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1. UuvOoD

1.1. Definicija astme

Astma je sloZena bolest uzrokovana interakcijom genetskih i okolisnih €initelja. Sastoji se od
viSestrukih razli¢itih patogenetskih podskupina s razliCitim staniénim i molekularnim

osobinama.

Medunarodni sporazum o dijagnosticiranju i lijeCenju astme (GINA, engl. Global Initiative for
Asthma) definira astmu kao upalnu bolest disnih putova u kojoj sudjeluju brojne upalne stanice
i razli€iti upalni posrednici. Kroni¢na upala je povezana s hipereaktibilno$¢u disnih putova $to
se klini¢ki manifestira ponavljaju¢im napadajima zviZzdanja, zaduhe, pritiska u prsima i kaslja,
posebno tijjekom noéi i/ili u rano jutro. Napadaji su obi¢no udruzeni sa smanjenom
prohodnosc¢u didnih putova, koja je promjenjiva, najéesce reverzibilna, bilo spontano ili uz
pomo¢ odgovarajuceg lije€enja. (“Asthma is a chronic inflammatory disorder of the airways in
which many cells and cellular elements play a role. The chronic inflammation is associated
with airway hyperresponsiveness that leads to recurrent episodes of wheezing,
breathlessness, chest tightness, and coughing, particularly at night or in the early morning.
These episodes are usually associated with widespread, but variable, airflow obstruction

within the lung that is often reversible either spontaneously or with treatment.”*)



1.2. Prevalencija astme

1.2.1. Prevalencija astme u svijetu

Astma je zadnjih nekoliko desetlje¢a postala vazan zdravstveni problem i biljezi znaajan
porast prevalencije > *. Do unazad dva desetlieéa smatralo se da pogada visoko razvijene
zemlje (Novi Zeland, Australija, Velika Britanija, Kanada, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave (SAD))
gdje je registriran veci broj hospitalizacija i smrtnih ishoda $to nije bilo uo¢eno u zemljama u
razvoju®.

Poznato je da u svijetu postoje velike varijacije u prevalenciji astme (i do 15 puta medu
zemljama, Slika 1). Medunarodno istraZivanje o astmi i alergijama u djetinjstvu ( ISAAC, engl.
The International Study of Asthma and Allergies in Childhood), bavilo se ispitivanjem
prevalencije astme tijekom tri faze u velikom dijelu svijeta putem jednostavne standardizirane
metodologije. Prva faza istrazivanja uklju€ivala je viSe od 100 zemalja i 2 milijuna djece i
pokazala je visoku prevalenciju bolesti u zapadnim zemljama Europe i Latinskoj Americi,

manju u istodnoj Europi, te nisku u Aziji i Africi > >,

Tre¢a faza ISAAC-a obuhvacala je 233
centra i 98 zemalja i registrirala je smanjenje prevalencije astme u zemljama Zapadne Europe
te porast prevalencije astme u regijama gdje je ona ranije bila niska, posebno u zemljama s

niskim i srednjim prihodima te velikim brojem stanovnistva ® & 1°,

Nadalje, zabiljezen je
znaCajan porast broja djece i adolescenata koji su na upitnicima u istrazivanju odgovorili da
imaju astmu $to se objasnjava boljom dijagnostikom te edukacijom stanovnista®. U
siromasnijim zemljama astma u djece bila je teZa.'® Dakle, dvadesetogodi$nji program ISAAC

pokazao je da je astma u djece Cesta bolest ne samo u razvijenim, nego i u nerazvijenim

zemljama®®.



Slika 1: Promjene u prevalenciji astme tijekom zadnjih desetlje¢a u svijetu u djece i mladih

odraslih osoba (modificirano prema™')
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1.2.2. Prevalencija astme u Hrvatskoj
Prevalencija astme kod djece u Hrvatskoj posljednjih 40-ak godina biljezi svoj porast, 3to

12-15

potvrduju brojna istrazivanja lako metodologija, nestandardiziranost upitnika te razliciti

dizajni otezavaju usporedivanje dobivenih podataka, rezultati nedvojbeno pokazuju porast
prevalencije astme djece $kolske dobi (Tablica 1)*2. IstraZivanja su provedena u zemljopisno
razliitim dijelovima Hrvatske s razli¢itom klimom i vegetacijom zbog &ega su njihovi rezultati
reprezentativni za cijelu Hrvatsku.

Primjenom standardiziranih upitnika (preporucenih prema protokolu koristenom u ISAAC
istrazivanju) u istraZivanjima provedenim u zadnjih 15 godina, dobiveni su kvalitetniji podatci

za usporedbu®*™.

U nekoliko Zupanija registrirana je prevalencija astme od 5,1 do 14 % Sto
Hrvatsku svrstava u zemlje s umjerenom prevalencijom astme djece $kolske dobi *2*°.
Zanimljivo je da prevalencija ipak i dalje raste Sto dokazuju istrazivanja provedena u

Primorsko-goranskoj Zupaniji 2001./2002. - 2009./2010".



Tablica 1: Kronoloski pregled istrazivanja prevalencije astme u djece u Hrvatskoj

(modificirano prema Banac i suradnici (sur.))*?

X Godina .. - Dob (u Prevalencija
Al R B
utori istrazivanja egija/grad fRIlClISeE godinama) astme (%)
Kolbas, V. i sur. 1978./1979. Zagreb 88673 7-18 1,3
R ié_Sirotkovic, '
estovic-Sirotkovic, | 1485 /1983. split 510 6-14 2,8
M. i sur.
Banac, S. i sur. 1988./1989. Cres-Losinj 1201 7-14 5,9
Aberle, N. i sur. 1990. Slavonski Brod E 2-15 3,6
Radoni¢, M. ** i sur. 1998. Dubrovnik 1778 9-15 6,9
Stipi¢-Markovic, A. i Zagreb 1047 10-11 6,0
sur.
. Primorsko-
Banac, S. i sur. 2001./2002. v . 2194 13-14 8,4
goranska Zupanija
. Primorsko-
Banac, S. i sur. 2001./2002. . .. 1634 6-7 9,7
goranska Zupanija
Munivrana, H. i sur. 2005. Medimurje 3111 12-14 51
Brodsko-
Aberle, N.** i sur. 2007./2008. posavska 1684 10-11 7,9
Zupanija
Pozesko-
Drkulec, V.** i sur. 2007. slavonska 551 7-10 6,2
Zupanija
Pozesko-
Drkulec, V.** i sur. 2007. slavonska 559 11-14 14,3
Zupanija
. Primorsko-
Banac, S. i sur. 2009./2010. v . 1181 13-14 14
goranska Zupanija
. Primorsko-
Banac, S. i sur. 2009./2010. Y .. 1052 6-7 9,4
goranska Zupanija

*nije navedeno.

**neobjavljeni podatci ili podatci objavljeni u saZetcima strucnih sastanaka



1.3. Astmau djece

Astma u djece definira se kao i astma u odraslih, ali u djecjoj astmi postoji puno osobitosti sto
ju ¢ini posebnim izazovom: problematika je slozenija u djece nego u odraslih, teze je
prepoznavanje razli€itih fenotipova, dijagnostika je otezana radi ¢ega su potrebne posebne
smjernice za djedju astmu kao i planovi za lije¢enje™.

Astma poéinje rano, najéescée u predskolskoj i Skolskoj dobi i moze trajati cijeli Zivot'’. Poznato
da se klini¢ka slika astme mijenja s dobi djeteta’®. Klinika prezentacija je dinamiéna, razvija
se paralelno s razvojem di$nog i imunologkog sustava®®, simptomi su tipi¢ni (zvizdanje, kasalj,
kratak dah, stezanje u prsima), egzarcerbacije udestale® (katkada su jedina prezentacija
bolesti, a u vise od 80 % potaknute virusnim infekcijama)® ?'. Konsenzus PRACTALL (engl.
Practicing Allergology) kod djece razlikuje nekoliko fenotipova: virusom potaknutu astmu,
tielesnim naporom potaknutu astmu i alergijsku astmu, Sto ima prakti€nu primjenu u
liegenju®®. U patofiziologiji astme u djece dominantnu ulogu ima upala i remodelacija®.
Remodelacija nije prisutna u dojendéadi, ali se uo¢ava ve¢ od predskolske dobi®®. U dojenéadi i
predskolske djece teSko je postaviti dijagnozu. Korisha je detaljna anamneza te indeks
predikcije astme (API, engl. Asthma Predictive Index). On se temelji na predikciji rizika od
astme u djece koja su mlada od 3 godine, a imaju recidivirajuée epizode zvizdanja®. Ako je
pridruzen jedan od glavnih Cinitelja rizika (atopijska bolest roditelja, atopijski dermatitis u
djeteta) ili barem dva sporedna Ccinitelja (eozinofilija, alergijski rinitis, zvizdanje nevezano
uz prehladu) moZe se sa znaGajnom vjerojatnodéu postaviti dijagnoza astme®. Osim
impulsne oscilometrije u toj dobi nisu moguéi dodatni testovi pluéne funkcije i odredivanje
bronhalne hiperreaktibilnosti. lzvan egzacerbacija plu¢na funkcija je vrlo &esto unutar
normalnih vrijednosti®®. Potrebno je iskljuciti druge uzroke zvizdanja (rekurirajuce virusne
respiracijske infekcije, gastroezofagusni refluks, cisticnu  fibrozu,  bronhopulmonalnu
displaziju, prirodene malformacije povezane sa suzenjem diSnih putova, aspiraciju stranog
tijela, primarnu cilijarnu diskineziju, imunodeficijencije, prirodene bolesti srca i tuberkulozu). Za

potvrdu dijagnoze velika je pomo¢ povoljan odgovor na terapiju. U dojencadi su
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bronhoopstrukcije najéesée inducirane virusima, a alergenski okidaci imaju sve vecu ulogu §to
je dijete starije®. Vrlo rano atopijska senzibilizacija, odnosno kozni ubodni test, moze olak3ati
identifikaciju potencijalnih okida¢a bolesti?®®. Djeca koja imaju astmu u ranoj dobi najéesée su
senzibilizirana na alergene koje nalazimo u kuéi (grinje iz ku¢ne praSine, alergeni kucnih
ljubimaca), a kasnije na peludne alergene®. Lije¢enje astme i edukacija ovise o kronologkoj
dobi djeteta. Terapija se primjenjuje stupnjevito prema uspostavljenoj kontroli bolesti, dobi
djeteta, pluénoj funkciji, postavljenim ciljevima i suradljivo$éu bolesnika®®, a uginkovitost
primjenjenih lijekova razlikuje se u razli€itim dobnim skupinama djece. Takoder je vazan izbor
odgovarajuéeg “inhalera” i pomagala, koji ovisi o suradljivosti djeteta te tezini simptoma.

Teska astma je poseban, ali varijabilan fenotip astme. Sadrzi mali, ali klini¢ki i ekonomski
vazan postotak (10 %) medu pacijentima s astmom?®. Definicija se temelji na prisutnostii
perzistiraju¢ih simptoma, ograni€enju protoka zraka u diSnim putovima te rezistenciji na
lijeCenje. U djece se susre¢e znacajno rjede nego u odraslih (4,5 %), a ti pacijenti ¢eSce imaju
perzistentnu astmu u odrasloj dobi*’. Za razliku od odraslih, djeca s teSkom astmom u pravilu
imaju visok stupanj senzibilizacije na okoliSne alergene, visoke upalne markere (npr. frakcija
izdahnutog dus$i¢nog oksida (FeNO, engl. Fraction of exhaled nitric oxide)) te visok stupanj
reverzibilnosti pluéne funkcije nakon primjene bronhodilatacijske terapije®’. Kod ovih

pacijenata potreban je strog nadzor te lije¢enje koje je primjereno specificnom fenotipu.



1.4. Fenotipovii endotipovi astme
Ve¢é se dugi niz godina zna da je klinicka slika astme heterogena® te je uogeno vige njezinih
izrazaja ifili podskupina (fenotipova) koje oznacavaju vidljive pacijentove osobine nastale
medudjelovanjem genetskih i okoli$nih utjecaja®. Fenotipovi astme pod&etno su se definirali na
temelju klinickih, fizioloSkih i staniénih osobina dok se posljednjih godina za definiciju fenotipa

vise koriste klinicke, bioloske i genetske osobine te njihov odnos s okolignim &initeljima®*.

Mnogobrojna istrazivanja uocila su nedovoljnu specificnost fenotipova, kao i njihovo
preklapanje. Medutim, nedavna istrazivanja pokazala su da odredene molekularne promjene
prisutne u patofiziologkim zbivanjima, karakteriziraju molekularne fenotipove®, a njihov se

znadaj potvrdivao kroz primjenu ciljanih molekularnih bioloskih terapija® *'.

IstraZivanja temeljena na povezivanju klinickih i molekularnih osobina u pacijenata s astmom
rezultirala su otkrivanjem takozvanog Th2 (eozinofilnog) citokinskog molekularnog fenotipa
(pomoénicki limfocit T 2 ,engl. T-helper 2).**> Za njegovu definiciju koriste se biomarkeri kao $to
su eozinofili, periostin i izdahnuti du$iéni oksid (NO)®. Odredivanjem Th2 biomarkera
poboljSava se terapijska efikasnost Sto je vidljivo u klini¢koj primjeni, a o€ituje se na dobrom
odgovoru nakon primjene protuupalnih lijekova te ciljanih bioloskih lijekova. Unato€ tomu,
bolesnici imaju razli€it raspon pozitivnog odgovora na terapiju $to upuéuje na heterogenost i
ovog molekularnog fenotipa®. Nadalje, prema nekim istraZivanjima pretpostavlja se da ¢e
odredeni Th2 molekularni fenotipovi (koji ¢e na kraju najvjerojatnije biti prepoznati kao
endotipovi) bolje odgovarati na usmjerenu terapiju interleukinom -4/-13 (IL -4/-13, engl.
interleukin -4/-13)*® dok ¢e druga podskupina bolje odgovarati na IL-5 usmjerenu terapiju.*’
Termin ,endotip“ bit ¢e moguce uvesti boljim poznavanjem poveznice izmedu kliniCkih osobina
i molekularnih putova tj. kada bude poznata etiologija i dosljedan patofizioloSki mehanizam

bolesti.

Fenotipovi astme koji ne izrazavaju Th2 upalu nedovoljno su definirani, a karakterizirani su

nedostatkom biomarkera povezanih s Th2 upalnim odgovorom. Smatra se da vaznu ulogu u
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patofiziologiji ovih fenotipova ima neurogeni put, oksidacijski stres i alternativni prirodeni ili
steeni imunosni put. U ove fenotipove ubrajaju se astma povezana s debljinom, neutrofilna
astma, paucigranulocitna astma i astma povezana s puSenjem, a zajedni¢ka osobina im je
slab odgovor na kortikosteroidnu terapiju*® **. Ovi bolesnici imaju blazu kliniéku sliku bolesti i

maniji broj egzacerbacija u usporedbi s bolesnicima s Th2 upalnim odgovorom®:.

Oc¢ekuje se da ¢e buduca ciljana istraZzivanja na velikom broju bolesnika usavrsiti sposobnost
definiranja fenotipova i endotipova astme, ¢ime ¢e naziv ,astma“ postati opsolentan i biti

zamijenjen nazivima koji mogu specifi¢no prepoznati patofizioloSki proces.



Poseban interes ovog istraZivanja usmjerio se na utjecaj duhanskog dima tijekom prenatalnog
razdoblja djeteta u medudjelovanju s genetskim Cinitelima na kasniji razvoj astme i njezinu

tezinu.

1.5. Rizi€ni €initelji za astmu

Genetski, okolisni Cinitelji te nacin zZivota zna€ajno utjeCu na razvoj i izrazavanje klinicke slike

astme.

Rizi¢ni Cinitelji za astmu mogu sudjelovati u nastanku astme, mogu biti okidaCi astmatskih

napadaja ili oboje.

1.5.1. Okolisni Cinitelji rizika za astmu

1.5.1.1. Ucinak izlaganja djece dimu cigarete na razvoj astme

Djeca su ne samo prenatalno, ve¢ i postnatalno, veoma osjetljiva na utjecaj okolisa, osobito
na duhanski dim koji ima vazno mjesto u patofiziologiji astme. On poti¢e upalu didnih putova,
poveéava njegovu propusnost te osteéuje mukocilijarni klirens***. Takva djeca ée$ce pate od
posliedica poput recidivirajuéih bronhoopstrukcija i eventualnog kasnijeg razvoja astme,
akutnih respiracijskih infekcija®®, upala srednjeg uha i iznenadne smrti*®. Dim cigarete sloZena
je mjeSavina preko 5000 razligitih kancerogenih i toksiénih kemijskih supstanci*’. Za ljudsko
zdravlje opasni su direktni kancerogeni (metilkolantreni, benzo-a-pireni i akrolei), toksini
(ugljieéni monoksid, amonijak, aceton, nikotin i hidrokinon) te reaktivne krute Cestice s

kemijski katalitickim povrsinama kao i oksidansi (superoksid i dusi¢ni oksidi)** *’.

Izlaganje djece duhanskom dimu dogada se na tri razliCita nacina i svaki nafin moze

uzrokovati zasebne posljedice:

- aktivno pusenje



- pasivno pudenje
- kontaminacija esticama dima nakon $to se cigareta ugasila
1.5.1.2.  Aktivno pudenje

U razvijenim europskim zemljama oko &etvrtina odraslih osoba aktivno pusi cigarete*®, a
postotak varira: 38 % u Njemackoj, 30 % u Francuskoj, 29 % u ltaliji i 18 % u Svedskoj®.
Pusenje tijekom adolescentne dobi predstavlja znacajan rizi¢ni Cinitelj za astmu i niz drugih
stanja. Hrvatska je u vrhu po ucestalosti pudenja cigareta tijekom adolescencije. U izvje$¢u
europskog Skolskog istrazivatkog projekta o alkoholu i drugim drogama (ESPAD, engl. The
European School Survey Project on Alcohol and Other Drugs) oko 40 % mladih osoba je u
Hrvatskoj pusilo, u usporedbi s 28 % mladih u drugim europskim zemljama. Prospektivna,
epidemioloSka istrazivanja pokazala su da aktivnho puSenje u adolescenata povecava

incidenciju astme od 2,6 do 3,9 puta® *'.

Alergijska predispozicija ima zna€ajnu ulogu za
nastanak astme kod mladih osoba koje puSe. To je potvrdila studija u kojoj su se usporedivala
djeca Cetvrtih i sedmih razreda koja nisu imala alergiju i nisu pusSila, ali su u slijedecih 8 godina
postala redoviti pusaci. Njihov rizik za kasniji razvoj astme bio je 5,2 puta veéi u usporedbi s
vrdnjacima koji su imali alergiju. U toj skupini ispitanika pusenje se nije pokazalo kao rizik za
razvoj astme®™. Nadalje, prospektivna studija Rasmussena i suradnika®® pratila je tijekom 6
godina 271 adolescenta koji nisu imali simptome i u tom su razdoblju poceli pusiti te nastavili
tijekom 6 godina ispitivanja. Rezultati su pokazali da je 25 % adolescenata razvilo simptome

nalik astmi, 50 % ih je samo kas$ljalo, 29 % ih je imalo samo zvizdanje, a 21 % i zvizdanje i

kasalj. Aktivno pusenje povecalo je rizik za astmatske simptome 2,1 puta®.
1.5.1.3. Pasivno pusenje

Poznato je da izlaganje djece pasivhom pusenju povecéava incidenciju zvizdanja, bronhalne

45, 53

hiperreaktibilnosti i astme . Prenatalno i postnatalno izlaganje duhanskom dimu uzro¢no je

vez ZVOj jeCje astme Sto je potvrdilo mnostvo va i - iza™. i
ovezano s razvojem d t t tvrdil tvo radova i meta-analiza®*. U tim
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istrazivanjima rizik za razvoj astme je rastao u rasponu od 21 do 85 %,>® a ako su majke
pusile tijekom trudnoce rizik za razvoj astme rastao je ovisno o dozi inhaliranog dima &to se
45, 56

utvrdilo mjerenjem kotinina kao biomarkera za izlaganje pasivhom pusenju . Maj¢ino

pusenje duhana predstavljalo je vedi rizik za razvoj astme i zvizdanja nego od strane oca®’.

Izlaganje djeteta puSenju tijekom trudnoce povezano je s deficitom plu¢ne funkcije ve¢ kod

rodenja, koja moZe perzistirati do mlade odrasle dobi®®®

i moZe biti predispozicija za
zvizdanje  tijekom  respiracijskih  infekcija s  posljedi€nonastalom  bronhalnom
hiperreaktibilno$éu (BHR, engl. Bronchial hyperresponsiveness)®® ®®. Pusenje utjee na razvoj
i sazrijevanje pluénog imunolo$kog sustava® te naru$ava imunologki odgovor na virusne
infekcije®™. Nadalje, moZze potaknuti i sprijediti ekspresiju tkivno specifiénih gena koji su
povezani s astmom, a takvo djelovanje je opisano na kandidatskim genima za astmu kao i

drugim genskim lokusima® .

Prenatalna poSteda djeteta izlaganju duhanskom dimu prevenira kasniji razvoj astme za 5 -

15 %",

lako je prenatalno razdoblje rizinije za izlaganje duhanskom dimu, i postnatalno razdoblje
ima vaznu ulogu za kasniji razvoj astme i zvizdanja’®. Ako je majka bila pu$ag, ili su to bila
oba roditelja, rizik za razvoj astme iznosio je 1,21 ", arizik za ponavljajuée zvizdanje iznosio
je 1,4 ™. Ako dijete ve¢ ima dijagnosticiranu astmu, izlaganje duhanskom dimu povecava
rizik za akutne egzacerbacije (potvrda putem anketa iznosila je 1,8 puta, a mjerenja razina
kotinina u urinu 1,4 — 1,7 puta)’® ”’, povecava BHR'’, smanjuje pluénu funkciju- forsirani
ekspiracijski volumen zraka u prvoj sekundi (FEV , engl. Forced expiratory volume in 1
second) koji iznosi -4.14 % i omjer FEV-al/FVC-a -0.03 (FEV1/FVC, forsirani vitalni kapacitet,

engl. Forced expiratory vital capacity)’® te poveéava potrebu za zdravstvenom skrbi’®.
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1.5.1.4. Kontaminacija ¢esticama dima nakon $to se cigareta ugasila

Kontaminacija Cesticama dima nakon §to se cigareta ugasila moze se zadrzati nekoliko
mjeseci na raznim povrsinama éak i kada je pusenje u tom prostoru prekinuto™. Cestice dima
koje su kontaminirale okoli§ mogu reagirati s ozonom te stvoriti ultra fine estice koji mogu
dovesti do egzacerbacije astme, ali i oSteCivati deoksiribonukleinsku kiselinu, DNK (engl.

DNA, Deoxyribonucleic acid) u ljudskim stanicama®®*.

1.5.1.5. Zagadenje zraka u kuci

Glavni zagadivaCi u kuci su dusi¢ni dioksid (NO, engl. nitrogen dioxide), Cestice praSine,
lebdece Cestice (PM, engl. particulate matter) te alergeni u kuéi (npr. alergeni grinja, miSeva,
zohara i plijesni).

NO, je polutant® koji nastaje izgaranjem kod visokih temperatura, najée$ée prilikom kuhanja
na plin. U ranijim istrazivanjima nije se mjerila koncentracija NO,, ve¢ su se analizirali podatci
o primjeni plina za kuhanje. Ustvrdili su da je primjena plina povezana s razvojem astme u
djece (rizik 2 — 2,17)% ®. Novija istrazivanja koristila su mjerenje razine NO, u kuéi, a rezultati
su bili dvojaki: neki su pokazali pozitivhu povezanost (dojen¢ad je imala 2,2 puta viSe dana sa

simptomom zvizdanja)®, a drugi nisu pronasli povezanost®.

Lebdeée éestice (PM) se sastoje od grubih PMy, i finih PM,5 Cestica i osnovni su sastojak
zagadenja u kuéi. Nastaju prilikom kuhanja, izgaranja u pe¢ima na drva, prilikom ¢is¢enja, a
izvor takvih Cestica moze biti i vanjski okoliS. lako se dosadasnjim istrazivanjima i meta-
analizom uvidjelo da se visoke doze PM-a u kuc¢i mogu povezati sa simptomima astme [omjer
izgleda (OR, engl. odds ratio) = 1.028; 95 % CI 1.006-1.051 (interval pouzdanosti, Cl, engl.

Confidence interval)] & &

, ipak nije provedeno dovoljno istrazivanja koje povezuju PM u kudi i
pojavu astme u djece te se stoga moze zakljuCiti da nije dokazana medusobna uzro¢na

povezanost.
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Alergeni grinja, zohara, zivotinjskih dlaka i plijesni uobiCajeni su kucni alergeni.
EpidemioloSke studije upucuju na to da u senzibiliziranih osoba s astmom izlaganje ku¢nim

89, 9 4 s izloZzeno$¢u visokim

alergenima ima jasan utjecaj na pluénu funkciju i tezinu astme
koncentracijama alergena osobe koje imaju atopiju imaju i veci rizik za razvoj astmatskih
simptoma (OR, 1,81; 95 % CI, 1,04 — 3,15)*. Smanjenjem koncentracije alergena u kudi
manje su izrazene tegobe povezane s astmom®. Medutim, prospektivno istraZivanje koje su
proveli Lau i sur.®? u Njemackoj, prateéi djecu od rodenja do 7. godine Zivota, nisu ustvrdili
povezanost izmedu ranog izlaganja alergenima u kuéi i razvoja astme ili bronhalne
hiperreaktibilnosti. Nasuprot tome, istraZivanje koje se provodilo u istoj skupini djece kada su
oni bili u dobi od 13 godina pokazalo je da su senzibilizirana djeca, ako su bila izloZzena
visokim koncentracijama alergena, imala povecan rizik za trajnu astmu i bronhalnu

hiperreaktibilnost®

. Stoga, mozZe se reCi da postoje dokazi koji izravno povezuju izlaganje
alergenima u kuci s razvojem astme u djece, ali da ipak ti dokazi joS nisu dovoljni za jasan

zakljucak.
1.5.1.6. Mackaipas

Utjecaj kuénih ljubimaca tijekom rane djeCje dobi ne moze se jasno povezati s razvojem
astme. Dosadasnja istrazivanja pokazala su neujednaene rezultate. Dio istrazivanja
ustvrduju veéu prevalenciju alergijske senzibilizacije i bolesti diSnih putova u djece koja imaju
macku i psa u kuéi®®®, $to potvrduje pregledni rad Apelberga i sur. gdje je vidljivo da drzanje
ljubimca u kuci tijekom dojenacke dobi povecava rizik za astmu i zvizdanje (rizik je bio 1,1)%.
Nasuprot tome, druga istrazivanja nisu uspjela potvrditi povezanost izmedu nazolnosti

ljubimaca u kuéi s respiracijskim simptomima, senzibilizacijom i astmom. StoviSe, uoéen je

njihov zastitni uginak®'%,
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1.5.1.7. Okolidno zagadenje zraka

Glavni izvor vanjskog zagadenja zraka u urbaniziranim sredinama je zagadenje iz prometa.

Brojna su istrazivanja provedena medu djecom koja imaju astmu i izlozena su vanjskim

vvvvv

101, 102

egzacerbaciju astme u djece . Neke studije koje analiziraju povezanost prometnog

aerozagadenja sa simptomima astme'®® %

i s dijagnosticiranom astmom, pokazale su da
postoji poveéan rizik (npr. Brauer i sur. ustvrdili su rizik 1,3)% °°. Nasuprot tome, pojedina
istraZivanja to nisu uspjela potvrditi °” ', Stoga, ostaje nejasan utjecaj aerozagadenja na

razvoj astme.

1.5.1.8.  Virusne infekcije

NajCesci uzroci zvizdanja u dojencadi i male djece te okidaci egzacerbacija astme u djece koja
od ranije imaju astmu su infekcije diSnih putova virusne etiologije (posebno respiracijski
sincicijski virus (RSV, engl. Respiratory syncytial virus) i rinovirusi (RV, engl. Rhinoviruses))?*
109112 "vjrusni patogen detektiran je u 84 % djece mlade od 3 godine koja su hospitalizirana
zbog zvizdanja. RSV je bio dominantan patogen tijekom zimskih mjeseci, a RV je bio uCestaliji
u ostalim mjesecima (Heymann i sur.)*®. Prema istraZivanju Johnstona i suradnika, 80 - 85 %
egzacerbacija astme u djece Skolske dobi uzrokovano je virusima, a pikornavirusi u koje se

ubrajaju RV-i i enterovirusi bili su pozitivni u 2/3 uzoraka'*.

RSV je vazan patogen za nastanak zvizdanja u dojenackoj dobi, a manje je povezan sa

zvizdanjem kod starije djece®. Teza RSV infekcija donjih di$nih putova (koja zahtjeva bolni¢ko

113,114 ¥
S

ljeCenje) povezana je s kasnijim ponavljaju¢im epizodama zvizdanja to je bio poticaj za

razmatranje njegove uloge u razvoju astme. Sigurs i suradnici uoCili su da je teski bronhiolitis
izazvan RSV-om u djece do 3 godine povezan s povecanim rizikom za astmu u 13-ogodis$nje

115

djece (43 %, nasuprot 8 % iz kontrolne skupine djece) . Medutim, povezanost astme i RSV
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infekcije nije potvrdena u svim istrazivanjima. Tako su, npr., Stein i sur.,, u svom
longitudinalnom istraZivanju pokazali da djeca do 3. godine Zivota s RSV infekcijom donjih
diSnih putova imaju ponavljaju¢e zvizdanje do 6. godine zivota (rizik za povremeno zvizdanje
bio je 3,2, a za udestalo zvizdanje 4,3), ali ne u dobi od 13 godina®*®. U retrospektivnom
istrazivanju Thomsen i suradnika vrlo teSka RSV infekcija nije bila uzrokom astme, ali je bila

pokazatelj genetske predispozicije za astmu.™*’

U posljednje vrijeme istrazivanja su pokazala da je zvizdanje uzrokovano RV-om rizi¢niji
ginitelj za razvoj astme u odnosu na RSV (u trogodiénje djece rizik se kretao od 4,14 - 25,6) %
18120 Tako su Kotaniemi-Syrjanen i sur. ustvrdili da se u dojendadi koja su hospitalizirana
zbog zvizdanja uzrokovanog RV-om rizik za astmu povecavao i trajao je najmanje 6 godina**.
Lemanske i sur. su pokazali da je RV infekcija u dojenackoj dobi bila znac¢ajan rizi¢ni Cinitelj za

120

zvizdanje u trecoj godini Zivota (OR=6,6)"", a Jackson i sur. da je snazan rizik za astmu u

dobi od 6 godina (OR 9,8)".

Iz dosada$nijih istrazivanja vidljivo je da su rane virusne infekcije didnih putova (RV i RSV)
vazni rizini Cinitelji za ponavljaju¢e zvizdanje u kra¢im vremenskim periodima, ali ostaje

upitno jesu li RV i RSV odgovorni za razvoj astme.

1.5.2. Cinitelji na¢ina Zivota

1.5.2.1. Preuhranjenost/debljina
Porast prevalencije debljine i astme u djece potaknuo je Siri znanstveni interes. UoCeno je da
debljina poveéava rizik za astmu'?*. U meta-analizi Flahermana i Rutherforda velika
porodajna teZina pokazala se kao blago uveéan rizik (OR 1,2) za posljediéni razvoj astme®?,
Rizik za novonastalu astmu bio je dokazan medu preuhranjenim djeCacima, ali ne i

djevojéicama'®. Nasuprot tome, u istrazivanju Castro-Rodrigueza i sur. Uogeno je da

preuhranjene djevojéice imaju 7 puta veéi rizik za razvoj astme**.
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1.5.2.2.  Urbana/ruralna podrucja
Prema mnogim epidemioloskim istrazivanjima zadnjih 10-ak godina djeca koja Zive u ruralnim
podrucjima imaju maniji rizik za astmu nego djeca u urbanim sredinama, a neka istrazivanja su

125, 126

pokazala da Zivot u ruralnoj sredini ¢ak smanjuje rizik za astmu Sto podupire higijensku

hipotezu. Medutim, rezultati istraZivanja **" *?®

pokazali su da je sli¢na prevalencija astme ako
su iste okoliSne i socioekonomske prilike bez obzira na zivot u urbanoj ili ruralnoj sredini. lako
Zivot u ruralnoj sredini moZe biti protektivan za razvoj astme, multicentricna studija
Sprje€avanje alergijskih rizi¢nih Cinitelja za senzibilizaciju djece koji su povezani sa Zivotom na

farmama te antropozofi¢nim nadinom Zivota (PARSIFAL'%

, engl. Prevention of allergy risk
factors for sensitization in children related to farming and anthroposophic lifestyle) pokazala je
da uzgajanje ovaca na poljopriviednom gospodarstvu povecava rizik za atopijsku astmu i

zvizdanje (OR 1,72) te se moZe reci da nisu sve ruralne sredine povezane sa zastitom od

nastanka alergije.

1.5.2.3. Dijeta
Porast prevalencije astme povezuje se i sa antioksidacijskom hipotezom™°. Prijelaz s
tradicionalne na modernu prehranu u zapadnim zemljama imao je za posljedicu manji unos
antioksidansa'® kao $to su vitamin C i E, karotenoidi, flavonoidi i minerali (selen i cink) $to se
prema nekim istraZivanjima povezuje s ve¢om incidencijom astme u djece™" ***. Ovi rezultati
ipak nisu potvrdeni pa tako Cochraneov saZetak pokazuje da nema dovoljno dokaza za
preporuCavanje nadomjesne terapije vitaminom C te nalaze potrebu za longitudinalnim
pracenjem. Nadalje, u nekim radovima, porast prevalencije astme, atopijske senzibilizacije i
upale povezuje se s poveéanom konzumacijom polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFAS,
engl. Polyunsaturated fatty acid) i smanjenom konzumacijom zasiéenih masnoc¢a’®.
Proveden je mali broj istrazivanja, a dobiveni rezultati su neujednaceni. w-6 PUFAS, kao $to je

linoleinska kiselina, ima vaznu ulogu u regulaciji imunog odgovora i upale. Linoleinska kiselina
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je prekursor prostaglandinu E, koji inhibira interferon-Y i poti€e stvaranje upalnog okolisa sto
je bitno za razvoj astme™*.

Nasuport tomu, w-3 PUFAs (nalazi se u ribljem ulju) ima protuupalni ug¢inak*3*.

Takoder, analizirala se povezanost brze prehrane te mediteranske prehrane sa simptomima

k135

astme. Pretpostavljalo se da mediteranska prehrana ima protektivan ucinak™>, a brza

prehrana &ini rizik'*

, ali rezultati nisu pouzdani zbog nedostatka longitudinalnih istrazivanja.
1.5.2.4. Prehrana maj¢inim mlijekom

Utjecaj majCinog mlijeka na pojavu astme pokazao je u provedenim istrazivanjima
neujednacene rezultate.

Kramer i sur. uoCili su da dojenje smanjuje rizik za razvoj astme, a formule pravljene od
kravljeg mlijeka ili soje povecavaju rizik**’. Nadalje, iskljugivo dojenje kroz duze vremensko
razdoblje bolje je titilo dijete od pojave astme™® ¥, Medutim, neka istraZivanja nisu potvrdila
ovu hipotezu; dojenje nije imalo protektivan ucinak posebno kada bi se uzela u obzir
dugoroéna prognoza pojave astme. StoviSe, prehrana majcinim mlijekom ponekad je imala

rizican ucinak**® 4!,

1.5.2.5. Probiotici

Ljudski probavni sustav kod rodenja je sterilan, a potom se ubrzano kolonizira uz istovremeni
razvoj imunoloskog sustava. Kolonizacija probavnog sustava razli¢itim mikrobima povezana je
s nacinom zivota i zemljopisnim Ciniteljima, a moZe bitno utjecati na prevalenciju alergija u
svijetu. Postoje ocite razlike tijekom prvog tjedna Zivota u sastavu crijevne flore izmedu zdrave
novorodencadi i novorodencadi koja kasnije ima klinicke simptome alergije $to upuéuje na
vaznost crijevne flore za razvoj bolesti**. Nekoliko istraZivanja upuéuje na to da probiotici, ako
se koriste kao dodatak prehrani, mogu biti uCinkoviti u prevenciji rane atopije kod djece
mijenjajuéi crijevnu floru i regulirajuéi upalni odgovor**® ***. Unato¢ dokazima koji upuéuju na
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pozitivan ucinak nekih probiotika jo$ uvijek je upitna vrsta bakterija, doziranje, najbolji put i

vrijeme primjene probiotika.

1.6. Medudjelovanje gena i okolisa u astmi

Slozen odnos u razvoju astme temelji se na genetskoj predispoziciji te na izlozenosti okoliSu
na cCega je posliednjih desetak godina bila usmjerena velika pozornost u brojnim
istraZivanjima. Uz okoli§, genetska predispozicija djeteta ima kljuénu ulogu u razvoju astme.
Uoceno je da razliCiti okolisni ¢initelji u medudjelovanju s genetskom predispozicijom djeteta,
daju specificne ishode. Posebno je vazno prenatalno razdoblje, gdje se rizicni Cinitelji
manifestiraju ve¢ u maternici®® ili pak utjieu putem epigenetskih modifikacija'*®>. Sve je vise
dokaza da je epigenetska regulacija, koja dolazi nakon izlaganja okoliSnim diniteljima, vrlo
vazna u razvoju astme. Djeca prolaze stalan proces razvoja i sazrijevanja zbog ¢ega je veoma
vazno njihovo vrijeme izlaganja okoliSnim c¢initeljima. Opisuju se tzv. "prozori moguénosti" u
pojedinim razvojnim fazama djeteta kada oni mogu biti posebno osjetljivi na vanjske utjecaje.

Ove spoznaje upucuju na zaklju¢ak da za prevenciju astme, odredene intervencije u nekih

osoba mogu biti korisne, a u nekih $tetne*®.
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1.7. Genetika astme

1.7.1. Ljudski genom

Ljudski genetski materijal (DNK) sastoji se od dva dugacka polimera koja se medusobno
pruzaju u suprotnim smjerovima, a sastavljeni su od nukleotidnih monomera s kosturom
izradenim od SecCera (2 -deoksiriboze) i fosfatnih skupina spojenih esterskim vezama (Slika 2).
Jedna od Cetiri vrste molekula, tzv. baza - adenin (A) gvanin (G), timin (T) ili citozin (C),
spojena je na svaki Sec¢er. DNK sadrzi nekoliko milijardi parova baza, a haploidni ljudski

genom ima ~30 000 gena za kodiranje proteina™’ **

. Manje od 5 % genoma obuhvaca
sekvence koje kodiraju proteine. Postoje dvije kopije svakog gena zbog naslieda seta

kromosoma od svakog roditelja.

Premda je sekvenca DNK svake osobe specifi€¢na (osim kod monozigotnih blizanaca), ipak je
priblizno 99,6 % sekvence medu ljudima jednako™*® **°. U ~0,4 % ljudskog genoma jo$ uvijek
postoje milijuni razlika (razlika izmedu bilo koje dvije osobe je ~ 24 milijuna parova baza)
medu milijardama parova baza koje su odgovorne za nasljedne varijacije u fenotipovima, a

sudjeluju u odgovoru na okoli$ kao i na osjetljivost za pojedine bolesti*****,

Navedene varijacije sekvenci mogu imati razliite oblike kao Sto su velike kromosomske
insercije/delecije, translokacije, inverzije ili amplifikacije, ali i manje promjene kao Sto su
mutacije koje ukljuCuju jednostavne toCkaste mutacije i umetanja ili brisanja jednog ili vise

nukleotida u DNK-u.
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Slika 2: Struktura DNK i nukleotida

fosfatna skupina

baza

deoksiriboza

Secer deoksiriboza
fosfatna skupina

= Timin.
Adenin nukleatid
[] Citozin

' Guanin

*preuzeto i modificirano prema:

Structure of DNA nucleotides. http://scienceaid.co.uk/biology/genetics/images/nucleotide.jpg.

(Preuzeto 25.9.2016.)

Structure of DNA. http://pixshark.com/structure-of-dna-labeled.htm (Preuzeto 25.9.2016.)

Biology Notes Help. STRUCTURE OF DNA. http://ehrig-privat.de/ueg/images/dna-structure.jpg

(Preuzeto 25.9.2016.)
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NajceS¢i tip varijacija sekvence u ljudskom genomu (~90 %) je genetska varijanta koju
nazivamo jednonukleotidni polimorfizam ili polimorfizam pojedinacnog nukleotida (SNP, engl.
single nucleotide polymorphism). Ima ih oko 1,42 x 10° i javljaju se u prosjeku svakih 1000 -

2000 baza®®'.

SNP je dio sekvence za koji postoji dva ili viSe alternativna alela (razli¢itih baza) sa znacajnom
frekvencijom (> 1 %) u ljudskoj populaciji (Slika 3)**" ***. Procijenjeno je da se 60 000 SNP-
ova nalazi u egzonima (kodiraju¢im i netranslatiranim regijama), ali ve¢ina se nalazi u

nekodirajuéim regijama DNK***.

Slika 3: Jednonukleotidni polimorfizam (SNP, engl. Single nucleotide polymorphism)

ViaGene. Available Technologies for Preimplantation Genetic Testing.

http://www.viagenefertility.com/photos/snp.png (preuzeto 25. rujna 2016.)

SNP-ovi koji se nalaze u egzonima, tj. regijama kodiranja proteina mogu rezultirati znaajnim
promjenama u slijedu DNK &to moze mijenjati aminokiselinsku strukturu proteina. Ovi SNP-ovi

mogu biti nijemi (ili sinonimni) kada kodiraju istu aminokiselinu, bez da se mijenjaju proteini, ili
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pak nesinonimni kada kodiraju razliite aminokiseline i pri tome im mijenjaju strukturu/funkciju
proteina. Nadalje, postoje SNP-ovi koji preuranjeno kodiraju ,stop kodon® (tako mogu skratiti
proteine koji obi¢no postanu nefunkcionalni). Umetanje ili brisanje jednog nukleotida u DNK
moze prouzroCiti pomak okvira za Citanje, $to moze rezultirati zna¢ajnom promjenom genskog
produkta. SNP u promotorskoj regiji moze utjecati na izrazavanje gena ili na proizvedenu
koli¢inu proteina $to se zbiva u razli¢itim okolnostima. SNP-ovi u nekodiraju¢im regijama koji
su znatno ucestaliji (uklju€ujuéi introne) takoder mogu dovesti do odredenih posljedica iako im
ucinak nije dovoljno jasan (npr. mogu utjecati na alternativho spajanje mRNA ili ucinkovitost

152

MRNA pretvorbe)™~.

Ucestalost alela unutar populacije u nesrodnih osoba (izmjerena prilikom genatipizacije) treba
se podudarati s frekvencijom genotipova uoenom prema Hardy-Weinberg ravnotezi, pravilu,
zakonu, teoremu, modelu (HWE, engl. Hardy-Weinberg equilibrium, Hardy-Weinberg law)*.
U HWE-u frekvencije alela i genotipova ¢ée u populaciji, iz generacije u generaciju, ostati
jednake ako nema drugih evolucijskih utjecaja kao Sto su izbor partnera, mutacija, selekcija,
geneti¢ko razilazenje (genetic drift)), prenoSenje gena (gene drive), itd. S obzirom na to da je
u odredenim populacijama prisutno viSe sli¢nih utjecaja, HWE opisuje idealno stanje s kojim
se mogu usporedivati i analizirati u€inci evolucijskih utjecaja. Odstupanje od ucestalosti alela
prema HWE-u je pokazatelj da se koncepcija ne dogada po sluajnom izboru (postojanje

potomstva srodnih partnera) ili ukazuje na pogresku tijekom genotipizacije zbog ¢ega je HWE

vazan za kontrolu kvalitete.
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1.7.2. NeravnoteZa povezanosti, haplotipovi i SNP-ovi koji oznacavaju haplotipove

NeravnoteZa povezanosti (LD,engl. linkage disequilibrium) ili neslu¢ajna udruzenost alela™>***®

predstavlja pojavnost dva alela u kromosomskom segmentu, ¢eS¢e nego Sto bi se oCekivalo u
slu¢aju neovisnog nasljedivanja u populaciji. Pojedinci koji nose odredeni alel/SNP na jednom
mjestu Cesto predvidljivo nose to¢no odredene druge alele blizu promatranog alela. LD u
genetiCkim istraZzivanjima ima ulogu kod objasnjavanja dobivenih povezanosti, a mozZe se
izraziti kao D ili kao r* koji oznadavaju kvadrat korelacijskog koeficiienta izmedu alela
smjestenih na dva lokusa'®’. Kada nastane nova varijanta alela zbog mutacije, ona je u
poCetku vezana za jedinstveni kromosom na kojem se mutacija dogodila. Obiljezena je
jasnom kombinacijom geneti¢kih varijanti koje su prisutne u kromosomu s kojim ¢e biti
naslijedena. Ucestalost nove mutacije u stanovniS§tvu moze se povecéati kroz selekciju ili
genetiCko razilazenje Mejotske rekombinacije izmedu roditeljskih kromosoma i mutacije
postupno narusavaju ovu povezanost, ali se to dogada jako polako u odnosu na broj
generacija od kada se dogodila prva mutacija. To dovodi do progresivnog razdvajanja izmedu
ove i drugih mutacija, a tek nakon mnogih generacija zajedno ¢e ostati samo fiziCki bliske

mutacije i nece biti nasumicno rasporedene.

Linearna kombinacija alela na multiplim lokusima koji se prenose zajedno na jednom
kromosomu zove se haplotip. Da bi se promjenila funkcija gena i tako odredio fenotip,
vjerojatnije je da je potreban haplotip umjesto pojedinog SNP-a. Unutar bilo koje
kromosomske regije mogu se prepoznati tag-SNP-ovi. Tag-SNP je reprezentativni
jednonukleotidni polimorfizam (SNP) u genomskoj regiji s visokim LD-om Kkoji predstavlja
skupinu SNP-ova koji se zovu haplotip. Uz njihovu pomo¢ moguce je identificirati genetske
varijacije i povezanosti s fenotipom bez genotipiziranja svakog SNP-a u kromosomskoj regiji.
Definicija tag-SNP-ova ovisi o poznavanju LD-a unutar genetske regije i unutar populacije koja
se proucava. Oznacavanje (,tagiranje”) SNP-ova ucinkovito je samo kod hvatanja uobi€ajenih
genetskih varijanti jer potrebno je sekvenciranje velikog broja ispitanika da se utvrde rijetki
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polimorfizami. StoviSe, &ak i za one koji imaju MAF < 5 % i koji su do sada identificirani (npr. u

HapMap) nije vjerojatno da je njihov LD tocan.

LD dovoljno snazan da bude koristan u mapiranju gena proteZe se opcenito na ograniéenim
udaljenostima, uglavnom 50 - 100 kB. Stoga, nalaz snazne povezanosti SNP-ova i bolesti je

pokazatelj da se mutacija koja uzrokuje bolest nalazi najvise ~ 100 kB u oba smijera.

LD je vazan u genetskim istrazivanjima kao povezanost izmedu genetskog markera i fenotipa
bolesti, ali ne znadi nuzno da genetska varijacija unutar markera uzrokuje bolest ve¢ samo da
je naslijedena s varijantom koja uzrokuje bolest jer se oba lokusa nasljeduju kao jedna

jedinica.
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1.7.3. Genetska istrazivanja slozenih bolesti

Slozene bolesti uzrokovane su medudjelovanjem nacina zivota s vec¢inom jo§ nepoznatih
genetskih i okoliSnih Cinitelja. Ovoj kategoriji pripada astma (ali i multipla skleroza,
osteoporoza, Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest, bolesti vezivnog tkiva, bolesti
bubrega, autoimune bolesti i mnoge druge bolesti)**. "SloZena osobina" odnosi se na bilo koji
fenotip koji ne pokazuje klasi¢ni mendelovski recesivni ili dominantni oblik nasljedivanja, a koji
bi se mogao pripisati samo jednom genskom lokusu. To se obi¢no dogada kada razliditi
genotipovi mogu rezultirati istim fenotipom ili isti genotip moze dovesti do razliitih fenotipova
(zbog utjecaja okoli$a ili interakcije s drugim genima)'*®. Poznato je da sloZene bolesti ne
prate Mendelove obrasce nasljedivanja. Premda nasljedujemo gene koje povezujemo s
bolestima, genetski Cinitelji predstavljaju samo dio rizika koji se povezuje sa slozenim
fenotipovima bolesti, zbog ¢ega osoba s genetskom sklono$¢u ne mora nuzno razviti bolest
(. ima genetsku prijemc¢ivost za razvoj odredene bolesti). Genetske i okoliSne Cinitelje treba
istraZivati u medudjelovanju®. S obzirom na to da ne moZzemo mijenjati nase gene, mozemo

mijenjati okoli§ i stil Zivota s ciliem spredavanja ili odgode poremecaja™®".

1.7.4. Genetika astme

Nasljede ima vaznu ulogu u patofiziologiji astme, a obrazac nasljedivanja nije klasi¢an,

mendelskil®? 13,

Nasljednost proizilazi iz puno gena s umjerenim do malim u€inkom, a niti
jedan gen nema presudan uginak u odredivanju fenotipa astme'®. IstraZivanja na blizancima
(provedena u Australiji, Engleskoj i skandinavskim zemljama u periodu od 1990. - 2001.
godine), pokazala su da je utjecaj nasljedne komponente 48 - 79 %% Veliki broj genetskih

studija identificirale su odredene kromosome povezane s astmom i alergijskim fenotipovima.

NajceSc¢e replicirane regije ljudskog genoma bile su: 5q31-32, 6p21, 11q12-13, 16pll1-12, i
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163, 165-169

20p13. Prepoznato je vise od 100 gena koji se danas povezuju s astmom , @ manje od

50 ih je uspjesno replicirano u viSe populacija.

1.7.4.1. Genetska istrazivanja povezanosti

U genetskim istrazivanjima povezanosti za astmu opcenito se koriste dva razli€ita pristupa u

otkrivanju genetske osnove astme (Slika 4)'™:

e Pristup probirom cijelog genoma (engl. Genome-wide screen (GWS) approach)

o Pristup putem kandidatskih gena (engl. Candidate-gene approach)
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Slika 4: Metode otkrivanja gena za koje se sumnja da sudjeluju u nastanku astme

(modificirano prema *°)

SloZeni nacin
nasljedivanja

Kandidatski
pristup prema
hipotezi

Pozicijski

Bioloski

Pristup probirom
cijelog genoma
nema hipoteze

Siroka
kromosomska
regija

Kandidatski geni-

otkrivanje SNP-a

Studije
povezanosti

Funkcionalna
istraZivanja
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1.7.4.1.1. Pristup probirom cijelog genoma (GWS, engl. Genome-wide screen approach)
Probir cijelog genoma koristi se za otkrivanje novih gena povezanih s nekom bolesti ili
fenotipom kada nije poznata lokacija odgovornog gena, tj. kada nemamo unaprijed

postavljenu hipotezu®™.

1.7.4.1.1.1. Genome-wide Linkage studije

Linkage studies, imale su veliki uspjeh u identificiranju gena koji uzrokuju monogenetske
bolesti i puno su obecavale u prou¢avanju kompleksnih bolesti kao $to je astma. Genome-
wide linkage studies izvode se pretrazivanjem genoma obitelji ili parova blizanaca u kojima se
pojavljuje odredena bolest (ili fenotip) putem DNK markera s ciliem prepoznavanja genetske
regije vezane za taj fenotip*’*. Neuspjeh repliciranja u Linkage studijama povezan je niskom
statistitkom snagom zbog malog uzorka i potencijalne statisticke greske (tip | i tip 11)** 73
Prednost Linkage studija je moguénost identificiranja novih gena i patofizioloSkih putova te

gena s vecim fenotipskim efektima.

1.7.4.1.1.2. Istrazivanja povezanosti cijelog genoma (microarray)

IstraZivanje povezanosti cijelog genoma (GWAS, engl. Genome-wide association studies) je
relativno nov nacin prepoznavanja gena vezanih za ljudske bolesti. Ovom metodom pretrazuje
se cijeli genom u potrazi za malim varijacijama SNP-ova koji se pojavljuju ¢eS¢e u bolesnih
(ispitanici) nego u onih bez bolesti (kontrolna skupina). Studija analizira stotine ili tisu¢ce SNP-
ova u isto vrijeme. Dobiveni rezultati otkrivaju pojedinacne gene koji pridonose riziku za razvoj
odredene bolesti. S obzirom na to da istraZivanja povezanosti genoma traze polimorfizme u
cijelom genomu, predstavljaju metodu u kojoj pojedinacne genetske varijante pridonose riziku
od bolesti*”. Buduée GWAS studije trebaju identificirati jo§ SNP-ova povezanih s kroniénim
bolestima te odgovorom na terapiju. Prigovori ovom pristupu su: nedovoljna veli¢ina uzorka,
neuspjeh prikupljanja i fenotipiziranja na isti nacin kod ispitanika i njihove kontrolne skupine te
neuspjeh ponavljanja ranijih rezultata’”®. Prva GWAS studija za astmu u djece objavljena je

2007. godine'™ gdje je uogena povezanost SNP-ova i gena ORMDL3 (gen sliéan ORM1
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proteinu 3, engl. ORM1-like protein 3 gene). Ove studije imaju prednost u odnosu na
istrazivanja povezanosti kandidatskih gena jer mogu prepoznati nove gene i patofizioloSke
putove. Imaju prednost i prema linkage studijama jer mogu prepoznati gene s malim uc€inkom.
S obzirom na to da GWAS studija zahtijeva upotrebu vise stotina SNP-ova, ovim se pristupom
moze locirati regija manja od 500 kB &to nije moguce u linkage studijama.

1.7.4.1.2. Pristup putem kandidatskih gena

Kandidatski gen definira se kao onaj koji je lociran u odredenoj kromosomskoj regiji i za njega
se pretpostavlja da ima utjecaj u izrazavanju odredene bolesti. Na identifikaciju gena moze

upucivati i njegov proteinski produkt.

Slika 5: Kako gen postaje kandidatski (modificirano prema*®)

C

Funkcionalni pristup za
odabir gena koridtenjem
eksperimentalnih podataka
iz ljudskih i Zivotinjskih
modela

A B

Sustavan genetski pristup Istraiiu_'_a nja geneske
za otkrivanje novih gena ekspresije koristenjem
upotrebom linkage microarray tehnologije za
istraZivanja i pozicijskog prepoznavanje gena
kloniranja vezanihza bolest

Kandidatski genza astmu

Istrazivanja kandidatskog gena zasnivaju se na odabiru onih kandidatskih gena prema
hipotezi koja se temelji na dosadasnjem znanju o bolesti (C-bioloski pristup) ili odabiru
kandidatske genske regije koja je ranije povezana s odredenom bolesti (A, B-pozicijski

pristup)(Slika 4 i 5)'®°. To je najjednostavniji pristup jer se veliki broj osoba moZe genotipizirati
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u razliCito dizajniranim istrazivanjima (npr. presje€ne studije, ispitanik-kontrola istrazivanja), a
ucinkovitiji je s obzirom na utrodeno vrijeme i novac. Zasniva se na usporedbi incidencija
pojedine genetske varijante kandidatskog gena u populaciji s odredenom bolesti i populacije

175

koja nema navedenu bolest™™. Nedostatci su ograniCen broj kandidatskih gena i malo

repliciranih rezultata'®. Poseban interes istraZivata usmjeren je na astmu i alergijske bolesti.
Tako su Ober i Hoffjan'®’ sazeli 500 &lanaka o utjecaju gena u astmi (objavljeni do kraja 2005.
godine) gdje je analizirano vise od 100 gena. S obzirom na to da su replicirani u Sest ili viSe
nezavisnih istrazivanja, autori su izdvojili 25 gena koji su vjerojatno vezani za astmu. Nadalje,
u 2006. godini otkriveno je jo$ 53 kandidatska gena za astmu i pridruzene osobine®. Interes
istrazivada i dalje je velik, pa je tako Vercelli D."*® ponovno saZela objavljenu literaturu do
prosinca 2007. godine. Na vrhu ljestvice kandidatskih gena, s najveéim brojem pozitivnih
replikacija, bili su geni beta-2-adrenergicki receptor (ADRB2 engl. Adrenoceptor Beta 2) s vise
od 40 izvjestaja), receptor interleukina 4 (IL4R, engl. interleukin 4 receptor) i Glavni kompleks
tkivne podudarnosti klase Il, DR beta 1 (HLADRB1 engl. Major histocompatibility complex,
class Il, DR beta 1); s otprilike 30 izvjeStaja za svaki). Studije se i dalje provode te je do
danas izvedeno vise od 1000 istrazivanja genetskih povezanosti s astmom i alergijskim

bolestima.
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1.7.4.2. Astmairegija 17q
U djegjoj populaciji uogena je velika povezanost izmedu astme i gena na kromosomu 17g*"* i

kromosomu 5q (ADRB, IL13 i IL14)'®. Linkage studije cijelog genoma (provedene 2000.

176, 177

godine) povezale su 17921 regiju s astmom (tablica 2) &to je potvrdilo istrazivanje

povezanosti cijelog genoma (GWAS) s astmom (Moffatt i sur. 2007. godine)'™. Isti rezultati
replicirani su u nastavku istraZivanja na dvije nezavisne populacije (engleskoj i njemackoj)*’™.
Studije povezanosti kandidatskih gena koje su pratile prvu GWAS studiju u vec¢em broju

etnicki razligitih populacija potvrdile su povezanost astme i genetskih varijanti u ovoj regiji’® "

184.

Nadalje, povezanost istog lokusa s pojavom astme u djecjoj dobi potvrdeno je u drugoj, vecoj
GWAS studiji pod nazivom Multidisciplinarno istrazivanje za prepoznavanje genetskih i
okoliSnih uzroka astme u Europskom drustvu (GABRIEL consortium, engl. A Multidisciplinary
Study to Identify the Genetic and Environmental Causes of Asthma in the European
Community) ( SNP rs2305480, P = 6x10-23)'®. Daljnja analiza u istrazivanju Moffatt i sur.
nakon GWAS studije pokazala je da varijante u ovoj regiji odreduju ekspresiju gena ORMDL3
u Epstein—Barr virusu - transformiranih limfoblastoidnih stani¢nih linija djece s astmom S$to
upucuje na to da je ORMDL3 potencijalni kandidatski gen za astmu te da je SNP (rs7216389)
potencijalna uzro€na genetska varijacija. Iznenadujuc¢a je bila spoznaja da je polimorfizam
rs7216389 na lokusu 17921 bio lociran izvan gena ORMDL3 '™,

Rs7216389 otkriven je u LD bloku koji osim gena ORMDL3 ukljuCuje i gen Gasdermin
B(GSDMB, engl. gasdermin B gene), gen zona pellucida vezuci protein 2 (ZPBP2, engl. zona
pellucida binding protein 2), gen IKAROS obitelj zinkovog prstena 3 (Aiolos), IKZF3 (engl.
IKAROS family zinc finger 3 (Aiolos) gene), gen Gasdermin A, GSDMA (engl. gasdermin A
gene) i gen topoisomerase |l (TOP2 , topoisomerase Il gene). Rezultati istrazivanja drugih
autora koji su analizirali povezanost za astmu u ovoj regiji nisu uvijek bili ujednaceni u

razli€itim populacijama i ostaje nejasno koji gen/i u ovoj regiji je/su uzro€no povezan/i s
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astmom i koji SNP-ovi su funkcionalni. Unato€ nejednakostima otkrivenim u genetskim

studijama koje povezuju gen ORMDL3 s astmom uoCena je konstantna povezanost izmedu

SNP-ova u regiji 17921 i astme Sto predstavlja snazan dokaz da je on stvarni rizik za astmu

(tablica 3).

Prospektivno istrazivanje astme u djece (Bisgaard i sur.)

178

pokazalo je da su rana pojava

astme kao i povecan rizik za teSke egzacerbacije povezani sa SNP-ovima na lokusu 17921

§to je potvrdio Bouzigon i sur.”. Kao rizik za razvoj astme u daljnjim istraZivanjima analizirano

je medudjelovanje nekih genetskih varijacija u ovoj regiji s pusenjem. lako je dobivena

pozitivna korelacija

70, 186

, replikacija rezultata nije bila ujednacena

187, 188

Tablica 2: Objavljene linkage studije za povezanost regije 17q12-21 s astmom i pluénom

funkcijom

Istrazivanje

Populacija i veli¢ina uzorka

Dizajn istrazivanja

Pluéna

Astma funkcija

GWS i linkage

17912-21 | Nije opisano

726 brace i sestara (EGEA Study)

Dizier 107 francuskih obitelji s najmanje analiza
2000.g.""° 2 djece (brace ili sestara) s astmom
493 ispitanika (EGEA Study)

GWSilinkage

Ferreira 202 australijske obitelji analiza 17q21 17q25 FEV1

2005.g.""’ 591 ispitanik
GWS i linkage .. .

17qg21

Dizier 295 francuskih obitelji analiza 79 Nije opisano
GEI (pasivno

2007.g."% -najmanje jedno dijete s astmom pusenje)

32




Tablica 3: Objavljena istrazivanja povezanosti regije 17q12-21 s astmom i plu¢énom funkcijom

IstraZivanje

Populacija i veli¢ina uzorka

Dizajn istraZivanja

Istrazivani SNP-ovi

SNP-ovi povezani s astmom

SNP-ovi povezani s pluénom
funkcijom

Moffatt, 2007.g."7*

994 djece s astmom

Velika Britanija i Njemacka

1243 kontrolnih ispitanika bez astme

Velika Britanija i Njemacka

207 obitelji s ispitanikom s

teSkom astmom iz Velike Britanije

200 djece s astmom
2120 kontrola bez astme

Njemacka

301 Euroazijska populacija
Velika Britanija

kohortno istrazivanje

GWAS

FBAT -
family-based

association test

ispitanik-kontrola

ispitanik-kontrola

Illumina Sentrix
HumanHap 300
BeadChip

307328 SNP-ova

Illumina Sentrix
Human-1 BeadChip
91293 SNP-a
116 SNPs iz 17921
rs9303277
rs11557467
rs2290400
rs7216389
rs4795405
rs8079416
rs4795408
rs3894194
rs3859192
rs3894194

7 SNP-ova proslo granicu
p<0.01 FDR
rs9303277
rs11557467
rs8067378
rs2305480
rs2290400
rs7216389
rs4795405

nekoliko SNP-ova u 17921

rs9303277 (T)
rs11557467 (T)
rs2290400 (G)
rs7216389 (C)
rs4795405 (T)
rs8079416 (T)
rs4795408 (G)

rs3894194

Nije istraZivano
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IstraZivanje

Populacija i veli¢ina uzorka

Dizajn istraZivanja

IstraZivani SNP-ovi

SNP-ovi povezani s astmom

SNP-ovi povezani s pluénom
funkcijom

Madore, 2008.g.'* 253 francusko-kanadskih istrazivanje obitelji rs11557467 rs2305479(A) nije istrazeno
obitelji s djetetom s astmom rs2305479 rs2209400(G)
1275 ispitanika rs2209400 rs7216389(C)
rs7216389 rs9303281(A)
rs9303281 rs7219923(C)
rs7219923 rs4378650(C)
rs4378650 rs8076131(A)
rs8076131
rs6503525
Galanter, 2008.g."”° 701 portorikanski i meksicki istraZivanje obitelji rs7216389 rs7216389(T) nema povezanosti
roditelj i djeca s astmom rs4378650 rs4378650(C)
(GALA Study) rs8076131 rs8076131(A)
rs12603332 rs12603332(C)
rs3744246 rs3744246(C)
rs11650680
rs3859192
264 African-American ispitanik-kontrola rs7216389 rs4378650(C) rs4378650(C)
subjects with asthma rs4378650 rs12603332(C) rs12603332(C)
and 176 healthy rs8076131 rs11650680 (T) s bronhodilatacijskim testom
controls rs12603332
(SAGE Study) rs3744246
rs11650680
rs3859192
rs9894164
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IstraZivanje

Populacija i velic¢ina uzorka

Dizajn istrazivanja

Istrazivani SNP-ovi

SNP-ovi povezani s

SNP-ovi povezani s pluénom

astmom funkcijom
Hirota, 2008.g.180 545 djece s atopijskom astmom ispitanik-kontrola rs7216389 rs7216389(T) nije istrazeno
738 odraslih kontrola
Japan
Tavendale, L . . . :
2008.g.184 1054 djece i mladih odraslih s astmom ispitanik-kontrola rs7216389 rs7216389(T) nema povezanosti
1465 kontrola astma, FEV1
populacija sjeverne Europe egzacerbacije astme FVC
teZina astme PEFR
Sleiman, . S R
2008.g.1g3 807 djece s astmom ispitanik-kontrola rs9303277 rs9303277 (T) nije istrazeno
2583 kontrole rs11557467 rs11557467 (T)
SAD - bijelci rs8067378 rs8067378 (G)
rs2290400 rs2290400 (G)
rs7216389 rs7216389 (C)
rs4795405 rs4795405 (T)
rs8079416 (C)
1456 djece s astmom ispitanik-kontrola rs8079416 nema povezanosti nije istrazeno
1973 kontrola rs3894194
Afroamerikanci rs3859192
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IstraZivanje

Populacija i veli¢ina uzorka

Dizajn istraZivanja

IstraZzivani SNP-ovi

SNP-ovi povezani s astmom

SNP-ovi povezani s pluénom
funkcijom

Bouzigon, 2008.g,70

372 francuske obitelji
¢lan ima astmu
1511 ispitanika

rana izloZzenost pusenju

istrazivanje obitelji

procjena rane
izloZzenosti pusenju

36 SNP-ova

rs9303277 (C)
rs11557467(G)
rs8069176(G)
rs2305480(G)
rs2305479(C)
rs4795400(C)
rs9303281(A)
rs7219923(T)
rs8076131(A)
rs4795405(C)
rs4794820(G)
astma i rana pojava
astme

snaznija povezanost kod
rane izloZenosti pusenju

nema povezanosti s FEV1

Flory, 2009.g."

920 djece s astmom
3804 kontrola
SAD- bijelci

1844 djece s astmom
3488 kontrola
Afroamerikanci

ispitanik-kontrola
procjena ucinka izloZenosti
pusenju u ranom Zivotu

ispitanik-kontrola
procjena ucinka izloZenosti
pusenju u ranom Zivotu

rs9303277
rs11557467
rs8067378
rs2305480
rs2290400
rs7216389
rs4795405
rs8079416
rs3894194
rs3859192

rs9303277
rs11557467
rs8067378
rs2305480
rs2290400
rs7216389
rs4795405
rs8079416
rs3894194
rs3859192
rs8079416

nije istrazeno

nije istrazeno
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SNP-ovi povezani s

SNP-ovi povezani s pluénom

IstraZivanje

Populacija i velic¢ina uzorka

Dizajn istrazivanja

Istrazivani SNP-ovi

astmom

rs7216389 (T)

funkcijom

;;2?:97’3 376 kohorta nizozemske djece istrazivanje obitelji 20 SNP-ova
1z kohorte COPSAC od rodenja rs7216389 Astma (rani pocetak) nema povezanosti s
549 roditelja egzacerbacije astme FEVO.5
ponavljajuce piskanje sRaw
(rani pocetak)
305 danskih COPSAC majki ispitanik-kontrola rs7216389 rs7216389(T) nije istrazeno
i 244 oca astma u djetinjstvu
1500 kontrola iz Velike Britanije
iz kohorte od rodenja
Leung, 2009.g.181 315 djece s astmom i ispitanik-kontrola rs3816470 rs11650680(C) nije istrazeno
192 kontrole rs7216389 rs6503525(C)
Kina rs17608925
rs3744246
rs6503525
rs1007654
rs3859192
rs11650680
Wu, 2009.g.188 615 meksickih obitelji istrazivanje obitelji rs4378650 rs4378650(C) nije istrazeno
rs7216389 rs7216389(T)

dijete ima astmu

procjena rane
izloZenosti pusenju i

ozonu
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Istrazivani SNP-ovi

SNP-ovi povezani s

SNP-ovi povezani s pluénom

IstraZivanje Populacija i velic¢ina uzorka Dizajn istrazivanja astmom funkcijom
Rogers, 2009.g."®° SAD - bijelci istraZivanje obitelji rs2872507(G) rs11557467 nije istrazeno
403 obitelji s najmanje jednim rs4795405(C) rs8067378
pogodenim djetetom rs2290400
1169 ispitanika (CAMP) rs7216389
rs4795405
rs3744246
rs2872507
Verlaan, 2009.g.190 470 obitelji s djetetom s astmom istrazivanje obitelji rs7216389 rs7216389 (T) nije istrazeno
(CAMP) rs12936231 rs12936231 (C)
rs8067378 rs8067378 (A)
rs9303277 rs9303277(C)
rs3816470 rs3816470 (A)

412 djece s astmom

Kostarika
(GEACR)

253 ispitanika s astmom i njihovi rodaci
1275 ispitanika iz viSegeneracijskih obitelji
s najmanje jednim ¢lanom s astmom
francusko-kanadska populacija

(SLSy)

rs7216389 (T)
rs12936231 (C)
rs8067378 (A)
rs9303277(C)
rs3816470 (A)

rs7216389 (T)
rs12936231 (C)
rs8067378 (A)
rs9303277(C)
rs3816470 (A)

nije istrazeno

nije istrazeno
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IstraZivanje

Populacija i veli¢ina uzorka

Dizajn istraZivanja

Istrazivani SNP-ovi

SNP-ovi povezani s

SNP-ovi povezani s pluénom

astmom funkcijom
Moffat, 2010.g.185 10365 ispitanika s astmom GWAS 582892 SNP-ova 33 SNP-a nije istrazeno
16110 kontrola najjaca povezanost
(6783 djece s ranim pocetkom astme) r52302£;8DONr|1§ genu
(7720 kontrola) u djece s ranim
pocetkom astme
Ferreira, 2011.g."" 986 ispitanika s astmom GWAS 561 815 SNP-ova rs6503525 (C), nije istrazeno

1846 kontrola

Ilumina 317K, 370K

najjaca povezanost

Australija ili 610K arrays
Binia, 2011.g.192 397 odraslih s teSkom astmom ispitanik-kontrola rs7216389 rs7216389 nije istrazeno
1429 kontrola iz kohorte od rodenja teSkom astmom
Velika Britanija, 1958 British Birth Cohort ranim pocetkom astme
Marinho, T L L .
2012 193 831 roditelj djece upisanih u kohortu ispitanik-kontrola 47 SNPs 16 SNP nema povezanosti
od rodenja 17q12-21 FDR P<0.01

i 187 ispitanika s astmom
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1.7.43. ORMDL3

ORMDL pripada novoj obitelji gena, a sastavljen je od tri gena (ORMDL1, ORMDL2 i
ORMDL3) koji su izrazeni u tkivima odraslih i fetusa, umjereno u gusteradci, placenti i mozgu, a
retikulumu (ER, engl. endoplasmic reticulum), a funkcija im je nejasna®'. Oskudne su
informacije o funkciji proteina kojeg kodira gen ORMDL3, a posljedi¢no tome, ograni¢ene su
teorije kako ORMDL3 doprinosi riziku za razvoj astme. Otkriveno je da inhibira Ca* pumpu na
sarko-endoplazmatskom retikulumu (SERCA, engl. SERCA, or sarco/endoplasmic reticulum
Ca2+-ATPase) i povecava ,odgovor stanica na nakupljanje nesmotanih proteina®“, UPR (engl.

unfolded-protein response)*®

za koji se smatra da je endogeni poticatelj kroni¢ne upale kao
§to je astma™. S obzirom na to da je ORMDL3 dio genske obitelji koja kodira
transmembranske proteine u endoplazmatskom retikulumu, moguée je da ima ulogu

transportera'’®. Takoder, gen je veoma izrazen u limfocitima, pa je moguée da ORMDL3 ima
ulogu u imunoloskom aspektu astme®®*. Novija istraZivanja upuéuju da ORMDL3 ima utjecaj
na rizik za pojavu astme zbog sloZenih promjena u metabolizmu sfingolipida™”.

Provedene studije nisu objasnile mogudéi utjecaj gena ORMDL3 na razvoj astme, stoga

su neophodna daljnja istrazivanja funkcije tog gena.
1.7.4.4. GASDERMINI

Genska obitelj gasdermina sastoji se od 4 ljudska gena: GSDMA, GSDMB, GSDMC i
GSDMD. Geni GSDMA i GSDMB smjesteni su na lokusu 17921.2, a GSDMC i GSDMD na

198
4

lokusu 8g24~". Gasdermini su vjerojatno ukljuCeni u regulaciju stani¢nog rasta i diferencijaciju
koze i/ili epitela folikula dlaka, kao i u epitelu gastrointestinalnog trakta. Kombinacija GSDM
gena moze djelovati na finu segmentaciju tako da utjeCe na konacnu diferencijaciju epitelnih

stanica'®® '*- U ovom radu posebna pozornost usmjerena je na gene GSDMA i GSDMB s

obzirom na to da su smjesteni na lokusu 17qg21.
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1.7.4.4.1. GSDMA - Gasdermin A

Ovaj gen izrazava se iskljucivo u diferenciranim stanicama koze, jednjaka, zeluca i mlije¢nih
Zlijezda™® 2, Imaju visoku apoptoti¢ku aktivnost (mehanizam je jo$ uvijek nepoznat) te stoga
mogu biti dio regulacijskog puta za usmjeravanje stanica prema apoptozi*® ?°°. Moze djelovati

kao tumor-supresorski gen (potisnut je u staniénim linijama raka Zeluca)®**.

1.7.4.4.2. GSDMB - Gasdermin B

GSDMA ima ograniCenu ekspresiju premda su njegovi transkripti identificirani u razli€itim
tkivima, a izraZen je i u proliferirajuéim i matiénim stanicama®*. GSDMB otkriven je u Zelucu,
debelom crijevu, gusteradi, jetri, slezeni, krvi, kosti, limfnim &vorovima, bubrezima, plu¢ima,
testisima, maternici, timusu, stitnjaci i vezivnom tkivu $to ukazuje na to da taj gen ne moze biti
dio izuzetno diferenciranog tkiva. Obitelj Gasdermini nema za organ specificnu regulaciju,
veoma je izrazena u T-stanicama (CD8 + i CD4 + (razlikovno obiljezje(CD, engl. Cluster of
diferentiation)), umjereno u plu¢ima fetusa, ali ima slabu izrazajnost u bronhalnim epitelnim

3

stanicama®?. Carl-McGrath i sur.®® su temeljem analizeproteinskoga proizvoda gena

GSDMB-a, njegove stani¢ne lokalizacije kao i izraZzavanja na razli¢itim tkivima, pretpostavili da
taj protein moze biti sekrecijski ili metaboliCki proizvod ukljuéen u sekrecijski put izlu€ivanja.
Nadalje, izraZen je u stanicama tumora jetre, Zeluca i debelog crijeva®®. Promijenjena
regulacija njegovih srodnih varijanti moze biti ili izravno uklju¢ena u biologiju tumora ili
simptom s rakom povezanih poremecéaja u transkripciji ili translacijskim regulacijskim

putovima®®®. Novije studije objavljuju da GSDMB moze biti onkogen®".
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1.7.45. ZPBP2- Zona pellucida vezni protein 2

ZPBP2 - Zona pellucida vezni protein 2 takoder se nalazi u lokusu 17g21. Gen ima 7 eksona
izrazenih u testisu, tumoru zametnih stanica i meduli u mozgu. Kodira sekrecijski glikoprotein
sastavljen od 316 aminokiselina®®. Istrazivanja na miSevima pokazala su da igra ulogu u

spermiogenezi (manjak ZPBP2 rezultira slabijom plodno&éu)?®>.

1.7.4.6. IKZF3 - IKAROS family zinc finger 3 (Aiolos)

IKZF3 kodira &lana obitelji Ikaros protein-cinkovog prsta. Clanovi ove obitelji proteina (lkaros,
Aiolos, Helios, Eos i Pegasus) su hematopoetski transkripcijski faktori koji djeluju zajednicki u
regulaciji razvoja i funkcije limfocita i neophodni su za normalan razvoj prema zrelom i

206-209

imunokompetentnom stanju . Aiolos je razliGito izrazen u ljudskim hematopoetskim

staniénim subpopulacijama (najvise u B, T i NK stanicama, a veoma malo u monocitima)*°.

Poremeéaj Aiolosa dovodi do povecCanja pre-B i nezrelih B stanica i jakog smanjenja
recirkulirajuéih B stanica®®’, potreban je za stvaranje dugoZivuéih plazma stanica u ko$tanoj
srzi, koji su odgovorne za dugotrajan imunitet®'. Ikaros i Aiolos imaju funkciju u pregradnji

kromatina i deacetiliranju histona u limfoidnim stanicama®® 2*2

, a Aiolos je ukljuCen u
regulaciju apoptoze putem interakcije s genima Ras i Bcl-XL u citoplazmi i putem
transkripcijske kontrole nad ekspresijom gena Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)*** %4, Nedostatak
Aiolosa povezan je s poviSsenom razinom serumskih imunoglobulina (uklju€ujuéi protutijelo
klase E, IgE (engl. immunoglobulin E)) §to upuéuje na to da bi ovaj gen mogao igrati ulogu u

207, 215

autoimunim bolestima i vjerojatno u atopiji.
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1.7.4.7. TOP2A - Topoisomerase (DNK) Il alpha

TOP2A - Topoizomeraza (DNK) Il alfa - kodira DNK topoizomerazu sveprisutni je enzim u

jezgri, kontrolira i mijenja topoloSku strukturu DNK te kromosoma (putem prolaznog

razdvajanja dvostruke uzvojnice DNK i njezinog naknadnog ponovnog spajanja)®® 2.

Sudjeluje u procesima metabolizma DNK (npr. oslobadanje torzijskog stresa)*® % 219,
Postoje dva oblika ovog enzima - alfa (na kromosomu 17¢21-22) i beta (na kromosomu 3p24).

TOP2A je neophodan za proliferaciju stanica i embrionalni razvoj*® i vrlo je izrazen u

221 222-224

brzorastu¢im stanicama®" (vazan je u primjeni kemoterapije , a mutacije ovog gena su

povezane s razvojem rezistencije na kemoterapeutike)?*>#*’,
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza

Pretpostavlja se da postoji pozitivha povezanost polimorfizma jednog nukleotida (SNP-a) na
kromosomu 17921 i astme u djece u Hrvatskoj. Takoder, pretpostavlja se da postoji pozitivha
povezanost SNP-ova iste kromosomske regije s hospitalizacijom djece uslijed teze kliniCke
slike astme kao i medudjelovanje SNP-ova regije 17q12-21, puSenja majke u trudnodi ili

izloZzenosti krznenim kuc¢nim ljubimcima i astme u djece u Hrvatskoj.

2.1.1. Ciljevi istrazivanja

2.1.2. Opdi cilj

1. utvrditi u€inak medudjelovanja okoliSnih Cinitelja i polimorfizma kandidatskih gena, za
koje se pretpostavlja da su povezani s astmom u djece, na pojavnost i tezinu klini¢kog

tijeka astme

2.1.3. Specifi¢ni ciljevi

2. ispitati povezanost tag-SNP-ova na lokusu 17g12-21 s pojavom astme u djecjoj dobi u
Hrvatskoj

3. ispitati povezanost tag-SNP-ova na lokusu 17q12-21 s hospitalizacijom djece uslijed
teZe klini¢ke slike astme

4. ispitati medudjelovanje tag-SNP-ova na lokusu 17q12-21 pojave astme (ili njezine
tezine) i izloZzenosti duhanskom dimu tijekom prenatalnog razdoblja u djece s astmom

5. ispitati medudjelovanje tag-SNP-ova na lokusu 17g12-21 pojave astme (ili njezine
tezine) i izlozenosti krznenim kuénim ljubimcima (macki i psu) tijekom prenatalnog

razdoblja i za vrijeme istrazivanja u djece s astmom
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3. METODE

3.1. Dizajn i mjesto izvodenja studije

Ovo istrazivanje temelji se na usporedbi ispitanika s astmom i kontrolnom skupinom bez
astme (engl. case-control study). Izvedeno je na Odjelu za djeCje bolesti Opce bolnice “Dr.
Josip Bencevi¢”, Slavonski Brod, Hrvatska. EtiCke komisije Opée bolnice “Dr. Josip Bencevi¢” i
Medicinskog fakulteta u Zagrebu odobrile su istraZivanje, a roditelji svih ispitanika dali su

pisani informirani pristanak (u nekim situacijama i sami ispitanici).

3.2. Ispitanici

Istrazivanje je obuhvatilo djecu u dobi od 6 do 18 godina s podrucja Brodsko-posavske
zupanije. Ispitivanu skupinu djece Cinili su bolesnici s dijagnosticiranom astmom i/ili astmom s
drugim atopijskim fenotipovima AlergoloSske ambulante Odjela za djec¢je bolesti Opcée bolnice
«Dr. Josip Bencevi¢» u Slavonskome Brodu. Kontrolnu skupinu &inila su djeca koja nemaju

astmu.

Kriteriji ukljucivanja ispitanika s astmom:

e Dijagnoza astme postavljala se prema smjernicama Medunarodnog sporazuma o
dijagnosticiranju i lije€enju astme [GINA 2006 smjernice ukljuCuju osobnu i obiteljsku
anamnezu, fizikalni pregled bolesnika, objektivno mjerenje pluéne funkcije
(spirometriju), provokacijski test na kozi (kozni ubodni test (prick test) na inhalacijske
alergene), laboratorijske pretrage (koncentracija ukupnih i specifi¢nih IgE protutijela u
serumu te broj eozinofilnih granulocita u krvi)].

Svakom ispitaniku je subspecijalistica pedijatrijske alergologije i klinicke imunologije
(prof. dr. sc. Neda Aberle) postavila dijagnozu astme, a djeca su za vrijeme
istrazivanja uzimala lijekove za astmu i imali su dva ili viSe simptoma astme (zvizdanje,

kasSalj, ili oboje) u posljednjih 12 mjeseci.
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o Nepostojanje druge akutne i/ili kroni€ne bolesti (dijabetes melitus, neoplasti¢ne bolesti,

autoimune bolesti itd.)

Kontrolna skupina ispitanika (koji nisu imali astmu) regrutirana je prilikom sistematskih
pregleda, preoperacijskih pregleda za manje izabrane kirurSke zahvate (strabizam, herniju,
fimozu, otapostazu i sl.) te prilikom hospitalizacije zbog neuroloskih bolesti i akutnih infekcija

mokrac¢nog sustava.

Kriteriji uklju€ivanja za kontrolnu skupinu ispitanika su :

¢ Negativan odgovor o pojavljivanju bronhoopstrukcija (zvizdanja, oteZanog disanja) i

drugih alergijskih bolesti u standardiziranom ISAAC-ovom upitniku

¢ Nepostojanje druge teske i/ili kroniéne bolesti (dijabetes melitusa, neoplasti¢ne bolesti,

autoimunosne bolesti itd.)

Ispitanici s astmom i ispitanici u kontrolnoj skupini nisu bili uskladeni po spolu.

3.3.  lzvori podataka/mjerenja

Roditelji djece iz obje skupine spunjavali su standardni ISAAC-ov upitnik EAACI-a sa 127

pitanja (dodatak 1) u kojima se registriraju ove pojedinosti:

(a) obiteljsko stanje;

(b) roditeljska sklonost astmi, polenozi i ekcemu,

(c) uvjeti stanovanja, obiljezja djedjih spavaonica, koriStenje razli¢itih izvora energije u

domacdinstvu, kucni ljubimci, domace Zzivotinje, izloZenost pasivhom pusenju;
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(d) postojanje upala didnih putova,

(e) postojanje epizoda bronhoopstrukcije, postavljena dijagnoza astme od strane lijeénika,

(f) postojanje simptoma rinitisa, postavljena dijagnoza alergijskog rinitisa od strane lijecnika,

(9) postojanje ekcema,

(h) alergije na hranu te lijeenje tih stanja;

(i) eventualne hospitalizacije;

() upitnik o kvaliteti Zivota.

3.3.1. lzloZenost pasivnom pusenju

Podatci o izlozenosti djece pusenju u ranoj dobi (tijekom prve godine zivota i za vrijeme
istraZivanja) ukljueni su u upitnik. Rano izlaganje duhanskom dimu definirano je kao pozitivan
odgovor na pitanje ,Je li majka pusila tijekom trudnoce?“ Podatci o prijemu djece s akutnom

egzarcerbacijom astme prikupljeni su iz bolni¢kih povijesti bolesti.

3.3.2. Posjedovanje krznenih ljubimaca u kuci

U upitnik su uklju€eni podatci o nazocnosti ljubimaca u kuéi (tijekom prve godine Zivota i za
vrijeme istrazivanja). Tijekom statistiCke analize varijabla krzneni ljubimac u kuci tijekom prve
godine Zivota i trenutno definirana je drzanjem macke ili psa u kuci tijekom prve godine zZivota

ili trenutno (za vrijeme trajanja istrazivanja).

3.3.3. Mjerenja pluéne funkcije

Djeci s astmom napravljena je spirometrija (Jaeger, Germany) prema specifikacijama
Americkog torakalnog drusStva (ATS, engl. The American Thoracic Society) / Europskog
respiracijskog drustva (ERS, European Respiratory Society). Mjereni su FVC, FEV1, FEV 1 %

prediktivnog, forsirani ekspiracijski protok pri 25 % vitalnog kapaciteta, FEF 25 % (engl.
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Forced expiratory flow at 25 % of vital capacity), forsirani ekspiracijski protok pri 50 % brzoga
vitalnog kapaciteta, FEF 50 % (engl. Forced expiratory flow at 25 % of vital capacity) i forsirani

ekspiracijski protok pri 75 % vitalnog kapaciteta, FEF75 (engl. Forced expiratory flow at 75 %

of vital capacity)??®*%%°- Test je ponavljan sve dok nisu dobivena tri tehni¢ki ispravna FVC-a
(dvije najvise vrijednosti FVC-a i/ili FEV-al su bile unutar 0,150 L - varijabilnost od 5 %).
NajviSe vrijednosti dinamiékih i statiCkih plu¢nih volumena unijete su u bazu podataka. Pri
izraCunu predvidenih vrijednosti za svakog ispitanika (ovisne o visini, dobi i spolu u bijeloj rasi)

228, 229

koristene su jednadzbe objavljene prema referenci Miller i suradnika , @ zabiljeZzene su i

vrijednosti udjela dobivenih mjerenjem u odnosu na one predvidenih vrijednosti (%).

3.3.4. Kozni ubodni test

Skupini ispitanika s postavljenom dijagnozom astme kao i djeci iz kontrolne skupine izveden
je kozni ubodni test sa setom alergena (histamin, kontrola, kikiriki, jaje, grinja, macka, pas,
breza, ambrozija, trave; Stallergens S.A., Antony, Francuska). Kozni ubodni test izveden je
radi potvrde atopijskog statusa i detaljnije usporedbe skupina. Alergijskom senzibilizacijom
smatra se kozni test u kojem je promjer urtike na odredeni alergen veéi 3 mm od negativne

kontrole.

3.4. Odabir gena - kandidatski geni za astmu
Odabrana je regija 17q12-21 i gen ORMDL3 te okolni geni u toj regiji (Slika 6):

IKZF3, ZPBP2, TOP2, GSDMA, GSDMB
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Slika 6: Regija 17q12-21 i gen ORMDL3

Chr. 17g12-21 ~411 kb
ORMDL3 >
IKZF2 ZPBP2  CSDMEB CSDMA TOP2A

3.5. Odabir SNP-ova

Tag-SNP-ovi za genotipiziranje odabrani su za svaki gen na temelju LD-a iz populacija
europskog podrijetla (kako bi se podudarali s istrazivanom populacijom) uz pomo¢ programa ,,

231 preko posluzitelija za varijacije genoma (GVS, engl.

LD Select” Carlsona i suradnika
Genome Variation Server) (Slika 7 i 8) http://gvs.gs.washington.edu/GVS/ i dopunjeni

podatcima iz NCBI“s dbSNP: www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/.

Koristen je i Haploview?? (Tagger)®* www.broadinstitute.org/haploview/haploview, da se
upotpuni odabir tag-SNP-ova?3?
Slika 7: Genome Variation Server

(_- vs.gs.washington,edu/GV5 141, G| % |7 | Q search e A > N

GVS: Genome Variation Server 141

GVS141 was mest recently updatad anus
The cumrent version i 10.00

New Features

sta are
GBSNP build 141 with r=f,
29, hgB/NCBI 28 ...
more

Friday, June 05, 2018
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview

Slika 8: Primjer podataka dostupnih za gen ORMDL3

GVS: Genome Variation Server 137

Gene Name: ORMDL3 L. 1] expand search
Gene ID: 94103

Chromosome 17: 38077296 - 38083884 (-)
Total chromosome span: 38075796 - 38086384

Select Data Set(s)

Chedk at leest one data set below. If more than one dsta set is seledted,
the outcome of dats merging will depend on how the parameter “Mergs Ssmples snd Varistions® belaw is set
|see the detsiled desoription of data merging)

ove HapMagp 3 dsta for CEU, YRI, HCB, JPT, chedk the "No HapMagp 3" box (use "Show More Params il
Select V:J‘;:’;S G::;;’:E "“g‘:’ M::;SE Fopulation Submitter (c:;:? J:.:EE:
Individuals
D =l Pal o ENSEMBL Watson ENSEMBL
I 20 20 0 ENSEMBL Venter ENSEMBL
D 15 2969 1620 HapMa; U CSHL-HAPMAP
I 15 15 0 YRl LLLUMINA-UIC
D 15 3000 1800 HapMagp-YRI CSHL-HAPMAP
D 15 1515 720 HapMsp-JFT CSHL-HAPMAP
I 15 855 720 HaphlscHCB CSHL-HAPMAP
D 14 14 o CEU COMPLETE GENOMICS
I 12 12 0 L Craig Venter HUMANGENOME Jcvl
D 10 1710 o HAPMAP-MKK CSHL-HAPMAP
I 10 70 0 HAPMAP-MEX CSHL-HAPMAP

Add or Remowe Columns:

Gene Name: ORMDL3 D conseraton oo ceso
Gene ID: 04103 D Chimp Allele
Chromosome 17: 33077296 - 38083834 (-) O Crip Azl

Total chromosome span: 33075796 - 38086384 D S
Allele Frequency Cutoff (%): 5, monomorphic sites excluded
DTE'IE'“ Repeats Finder

Data ging: common les with combined variations I:‘
Copy N arizthe
Population: HapMap-CEU{unrelated only), Submitter: CSHL-HAPMAP Copy Number variztion

DG‘v’S Function
I:l Flanks
[

NP oz (NOBISUK IT) SNPrEID Alklzs MinorAlkl Minor-Alkle Sregusncy () Hetenzygosy "Em"”"l_gamlé"’ Genes Function Comsenatin Soore PRECOTE
38050565 5 e T 3 LE} 142 ORMDLS Ifron-iarizn{dnshe) 00000
=1 [ a7 as0 a0 ORMDLS Ifron-iarizn(dbShe) 00000
e T 3 LE} 3% ORMDLS Ifron-iarizn{dnshe) 10000
T c 14 025 ] ORMDLS  Iiron-arian[dbShe) 00080
e T 4 LE3 008 mEar-gene-S(EVE) 00000
N A bl 040 a6 mear-gene-3(EVE) 20010
e T -3 LE3 an mEar-gene-S(EVE) 02420
A A 24 0% 008 mear-gene-3(EVE) 00070

Description of Columns

50



Pretrazena je kromosomska regija koja ukljuCuje gene ORMDL3, IKZF3, ZPBP2, TOP2,
GSDMA, GSDMB te 2500 parova baza uzvodno i 1500 parova baza nizvodno od svakog
gena. U algoritam su odabrani polimorfizmi s frekvencijom rizi€nog alela (MAF, engl. Minor
allele frequency) > 5 % (Slika 9). Algoritam generira LD binove s korespondiraju¢im tag-SNP-
om. LD granica r’=0,8 odabrana je za ovu studiju jer je ta granica op¢eprihvaéeni kompromis
izmedu optimalne pokrivenosti varijacijama kako bi se dobio maksimalno informativan set
SNP-ova uz smanjeni trud genotipiziranja. Vazni SNP-ovi iz ove regije do sada povezani s
astmom dodatno su ukljuceni kao tag-SNP-ovi u algoritam. Nakon vrednovanja rezultata
genotipizacije svih SNP-ova oni su bili podvrgnuti mjerama kontrole kvalitete. Isklju&eni su svi

SNP-ovi s uspjehom genotipiziranja < 85 % i/ili HWE p <0,001.
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Slika 9: GVS- primjer sumiranih podataka za gen ORMDL3

Gene Name: ORMDL2

Gene ID;: 94103

Chromosome 17; 38077296 - 3B0B3BE4 (-)

Total chromosome span;: 38075796 - 3B0BG384

Allele Frequency Cutoff (%) 5, monomorphic sites excluded
Data Merging: common samples with combined variations

Population: HapMep-CEU [unrelsted only), Submitters CSHL-HAPMAP

=g | SMP-2 2
rEIT44I4E  rsd0SSITS 0343
FESTA4Z4E  rsdTIS40C QUEZ0
FEITA4I4E  rsdTREAIG 0ETE
FESTH4I4S  rs4TIS404 1000
rESTHZ4E  rsE0TEIE 03ES
FESTHIZ4E  rs12E0GEE0 QL4O0T
FEST44I45 rs1TE0E9ES Q535
rSd0SSITS  psdTESA0D  0U3Ed
rS40SEITS  rsdTIS40E 0334
rS40SEITS  rsdTOS404 0343
rs40SEITE o rsE0TEA3  OUTEG
FS40SSITS  rs1290GEET 0954
rs40SEITS  rs1TE0E9SS QU1ED
rEATSS0L  rTIS40G QS0
FEATISA0L  rs4TIS404 0E16
rEATISA0D  rsEOTE13 QDT
rE4TIS0L  rs12S0GE3T 0505
rS4TIS0D  rs1TE0E9RS Q4G
rEATIS0Z  rsdTIS4I4 0ETE
FEATISH0Z  rsEOTE1S O34T
rEATISA0S  rsi2S0G33D QLAOT
rEATSS0Z rsiTE0ESES 0535
rE4TIS40L8  rsEOTE1E Q3ES
rE4TSE0L  psi2S0GEED 03%E
rE4TIS04  rsiTE0ESES 0532
rSE0TE31  rs1280GEET QIO
rsE0TEA3  rsiTE0RSRS Q1S5
FS1Z50E3E2 rs17TE0E9RS 0205

VG2 of: Gene Name ORMDLE

" Races Fege
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3.6. Genotipiziranje

Svim ispitanicima uzeto je 5 ml krvi za genetsko istrazivanje (analiza SNP-ova vezanih za
regiju 17q12-21). Iz smrznute krvi ekstrahirana je leukocitha DNK i kvantificirana pomocu
spektrofotometra. Uzorci genomske DNK obradivani su standardnim postupkom lan¢ane
reakcije polimerazom (PCR, engl. The polymerase chain reaction). Umnozeni PCR-produkti
minisekvencirani su koriste¢i nanolitarski automatski uredaj (SpectroPLOTTER, Sequenom,
San Diego, Kanada) i stavljeni na mikro€ip (SpectroCHIPS, Sequenom, San Diego, Kanada)
koji moze nositi 384 uzorka (Slika 10). Cipovi su analizirani masenim spektrometrom Brukker
Biflex MALDI-TOF koji moze razlikovati alele sa zamjenom jednog nukleotida (SNP-a).
Rezultirajuéi spektar pretvara se u genotipske podatke pomocu softverskog programa

SpectroTYPER-RT (Sequenom, San Diego, Kanada) (Slika 11 12).

Slika 10: Sequenom® Spectropoint Nanodispenser® i maseni spektrometar
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Slika 11: Primjer za prozor u programu Typer Analyser
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3.7. Statisticka analiza

Rezultati su analizirani uz razinu signifikantnosti p<0,05 i Cl 95 %.

Za istraZivanje genetskih utjecaja u djecjoj astmi analiziraju¢i 400 bolesnih i 400 zdravih
ispitanika, snaga studije je 80 % pri razini znacajnosti od 5 %. Za statistiCku analizu dobivenih
podataka koristio se statistiCki programski paket za druStvene znanosti (SPSS 19.0.0.1, engl.
Statistical Package for the Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IN, USA), i Statisti¢ki

program SVS (engl. SNP & Variation Suite) 7.2.3 (Golden Helix, Inc., MT, USA).

Za istraZivanje povezanosti izmedu genetskih varijanti u regiji 17q12-21 i astme koristeni su x2
testovi i logistitka regresija. Testirali smo alternativne modele (dominantne i recesivne
genotipske modele). Ocijenjena je snaga povezanosti pod genetskim modelom koji najbolje

odgovara.

S obzirom na to da je uo€ena statisticki zna¢ajna razlika u spolu ispitanika i njihovih kontrola,
sva statistiCka analiza podataka korigirana je za spol primjenom mulitvarijantne logisticke

regresije.

Postotak laznih otkrica (FDR, engl. False Discovery Rate) kontrolna je statistiCcka metoda
kojom su se ispravijale pogreske viSestruke usporedbe. Rezultati su prikazani kao p
vrijednosti (ispravljene i neispravijene FDR-om), OR i 95 % CI. Analiza interakcije gena i
okoliSa ucinjena je koristeéi odgovarajuéi multivarijantni regresijski model. Kvantitativni ishodi
(plu¢na funkcija) analizirani su uz pomoc correlation/trendtest, univarijantne linearne regresije
i generalnog linearnog modela univarijantne jednosmjerne neovisne analize varijacije
(ANOVA, engl. Univariate one-way independent analysis of variance). Analize FEF25 su

korigirane za dob, spol i visinu.
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4. REZULTATI

4.1. Sudionici

923-0je djece nasumiéno je odabrano i pristupljeno im je radi uklju€ivanja u istrazivanje (438
djece s astmom i 485 kontrola). Ukupni odaziv bio je 91 % (837 sudionika; 423-oje djece s
astmom i 414-ero djece iz kontrolne skupine). 824 sudionika dalo je uzorak krvi za DNK

analizu (417 djece s astmom i 407 djece iz kontrolne skupine) (Slika 13).

4.2. Opisni podatci

Demografske karakteristike istrazivane populacije opisane su u Tablici 4. Muskih je bilo vise
medu djecom s astmom (muski, 58.6 vs. 43.1, p<0.01), stoga je sva analiza uskladena sa
spolom. S obzirom na statistiCki znacajnu razliku izmedu skupina (12,3 vs. 11,8 godina,
Tablica 4), smatramo da je razlika u dobi malo vjerojatno vazna za analizu. Nismo opazili
razlike izmedu skupina u izloZzenosti dimu cigareta za vrijeme istraZivanja niti tijekom ranog

Zivota.

Krzneni kuéni ljubimci (macka i pas) u kuéi prisutni su ¢eSce kod djece iz kontrolne skupine
nego u skupini djece s astmom i za vrijeme istrazivanja (11,1 % skupina s astmom, 22,1 %
kontrolna skupina, p<0,01) i tijekom prve godine Zzivota (8 % skupina s astmom, 16,1 %
kontrolna skupina, p<0,01). Samo cetvero djece bilo je senzibilizirano na macku i trenutno
imalo macku u svojem domu, troje djece bilo je senzibilizirano na psa i trenutno je imalo psa u
svojem domu. Drugi okoliSni i socioekonomski €imbenici (npr. mjesto Zivota, broj starije ili

mlade brace i sestara) nisu se znacajno razlikovali (podatci nisu prikazani).

150-ero (35,5 %) djece je najmanje jednom hospitalizirano zbog akutne egzarcerbacije astme.
Medu njima 53-o0je djece (12,7 %) hospitalizirano je dva ili viSe puta. Nije opaZzena znac¢ajna
povezanost izmedu rane izlozenosti duhanskom dimu i primitka u bolnicu zbog akutne
egzarcerbacije astme. Takoder, nije bilo povezanosti izmedu trenutnog posjedovanja macke ili

psa u kuéi i prijema zbog astme.
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Slika 13: Dijagram tijeka medunarodnog istrazivanja dio kojeg je i istrazivanje regije 17q12-21
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Tablica 4: Demografska obiljeZja ispitivane populacije

KONTROLNA
I ISPITANICI S ASTMOM -
Obiljezja (N=423) SKUPINA T
(N=414) J

Prosje¢na dob (u godinama) 11,8 12,3 < 0,001
Muskarci 248 (58,6 %) 178 (43,0 %) < 0,001
IzloZenost duhanskom dimu
tijekom trudnoce od strane 268 (63,7 %) 265 (64,5 %) 0,43
Clana kucanstva
IzloZenost duhanskom dimu
tijekom trudnoce od strane 86 (20,3 %) 85 (20,7 %) 0,48
majke
IzloZenost duhanskom dimu
tijekom prve godine Zivota od 282 (66,7 %) 284 (69,1 %) 0,25
strane Clana kuéanstva
IzloZenost duhanskom dimu
tijekom prve godine Zivota od 122 (28,8 %) 133 (32,4 %) 0,15
strane majke
IzloZenost duhanskom dimu od
strane ¢lana kuc¢anstva za 304 (71,9 %) 311 (75,7 %) 0,12
vrijeme istraZivanja
Pas il macka u Kuci ,

as Il macka U kuct U prvol 34 (8,0%) 66 (16,1 %) | <0,001
godini Zivota
Pas ili macka u kuci za vrijeme
e 47 (11,1 %) 91 (22,1 %) <0,001
istrazivanja

Prijem u bolnicu zbog astme

0
ikada u Zivotu 150(35,5 %) /
Samo jedan prijem u bolnicu 97 (22,9 %) /
Prijem u bolnicu 22 puta 53 (12,5 %) /
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4.3. Genotipizirani i analizirani SNP-ovi

Od pocetnog 51 SNP-a koji su odabrani za genotipiziranje u daljnju analizu nisu bili uklju€eni

slijede¢i SNP-ovi (Tablica 5):

za 3 nije bila uspjeSna genotipizacija, stopa uspjednosti < 90 %: rs558068 na TOP2A,
rs10852937 na genu GSDMA, rs11870965 na genu ZPBP2
e jedan je bio monomorfan u nasoj populaciji: rs11545311 na genu ORMDL3
e jedan nije bio u Hardy-Weinberg equilibriumu na p<0,001 razini znacajnosti:
rs12943633 na genu IKZF3
e Za ostalih 46 SNP-ova, primijenili smo algoritam LD algoritam za filtriranje za
identifikaciju tagg-SNP-ova i odbaceni su dodatni SNP-ovi: IKZF3 (rs2313430,
rs2313429, rs9911688, rs2060941, rs1453559), ZPBP2 (rs1453560, rs1054609),
GSDMB (rs1008723, rs869402), ORMDL3 (rs7942), GSDMA (rs3859192)
U istrazivanju su ipak zadrzani SNP-ovi koje su opisale druge objavljene studije:1 SNP na
genu IKZF3 (rs9303277), 1 SNP na genu ZPBP2 (rs11557467), 4 SNP-a na genu GSDMB
(rs8067378, rs2305480, rs2305479, rs2290400), 2 SNP-a na genu ORMDL3 (rs4795403,
rs4795404) i 3 SNP-a na genu GSDMA (rs8079416, rs4795408, rs3894194).
To je na kraju rezultiralo sa 35 SNP-ova koji su koristeni u statistiCkoj analizi, a uzorci LD-a

prikazani su na Slikama 14 i 15.
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Tablica 5: Sumirane genotipske informacije za 51 tipiziran SNP u regiji 17q12-21

Pozicija SNP tip/funkcija uspjeh genotipizacije

rs2313430 35183341 IKZF3 c/T intron 0,52 0,450 0,686
rs2313429 35184184 IKZF3 A/G intron 0,98 0,060 0,487
rs9911688 35197326 IKZF3 c/T intron 0,96 0,059 0,457
rs17676191 35203449 IKZF3 A/G intron 0,94 0,098 0,306
rs12943633 35223890 IKZF3 c/T intron 0,95 0,172 0,000
rs9303277 35229994 IKZF3 c/T intron 0,94 0,433 0,800
rs2060941 35236408 IKZF3 G/T intron 0,52 0,111 0,866
rs9900538 35265234 IKZF3 T/C intron 0,96 0,059 0,455
rs9635726 35273666 IKZF3 c/T intron 0,96 0,210 0,668
rs1453559 35273944 IKZF3 T/C netranslatirani-5" 0,97 0,431 0,958
rs1453560 35276966 ZPBP2 T/G u blizini gena-5" 0,95 0,060 0,463
rs12150079 35278942 ZPBP2 G/A intron 0,96 0,244 0,419
rs35591738 35280555 ZPBP2 C/G nesinonimni 0,97 0,004 0,915
rs11557467 35282159 ZPBP2 G/T nesinonimni 0,96 0,428 0,927
rs12936231 35282645 ZPBP2 C/G intron 0,96 0,434 0,888
rs11870965 35283730 ZPBP2 T/A intron 0,07 0,371 0,268
rs1054609 35286802 ZPBP2 A/C netranslatirani-3° 0,94 0,355 0,243
rs8067378 35304873 GSDMB A/G nepoznat/a 0,95 0,434 0,484
rs2305480 35315721 GSDMB G/A nesinonimni 0,97 0,348 0,843
rs2305479 35315742 GSDMB c/T nesinonimni 0,96 0,414 0,776
rs2290400 35319765 GSDMB T/C intron 0,94 0,430 0,803
rs1008723 35319792 GSDMB G/T intron 0,52 0,434 0,316
rs869402 35321568 GSDMB c/T intron 0,96 0,426 0,548
rs7216389 35323474 GSDMB T/C intron 0,96 0,424 0,705
rs3169572 35330937 ORMDL3 G/A netranslatirani-3 0,97 0,067 0,856
rs7942 35330989 ORMDL3 T/C netranslatirani-3 0,52 0,010 0,827
rs11545311 35332911 ORMDL3 A nesinonimni 0,96 0,000 1,000
rs8076131 35334437 ORMDL3 A/G intron 0,94 0,357 0,293
rs12603332 35336332 ORMDL3 c/T intron 0,97 0,420 0,673
rs17608925 35336356 ORMDL3 T/C intron 0,96 0,095 0,050
rs3744246 35337875 ORMDL3 c/T u blizini gena-5" 0,96 0,134 0,842
rs4795403 35339247 ORMDL3 c/T u blizini gena-5 0,97 0,134 0,873
rs4795404 35339316 ORMDL3 C/A u blizini gena-5 0,98 0,138 0,661
rs4795405 35341942 ORMDL3 c/T nepoznat/a 0,97 0,350 0,680
rs8079416 35346238 ORMDL3 T/C nepoznat/a 0,97 0,469 0,340
rs4795408 35361152 GSDMA G/A nepoznat/a 0,94 0,471 0,440
rs3902025 35372779 GSDMA T/G netranslatirani-5" 0,97 0,389 0,702
rs3894194 35375518 GSDMA G/A nesinonimni 0,96 0,470 0,674
rs7212938 35376205 GSDMA T/G nesinonimni 0,94 0,491 0,149
rs3859193 35379381 GSDMA T/A intron 0,96 0,476 0,126
rs3859192 35382173 GSDMA c/T intron 0,52 0,453 0,565
rs8077456 35382290 GSDMA G/C intron 0,97 0,339 0,599
rs10852937 35382622 GSDMA G/C intron 0,82 0,201 0,285
rs921651 35387447 GSDMA A/G netranslatirani-3" 0,96 0,198 0,768
rs2715555 35798149 TOP2A G/A u blizini gena-3" 0,98 0,181 0,413
rs13695 35798718 TOP2A c/T netranslatirani-3° 0,97 0,308 0,593
rs11540720 35799349 TOP2A C/A nesinonimni 0,96 0,015 0,666
rs34300454 35801393 TOP2A c/T nesinonimni 0,96 0,013 0,707
rs471692 35810295 TOP2A G/A intron 0,97 0,160 0,270
rs558068 35817235 TOP2A C intron 0,00

rs11650680 35832761 TOP2A Cc/T nepoznat/a 0,94 0,225 0,945
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Slika 14: Grafi¢ki prikaz LD-a (r2) 35 genotipiziranih polimorfizama gena regijel79q12-21 za

ispitanu skupinu djece (N=837) koji su koridteni u statisti¢koj analizi
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Slika 15: Grafi¢ki prikaz LD-a (r2) genotipiziranih polimorfizama gena regije 17g12-21 za

ispitanu skupinu djece (N=837) koji su koristeni u statistiCkoj analizi
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4.4. Analiza povezanosti s astmom

Od 35 analiziranih SNP-ova samo su dva povezana s astmom (Tablica 6). Homozigoti za alel

T na SNP-u rs9635726 (na genu IKZF3) i nositelji alela G na SNP-u rs12150079 (na genu

ZPBP2) imali su povecan rizik za astmu kada se usporeduju s drugim genotipskim skupinama

(OR [95 %Cl], 1.53 [1,14- 2,05], p<0,01 i 1,46 [1,10 - 1,94], p=0.01). Nijedan nije ostao

znacajno povezan s astmom nakon FDR korekcije za mnogostruke usporedbe. Nije uoéena

povezanost izmedu rs7216389 i rs2305480 i astme (p>0,2) (Tablica 6).

Tablica 6: Povezanost genetskih varijanti u regiji 17q12-21 s astmom

Sve analize su usuglasene za spol

*uobicajeni alel je napisan kao prvi/rijetki alel drugi

Rizi¢ni alel je ispisan zadebljan

p_

Aleli*  vrijednost

FDR

Genetski model

95%ClI

rs9635726 IKZF3 T/IC <0,01
rs12150079 ZPBP2 AIG 0,01
rs7216389 GSDMB T/C 0,21
rs2305480 GSDMB G/A

0,20

0,12

0,18

0,82

0,44

TT vs. CC+CT

GG+GA vs. AA

CCvs. CT+TT

AA+AG vs.GG

1,53

1,46

1,26

1,20

1,14-2,05

1,10-1,94

0,87-1,81

0,91-1,60
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4.4.1. Medudjelovanje polimorfizama 17q12-21, izlozenosti duhanskom dimu tijekom rane

dobi i astme

Devet varijanti bilo je u zna€ajnoj interakciji s izlozenosti duhanskom dimu tijekom rane dobi i

astmom, ali sedam od njih bilo je u visokom LD-u (r*>0,9) pa je malo vjerojatno da

predstavljaju nezavisne ucinke (Tablica 7, Slika 14). Npr. izlaganje duhanskom dimu u rano

doba povecava rizik za astmu kod homozigota za alel T na rs4795405, a uCinak duhanskog

dima na rizik za astmu nije vidljiv kod nositelja alela C (Slika 16).

Tablica 7. Zna€ajna medudjelovanja izmedu genetskih varijanti u regiji 17q12-21,

ranog izlaganja pusenju i astme

* uobicajeni alel je napisan kao prvi

Osjenéani SNP-ovi su u visokom LD-u (r>>90).

IKZF3
ZPBP2
ZPBP2
GSDMB
GSDMB
GSDMB
ORMDL3
rs4795405 ORMDL3
rs3894194 GSDMA

CIT

GIT

C/IG

AIG

T/IC

T/IC

CIT

CIT

G/A

Genetski model

TT+TCvs. CC

TT+TG vs. GG

GG+GCvs. CC

GG+GA vs. AA

CC+CTvs. TT

CC+CTvs. TT

TT+TCvs. CC

TT vs. TC+CC

AA vs. AG+GG

p-vrijednost

0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,02
0,01
0,02

0,04
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Slika 16. Medudjelovanje genetske varijante na genu ORMDL3, ranog izlaganja pusSenju i

Predikthma vierojatnost za astimu

astme: Rano izlaganje pudenju zna¢ajno povecava rizik za astmu medu homozigotima

za alel T na SNP-u rs4795405, a izlaganje pusenju nema ucinak na rizik za astmu

medu nositeljima alela C.
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4.4.2. Medudjelovanje polimorfizama 17q12-21, posjedovanja krznenih kucnih ljubimaca i

astme

U pocCetku smo zasebno analizirali interakciju izmedu polimorfizama 17q12-21 i posjedovanja
macke ili psa. Otkrili smo znacajne interakcije koje su iSle u istom smjeru i za posjedovanje
macke i psa (Slika 17, a-c). Stoga, sva daljnja analiza izvodila se na zajednic¢koj varijabli

nazvanoj posjedovanje krznenih ljubimaca.

Postoje znaCajna medudjelovanja 2 SNP-a na genu GSDMA (rs921651 i rs8077456),

trenutnog posjedovanja krznenih ljubimaca i astme.

Za jedan od tih SNP-ova (rs921651) postoji medudjelovanje s posjedovanjem krznenih
ljubimaca tijekom prve godine Zivota (Tablica 8). Npr., homozigoti za alel A na SNP-u
rs921651 imaju znacajno maniji rizik za astmu ako su posjedovali u kuéi krznene ljubimce

tijekom prve godine Zivota, a u€inak nije uocljiv kod nositelja alela G (Slika 17 c).
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Slika 17, a-c. Medudjelovanje genetske varijante na genu GSDMA, posjedovanja macke ili psa tijekom prve godine Zivota i astme:

93% Cl ispitanik vs kontrola

Posjedovanje macke, psa ili macke/psa tijekom prve godine Zivota znaajno smanjuje rizik za astmu medu

homozigotima za alel A na SNP-u rs921651 dok posjedovanje krznenog ljubimca nije imalo u€inak medu nositeljima alela G.

ME oa
Posjedovanje radke U kui
tijekam proe godine Zivota

b)

9384 Cl ispitanik vs kontrala

NE o
Pozjedovanje madke i psa u kudi
tijekorn prve godine Zivota

9584 Cl ispitanik vs kontrola

T

NE . ... D&
Posjedovanje psa u kudi bjekom
prve godine Zivcta
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Tablica 8. Zna¢ajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21,

posjedovanja krznenih ljubimaca u kuci tijekom prve godine Zivota i

za vrijeme istrazivanja u odnosu na astmu

Posjedovanje krznenih  Posjedovanje krznenih
ljubimaca u prvoj ljubimaca za vrijeme
Gen Genetski model godini zivota UEVAERIE!

p-vrijednost p-vrijednost

rs921651 GSDMA AIG GG+GA vs. AA 0,008 0,021

rs8077456  GSDMA G/IC  CC+CGvs. GG 0,017

* uobicajen alel je prvi naveden
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4.5. Analiza povezanosti za tezinu astme

4.5.1. Analiza povezanosti s prijemom u bolnicu zbog akutne egzarcerbacije astme

Kod djece s astmom Ccetiri SNP-a povezana su s prijemom u bolnicu zbog akutne
egzarcerbacije astme (Tablica 9). Npr., nositelji alela G na SNP-u rs7212938 imaju vedi rizik
za prijem u bolnicu zbog akutne egzarcerbacije astme nego homozigoti za alel T (OR [95 %
Cl], 1,71 [1,01 — 2,88], p=0,04). Nijedna od ovih povezanosti nije proSla FDR korekciju za
mnogostruka testiranja. Dva SNP-a (rs8067378, rs2290400) su u visokom LD-u i vjerojatno

predstavljaju isti u€inak.

Tablica 9: Povezanosti izmedu genetskih varijanti u regiji 17912-21 i prijema u bolnicu

zbog akutne egzacerbacije astme

Osjenéani SNP-ovi su u visokom LD-u (r>>90).

Alel* P = Genetski model 95 %ClI
vrijednost

rs12150079 ZPBP2 GIA 0,02 0,75 AA+AG vs.GG 0,61 0,40 — 0,93
GSDMB AIG 0,04 0,43 GG vs.GA+AA 0,56 0,32 -0,99
GSDMB TIC 0,03 0,91 CCvs.TC+TT 0,52 0,28 — 0,95
rs7212938 GSDMA TIG 0,04 0,69 GG+GTvs.TT 1,71 1,01 - 2,88

*uobic€ajeni alel je prvi naveden, a rizi¢ni alel je zadebljan
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45.1.1. Medudjelovanje polimorfizama 17ql12-21, prijema u bolnicu s akutnom

egzarcerbacijom astme i izlaganja duhanskom dimu u ranoj dobi

Opazili smo znacajne interakcije izmedu 3 SNP-a (na genima ORMDL3 i GSDMA), izlaganja
duhanskom dimu u ranoj dobi i prijema u bolnicu zbog akutne egzarcerbacije astme (Tablica
10). Dva od tri SNP-a (rs4795408 i rs8079416) su u visokom LD-u i vjerojatno predstavljaju

isti ucinak.

Tablica 10: Znacajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21, ranog izlaganja

pudeniju i prijema u bolnicu zbog akutne egzacerbacije astme

Osjenéani SNP-ovi su u visokom LD-u (r*>90).

Genetski model p-vrijednost
ORMDLS3 CC+CTvs. TT
GSDMA G/IA  AA+AG vs. GG 0,03
rs7212938 GSDMA TIG GG+GT vs. TT 0,03

* uobi€ajeni alel je prvi naveden
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45.1.2. Medudjelovanje polimorfizama 17g12-21, trenutnog posjedovanja krznenih

ljubimaca u kuci i prijema u bolnicu zbog akutne egzarcerbacije astme

Tri SNP-a u visokom LD-u na genu ORMDL3 (rs3744246, rs4795403 i rs4795404) bila su u
medudjelovanju s trenutnim posjedovanjem krznenih ljubimaca u kuci i prijemom u bolnicu
zbog akutne egzarcerbacije astme (Tablica 11) i vjerojatno predstavljaju isti uc€inak. Npr.,
kod djece s astmom nositelji alela T za SNP rs4795403 (na genu ORMDL3) bili su u
znacajno vecem riziku za prijem u bolnicu zbog akutne egzarcerbacije astme ako su za
vrijeme istraZivanja posjedovali krznenog ljubimca, dok se ne ocituje u€inak posjedovanja

krznenih ljubimaca za vrijeme istraZivanja na rizik medu homozigotima za alel C (Slika 18).

Tablica 11: Zna€ajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21,

posjedovanja krznenog ljubimca za vrijeme istrazivanja i prijema u bolnicu

zbog akutne egzacerbacije astme

Osjend&ani SNP-ovi su u visokom LD-u (r*>90).

Posjedovanje
krznenog
ljubimca u kuéi
za vrijeme
Gen Genetski model istraZivanja

p-value

rs3744246 ORMDL3 C/IT TT+TCuvs. CC

rs4795403 ORMDL3 C/IT TT+TCuvs. CC 0,04
rs4795404 ORMDL3 C/A  AA+ACvs. CC 0,04

* uobi€ajen alel je prvi naveden
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Slika 18: Medudjelovanje genetske varijante za SNP rs4795403 na genu ORMDL3 i

95C1 za rizik za prijem u holnicu zhog akutne egzacerbacije astime

posjedovanja krznenog ljubimca u kuéi za vrijeme istraZivanja i prijema u bolnicu
zbog akutne egzacerbacije astme: Posjedovanje krznenog ljubimca u kuc¢i medu
djecom s astmom znacajno povecéava rizik za prijem u bolnicu zbog akutne
egzacerbacije astme kod nositelja alela T, dok posjedovanje ku¢nog ljubimca u kudéi

nije imalo ucinka kod homozigota za alel C.
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4.5.2. Analiza povezanosti za pluénu funkciju

Osam SNP-ova bilo je znagajno povezano s pluénom funkcijom (FEV1 % prediktivni, FEF25,
Tablica 12). Sest SNP-ova bilo je povezano s FEV; % prediktivnim (po dva na genima IKZF3
i ORMDL3, i po jedan na genima GSDMA i TOP2A). Pet SNP-ova bilo je povezano sa
FEF25 (po jedan na genima IKZF3, ORMDL3 i GSDMA, i dva na genuTOP2A). Jedan SNP
(rs9635726 na genu IKZF3) ostao je znacajno povezan s FEV:% prediktivnim nakon
korekcije za mnogostruke usporedbe. Npr.,homozigoti za alel T na SNP-u rs9635726 (na
genu IKZF3) imali su znacajno nizi FEV1% prediktivni u usporedbi s nositeljima uobi¢ajenog

alela C (Tablica 12).
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Tablica 12: Genetske varijante u regiji 17q12-21 i mjere pluéne funkcije

FEV1 % prediktivni FEF25

p- genetiski srednja
vrijednost model vrijednost

Genetski srednja

p-
0,
95 % Cl _vrijednost "~ " model  vrijednost

rs9900538 IKZF3 T/IC 0,,04 0,,35 CC+CT 102,30 98,04-106,57 0,01 0,18 CC+CT 4,48 4,24-4,71

TT 97,43 95,77-99,09 TT 4,11 4,02-4,20
rs9635726 IKZF3 CIT <0,,01 0,01 TT 86,01 79,23-92,79
CT+CC 98,63 97,06-100,20
rs3169572 ORMDL3 G/A 0,,02 0,,20 AA+AG 102,80 98,74-106,85 0,01 0,10 AA+AG 4,46 4,24-4,69
GG 97,41 95,75-99,06 GG 4,12 4,03-4,21
rs4795403 ORMDL3 CIT 0,,04 0,,33 TT+TC 100,93 97,84-104,01
CcC 97,27 95,50-99,04
rs4795408 GSDMA G/A 0,03 0,18 AA+AG 4,10 3,99-4,20
GG 4,33 4,15-4,50
rs921651 GSDMA AIG 0,,04 0,,29 GG+GA 95,83 93,11-98,54
AA 99,20 97,32-101,09
rs471692 TOP2A G/A 0,,04 0,31 AA 107,94 98,66-117,22 0,02 0,18 AA+AG 4,32 4,17-4,48
AG+GG 97,84 96,28-99,41 GG 4,10 3,99-4,20
rs11650680 TOP2A CIT 0,02 0,20 TT+TC 4,02 3,88-4,16
CcC 4,23 4,12-4,35

*uobicajeni alel prvi je naveden, rizicni alel je zadebljan
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45.2.1. Medudjelovanje polimorfizama 17ql12-21, izlaganja puSenju u ranoj dobi i

pluéne funkcije

Postoji medudjelovanje izloZenosti puSenju u ranoj dobi, tri genetske varijante i FEV1 %
prediktivnog (Tablica 13). Npr., uobiCajeni homozigoti za alele rs9303277 (IKZF3),
rs8067378 (GSDMB) i rs12603332 (ORMDL3) imaju obrnuti uc¢inak ako su izloZzeni pusenju

u usporedbi s nositeljima rizi€nog alela.

Tablica 13: Zna¢ajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21, ranog izlaganja

pusenju i pluéne funkcije kod djece s astmom

Osjendani SNP-ovi su u visokom LDu (r*>90).

1zloZeni pusenju Neizlozeni pusenju
FEV,%pred FEV,%pred
Genetsk Pint SICLE Srednja
i model vrijednost vrijednost 95 % Cl vrijednost 95 % Cl
rs9303277 IKZF3 CIT TT+TC 0,03 101,67 61 97,59-105,76 97,42 185 95,15-99,7
CcC 92,7 20 85,57-99,83 98,16 108 95,19-101,13
+
rs8067378} GSDMB AIG Gi G 0,03 101,86 63 97,8-105,92 97,51 199 95,34-99,68
AA 92,96 21 85,92-100 97,95 112 95,06-100,85
rs12603332 ORMDL3 CIT TT+TC 0,04 101,76 64 97,75-105,77 97,82 198 95,66-99,99
CcC 92,96 21 85,9699,97 97,73 118 94,93-100,54

*uobiCajeni alel je prvi naveden
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45.2.2. Medudjelovanje polimorfizama 17g12-21 , posjedovanja krznenih ljubimaca u

kuci tiiekom prve godine zivota i za vrijeme istrazivanja i plu¢ne funkcije

Otkrili smo povezanost jednog SNP-a (rs9635726 na genu IKZF3), FEV; % prediktivnog i
posjedovanja krznenih ljubimaca u kuéi tiiekom prve godine zivota (Tablica 14), npr.nositelji
alela T imali su znacajno vec¢i FEV; % prediktivni bez vidljivog u€inka posjedovanja krznenih

ljubimaca u ku¢i medu homozigotima za alel C (Slika 19).

Tablica 14: Znacajna medudijelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21, posjedovanja

krznenih ljubimaca u kuci tijekom prve godine Zivota i plu¢ne funkcije kod djece s

astmom

FEV1 % prediktivni

Alel* Genetski model posjedovanja krznenih
ljubimaca u kuéi tijekom
prve godine Zivota

p value

rs9635726 IKZF3 CIT TT+TCvs. CC 0,035

* uobi€ajeni alel prvi je naveden
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Slika 19: Medudjelovanje genetske varijante rs9635726 na genu IKZF3, posjedovanja
krznenog ljubimca u kuéi tijekom prve godine Zivota i pluéne funkcije: posjedovanje
krznenog ljubimca u kuéi tijekom prve godine zivota kod djece s astmom znacajno
pove¢ava FEV; % prediktivni za nositelej alela T, dok posjedovanje krznenog

ljubimca nije imalo ucinka na FEV; % prediktivhi kod homozigota za alel C.
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5. RASPRAVA

Astma je je slozena, heterogena bolest, karakterizirana medudjelovanjem genetskih i
okolisnih cinitelja Sindrom je razli¢itih fenotipova s definiranim klinickim i fizioloSkim
karakteristikama koji se medusobno preklapaju, s upalnim procesima Ciji se biomarkeri jo$
otkrivaju, razligitim odgovorom na terapiju te razligitim tijekom bolesti i komorbiditetima3®* 2%,
Prepoznata je jo§ u starom Egiptu, a ime joj je nadjenuo Hipokrat oko 450. godine prije
Krista (gré. astma oznadava zaduhu)?®*. Astma se udestalo razvija u ranom djetinjstvu, a
ubraja se medu najceS¢e kroni¢ne bolesti u dje€joj i adolescentnoj, ali i u odrasloj dobi.
Definiciju i dijagnozu astme preporucio je Medunarodni sporazum o dijagnosticiranju i
liieenju astme, GINA, iz 2006. godine ¢ijih smjernica smo se pridrzavali u ovom istrazivanju.
Ispitano je 423-oje djece s astmom i 414-ero djece bez astme (kontrolna skupina ispitanika)
koji su se odazvali na poziv uze specijalistice pedijatrijske alergologije. Analizirani su podatci

iz njihove osobne i obiteljske anamneze, ucinjen fizikalni pregled, objektivno mjerenje plu¢ne

funkcije (spirometrija), provokacijski test na kozi te laboratorijske pretrage.

236

Prevalencija astme u svijetu varira, a od nje boluje vise od 300 milijuna ljudi “*°. Ona viSe

nije bolest razvijenih zemalja kako se ranije pretpostavljalo jer veéina osoba s astmom
dolaze iz zemalja s niskim i srednjim prihodima te prema nekim procjenama prevalencija u
tim zemljama najbrze raste. U Republici Hrvatskoj ucinjena je ISAAC studija u nekoliko
Zupanija te je utvrdeno da se prevalencija astme kre¢e od 5,1 do 14 % Sto Hrvatsku svrstava
u zemlje s umjerenom prevalencijom astme djece $kolske dobi ***°. | ISAAC studija iz
2007./2008. godine je u Brodsko-posavskoj zupaniji (u kojoj su provedena istrazivanja za
ovu disertaciju) pokazala da je prevalencija astme bila 7,9 % (na 1684 ispitanika u dobi 10-
11 godina). Istrazivanja Aberle i suradnika iz 1990.g. te iz 2007./2008. godine biljeze
dvostruki porast prevalencije astme (istraZivanje iz 1990. godine nije provedeno uz pomo¢
standardiziranog upitnika te je velik raspon dobi). Medutim, potvrdeno je da prevalencija

astme u Hrvatskoj i dalje raste Sto dokazuju istrazivanja provedena u Primorsko-goranskoj
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Zupaniji 2001./2002. - 2009./2010"™. U usporedbi s rezultatima pojedinih zemalja u svijetu
koje su izvele sve faze ISAAC studije, vidljivo je da je prevalencija astme negdje rasla,
negdje je dosegnula vrhunac dok se u pojedinim zemljama broj djece s astmom smanjio.
Tako Kostarika (37,6 %) ili Otok Man (31,2 %) imaju devet do trinaest puta vecu prevalenciju
zvizdanja u posljednjih 12 mjeseci u djece (6-7 godina i 13-14 godina) u usporedbi s
Indonezijom (2,8 %) ili Albanijom (3,4 %)**. Takoder, registrirane su znadajne razlike i
izmedu centara u kojima se provodilo istrazivanje (djeca 6-7 godina). Tako, npr. Jodhpur
(India) ima 2,4 %, a Kostarika 37,6 %. IstraZivanja medu djecom dobi 13-14 godina pokazala
su da ih je u Tibetu (Kina) bilo 0,8 %, a u Wellingtonu (Novi Zeland) 32,6 %.2*® Zanimljivo je
da su razlike prevalencije bile znacajnije izmedu nekih zemalja nego izmedu podrudja unutar
tih zemalja.?®® Oblici teske astme medu djecom takoder pokazuju znadéajne varijacije u
prevalenciji izmedu raznih zemalja, npr. u Indoneziji 1,1 % djece u dobi 6-7 godina ima tesku
astmu, u Kostariki 20,3 %. U djece dobi 13-14 godina prevalenciju teSke astme ima u
Albaniji 1,1% , a u Kostariki 16 %.”*® Te$ka astma Gesto zahtjeva hospitalizaciju $to
povecava troSkove lijeCenja, a ona je indikator optereé¢enja zdravstvenog sustava. U ovom
istraZivanju hospitalizirano je (najmanje jednom) 150-ero djece (35,5 %) zbog akutne
egzarcerbacije astme. Medu njima je 53-0je djece (12,7 %) hospitalizirano dva ili viSe puta.
Cinitelji koji utjedu na varijacije prijema u bolnicu nisu dovoljno razjasnjeni. Velika se
pozornost pridaje utjecaju unutarnjeg i vanjskog okoliSa (izlaganju alergenima, virusnim
infekcijama, duhanskom dimu itd.) za Sto su jo$ potrebna dodatna istrazivanja. U ovom radu
nije opazena znacajna povezanost izmedu rane izloZenosti duhanskom dimu i primitka u
bolnicu zbog akutne egzarcerbacije astme. Takoder, nije utvrdena povezanost izmedu

posjedovanja macke ili psa u kuci i hospitalizacije zbog astme.

Poznato je da se astma u djecjoj dobi prezentira razli€itim kliniCkim slikama i tipovima upale
te da odgovor na terapiju nije jednak. Prema odredenim smjernicama tri ili viSe reverzibilne

bronhoopstrukcije tijekom Sest mjeseci mogu se proglasiti astmom, no, prema nekim
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autorima, sigurnu dijagnozu astme moguce je postaviti tek poslije navr§ene 5. godine zivota
kada su dostupne objektivne metode definiranja bolesti®* #*'.

Ispitanici u provedenom istrazivanju (6-18 godina) nisu odabrani prema fenotipovima, a za
vrileme istrazivanja su uzimali lijekove za astmu i imali dva ili vise simptoma astme
(zvizdanje, kaalj ili oboje) u posljednjih 12 mjeseci.

Od ukupno 837 ispitanika pozitivan kozni test na jedan od ispitivanih alergena imalo je 460
(55 %) djece: u skupini djece s astmom (N=423) bilo ih je 383 (90,5 %), a u kontrolnoj
skupini ispitanika (N=414) 73-oje djece (17,7 %). U istrazivanju je analizirana pojava
alergijskog rinitisa i atopijskog dermatitisa u djece s astmom. Pridruzene simptome
alergijskog rinitisa tijekom djetinjstva od ukupnog broja ispitanika s astmom imalo je dvije
trecine ispitanika (N=290, 68,6 %), a u 282-oje ispitanika (66,7 %) simptomi alergijskog
rinitisa registrirani su i tijekom posljednjih 12 mjeseci. Atopijski dermatitis tijekom djetinjstva
imala je Cetvrtina ispitanika s astmom (N=108, 25,5 %), a recidive u posljednjih 12 mjeseci
imalo je 37-ero (8,7 %) djece. Simptome astme, alergijskog rinitisa i atopijskog dermatitisa
tijekom djetinjstva imala je petina djece (N=88, 20,8 %) Sto ukazuje na zajednicki
patofiziololoSki proces u djece s atopijom, a klinicka slika se manifestira u Soknom organu.
Ponavljajuée zvizdanje u pred3kolskoj dobi najCeSce se klasificira prema okidaCima.
Razlikujemo virusima inducirano zvizdanje (ako su virusne infekcije jedini okidag) ili
zvizdanje potaknuto mnogostrukim okida¢ima (ako se simptomi javljaju i izvan virusnih
infekcija)®®’. U $kolskoj dobi zvizdanje je najée$ée potaknuto mnogostrukim okidagima,
povezano je s alergijom, Cesto je pozitivna obiteljska atopijska anamneza, a simptomi se
javljaju i izmedu razdoblja pogorSanja. ldentifikacija fenotipova klju¢na je za postavljanje
dijagnoze, primjenu lije¢enja kao i u razjadnjenju mehanizama bolest®®®. Fenotipovi astme
mogu se dijeliti i prema tipu upale. Atopijski mehanizmi mogu se povezati s najviSe 40 %
bolesnika s astmom u op¢oj populaciji. S eozinofiinom upalom moze se povezati najvise 50
% oboljelih od astme®*® 2%, Alergijski mehanizmi ne moraju biti jedini i/ili odlugujuci faktori za

razvoj astme. Neeozinofilna astma povezana je s neutrofilnom upalom ne samo u bolesnika
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s teSkom astmom, vec¢ i kod umjerene i blage astme te se pretpostavlja da je astma

uglavnom vezana uz neutrofilnu upalu®*

. Okidaci ovakve upale u disnim putovima mogu biti
razli€iti, kao npr. virusne infekcije, bakterijski endotoksini, onecid¢enje zraka i ozon te gljive.
Na temelju navedenih podataka zaklju¢ujemo da se vecina nasih ispitanika (s obzirom na

dob i atopiju) ubraja u podskupinu astme koju nazivamo ,zvizdanje potaknuto mnogostrukim

okida¢ima*“ (engl. Multiple trigger wheezing), a prema upali u podskupinu alergijske astme.

Premda je poznat veliki broj €initelja koji utje€u na astmu nije identificiran specifiCan biolo3ki
ili okolisni uzro€nik. Istrazivanja upucuju na doprinos genetskih, ali i negenetskih Cinitelja.
Negenetski Cinitelji mogu biti okidaci napadaja astme i mogu biti uzroci astmatskog procesa
ili sklonosti prema nastanku astme (koji su manje poznati). Obje grupe Cinitelja, i genetski i
negenetski, mogu pridonijeti tezini i trajanju astme.

U ovoj studiji pozornost smo usmijerili na utjecaj pusenja majke u trudnoéi &to je jedan od

najvaznijih Cinitelja rizika na razvoj astme u medudjelovanju s genetskim Ciniteljima.

Svjesnost o Stetnosti puSenja u Europi raste (podatci govore o trecini europske populacije).
Zabrinjavajuca je Cinjenica da priblizno jedna Cetvrtina do jedna tre¢ina Zena reproduktivne
dobi, pa tako i trudnica, pusi**’. Na osnovu rezultata Europske longitudinalne studije o
trudnoéi i djetinjstvu (ELSPAC, engl. European Longitudinal Study of Pregnancy and
Childhood) koja istrazuje i puSaCke navike Zena tijekom trudnoée, smatra se da je priblizno
polovica ukupnog broja trudnica neko vrijeme puSila (44,12 %). Kada se uzme u obzir
koliCina od barem 10 cigareta na dan, na pocetku trudnoce bilo ih je 35,13 %, u vrijeme
prvog micanja ploda 18,51 %, a u posljednja dva mjeseca trudnoce 14,02 %. Nakon poroda
ponovno se poveéao broj Zena koje puse (18,97 %)?*. Ugestalost pusenja u trudnoéi u
Hrvatskoj iznosi oko 26 %**%*. U ovom istraZivanju, otprilike 20 % djece bilo je izloZzeno
pudenju majke tijekom trudnoce, a otprilike 30 % tijekom prve godine Zzivota. Tijekom prve
godine zivota 2/3 djece bilo je izlozeno duhanskom dimu od strane Clana ku¢anstva. Drugi

autori takoder su potvrdili Stetan utjecaj duhanskog dima na diSne putove. Strachan i Cook
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pratili su u€inke pasivnog pusenja na astmu i zvizdanje u djece. Registrirali su da se rizik za
prevalenciju astme u djetinjstvu povecéa za 40 % ako netko od roditelja pusi. Ako majka pusi
postnatalno incidencija za astmu i zvizdanje do 6 godina zivota se povisi za oko 30 %, a
tijekom $kolske dobi za 13 % “* ">. Noviji, sustavni pregled literature iz 2007.godine, koji je
pratio izloZzenost pusenju u ku¢i pokazao je porast astme u djetinjstvu za 33 %°>*. Burke i
suradnici su®, u meta-analizi, pokazali da je izloZzenost djeteta puenju majke u trudnoéi bila
povezana s 40 %-tnim porastom rizika za zvizdanje u djece mladom od 2 godine (OR =
1,41, 95 % Cl = 1,20 — 1,67), a slicno i za djecu dobi 3-4 godine (OR=1,28,95% Cl=1,14
— 1,44). Prenatalna izloZenost pusenju povecala je rizik za zviZzdanje za 52 % (u djece dobi
5-12 godina, OR = 1,52, 95 % CI = 1,23 — 1,87), a postnatalno izlaganje djeteta majcinom
puseniju bilo je povezano s najja¢im ucinkom na zvizdanje djece mlade od 2 godine (OR =

1,70, 95 % ClI

1,24 — 2,35), kao i sa zvizdanjem u djece dobi izmedu 3 i 4 godine (OR =

1,65, 95 % ClI

1,20 — 2,68) i incidencijom zvizdanja u djece izmedu 5 i 18 godina (OR =
1,18, 95 % CI = 0,99 — 1,40). PuSenje nije samo rizik za zviZzdanje, ve¢ i za razvoj astme.
Prenatalno puSenje majke ima najjaci uc€inak na incidenciju astme u djece mlade od 2
godine (OR = 1,85, 95 % CI = 1,35 — 2,53). Taj se ucinak progresivnho smanjivao u odnosu
na incidenciju astme s porastom dobi, ali je i dalje bio zna¢ajan i u djece dobi izmedu 5i 18

godina (OR = 1,23, 95 % Cl = 1,12 — 1,36).

Osim okolisnih Cinitelja, tijekom posljednja tri desetljeca, veliki broj genetskih istrazivanja
imala su za cilj pronaéi genetske varijante povezane s rizikom za razvoj astme. Koristeni su
razliCiti genetski i genomski pristupi ukljuCujuci linkage analizu, istrazivanja povezanosti
polimorfizama kandidatskog gena, istrazivanja povezanosti polimorfizama cijelog genoma.
Nasuprot opéim ocekivanjima nijedan SNP otkriven putem GWAS studije nije u potpunosti
objasnio nasljednost astme premda su se otkrili novi rizicni lokusi i aleli. Kao i u drugim
slozenim, poligenetskim bolestima, aleli povezani s astmom imali su pojedina¢no slab utjecaj

na rizik za nastanak astme (OR~1,2 i za najjaée povezane lokuse)'®. Ovim analizama
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uoceno je preko sto razli¢itih gena koji su povezani s astmom, a lista se i dalje produzuje.
Otkriveni geni temeljem nacina svog djelovanja mogu se svrstati u podskupine: 1) gene
povezane s funkcijom imunoloSkog sustava, 2) gene povezane s biologijom i funkcijom
mukoze i 3) gene povezane s pluénom funkcijom, remodelacijom disnih putova i tezinom
bolesti**” 8, Vazno je naglasiti da povezanost gena s astmom u samo jednom istraZivanju
nuzno ne potvrduje vezu izmedu gena i bolesti. Temeljni problem u velikom broju
istraZivanja koja su vezana za astmu je manjak ,replikacijskin“ istrazivanja, tj. ponavljanja
istih istrazivanja na drugim populacijama. Samo manja podskupina otkrivenih gena bila je
povezana s astmom u viSe istrazivanja (>1) i mnogi smatraju ponavljanje (replikaciju)
rezultata kao najvazniju osobinu kandidatskog gena®” ?*®, Stoga je i u ovom istraZivanju cilj
bio ponoviti rezultate prijasnjih istrazivanja na populaciji djece u Republici Hrvatskoj, ali i
detaljnije istraziti cijelu regiju 17q12-21. Nadalje, pojedini geni mogu biti vazni samo za neki
fenotip astme (npr. astma u dje¢joj dobi, atopijska astma, astma povezana s grinjama ili
profesionalna astma) i stoga se ne moze uvijek oCekivati ponavljanje rezultata u razli€itim
populacijama. Takoder, pojedini geni izraZeni su samo u odredenim okoliSnim sredinama,

npr. u djece koja odrastaju s mackom?*°

ili u onih koji su izlozeni pasivnhom pusenju tijekom
prve godine Zivota®®® ?*', Moze se reéi da su genetski Ginitelji ukljuéeni u razvoj, aktivnost i
tezinu astme, da djeluju putem slozenih mehanizama koji ukljuCuju medudjelovanja s
okoliSnim ¢initeljima i drugim genima. Stoga, istrazivanja medudjelovanja gena i okolisa, G x
E ili GEI (engl. Gene—environment interaction studies) imaju za cilj objasniti kako snaga i
smjer povezanosti izmedu odredenih genetskih varijanti i astme mogu ovisiti o tadasnjim
okoliSnim izloZzenostima i obratno. Do sada je veéina G x E medudjelovanja prepoznata

putem istrazivanja koja su koristila ve¢ ranije postavljene hipoteze, a ukljuCivale su samo

nekoliko kandidatskih gena®?.
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5.1. Glavni pronalasci

U ovom istrazivanju o astmi djece Skolske dobi, opsezno su genotipizirani tag-SNP-ovi na
Sest gena u regiji 17q12-21. Potvrdena je znacajna povezanost izmedu SNP-a rs12150079
na genu ZPBP2 i astme, (Sto je opisano i u drugim populacijama)'®®. Po prvi puta je uogena
povezanost izmedu SNP-a rs9635726 na genu IKZF3 i astme. Ovaj intronski SNP nije ranije
genotipiziran u drugim objavljenim studijama i nije u LD-u s drugim SNP-ovima na genu
IKZF3 koji su bili povezani s astmom. Stoga mozZe predstavljati novi i neovisni rezultat.
Nasuprot tome, nismo uoCili povezanost izmedu astme i najeSée opisanih SNP-ova

(rs7216389 i rs2305480) $to je objavljeno u drugim studijama’® 174 178 182-185,190-193

Potvrdena su medudijelovanja izloZzenosti pusenju, SNP-ova na cijeloj regiji i astme, to je u

skladu s dosadas$njim istraZivanjima’® 18" 193,

Kod djece s astmom testovi plu¢ne funkcije povezani su s 8 SNP-ova od kojih je jedan
(rs3169572 u genu ORMDL3) ostao znacajno povezan nakon Kkorekcije za multiple
usporedbe. Opazili smo znacajne povezanosti izmedu izlaganja duhanskom dimu u ranoj

dobi, genetskih varijanti 17q12-21 i pluéne funkcije.

Prvi put su pokazana znafajna medudjelovanja polimorfizama 17912-21, izloZzenosti
krznenim ljubimcima u kuéi i astme te tezih egzarcerbacija astme koje zahtjevaju prijem u
bolnicu. Posjedovanje kucnih ljubimaca u dojenackom razdoblju imalo je zastitni u€inak na
razvoj astme, ali samo kod djece koja su homozigoti za uobiajeni alel za SNP (rs921651)

na genu GSDMA.

Kod djece s dijagnosticiranom astmom uocili smo suprotan ucinak izmedu posjedovanja
kuénih ljubimaca za vrijeme istrazivanja, genetskih varijanti na genu ORMDL3 i
egzacerbacija astme. Posjedovanje kucnih ljubimaca za vrijeme istrazivanja povecalo je rizik
za prijem u bolnicu, ali samo kod djece koja su nositelji rizicnog alela na SNP-ovima

rs3744246, rs4795403 i rs4795404 gena ORMDLS3.
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5.2. Objasnjenje rezultata

U naSem istrazivanju na djeci Skolske dobi uocili smo povezanosti SNP-ova na genima
GSDMA i ZPBP2 s prijemom u bolnicu zbog akutne egzacerbacije astme. U kontekstu ranih
okolis$nih izlaganja dodatno smo potvrdili povezanosti izmedu regije 17q12-g21 i astme te
otkrili nekoliko novih interakcija. Pojedine povezanosti genetskih varijanti i astme kao i tezine
astme uocile su se tek nakon §to se u obzir uzmu izlaganja djece okoliSu (pusenju majke u
trudnodi ili posjedovanju kuénih ljubimaca). Ranije studije koje su istraZivale™® "4 185 189

povezanosti SNP-ova u ovoj regiji i astme objavile su nekonzistentne rezultate $to moze biti

posljedica viSestrukih interakcija izmedu genetskih varijanti i okoliSnih Cinitelja (Tablica 15).
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Tablica 15: Skupna usporedba povezanosti polimorfizama u regiji 17q12-21 i astme u objavljenim istrazivanjima u euroazijskim

populacijama uklju€ujuéi istrazivanje u hrvatske djece Skolske dobi

GSDMA
rs3859192 GSDMA ? (As) X ? (As) X T T As+At+GElcde
rs7212938 GSDMA ? (As) X G G (hospit.)+GEl (hospit.)
rs4795408 GSDMA A As+GEle A (LF)+GEI (Hospit.)
rs921651 GSDMA A(eNO) G (LF)
rs3859193 GSDMA
? A A
rs3894194 GSDMA ? (As) X (As)+GElc X GEI (As+LF)
rs3902025 GSDMA ? (As) T T As+GElcde GEI (LF)
rs8077456 GSDMA
? T T As+GElc
rs2290400 GSDMB C (As) C (As) C (As) (As)+GElc X X T (hospit.)+GEI (As)
RS1008723 GSDMB
? A A
rs8067378 GSDMB ? (As) G (As) (As)+GElc X X A (As) A (hospit.)+GEI (As+LF)
C ©
rs2305479 GSDMB ? (As) T (As) (As)a+GElc
rs869402 GSDMB
? T (As, T T T T
rs7216389 GSDMB C (As) C (As) T (As) (As) (As)+GElc X AHR) X T (As) GEI (As)
? G G
rs2305480 GSDMB ? (As) (As)+GElc (As)b+GElc GEI (LF)
A
rs9303281 GSDMB ? (As) A (As) (As)a+GElc
T
rs7219923 GSDMB ? (As) C (As) (As)a+GElc
T
rs4795400 GSDMB ? (As) (As)a+GElc
rs2060941 IKZF3
RS2313430 IKZF3
? C
rs9303277 IKZF3 T (As) T (As) (As)+GElc (As)a+GElc GEI (As+LF)
rs17676191 IKZF3
rs9635726 IKZF3 T (As+LF)
RS9911688 IKZF3 C (As) GEld
rs9900538 IKZF3 GEId C (LF)
rs1453559 IKZF3 T
RS2313429 IKZF3
rs3816470 IKZF3 A (As)
rs8069176 intergenic ? (As) G
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rs2872507
rs7942

rs8076131
rs17608925
rs11545311
rs12603332
rs4795403
rs3169572

rs4795405

rs8079416
rs4795404
rs4378650
#
rs4795402
rs3744246

rs4794820
rs7207600
rs8065126
rs6503525
rs4795408
rs11650680
rs11540720
rs34300454
rs471692
rs13695
rs2715555
rs11870965
rs1054609
rs1453560
rs12936231
rs12150079

rs11557467
rs35591738

intergenic
ORMDL3

ORMDL3
ORMDL3
ORMDL3
ORMDL3
ORMDL3
ORMDL3

ORMDL3

ORMDL3
ORMDL3

ORMDL3
ORMDL3i
ORMDL3i

ORMDL3i
ORMDL3i
ORMDL3i
ORMDL3i
ORMDL3i
TOP2A
TOP2A
TOP2A
TOP2A
TOP2A
TOP2A
ZPBP2
ZPBP2
ZPBP2
ZPBP2
ZPBP2

ZPBP2
ZPBP2

? (As)

2 (As)

T (As)

T (As)
? (As)

? (As)
? (As)
? (As)

2 (As)
? (As)
2 (As)
? (As)
G (As)
? (As)

? (As)

T (As)

A (As)
?
T (As) (As)+GElc
?
C (As) (As)+GElc
C (As)
X
X
?
G (As) T (As) (As)+GElc

(As)a+GElc

A
(As)b+GElc

C
(As)a+GElc

X
X

0O % = x

(As)a+GElc
X

X X X X

G
(As)a+GElc

G
(As+AHR)

C
(As+AHR)

-~

C (As)

X
A As+GEId

C As+GElc

GElcef

GEIld

A As+GEld

C As+GElc
GEle
G

GEI (LF)
GEI (LF)

GEI (As+LF)
C (LF)+GEI (LF)
G (LF)

GEI (As)

GEI (Hospit.)
GEI (LF)

GEI (LF)

T(LF)
GEI (LF)
GEI (LF)

T (LF)

GEI (As)
G(As)+hospit.

GEI (As)

Skracenice: I-intergenetski; As - astma; At - atopija; GEl - medudjelovanje gena i okolisa; LF - pluéna funkcija, hospit — prijem u bolnicu

Tablica prikazuje rizi¢ne alele za SNP-ove povezane s astmom, ako nije drugacije zabiljezeno

? oznacava povezanost, ali rizi¢ni alel nije objavljen; x oznadava da nema povezanosti;
GEla - astma i rana prezentacija astme;

hiperreaktibilnoséu AHR; GEIf - povezan s atopijom

#rs4378650 je pretvoren u rs4065275.
GElb - astma, rani i kasni pocetak astme; GElc- povezano s astmom; GEld - povezano s pluénom funkcijom; GEle - povezano s bronhalnom




U posljednje vrijeme nekoliko studija istrazivalo je povezanost polimorfizama u regiji 17q12-
21 i astme u medudjelovanju s izlozeno$éu pusenju u djetinjstvu.®® " %4 U nasem
istraZivanju devet varijanti bilo je u zna¢ajnom medudjelovanju s astmom i izloZenosti
duhanskom dimu tijekom rane dobi, ali sedam od njih bilo je u visokom LD-u (r>>0,9) pa je
malo vjerojatno da predstavljaju neovisne uéinke. Bouzigon® je uodio povezanost 11 SNP-
ova u regiji 17q12-21 i rane pojave astme samo kod djece izlozene dimu cigareta u ranoj

dobi, ali ne i kod neizlozene djece. Flory i suradnici‘®’

istrazivali su utjecaje izmedu
izloZzenosti puSenju tijekom djetinjstva, genetskih varijanti u regiji 17q12-21 i astme u dvije
razliCite populacije te otkrili modificiraju¢i uc¢inak za devet SNP-ova u navedenoj regiji.
Povezanosti izmedu ovih devet SNP-ova i astme bila je jaca u skupini djece izlozene dimu
cigareta. Nadalje, podatci iz dvije neovisne prospektivne kohortne studije u Nizozemskoj
koje su pratile djecu od fetalnog razdoblja povezale su SNP rs2305480 sa simptomima nalik
astmi u predskolske djece, a ta povezanost bila je modificirana izlozenos¢éu pudenju vec
tijekom fetalnog i dojenagkog razdoblja®?. IstraZivanje na odraslima®® pokazalo je znagajno
medudjelovanje aktivhog pusenja i polimorfizama 17g12-21 s astmom. Nije bilo zna€ajnog
medudjelovanja SNP-a rs7216389 i pusenja majke tijekom trudnoce ili dojenackog razdoblja
u odnosu na ponavljajuée zvizdanje (u 1845-ero dojencadi, istrazivanje tipa ispitanik—

kontrola)®**.

Medu djecom s astmom otkrili smo nekoliko povezanosti izmedu SNP-ova u regiji 17q12-21 i
prijema u bolnicu zbog egzacerbacije astme. Medu njima su odredeni SNP-ovi bili povezani
s prijemom djece u bolnicu zbog egzacerbacije astme samo ako su djeca bila izloZzena
pudenju u ranoj dobi. Prema nasem saznanju ova studija je prva pokazala medudjelovanje
polimorfizama u regiji 17q12-21, izlozenost duhanskom dimu i prijem u bolnicu zbog teze
egzarcerbacije astme. Time se ukazuje na moguci utjecaj ranog izlaganja duhanskom dimu

u razvoju teze astme.
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Nadalje, neki istrazivaci su takoder trazili povezanosti izmedu polimorfizama 17g12-9q21 i

drugih pokazatelja egzacebacija s tezinom bolesti. Dva istrazivanja u djece®’® *®

u kojima su
egzacerbacije definirane uzimanjem oralnih kortikosteroida, pokazale su povezanost alela T
na SNP-u rs7216389 s egzacerbacijom astme. Dva istrazivanja na odraslim osobama uocila
su povezanost istog alela i teze astme, ali samo u ispitanika kod kojih se astma pojavila u
ranoj dobi'®* ?*°. Te getiri studije istraZivale su samo jedan SNP rs7216389, a u nasem
istrazivanju uoCen je pozitivan trend za povezanost iste varijante SNP-a rs7216389 s
egzarcerbacijom astme (p=0,09). Istrazivali smo mnogo Siri panel SNP-ova i uo€ili najjace

povezanosti sa SNP-ovima rs8067378 i rs2290400. Oba su smjeStena unutar gena

ORMDL3 u istom bloku LD-a kao i SNP rs7216389.

Takoder smo otkrili nekoliko novih povezanosti izmedu polimorfizama 17q12-21 i
parametara pluéne funkcije. Uogena je znacajna promjena pluéne funkcije ako je postojalo
izlaganje duhanskom dimu u ranoj zivotnoj dobi. Vecéina studija nije dokazala povezanosti s
pluénom funkcijom osim studije u populaciji Afroamerikanaca u kontekstu pozitivhog
odgovora na bronhodilatatore'”® te u studiji na odrasloj populaciji koja je povezala pluénu

funkciju i regiju 17921 s pusenjem'®. Samo je jedna studija®*

istrazivala potencijalno
medudjelovanje polimorfizama u ovoj regiji s posjedovanjem kuénih ljubimaca te izvjestila da
postoji znacajno medudjelovanje SNP-a rs7216389 na genu GSDMB s krznenim kuénim
ljubimcima. Uocili su da posjedovanje kuénih ljubimaca poveéava rizik za ponavljajuce
dojenacko zvizdanje kod djece sa genotipom CC, a smanjuje rizik kod homozigota za alel T.
S obzirom na to da smo u naSem istrazivanju iz ISAAC upitnika imali podatke o
posjedovanju kucnih ljubimaca, analizirali smo i njihovo medudjelovanje s polimorfizmima u
regiji 17912-21 i astmom. NaSe istrazivanje pokazuje da varijacije na genu GSDMA
smanjuju rizik za astmu, ali samo kada su krzneni ljubimci bili u kuéi tijekom prve godine

Zivota. Kod djece s astmom uo€ili smo zna€ajno medudjelovanje posjedovanja kucnih

ljubimaca, genetskih varijanti na genu ORMDL3 i egzacerbacija astme. Posjedovanje kuénih

89



ljubimaca povec¢avalo je rizik za prijem u bolnicu, ali samo u djece koja su nositelji rizi€nog

alela na SNP-ovima rs3744246, rs4795403 i rs4795404 gena ORMDL3

Medutim, za daljnje tumacenje uoCenih povezanosti genetskih varijanti na razvoj astme,

potrebne su funkcionalne studije. Tako su Moffatt i sur.'™

pokazali snaznu vezu
transkripcijskih razina gena ORMDL3 u transformiranim limfoblastoidnim staniénim linijjama
Epstein—Barr virusa (EBV) sa SNP-ovima u regiji 17g21 povezanim s astmom (rs7216389,
potencijalno uzro&na varijanta). Murphy i suradnici®*® isto su potvrdili na limfocitima CD4+, ali
jadi dokaz prikazan je za SNP rs4795405. Verlaan i suradnici'®® pokazali su da genetski
markeri djeluju preko velike genomske regije i pogadaju ekspresiju nekoliko transkripata. Oni
upucuju na to da je SNP rs12936231 dio regulacijske regije koja upravlja transkripcijskom
aktivnosti (allele-specific binding of insulator CTCF na SNP-u rs12936231) najmanje 3 gena
(ZzPBP2, GSDMB i ORMDL3) i da je jedan od vodecih funkcionalnih kandidata koji
objasnjava fenotipsku povezanost s astmom. Navedeni autori ekspresijskih studija
predvidjeli su da su ova 3 SNP-a (rs7216389, rs4795405, rs12936231) najvjerojatnije
funkcionalna. Vazno je naglasiti da su u naSem istrazivanju sva tri ista SNP-a bila povezana
s astmom, ali tek u interakciji s ranim izlaganjem duhanskom dimu. Takoder, otkrivene su
neke povezanosti genetickih markera i astme tek kada se uzme u obzir vazan okolidni €initelj
(rana izlozenost duhanskom dimu, posjedovanje krznenih kucnih ljubimaca). Ovaj rad je

doprinos podrzavanju ideje dosadasnjih istrazivanja™® **’

u kojima je dokazano da
medudjelovanja genetike i okolisa igraju vaznu ulogu u odredivanju slozenih fenotipova

astme.
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5.3. Prednosti i ograni¢enja istrazivanja

Ograni€enja istrazivanja odnose se na uskladenosti skupina djece prema spolu. Proporcija
muske djece bila je ve€a medu ispitanicima s astmom te je sva daljnja statisticka analiza
morala biti uskladena za spol. Ne moze se iskljuciti mogucnost utjecaja na rezultate zbog

neuocene stratifikacije populacije.

Podatci o izlozenosti puSenju i ku¢nim krznenim ljubimcima prikupljeni su putem upitnika i
moguce je da je eventualno dolazilo do pogreske jer se neki roditelji nisu sjecali pojedinosti.
Broj krznenih kuénih ljubimaca bio je manji u skupini djece s astmom nego u kontrolnoj
skupini 8to se objasSnjava izbjegavanjem drzanja ljubimaca u nekim domadinstvima jer u

obiteljskoj anamnezi postoji sklonost alergijama.

Snaga ove studije lezi u Cinjenici da smo izveli opsezno genotipiziranje poznatih varijanti
unutar Siroke regije 17q12-21 koja ukljuCuje gene GSDMA, GSDMB, ORMDL3, IKZF3,
ZPBP2 i TOP2 $to je omogucilo otkrice novih povezanosti za SNP-ove koji nisu prethodno
bili genotipizirani u istrazivanjima astme. Ipak je moguée da su iz ovog istrazivanja
izostavljene dodatne, do sada nepoznate, varijante te da mogu postojati rijetke varijante
povezane s boleS¢u, ali ovo istrazivanje nije dizajnirano tako da ih pronalazi. U ovakvim
istrazivanjima potencijalni je problem identifikacija lazno pozitivnih povezanosti. Da bismo
ojacali pronalazak povezanosti gena, okoliSa i astme, te smanijili utjecaj greske koji nastaje
zbog viSestukih testiranja uskladivali smo analizu putem FDR metode. Povecali smo
vjerojatnost da su nasi rezultati predstavljali stvarnu povezanost (uzimajuci u obzir ukupan
broj testiranih varijabli), a s obzirom na viSestruka testiranja prikazali smo i korigirane i

nekorigirane p-vrijednosti.

Dijagnozu astme prema strogim kriterijima postavila je uza specijalistica pedijatrijske

alergologije i klinicke imunologije. Hospitalizacija zbog egzacerbaciije astme bila je prema
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medicinskoj dokumentaciji indikator teze astme. Takvi podatci su pouzdaniji nego podatci

koji se dobiju uz pomo¢ upitnika.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata iz ovog istraZivanja zaklju€ujemo:

Podatci ukazuju na to da je nekoliko gena u regiji 17q12-21 povezano s astmom,

tezinom astme i pluénom funkcijom

Pokazano je znaCajno medudjelovanje polimorfizama u regiji 179q12-21 , astme i

izlaganja djeteta pu$eniju tijekom trudnoce

Postoje znacajna medudjelovanja polimorfizama u regiji 17912-21 regiji, astme i

posjedovanja ku¢nih ljubimaca

U djece s astmom uofena su medudjelovanja polimorfizama regije 17q12-21,
izlaganja djeteta pusenju tijekom trudnoce u odnosu na teze egzacerbacije astme

koje zahtjevaju lijeCenje u bolnici te u odnosu na razinu pluéne funkcije

U djece s astmom uoCena su medudjelovanja polimorfizama regije 17912-21 i
posjedovanja kuénih ljubimaca u odnosu na teZe egzacerbacije astme koje

zahtjevaju lijeCenje u bolnici te u odnosu na razinu pluéne funkcije

Postoji slabija povezanost izmedu znacCajnog panela SNP-ova u regiji 17912-21 i
astme, a povezanosti su izrazitije samo kod rane izlozenosti okoliSu u genetski

predisponiranih osoba.

Ovo istrazivanje potvrduje da varijable koje opisuju izlaganje okoliSnim Cciniteljima
treba ukljuCiti u genetske studije povezanosti radi boljeg razumijevanja razvoja

astme.
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7. SAZETAK

Dosadasnje spoznaje: Polimorfizmi u regiji 17912-21 povezani su s astmom u razlicitim
populacijama, ali su nedovoljno istraZivana mogu¢a medudjelovanja genetskih varijanti s
okoliSem. Vrlo je malo radova pratilo medudjelovanje genetskih varijanti u regiji 17q12-21 i
izlaganja djeteta puSenju u ranom Zivotu s pojavom astme, njezinom tezinom i pluénom
funkcijom. Medutim, nisu istrazena medudjelovanja polimorfizama iste regije s okoliSnim
Ciniteliem, kao $to je posjedovanje kuénog ljubimca (macke i psa), na pojavu astme, tezinu

astme i pluénu funkciju.

Cilj rada: replicirati povezanost SNP-ova na lokusu 17q12-21 s pojavom astme u djecjoj
dobi u Republici Hrvatskoj te detaljno istraziti povezanost genetskih varijanti u ovoj regiji s
pojavom astme, tezinom astme i pluénom funkcijom (zasebno i kada su u medudjelovanju s

okolisnim Ciniteljima).

Metode: U istrazivanje je uklju¢eno 837-ero djece dobi od 6 dol8 godina. 423-oje djece
imalo je dijagnosticiranu astmu, a 414-ero ispitanika bez astme sacinjavala su kontrolnu
skupinu. Genotipiziran je 51 SNP u regiji 17q12-21 (GSDMA, GSDMB, ORMDL3, IKZF3,
ZPBP2, TOP2). Podatci o izlozenosti djece puSenju majke tijekom trudnoce i posjedovanju
kuénih ljubimaca (psa i macke) prikupljeni su pomocu standardiziranog upitnika. Podatci o
akutnim, teSkim egzacerbacijama astme, koji su rezultirali prijemom u bolnicu dobiveni su iz
bolni¢kih povijesti bolesti. Svim ispitanicima s astmom ucinjena je procjena pluéne funkcije
(spirometrija).

Rezultati: Otkrili smo dva SNP-a (jedan po prvi put otkriven, rs9635726 na genu IKZF3)
povezana s astmom. Kod djece s astmom 4 SNP-a (na genima ZPBP2, GSDMB i GSDMA)
povezana su s prijemom u bolnicu zbog teze akutne egzacerbacije astme i 8 SNP-ova
povezano je s pluénom funkcijom. Jedan SNP (rs9635726) ostao je znafajno povezan s
FEV-om1 i nakon korekcije za viSestruka testiranja. Devet genetskih varijanti u cijeloj regiji

znacajno je povezano s ranim izlaganjem djece puSenju majke (tijekom trudnoce) i astmom,
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a 2 genetske varijante s posjedovanjem krznenog kuénog ljubimca (macke i psa) i astmom.
Kod djece s astmom potvrdena su zna€ajna medudjelovanja ranog izlaganja djece pusenju,
3 SNP-a i plu¢ne funkcije te izmedu ranog izlaganja djeteta pusenju, 3 SNP-a (na genima
ORMDL3 i GSDMA) i prijema djece u bolnicu zbog akutne egzacerbacije astme. Tri SNP-a
(na genu ORMDL3) u zna¢ajnom su medudjelovanju s posjedovanjem krznenog ljubimca za
vrileme istrazivanja i prijemom djeteta u bolnicu zbog akutne egzacerbacije astme.
Zakljucak: Analizirani rezultati pokazuju da je viSe gena u regiji 17q12-21 povezano s
astmom. U znaCajnom su medudjelovanju polimorfizami u regiji 17q12-21, okolisni Cinitelji
(izlaganje djece kuc¢nim ljubimcima ili rano izlaganje djeteta puSenju) te astma, tezina astme
i pluéna funkcija. Ovo istrazivanje potvrduje da bi u genetske studije povezanosti trebalo

uklju€iti izlaganje okolidnim Ciniteljima.
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8. SUMMARY

Polymorphisms in region 17g12-21 and their associations with asthma
presence, asthma severity and lung function among Croatian schoolchildren
Mario Bleki¢

2016

Background: Polymorphisms in 17g12-21 region are associated with asthma across

different populations.

Objective: We sought to replicate those associations and extensively investigate the genes

in this region amongst Croatian schoolchildren.

Methods: 423 children with asthma and 414 healthy controls aged 6-18 years were
recruited. 51 haplotype tagging SNPs were genotyped in 17g12-21 region. Data on
exposure to smoking and pet ownership were collected using ISAAC questionnaire.
Information on acute asthma exacerbations resulting in hospital admission were retrieved

from hospital notes. All asthma cases underwent spirometry.

Results: We found 2 SNPs to be associated with asthma. Among children with asthma, 4
SNPs were associated with hospital admissions and 8 SNPs with lung function. Nine
markers showed interaction with early-life ETS exposure in relation to asthma and 2 with
furry pet ownership. Among children with asthma, we observed significant interactions
between early-life ETS exposure, 3 SNPs and lung function, also early-life ETS exposure, 3
SNPs and hospital admission. Three SNPs interacted with current pet ownership in relation

to hospital admissions.

Conclusions: Several genes in the 17g12-21 region are associated with asthma.
Polymorphisms in 17q12-21 region interact with pet and early-life ETS exposure in relation

to asthma presence and asthma severity.
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10. POPIS TABLICA | SLIKA

Tablica  Naziv tablice stranica

1. Kronoloski pregled istrazivanja prevalencije astme u djece u 4
Hrvatskoj (modificirano prema *?)

2. Objavljena linkage istrazivanja za povezanost regije 17q12-21 s 32
astmom i plu¢énom funkcijom

3. Objavljena istrazivanja povezanosti regije 17q12-21 s astmom i 33-39
pluénom funkcijom

4. Demografska obiljezja ispitivane populacije 58

5. Sumirane genotipske informacije za 51 tipiziran SNP u regiji 17q12- 60
21

6. Povezanost genetskih varijanti u regiji 17q12-21 s astmom 63

7. Znacajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21, 64
ranog izlaganja pusenju i astme

8. Znacajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17912-21, 68

posjedovanja krznenih ljubimaca u kuci tijekom prve godine Zivota i
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

za vrijeme istrazivanja u odnosu na astmu

Povezanosti genetskih varijanti u regiji 17q12-21 i prijema u bolnicu

zbog akutne egzacerbacije astme

Znacajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21,
ranog izlaganja pusenju i prilema u bolnicu zbog akutne

egzacerbacije astme

Znacajna medudjelovanja u genetskih varijanti u regiji 17q12-21,
trenutnog posjedovanja krznenog ljubimca i prijema u bolnicu zbog

akutne egzacerbacije astme

Genetske varijante u regiji 17q12-21 i mjere plu¢ne funkcije

Znacajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21,

ranog izlaganja pusenju i pluéne funkcije kod djece s astmom

Znacajna medudjelovanja genetskih varijanti u regiji 17q12-21,
posjedovanja krznenih ljubimaca u kuci tijekom prve godine Zivota i

pluéne funkcije kod djece s astmom

Skupna usporedba povezanosti polimorfizama u regiji 17q12-21 i
astme u objavljenim istrazivanjima u euroazijskim populacijama

ukljuCujuci istrazivanje u hrvatske djece Skolske dobi

69

70

71

74

75

76

86-87
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Slika Naziv slike stranica

1. Promjene u prevalenciji astme tijekom zadnjih desetljeé¢a u svijetu u 3
djece i mladih odraslih osoba (modificirano prema'?)

2. Struktura DNK i nukleotida 20

3. Jednonukleotidni polimorfizam, SNP (engl. Single nucleotide 21
polymorphism)

4, Metode otkrivanja gena za koje se sumnja da sudjeluju u nastanku 27
astme (modificirano prema *'°)

5. Kako gen postaje kandidatski? (modificirano prema 5% 29

6. Regija 17q12-21 i gen ORMDL3 49

7 Genome Variation Server 49

8 Primjer podataka dostupnih za gen ORMDL3 50

9 GVS- primjer sumiranih podataka za gen ORMDL3 52

10 Sequenom® Spectropoint Nanodispenser® i maseni spektrometar 53
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

a-c

18.

Primjer za prozor u programu Typer Analyser

Prozor u programu Typer Analyser za jednu ploc€icu (plate/plex)

Dijagram tijeka medunarodnog istrazivanja dio kojeg je i istrazivanje

regije 17q12-21

Graficki prikaz LD-a (r2) 35 genotipiziranih polimorfizama gena regije
17912-21 za ispitanu skupinu djece (N=837) koji su koristeni u

statistiCkoj analizi

Graficki prikaz LD-a (r2) genotipiziranih polimorfizama gena regije
17912-21 za ispitanu skupinu djece (N=837) koji su koristeni u

statistiCkoj analizi

Medudjelovanje genetske varijante na genu ORMDL3, ranog
izlaganja puSenju i astme: Rano izlaganje puSenju znacajno
povecava rizik za astmu medu homozigotima za alel T na SNP-u
rs4795405, a izlaganje pudenju nema ucinak na rizik za astmu medu

nositeljima alela C.

Medudjelovanje genetske varijante na genu GSDMA, posjedovanja
macke ili psa tijekom prve godine Zzivota i astme: Posjedovanje
macke, psa ili jednog i drugog tijekom prve godine zivota znacajno
smanjuje rizik za astmu medu homozigotima za alel A na SNP-u
rs921651; dok posjedovanje krznenog ljubimca nije imalo ucinak

medu nositeljima alela G.

Medudjelovanje genetske varijante za SNP rs4795403 na genu

ORMDL3 i posjedovanja krnenog ljubimca u kuéi za vrijeme

54

54

57

61

62

65

67

72
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19.

istrazivanja i prijema u bolnicu zbog akutne egzacerbacije astme:
posjedovanje krznenog ljubimca u kuéi medu djecom s astmom
znacajno povecava rizik za prilem u bolnicu zbog akutne
egzacerbacije astme kod nositelja alela T, dok posjedovanje kué¢nog
ljubimca u kuci za vrijeme istrazivanja nije imalo ucinka kod

homozigota za alel C.

Medudjelovanje genetske varijante SNP-a rs9635726 u genu IKZF3,
posjedovanja krznenog ljubimca u kuci tijekom prve godine Zivota i
pluéne funkcije: posjedovanje krznenog ljubimca u kuci tijekom prve
godine Zivota kod djece s astmom znacajno povecava FEV1 %
prediktivni za nositelje alela T, dok posjedovanje krznenog ljubimca

nije imalo ucinka na FEV1 % prediktivni kod homozigota za alel C.

77
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12. DODATCI

12.1. Upitnik o respiracijskom sustavu i okoliSu
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Upitnik o respiracijskom sustavu i okoliSu
Vasa kuca

P1 Dijeli li Vase dijete, ili je dijelilo, spavaéu sobu s drugim ljudima (odraslim ili djecom)? Ako
je, napisite to¢an broj:

Trenutno Tijekom djetetove prve godine zivota
koliko koliko
Ne . . Ne . .
Da Ne Odraslih Djece Da Ne Odraslih Djece
znam znam
] ] ] [ L] L] L] L] [J [J

P2 Koje od slijedecih kuénih ljubimaca drzite, ili ste drzali, unutar djetetovog doma? Ako je
odgovor potvrdan napisite koliko:

Tijekom djetetove prve godine

Trenutno ..
- Zivota
. Ne .
Da Ne Ne znam  koliko Da Ne koliko
znam
Pas \ \ \ \ \ \ \ [
Macka \ \ \ \ \ \ \ [

Druga Zivotinja s
dlakama (krznom)

Ptica \ \ l l \ \ \ l
Ostalo \ \ l l \ \ \ l

Napisite to¢no
koja zivotinja

131



P3 Ima li Va3e dijete, ili je imalo, barem jedanput kontakt s bilo kojom od navedenih

Zivotinja izvan svog doma?

Da

Pas (]
Macka \

Domaca
zivotinja

Ptica \
Ostale \

Napisite to¢no
koja Zivotinja

Tijekom djetetove prve godine

Trenutno ..
- Zivota
Ne
Ne Da Ne Ne znam
znam
[ L] [J [J [J

P4 Pusi li majka, otac ili neka druga bliska osoba cigarete?

Trenutno

Da

Majka

Otac

Druga bliska

osoba

Tijekom djetetove prve

. Tijekom trudnoce
godine Zivota
Ne Da Ne Ne Da Ne Ne znam
znam znam

Ako nitko ne pusi trenutno, preskogdite na 6. pitanje
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P5 Koliko se ukupno cigareta popusi u djetetovoj kuci? (npr. Majka popusi 4 cigarete + otac
popusi 5 cigareta + druga osoba popusi 3 cigarete = 12 cigareta)

Manje od 10 cigareta 10-20 cigareta Vlge od 20 Nista Ne znam
cigareta
N N [ N N

P6 Koje gorivo koristite za kuhanje? (odaberite sve odgovore koji odgovaraju)

Struja Plin Ne znam Ostalo NapiSite to€no koje drugo gorivo

[ [ [] []

P7 Imate, ili ste imali, centralno grijanje?

Trenutno Tijekom djetetove prve godine Zivota

Da Ne Ne znam Da Ne Ne znam

\ \ \ l l L

P8 Koje gorivo koristite ili ste koristili za grijanje? (odaberite sve odgovore koji odgovaraju)

Struja Plin Ne znam Ostalo NapiSite to¢no koje drugo gorivo

[] [] [] []
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P9 Ima li, ili je bilo, vlaznih mrlja na zidovima ili stropu u djetetovom domu?

Trenutno Tijekom djetetove prve godine zivota

Da Ne Ne znam Yes No Don’t Know

P10 Imali, ili je bilo, vidljive plijesni ili gljivica na zidovima ili stropu u djetetovom domu?

Trenutno Tijekom djetetove prve godine Zivota

Da Ne Ne znam Da Ne Ne znam

P11 Cime je prekriven, ili je bio prekriven, pod u djetetovoj spavacoj sobi? (odaberite sve
odgovore koji odgovaraju)

Trenutno Tijekom djetetove prve godine zivota
Tepison Tepih Tvrdipod Ne znam Tepison  Tepih Tvrdi pod Ne znam
L 0l L L [l L L [l
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P12 Koja vrsta prozora je bila, i koja je
odgovore koji odgovaraju)

Trenutno
S .
o Dvostruki Ne
jednim Izostaklo
prozor znam
staklom
[ [ L] [

sada, u djetetovoj spavacéoj sobi? (odaberite sve

Tijekom djetetove prve godine zivota

S jednim Dvostruki
Izostaklo  Ne znam
staklom prozor
[ [ [ [

P13 Kakve jastuke Va$e dijete koristi ili je koristilo? (odaberite sve odgovore koji odgovaraju)

Trenutno
L .. Ispunjeni Ne
Ispunjeni  Ispunjeni . . Ne
. . sintetickim  Drugo  koristi
pjenom perjem . . nam
vlaknima jastuk

L L

Navedite Sto drugo

Tijekom djetetove prve godine Zivota

o . Ispunjeni Ne
Ispunjeni  Ispunjeni . o Ne
. . sintetickim  Drugo koristi
pjenom perjem . . nam
vlaknima jastuk

Navedite Sto je

koristi drugo koristilo
P14 Koju vrstu pokrivaCa Vase dijete koristi ili je koristilo? (odaberite sve odgovore koiji
odgovaraju)
Trenutno Tijekom djetetove prve godine Zivota
Sinteticki Pernati Sinteticki Pernati
Deka Ostalo Ne znam Deka Ostalo
pokrivag pokrivag pokrivag pokrivac
[ [ [ L] [ [ [ L] [ [
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Navedite Sto
drugo koristi

Navedite Sto je

drugo koristilo

P15 Je li madrac, jastuk ili pokrivac (jorgan) vaseg djeteta oblozen, ili je bio oblozen, kakvim

materijalom?

Trenutno

Koji ne
. Nepro- Pamu- L
propusta o L Nijednim
mocivim  énim

grinje
(] 0 (] (]
[] 0 [] O]
(] 0 (] (]

Tijekom djetetove prve godine zivota

K0]| ne Nepro_ Pamu- N Pitanje
e
propusta Nijednim ne
v v . Znam
grinje mocivim cnim Vrijedi
(] [l (] (] [l [l
(] (1 (] (] (1 [l
(] [l (] (] [l [l

P16 Je li madrac, jastuk ili pokriva¢ (jorgan) roditelja oblozen, ili je bio obloZen, kakvim

materijalom?

1. Trenutno
KOJ| ne Nepro_
propusta
grinje modivim
Madrac 0
Jastuk O 0

Pokrivaé

(jorgan)

Pamu-

énim

Tijekom djetetove prve godine Zivota

Koji ne - Ne
. Nepro Pamu- Nijedni
propusta L. zna
grinje  mogivim MMM m
[J [J [J
0 0 0 0 0
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P17 Jeste li napravili kakve promjene u vasem domu zato Sto vaSe dijete ima astmu ili
alergijske tegobe? (odaberite sve odgovore koji odgovaraju)

Dob djeteta
Pitanje ] .
Da Ne .. Neznam Godina Mjesec
ne vrijedi
Prestali drzati ku¢ne
o [ L] N N [
ljubimce
Prestali ili smanijili
pusenje
Promijenili jastuke [ [ [ [ [

Promijenili pokrivace

Promijenili pokrov na

podu
Druge promjene

NapisSite druge

promjene

P18 Kako biste opisali okolinu djetetovog doma?

Tijekom djetetove prve

Trenutno
godine zivota
Seoska, otvoreni prostori i polja u blizini
Suburbana, s puno parkova i vrtova
Suburbana, s nekoliko parkova i vrtova
Urbana, bez parkova i vrtova
Ne znam [ [
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1.1.1.RANI DANI

P19 Ima li vasSe dijete ima brata ili sestru?

Da Ne Ne znam Koliko
Starije brace [

Starijih sestara [ [ [ [

P20Ima li vase dijete ima mlade brace ili sestara?

Da Ne Ne znam Koliko
Mlade brace ] [] [] [ ]
Mladih sestara ] [] [] [ ]

P21 Koliko ljudi Zivi u kuci? (odrasli = viSe od 18 godina)

Koliko Koliko
Mus8karci, odrasli D Zene, odrasle D
Stariji djecaci D Starije djevojcice D
Mladi djegaci [ ] Mlade djevojcice L]
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P22 Je li vam se ikada €inilo da vaSe dijete ka$lje viSe od ostale djece?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P23 Je li uobiCajeno da vase dijete kaslje kada je prehladeno?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P24 Je li uobiCajeno da vaSe dijete kaslje tijekom dana, neovisno o prehladama?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P25 Je li uobiajeno da vase dijete kaslje po noéi, neovisno o prehladama?

Da Ne Ne znam

P26 Kaslje li vase dijete u naporu (tijekom fizicke aktivnosti), neovisno o prehladama?

Da Ne Ne znam
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P27 Kaslje li vase dijete kaslje kada je uzbudeno, neovisno o prehladama?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P28Kaslje li vaSe dijete kada je izlozeno hladnom zraku, neovisno o prehladama?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P29 Ako kaslje, je li kasalj:

Suh Produktivan Dijete ne kaslje Ne znam

[l [] [] []

Neprohodnost disnih putova i sekret

P30 Je li va3e dijete u posljednjih 12 mjeseci imalo neprohodne diSne puteve u prsima ili
iskasljavalo sekret u prehladi?

Da Ne Ne znam

Q31 Je li vaSe dijete u posljednjih 12 mjeseci imalo neprohodne diSne puteve u prsima ili
iskaSljavalo sekret, a da nije bilo prehladeno?

Da Ne Ne znam

Ako ste na 31. i 32. pitanje odgovorili s “NE”, preskoc€ite na 34. pitanje
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P32 Da li je vase dijete imalo neprohodne diSne puteve u prsima ili iskasSljavalo sekret 4 ili
viSe dana tjedno tijekom 3 mjeseca u godini?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste na 32. pitanje odgovorili s “NE” preskocite na 34. pitanje
P33 Prije koliko godina se to dogodilo?

Broj god.

[]

1.2. Astma

P34 Je li jvase dijete ikada imalo tegoba zbog astme?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P35 Ima li vaSe dijete sada ima astmu?

Da Ne Ne znam
[] [] [

P36 Je li vam vas$ lije¢nik ikada rekao da vase dijete ima, ili je imalo, astmu?

Da Ne Ne znam
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P37 Je li vaSe dijete ikada imalo sipnju i zvizdanje u prsima, bilo kada u proslosti?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili s “ne” na 37. pitanje, preskoc€ite na 48. pitanje

P38 Ako je imalo sipnju i zvizdanje u prsima, kada su tegobe pocele?

Dob
U godinama mjesecima

[] []

P39 Je li vaSe dijete imalo sipnju i zvizdanje u prsima u proteklih 12 mjeseci?

Da Ne Ne znam

Ako ste odgovorili s “NE” na 39. pitanje, presko¢€ite na 48. pitanje

P40 Koliko napadaja sipnje i zviZzdanja u prsima je imalo vaSe dijete u proteklih 12 mjeseci?

1do3 4 do 12 ViSe od 12 Ne znam

[l [] [] []

P41 Koliko je Cesto, u prosjeku, san vaSeg djeteta bio ometan sipnjom i zvizdanjem u
prsima, u proteklih 12 mjeseci?

Nikada se nije budio sa sipnjom i Manje od jedne  Jedna ili viSe no¢i u N
e znam
zvizdanjem u prsima noci tiedno tjednu
0l [l [l [l
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P42 Je li zvizdanje u prsima, u proteklih 12 mjeseci, bila tako teSka da ogranicCi djetetov
govor na samo jednu do dvije rije€i izmedu 2 udaha?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P43 Je li vade dijete, u proteklih 12 mjeseci, ikada imalo sipnju i je li mu zvizdalo u prsima
tijekom ili nakon fizickog napora?

Da Ne Ne znam

Q44 Je li vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, ikada imalo sipnju i je li mu zvizdalo u
prsima kada nije imalo tjelesni napor?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P45 Je li vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, imalo sipnju i zvizdanje u prsima kada je
bilo prehladeno?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P46 Je li vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, imalo sipnju i zvizdanje u prsima kada
nije bilo prehladeno?

Da Ne Ne znam

[] [] []
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P47 Sto je pogorsavalo simptome sipnje i zvizdanja u prsima u proteklih 12 mjeseci?
(mozete odabrati viSe ponudenih odgovora)

Vrijeme Pelud Emoci Dim Prasina -Ku.cm . Vunena odjeca
ljubimci
[ [ L] L] L] [ [
. . Sapuni,
Prehlade Dim Hrana i L . o
ili arioa cioarete ice sprejevi ili Nesto drugo Nista Ne znam
grip g P deterdZenti

NapiSite Sto ga je
drugo smetalo:

Zbrinjavanje astme

P48 Je li se vase dijete ikada u Zivotu probudilo s nedostatkom zraka, kratkim
dahom?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P49 Je li se vaSe dijete ikada u zivotu probudilo sa stezanjem u prsima?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P50 Je li vaSe dijete u proteklih 12 mjeseci koristilo lijekove, tablete, sprejeve ili
druge ljekovite tvari za sipnju i zvizdanje u prsima ili astmu?

Da Ne Ne znam

[] [] []
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Ako je odgovor “DA” molimo napisite koji lijek:

Ordinirani lijekovi
U napadaju sipnje
Lijek o P ) ) p.J Redovito
i zvizdanja u prsima

Dodatni lijekovi

U napadaju sipnje

Lijekovi o ) . Redovito
i zvizdanja u prsima
L U
L U

Ne znam

Ne znam

N
N

Ako ste odgovorili s “NE” na 34.,35., 36.,37. i 50. pitanje, onda preskocite na

58. pitanje

Zbrinjavanje astme

P51 Je li vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, koristilo kakve lijekove, tablete, sprejeve
ili druge ljekovite tvari za napadaje teskog disanja ili astmu, prije, tijekom ili

nakon tjelesnog napora?

Da Ne Ne znam

[] ] ]
Ako je odgovor “DA” molimo napisite koji lijek:

Ordinirani lijekovi
U napadaju sipnje i
Lijek . b . J p,J Redovito
zvizdanja u prsima

\
\ \
L] L]
\ \
L] L]

Ne znam
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Dodatni lijekovi
. . U napadaju sipnje i i
Lijekovi oy , Redovito Ne znam
zvizdanja u prsima

L] L] U

P52 Imate li napisani plan koji vam govori kako zbrinjavati astmu kod vasSeg djeteta?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P53 Ima li vase dijeteaparati¢c za mjerenje vrdnog protoka zraka (peak flow meter)
kod kuce?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P54 Koliko je pregleda tijekom proteklih 12 mjeseci vase dijete imalo kod lijeCnika
zbog sipnje i zvizdanja u prsima ili astme?

Za sipnju i zvizdanje u prsima?

Nijedan 1do3 4do12 Vise od 12 Ne znam
Medicinska sestra \ l \ l [
Obiteljski lijecnik \ I \ I [
Hitna sluzba
(Hitna pedijatrijska [
ambulanta)

Zaredovitu kontrolu astme?

Nijedan 1do3 4do12 ViSeod 12 Ne znam
Medicinska sestra \ \ \ \ l
Obiteljski lijecnik \ \ \ \ l
Hitna sluzba (Hitna

pedijatrijska ambulanta)
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P55 Koliko je vaSe dijete puta, u proteklih 12 mjeseci, hospitalizirano zbog sipnje i
zvizdanja u prsima ili astme?

nijednom 1 2 Vise od 2 puta Ne znam

[l [] [] [] []

P56 Je li vaSe dijete u proteklih 12 mjeseci bilo na akupunkturi, kod kiroprakti¢ara,
homeopata, psihoterapeuta, psihologa, psihijatra ili socijalnog radnika zbog
sipnje i zvizdanja u prsima ili astme?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P57 Koliko je dana (ili dijelova dana), u proteklih 12 mjeseci, vase dijete izostalo iz
Skole zbog sipnje i zvizdanja u prsima ili astme?

Nijedan 1dob5 6 do 10 Vise od 10 Ne znam
[ [ O O [

Rinitis
P58 Je li vase dijete ikada imalo simptome polenoze, tzv. “peludnu hunjavicu”?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P59Ima li vase dijete sadapolenozu, tzv. ,peludnu hunjavicu®“?
Da Ne Ne znam

[] [] []

P60 Je li vam lijeCnik ikada rekao da vasSe dijete ima polenozu, tj. ,peludnu
hunjavicu“?

Da Ne Ne znam
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P61 Je li vaSe dijete ikada imalo tegoba sa Smrcanjem, curenjem nosa ili
neprohodnim nosom kada NIJE bilo prehladeno?

Da Ne Ne znam

[] L] ]
Ako ste na pitanja broj 58, 59, 60 i 61 odgovorili s “NE”
preskocite na 66. pitanje

P62 Je li vase dijete, u proteklih 12 mjeseci, imalo tegoba sa Smrcanjem, curenjem
nosa ili neprohodnim nosom, kada NIJE bilo prehladeno?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili s “NE” na 62. pitanje, preskocite na 66. pitanje

P63 Jesu li tegobe s nosom bile pracene suzenjem i svrbezom oc€iju u proteklih 12
mjeseci?

Da Ne Ne znam
[] [] []
Zbrinjavanje rinitisa

P64 U kojem od proteklih 12 mjeseci su bile tegobe s nosom? (odaberite sve
mjesece za koje to vrijedi)

Sije€an;j Veljaca Ozujak  Travanj Svibanj Lipanj
\ \ \ \ [ [
Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac
\ \ \ \ [ [
Ne znam

P65 Koliko su, u proteklih 12 mjeseci, tegobe s nosom utjecale na djetetove
svakodnevne ativnosti?

Nista Malo Umjereno Puno Ne znam

[l [] [] [] []
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Zbrinjavanje rinitisa

P66 Je li vase dijete, u posljednjih 12 mjeseci, koristilo neke lijekove, tablete,
nazalne sprejeve ili neke druge ljekovite stvari za peludnu hunjavicu ili tegobe s
nosom?

Ako je koristilo nesto, napisite sto:

Ordinirani lijekovi
Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
\ \ [

\ \ l

\ \ l

\ \ l

l \ I

Dodatni lijekovi
Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
[ \ [

l \ I

Ako ste na pitanja 58, 59, 60 i 66 odgovorili sa “NE”,
preskocite na 70. pitanje

P67 Koliko je puta vaSe dijete posjetilo zdravstvenog djelatnika, u proteklih 12
mjeseci, radi “peludne hunjavice” ili tegoba s nosom?

Nijednom 1do3 4do 12 Vide od 12 Ne znam
Farmaceuta / kemi¢ara l l l \ [
Medicinsku sestru l l l \ [
Obiteljskog lije¢nika l l l \ [
Specijalista l l l \ [
Hitnu sluzbu (ili Hitnu

pedijatrijsku ambulantu)
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P68 Je li vase dijete, u proteklih 12 mjeseci, bilo na akupunkturi, kod kiroprakti¢ara,
homeopata ili nekog drugog tko se bavi alternativnom medicinom zbog
“peludne hunjavice” ili tegoba s nosom?

Da Ne Nee znam

[] [] []

P69 Koliko je dana (ili dijelova dana), u proteklih 12 mjeseci, vase dijete izostalo iz
Skole zbog “peludne hunjavice” ili tegoba s nosom?

Nijedan 1do3 4do 12 Vise od 12 Ne znam
L L] [ [ L]

Ekcem

P70 Je li vase dijete ikada imalo ekcem?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P71 Ima li vaSe dijete sada ekcem?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P72 Je li vam lije¢nik ikadarekao da vaSe dijete ima ekcem?

Da Ne Ne znam

[] [] []

P73Je li vase dijete ikada imalo osip koji svrbi, koji se pojavljivao i nestajao tijekom
barem 6 mjeseci?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste na pitanja 70, 71, 72 i 73 odgovorili s “NE”,
preskocite na 79. pitanje
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P74 Je li vaSe dijete ikada imalo osip koji svrbi, bilo kada u proteklih 12 mjeseci?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili ss “NE” na 74. pitanje, presko ite na 79. pitanje

P75 Je li taj osip, bilo kada, zahvatio neka od slijedecih mjesta? (napiSite sva mjesta
koja je zahvatio)

Udubine . Prednje dijelove Ispod Drugo mjesto
Iza koljena i o
laktova skocnih zglobova straznjice
0l L 1l U U
Ne znam Napisite koje
Oko vrata Oko uSiju Oko o€iju

drugo mjesto

P76 U kojoj se godini osip prvi puta pojavio?

Prije 2. godine socé?ni U 5'322"“ i Ne znam
l [ ] ]
P77 Je li osip u potpunosti nestao u proteklih 12 mjeseci?
Da Ne Ne znam
[] [ ]

P78 Koliko Cesto je, u prosjeku, vase dijete bilo budno tijekom noéi zbog ovog osipa i
svrbeza tijekom proteklih 12 mjeseci?

Nijednom u proteklih Manje od 1 noci — o
) _ ] 1 ili viSe nodi tjedno Ne znam
12 mjeseci tjedno

\ (
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Zbrinjavanje ekcema

P79 Je li vase dijete, u proteklih 12 mjeseci, koristilo nekakve lijekove, masti, kreme,
tablete ili druge ljekovite tvari za svrbez koze, osip ili ekcem?

Ako je koristilo nesto, napisite Sto:

Ordinirani lijekovi

Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
\ \ [
1l [l [l
1l [l [l
1l [l [l
1l [l [l

Dodatni lijekovi
Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
1l [l [l

\ \ l

Ako ste na pitanja 70, 71, 72 i 79 odgovorili s “NE”, preskoc€ite na 84. pitanje

P80 Koliko je puta vaSe dijete posjetilo zdravstvenog djelatnika, u proteklih 12
mjeseci, radi osipa koji svrbi ili ekcema?

Nijednom 1do3 4do12 Viseod 12 Ne znam
Farmaceuta / kemi¢ara \ \ \ \ [
Medicinsku sestru \ l l l [
Obiteljskog lije€nika \ l l l [
Specijalista \ l l l [
Hitnu sluzbu (ili Hitnu

pedijatrijsku ambulantu)

P81 Je li vase dijete u proteklih 12 mjeseci hospitalizirano radi osipa koji svrbi ili
ekcema?

Da Ne Ne znam

[] [] []
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P82 Koliko je dana (ili dijelova dana), u proteklih 12 mjeseci, vase dijete izostalo iz
Skole zbog osipa koji svrbi ili ekcema?

Nijednom 1do5 6 do 10 Vise od 10 Ne znam
U [ N N [

Ako ispunjavate upitnik kod kuée preskodite 84. pitanje

P83 Danasni rezultat za ekcem?

1, blag: suha koza, samo masti ili masti i blagi
0, nema ga -
steroidi
| \
2, umjeren: Sire rasporedene 3, teski: inficirani / izgreban do krvi, Siroko
masti i steroidi rasporedene steroidne kreme +/- antibiotik
0l U

Alergija na hranu

P84 Izbjegava li vaSe dijete neku od slijede¢e hrane?

Da Ne Ne znam
Kikiriki [] N []
Cijelo jaje [] [] []
Mlijeko ] ] ]
Ribu [] [] []
Sjeme sezama ] ] [l

P85 Je li vade dijete imalo kakvih tegoba (simptoma) kada jede kikiriki?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili s “NE”na 85. pitanje preskocite na 89. pitanje
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P86 Kada je vase dijete zadnji put reagiralo na kikiriki?

Dob
U godinama U mjesecima
P87 oliko je proslo minuta do poCetka reakcije nakon Sto je dijete pojelo kikiriki?
Minuta
P88 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?
Oticanije lica, Teskoce gutanja, Teskoce disanja,
svrez +/- osip stezanje u grlu, zvizdanje, stezanje u
usana ili jezika promukli glas prsima
0l L [l U
LoSe osjecanje, Ne znam
Povracanje, proljev o Ostalo
nesvjestica

L

Navedite koje

ostale tegobe

P89 Je li vaSe dijete imalo kakvih tegoba (simptoma) dok je jelo oraSide, npr.
lieSnjak, orah, brazilski orasac?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili s “NE”na 89. pitanje, preskocite na 94. pitanje

P90 Koja vrsta oraSida?

vrsta
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P91 Kada je vase dijete zadnji put reagiralo na taj orasid?

Dob
Godine Mijeseci

[] []

P92 Koliko je proslo minuta do pocetka reakcije nakon Sto je dijete pojelo orasid?

Minuta
P93 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?
o - TeSkoce gutanja, Teskoce disanja,
) Oticanje lica, usana ili ] L .
svrbez +/- osip ik stezanje u grlu, zvizdanje, stezanje
ezika
: promukli glas u prsima
L L [l 0l
LoSe osjecanje, Ne znam
Povracanje, proljev o Ostalo
nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

Ako postoji dodatna vrsta orasida koji uzrokuje tegobe,
molimo vas da dodate pojedinosti u odjeljku koji pocinje
pitanjem broj 115

P94 Je li vaSe dijete imalo ikakvih tegoba (simptoma) dok je jelo jaja(npr. kuhana
jaja, pecCena jaja)?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili s “NE”na 94. pitanje, preskocite na 98. pitanje
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P95 Kada je vase dijete zadnji put reagiralo na jaje?

Dob
Godine Mijeseci

[] []

P96 Koliko je proslo minuta do pocetka reakcije nakon sto je dijete pojelo jaje?

Minuta
P97 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?
S ~ Teskoce gutanja, Tedkoce disanja,
) Oticanije lica, usana ili ) ] ] )
svrbez +/- osip ik stezanje u grlu, zvizdanje, stezanje u
jezika ) _
promukli glas prsima
|
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
) o Ostalo
proljev nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

P98Je li vasSe dijete imalo kakvih tegoba s konzumacijommlijeka?

Da Ne Ne znam

Ako ste odgovorili s “NE”na 98. pitanje preskocite na 102. pitanje

156



P99 Kada je vase dijete zadnji puta reagiralo na mlijeko?

Dob
Godine Mijeseci

[] []

P100 Koliko je proslo minuta do pocetka reakcije nakon Sto je dijete pojelo mlijeko?

Minuta
P101 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?
Te8kocée gutanja, Tedkoce disanja,
svrbeZ +/- osip Oticanje lica, stezanje u grlu, zvizdanje, stezanje u
usana ili jezika prsima
promukli glas
|
Povracanje, LoSe osjecanje, Ostal Ne znam
stalo
proljev nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

P102 Je li vaSe dijete imalo kakvih tegoba dok je jelo ribu?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili sa “NE”na 102. pitanje, preskogite na 107. pitanje
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P103 Napisite vrstu ribe:

Vrsta ribe

P104 Kada je vase dijete zadnji puta reagiralo na ribu?

Dob
Godine Mjeseci

[] []

P105 Koliko je proslo minuta do poCetka reakcije nakon sto je dijete pojelo ribu?

Minuta
P106 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

Teskoce gutanja, Teskoce disanja,

svrbeZ +/- osip Oticanje lica, stezanje u grlu, zvizdanje,

usana ili jezika

promukli glas stezanje u prsima

Povracéanje, LoSe osjecanje, Ne znam

Ostalo

proljev nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

Ako postoji dodatna vrsta ribe koji uzrokuje tegobe,
molimo vas da dodate pojedinosti u odjeljku koji pocinje s

pitanjem broj 115
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P107 Jeli vaSe dijete imalo kakvih tegoba dok je jelo sjeme sezama?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili s “NE”na 107. pitanje preskocite na 111. pitanje

P108 Kada je vase dijete zadnji puta reagiralo na sjeme sezama?

Dob
Godine Mjeseci

[] []

P109 Koliko je proslo minuta do pocCetka reakcije nakon sto je dijete pojelo sjeme
sezama?

Minuta
P110 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?
o - TeSkoce gutanja, Teskoce disanja,
) Oticanje lica, usana ili ] . )
svrbez +/- osip ik stezanje u grlu, zvizdanje, stezanje u
ezika
: promukli glas prsima
0l 0l
o . LoSe osjecanje, Ne znam
Povracanje, proljev o Ostalo
nesvjestica

Navedite koje ostale

tegobe
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P111 Je li vaSe dijete imalo kakvih tegoba kada je dodirivalo svjeze jaje ili jelo hranu
koja sadrzi svjeza jaja( npr. majoneza ili Cokoladno jelo s tu€enim vrhnjem)?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako ste odgovorili s “NE”na 111. pitanje preskodite na 115. pitanje

P112 Kada je vase dijete zadnji puta reagiralo na svjeza jaja?

Dob
U godinama mjesecima

[] []

P113 Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?

Minute
P114 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?
S N Te8kocée gutanja, Tedkoce disanja,
_ Oticanje lica, usana ili ) o )
svrbez +/- osip ik stezanje u grlu, zvizdanje, stezanje
jezika ] ]
promukli glas u prsima
U U
Povracanije, LoSe osjecanje, Ne znam
) o Ostalo
proljev nesvjestica

U I

Navedite koje

ostale tegobe
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Ovaj odjeljak je za nadopunu samo ako vase dijete ima dodatnu alergiju na
hranu (orasidi, riba ili druga vrsta hrane). Ako vase dijete nema druge alergije

na hranu preskogcite na 119. pitanje

P115 Navedite vrstu hrane na koju je reagiralo vase dijete?

Vrsta hrane

Kada je va$e dijete zadniji puta reagiralo na tu hranu?

Dob
Godine Mjeseci
Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?
Minute
Koje tegobe su se pojavile kod vaSeg djeteta?
S N Teskoce gutanja, Teskoce disanja,
. Oticanije lica, usana ili ) ) ] )
svrbez +/- osip ik stezanje u grlu, zvizdanje, stezanje u
ezika
: promukli glas prsima
N
Povracéanje, LoSe osjecanje, Ne znam
) o Ostalo
proljev nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

P116 Navedite vrstu hrane na koju je reagiralo vase dijete?

Vrsta hrane
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Kada je vaSe dijete zadniji puta reagiralo na tu hranu?

Dob
Prije koliko godina Prije koliko
mjeseci

Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?

Minute

[]

Koje tegobe su se pojavile kod vaSeg djeteta?

o . TeSkoce gutanja,
Oticanje lica, usana ili

svrbez +/- osip o stezanje u grlu, promukli
jezika
glas
L L [l
Povracéanje, LoSe osjecanje,
) o Ostalo
proljev nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

Teskoce disanja,
zvizdanje, stezanje

u prsima
[l

Ne znam

P117 Navedite vrstu hrane na koju je reagiralo vase dijete?

Vrsta hrane

Kada je vaSe dijete zadniji puta reagiralo na tu hranu?

Dob
Prije koliko godina Prije koliko
mjeseci

162



Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?

Minute

[]

Koje tegobe su se pojavile kod vasSeg djeteta?

TeSkoce gutanja,

Oticanje lica, usana ili .
svrbez +/- osip o stezanje u grlu,
jezika

promukli glas

o . LoSe osjecanje,
Povracéanje, proljev o Ostalo
nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

TeSkoce disanja,
zvizdanje, stezanje u

prsima

Ne znam

P118 Navedite vrstu hrane na koju je reagiralo vase dijete?

Vrsta hrane

Kada je va$e dijete zadniji puta reagiralo na tu hranu?

Dob
Prije koliko godina Prije koliko
mjeseci
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Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?

Minute

[]

Koje tegobe su se pojavile kod vasSeg djeteta?

o - TeSkoce gutanja, TeSkoce disanja, zvizdanje,
5 _ Oticanije lica, usana ili _ _ _
svrbez +/- osip ik stezanje u grlu, stezanje u prsima
jezika )
promukli glas
|
Povracéanje, LoSe osjecanje, Ne znam
) o Ostalo
proljev nesvjestica

Navedite koje

ostale tegobe

P119 Je li vase dijete imalo nekakvu alergijsku reakciju u slijede¢im situacijama?
Da Ne Ne znam
Igrajuci se s balonima
Koriste¢i gumene rukavice
Nosedi kapu za plivanje

Igrajuci se s gumenim

igraCkama

Kod zubara
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P120 Koliko minuta nakon kontakta je reakcija zapocela?

Minuta

[]

P121 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

Teskoce gutanja, Teskoce disanja,
Oticanje lica, usana ili : N
svrbez +/- osip o stezanje u grlu, zvizdanje,
jezika stezanje u prsima

promukli glas

0l 1l [l 0l
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
) o Ostalo
proljev nesvjestica
0l 1l [l 0l

Navedite koje

ostale tegobe

Pojedinosti na kraju

P122 Osim u Skoli, koliko ¢esto vaSe dijete vjezba tako da mu ponestane zraka ili se

uznoji?
Svaki 4do 6 2do3 Jednom Jednom Manje od jednom
) ] ) ] . ) . Ne znam
dan puta tiedno puta tjedno tiedno mjesecno mjesecno

L \ I \ \ I

P123 Je li vam lijeCnik ikada rekao da vase dijete ima joS neku bolest koja do sada
nije spomenuta?

Da Ne Ne znam

[] [] []
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Ako je, napiSite koja bolest?

P124 Je li vase dijete na nekoj dugotrajnoj terapiji koja do sada nije
spomenuta?

Da Ne Ne znam

[] [] []

Ako je, napisite kojoj:
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P125 Je li vase dijete ikada hospitalizirano?

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

P126 Ima li majka djeteta, sada, ima nesto od navedenog?

Astma Ekcem Polenozu Nista Ne znam

[] [] [] [] []

P127 Ima li otac djeteta, sada, ima nesto od navedenog?

Astma Ekcem Polenozu Nista Ne znam

[l [] [] [] []
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