) 0.034), 9 (RS371454, z 2.467 Pr(>|z]) 0.013) i
na kromosomu 17 za GSDMA (RS7219080, z 2.448 Pr(>|z|) 0.014), ORMDL3 (RS3744246,
z2.731 Pr(>|z]) 0.006) i PSDM3 (RS8075668, z 2.019 Pr(>|z|) 0.043). Negativnu asocijaciju
s kontrolom astme u odraslih su imali SNP za gene na kromosomima 1 za DENND1B
(RS1747815, z- 2.731 Pr(>|z|]) 0.006), 9 (RS340908, z-2.642 Pr(>|z|) 0.008), 12 u blizini
gena RASSF8 (RS16929496, z-2.191 Pr(>|z|) 0.028) i 17 (RS3859192 gena GSDMA, z-
2.539 Pr(>|z|) 0.011; RS3902025 gena GSDMA, z-2.667 Pr(>|z|) 0.007; RS907092 gena
IKZF3, z-2.622 Pr(>|z|) 0.008).

U analizi odnosa smanjenog difuzijskog kapaciteta plu¢a i polimorfizama odabranih gena,

nije nadeno statisticki zna€ajne povezanosti.

Odnosi medu pojedinim genotipovima vidljivi su na Slici 26.
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Slika 26. Vrijednosti VIP>1 za odredeni genotip smatraju se znacajnima.

variable importance for projection-VIP, carbon monoxide transfer coefficient-KCO

Nije nadeno relevantnih asocijacija izmedu T2 eozinofilnog fenotipa astme, T2 alergijskog

fenotipa astme i T1 fenotipa astme i ispitivanih polimorfizama.

Vecu vjerojatnost za T2 kombinirani alergijski i eozinofilni fenotip astme su imali nositelji
polimorfizama gena na kromosomima 1 (RS10924993, z 2.120 Pr(>|z|) 0.034; RS1747815,
z 2.306 Pr(>|z|) 0.021), 8 za RGS 22 (RS2453626, z 2.088 Pr(>|z|) 0.037) i 17 za GSDMB
(RS7216389, z 2.411 Pr(>|z|) 0.0159). Zastitnu ulogu od alergijskog i eozinofilnog adultnog
fenotipa astme su imali polimorfizmi na kromosomima 1 (RS12026183, z -2.781 Pr(>|z|)
0.0054), 2 za gen IL18R1 (RS3771166, z -2.847 Pr(>|z|) 0.0044), 4 za gen EPHAS
(RS11735820, z -2.359 Pr(>|z|) 0.018), 5 za gen SLC22A5 (RS2073643, z -2.084 Pr(>|z|)
0.037), 15 za gen SMAD3 (RS12708492, z -2.318 Pr(>|z| 0.020) i 17 (RS1810132 gena za
ERBB2, z -2.353 Pr(>|z|) 0.019; RS1877031 za SMAD3, z -2.349 Pr(>|z|) 0.019).

U ovoj je studiji analizirana i genska podloga nosne polipoze u odraslih bolesnika s astmom
te je nadena pozitivha asocijacija SNP-a RS10924993 (z 2.767 Pr(>|z|) 0.005) i RS2786098
(z 2.663 Pr(>|z|]) 0.007) gena za CRB1 na kromosomu 1, RS2897443 (z 2.284 Pr(>|z|)
0.022) gena RAD50 na kromosomu 5, RS3894194 (z 2.121 Pr(>|z|) 0.033) gena GSDMA i
RS1877031 (z 2.662 Pr(>|z]) 0.007) STARD3 na kromosomu 17 s ovim d¢estim
komorbiditetom. Zastitnu ulogu protiv razvoja nosne polipoze z odraslih bolesnika s astmom
su imali SNP RS2284033 (z -2.663 Pr(>|z|]) 0.007) gena IL2RB na kromosomu 22 i
RS11650680 (z -2.324 Pr(>|z|) 0.020), RS1810132 (z -2.670 Pr(>|z|) 0.007) gena ERBB2,
RS3859192 (z -2.153 Pr(>|z|) 0.031) gena GSDMA i RS907092 (z -2.032 Pr(>|z|) 0.042)

gena IKZF3 na kromosomu 17.
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Tablica 14.

Gen SNP KROMOSOM GENOTIP RELEVANTNI FENOTIP (VIP) STANDARDNA
identifikacija (KOD) DEVIJACIJA (gornja i
donja granica)
regulatorna RS10922300 1 TT-0
regija TC-1 Prisutnost astme u odraslih (1,61) 0.95 (-0.54-3.77)
T2-niski fenotip astme (1,01) 0.72 (-0.63-2.65)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1.10) 0.83 (-0.78-2.98)
T2-visoka (alergijska) astma (1,09) 0.68 (-0.44-2.64)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,04) 0.76 (-0.69-2.76)
cCc-2 Prisutnost astme u odraslih (1,35) 1.03 (-0.99-3.69)
T2-niski fenotip astme (1,41) 0.84 (-0.49-3.31)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,48) 0.83 (-0.39-3.36)
T2-visoka (alergijska) astma (1,52) 0.78 (-0.25-3.29)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma 0.82 (-0.42-3.29)
intergenski RS10922326 1 GG-0 T2-visoka (eozinofilna) astma (1,06) 0.84 (-0.85-2.97)
GT-1 T2-niski fenotip astme (1,24) 0.67 (-0.27-2.75)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,08) 0.61 (-0.31-2.46)
T2-visoka (alergijska) astma (1,43) 0.67 (-0.09-2.95)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,18) 0.64 (-0.28-2.64)
TT-2 T2-niski fenotip astme (1,34) 0.64 (-0.10-2.79)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,32) 0.65 (-0.16-2.79)
T2-visoka (alergijska) astma (1,37) 0.62 (-0.03-2.77)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,29) 0.59 (-0.03-2.62)
intergenski RS10924993 1 GG-0 Prisutnost astme u odraslih (2.01) 1.03 (-0.33-4.34)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,20) 0.89 (-0.81-3.21)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,06) 0.86 (-0.90-3.01)
GT-1 Prisutnost astme u odraslih (1,05) 1.04 (-1.30-3.39)
TT-2 T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,26) 0.78 (-0.49-3.02)
regulatorna RS12026183 1 TT-0
regija TC-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,07) 1.27 (-1.79-3.94)
T2-niski fenotip astme (1,75) 0.82 (-0.11-3.60)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,88) 0.87 (-0.08-3.84)
T2-visoka (alergijska) astma (1,94) 0.75 (0.24-3.64)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,95) 0.91 (-0.12-4.01)
CcC-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,21) 1.12 (-1.31-3.74)
T2-niski fenotip astme (1,49) 0.79 (-0.28-3.27)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,62) 0.76 (-0.10-3.33)
T2-visoka (alergijska) astma (1,69) 0.76 (-0.03-3.39)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,69) 0.83 (-0.19-3.57)
CRB1 RS2786098 1 AA-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,27) 0.96 (-0.91-3.44)
CA-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,47) 1.29 (-1.47-4.40)
T2-niski fenotip astme (1.10) 0.69 (-0.45-2.66)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,09) 0.78 (-0.66-2.85)
T2-visoka (alergijska) astma (1,03) 0.72 (-0.59-2.65)
CcC-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,07) 1.03 (-1.26-3.39)
CRB1 RS12134409 1 TT-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,09) 1.05 (-1.29-3.47)
TC-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.11) 0.98 (-1.09-3.31)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,35) 0.72 (-0.29-2.99)
CC-2 T2-niski fenotip astme (1,34) 0.78 (-0.43-3.11)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,75) 0.84 (-0.14-3.64)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,21) 0.81 (-0.62-3.03)
DENND1B RS1747815 1 AA-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.27) 0.98 (-0.95-3.48)
AG-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,57) 1.19(-1.12-4.26)
T2-niski fenotip astme (1,22) 0.82 (-0.63-3.06)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,51) 0.90 (-0.53-3.56)
GG-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,17) 1.11(-1.35-3.68)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,22) 0.86 (-0.73-3.16)
IL6R RS4129267 1 TT-0 Prisutnost astme u odraslih (3,25) 0.68 (1.72-4.79)
T2-niski fenotip astme (1,36) 0.92 (-0.72-3.44)
T2-visoka (alergijska) astma (1,09) 0.87 (-0.89-3.07)
TC-1 Prisutnost astme u odraslih (1,45) 0.54 (0.22-2.67)
T2-visoka (alergijska) astma (1,05) 0.88 (-0.94-3.04)
CC-2
SRP9 RS4653433 1 AA-0 2-visoka (eozinofilna) astma (1,04) 0.76 (-0.68-2.77)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,01) 0.79 (-0.77-2.79)
AG-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.04) 1.23(-1.74-3.81)
GG-2 Prisutnost astme u odraslih (1,15) 0.85 (-0.78-3.08)
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intergenski RS11674302 CcC-0 Prisutnost astme u odraslih (1,17) 0.9 (-0.88-3.21)
T2-niski fenotip astme (1,06) 0.78 (-0.69-2.81)
CT-1 Prisutnost astme u odraslih (1,87) 0.99 (-0.38-4.13)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,52) 0.73 (-0.13-3.17)
T2-visoka (alergijska) astma (1,05) 0.67 (-0.46-2.56)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,00) 0.63 (-0.41-2.41)
TT-2 Prisutnost astme u odraslih (2.19) 1.09 (-0.27-4.66)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,48) 0.53 (0.27-2.68)
T2-visoka (alergijska) astma (1,39) 0.60 (-0.03-2.76)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma 0.48 (0.15-2.32)
ILIRL1 RS13431828 TT-0 T2-niski fenotip astme (1,13) 0.73 (-0.51-2.77)
TC-1 Prisutnost astme u odraslih (2.14) 0.96 (-0.02-4.30)
T2-visoka (alergijska) astma (1,05) 0.79 (-0.74-2.84)
cCc-2 Prisutnost astme u odraslih (2,36) 1.21(-0.38-5.09)
T2-niski fenotip astme (1,08) 0.68 (-0.45-2.62)
T2-visoka (alergijska) astma (1,42) 0.76 (-0.30-3.15)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,08) 0.68 (-0.46-2.63)
IL18R1 RS1420094 GG-0
AG-1 T2-niski fenotip astme (1,69) 1.61(-0.93-4.32)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,34) 0.87 (-0.62-3.32)
T2-visoka (alergijska) astma (1.2) 1.37 (-1.89-4.29)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,26) 1.35(-1.79-4.29)
AA -2
IL18R1 RS3771166 TT-0 T2-niski fenotip astme (1,75) 1.05 (-0.62-4.11)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,01) 1.15 (-0.60-3.61)
T2-visoka (alergijska) astma (1,41) 1.22 (-1.34-4.16)
TC-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,73) 1.15 (-0.88-4.34)
T2-niski fenotip astme (2,30) 1.02 (-0.00-4.61)
T2-visoka (eozinofilna) astma (2,32) 0.92 (0.23-4.41)
T2-visoka (alergijska) astma (1,47) 1.39(-1.68-4.63)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,72) 1.29(-1.19-4.63)
CcC-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,30) 1.33(-1.71-4.32)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,55) 0.75 (-0.14-3.24)
EPHAS RS11735820 GG-0 Prisutnost astme u odraslih (1.11) 0.97 (-1.07-3.30)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,01) 0.63 (-0.42-2.43)
GT-1 T2-niski fenotip astme (1,05) 0.81 (-0.79-2.88)
TT-2
intergenski RS1837253 TT-0 T2-niski fenotip astme (1,02) 0.33(0.27-1.78)
TC-1 Prisutnost astme u odraslih (2.01) 0.79(0.21-3.81)
CC-2 Prisutnost astme u odraslih (1,87) 0.94 (-0.26-3.99)
IL13 RS20541 TT-0
TC-1
CC-2
PDE4D RS983280 GG-0
GA-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,51) 0.98 (-0.71-3.73)
AA-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,19) 0.89 (-0.80-3.19)
T2-visoka (alergijska) astma (1,08) 0.88 (-0.91-3.07)
RAD50 RS2897443 AA-0 Prisutnost astme u odraslih (2,28) 1.14 (-0.31-4.86)
T2-niski fenotip astme (1,17) 0.86 (-0.77-3.11)
CA-1 Prisutnost astme u odraslih (1,87) 1.19 (-0.83-4.57)
cC-2
RAD50 RS2244012 CC-0 Prisutnost astme u odraslih (2.37) 1.19 (-0.33-5.07)
TC-1 Prisutnost astme u odraslih (2.21) 0.98 (-0.02-4.45)
TT-2 Prisutnost astme u odraslih (1.15) 1.21(-1.59-3.89)
SLC22A5 RS2073643 TT-0
CT-1
CC-2
CDH17 RS11776675 CC-0 T2-niski fenotip astme (1,04) 0.74 (-0.64-2.72)
T2-visoka (alergijska) astma (1,49) 0.66 (-0.00-2.99)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,23) 0.47 (0.15-2.30)
TC-1 Prisutnost astme u odraslih (1,23) 0.72 (-0.38-2.86)
TT-2 Prisutnost astme u odraslih (1,41) 0.75 (-0.29-3.12)
NRG1 RS4512342 GG-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,83) 1.35(-1.21-4.87)
T2-niski fenotip astme (1,33) 0.90 (-0.70-3.37)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,13) 0.82 (-0.73-2.99)
T2-visoka (alergijska) astma (1,17) 0.91 (-0.87-3.22)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,09) 0.93 (-1.01-3.19)
GT-1
TT-2

59




RGS22 RS2453626 8 TT-0
TC-1 Prisutnost astme u odraslih (1,78) 1.03 (-0.55-4.11)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,21) 0.91 (-0.84-3.26)
CcC-2 Prisutnost astme u odraslih (1,21) 0.95 (-0.93-3.34)
intergenski RS1342326 9 GG-0 Prisutnost astme u odraslih (1,44) 0.66 (-0.06-2.93)
T2-niski fenotip astme (1,09) 0.69 (-0.47-2.65)
GT-1
TT-2
intergenski RS1412426 9 TT-0 Prisutnost astme u odraslih (1,79) 1.61(-1.85-5.42)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,49) 0.73 (-0.15-3.14)
GT-1
GG-2
intergenski RS2381416 9 CcC-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,25) 0.69 (-0.30-2.79)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,07) 0.54 (-0.15-2.29)
CA-1
AA-2
intergenski RS340908 9 TT-0 T2-niski fenotip astme (1,52) 0.75(-0.18-3.21)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,67) 0.72 (0.03-3.31)
T2-visoka (alergijska) astma (1,49) 0.76 (-0.22-3.19)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,84) 0.76 (0.12-3.56)
CT-1 Prisutnost astme u odraslih (1,84) 1.03 (-0.49-4.18)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,39) 0.99 (-0.87-3.64)
T2-niski fenotip astme (1,34) 0.63 (-0.08-2.77)
T2-visoka (alergijska) astma (1,23) 0.64 (-0.22-2.69)
CC-2 Prisutnost astme u odraslih (1,38) 095 (-0.78-3.54)
intergenski RS371454 9 CcC-0 T2-niski fenotip astme (1,43) 0.71 (-0.19-3.04)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,64) 0.67 (0.13-3.15)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,87) 0.69 (0.29-3.45)
CT-1 Prisutnost astme u odraslih (2,26) 0.92 (0.18-4.35)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,20) 1.15(-1.39-3.80)
T2-niski fenotip astme (1,03) 0.66 (-0.45-2.52)
TT-2 Prisutnost astme u odraslih (1,78) 0.96 (-0.40-3.95)
intergenski RS3939286 9 AA-0 T2-visoka (eozinofilna) astma (1,21) 0.63 (-0.22-2.63)
GA-1
GG-2
IL33 RS17498196 9 CcC-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (2,85) 1.13 (0.29-5.41)
T2-niski fenotip astme (1,8) 0.80 (-0.02-3.62)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,43) 0.87 (-0.54-3.40)
T2-visoka (alergijska) astma (1,49) 0.86 (-0.47-3.45)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,29) 1.89(-1.40-3.97)
CA-1
AA-2
PRKG1 RS7922491 10 AA-0
GA-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,09) 0.57 (-0.19-2.37)
GG-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.12) 0.54 (-0.10-2.34)
L0C101928 RS11214966 11 CC-0 T2-niski fenotip astme (1,09) 0.69 (-0.48-2.66)
940 CT-1
TT-2
regulatorna RS16929496 12 CcCc-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,16) 0.62 (-0.24-2.56)
regija T2-niski fenotip astme (1.01) 0.96 (-1.17-3.19)
TC-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.27) 1.19 (-1.44-3.99)
TT-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.35) 1.29 (-1.57-4.26)
RORA RS11071559 15 TT-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,58) 0.65 (0.10-3.06)
T2-niski fenotip astme (1,14) 0.58 (-0.16-2.45)
TC-1
CC-2
SMAD3 RS12708492 15 TT-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,55) 0.77 (-0.20-3.29)
T2-visoka (alergijska) astma (1.11) 0.85 (-0.82-3.04)
TC-1
cCc-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,50) 0.49 (0.39-2.61)
T2-niski fenotip astme (1.10) 1.09 (-1.39-3.59)
T2-visoka (alergijska) astma (1,42) 0.97 (-0.78-3.62)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,32) 1.11(-1.18-3.82)
SMAD3 RS744910 15 AA-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,96) 0.58 (0.64-3.27)

T2-niski fenotip astme (2.02)

T2-visoka (eozinofilna) astma (1,55)

T2-visoka (alergijska) astma (2,15)

T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,93)

0.85 (0.10-3.93)
0.77 (-0.19-3.30)
0.75 (0.45-3.85)
0.89 (-0.18-3.95)
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AG-1

GG-2 Prisutnost astme u odraslih (1,43) 1.03 (-0.89-3.75)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.14) 0.79 (-0.65-2.92)
T2-niski fenotip astme (1,16) 0.89 (-0.84-3.17)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,06) 0.73 (-0.59-2.72)
T2-visoka (alergijska) astma (1,28) 0.66 (-0.22-2.77)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,05) 0.59 (-0.30-2.40)
intergenski RS11650680 17 TT-0 T2-niski fenotip astme (1,82) 0.70 (0.24-3.40)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,55) 0.83 (-0.33-3.43)
T2-visoka (alergijska) astma (1,32) 0.91 (-0.73-3.37)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,19) 1.29 (-1.74-4.12)
CT-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,84) 1.21(-0.91-4.58)
T2-niski fenotip astme (1,22) 0.74 (-0.47-2.89)
T2-visoka (alergijska) astma (1,42) 0.77 (-0.33-3.17)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,12) 0.75 (-0.58-2.81)
CcC-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,69) 1.08 (-0.75-4.15)
intergenski RS4795408 17 AA-0
AG-1 T2-visoka (eozinofilna) astma (1.2) 0.61(-0.17-2.57)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,09) 0.77 (-0.64-2.83)
GG-2 T2-niski fenotip astme (1,17) 1.32(-1.82-4.16)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,28) 0.95 (-0.84-3.43)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,25) 0.89 (-0.76-3.26)
regulatorna RS9891949 17 GG-0 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,19) 0.93 (-0.89-3.29)
regija GA-1 Prisutnost astme u odraslih (1,02) 1.23(-1.76-3.79)
AA-2 Prisutnost astme u odraslih (1,01) 1.42 (-2.19-4.21)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.396) 0.87 (-0.56-3.36)
ERBB2 RS1810132 17 CcC-0 Prisutnost astme u odraslih (1,95) 1.16 (-0.66-4.57)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,23) 0.96 (-0.95-3.39)
CT-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (2,33) 1.03 (0.00-4.65)
T2-niski fenotip astme (1,02) 0.84 (-0.88-2.91)
T2-visoka (alergijska) astma (1,02) 0.87 (-0.96-2.99)
TT-2 Prisutnost astme u odraslih (1,46) 0.81 (-0.38-3.29)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (2,85) 1.21(0.11-5.58)
T2-niski fenotip astme (1,21) 1.09 (-1.26-3.68)
T2-visoka (alergijska) astma (1,38) 1.00 (-0.89-3.65)
GSDMA RS7219080 17 AA-0 T2-niski fenotip astme (1,03) 0.87 (-0.94-2.99)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,31) 0.69 (-0.27-2.88)
CA-1 Prisutnost astme u odraslih (1,05) 0.88 (-0.94-3.04)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,33) 0.99 (-0.93-3.59)
T2-niski fenotip astme (1,553) 0.99 (-0.69-3.79)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,79) 1.02 (-0.52-4.09)
T2-visoka (alergijska) astma (1,03) 1.03 (-1.29-3.35)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,31) 1.04 (-1.05-3.67)
CC-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,51) 1.20(-1.21-4.23)
GSDMA RS3859192 17 TT-0 Prisutnost astme u odraslih (1,55) 0.88 (-0.43-3.53)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,91) 0.93 (-0.19-4.00)
TC-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (2,40) 1.08 (-0.03-4.83)
CcC-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.22) 1.11(-1.28-3.73)
GSDMA RS3894194 17 TT-0
CT-1 T2-niski fenotip astme (1,02) 0.95(-1.14-3.17)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,18) 0.57 (-0.11-2.46)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,25) 0.76 (-0.47-2.97)
CC-2
GSDMA RS3902025 17 CC-0
CA-1
AA -2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1.07) 1.32(-1.92-4.06)
GSDMB RS7216389 17 CC-0
CT-1
TT-2
GSDMB RS2290400 17 GG-0
GA-1
AA-2
GSDMB RS2305480 17 TT-0
CT-1
CC-2
IKZF3 RS907092 17 AA-0
AG-1
GG-2
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MED24 RS11078936 17 cC-0
TC-1
T - T2-visoka (alergijska) astma (1,18) 0.81 (-0.65-3.02)
ORMDL3 RS3744246 17 TT-0 Prisutnost astme u odraslih (2,63) 0.75 (0.93-4.33)
T2-niski fenotip astme (1,09) 0.74 (-0.58-2.75)
TC-1
cCc-2 Prisutnost astme u odraslih (1,21) 0.75 (-0.48-2.89)
PGAP3 RS12150298 17 TT-0 Prisutnost astme u odraslih (1,99) 0.76 (0.28-3.69)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,15) 0.95 (-1.00-3.30)
CT-1
cCc-2 Prisutnost astme u odraslih (1,45) 0.89 (-0.57-3.47)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,35) 0.87 (-0.62-3.31)
PGAP3 RS1565922 17 TT-0 Prisutnost astme u odraslih (2,27) 1.07 (-0.16-4.69)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,45) 0.83 (-0.41-3.32)
CT-1 Prisutnost astme u odraslih (1,29) 0.88 (-0.71-3.28)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,54) 1.06 (-0.85-3.93)
cCc-2 Prisutnost astme u odraslih (1,09) 0.69 (-0.48-2.67)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (2,85) 1.06 (0.45-5.24)
T2-niski fenotip astme (1,29) 1.11(-1.21-3.80)
T2-visoka (alergijska) astma (1.12) 1.12 (-1.44-3.67)
PSMD3 RS8075668 17 cCc-0 T2-visoka (alergijska) astma (1,38) 0.72 (-0.25-3.01)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,24) 0.71(-0.37-2.86)
CT-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,48) 0.79 (-0.30-3.26)
T2-niski fenotip astme (1,23) 0.66 (-0.26-2.71)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,54) 0.62 (0.13-2.95)
T2-visoka (alergijska) astma (1,03) 0.81(-0.81-2.87)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma 0.68 (-0.04-3.03)
TT-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,27) 1.24 (-1.54-4.08)
T2-niski fenotip astme (1,29) 0.91 (-0.77-3.36)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,79) 0.69 (0.22-3.36)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,27) 0.79 (-0.52-3.05)
STARD3 RS1877031 17 cC-0 Prisutnost astme u odraslih (3,33) 0.63(1.89-4.76)
Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,69) 0.97 (-0.49-3.87)
TC-1 Prisutnost astme u odraslih (1,24) 0.99 (-1.02-3.49)
TT-2 Prisutnost astme u odraslih (1,07) 0.94 (-1.05-3.19)
ZPBP2 RS12150079 17 AA-0
GA-1 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,03) 0.77 (-0.70-2.76)
GG-2 Astma koja se javlja u djetinjstvu (1,40) 0.91 (-0.66-3.46)
T2-niski fenotip astme (1,57) 1.14 (-1.02-4.15)
T2-visoka (eozinofilna) astma (1,26) 1.03 (-1.06-3.59)
T2-visoka (alergijska) astma (1,34) 0.82 (-0.51-3.18)
IL2RB RS2284033 22 AA-0
AG-1 T2-visoka (alergijska) astma (1,08) 0.48 (-0.01-2.16)
T2-visoka (alergijska+eozinofilna) astma (1,01) 0.53 (-0.19-2.22)
GG-2 T2-niski fenotip astme (1,10) 1.15(-1.49-3.69)

variable importance for projection-VIP, single nucleotide polymorphism-SNP

U ovom su radu analizirani i odredeni biomarkeri astme koji se €esto upotrebljavaju u

svakodnevnoj klini¢koj praksi radi fenotipiziranja astme ili odredivanja tezine i stupnja

kontrole bolesti.

Tako se naSla pozitivna povezanost izmedu poviSenih vrijednosti FeNO (>25 ppb) i
polimorfizama RS12026183 (z 2.190 Pr(>|z|) 0.029) na kromosomu 1, dok je prisutnost
SNP-a RS10922300 (z -2.860 Pr(>|z[) 0.0042) na kromosomu 1, RS12708492 gena
SMAD3 (z -2.463 Pr(>|z|) 0.0138) na kromosomu 15, RS1837253 (z -2.215 Pr(>|z|) 0.027)
i RS2073643 gena SLC22A5 (z -1.965 Pr(>|z|) 0.049) na kromosomu 5 bila zastitna u

odraslih bolesnika s astmom. Na Slici 27 vidljiva je raspodjela po genotipovima.
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Slika 27. Vrijednosti VIP>1 za odredeni genotip smatr
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Slika 28. Vrijednosti VIP>1 za odredeni genotip smatra
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Slika 29. Vrijednosti VIP>1 za odredeni genotip smatr

variable importance for projection-VIP, Eo-eozinofil
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Ispitanici s astmom u kojih su izmjerene vrijednosti ukupnog IgE>100 IU/mL ¢eSce su imali
i polimorfizme RS11214966 za LOC101928940 na kromosomu 11 (z 2.310 Pr(>|z|) 0.021),
RS1342326 gena IL33 na kromosomu 9 (z 2.750 Pr(>|z|) 0.006), RS2284033 gena IL2RB
na kromosomu 22 (z 2.154 Pr(>|z|) 0.031) i RS2290400 gena GSDMB kromosoma 17 (z
2.197 Pr(>|z]) 0.028). Ucinci ovih polimorfizama vjerojatno nisu medusobno povezani

buduci da nisu u zna¢ajnom LD-u. Odnosi pojedinaénih genotipova vidljivi su na Slici 30.

1gE>100

GENOTIPOVI

Slika 30. Vrijednosti VIP>1 za odredeni genotip smatraju se znacajnima.

variable importance for projection-VIP

Na kraju istrazena je i povezanost pusenja i rizika za pojavu astme u odrasloj dobi te je
nadeno da veéu Sansu za to imaju nositelji SNP-a RS1877031 gena STARD3 na
kromosomu 17 (z 2.677 Pr(>|z|) 0.007) i RS3902025 gena GSDMA na kromosomu 17 (z
2.940 Pr(>|z|]) 0.003) dok su RS11078936 (z -3.800 Pr(>|z|) 0.0001) i RS1565922 gena
PGAP3 (z -2.973 Pr(>|z|) 0.0029) takoder na kromosomu 17 mali zastitni uinak u pusaca.
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6. RASPRAVA

Unato€ znacajnom medicinskom napretku u posljednjih nekoliko desetlje¢a, astma se jos
uvijek smatra izazovom upravo zbog svoje klinicke heterogenosti. To je razlog zasto se
naziva sindromom ili krovnim pojmom koji obuhvaca viSe razli€itih fenotipova i endotipova,
a traZenje temeljnog uzroka odredenog fenotipa postalo je imperativ.(70, 188) lako koncept
razli€itih klini€kih obiljeZja grupiranih u klinicki primjenjive skupine nije bas novost u astmi,
njegova je vaznost definitivno u porastu u svjetlu razvoja personalizirane medicine(189).
Napredni medicinski tretmani kao $to je bioloSka terapija astme, oslanjaju se na to¢no
odredivanje temeljnih mehanizama koji dovode do kroni¢ne upale koja rezultira Stetnim i
potencijalno nepovratnim promjenama u strukturi bronha. Astma moze utjecati na osobe
svih dobnih skupina, a izravno utjeCe na Zivote vise od 262 milijuna ljudi diliem svijeta,
uzrokuju¢i znaCajan negativan odjek na kvalitetu Zivota, a predstavlja i ekonomski teret,
posebno u zemljama s niskim i srednjim dohotkom.(190, 191) Uobiajene karakteristike
bolesnika s astmom ukljuCuju kroni¢ni tijek bolesti, Cesto relapsno-remitentni, sa
simptomima kao $to su kasalj, otezano disanje, piskanje i stezanje u prsima koji ponekad
mogu biti vrlo iscrpljujuéi.(1) Srediste patoloskih zbivanja u astmi primarno je smjesteno u
diSnim putovima, toCnije, radi se o kaskadi patofizioloSkih mehanizama koji rezultiraju
prodorom upalnih stanica u epitel s hiperprodukcijom sluzi i defektnim odgovorom na
vanjske podrazaje (kao Sto su virusne i bakterijske infekcije ili alergeni), uz hipertrofiju i
hiperplaziju glatkih mi8i¢a, epitelno-mezenhimalnu transformaciju i nezeljenu
angiogenezu.(192) Uzrok astme nije jednodimenzionalan, to je meduigra genetskih
Cimbenika i utjecaja okoline.(1) Kako bi se razotkrili genetski uzroci astme i sve veéa
dostupnost genetskog sekvenciranja, niz istrazivanja genoma zapoceo je poCetkom 21.
stolje¢a, u obliku istrazivanja gena kandidata u astmi do genomskih asocijacijskih studija
(GWAS) i sekvenciranja cijelog genoma (WGS ) za otkrivanje varijanti genoma (cijeli geni
ili aleli) Sto je s pojednostavljenjem i pojeftinjenjem postupaka i stvaranjem velikih
medunarodnih biobanki s informacijama o genima i njihovim varijantama postalo sve
dostupnije.(192) Medutim, istrazivanja na blizancima su pokazala da se nastala bolest ne
ispoljava na isti nacin kod svih osoba istog genetskog podrijetla (njezina nasljednost je oko
30-60% kod djece, a oko 10% kod odraslih), odnosno postoje dodatni mehanizmi koji utje€u
na konac¢nu klini¢ku sliku, pri ¢emu u posljednje vrijeme epigenetika dolazi u fokus (154,
193, 194). Slozenost astme nadalje lezi u samom broju polimorfizama jednog nukleotida
(SNP-ova) povezanih s astmom za koje je utvrdeno da imaju znacaj za Citav genom,
uklju€ujuci odsutnost njihovog nedvosmislenog ucinka na osobine astme (jedan SNP moze
imati vaznu ulogu u razli€itim astmatskim fenotipovima), komplicirajuci potragu za uzro¢no-

posljedi¢nim vezama u astmi.(154, 195) Unato€ dosada$njim naporima i brojnim GWAS koji
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su rezultirali otkricem stotina zna€ajnih genskih lokusa i asocijacija, nase razumijevanje

astme je jos uvijek ograni¢eno, osobito u podzastupljenim populacijama (196).

Pregledom literature, nadeno je da je u Hrvatskoj do sada provedeno nekoliko sli¢nih
istraZivanja, no sva su ukljucivala samo djecu s astmom (i SNP-ove na kromosomima 6, 17
i 20.(181-183) Ovo je prva studija gena kandidata u Hrvatskoj koja ima za cilj razjasniti
genomski kontekst pojave astme u odrasloj dobi i povezanih fenotipova (T2-visoka vs. ne-
T2/T1 astma uz subfenotipove). Nadalje, istrazila se genetska pozadina bolesnika s
astmom koja se javlja u djetinjstvu naspram odrasle dobi, genetske €imbenike rizika za
trajnu prisutnost simptoma astme u odrasloj populaciji i sklonost &estim egzacerbacijama,
remodeliranju diSnih putova s trajnom opstrukcijom i nekontroliranom boleSc¢u. Prou¢avalo
se i posebnu skupinu bolesnika s nosnom polipozom kao jednim od najeSc¢ih pridruzenih

komorbiditeta te meduodnos izmedu pusenja i genetskih rizi¢nih lokusa za razvoj astme.

Astma pojavnosti u odrasloj dobi se u fenotipovima ipak razlikuje u odnosu na astmu koja
pocinje u djec€joj dobi i Cesto je povezana s nezelienim klini¢kim tijekom i tezom kliniCkom
slikom.(197) Vrijeme nastupa ovog oblika astme se razlikuje medu istrazivanjima bilo da se
definira jednostavno kao pojava bolesti u odraslih (>18 god. Sto je koriSteno i u ovom
istrazivanju) ili kao astma kasne pojavnosti §to je terminoloski joS nejasnije jer je granica
postavljena u nekim slu€ajevima ve¢ s 12 god. pa sve na vise od 65 god.(198, 199) Pristupi
stvaranju tzv. klastera astme su raznoliki, ali se ugrubo temelje na matematic¢kim modelima
koji uzimaju u obzir informacije o pluénoj funkciji prije i nakon bronhodilatacije, tj. stupnju
opstrukcije, stani¢noj predominaciji u krvi ili iska$ljaju, vr.emenu pojave bolesti, tjelesnoj
tezini i procjeni kontrole bolesti i broja egzacerbacija. Na sliCan nacin se ucinilo i u ovom
radu te su bolesnici grupirani u T2 i ne-T2 (tj. T1) fenotip s podgrupama eozinofilne,
alergijske, mijeSane (alergijske i eozinofilne) i neeozinofilne/nealergijske astme. Pri tome se
naslo da je vecina istraZzivane populacije bolesnika s astmom imala pozitivhu alergijsku
dijatezu i ubrojena je u T2 fenotip $to je bilo u skladu s nekim ranijim istrazivanjima adultne
astme.(54, 58, 59) Osim toga, treba istaknuti da su svi materijali iz diSnih puteva uzimani
neinvazivno (sputum, inducirani sputum, bris zdrijela ili nazofarinksa) $to u konacnici moze
imati utjecaja na ishod istrazivanja jer je moguce da bi invazivniji uzorci (npr. biopsija
bronha) eventualno svrstala neke ispitanike s naizgled niskom eozinofilijom u T2 fenotip.
Takoder, za bolesnike koji su na kortikosteroidnoj terapiji, odsutnost eozinofilije moze biti
iatrogena, a ne posljedica fenotipa astme per se Sto se nastojalo korigirati prou¢avanjem
dostupne medicinske dokumentacije u viSegodiSnjem periodu iako je ona u nekim
slu¢ajevima bila oskudna ili nedostupna te su uzimani podaci o uzetim uzorcima od trenutka
ukljucivanja u studiju. Od Th2 biomarkera, osobito se zna€ajnim pokazao FeNO Ccije su vise

vrijednosti bile povezane sa slabijom kontrolom bolesti Sto je u skladu s recentnim
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istrazivanjima koja su stavila FeNO u fokus kao vazan prediktivni biomarker za relaps astme
i pokazatelj odgovora na biolodku terapiju.(200) Vecina bolesnika s astmom nije bila
optere¢ena znacajnim komorbiditetima 3to je moguce objasniti time da se radilo o pretezno
populaciji mlade i srednje Zivotne dobi. Osim &to je u populaciji bila predominacija Zena sto
je u skladu s ranijom studijama, bolesnici u ovom istraZivanju prosje¢no ipak nisu imali trajnu
opstrukciju, najtezi oblik bolesti prema GINA stupnjevanju ili veliki broj egzacerbacija koje
bi zahtijevale hospitalizaciju Sto se razlikuje prema nekim prijasnjim istrazivanjima.(201-
205) Vecina ispitanika je bila iz gradske sredine $to je posljedica lokacije centra u kojem se
istraZivanje provodilo. Uz navedeno, vecina je bolesnika s astmom naZzalost bila i pusac sto
se ipak nije odrazilo na prosjeénu plu¢nu funkciju ili difuzijski kapacitet plu¢a, mogucée jer je
broj pusackih godina bio relativno nizak i samim time kumulativni uinak pusenja na pluca,
odnosno manja je bila $8ansa za razvoj kroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a, emfizema ili
trajnu remodelaciju disnih puteva.(206) Ako se pak bolesnika stratificiralo prema fenotipu,
onda je T2 grupa bila ipak ¢eSc¢e povezana s poremecajem difuzije na nivou alveokapilarne
membrane, §to se potencijalno moze objasniti veéim udjelom teSke astme u ovom fenotipu
koja je inaCe slabije kontroliran i za koju se pokazalo da ipak moze biti udruzena i sa
smanjenjem vrijednosti DLCO i KCO.(207) U adultnoj astmi je bitna i profesionalna
izloZzenost Ciji se utjecaj na razvoj ovog oblika bolesti procjenjuje na 5-18%.(208, 209) U
ovom istrazivanju profesionalna izloZzenost i zivot u gradu nisu bili povezani s tezim oblikom
bolesti ili njezinom slabijom kontrolom $to se moze tumaciti i malim brojem ispitanika koji
su uopce bili izlozeni Stetnim okoliSnim ¢imbenicima &ime nije postignuta statisticka
znacajnost. U analizi pridruzenih komorbiditeta, jedino je nosna polipoza bila povezana s
tezim stupnjem astme prema GINA klasifikaciji, ali bez utjecaja na kontrolu bolesti, potrebu
za oralnim kortikosteroidima ili neki od ispitivanih biomarkera. Prethodna istrazivanja su
pokazala da je alergijski rinitis inace rizi¢ni faktor za razvoj astme u odraslih koja je pak bila
¢eS¢e u vezi s nosnom polipozom (Cak do 60%) i preosjetljivoS¢éu na acetilsalicilnu
kiselinu.(210-212) Za razliku od rezultata u ovom istrazivanju, osim povezanosti s viSim
stupnjem tezine bolesti Sto se medu ostalim odrazava u veéim potrebama za inhalacijskom
terapijom i terapijom za olakSavanje, nosna polipoza je i riziéni Cimbenik za tesko ljecivu i
progresivnu astmu, tj. s brzim propadanjem pluc¢ne funkcije.(213, 214) Nosna polipoza je i
u odsustvu astme, prediktor za razvoj Th2 upalnog odgovora (vidljivo u izrazenijoj krvnoj
eozinofiliji i viSim izmjerenim vrijednostima ukupnog IgE) i bronhalnu hiperreaktivnost, a
nadeno je i da je astma Cesto ostaje nedijagnosticirana u ovoj skupini bolesnika.(215, 216)
Suprotno navedenom, u ovoj studiji, nosna polipoza ipak nije bila statistiCki znacajno
povezana s krvnom eozinofilijom ili poviSenim vrijednostima ukupnog IgE. U ovoj ispitivanoj
grupi bolesnika s astmom rizi¢nijim se pokazala prekomjerna tjelesna masa, bududéi da je

veci BMI bio povezan s ¢eS¢im egzacerbacijama bolesti i porastom krvne eozinofilije sto je
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znacajno jer je udio pretilih u op¢oj populaciji u posljednje vrijeme u porastu u Hrvatskoj i
svijetu, a nadeno je i da je prekomjerna tjelesna tezina znaci porast incidencije i prevalencije

astme u opcoj populaciji uz pogorsanje pluéne funkcije.(43, 217-219)

Sto se tice genomske analize u ovom radu, koliko je poznato, ovo je prva studija gena
kandidata u Hrvatskoj koja pokazuje genetsku osnovu astme u odraslih s posebnim
naglaskom na genetski doprinos relevantnim klini¢kim fenotipovima i klini¢kim znacajkama,
kao Sto je prisutnost trajne opstrukcije protoka zraka ili povezana nosna polipoza. Kao sto
je ve¢ spomenuto u tekstu, prethodne GWAS i studije gena kandidata provedene u
hrvatskoj populaciji, uklju€ivale su djecu i pokazale znagajne povezanosti za kromosome
17 i 20. U ovom radu, predstavljene su znac€ajne povezanosti pronadene izmedu astme i
SNP-ova gena RAD50, STARD3, ORMDL3 i IL6R, a buduci da se radi o dijelu vece studije
(CAAS), takoder su ukratko predstavljeni i pronalasci u sklopu genotipizacije i ostalih

analiziranih gena na kromosomima 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 17 i 22.

Ono $to je zajedni¢ko vecini genotipiziranih polimorfizama u ovoj studiji je njihova lokacija
u intronskoj regiji ili nekoj drugoj regiji koja nije kodirajuca, tj. ne daje proteinski produkt.
Ova dinjenica je u skladu s ranijom studijom autora El-Husseini i sur. koji su nasli da je oko
88% polimorfizama smjesteno u nekodiraju¢em dijelu DNA.(220) Pitanje je onda nacina na
koje mutacije u ovakvim regijama uopée mogu utjecati na patofiziologiju astme. Rezultati
ovih regija u genomu mogu biti tzv. nekodiraju¢e RNA kojima pripadaju mikro RNA (miRNA),
duge nekodirajuée RNA (IncRNA) i cirkularne RNA (circRNA) koje imaju znacajne
regulatorne uloge, osobito u fazi prerade nakon procesa prepisivanja gena te u konacnici u
proliferaciji stanica, formiranju i pojacavanju nekih patoloSkih stanja i odgovoru na
terapiju.(221, 222) Intronske su regije opéenito bile povezivane s brojnim bolestima, osobito
onkoloskim, $to nije neobi¢no s obzirom na njihovu funkciju u diferencijaciji stanica i
ekspresiji gena.(223) Uloga ovih vrsta RNA vec¢ je dokazana i u patogenezi astme
pojavnosti u odrasloj i djecjoj dobi i patofizioloSkim procesima koji rezultiraju remodelacijom
diSnih puteva mehanizmom regulacije upalnih procesa i proliferacije glatkih miSi¢nih
stanica.(224-226) Zbog njihovog znaCaja u odrzavanju ravnoteze izmedu Th1 i Th2
odgovora, citokinskoj i stani¢noj konstelaciji u astmi, osobito eozinofila, neutrofila i
makrofaga, ove vrste RNA su i bitan kandidat za biomarkere astme i meta nove bioloSke

terapije iako to jo$ nije postalo dio uobi¢ajene kliniCke prakse.(220, 221)

U ovoj analizi, uspjeSno su genotipizirane 2 polimorfizma gena RAD50: RS2897443 (A/C) i
RS2244012 (C/T), oba u intronskoj regiji na kromosomu 5q31.1 i u snaznom LD-u te je
stoga njihov neovisni ucinak na odredenu osobinu nemoguce procijeniti. Na razini

polimorfizma jedino je RS2897443 pokazao pozitivhu povezanost s nosnom polipozom u
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bolesnika s astmom dok su na razini genotipova sve alelne varijante, osim CC (RS2897443)
bile povezane s prisutno$¢éu astme u odraslih. Osim toga AA varijanta RS2897443 je bila
povezana s ne-T2 fenotipom. Nije se dokazala povezanost s T2 fenotipom ili povisenim
vrijednostima FeNO-a dok je za ostale biomarkere RS2897443 varijanta AA bila povezana
sa znacCajnom krvnom eozinofilijom i sniZzenim vrijednostima difuzijskog kapaciteta pluca, a
CA genotip je bio u vezi s poviSenim vrijednostima ukupnog IgE kao i TT varijanta
RS2244012 giji je pak TC genotip bio povezan s poremecajem na nivou alveokapilarne
membrane. Varijante gena RADS0 su u ranijim GWAS takoder bile povezane s astmom,
osobito s pojavnom u djecjoj dobi i kompliciranog tijeka s ucestalim pogordanjima $to
medutim nije replicirano u ovoj studiji moguée i zbog razlike u istrazivanim
polimorfizmima.(125, 227, 228) Ako se promatraju rezultati ove studije s pozicije uloge gena
RADS50 u popravku dvostrukih lomova DNA, onda ima smisla da neki polimorfizmi CeS¢e
dovode do znacajnih strukturnih poremecaja u arhitekturi pluénog parenhima $to rezultira
poremecenom difuzijom. Ipak, analiza strukturalnih poremecaja plu¢a, kao niti radioloSki
nalazi nisu analizirani u ovom radu, ali su rezultati bili prilagodeni prema pu$ackom stazu
tako da su rezultati najvjerojatnije ipak dio zasebne patologije astme, a ne izolirana
posljedica utjecaja pu$enja na bolesti intersticija. Sto se ti¢e korelacije s biomarkerima,
najocitija je povezanost bila s visokim vrijednostima IgE (u ovom radu prisutno u vecini
bolesnika s dokazanom alergijom) $to je ranije nadeno za ovaj gen u Europskoj populaciji,
ali tek analizom kombinacije 4 kohorte s viSe od 11 000 ispitanika unutar GABRIEL
konzorcija, a kasnije i na razini etnicki diferentnije populacije unutar EVE konzorcija.(124,
229) Ovakve velike metaanalize i prou€avanja raznih etnickih grupa su na kraju pokazale
da prisutnost odredenog polimorfizma ne znaci nuzno i prisutnost bolesti, tj. ipak postoji
heterogenost ne samo na razini prisutnosti nekog SNP, ve¢ i na razini njegove funkcije,
medudjelovanja s razliitim okoliSnim uvjetima (npr. Europa vs. Afrika) i LD-a u odredenoj
populaciji (u nekim je grupama on jaci, takoder kombinacije nekih polimorfizama
predstavljaju vedéi rizik za razvoj bolesti nego svaki SNP zasebno), efekt koji nadilazi
posljedicu veliine prouCavane populacije i snagu studije Sto bi objasnilo i neke razlike
izmedu rezultata ove studije i ranijih GWAS.(230) Osim toga, treba uzeti u obzir dob
proucavane populacije jer prisutnost nekog gena ne znaci nuzno i njegovu aktivnost, {j.
moguce je da postoji razlika u ekspresiji nekog gena u djecjoj i odrasloj populaciji te su
stoga studije efekata koje istrazuju prisutnost proteinskog produkta osobito bitne i dokazuju
stvarnu povezanost odredene genske varijante i fenotipa. Jedan od GWAS je takoder
istraZio genomsku podlogu astme, ekcema i alergije te je nadeno da je etiologija ovih stanja
veoma slicna Sto se odrazava u Cak 136 genske varijante na 99 lokusa koju dijele ove 3
bolesti.(227) U kontekstu regulatorne funkcije RAD50 na razvoj alergije i eozindfilije, bitno

je za naglasiti i epigenetske mehanizme koji itekako utjeCu na ekspresiju ovog gena. U
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ovom istraZivanju, vecina ispitanika je Zivjela u gradu ili prigradskim naseljima te je
izloZenost seoskom nacinu Zivota (osobito bitno u prve 4 godine Zivota) izostala $to je moglo
imati utjecaja na istraZivanje povezanosti RAD50 i biomarkera astme (IgE, eozinofili, FeNO)
8to je znacajno jer je nadeno da zZivot na selu rezultira hipermetilacijom RADS0, kao i
ORMDLS3, jos jednog istrazivanog gena u ovom radu, veé u ranom djetinjstvu i posljedi¢no
razli€itim vrijednostima ukupnog IgE i rizikom za razvoj atopije i astme izmedu gradske i
seoske populacije.(130) Kad se govori o0 komorbiditetima astme, Cesta je nosna polipoza.
Povezanost RADS0 je najéesSce replicirana u ve¢ navedenom ekcemu, alergiji te atopijskom
dermatitisu.(124) Ovo je, medutim, prvo istraZivanje koje je dovelo u vezu povecan rizik za
nosnu polipozu u bolesnika s astmom i gen RAD50 i stvara podlogu za razumijevanje
uCestale pojave ovog poremecaja u odraslih astmati¢ara i Cinjenice da je postojeca anti-

IgE, -IL5 i -IL4/IL13 bioloSka terapija u ovoj grupi bolesnika djelotvorna i na nosnu patologiju.

Na kromosomu 17 je genotipiziran STARD3 i njegov polimorfizam RS1877031 (C/T),
missense je mutacija i u zna€ajnom je LD-u s ostalim genotipiziranim polimorfizmima s
kromosoma 17 u ovom radu. Prevelika ekspresija STARD3 omogucéava preoptereéenost
mitohondrija kolesterolom i reaktivnim kisikovim radikalima u epitelnim stanicama disSnih
puteva uz povecanje koli¢ine proinflamatornih citokina, mehanizam osobito podlozan
Stetnom ucinku duhanskog dima.(231) Ovaj SNP predstavlja rizi¢ni faktor za pojavnost
astme u djecjoj dobi i razvoj nosne polipoze, ali djeluje zastitno kad je u pitanju pojava i
prisutnost astme u odraslih te razvoj T2 alergijskog i eozinofilnog fenotipa. Rizik za razvoj
nosne polipoze jo$ nije dokazan u drugim radovima, a moguci patofiziolo§ki mehanizam je
vjerojatno zajednicki ostalim neoplastiénim zbivanjima buduéi da je nadeno da prevelika
aktivacia STARD3 uzrokuje nezaustavljiv napredak staniCnog ciklusa i proliferaciju
stanica.(232) Prilikom istrazivanja pojedinacnih genotipova, naslo se da je CC varijanta
znacajno povezana s krvnom eozinofiljom (>300 stanica/uL krvi) kao i TC varijanta koja je
jos bila u vezi s visokim vrijednostima IgE i poreme¢enom difuzijom na nivou alveokapilarne
membrane kao i TT varijanta. Niti jedna varijanta nije imala utjecaja na vrijednosti FeNO.
Za razliku od nekih drugih polimorfizama, ovaj na kromosomu 17, i zapravo STARD3 kao
takav, nisu toliko Siroko istraZzeni u astmi i predstavljaju jedan od novijih podrucja interesa
potencijalno i kao meta bioloSke terapije. Lokus STARD3 Cesto se spominje zajedno s
PGAP3 lokusom s kojim je u velikom LD-u (ovdje takoder >0.8) i predstavljaju jednu
funkcijsku jedinicu te je u blizini GSDMB/ORMDL3/GSDMA lokusa koji je takoder prou¢avan
u ovome radu. Upravo je njihova medusobna blizina ono Sto stvara problem kod poku$aja
detektiranja njihovog individualnog ucinka na fenotip astme. RS1877031 je takoder
istraZivan i u sklopu GABRIEL konzorcija te je njegova uloga u alergiji takoder ve¢ u vise

navrata dokazana u heterogenim populacijama i neeuropskog podrijetla.(154, 233, 234) U
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jednom drugom radu je teoretizirano da je ovaj lokus predilekcijsko mjesto za razvoj atopije
u bolesnika s astmom, a ne same astme, na €iji razvoj ipak viSe utjecaja ima ORMDL3 sto
se ipak razlikovalo od pronalaska u ovoj studiji gdje je polimorfizam gena za ORMDL3 bio
rizi€an za razvoj astme u odraslih, tj. kompletno suprotne uloge od RS1877031, moguée
posliedi€¢no ipak razlici u prou¢avanim polimorfizmima ili razlici izmedu ove i drugih
istrazivanih populacija.(233) Howrylak i sur. su proveli analizu jedne grupe bolesnika s
astmom i nasli da postoji longitudinalna stabilnost fenotipa, ¢ak i 14 godina po nastupu
bolesti osobito u onih koji su imali veliku sklonost atopiji.(235) Razlike medu bolesnicima s
astmom koje su se ocitovale u prisutnosti atopije, vrijednostima pluéne funkcije i reaktivnosti
bronha su dosta postojane, a remisija koja se javljala u odrasloj dobi nije pratila remisiju na
razini patofiziolo§kih mehanizama. lako se u ovom radu nastojalo $to preciznije grupirati
bolesnike s astmom, Cinjenica da je uloga STARD3 polimorfizma u astmi odraslih i djece
kontradiktorna radu Howrylak i sur., moZe se objasniti $to se ipak nisu uzimali invazivni
uzorci iz diSnog sustava, ali i time $to je populacija odraslih s astmom u ovom istrazivanju
ipak bila starija, a time i podloZnija raznim epigentskim mehanizmima koji mogu modjficirati

tijek bolesti, a $to joS za ovaj gen u astmi nije istrazeno.

Na kromosomu 17 je genotipiziran ve¢ spomenuti ORMDL3, tj. RS3744246 (T/C) koji se
nalazi u intronskoj regiji i nosi povecan rizik za prisutnost astme u odraslih iako je uz njega
bila ve¢a Sansa da ona bude kontrolirana. Osim toga TT varijanta ovog SNP-a je povezana
s poviSenim vrijednostima FeNO-a, ukupnog IgE i krvne eozincfilije dok je CC varijanta bila
povezana samo s povisenim vrijednostima FeNO-a. U fizioloskim uvjetima, ORMDL3
djeluje kao supresor serinske palmitoiltransferaze koja je jedan od klju¢nih enzima
sfingolipidnog metabolizma. S druge pak strane, patoloSka aktivacija ORDML3 nekim
alergenom (mogucée putem metilacije njegove promotorske regije) vodi u prekomjerno
nakupljanje ceramida u endoplazmatskom retikulumu epitelnih stanica, nakupljanju
eozinofila pozitivnom povratnom spregom s eotaksinima i proupalnim interleukinima,
agregaciji, hiperdiferencijaciji, patoloSkom prezivljenju i produkciji protutijela limfocita B, Th2
orijentaciji limfocita T te hiperreaktivnosti glatkih misi¢nih stanica.(160, 164, 165, 236) Efekt
prekomjerne aktivacije ORMDL3 dakle zahvaéa veoma raznolike elemente patofizioloSkih
puteva u astmi te stoga nije bilo neobi¢no da se to odrazilo i na njegovu vezu s uobi¢ajeno
mjerenim biomarkerima astme u ovom radu. Asocijacija ORMDL3 i astme te drugih
autoimunosnih bolesti u raznolikim etni¢kim grupama je dokazana ve¢ na samim pocecima
genomskih studija kada to€an patofizioloSki mehanizam jo$ niti nije bio poznat, a jedna od
najpoznatijih je svakako GABRIEL.(107, 230, 237) Medutim, €ini se da ORMDLS3 ipak nije
univerzalno vezan uz povecan rizik za razvoj astme te je ukljuCivanje razliCitih populacija u

studije od iznimne vaznosti (primjerice rezultati asocijacijske studije RS3744246 u ovom
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radu su kompatibilni s pronalascima u europskoj populaciji, ali suprotni s onima u kineskoj
grupi astmatiara).(238) Takoder se naslo da se njegov ucinak, koji je doduse efektom slab,
veze uz ekspresiju drugih gena iz regije 17921, toc¢nije s GSDMB i GSDMA koji su i u ovom
radu u istom bloku s ORMDL3.(138, 154) U ranijim istrazivanjima se takoder uspjelo
replicirati da je ovaj gen bio povezan s blagom i umjerenom astmom te, iako se na poc¢etku
mislilo da je 17921 regija ekskluzivha za razvoj astme u djece, uklju€ivanjem odraslih u
studije se pokazala njegova bitna uloga i u toj grupi bolesnika, kao $to je to bio slu¢aj i u

ovom istrazivanju.(154, 239)

Sto se tite gena za IL6R uspjesno je genotipiziran jedan polimorfizam, RS4129267 (T/C) u
intronskoj regiji te nije u znaajnom LD-u s drugim ispitivanim polimorfizmima tako da
njegovi efekti nisu bili pod utjecajem ostalih ispitivanih gena. Za ovaj polimorfizam nije
naden znacajan pozitivan ili negativan utjecaj na ispitivane osobine astme ili biomarkere,
ali je za genotip TT dokazana asocijacija s prisutno$¢u astme u odraslih (T2 i ne-T2 fenotip)
te znaCajna krvna eozinofilija i poremecaj KCO. Za TC genotip je takoder bila vezana
prisutnost astme u odraslih i poremecaj KCO, ali i poviSene vrijednosti FeNO dok se za CC
genotip nije naslo statisti¢ki znacajnih asocijacija. Buduc¢i da su rizicne genske varijante
IL6R nadene u ovom radu i nakon prilagodbe za pusacki status, ali i u bolesnika s KOPB-
om, Cini se da ovi polimorfizmi mogu ipak utjecati na poremecaje koji dovode do trajne
remodelacije u opstruktivnim bolestima pluéa mehanizmom i neovisnim od puSenja, jos
uvijek dominantnim uzro¢nikom KOPB-a.(153) Veza s astmom je za ovaj lokus ve¢ ranije
bila ispitivana i u drugim studijama (npr. poviSene vrijednosti solubilne komponente
receptora su nadene u iska$ljaju i bronhoalveolarnom lavatu astmaticara) pa je tako
dokazan i znac¢aj za GINA 3 stupanj tezine astme, dok je u ovom radu populacija obuhvacala
sve stupnjeve po GINA-i pa tako i taj, ali veza nije dosegnula statistiCku znacajnost na razini
polimorfizma $to je moguce zbog nedovoljne veli€ine ispitivane grupe.(139, 144, 151, 153,
154, 239) Drugo potencijalno objasnjenje moze biti u vrsti IL6R receptora koja je
kontrolirana ovim polimorfizmom. Tako je primjerice bio slu€aj za RS4129267 (CC) u
jednom istrazivanju da je on bio protektivan na nacin $to je uz tu varijantu gena, koli¢ina
solubilnog receptora bila snizena, uz povecanu koli¢inu mRNA cijelog IL6R koja se prevodi
u transmembranski receptor preko kojeg se odvija tzv. klasi¢ni odnosno antiinflamatorni
signalni put. (240, 241) Temeljem takvih ispitivanja su zapoceta i istrazivanja neselektivnhog
protutijela, tocilizumaba i sarilumaba i otkrivena njihova terapijska funkcija u upalnim
reumatskim, ali i alergijskim bolestima te astmi (u RS4129267 CT i TT genotipu) uz
smanjenje Th2 i Th17 upalnog odgovora.(139, 242) Ipak, neke teoretski uspjesne terapijske
opcije su u klini¢kim ispitivanjima bile popracene neprihvatljivim nuspojavama te se od njih

odustalo.(243) U konachnici, unato¢ tome $to je primjerice tocilizumab ve¢ naveliko koridten
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u lije€enju reumatskih bolesti, na odobrenje koridtenja za lijecenje astme treba jos pricekati
zbog izostanka rezultata klini¢kih studija (za sada se pozitivan efekt navodi veéinom na

razini prikaza slu€aja, a ne velikih randomiziranih studija).

Bududi da je ovaj rad dio vece studije (CAAS) ukratko su u nastavku predstavljeni i neki
pronalasci vezani uz fenotipove astme i gene na drugim istrazivanim kromosomima.
Zanimljivo je da ucinak SNP-ova, posebice pojedinih genotipova, nije bio jednoznac&an, $to
govori u prilog ranijoj hipotezi o astmi kao multifaktorskoj i poligenskoj bolesti.(220) Na
primjer, otkrilo se da je rs10924993 &imbenik rizika za pojavu astme s visokim T2 u odraslih
s prisutno8¢u nosne polipoze. Takoder, ispitanici kod kojih je dokazana prisutnost
rs1747815 takoder su bili skloniji T2 astmi (alergijski i eozinofilni fenotip), ali su imali i vecu
vjerojatnost slabije kontrole bolesti i Cestih egzacerbacija. Nasuprot tome, rs12026183 je
predstavljao zastitni lokus za prisutnost astme u odraslih, astme s visokim T2 odgovorom i
perzistentne opstrukcije. Medutim, svi ovi relevantni SNP-ovi iz kromosoma 1, osim
rs10924993, bili su dio jednog haplotipskog bloka i u znacajnoj neravnotezi medusobnog
povezivanja (r>>0,45), stoga je njihov pojedinacni u€inak teSko procijeniti.(244) Ranije
navedeni nalazi su u skladu s otkri¢ima u prijasnjim GWAS. Vazni SNP-ovi i genotipovi i za
gene CRB1, DENND1B i SRP9 pokazali su zna¢ajnu povezanost s astmom, kao $to je bilo
u naSem slucaju.(151, 154, 230, 244-246) Isto tako, analizirajuci ranija izvjeSca, primije¢ene
su razlike u udestalosti minornih alela izmedu nase i drugih populacija, kao i drugih
istrazivaca.(230, 247) U kontekstu astme, gen DENND1B je znaajan zbog svog
proteinskog produkta koji sudjeluje u upalnom odgovoru preko dendriti€nih stanica, stanica
prirodnih ubojica (NK) i aktiviranih T stanica, potiCuéi aktivnost T limfocit efektorske
memorije i omogucavajuci T1- i T2-upalni odgovor.(244, 248) U njegovoj neposrednoj blizini
nalazi se gen za CRB1, vazan transmembranski protein za funkciju retine, a &ija uloga u
funkcioniranju pluéa tek treba biti razjasnjena.(244) U naSoj populaciji astmatiara, nositelji
gena rs2786098 CRB1 imali su vecéu vjerojatnost nosne polipoze i Cestih gezacerbacija,

potencijalno putem pojacanog imunolo$kog odgovora.(151, 153, 242, 249)

Vazni polimorfizmi gena za IL1RL1 i IL18R2 na kromosomu 2, kao i intergenskih regija koje
su u jakom LD-u (rs11674302 i 13431828 r%>0,8; rs1420094 i rs3771166) takoder su
znacajno povezani s astmom, pri ¢emu rs3771166 ima prvenstveno zastitni u€inak na
prisutnost astme u odraslih i T2 fenotip. Produkti navedenih gena u bliskoj su interakciji s
IL33, Ciji se gen nalazi na kromosomu 9, a Ciji je polimorfizam (rs1412426, intergenska
regija u blizini gena za IL33) takoder pokazao zastitni u€inak na astmu u odraslih i trajnu
opstrukciju. IL1RL1 je receptor za IL33 koji sam djeluje kao transkripcijski represor i

povezan je s alergijskom astmom, eozinofilijom u krvi i T2 upalnim odgovorom (192, 250).
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Ovo istrazivanje je takoder pronaslo sugestivne informacije o ukljuéenosti polimorfizama
gena IL13, PDE4D, SLC 22A5 i rs1837253 smjestenih uzvodno od gena TSLP na
kromosomu 5 u patofiziologiju astme. Ranija istraZivanja takoder podupiru ove nalaze, ali i
povezanost s drugim upalnim bolestima.(154, 230, 251-260) IL33 aktivira proizvodnju
proupalnih citokina (L4, IL5, IL13) te se zajedno s TSLP-om izlu€uje kao odgovor epitelnih
stanica na razne stresore (npr. pusenje ili virusi).(251, 261) S druge strane, IL18 stupa u
interakciju s IL12, omoguéujuci oslobadanje interferona gama i izaziva T1 upalni
odgovor.(154) U danasnje vrileme uloga citokina o kojima se govori ve¢ je prepoznata i
nasiroko istraZzena kao meta biolodke terapije teSke astme.(262-264) Medutim, uloga
polimorfizama nije se ponovila na isti na¢in u svim prouavanim populacijama, $to je

vjerojatno rezultat razli€itih utjecaja okoliSa i genetskog miljea istraZivanih skupina.

Povezanosti genskih polimorfizama na kromosomima 4 (EPHAS5), 8 (CDH17, NRG1,
RGS22), 10 (PRKG1), 11 (LOC101928940) i kromosomu 12 (rs16929496 u blizini gena
RASSF8) s astmom takoder su ponovljene u prethodnim studijama u razli€itim
populacijama. (151, 196, 249, 259, 265-272) Uloga EPHA receptora na epitelnim stanicama
dokazana je ranije u tumorigenezi, a njihova uloga u astmi vjerojatno se ostvaruje preko
CD4 i CD8 limfocita, njihovom aktivacijom i migracijom, iako se ¢e$ée spominje povezanost
s EPHB receptorom.(265, 266, 273) U nasem slucaju, polimorfizam u EPHA5 genu
(rs11735820) imao je zastitni efekt na razvoj astme u odraslih te alergijske i eozinofilne
astme, $to bi bilo u skladu s njihovom zastitnom ulogom kako je opisano u radu Wolfharta i
sur.(266) Ipak, €ini se da je njegova uloga dvosmislena buduci da se pronasla pozitivha
povezanost s pojavom astme u djece. Polimorfizam gena RGS22 (genotipovi TC i CC) bio
je ¢imbenik rizika za pojavu T2 astme u odraslih, vjerojatno kroz utjecaj na cilije i ekspresiju
proupalnih citokina u sluznici bolesnika s astmom.(274) Sam rs11214966, intronska
varijanta LOC101928940, jo§ nema poznatu ulogu u astmi. U nasem sluéaju imao je
negativhu povezanost s trajnom opstrukcijom, a moze se nagadati da je veza zapravo
neizravna i da se odvija preko gena C110orf71 koji mu je najblizi, iako nije dosegao genomski
znacaj u drugoj populaciji.(259) Genotipovi GA i GG polimorfizma gena PRKG1 (rs7922491)
bili su povezani s astmom u djetinjstvu u ovom radu, sliéno kao u afroameri¢koj populaciji,
ali ne i u afriCko-karipskim obiteljima.(270) Pozitivna povezanost rs16929496 s nosnom
polipozom u ovoj studiji, s ve¢om Sansom za nekontroliranu astmu, vjerojatno je neizravna
posljedica blizine gena RASSF8, koji je ukljuen u smrt stanica i Cesto se istrazuje u
onkologiji.(275, 276)

Na kromosomu 17, osim gena za ORMDL3 i STARD3, genotipizirani su i polimorfizmi u
intergenskim i regulatornoj regiji kao i gena za ERBB2 (uloga u metabolizmu MAP kinaze i

fosforilaciji ErbB2 proteina na epitelnim stanicama diSnih puteva i razini proinflamatornih
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medijatora; nadena vecéa 8ansa za prisutnost trajne opstrukcije, ali zastitna uloga na razvoj
nosne polipoze i uestalost egzacerbacija astme), GSDMA (kontrola apoptoze, razine IgE i
proupalnih citokina Th2 odgovora; veéa Sansa za nekontroliranu bolest i nosnu polipozu),
GSDMB (kontrola Th2 upalnog odgovora, fibroze i glatkih miSi¢nih stanica te time
hiperreaktivnosti bronha i remodelacije didnih puteva; vedi rizik za pojavnost astme u djecjoj
dobi i T2 fenotip, ali manja za razvoj trajne opstrukcije), IKZF3 (transkripcijski faktor,
prisutnost u epitelnim stanicama didnih puteva, NK stanicama, T i B limfocitima; manja
Sansa za kontroliranu astmu, ali zastita od pojave nosne polipoze), MED24 (transkripcijski
aktivator brojnih gena; zastita od ulestalih egzacerbacija), PGAP3 (kodira fosfolipazu u
Golgievom aparatu ukljuéenu u proteinski promet na stani¢noj membrani; rizik za pojavu
astme u djece, ali bez trajne opstrukcije), PSMD3 (kompleks proteinaza ukljuéen u
regulaciju koncentracije neutrofila; ve¢a $ansa za kontroliranu bolest) i ZPBP2 (regulacija
membranskih lipida, medu ostalim spolnih i epitelnih stanica; pozitivna povezanost s
trajnom opstrukcijom) koji su bili dio istog haplotipskog bloka i €ije su funkcije u sklopu
poznate regije 17912-21 ve¢ naveliko istrazivane i u korelaciji s ovim pronalascima.(139,
166, 277-288)

U ovom su radu takoder pronadene viSestruke povezanosti razli€itih genotipova za RORA
i SMAD3 na kromosomu 15 i IL2RB na kromosomu 22 s astmom koja se javlja u djetinjstvu
i astmom s visokim T2 te prisutno$¢éu nosne polipoze.(289) U&inak ovih gena temelji se na
njihovoj ukljuenosti u Th1, Th2 i Th17 upalni odgovor kroz aktivaciju upalnih citokina IL4,
IL5 i IL13, regulaciju T stanica i odgovor na primjenu kortikosteroida kao i remodeliranje
diSnih putova Sto je nezeljena reakcija na osteéenje epitelne barijere.(138, 154, 192, 193,
289-294)

Na kraju treba spomenuti i ogranienja ove studije. Ovo istrazivanje nije bilo GWAS, dakle
odabrani su samo pojedini geni i njihovi polimorfizmi, oslanjaju¢i se na prethodna
istrazivanja Cime se izostavilo iz analize neke druge potencijalno bithe SNP. Takoder utjecaj
okoliSnih faktora je ograni€en na puSenje, uvjete zivota i radnog mjesta, Sto prili¢éno
pojednostavljuje svakodnevnu izlozenost bolesnika mozebitnim Stetnim cimbenicima.
Nadalje, ovo i slicna istraZivanja proucavaju genske varijante koje su uobicajene za neku
populaciju, koja je u ovom slucaju bila homogena europskog podrijetla, ¢ime se ograni¢ava
prediktivna vrijednost pronalaska i ne mora nuzno odraZavati gensku podlogu neke druge
etniCke skupine. Zatim, u ovom radu se pokusao replicirati individualni utjecaj gena na
astmu te su ciljano zanemareni medugenski efekti. Sljede¢e ograni¢enje je Sto se u
definiranju fenotipova astme, nisu uzimali invazivni uzorci ¢ime se neke ispitanike naizgled
ne-T2 fenotipa moguce krivo klasificiralo. U odnosu na druge GWAS i metaanalize koje su

istraZivale gene u astmi, broj ispitanika je u ovom istrazivanju bio relativno malen $to
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umanijuje snagu studije. UnatoC tome, ipak se uspjelo replicirati rezultate ranijih istraZivanja.
To moze biti rezultat toga Sto je unato€ malom uzorku, studija dobila na snazi zahvaljujudi
pazljivijoj fenotipizaciji i grupiranju znac€ajnih osobina ispitanika u studiji, efekt koji je ve¢
ranije prikazan.(228) Osim toga, ovo ispitivanje je bilo retrospektivno i nije uklju€ivalo
analizu genskih produkata. Medutim, u obzir su uzimani i podaci o astmi iz djetinjstva ¢ime
se ipak dobilo odredene longitudinalne informacije. Uz to su bili uklju€eni bolesnici s
razli€itim teZinama astme $to daje dodatni znacaj ovom ispitivanju i stvara bolji odraz

stvarne slike bolesti u svakodnevnoj klinickoj praksi.
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7. ZAKLJUCAK

1. U sklopu ovog istrazivanja, bolesnici su podijelijeni na temelju klinicke slike i
dostupnih biomarkera u T1 i T2 fenotip s podgrupama eozinofilne, alergijske, mijeSane
(alergijske i eozinofilne) i neeozinofilne/nealergijske astme. Vecina je istrazivane odrasle

populacije bolesnika s astmom imala pozitivhu alergijsku dijatezu i ubrojena je u T2 fenotip.

2. Od Th2 biomarkera, osobito se znacajnim pokazao FeNO d&ije su viSe vrijednosti bile
povezane sa slabijom kontrolom bolesti §to je u skladu s recentnim istraZivanjima koja su
stavila FeNO u fokus kao vazan prediktivni biomarker za relaps astme i pokazatelj odgovora

na biolosku terapiju.

3. U ispitivanoj populaciji bolesnika s astmom su prevladavale Zene i veéina ispitanika
su bili pusaci $to se ipak nije odrazilo na prosje¢nu pluénu funkciju ili difuzijski kapacitet

pluéa.

4. U ovom istrazivanju profesionalna izloZenost i Zivot u gradu nisu bili povezani s tezim

oblikom bolesti ili slabijom kontrolom astme.

5. Nosna je polipoza bila povezana s tezim stupnjem astme prema GINA klasifikaciji,
ali bez utjecaja na kontrolu bolesti, potrebu za oralnim kortikosteroidima ili neki od ispitivanih

biomarkera.

6. U ovoj ispitivanoj grupi bolesnika s astmom, rizi€nom se pokazala prekomjerna
tielesna masa, buduc¢i da je vec¢i BMI bio povezan s ¢eS¢im egzacerbacijama bolesti i

porastom krvne eozinofilije.

7. Ovo je prva studija gena kandidata u Hrvatskoj koja pokazuje genetsku osnovu
astme u odraslih s posebnim naglaskom na genetski doprinos relevantnim Kklini¢kim
fenotipovima i klini¢kim znacajkama, kao Sto je prisutnost trajne opstrukcije protoka zraka

ili povezana nosna polipoza.

8. U ovoj analizi, uspje$no su genotipizirane 2 polimorfizma gena RAD50: RS2897443
(A/C) i RS2244012 (C/T), oba u intronskoj regiji na kromosomu 5q31.1 i rizi€ni su ¢imbenik

za razvoj nosne polipoze u bolesnika s astmom.

9. Na kromosomu 17 je genotipiziran STARD3 i njegov polimorfizam RS1877031 (C/T),
missense je mutacija i u znacajnom je LD-u s ostalim genotipiziranim polimorfizmima s

kromosoma 17 u ovom radu. Ovaj polimorfizam je bio rizi¢ni ¢imbenik za djecju pojavnost
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astme i razvoj nosne polipoze, ali je djelovao zastitno na prisutnost astme i nastanak bolesti

u odraslih kao i na pojavu T2 alergijskog i eozinofilnog fenotipa.

10. Na kromosomu 17 je genotipiziran je i ORMDLS, tj. RS3744246 (T/C) koji se nalazi
u intronskoj regiji i nosi povecan rizik za prisutnost astme u odraslih iako je uz njega bila

veca Sansa da ona bude kontrolirana.

11. Za gen IL6R uspjeSno je genotipiziran jedan polimorfizam, RS4129267 (T/C) u
intronskoj regiji te nije u znaajnom LD-u s drugim ispitivanim polimorfizmima tako da
njegovi efekti nisu bili pod utjecajem ostalih ispitivanih gena. Nadene su samo asocijacije
na razini pojedinih genotipova za relevantne osobine astme, ali ne i na razini cijelog

polimorfizma.
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8. SAZETAK

Unato€ znacajnom medicinskom napretku u posljednjih nekoliko desetlje¢a, astma se jos
uvijek smatra izazovom. Ovo je prva slucaj-kontrola studija gena kandidata u Hrvatskoj kojoj
je cilj razjasniti genomski kontekst pojave astme u odraslih. Hipoteza istraZivanja je bila da
su polimorfizmi gena IL6R (1921.3), RAD50 (5g31.1), STARD3 i ORMDL3 (17q12-21.1)
povezani s ranijom pojavom bolesti, tezom astmom, vec¢im brojem egzacerbacija te
alergijskim oblikom astme. U istraZivanju je sudjelovalo 235 ispitanika s astmom tezine 1-4
(od blage do teSke astme) po GINA kriterijima. Na3lo se da su polimorfizmi RS2897443 i
RS2244012 (RADS50) riziéni €imbenik za razvoj nosne polipoze, RS1877031 (STARD3)
rizi€ni je ¢imbenik za pojavu astme u djece i razvoj nosne polipoze, ali djeluje zastitno na
prisutnost astme i pojavu bolesti u odraslih te nastanak T2 alergijskog i eozinofilnog
fenotipa. RS3744246 gena ORMDL3 nosi poveéan rizik za prisutnost astme u odraslih iako
je uz njega ona bolje kontrolirana dok su za SNP gena IL6R, RS4129267, nadene samo
asocijacije na razini pojedinih genotipova za prisutnost astme u odraslih i visoke vrijednosti
krvne eozindfilije i FeNO-a. Zaklju¢no, astma je kompleksna bolest i ovdje se dokazalo da
spoznaje o genetskoj podlozi patofizioloSkih procesa dobivenih iz djecjih populacija nisu

nuzno i odraz situacije u populaciji odraslih.

Klju€ne rijeci: astma, fenotip, polimorfizmi jednog gena, IL6R, RAD50, STARD3, ORMDL3
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9. SUMMARY

GENE RAD50, STARD3, ORMDL3 AND IL6R POLYMORPHISMS IN ASTHMATIC
PATIENTS

Anamarija Stajduhar, 2024.

Despite significant medical advances in recent decades, asthma is still considered a
challenge. This is the first candidate genes case-control study in Croatia that aims to clarify
the genomic context of asthma in adults. The research hypothesis was that IL6R (1g21.3),
RAD50 (5931.1), STARD3 and ORMDL3 (17q12-21.1) gene polymorphisms were
associated with an earlier disease onset, more severe asthma, a greater number of
exacerbations and an allergic asthma phenotype. A total of 235 subjects with asthma, stage
1-4 (from mild to severe asthma) according to GINA criteria, took part in this research. It
was found that the polymorphisms RS2897443 and RS2244012 (RAD50) are a risk factor
for the development of nasal polyposis, RS1877031 (STARD3) is a risk factor for the onset
of asthma and the development of nasal polyposis in children, but has a protective effect
on the presence of asthma and the onset of the disease in adults and the occurrence of T2
allergic and eosinophilic phenotype. RS3744246 of the ORMDL3 gene carries an increased
risk for the presence of asthma in adults, although it conffers a better controlled variant,
while for the SNP of the IL6R gene, RS4129267, the only associations were found at the
level of individual genotypes for the presence of asthma in adults and high values of blood
eosinophilia and FeNO. In conclusion, asthma is a complex disease and here it has been
proven that the knowledge about the genetic basis of pathophysiological processes in
asthma obtained from children's populations is not necessarily a reflection of the situation

in adults.

Key words: asthma, phenotype, single gene polymorphisms, IL6R, RAD50, STARDS3,
ORMDL3
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11. KRATKA BIOGRAFIJA

Rodena je 26. studenog 1989. godine u Zagrebu. Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu
upisala je u akademskoj godini 2008./2009. Tijekom 4. i 5. godine studija bila je
demonstrator iz predmeta Patologija na Katedri za patologiju Medicinskog fakulteta u
Zagrebu, a tijekom 5. i 6. godine studija demonstrator iz predmeta Klini¢ka propedeutike u
Jedinici intenzivne skrbi u KBC-u Sestre milosrdnice. ZavrSila je Intergrirani preddiplomski
i diplomski studij medicine na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu u redovnom
roku dana 15.07.2014. godine. PripravnicCki je staz odradila u KBC-u Sestre milosrdnice.
Radila je u ordinacijama obiteliske medicine do 2016. godine kada je postala
specijalizantica pulmologije u Kilinici za pluéne bolesti Jordanovac, KBC-a Zagreb. U
7.2021. je polozila specijalistiCki ispit iz pulmologije te nastavila s radom u Zavodu za
alergijske i opstruktivne bolesti plu¢a Klinike Jordanovac, a tijgkom pandemije COVID-a 19
i na ispomodi u Klinici za infektivne bolesti Dr. Fran Mihaljevi¢ te KB Dubrava. Uze podrucje
interesa su joj opstruktivne bolesti plu¢a u odraslih ($to ponajprije ukljuCuje astmu i KOPB)
te alergijske, eozinofilne i gljiviéne bolesti disnog sustava. Clanica je Hrvatskog torakalnog
drustva, Hrvatskog pulmoloskog drustva, Europskog respiratornog drustva, Europskog
drustva za alergiju i kliniCku imunologiju te dio nacionalnog projekta Telecordis i kolaboracije
SHARP.
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PRILOZI

ECRSH Il UPITNIK

KLINIKA ZA PLUCNE BOLESTI “JORDANOVAC”

ZAGREB - Jordanovac 104 Telefon: 01/238 5100 Telefax: 01/234 8345
THE EUROPEAN COMMUNITY RESPIRATORY HEALTH STUDY lI
ECRSH Il ASTMA UPITNI

prijevod iz: The European Community Respiratory Health Survey Il
(Studija europske zajednice o pluénom zdravlju Il)

Zeljeli bismo Vam postaviti nekoliko pitanja, vezanih

uz vase disanje. Gdje god je moguce pokuSajte

odgovoriti sa «da» ili «ne».

1. Da li Vam se javilo sviranje ili zvizdanje u prsima u posljednjih 12 mjeseci?
Ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje 2, ukoliko je odgovor «DA»:

1.1. Da li ste imali osje¢aj nedostatka zraka za vrijeme brisanja prasine?

DA NE

1.2. Da li Vam se sviranje ili zvizdanije javilo, a da niste bili prehladeni? DA NE
2. Da li ste se probudili sa osje¢ajem stezanja u prsima u posljednjih 12 mjeseci?
DA NE

3. Da li ste imali napadaje otezanog disanja u mirovanju tijekom zadnjih 12
mjeseci?

DA NE

4. Da li ste imali napadaje oteZzanog disanja nakon fizicke aktivnosti u zadnjih 12

mjeseci? DA NE



5. Da li ste imali noéna budenja zbog napadaja oteZzanog disanja u zadnjih 12
mjeseci?

Ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje broj 6., ukoliko je odgovor «DAy:

5.1.Da li ste imali noéna budenja zbog napadaja skra¢enog daha u zadnja 3 mjeseca?
DA NE

Ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje 6., ako je odgovor «DA»:

5.1.1.Da li ste imali noéna budenja zbog skra¢enog daha u prosjeku barem jedanput
tiedno u posljednja 3 mjeseca?

Ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje 6. , ukoliko je odgovor DA:

5.1.1.1. Koliko ste puta tjedno u prosjeku imali noéna budenja zbog skraéenog daha u

posliednja 3 mjeseca?

6.Da li ste se budili zbog napadaja kaslja u posljednjih 12 mjeseci?
DA NE

7. Da li imate jutarnji kasal;j tijekom zime? DA NE

8. Da li obi€¢no kasljete tilekom dana ili no¢i u zimskim mjesecima?
Ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje broj 9, ukoliko je odgovor «DA»:
8.1. Da li imate kasal;j tijekom tri mjeseca u godini? DA NE

9.Da li obiéno imate jutarnji iskasljaj? DA NE

10. Da li tijiekom zimskih mjeseci imate produktivan kasalj (iska$ljaj)?
Ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje 11, ukoliko je odgovor DA:
10.1 Da li imate produktivan kasalj tijekom 3 mjeseca u godini? DA NE
11.Da li imate problema sa disanjem?

Ukoliko je odgovor NE idite na odgovor 12 ukoliko je odgovor DA:



11.1 Da li imate navedene tegobe s disanjem

a) kontinuirano tako da Va$e disanje nikada nije normalno

b) povremeno, ali se uvijek popravi

¢) samo vrlo rijetko

12. Da li imate problema prilikom hoda, a da nisu povezani sa sréanim ili plué¢nim
bolestima?

Ukoliko da, napiSite kojim

ili idite na pitanje broj 13, ukoliko je odgovor NE.

12.1 Da li imate problema sa disanjem kod brzeg hoda po ravnoj podlozi ili kod lagane
uzbrdice?

Ukoliko je odgovor NE, idite na pitanje 13, ako je odgovor DA:

12.1.1.1.Da li imate skra¢en dah prilikom hoda sa vrSnjacima na ravnoj podlozi?

DA NE

13. Samo za zene, muskarci na pitanje br 14.

Da li ste ikada primjetili da se vasi respiratorni simptomi (kao $to je skra¢en dah, sviranje
u prsima i sl.) javljaju u odredenom dijelu menstrualnog ciklusa?

a) da, tjedan prije menstruacije

b) da, tijekom menstruacije

c) da, tjedan iza menstruacije

d) da, u drugo vrijeme tijekom ciklusa

e) ne odnosi se na mene (amenoreja npr. menopauza)

f) ne



14. Da li imate astmu?

ukoliko je odgovor NE idite na pitanje 15, ako je odgovor DA:

14.1.Da li je dijagnoza astme potvrdena od strane lije¢nika? DA NE
14.2. Koliko ste imali godina kada se javio prvi napadaj astme?

14.3. Koliko ste imali godina kada Vam se javio posljednji napad astme?
14.4. U kojem mjesecu tijekom godine obi¢no Vam se javljaju napadi astme?
14.4.1 sijeCanj/veljaca

14.4.2.0z2ujak/travanj

14.4 3. svibanj/lipanj

14.4.4. srpanj/kolovoz

14.4.5. rujan/listopad

14.4.6. studeni/prosinac

14.5. Da li ste imali napadaje astme u posljednjih 12 mjeseci? DA NE
Ukoliko je odgovor NE idi na 14.8, ukoliko je odgovor DA:

14.6. Koliko ste napadaja astme imali u posliednjih 12 mjeseci?

14.7 Koliko ste napadaja astme imali u posliednja 3 mjeseca?

14.8.Koliko puta ste imali no¢na budenja zbog astme u posljednja 3 mjeseca?
a) svaku noc¢ ili gotovo svaku no¢
b) viSe nego 1x tjedno, ali ne svaku no¢

c) barem 2xmjesecno,ali ne vise od 1x tjedno
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d) manje od 2x mjese¢no

e) bez budenja

14.9. Koliko €esto imate smetnje disanja zbog astme u posljednja 3 mjeseca?

a) kontinuirano



b) 1x dnevno

c) barem 1xdnevno,ali manje od 1x tjedno

d) manje od 1x tjedno

e) bez tegoba

14.10. Da li trenutno uzimate lijekove za astmu, uklju€ujuci inhalere, aerosole ili tablete?
DA NE

14.11. Da li imate vlastiti mjera¢ vrnog protoka (za mjerenje PEF)?

Ukoliko je odgovor NE, idite na pitanje br.14.12 ukoliko je odgovor DA:
14.11.1.Koliko Cesto ste ga koristili u posljednja 3 mjeseca?

a) nikada

b) povremeno

c) gotovo stalno

14.12.Da li imate napisane instrukcije od vaseg lije¢nika kako postupiti u slu¢aju
napadaja ili pogorsanja astme? DA NE

14.13. Samo za zene-muskarci na pitanje br. 15

Da li ste primjetili da Vam se astma pogor$ava tijekom menstruacijskog ciklusa?
a) da, tjedan prije menstruacije

b) da, tijekom menstruacije

c¢) da, tjiedan nakon menstruacije

d) da, drugi dane tijekom ciklusa

€) ne odnosi se na mene(npr. amenoreja)

f) ne

14.14.Da li ste bili trudni od kada imate astmu?

Ukoliko je odgovor NE, idite na pitanje 15 ukoliko je odgovor DA

14.14.1 Kakva je bila astma tijekom trudnoée?

a) poboljSala se



b) pogor3ala se

c) ostala ista

d) nije bilo isto tijekom razli€itih trudnoca

€) ne znam

15. Da li imate alergijski rinitis ?

Ukoliko je odgovor «NE», idite na pitanje 16, ukoliko je dogovor «DA»:

15.1. Koliko ste imali godina kada su Vam se prvi puta javili simptomi alergijskog

rinitisa?

16.Da li ste imali tegobe sa kihanjem i zaepljenim nosem a da niste bili prehladeni?
Ukoliko je dogovor «NE» idite na pitanje 17, ukoliko je odgovor «DA»

16.1. Da li ste imali zaepljen nos ili kihanje u posljednjih 12 mjeseci, a da niste bili
prehladeni?

Ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje 17, ukoliko je odgovor «DA»

16.1.1. Da li su tegobe sa nosom pracene crvenilom i svrbezom oc€iju? DA NE
16.1.2. U kojim mjesecima tijekom godine Vam se obi¢no javljaju tegobe sa nosom?
sijeCanj

veljaCa

ozujak

travan;j

svibanj

lipanj

srpanj

kolovoz



rujan

listopad

studeni

prosinac

17. Od posljednje kontrole, da li ste koristili lijekove za probleme s nosom?
ukoliko je odgovor «NE» idite na pitanje 18, ukoliko je odgovor «DA»

17.1. Da li ste koristili neki od dolje navedenih nazalnih sprejeva za rjeSavanje tegoba sa
nosem?

a) Gnadion

b) Flixonase

c¢) Tafen

d) Nasonex

e)

Ukoliko je odgovor «ne» idite na 17.2;. ukoliko je odgovor «dax:

17.1.1. Koliko godina uzimate navedene nazalne sprejeve?

17.1.2 Da li ste koristili neki od navedenih nazalnih sprejeva u posljednjih 12 mjeseci?
DA NE

17.2. Da li ste uzimali neku od dolje navedenih kapsula ili tableta za rjeSavanje tegoba sa
nosem?

a) Claritine

b) Telfast

c¢) Rinolan

d) Letizen



e) Belodin
f) Contral
Ukoliko je odgovor «ne» idite na pitanje 18, ukoliko je odgovor «da»:

17.2.1. Koliko godina uzimate nevedene lijekove?

18. Da li te ikada imali osip ili bilo koju vrstu kozne alergije? DA NE

19. Da li ste ikada imali crvenilo i svrbez kozZe koje se javljalo i nestajalo u

posljednjih 6 mjeseci? DA NE

Ukoliko je odgovor «ne» idi na pitanje 20, ukoliko je odgovor «da»:

19.1.1. Da li se je crvenilo koze javljalo na nekom od navedenih dijelova tijela: u pregibu
laktova, iza koljena ili oko vrata ,o€iju ili nosa? DA NE

20. Da li ste imali diSnih tegoba nakon uzimanja lijekova? DA NE

Ukoliko je odgovor «ne» idite na pitanje 21, ukoliko je odgovor «dax:

Koji lijek?

21.Koliko je godina imala vaSa majka kada vas je rodila?

22. U koliko ste navrata mjenjali mjesto stanovanja u prvih 5 godina zivota?

a) nijednom

b) jednom

C) u viSe navrata

23.Da li ste bili hospitalizirani zbog bolesti plu¢a u prve 3 godine zivota? DA NE
24. Sa koliko godina ste prvi puta krenuli u kolektiv (jaslice, vrti¢, Skola)?

25.Koliko je djece spavalo sa Vama u istoj spavaonici u prvih 5 godina zivota?

Sada bismo Vam Zeljeli postaviti nekoliko pitanja vezanih uz



poslove koje ste do sada radili. Radi se o poslovima kojim ste se bavili u
posliednja 3 mjeseca od naSeg zadnjeg kontakta. Ti poslovi mogu biti
izvan kuée, poslovi sa punim ili skra¢enim radnim vremenom, plaéeni ili
neplacéeni, uklju€ujuci i poslove u vlastitoj firmi. Molim Vas da
spomenete poslove sa skra¢enim radnim vremenom samo ukoliko ste

radili viSe od 8 h tjedno.

26. Da li ste

a) zaposleni

b) radite u vlastitoj firmi

c) nezaposleni, traZite posao

d) nezaposleni zbog zdrastvenog stanja
e) radite kod kuce

f) student

g) u mirovini

h) ostalo

Ukoliko ste zaposleni idite na pitanje 28

27. Da li ste bili zaposleni u kontinuitetu 3 mjeseca od naseg zadnjeg kontakta?

DA NE
28.Ukoliko ste radili viSe poslova u isto vrijeme, zeljeli bi smo ih razdvaijiti

poimence. Molim Vas pocCnite sa sadasnjim ili zadnjim poslom.

28.1.Sto trenutno radite ili $to ste posliednje radili?

28.2. Cime se firma, kompanija ili sl. u kojoj radite bavi?




28.3. U kojem mjesecu i koje godine ste poceli raditi trenutni posao?

28.4. U kojem mjesecu i koje godine ste prestali raditi navedeni posao?

29. Da li ste radeéi na nekom od navedenih radnih mjesta imali teSkoce sa

disanjem?

Ukoliko jeste, oznacite na kojem od navedenih poslova.
30. Da li ste morali napustiti neki od poslova zbog respiratornih tegoba?

Ukoliko jeste, oznacite koji od navedenih poslova.

31. Od zadnje kontrole, da li ste kod kuée, na poslu ili dr. bili izlozeni
isparavanjima, prasini, plinovima ili dimu?

Ukoliko da, napiSite kojem

31.1. Da li su vam se respiratorni simptomi javili odmah po izlaganju?

Mozete li opisati navedene tegobe?

32. S koliko godina ste zavrsili obrazovanje?

33. Koliko vam se Cesto prilikom vjezbanja dogodi da ostanete bez daha ili se
preznojite?

a) svaki dan

b) 4-6 x tjedno

c) 2-3 x tjedno

d) jednom tjedno

e) jednom mjesecno

f) manje od 1x mjesecno



g) nikada

34. Koliko sati obi¢no tjedno vjeZbate toliko da ostanete bez daha ili se preznojite?
a) niti jednom

b) oko pola sata

c) oko sat vremena

d) 2-3 sata

e) 4-6 sati

f) 7 i viSe sati

35. Da li izbjegavate teze vjezbe zbog sviranja u prsima, odnosno astme? DA NE

36. Kada je vas trenutni dom izgraden?

37.Da li zivite u istom stanu/kuci kao i prilikom zadnje posjete?
Ukoliko je odgovor DA idite na odgovor broj 38, ukoliko je odgovor NE:

37.1. Koliko ste se puta selili od zadnje posjete?

37.2 Koliko godina zivite u vasem trenuthom domu?

37.3.Gdje trenutno zivite
a)u drugoj kuci/stanu ali u istom podrucju kao i na pocetku studije
b) izvan podrugja na pocetku studije ali u istoj zemlji

c) u drugoj zemlji

37.3.1. Ukoliko zivite u drugoj zemlji, navedite u kojoj?

37.4. Koji od slijedecih opisa najbolje odgovara opisu vaseg doma?
a) kamp prikolica?

b) obiteljska kuc¢a



c) obiteljska kuéa u nizu

d) zgrada za 2 obitelji

e) zgrada za 3 ili 4 obitelji

f) zgrada za 5 i vide obitelji

g) brod ili sli¢no

h) ostalo

38. Da li vas dom ima nesto od navedenog?
38.1.centralno grijanje

38.2. klimatizacija

39.Koji od navedenih izvora energije koristite za grijanje ili zagrijavanje vode?
39.1. kamin, peci na drva

39.2. plinske peci

39.3. elektri¢no grijalo

39.4 .parafinsko grijalo

39.5. bojler na plin

39.6. bojler na ulje

39.7. prijenosno grijalo na plin

39.8 ostalo

40 .Koju vrstu izvora energije najcesce koristite za kuhanje?
a) drvo, ugljen-kruto gorivo

b) plin

c) elektri¢nu energiju

d) parafin

e) mikrovalna pecnica

f) plinske boce



g) ostalo
40.1. Ukoliko koristite plin za kuhanije, to je:
40.1.1 zemni plin

40.1.2. gradski plin
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41. Koja vrsta goriva je koriStena za kuhanje u domu u kojem ste Zivjeli u prvih 5
godina zivota?

a) kruto gorivo

b) plin

c) elektri¢na energija

d) parafin

e) plinske boce

f) ne znam

g) ostalo

42. Koliko ste u prosjeku proveli vremena kuhajuéi svaki dan tijekom prosla 4

tiedna?

43. U zadnja 4 tjedna tijekom kuhanja dali ste imali otvoren prozor?

a) veéinu vremena

b) dio vremena

c) rijetko

d) nemam prozor koji se moze otvoriti van u kuhiniji

44. Da li imate napu (filter u kuhinji)?

Ukoliko je odgovor «NE» ili «kNE ZNAM» idite na pitanje 45. ukoliko je odgovor «DA»:

44 1. Tijekom kuhanja da li napu (filter u kuhjinji) koristite



a) cijelo vrijeme

b) dio vremena

c) uopce je ne koristim

44 .2 .Da li napa (filter u kuhinji) odonosi plinove van ku¢e? DA NE

45. Da li soba koju najviSe koristite tijekom dana

45.1. ima tepihe po cijelom podu

45.2. sadrzava prostirke (mali tepih)

46. Koliko dugo imate najstariji tepih ili prostirku (mali tepih) u prostoriji koju
koristite najviSe tijekom dana u kudi ili stanu ?

a) manje od godinu dana

b) 1-5 godina

c) vise od 5 godina

47. Na kojem katu je prostorija koju u kuci ili stanu koristite najviSe tijekom dana ?

(najnizi kat je prizemlje)

48. Ima li vasa spavaca soba
a) tepih po cijelom podu

b) prostirke (male tepihe)
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49. Koliko dugo imate najstariji tepih ili prostirku u vasoj spavacoj sobi ?
a) manje od godinu dana

b) 1-5 godina

c) viSe od 5 godina

50. Koliko dugo imate madrac ?

a) manje od godinu dana



b) 1-5 godina
c) vide od 5 godina

51. Na kojem je katu vada spavaca soba ? (najnizi kat je prizemlje)

52. Spavate li s otvorenim prozorom po noéi tijegkom zime ?

Ako ne predite na pitanje 53, ako da:

52.1 Spavate li s otvorenim prozorom

a) cijelo vrijeme

b) ponekad

C) samo povremeno

53. Da li se ikada dogodilo kakvo ostecenje vodom na vasoj zgradi npr. puknuce
vodovodnih instalacija, poplava...?

Ako da:

53.1 Dal li je bilo oste¢enja vodom u zadnjih 12 mjeseci ? DA NE

54. Da li ste unatrag 12 mjeseci u stanu / kuéi imali vlazne ili mokre tragove na
povrsini zidova, tapeta, tepiha, tavana ili drugih prostora iskljuujuci podrum ?
55. Da li ste ikada imali plijesan na nekoj povrSini u stanu/kuéi (osim hrane)?
Ako ne ili ne znate predite na pitanje 56, ako da:

55.1.1-6 U kojim prostorijama

55.1.1 kupaonica

55.1.2 spavaca soba

55.1.3 dnevna soba

55.1.4 kuhinja

55.1.5 podrum ili tavan

55.1.6 drugo

55.2 Da li ste imali bilo gdje u kuci/stanu plijesan u zadnjih 12 mjeseci ?
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Ova skala izgleda poput toplomjera i omoguéuje vam
stupnjevanje vaseg osobnog dojma o izloZenosti oneciséenju
zraka. IzloZzenost moZete stupnjevati od 0 do 10.

Nula (0) znadi BEZ izlaganja, a deset (10) NEIZDRZLJIVU
izloZzenost.

0 5 10

56. Koliko ste intenzivno iritirani zagadenoS¢u zraka u vasoj okolini ( promet,
tvornice, itd ), ako drzite otvoren prozor — skala od 0-107?

0 5 10

Oni koji se nisu selili iz ku¢e od zadnjeg pregleda (provjeri s odgovorom 37) predite na

pitanje 58, ostali pitanje 57.

57. Koliko ste intenzivno bili iritirani zagadenos$cu zraka iz okoline (promet,

tvornice, itd) vaseg bivSeg stana, ako drzite otvoren prozor-?---- skala od 0-10

58. Koliko Cesto auti prolaze kraj vaSeg stana/kuce ?
a) stalno
b) Cesto
c) rijetko

d) nikada



59. Koliko &esto teretna vozila (kamioni, autobusi) prolaze kraj vaseg stana/kuce ?
a) stalno
b) Eesto
c) rijetko

d) nikada
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60. Da li ste poduzeli neke od mjera da smanijite alergen ili izlozenost alergenu u
vasem stanu/kuéi od zadnjeg pregleda?

60.1 promijenili tepih u drvenu ili neku drugu glatku povrsinu na podu sobe koju
najvise koristite tijekom dana ?

60.2 promijenili tepih u drvenu ili neku drugu glatku povrSinu na podu vase
spavace sobe ?

60.3 kupili novi tepih u sobi koju najviSe koristite tijekom dana ?

60.4 kupili novi tepih u vasoj spavacoj sobi ?

60.5 Koristili sprej protiv prasine i grinja?

60.6 stavili anti alergijski prekriva¢ na vas madrac ?

60.7 prodali ili poklonili ku¢nog ljubimca psa ili macku ?

61. Imate li macku ?

Ako ne predite na pitanje 62, ako da:

61.1 smije li u¢i u kuc¢u ?

61.2 smije li u¢i u spavacu sobu ?

62. Imate li psa ?

Ako ne predite na pitanje 63, ako da:



62.1 smije li u¢i u kucu ?

62.2 smije li u¢i u spavacu sobu ?

63. Imate li kakve ptice ?

Ako ne predite na pitanje 64, ako da:
63.1 drzite li neke od njih u kuci ?

64. Da li ste imali macku u kuci:

64.1 tijekom vaSe prve godine Zivota ?
64.2 izmedu vaSe 1. i 4. godine Zivota ?
64.3 izmedu vade 5. i 15. godine Zivota ?
65. Da li ste imali psa u kudi:

65.1 tijekom vase prve godine Zivota ?
65.2 izmedu vaSe 1. i 4. godine Zivota ?
65.3 izmedu vase 5. i 15. godine zivota ?
66. Da li ste imali neku pticu u kuci:

66.1 tijekom vase prve godine zivota ?
66.2 izmedu vaSe 1. i 4. godine zivota ?
66.3 izmedu vaSe 5. i 15. godine zivota ?
67.U kojoj ste sredini zivjeli do svoje pete godine zZivota ?
a) farma

b) selo

¢) maniji grad

d) predgrade veceg grada

e) u veéem gradu
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68. Kada ste u blizini zZivotinja (macke, psi, konji), imate li neke od pojava:
68.1 kasalj ?

68.2 piskanje ?

68.3 teZinu u prsima ?

68.4 kratko¢u daha ?

68.5 zaCepljenost nosa ili sekreciju iz nosa uz kihanje ?

68.6 pecenje i suzenje oc€iju ?

69. Kada ste u prasnjavom dijelu kuce ili pored jastuka, da li ikada:
69.1 poCnete kasljati?

69.2 pocnete svirati?

69.3 dobijete osjecaj tezine u prsima?

69.4 osjecate kratko¢u daha?

69.5 pocinjete kihati li osjecate sekreciju iz nosa?

69.6 osjecate svrbez ili suzenje oc€iju?

70. Kada ste pored drveca, trave ili cvijeca, ili u okruzju polena, da li ikada:
70.1 po¢nete kasljati?

70.2 pocnete svirati?

70.3 dobijete osjectaj tezine u prsima?

70.4 osjecate kratko¢u daha?

70.5 pocinjete kihati li osjecate sekreciju iz nosa?

70.6 osjecate svrbez ili suzenje oc€iju?

Ako da, za bilo koji od odgovora:

70.7 u kojem dijelu godine se to deSava

70.7.1 zima

70.7.2 proljece



70.7.3 ljeto

70.7 .4 jesen

71. Koliko &esto jedete gotovu pripremljenu hranu, poput one iz limenki ili
smrznute hrane?

a) svaki dan ili ve¢inu dana

b) najmanje jednom na tjedan

¢) manje od jednom tjedno

72. Jedete li izmedu obroka?

Ako ne, predite na pitanje 73 ako da:
72.1.1 slane grickalice

72.1.2 slatko, ¢okolada ili keksi

72.1.3 voce ili povrce
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73. Da li ste se ikada razboljeli zbog odredene hrane?

Ako ne, prijedite na pitanje 74, ako da

73.1 da li uvijek ili gotovo uvijek imate iste tegobe nakon uzimanja te hrane?
Ako ne, prijedite na pitnje 74, ako da:

73.1.1 Koja hrana je to bila? (nabroji)

73.1.2 Da li su te tegobe ukljuCivale:



73.1.2.1 crvenilo ili svrbez koze

73.1.2.2 proljev ili povracanje

73.1.2.3 zaCepljen nos ili curenje iz nosa
73.1.2.4 jake glavobolje

73.1.2.5 oteZano disanje

73.1.2.6 drugo

74. Jeste li ikada pusili stalno kroz godinu dana?

Da, znaci najmanje 20 kutija cigareta ili 360 grama duhana u zZivotu ili najmanje jednu
cigaretu dnevo ili jednu cigaru tjedno kroz godinu dana

Ako ne, prijedite na pitanje 75, ako da:

74.1 S koliko godina ste poceli pusiti?

74.2 Da li sada pusite isto kao prije mjesec dana?

Ako ne prijedite na pitanje 74.3, ako da:
74.2 Koliko sada pusite u prosjeku?

74.2.1 broj cigareta dnevno

74.2.2 broj cigarila dnevno

74.2.3 broj cigara tjedno

74.2.4 duhana-lula gramaltjedan

74.3 Da li ste prestali ili smanijili pusenje?

Ako ne, prijedite na pitanje 74.4, ako da:

74.3.1 koliko ste imali godina kada ste prestali ili smanijili puSenje?

74.3.2.1-4 koliko ste u prosjeku pusili do tada?

74.3.2.1 broj cigareta dnevno

74.3.2.2 broj cigarilosa dnevno

74.3.2.3 broj cigara tjedno




74.3.2.4 duhana u gramima tjedno

74 .4 Da li ste ranije ili sada bili pasivni pusac?
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75. Da li ste redovito (vecinu dana ili no¢i) bili izloZzeni duhanskom dimu u
posljednjih 12 mjeseci?

Ako ne, prijedi na pitanje 76, ako da:

75.1 ne ukljuCujuci sebe koliko ljudi u vasoj kuénoj sredini pusi redovito?

75.2 da li ljudi puSe redovito u sobi u kojoj radite?

75.3 koliko sati dnevno ste izloZeni pasivno duhanskom dimu?

75.4 Koliko sati dnevno ste pasivno izloZeni duhanskom dimu:

Kod kuce

Na poslu

U kafiéima, restoranima, kinima ili sliéno

Negdje drugdje

76. Da li ste u zadnjih godinu dana koristili neke od inhalirajucih lijekova kako bi si
olaksali disanje?

Ako ne, prijedi na pitanje 77, ako da:

Koje od ljekova ste koristili u zadnjih 12 mjeseci?

76.1 kratkodjeluju¢e beta2 agoniste (npr. Ventolin, Berotec)?

76.1.1.ako da koji?

76.1.2 koji tip inhalera koristite (MDI, DPI,...)?

76.1.3 koju dozu upuha uzimate ( u mikrogramima)

76.1.4 u posljednja tri mjesca kako ste ih uzimali:

a) po potrebi



b) u kratkim intervalima
c) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 76.1.4 po potrebi:

76.1.5 Koliko ste uzimali upuha mjese¢no

Ako je odgovor na 76.1.4 u kratkim intervalima:

76.1.6 broj intervala

76.1.7 broj upuha dnevno

76.1.8 prosjeCan broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 76.1.4 kontinuirano

76.1.9 broj upuha dnevno

76.2 dugodjelujuéi beta 2 agonisti-inhaler (npr. Serevent, Foradil, Axis)?

76.2.1 Ako da, koji?

76.2.2 Koiji tip inhalera uzimate (MDI, DPI, turbuhaler)?

76.2.3 Koja je doza po upuhu (u mikrogramima)
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76.2.4 U posljednja tri mjesca kako ste ih uzimali:

a) Po potrebi
b) u kratkim intervalima

c) kontinuirano



d) uopce ne

Ako je odgovor na 76.2.4 po potrebi:

76.2.5 Koliko ste uzimali upuha mjese¢no?

Ako je odgovor na 76.2.4 u kratkim intervalima:

76.2.6 broj intervala

76.2.7 broj upuha dnevno

76.2.8 prosje€an broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 76.2.4 kontinuirano

76.2.9 broj upuha dnevno

76.3 nespecifiéni agonisti adrenergi¢nih receptora — inhaleri (npr. Alupent)?

76.3.1. ako da, koji?

76.4 antimuskarinski inhaleri (npr. Atrovent)

76.4.1 ako da, koji?

76.4.2 koji tip inhalera koristite (npr. MDI, DPI,...)?

76.4.3 koja je doza jednog upuha (u mikrogramima)?

76.4.4 U posljednja tri mjeseca kako ste ih uzimali:

a) Po potrebi

b) u kratkim intervalima

c¢) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 76.4.4 po potrebi:

76.4.5 Koliko ste uzimali upuha mjese¢no?

Ako je odgovor na 76.4.4 u kratkim intervalima:



76.4.6 broj intervala

76.4.7 broj upuha dnevno

76.4.8 prosje€an broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 76.4.4 kontinuirano

76.4.9 broj upuha dnevno

76.5 inhalirajuée kortikosteroide (npr. Becotide, Flixotide, Tafen)?

76.5.1 ako da, koji?

76.5.2 koji tip inhalera koristite (npr. MDI, DPI, turbuhaler,...)?

76.5.3 koja je doza jednog upuha (u mikrogramima)?

76.5.4 U posljednja tri mjesca kako ste ih uzimali:

a) po potrebi
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b) u kratkim intervalima
c¢) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 76.5.4 po potrebi:

76.5.5 Koliko ste uzimali upuha mjesecno

Ako je odgovor na 76.5.4 u kratkim intervalima:

76.5.6 broj intervala

76.5.7 broj upuha dnevno

76.5.8 prosje€an broj dana u mjesecu




Ako je odgovor na 76.5.4 kontinuirano

76.5.9 broj upuha dnevno

76.6 inhalirajuci kromoglikan (npr. Intal, Tilade)?

76.6.1 ako da, koji?

76.6.2 koja je doza jednog upuha (u mikrogramima)?

76.6.3 U posljednja tri mjesca kako ste ih uzimali:

a) po potrebi

b) u kratkim intervalima

¢) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 76.6.3 po potrebi:

76.6.4 Koliko ste uzimali upuha mjese¢no

Ako je odgovor na 76.6.3 u kratkim intervalima:

76.6.5 broj intervala

76.6.6 broj upuha dnevno

76.6.7 prosjeCan broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 76.6.3 kontinuirano

76.6.8 broj upuha dnevno

76.7 inhalacijske kombinirane pripravke (npr. Seretide, Symbicort)?

76.7.1 ako da, koji?

76.7.2 koju vrstu inhalera koristite (npr. MDI, DPI, Turbuhaler)?

76.7.3 koja je doza jednog upuha (u mikrogramima)?
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77. Jeste li u posljednjih 12 mjeseci koristili ikakve tablete, kapsule ili druge oblike
lijekova, isklju€ujuci inhaliraju¢e oblike, kako bi poboljSali disanje?

Ako ne, prijedite na pitanje 78, ako da:

Koji ste od sljedecih pripravaka koristili u posljednjih 12 mjeseci?

77.1 oralne beta 2 agoniste (npr. Lontermin, Ventolin tablete)?

77.1.2 koju dozu tablete

77.1.3 kako ste ih koristili u posljednja 3 mjeseca:

a) po potrebi

b) u kratkim intervalima

c¢) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 77.1.3 po potrebi:

77.1.4 Koliko ste uzimali tableta mjese¢no

Ako je odgovor na 77.1.3 u kratkim intervalima:

77.1.5 broj intervala

77.1.6 broj tableta dnevno

77.1.7 prosje€an broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 77.1.3 kontinuirano

77.1.8 broj tableta dnevno

77.2 oralni metilksantini (npr. Aminofilin, Teolin, Teotard)?

77.2.1 ako da, koji?

77.2.2 koju dozu tablete?

77.2.3 kako ste ih koristili u posljednja 3 mjeseca:



a) po potrebi

b) u kratkim intervalima

¢) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 77.2.3 po potrebi:

77.2.4 Koliko ste uzimali tableta mjese¢no

Ako je odgovor na 77.2.3 u kratkim intervalima:

77.2.5 broj intervala

77.2.6 broj tableta dnevno

77.2.7 prosje€an broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 77.2.3 kontinuirano

77.2.8 broj tableta dnevno
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77.3 oralni steroidi (npr. Medrol, Decortin)?

77.3.1 ako da, koji?

77.3.2 koju dozu tablete

77.3.3 kako ste ih koristili u posljednjih 12 mjeseci:

a) po potrebi

b) u kratkim intervalima
c) kontinuirano
Ako je odgovor na 77.3.3 po potrebi:

77.3.4 Koliko ste uzimali tableta mjesecno




Ako je odgovor na 77.3.3 u kratkim intervalima:

77.3.5 broj intervala

77.3.6 broj tableta dnevno

77.3.7 prosje€an broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 77.3.3 kontinuirano

77.3.8 broj tableta dnevno

77.3.9 Jeste li ih koristili u posljednja 3 mjeseca?
77.4 oralni antileukotrijeni (npr. Singulair)?

77.4.1 ako da, koji?

77.4.2 koju dozu tablete?

77.4.3 kako ste ih koristili u posljednja 3 mjeseca:

a) po potrebi

b) u kratkim intervalima

c¢) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 77.4.3 po potrebi:

77.4.4 Koliko ste uzimali tableta mjese¢no

Ako je odgovor na 77.4.3 u kratkim intervalima:

77.4.5 broj intervala

77.4.6 broj tableta dnevno

77.4.7 prosjeCan broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 77.4.3 kontinuirano

77.4.8 broj tableta dnevno

77.5 ketotifen (npr. Dihalar)?

77.5.1 ako da, koiji?




77.5.2 koju dozu tablete

77.5.3 kako ste ih koristili u posljednja 3 mjeseca:

a) po potrebi
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b) u kratkim intervalima

¢) kontinuirano

d) uopce ne

Ako je odgovor na 77.5.3 po potrebi:

77.5.4 Koliko ste uzimali tableta mjese¢no?

Ako je odgovor na 77.5.3 u kratkim intervalima:

77.5.5 broj intervala

77.5.6 broj tableta dnevno

77.5.7 prosjeCan broj dana u mjesecu

Ako je odgovor na 77.5.3 kontinuirano

77.5.8 broj tableta dnevno

78. Jeste li od zadnjeg pregleda uzimali inhalirajuce steroide?
Ako ne, prijedite na pitanje 79, ako da:

78.1 S koliko godina ste prvi puta uzimali inhaliraju¢e steroide?

78.2 Jeste li uzimali svake godine inhalirajuce steroide nakon posljednjeg pregleda?

Ako ne predite na pitanje 78.3, ako da:
78.2.1 koliko mjeseci godisSnje, u prosjeku, uzimate inhalirajuce kortikosteroide
78.3 koliko ste godina ukupno od posljednjeg pregleda uzimali inhalirajuc¢e

kortikosteroide?

78.4 koliko mjeseci, prosje¢no godisdnje, ste ih uzimali?

79. Jeste li provodili hiposenzibilizaciju (specifi¢nu imunoterapiju-SIT ili alergijsku



vakcinaciju) nakon posljednjeg pregleda?

Ako ne ili ne znate predite na pitnje 80, ako da:
79.1 Jeste li provodili hiposenzibilizaciju (specifiénu imunoterapiju-SIT ili

alergijsku vakcinaciju) zadnjih 12 mjeseci?

80. Jeste li u zadnjih 12 mjeseci dobivali ikakve injekcije za lakSe disanje?
Ako ne predi na pitanje 81, ako da:

80.1 Koje injekcije?

81. Jeste li u zadnjih 12 mjeseci uzimali bilo kakve &epiée za lakSe disanje?
Ako ne predi na pitanje 82, ako da:

81.1 Koje?

82.2 Jeste li u zadnjih 12 mjeseci uzimali ikakve lijekove za lakSe disanje?
Ako ne predi na pitanje 83, ako da:

82.1 Koje?
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83. Da li vam je lije¢nik ikada propisao lijekove, uklju€ujuéi inhalere, za disanje?
Ako ne predite na pitanje 84, ako da:

83.1 Od propisanih lijekova redovito ste uzimali:

a) sve

b) vecinu

c) samo neke

d) niti jedan

83.2 Kada vam se pogorSa disanje od propisanih lijekova uzimali ste?

a) sve

b) veéinu



c) samo neke
d) niti jedan

83.3 Mislite li da je tetno trajno uzimanje lijekova za lakSe disanje?

83.4 Mislite li da je potrebno uzimati sve propisane lijekove kako bi se rijeSili

tegoba sa disanjem?

84. Jeste li od posljednjeg pregleda morali traziti hitnu intervenciju zbog tegoba sa

disanjem?

Ako ne predite na pitanje 85, ako da:

84.1 Jeste li trazili pomo¢ u zadnjih 12 mjeseci?

Ako ne predite na pitanje 85, ako da:

84.1.1 da li je to bilo zbog astme, kratkoce daha ili sviranja u prsima?

84.1.2 Koliko puta u posljednjih 12 mjeseci ste trazili pomo¢?

85. Jeste li od posljednjeg pregleda morali provesti no¢ u bolnici zbog problema sa

disanjem?

Ako ne predite na pitanje 86, ako da:

85.1 Da li se to dogodilo u posliednjh 12 mjeseci?

Ako ne predite na pitanje 86, ako da:

85.1.1 Dalli je to bilo zbog astme, kratkoc¢e daha ili sviranja u prsima?

85.1.2 Koliko ste noci proveli na svakom od sljedecih odjela u posljednjih mjeseci:
- Op¢a medicina

- Pulmologija

- Rehabilitacija

- Intenzivna jedinica



- Drugo
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86. Da li ste od proSlog pregleda trebali lijecni¢ku pomo¢ zbog tegoba sa disanjem?

Ako ne, prijedite na pitanje 87, ako da:

86.1 Da li je to bilo unutar zadnjih 12 mjeseci?

Ako ne, prijedite na pitanje 87, ako da:

86.2. Da li je to bilo zbog astme, kratko¢e daha ili sviranja u prsima? __

86.3 Koliko puta u proslih 12 mjeseci ste trazili pomoc¢ u lijeénika opce medicine
- Kod kuée

- u ordinaciji

- kod kuée kao hitna intervencija

- negdje drugdje

86.4. Jeste li u zadnjih 12 mjeseci bili kod specijaliste ( pulmolog, alergolog,

internist) zbog problema sa disanjem?

Ako ne, prijedite na pitanje 87, ako da:

86.4.1 Koliko puta?

87. Da li ste zbog teSkoca sa disanjem dobivali redovite termine kontrola?
Ako ne, prijedite na pitanje 88, ako da:

87.1 od specijaliste

87.2 od lije¢nika op¢e medicine

87.3 od medicinske sestre

88. Koliko ste puta u posljednjih 12 mjeseci posijetili nekog od sljedecih zbog tegoba

sa disanjem?



88.1 medicinsku sestru

88.2 fizioterapeuta

88.3 djelatnika alternativne medicine

89. Jeste li u posljednjih 12 mjeseci obavljali laboratorijske pretrage ili klinicke
testove zbog tegoba sa disanjem?

Ako ne, prijedite na pitanje 90, ako da:

89.1 koliko puta ste u posljednjih 12 mjeseci imali sljedeée pretrage:

- testove disanja u laboratoriju za funkciju plu¢a

- alergolo$ki koZnitest

- testove krvi na alergiju

- rtg pregled
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90. Da li sada radite?
Ako ne, prijedite na pitanje 90.2, ako da:
90.1 koliko ste dana u posljednjih 12 mjeseci bili odsutni s posla zbog problema s

disanjem?

90.2 da li ste bili prisilieni odustati od posla u posljednjih 12 mjeseci?
Ako ne predite na pitanje 91, ako da:

91.2.1 Kada (datum i godina)

91. Da li je u posljednjih 12 mjeseci bilo dana kada ste u svojim aktivhostima
(Guvanje djece, pospremanije stana, studiranje) bili ograni¢eni zbog tegoba sa
disanjem?

Ako ne zavrsili ste s upitnikom, ako da:

91.1 Koliko dana mjesecno u prosjeku?




Spol ispitanika M Z

Datum rodenja ispitanika

Upitnik je ispunjen:
a) u centru lice u lice
b) kod kuce lice u lice
c) telefonom

d) kod kuée samostalno

KRAJ

ECRSH Il UPITNIK VARIJANTA ZA ZDRAVE KONTROLE

KLINIKA ZA PLUCNE BOLESTI “JORDANOVAC”

ZAGREB - Jordanovac 104 Telefon: 01/238 5100 Telefax: 01/234 8345
THE EUROPEAN COMMUNITY RESPIRATORY HEALTH STUDY lI
ECRSH Il ASTMA UPITNIK

prijevod iz: The European Community Respiratory Health Survey Il
(Studija europske zajednice o pluénom zdravlju Il)

Zeljeli bismo Vam postaviti nekoliko pitanja, vezanih

uz vaSe disanje. Gdje god je moguce pokuSajte

odgovoriti sa «da ili «ne».

Kod odgovora na pitanja izaberite odgovarajucu kucicu; ukoliko niste sigurni da znate

to¢an odgovor, izaberite «ne».



1. Da li Vam se javilo sviranje ili zvizdanje u prsima u posljednjih 12 mjeseci?
Ukoliko je odgovor «ne» idite na pitanje br. 2, ukoliko je odgovor «da»:

1.1 Da li ste imali osjeéaj nedostatka zraka kada je bilo prisutno sviranje u
prsima? DA NE

1.2 Da li ste imali sviranje ili zvizdanje u prsima, a da niste bili prehladeni?

DA NE

2. Da li ste se probudili s osje¢ajem da Vam je prsni koS preuzak (ili da imate
tezinu u prsima) u posljednjih 12 mjeseci? DA NE

3. Dali Vas je probudio napad otezanog disanja u posljednjih 12 mjeseci?
DA NE

4. Da li Vas je probudio napad suhog kaslja u poslijednjih 12 mjeseci?

DA NE

5. Da li ste imali napad astme u zadnjih 12 mjeseci?

DA NE

6. Da li trenutno uzimate lijek za astmu (uklju€ujuéi inhalatore, aerosole ili
tablete) DA NE

7. Da li imate alergijski rinitis? DA NE

8. Koji je datum Vaseg rodenja?

9. Koji je danas datum?

10. Da li ste muskog ili Zenskog spola? M Z

ACQ UPITNIK

Upitnik o kontroli astme (ACQ - Asthma Control Questionnaire) - kratka verzija



ZaokruZite broj koji najbolje opisuje stanje Vase astme tijekom proteklih tiedan dana.

1. Koliko &esto vas je astma probudila noéu (prosjeéno dnevno tijekom proteklog tjedna)?
0 uopcée me nije probudila

1 jednom

2 pokoji put

3 nekoliko puta

4 mnogo puta

5 vrlo mnogo puta

6 zbog astme sam bio/bila budan/budna cijelu no¢

2. Koliko su vam bili tesSki simptomi astme kad ste se ujutro probudili (prosjecno dnevno
tijekom proteklog tjedna)?

0 bez simptoma

1 vrlo blagi simptomi

2 blagi simptomi

3 umjereni simptomi

4 priliéno teski simptomi

5 teSki simptomi

6 vrlo teski simptomi

3. Koliko ste tijekom dana bili ograni¢eni u svojim aktivnostima zbog astme (prosje¢no

dnevno

tijekom proteklog tjedna)?

0 nisam uopce bio/bila ograni¢en/a
1 vrlo malo ogranic¢en/a

2 malo ogranic¢en/a



3 umjereno ograni¢en/a
4 vrlo ogranien/a
5 izuzetno ograni¢en/a

6 potpuno ograni¢en/a

4. Koliko ste tijekom dana osjecali nedostatak zraka (prosje¢no dnevno tijekom proteklog
tiedna)?

0 uopcée ne

1 vrlo malo

2 malo

3 umjereno

4 podosta

5 mnogo

6 vrlo mnogo

5. Koliko Vam je vremena tijekom dana bilo prisutno sviranje u prsima (prosje¢no dnevno
tijekom proteklog tjedna)?

0 uopce nije bilo prisutno

1 gotovo nije bilo prisutno

2 malo vremena

3 umjerena koli¢ina vremena

4 mnogo vremena

5 vecinu vremena

6 cijelo vrijeme

6. Koliko udaha kratkodjeluju¢eg bronhodilatatora (salbutamol odnosno Ventolin sprej) ste



koristili (prosje¢no dnevno tijekom proteklog tjedna)?
0 niti jedan udah Ventolina

1 1-2 udaha Ventolina

2 3-4 udaha Ventolina

3 5-8 udaha Ventolina

4 9-12 udaha Ventolina

5 13-16 udaha Ventolina

6 viSe od 16 udaha Ventolina

ACT UPITNIK

1. U protekla 4 tjedna, koliko ¢esto Vas je astma ometala na poslu, na nastavi ili kod kuée?

Stalno (1 bod) Vrlo ¢esto (2 boda) Ponekad (3 boda) Ponekad (4 boda) Nikada (5 bodova)

2. U protekla 4 tjedna, koliko ¢esto ste se osjecéali da nemate zraka?

Vise od jednom dnevno (1 bod) Jednom dnevno (2 boda) 3 do 6 puta tjedno (3 boda)

Jednomiili dvaput tjedno (4 boda) Nikada (5 bodova)

3. U protekla 4 tjedna, koliko Cesto ste se zbog simptoma astme (hripanje, kasljanje, osjecaj da
nemate zraka, stezanje ili bol u prsima) budili nocu ili ujutro ranije nego obicno?

4 ili viSe noci tjedno (1 bod) 2-3 noci tjedno (2 boda) Jednom tjedno (3 boda)

Jednomiili dvaput (4 boda) Nikada (5 bodova)

4. U protekla 4 tjedna, koliko Cesto ste kao lijek koristili inhalator brzog djelovanja (npr.
salbutamol)?



3ili viSe puta dnevno (1 bod) 1ili 2 puta dnevno (2 boda) 2 ili 3 puta tjedno (3 boda)

Jednom tjedno ili rjede (4 boda) Nikada (5 bodova)

5. Kako biste ocijenili kontrolu nad svojom astmom u protekla 4 tjedna?

Izvan kontrole (1 bod) Pod slabom kontrolom (2 boda) Donekle pod kontrolom (3 boda)

Pod dobrom kontrolom (4 boda) Potpuno pod kontrolom (5 bodova)
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