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1. UVOD

Astma je heterogeni sindrom, sloZzen od viSe varijanti bolesti koje su
obiljezene razli€¢itom etiologijom i patofiziolo§kim mehanizmima. Nazivamo ih
endotipovima koji se klini¢ki prezentiraju jednakim ili razli€itim fenotipovima.
U oblikovanju endotipova u astmi, znac€ajnu ulogu ima nasljede. Medutim,
genske promjene koje pridonose pojavi astme su pojedinacno slabe i tek
ukoliko djeluju u odgovarajucem okruzenju tijekom razlicitinh razdoblja razvoja

djeteta, mogu rezultirati klinickom pojavom astmatskog fenotipa.
1.1. Epidemiologija

Prevalencija astme u svijetu

Astma je naj¢eSc¢a kroniCna bolest u djeCjoj dobi koja znacajno naruSava
kvalitetu Zivota. Medunarodno istrazivanje o astmi i alergijama u djecjoj dobi
(ISAAC, od engl. International study of asthma and allergies in childhood)
upucuje na znacajne geografske razlike u prevalenciji atopijskih bolesti.
Primjenom standardiziranih i uniformiranih metoda prikupljaju se podaci o
prevalenciji astme, alergijskog rinitisa i atopijskog dermatitisa. Uvidom u
podatke dobivene primjenom upitnika ISAAC uocCena je visoka prevalencija
astme (220%) u Australiji, Novom Zelandu, Velikoj Britaniji, Irskoj, Islandu,
SAD, Panami, Barbadosu, Kosta Riki, Paragvaju, nekim centrima Juzne
Afrike, dok je niska prevalencija (<5%) zabiliezena u Albaniji, Gruziji i
Indoneziji. U zemljama poput Portugala, Njemacke, Austrije, Finske, Japana,
Rusije Brazila, Cilea i Argentine uogena je prevalencija astme od 10 do 20%,
a prevalencija od 5 do 10% zabilieZzena je u Spanjolskoj, ltaliji, Belgiii,
Svedskoj, Litvi, Estoniji i Kuvajtu.’

Prevalencija astme u Hrvatskoj

Posljednjin deset godina u razliCitim zupanijama Hrvatske provedena su
standardizirana epidemioloSka istrazivanja koja su primjenila ISAAC upitnik
za tri dobne skupine djece: 6-7 godina, 10-11 godina i 12-14 godina. Prema

objavljenim rezultatima prevalencija astme za dobnu skupinu 6-7 godina je



iznosila 9,7%, u Primorsko-goranskoj? 6,9%, u Medimurskoj® i 6,17% u
PoZesko-slavonskoj Zupaniji. Prevalencija astme u dobnoj skupini 12-14
godina bila je niza od one za mladu dobnu skupinu i iznosila je 8,4% u
Primorsko-goranskoj?, 5,11% u Medimurskoj® i 4,3% u PoZe$ko-slavonskoj
zupaniji (Drkulec V. i sur., Zbornik saZetaka, Prvi kongres hrvatskih
alergologa i kliniCkih imunologa, Zagreb, 2009.). Prevalencija astme za
dobnu skupinu 10-11 godina u Zagrebackoj Zupaniji iznosila je 6,0%*, a u
Brodsko-posavskoj Zupaniji 7,9% (Aberle N. i sur., Zbornik sazZetaka, Prvi
kongres hrvatskih alergologa i klinickih imunologa, Zagreb, 2009.).U
Primorsko-goranskoj Zupaniji provedna je i treCa faza ISAAC istraZivanja,
koja je zabiljezila stagnaciju prevalencije za dobnu skupinu od 6-7 godina
(9,4%), dok se u skupini djece dobi 13-14 godina, biljeZio znacajni porast
prevalencije koja je iznosila 14%.°

Na temelju dobivenih podataka Hrvatska se s prevalencijom astme od 5,11%
do 14,3%, ovisno o Zupaniji i dobnim skupinama medu kojima je provedeno

istrazivanje, ubraja u zemlje s umjerenom prevalencijom.
1.2. Rizi¢ni €initelji za razvoj astme

Nasljede

Nasljede ima vaznu ulogu u astmi, poligensko je i ne slijedi klasiCne
Mendelove zakone. Do sada se ustvrdila povezanost s preko sto gena,® koji
su smjesteni u viSe kromosomskih regija poput 1p13.3, 1921.3, 1931-32,
2921, 5q31-33, 6p21.3, 7, 8923, 11913, 12q13.3-24, 13q, 14q11.2, 16p12.1-
12.2, 17p11, 17q i 20p13. Snaga genetitke povezanosti vidljiva je kroz
ponavljanje istih ili sli¢nih rezultata u odvojenim studijama, Sto je uoceno
samo za dvadesetak gena. S obzirom na imunolosku i funkcionalnu ulogu u
patogenezi astme, najCeSce replicirani kandidatski geni identificirani u
genetiCkim studijama udruzenosti gena kandidata mogu se svrstati u Cetiri
skupine: geni prirodene imunosti i imunoregulacije, geni koji svojim
proteinima stimuliraju alergen specificnu Th2-imunoreakciju (pomoénicki T-
limfocit 2, Th2,0d engl. T helper 2), geni izrazeni u epitelnim stanicama i geni

koji svojim proteinima utje€u na razvoj pluéne funkcije. Takoder i geni



identificirani u studijama vezanosti, odnosno dobiveni pozicijskim
kloniranjem, smatraju se snaznim kandidatskim genima za astmu, iako

njihova funkcija nije u cijelosti poznata, (tablica1).

Tablica 1. Kandidatski geni za astmu i astmi pridruzena obiljeZja identificirani

u vi$e od pet nezavisnih istraZivanja, modificirano prema Vercelli D. i sur.’

Vrsta istrazivanja Uloga ili mjesto Geni

djelovanja gena

Studije udruzenosti Urodena CD14, TLR2, TLR4, TLRES,
kandidatskih gena imunost, imunoregulacija TLR10, NOD1, NOD2, IL10,
TGFB1, STATS3,
HLA-DR, -DQ i —DP

Alergen specifi¢na GATA3, TBX21, IL4, IL4Ra,
Th2-imunoreakcija STATSE, IL12B, IL13, FceR18
Epitelne stanice CCL5, CCL11, CCL24,

CCL26, defenzin-B1, CC16,
SPINKS, filagrin

Pluéna funkcija ADRB?2, TNF, TGFB1,
LTCA4S, GST, TBXAZR,
ALOXS, LTA, TNC, NOS1

Studije vezanosti gena Uloga i mjesto djelovanja ADAM33, PHF11, DDP10,
(pozicijsko kloniranje) nisu u cijelosti razjaSnjeni GPRA, HLA-G, CYFIP2,
IRAKM, COL29A1

CD14-skup diferencijacije 14 (engl. cluster of differentiation 14); TLR-Toll-u sli¢an receptor
(engl. Toll-like receptor); NOD-regija oligomerizacije domena (engl. nucleotide-binding
oligomerization domain); IL-interleukin; TGFB- transformirajuéi ¢imbenik rasta-B1 (od engl.
transforming growth factor-$1); STAT- prijenosnik signala i aktivator prijepisa (od engl. signal
transducer and activator of transcription); HLA-DR, -DQ i —DP- ljudski leukocitni antigen (od
engl. Human leucocyte antigen-DP, DQ, DR); GATA3-GATA vezuéi protein 3 (od engl.
GATA-binding protein 3); TBX21-transkripcijski ¢imbenik (od engl. T-box 21); IL4Ra- a
podjedinica receptora za IL-4 (od engl. interleukin 4 receptor a); FceR1B- B lanac visoko
afinitetnog receptora za Fc regiju; CCL- kemotakticki ligand citokina (od engl. chemotactic
cytokine ligand); CC16-protein 16kD specifiCan za Clara stanice (od engl. Clara cell-specific
16kD protein); SPINK5-inhibitor serin peptidaze Kazal tip 5 (od engl. serine peptidase
inhibitor, Kazal type 5); ADRB2- (3-2 adrenergiCki receptor (od engl. adrenergic receptor -
2);TNF- Cimbenik tumorske nekroze (od engl. tumor necrosis factor); LTC4S- sintetaza
leukotrijena C4 (od engl. leukotriene C4 synthase),GST- glutation-S-transferaza (od engl.




glutathione-S-transferases); TBXAZ2R-receptor tromboksana A2 (od engl. thromboxane A2
receptor; ALOX5- arahidonska 5-lipooksigenza (od engl. arachidonate 5-lipoxygenase; LTA-
limfotoksin A; TNC-tenascin-C; NOS1-sintetaza duSi¢nog oksida (od engl. nitric oxide
synthase 1); ADAM33- disintegrin i metaloproteinase 33 gen (od engl. a disintegrin and
metalloproteinase 33 gene; PHF11- prstenasti protein 11 osnovne biljne baze (od engl. plant
homeodomain finger protein 11); DDP10-dipeptidil-peptidazal11 (od engl. dipeptidyl-
peptidasa 10); GPRA-gen za receptor spojenog proteina G (od engl. G-protein-coupled
receptor for asthma susceptibility gene); citoplazmatski, interaktivni protein mentalne
retardacije fragilnog X (od engl. cytoplasmatic fragile X mental retardation protein
interacting); IRAKM-kinaza M receptora za IL-1 (od engl. IL-1 receptor-associated kinase-
M), COL29A1-kolagen XXIX

Rizi€ni Cinitelji iz okoline

lako je nasljede vazno, varijabilnost pojedinacnih gena moze rezultirati
klinickom pojavom astme djelovanjem u odgovaraju¢cem okruzenju tijekom
djetinjstva. Narocito je vazan prenatalni i rani postnatalni period kojemu se

pripisuje kriti€na uloga u pojavi alergijskih bolesti.
Prenatalni rizi¢ni Cinitelji

e [zloZzenost duhanskom dimu
Izlaganje duhanskom dimu in utero ometa normalan razvoj fetalnih pluéa te
povedava rizik za pojavu astme.? Tako duhanski dim ostecuje pluénu

funkciju,® pove¢ava bronhalnu hiperreaktibilnost,™

proizvodnju  Th2-
citokina'' i narusava imunologki odgovor na uzro&nike virusnih infekcija,'?
smanjenjem proizvodnje interferon-y (IFN-y), kao i oS$teéenjem TLR.
Duhanski dim utjeCe i na metabolizam glukoze, inhibiciju proliferacije
fibroblasta, oStecenje epitelnih stanica i elastinskih vlakana, Sto rezultira
smanjenjem veli¢ine i broja alveola." Nikotin, kao sastojak duhanskog dima,
prolazi kroz posteljicu, a koncentracija njegova metabolita kotinina
podjednaka je u majke i fetusa. Rano izlaganje nikotinu utjeCe na upalom
potaknute remodeliraju¢e procese. Tijekom prenatalnog razdoblja u kome je
dijete izlozeno duhanskom dimu, veoma je bitan polimorfizam GST gena u
majke,’® ali i polimorfizam gena u djeteta (TGFB, IL-1R, ADRB2, genski
lokusi 1p, 1q43-q44, 4q34, 17p11, 5q, 5p15, 9q,14932, 17921, 20p) koji

modificiraju djelovanje duhanskog dima na razvoj astme.'



e Prenatalna izloZenost imunomodulacijskim mikrobnim produktima
Prenatalna izlozenost vecoj razini endotoksina, povezana je s manjom
udestaloséu atopije,'® astme, alergijskog rinitisa i ekcema.®

e Prehrana majke
IstraZivanja koja se odnose na prehranu majke tijekom trudnoce i eventualni
utjecaj na razvoj astme pokazuju neujednacene rezultate. Hrana bogata
zelenim povréem ima povoljan utjecaj, koji izostaje ukoliko je hrana
tehnoloski obradena. Vitamin E' i selen imaju zastitni uginak, $to za vitamin
D neke studije nisu potvrdile.”®® Nadalje, u prevenciji alergijskih bolesti
upitan je i zastitni utjecaj dugolancanih viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina, za koje se smatra da imaju protu-upalni u¢inak,?" kao i prenatalna
primjena prebiotika, probiotika i/ili sinbiotika.?®

e NedonoSenost, korioamnionitis i niska rodna masa
Rizik za astmu povecéan je prema nekim istrazivanjima u nedonoSene, kao i u
hipotroficne doneSene novorodencadi. Nadalje, infekcije majke tijekom
trudno¢e pracene febrilnim stanjem, osobito s kliniCkom slikom
korioamnionitisa?’ povezuju se s bronhalnom hiperreaktibilno$éu,
remodelacijom i astmom. Istodobno djelovanje infekcije i nedonosSenosti ima
sinergisticki u¢inak te znagajno doprinosi razvoju astme.?®

e Spol
Muski spol je riziéni ¢initelj za astmu u djegjoj dobi.?® Prevalencija astme je
dva puta veca u djedaka nego u djevojéica.>® Nakon 14. godine Zivota razlika
medu spolovima u ucCestalosti bolesti se smanjuje, dok djevojCice s
prekomjernom tjelesnom teZinom ¢edce oboljevaju tijekom adolescencije.?’
Razlike u hormonskom statusu i izrazajnosti gena vezane uz spol djeteta,
zapocinju tiekom embrionalnog razvoja, perzistiraju tijekom cijelog zivota i
smatraju se uzrokom razliCite prevalencije bolesti izmedu spolova tijekom

odrastanja.



Primjena lijekova u trudnoci

Primjena lijekova u majke prije i tijekom trudnoc¢e doprinosi razvoju astme u
djece. LijeCenje antibioticima, ovisno o dozi, povecCeva rizik za pojavu

astme.>?

EpidemioloSka istrazivanja registriraju sve viSu zastupljenost
primjene paracetamola tijekom trudnoée, $to poveéava osjetljivost za astmu
putem snizavanja razine antioksidansa-glutationa, smanjenja febrilnih
epizoda te putem utjecaja na proizvodnju prostaglandina E2 i na aktivhost
enzima ciklooksigenaza-2 (COX-2, od engl. cyclooxygenase-2).3* 34
Djelovanje paracetamola na pojavu astme modificirano je i polimorfizmom
gena GST.*® Proestrogeni udinak doprinosi alergijskom imunoloskom
odgovoru, pa tako primjena oralnih kontraceptiva prije trudnoce povecava
rizik za astmu i alergijske bolesti u djece.*®

o Stres
Stres majke tijekom prenatalnog i postnatalnog razdoblja djeluje na

neuroimunoregulacijske mehanizme (hipotalamicko-hipofizno-adrenalnu os)
te smanjenom sekrecijom Kkortizola, potiCe sekreciju upalnih citokina i
modulira alergijski imunologki odgovor.®’
e Epigenetski utjecaj

Epigenetika je most izmedu fenotipa i genotipa. Epigenetske promjene
karakterizirane su izmjenama u izrazajnosti, odnosno funkciji gena s
oCuvanim redosljedom nukleotida u deoksiribonukleinskoj kiselini (DNK).
ovih promjena. O¢ituju se nasljedivanjem kroz nekoliko generacija.®®
Inhibicijom epigenetskih mehanizama izostaju uginci okoline®® $to upuéuje da
epigenetika ima ulogu medijatora putem kojeg okoliSni utjecaji mogu mijenjati
izraZajnost gena. NajCeSCi epigenetski mehanizmi su metilacija DNK,
modifikacija histona i nekodirajucih dijelova ribonukleinske kiseline (RNK) s
utjecajem na prijepis gena koji sudjeluju u odgovoru domacina na izlaganje
okolisnim ¢imbenicima. Prehrana bogata metilnim skupinama, koje utje€u na
metilaciju gena Runx3 i smanjenje proizvodnje proteina Runx3,*° duhanski
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dim*" i policiklicki aromatski ugljikovodici** mogu inducirati epigenetske

promjene.



Postnatalni rizicni Cinitelji

Izlaganje rizi€nim Ciniteljima iz okoline poput alergena, infekcija, duhanskog
dima, oneciScenje zraka i prehrane, predstavlja rizik za pojavu astme, dovodi
do pogorSanja i produljenog trajanja simptoma astme u djece s nasljednom
sklonoscu.

o Alergeni
Odnos izmedu razine alergena u okolini, alergijske senzibilizacije i kliniCke
pojave astme nije reciprocan buduci da ovisi o vrsti i koncentraciji alergena u
okolini, vremenu i nacinu izlaganja te nasljednoj sklonosti djeteta.
NajCesci alergeni unutarnjih prostora u podrucjima s kontinentalnom klimom
su alergeni grinja iz kuéne prasine medu kojima su najzastupljenije vrste
Dermatophagoides pteronyssinus | Dermatophagoides farinae. Njihova
poviSena razina u okolini povecava rizik za pojavu specificne
senzibilizacije.***** Medutim, ustvrdeno je da i vrlo niske razine alergena
(2 yg Der p1 antigena po gramu praSine) u djece s pozitivnom obiteljskom
anamnezom mogu dovesti do senzibilizacije, dok je u djece bez nazoc¢ne
atopije potreban znatno via koncentracija izlaganja (80 pg/g).*® Ove
spoznaje doprinose hipotezi koja upucuje na medudjelovanje gena i okoline.
lako je odnos izmedu djetetovog izlaganja alergenima i senzibilizacije
proporcionalan, ipak sama izloZenost ne dovodi nuzno i do astme.** 4749
Nadalje, Cesti izvor alergena unutarnjeg okoliSa su i kucni ljubimci pas i
macka, a specifitna senzibilizacija na njihove antigene je vazan Cimbenik
rizika za pojavu astme.’® Najve¢a senzibilizacija javlja se pri umjerenim
koncentracijama alergena macke (1,7-23 pg/g), gdje je odnos izmedu
ekspozicije i senzibilizacije sinusoidalan, dok je kod alergena grinje linearan.
Medutim, proturjeCni su rezultati istrazivanja o utjecaju izlaganja alergenima
kuc¢nih ljubimaca na pojavu specificne senzibilizacije, atopije i razvoj astme:
drzanje kucnih ljubimaca u domovima djece u ranom djetinjstvu prema
razli¢itim studijama poveéava,®’ smanjuje rizik ili pak nema utjecaja na razvoj
atopije, specifiéne senzibilizacije i astme.®>>* Uog&ene su i razlike izmedu
izloZenosti alergenima macke i psa. Tako prisuthnost macke u domu,

povecava rizik specifitne senzibilizacije tijekom predskolske, ali ne i Skolske



dobi.®® Nazo¢nost psa nema jadeg utjecaja na razvoj specifine
senzibilizacije, a neposredna okruZenost psima moze €ak smanijiti rizik za
atopiju.®® Kuéni ljubimci mogu povecati razinu kuénog endotoksina,*®*® i time
zastitno djelovati na pojavu alergijskih bolesti, iako su neka istrazivanja
ustvrdila da povoljan utjecaj ne ovisi o koncentraciji endotoksina.®® °°
Zastitno djelovanje macke na alergijsku senzibilizaciju temelji se
pretpostavkom da izlaganje visokim koncentracijama alergena modificira
Th2-imunoloski odgovor kroz sintezu IgG4 na alergene macke, ali ne i
specificnih IgE antitijela, Sto se smatra oblikom tolerancije i radi Cega se ne
moraju javiti simptomi.®°

NajCesci alergeni vanjskog okoliSa su peludi trava, stabala, korova i gljivica.
Alergeni peludi se prenose zrakom, a simptomi se javljaju u vrijeme
polinacije. Vazna je koncentracija alergena o kojoj ovisi klinicka slika, osobito
u kombinaciji s genetskom predispozicijom i/ili onecis¢enjem zraka. Tako npr.
koncentracija peludi ambrozije veé od 20 zrnaca/m® zraka u genetski
predisponiranih osoba moze dovesti do klinicke slike alergijskog rinitisa i/ili
astme; visoke koncentraciie od 1500 zrnaca/m® zraka mogu i u zdravih
osoba izazvati simptome, dok u djece s nasljednom sklono$¢u izazivaju
teSku sliku bolesti. Zrnca peludi, osim antigene komponente, sadrze i
intriziCnu nitotinamid adenin dinukleotid (fosfat) (NAD(P)H) oksidazu, koja
oslobadajuci produkte oksidacijskog stresa znacajno pridonosi pojavi i
odrzavanju alergijske upale. Klimatske promjene npr. globalno zatopljenje
uzrokuju raniji poCetak prolje¢a kao i produljenje sezone rasta i cvjetanja
biliaka, Sto dovodi do znacajnog porasta u proizvodnji peludi i NAD(P)H
oksidaze.®’

e Infekcije

Nedavna istrazivanja pokazuju da infekcije tijekom rane djecje dobi, osobito
dojenacke, imaju zna€ajan utjecaj za razvoj ponavljajucih bronhoopstrukcija i
kasnije za pojavu astme.®?®® Tome pogoduje teZina klinicke slike infekcije te
varijabilnost gena za IL-8,%° ali i polimorfizmi gena za IL-4, IL-10, IL-13,
TGFB, TLR4, IL-4Ra i CCL5.5""" Najées¢i uzroénici infekcija disnih putova u

dje€joj dobi su respiracijski sincicijski virus (RSV), rinovirus (RV),



parainfluenca virus, metapneumovirus i virus influence.”? Ipak, RSV i RV
zauzimaju vazno mjesto u patofiziologiji buducih bronhopstrukcija i/ili astme.
Uoceno je da akutna antivirusna Th1-imunoreakcija (pomo¢nicki T limfocit 1,
Th1, od engl. T helper 1), putem induciranja receptora za IFN-I, cija
izrazajnost ovisi o FceRI na dendritiCkim stanicama, stimulira razvoj kroni¢ne
alergijske astme u miSeva. Nadalje, krizno vezanje virusa za FceRI potice
proizvodnju kemokina, CD4+ limfocita, IL-13 te sintezu IgE.” Veé je u krvi iz
pupkovine djece s povecanim rizikom za razvoj alergijskih bolesti i/ili astme
uoCena snizena razina IFN-y, a sposobnost lu€enja tog citokina moze biti
shizena tijekom ranog djetinjstva.”* "

Infekcija RSV-om dovodi do promjena u sekreciji niza i Th-1 i Th-2 citokina,
poput IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, CCL5, upalnog proteina makrofaga (MIP,
od engl. macrophage inflammatory protein), CCL2 i eotaksina).”® 7’

Prema recentnim studijama posebno znalenje za razvoj atopije i astme ima
RV. Nakon inhalacije virus se veze za medustani¢nu adhezijsku molekulu-1
(ICAM-1, od engl. intracellular adhesion molecule-1) na stani€noj membrani
Cime pokreée sintezu niza citokina: IL-6, IL-8, IL-16, Cimbenika stimulacije
rasta granulocitnih kolonija (GCSF, od engl. granulocyte colony-stimulating
factor) i CCL5.”® Putem citotoksi¢nog uginka na epitel bronhalne sluznice i
poticanjem Cimbenika rasta vaskularnog endotela (VEGF, od engl. vascular
endothelial growth factor), RV sudjeluje u remodelaciji di$nih putova.”
UocCeno je da virusne infekcije tijekom predskolske dobi mogu utjecati na
smanjenje rizika za pojavu astme i atopije u Skolskoj dobi, putem
usmjeravanjem imunolo$kog odgovora u Th1-smjeru.’> 8" Na to utjege i
redoslijed izlaganja alergena i virusa; naime, ako infekcija uslijedi nakon
izlaganja alergenima, ona ne moze sprijecCiti ve¢ razvijenu alergen-specificnu

Th2- imunoreakciju.®?
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ozon i sumporni dioksid. Njihova koncentracija ovisi o meteoroloskim i
lokalnim geografskim prilikama. PoviSene vrijednosti u zraku mogu izazvati
bronhokonstrikciju, povecati bronhalnu hiperreaktivnost i pojacati alergijsku

upalu.®® 3 lako je ustvrdena njihova povezanost sa simptomima astme,



prema dosadasnjim istrazivanjima nema sigurnih dokaza da zagadenje zraka
uzrokuje porast prevalencije astme.®® Medutim, vaZno je i unutarnje
zagadenje zraka, s obzirom da moderan €ovjek provede i do 95% vremena u
vlastitom domu. Glavni izvori oneciS¢enja unutar doma su proizvodi
energenata za kuhanje i grijanje kao i materijala za uredenje domova te
duhanski dim. %

e Duhanski dim
Procjenjuje se da je polovina djeCje populacije u svijetu pasivno izlozena
negativnim u€incima duhanskog dima, a i sve je veéi broj adolescenata koji
puSenjem cigareta postaju ovisni o nikotinu.®” Za sat vremena, dijete koje
boravi u zadimljenoj prostoriji s pusacima, inhalira jednaku koliinu Stetnih
tvari kao i pusac koji popusi desetak cigareta.
Duhanski dim sadrzi preko 4 500 toksiCnih sastojaka od kojih su
najzastupljeniji dusik, ugljicni dioksid, kisik, nikotin, ugljiéni monoksid,
policikliCki aromatski ugljikovodici, metali i cijanovodik. U ljudskom organizmu
imaju toksicni, kancerogeni i oksidativni uc€inak. lzlaganje duhanskom dimu
uz polimorfizam kandidatskih gena odgovornih za astmu poput gena za GST,
TNF-a, ADRBZ2-adrenoreceptor te genski lokusi 5q, 1p, 9q, 1943-g44,
4q34,17p11, 5p15, 14932, 17921, 20p), modificira rizik za osteéenje pluéne
funkcije kao i za samu pojavu astme.?®*' Takoder dovodi do epigenetskih
promjena, koje inhibiraju izrazajnost gena, a povecavaju rizik za razvoj astme
u nekoliko slijedeéih generacija.*’ Na respiracijskom epitelu osteéuje
integritet sluznice, mukocilijarni aparat i potiCe epitelne stanice na
proizvodnju proupalnih medijatora. Na imunoloski sustav djeluje slabljenjem
izvrSne uloge alveolarnih makrofaga, smanjenjem odgovora dendritickih
stanica na stimulaciju evolucijski oCuvanim strukturama porijeklom od
patogenih mikroorganizama (PAMP, od engl. pathogen associated molecular
paterns), oslabljenom izrazajno$¢u kostimulacijskin molekula, smanjenom
sintezom IL-23 i IL-12, uz posljediénu stimulaciju alergen-specificne Th2-
imunoreakcije.
Duhanski dim povecava razinu imunoglubulina E (IgE), a smanjuje serumsku
razinu ostalih imunoglobulina. U pluc¢ima poti¢e nastanak folikula B-limfocita

koji pridonose alergijskoj senzibilizaciji.®* Duhanski dim pospje$uje upalne
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promjene, uzrokuje os$tecenje pluéne funkcije® i porast bronhalne
hiperreaktibilnosti'® to poveéava rizik za pojavu astme.

e Prehrana djeteta
Povoljan utjecaj prirodne prehrane dojencadi, koja se preporuca tijekom prvih
Sest mjeseci Zivota,*® predstavlja zastitu od respiracijskih i probavnih infekcija
te utjeCe na razvoj emocionalnih veza izmedu majke i djeteta. Dohranu treba
zapodeti nakon &etvrtog mjeseca zivota,” ** bez obzira na nasliednu
sklonost atopiji. Za sada nema Ccvrstih dokaza da produljeno dojenje i
uvodenje dohrane nakon $estog mjeseca étiti dijete od alergijskih bolesti.®
Prehrana bogata vitaminima C, D i E, selenom, a- i B-karotenom,
B-kriptoksantinom i svjezim voéem te povréem ima zastitni u¢inak za razvoj
alergijskih bolesti.”® Nadalje, protektivno djeluje primjena antioksidansa, dok
za Cestu konzumaciju ribe jo$ uvijek nema ujednaCenih dokaza na bitni
utjecaj za pojavu astme.?” Pretilost, nadalje predstavlja rizi¢ni ¢initelj budugi
poviSena koncentracija serumskog leptina u pretile djece pridonosi sintezi
proupalnih citokina, IgE i razvoju bronhalne hiperreaktibilnosti.

e Primjena lijekova
Primjena antibiotika u ranoj dje¢joj dobi mijenja crijevnu floru ili tijek
bakterijskih infekcija,?® ¢ime izostaju imunoloski poticaji Th1-imunoreakcije,
to se povezuje s vi§im rizikom za pojavu astme.®® Paracetamol ordiniran u
dojenackom razdoblju ili u Skolskoj dobi takoder povecava rizik za astmu, a

teZina simptoma korelira s dozom.®
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1.3. Medudjelovanje gena i okoline u razvoju astme

U prouCavanju slozenih bolesti poput astme, naglaSava se vaznost
integrativnog pristupa koji nastoji povezati genetsku varijabilnost s kliniCkim
fenotipom, u okviru djelovanja bioloSkih sustava i okoliSnih Cinitelja kroz
razliita razvojna razdoblja zivota djeteta. Opisani integrativni model
primjenjuje se u istrazivanjima o medudjelovanju izmedu gena i okoline.
Promjena okolisnih Cinitelja u medudjelovanju s nasljednom sklonosSc¢u, moze
mijenjati i rizik za pojavnost astme. Medudjelovanje izmedu genetskih
promjena i okoline moZe biti kvantitativno ili kvalitativno. Kvantitativho
medudjelovanje obiljezeno je dozom izlozenosti, odnosno s povecanjem
izloZzenosti, povecava se rizik za astmu, kao Sto je uoCeno na primjeru gena
za TLR2 i odrastanja djece na farmama. Kvalitativno je karakterizirano
dvosmjernim odnosima u kojima povecéanje, odnosno smanjenje izloZenosti
povecava ili smanjuje rizik za astmu, a naj¢eS¢i primjer je gen za CD14 i
izloZzenost endotoksinu. '

NajCeSce proucCavani Cinitelji iz okoline u genetiCkim istraZivanjima su
duhanski dim, zagadivaCi zraka, kucni ljubimci, mikroorganizmi, alergeni i
primjena lijekova (tablica 2).

IstraZivanja o medudjelovanju izmedu gena i okoline naglasila su na vaznost
ukljuCivanja okoline u genetiCka istrazivanja u astmu te odredivanje
individualnih okolisnih €initelja i osmisljavanje metoda za njihovo precizno
mjerenje. Takoder, naglasavaju potrebu istrazivanja i medudjelovanja izmedu

viSe gena i brojnih utjecaja iz okoline pretrazivanjem cijelog genoma."%?
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Tablica 2. IstraZivanja o medudjelovanju gena i okoline- Cinitelji iz okoline

u korelaciji s kandidatskim genima

Cinitelj iz okoline Varijabilnost gena

duhanski dim GST, ADAM33, IL13, IL1R, TNF,
CD14, ADRB?2, regija 17q21703-105. 90. 106110

zagadivaci zraka GST'M 112

komponente CD14, TLR2, TLR4'®" 113116

mikroorganizmima

kuéni ljubimci cD14""
primjena lijekova LTC4S™"®
tielesna aktivnost ADRB2'"®
respiracijske infekcije NOS3, FceR1, ILARA™®

gastrointestinalne infekcije  TIM-1"*"

alergeni grinje IL4"%
majéina astma HLA-G'*
spol TSLP'**

TIM-1-stani¢ni receptor za virus hepatitisa A (od.engl. T-cell membrane protein);
TSLP-limfopoietin strome timusa (od engl. thymic stromal lymphopoietin)



1.4. Urodena i ste€ena imunoreakcija u astmi

Izlaganje alergenima, u vecine ljudi ne uzrokuje kliniCke tegobe. Medum, u
nekih pojedinaca, izlaganje alergenu narusava stanje tolerancije, zapocinje
alergijsku upalu posredovanu reakcijama urodene i steCene imunosti.
Urodena imunost nalazi se na sucelju izmedu okoliSnih alergena i steCene
imunosti. Na povrSini stanica prirodene imunosti nalazimo receptore koji
prepoznaju uzorke karakteristicnih molekularnih struktura (PRR, engl.
pattern recognition receptors) na mikroorganizmima, alergenima i auto-
antigenima. PRR-i  prepoznaju  evolucijski saCuvane  strukture
mikroorganizama (PAMP), ali i egzogeni ili endogeni materijal potencijalno
Stetan po domac¢ima (DAMP, engl. danger-associated molecular patterns)
proizveden tijekom oStecenja tkiva. Stanice prirodene imunosti poput
dendritickih stanica (DC, engl. dendritic cells), mastocita, granulocita,
stanica urodenih ubojica i epitelnih stanica izrazavaju brojne PRR, kao sto
su npr. i TLR-a.

Nakon udisanja, alergene koji izbjegnu eliminaciju iz lumena diSnih putova
djelovanjem mukocilijarnog sustava i sekretornih PRR, prepoznaju putem
membranskih PRR i eliminiraju procesom endocitoze DC, profesionalne
antigen-prezentirajuce stanice, smjestene u sluznici respiracijskog sustava.
Inhalacijski alergeni pokreéu i signale opasosti (DAMP) djelovanjem
njihovih proteolitickin enzima koji naruSavaju mehani¢ku epitelnu barijeru i
potpomazu prodor alergena.'® U lokalnom limfnom &voru DC prolaze
proces sazrijevanja koji ukljuCuje polarizaciju u DC sposobne za skretanje
u smjeru Th2-, Treg i drugih (Th1, Th17) imunoreakcija ste€ene imunosti.
Sazrijevanjem DC pospjeSuje se prerada alergena i njihovo predoCavanje
T-limfocitima u sprezi s molekulama drugog razreda tkivhe podudarnosti.
Pomagacki T-limfociti (Th, engl. T-helper) prepoznaju alergene pomocu
specificnih T-receptora. Nakon aktivacije, slijedi polarizacija Th-limfocita,
na koju utjeCe koncentracija i vrsta citokina koju izluCuju DC. Pa tako,
polarizaciju u Th2 smjeru poti¢u CCL2, OX40ligand, IL-25 i IL-33. IL-12,
IL-27 i interferoni tipa | usmjeravaju imunoreakciju u Th1-smjeru, dok IL-10

i TGF-B promoviraju razvoj tolerancije (Treg).'?® Th2-polarizacija je dijelom
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i pod epigenetskom regulacijom. Usmjeravanje imunoreakcija u Th2-
smjeru, rezultira sintezom specificnog IgE, osnovne znacajke atopije koji je
odgovoran za pokretanje neposredne alergijske reakcije nakon izlaganja
alergenu. Th2-limfociti u sklopu MHC Il predoavaju alergen limofocitima-
B. U uvjetima dovoljne koli€ine IL-4 i ko-stimulacije putem molekule CD40 i
njezinog liganda CD40L, dolazi do izotipskog prekapCanja klase
imunoglobulina iz IgM u IgE. IgE se veZe za FceR1 na povrSini mastocita i
bazofila, a krizno vezanje alergena za kompleks IgE-FceR1 aktivira te
stanice i pokrece oslabadanje histamina, leukotrijena i prostaglandina Sto
rezultira akutnim spazmom glatkin miSi¢a bronha, edemom sluznice i
hipersekrecijom sluzi.'®” Unutar nekoliko sati razvija se kasna alergijska
reakcija gdje dolazi do pritjecanja upalnih stanica eozinofila, neutrofila,
monocita i limfocita u ciljno tkivo i pokreCe se kroniCna upala koja moze
perzistirati i bez izlaganja alergenima. U nastanku i odrZavanju kroni¢ne
upale sudjeluju citokini tipa Th2, kemokini, neurotransmiteri, adenozin,
metaloproteinaze matriksa i drugi Ginitelji'?® koji u interakciji sa stanicama
strome dovode do strukturnin promjena diSnih putova nazvanih
remodelacija.’® Zadebljanju bronhalnog zida najvise pridonosi infiltracija
upalnim stanicama, hipertrofija i metaplazija stanica koje proizvode sluz,°
odlaganje kolagena tipa I, Ill i V, kao i fibronektina i tenascina ispod
bazalne membrane u lamini reticularis.®' Mnogobrojni medijatori i citokini
poput IL-6, IL-11, IL-17 i leukotrijena D, imaju snazan utjecaj u
remodelaciji. TGF stimulira fibroblaste na proizvodnju kolagena tip I, Il i
fibronektina, dok IL-4 i IL-13 imaju sli¢an profibroti¢ki u€inak. Miofibroblasti
koji proizvode kolagen su hiperplasti¢ni i hipertrofiéni Sto dovodi do
trostruko vece miSicne mase. U astmi dolazi do smanjene razgradnje
kolagena gdje klju¢nu ulogu imaju metaloproteinaze matriksa (MMP, od
engl. matrix metalloproteinases).”*? Velikoj obitelji MMP pripadaju i ADAM
proteini, od kojih ADAM33 ima znacajnu ulogu u epitelno-menzenhimalnoj
trofickoj jedinici tijekom prenatalnog razvoja i u postnatalnim patoloskim
procesima pluca.

Nasljedna sklonost djeteta astmi, oCituje se i kroz varijabilnost gena

ADAMS33, koji kroz medudjelovanje s okolinom modificira embrionalno
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sazrijevanje pluéa, plucnu funkciju i kasniju kroni¢nu upalu i remodelaciju u
astmi. Tijekom kroni¢nih upalnih procesa, uoCava se i vaskularna
remodelacija i angiogeneza koja znacCajno pridonosi promjenema zida
diSnih putova, a uzrokovana je proangiogenim djelovanjem niza medijatora
(VEGF, FGF, TGFB, MMP, histamin, kemokinima, citokinima i
proteazama). Varijabilnost gena VEGF, veoma vaznog za angiogenezu,
znacCajno pridonosi nasljednoj sklonosti prema astmi, smanjenoj plucnoj

funkciji i bronhalnoj hiperreaktivdnosti u dje¢joj dobi."?

1.5. Osobitosti astme u djecjoj dobi

Simptomi astme najCeSée se pojavljuju tijekom ranog djetinjstva, dok
promjene unutar imunolosSkog i respiracijskog sustava specificnih za astmu
nastaju ve¢ prenatalno i mogu se oditovati u ranoj novorodenackoj dobi.™*
Pracenjem djece od rodenja do u odraslu dob, uo€eno je da gotovo polovina
djece predskolske dobi ima minimalno jedan napadaj bronhoopstrukcije.
Uocena sklonost mijenjanju astme pod utjecajem okoline izraZenija je u prvim
godinama Zivota, a smanjuje se tijekom odrastanja.'® Patofizioloska zbivanja
tijekom dojenacke i djeCje dobi prezentiraju se klinickim tegobama poput
zvizdanja, kasljanja, dispneje, stezanja u prsima i nedostatka zraka. Medutim
slicni  simptomi  mogu  biti  posljedica patoloskih promjena u
kardiovaskularnom, respiracijskom, probavnom i imunoloSkom sustavu.
Diferencijalna dijagnoza astme, odnosno bronhoopstrukcija u dojenackoj i
djec€joj dobi uklju€uje: strano tijelo u diSnom sustavu (npr. aspiracija hrane),
bronhopulmonalna displazija, cisti¢cna fibroza, sindrom primarne cilijarne
diskinezije, tuberkuloza, kronicni rinosinuitis, ponavljaju¢e infekcije donijih
diSnih putova u zdravih i imunokompromitiranih, kongenitalne sréane bolesti
te gastroezofagusni refluks.

Djecu s napadajima ponavljaju¢eg zvizdanja s obzirom na KkliniCku sliku,

136 odnosno

137

atopiju i plu¢nu funkciju, mozemo svrstati u tri (prema Martinezu),
Cetiri kliniCka fenotipa prema PRACTALL-studiji (od engl. practical allergy).
Uoceni fenotipovi mogu se preklapati, a prva dva fenotipa moguce je tek

retrospektivno dijagnosticirati.
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Rano prolazno zvizdanje- Bronhopstrukcije poc€inju u dojenackoj dobi s
najviSom prevalencijom izmedu druge i treCe godine. Rizi¢ni Cinitelji su
nedonoSenost, odrastanje u obiteljima sa starijom bradom i sestrama,
pohadanje djecjih kolektiva i puSenje majke tijekom trudnocée. Tijekom
prve godine zivota 4/5 svih bronhopstrukcija pripada ovom fenotipu, a
obiljeZzava ga odsutnost znakova atopije te smanjena plu¢na funkcija od
novorodenacke do $kolske dobi.?® "*® Nakon tre¢e godine Zivota vecina
djece nema simptome.

Neatopijsko zvizdanje predskolske i rane Skolske dobi- PoCinje u prve tri
godine Zivota, vrhunac prevalencije je izmedu Cetvrte i pete godine, a kod
vecine djece prestaje u ranoj skolskoj dobi. Znakovi atopije nisu prisutni,
ali se moze regqistrirati bronhalna hiperreaktivhost uz nize vrijednosti
pluéne funkcije. U predskolskoj dobi naj¢es¢i uzrok su virusne infekcije
disnih putova (RSV, RV, parainfluenza) koje nakon trinaeste godine
Zivota viSe nemaju utjecaja za nastanak bronhopstrukcije.

Atopijsko zvizdanje/astma- Prvi simptomi trajne astme u viSe od 50%
djece pocinju prije trece, te u 80% prije Seste godine Zivota. Razlikujemo
dva fenotipa: rano trajno zvizdanje s poCetkom u prve tri godine i kasno
trajno zvizdanje koje pocinje nakon treCe godine Zivota. Rano trajno
zvizdanje javlja se u 14% djece, povezano je s klini¢ki teZzim oblicima
astme te povecanom bronhalnom hiperreaktibilnoS¢u. Djeca imaju
znakove atopije poput poviSenih vrijednosti IgE, pozitivan kozni test,
atopijski dermatitis i simptome rinitisa u odsutnosti prehlade. Plu¢na
funkcija ima je snizena od rane djecje dobi, s tendencijom daljeg
pogordavanja tijekom djetinjstva.”™® '3 U obiteljima ove skupine djece
nalazimo ¢lanove oboljele od alergijskih bolesti. Kasno trajno zvizdanje
javlja se u 15% djece. U djece s ovim fenotipom atopijska senzibilizacija
se pojavljuje tek u Sestoj godini zivota, a plu¢na funkcija ne razlikuje se u
odnosu na zdravu djecu.

Tesko povremeno zvizdanje- Djeca imaju povremene, no teSke napadaje
zvizdanja, a nemaju simptome izmedu pogorSanja. Takoder su nazocni
znakovi atopije kao Sto su atopijski dermatitis, specificna senzibilizacija i

periferna eozinofilija.”>’
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Prospektivnim pracenjem djece s astmom tijekom adolescencije do u odraslu
dob, uocilo se da je 40% djece s poCetkom bolesti poc€ela prije sedme godine
Zivota, u odrasloj dobi bilo bez simptoma. U preostalih 60% ispitanika,
simptomi astme perzistirali su i u odrasloj dobi u nekom od klini¢kih oblika

poput povremenog ili trajnog zvizdanja.'*°

1.6. Higijenska hipoteza

EpidemioloSka opaZanja u posljednjim desetljeCima koja povezuju porast
prevalencije astme sa smanjenom izlozenoS¢u mikroorganizmima, nazvana
su “higijenskom hipotezom®. PocCetke higijenske hipoteze nalazimo u pisanim
radovima autora jo$ u 19. stoljeéu koji uo€avaju vecu zastupljenost polenoze
medu pripadnicima bogatijih drustvenih slojeva.™' Paralelna, iako ne i
identi€na opazanja nalazimo i u modernim drustvima. Smatra se da porastu
prevalencije astme koji je obiljezio industrijski razvijenim zemljama u drugoj
polovini dvadesetog stoljeCa doprinosi znacajna promjena okolisa i nacina
Zivota, buduéi da se genetska osnova populacije nije bitnije promijenila.
PoboljSana higijena u industrijaliziranim zemljama, poja¢ane javno-
zdravstvene mjere, moderna prehrana, primjena antibiotika te procjepljivanje
djece, smanjuju ucestalost infekcija i reduciraju mikroorganizme iz okoline
koji stimuliraju razvoj imunoloSkog sustava u smjeru suprotnom od atopije.
Hipoteza o zastitnom utjecaju mikrobnog okruZenja za pojavu atopijskih
bolesti analizirana je u brojnim istraZivanjima, a rezultati su kontroverzni.
e [straZivanja koje potvrduju higijensku hipotezu

Strachan i suradnici 1989. godine objavili su intrigantno epidemiolosko
zapazanje o zastitnom ucinku velikih, brojnih obitelji za pojavu alergijskih
bolesti, pretpostavljajuci da kontakt sa starijom bracom i sestrama osigurava
izloZenost infekcijama u ranom djetinjstvu.’*? U slijede¢im godinama uslijedio
je niz istrazivanja koja koja su povezala smanjenu ucestalost alergijske
senzibilizacije i astme u odredenim Zivotnim okruzenjima i kod preboljenja
nekih infekcija. Tijekom ranog djetinjstva Zivotne sredine poput djecjih

kolektiva ili farmi sa stajskim zZivotinjama i konzumacijom nepasteriziranog
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mlijeka, djeluju zastitho na pojavu alergijskin bolesti.?" '*3 144 145 Manju

uCestalost alergijskih bolesti, nalazimo i nakon preboljenja respiracijskih
infekcija kao Sto su obiCna prehlada, crijevne infekcije uzrokovane
Toxoplasmom gondii, virusom hepatitisa A, parazitima te infekcija s
Mycobacterium tuberculosis, odnosno BCG cijepljenje.'®: 147: 148, 149, 130, 151
Zastitni ucinak infekcije virusom ospica, nije jednozna¢no dokazan u svim

istraZivanjima'#® %2 153

Crijevna flora bogata laktobacilusom i
bifidobakterijama zastupljenija je u djece s niZzom incidencijom alergijskih
bolesti.”* Primjena laktobacilusa ima povoljan uginak na pobolj$anje ekcema
i nutritivnih alergija,’> '*® dok je smanjenje njegovih kolonija u crijevima
uzrokovano primjena antibiotika, povezano s povecanim rizikom alergijskih
bolesti.'”’
e [straZivanja koja opovrgavaju higijensku hipotezu
Objavljeni su i radovi koji opisuju nepovezanost ili negativan utjecaj infekcija,
cijeplienja i nehigijenskih uvjeta na zaustavljanje alergijske reakcije i
uCestalost alergijskih bolesti. Parazitarne infekcije povezane su s vecim
rizikom od urtikarije i atopijskog dermatitisa,’® dok infekcija s Bordetellom
pertusis'® ili RSV®' promovira allergen-specifi¢nu Th2-imunoreakciju. Visoka
procijeplienost djece protiv hripavca pokazala je zastitno djelovanje.'®
Preboljenje  aktivne tuberkuloze nije  smanjilo ucestalost Th2-
bolesti.'®' Takoder, uo¢ena je visa prevalencija astme u siromasnim gradskim
domovima razvijenih zemalja.'®? Jedan od nedostataka epidemiologkih
opazanja koja potkrepljuju higijensku hipotezu je da su oblikovana poput
kohortnih ili presjeCnih, a ne randomiziranih kontroliranih istrazivanja. U
studijama presjeka ne moze se dobiti valjana uzroCna povezanost, a i
izlozenost kohorte nije sluCajna, nego je uvjetovana ponaSanjem, Sto
nepovoljno utjee na vrijednost rezultata.’®
e Imunoloska osnova higijenske hipoteze

Za povezanosti uoCene u epidemioloskim istrazivanjima koja potkrepljuju
higijensku hipotezu nastojali su se utvrditi odgovaraju¢i imunoloski
mehanizmi. Citokinski profil fetusa i novorodenceta, karakteriziran je Th-2
predominacijom. lzostajanjem infekcija u perinatalnom, novorodenackom i

dojenackom razdoblju, koje osiguravaju konverziju citokinskog profila iz Th2
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u Th1, omoguéavaju jacanje Th2-imunoreakcije i pojavu atopije.’™ Th1-
stanice inhibiraju proliferaciju i razvoj Th2- stanica, sintezu IgE i eozinofila."®
%6 Smanjena izlozenost mikroorganizmima u okolini odgada sazrijevanje
imunoloSkog sustava zadrzavaju¢i ga u Th2 stanju, uzrokuje Th1/Th2
imunoloSko skretanje koje je Cinilo temelj poCetnog objasdnjenja higijenske
hipoteze. Medutim, daljnja istraZivanja uoCavaju nedostatke polarizacije
imunoreakcije na Th1 ili Th2, s obzirom da Th1-citokini sudjeluju u
egzacerbacijama astme, a Th2-imunoreakcija u parazitarnim infekcijama $titi
od atopije. Takoder, uoCeni porast prevalencije i Th1-i Th2-bolesti, zajednicki
rizini Ginitelji te istodobno pojavljivanje ovih bolesti u iste osobe'’ kao i
smanjeni  rizik  specificne  senzibilizacije kod izlaganja  visokim
koncentracijama alergena macke,?® su daljnji dokazi da iskljugivo Th1/Th2-
imunolo$ko skretanje ne moze objasniti higijensku hipotezu.

Novija istrazivanja upucuju da osim imunoloSkog Th1/Th2-skretanja,
mikroorganizmi u okolini modificiraju pojavu atopije/alergije djelujuéi i/ili
putem imunoloske regulacije, a konacéni ucinak ovisi o0 osobinama
mikroorganizma, vremenu, trajanju, proSirenosti i stupnju infekcije te o
geneti¢kim osobinama domadima.'®® Smatra se da je imunolo$ka regulacija
posredovana indukcijom regulacijskih T-stanica (Treg) koje sintetiziraju IL-10 i
TGF-B, a nose CTLA-4, neosjetljivos¢u izvrsnih T-stanica i apoptozom Th2-
stanica specificnih za alergen. U procesu imunolosSke regulacije vazne su
dvije vrste T.g prirodene CD4+CD25+ (obiliezene transkripcijskim
Cimbenikom Foxp3) koje nastaju u timusu i inducibilne koje nastaju u
perifernoj krvi iz CD4+ T-limfocita. T.g Stanice odrZavaju homeostazu
imunoloskih reakcija (imunolosSka tolerancija) kroz IL-10, TGF-B i CTLA-4,
djelovanjem na vise razina.'® Te stanice suprimiraju proupalno djelovanje
dendritiCkih stanica (DC, od engl. dentritic cells), direktno inhibiraju ucinak
izvrSnih stanica Th1, Th2, Th17 i Th22, direktno i indirektno inhibiraju u€inak
mastocita, bazofila i eozinofila, inhibiraju dolazak T-stanica u tkiva zahvacena
upalom te suprimiraju B-stanice u proizvodnji alergen-specificnin IgE i
stimuliraju proizvodnju 1gGa.

Smanjena okruzenost mikroorganizmima ima, dakle, za posljedicu smanjenu

aktivaciju T.g, 0dnosno smanjenje imunoloske regulacije, Sto dovodi do
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pojatane Th1- i Th2-imunoreakcije, dok posljedi¢ni nedostatak IL-12
uzrokuje i imunolo8ko skretanje u Th2-smjeru. Smatra se da nadzor nad
inhibicijom Th2-imunoreakcije imaju regulacijske dendritiCke stanice (DCreg,
od engl. regulatory dendritic cells). One induciraju T limfocite, apoptozu i
anergiju T-stanica.'®

RazliCite infekcije usmjeravaju DC da postanu ili DC slicne Th1 stanicama
(DC1) koje promoviraju Th1 i inhibiraju Th2- imunoloski odgovor ili DCreq4 koje
induciraju Teg i inhibiraju Th2- imunoloSku reakciju.

Unato¢ dokazima o ulozi DC u regulaciji alergijskih upalnih zbivanja, ostaju
otvorena pitanja o mehanizmu kojim razliite infekcije uzrokuju diferencijaciju
DC u DC1 i DCreg i na koji nacin ovako usmjerene DC reguliraju imunoloske

odgovore.

1.7. Endotoksin

IzloZenost djelovanju mikroorganizmima mozZe se promatrati kroz nekoliko
kategorija poput izloZenosti infekcijama, komponentama mikroorganizama,
kroz kolonizaciju gastrointestinalnog sustava, te kroz mjere kojima
reduciramo mikroorganizme u okolini poput primjene antibiotika, imunizacije i
higijenskih mjera.’® Pouzdan pokazatelj mikrobnog okruZenja je endotoksin
koji €ini veci dio vanjske membrane gram negativnih bakterija. Endotoksin je
lipopolisaharid (LPS), graden od tri dijela: hidrofobnog lipida A, kratkog
srediSnjeg oligosaharida i O-antigen polisaharida. Lipid A je bioaktivna
domena Kkojoj se pripisuje imunomodulacijski ucinak, a omogucava i
stabilnost molekule unutar vanjske membrane bakterija. Endotoksin je
otporan na vanjske uvjete, Sto osigurava njegovo produljeno djelovanje u
okolini, a ujedno pikogramske koliCine su dovoljne za imunostimulirajuci
ucinak.
e Koncentracija endotoksina u Zivotnom oKkruZenju

Najvise koncentracije endotoksina zabiljezene su u stajama i seoskim
kuéama, a znadajno nize u gradskim domovima.'”" 2 Javna mjesta poput

vrtiCa, Skola, ureda i prijevoznih sredstava (npr. zrakoplovi), imaju i nekoliko
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puta veéu koncentraciju endotoksina nego unutradnjost obiteljskih kuéa.'*

'™ Uogene su i znadajne razlike u koncentracijama endotoksina izmedu

razli¢itih gradskih domova'">""?

177-179

Sto ovisi o drzanju ku¢nih ljubimaca kao sto

centralnoj regulaciji grijanja i hladenja'"®

176, 177

su macke i psi, i primjeni

odvlazivaca zraka.

viv s

broj mlade djece u domovima povezani s viSom koncentracijom endotoksina

176-178, 180, 181

nije potvrdena u svim istrazivanjima, a isto tako razliCite tehnike

CiS¢enja domova i djecjih kolektiva ne smanjuju znac€ajno razinu
endotoksina.'” 178
e Endotoksin u seoskim domovima i domovima uz farme

1, 189-199

Vecina epidemioloskih studija® pokazuje da za razvoj atopije i

alergijskog rinokonjuktivitisa zastitni u€inak ima odrastanje na farmama, dok
je ug¢inak na pojavu bronhopstrukcija i razvoj astme kontroverzan.'** 182
Neujednaceni rezultati istrazivanja posljedica su razlika medu farmama
raznih zemalja, genetske osjetljivosti pojedinca, kronoloSke dobi djece bududi
da je zastitini uCinak na pojavu atopije najizrazeniji kod izloZzenosti in utero i
tijekom prve godine Zivota, istodobnog djelovanja viSe neovisnih Cinitelja, kao
i za sada jo$ neprepoznatih utjecaja iz farmerskog okruzenja.'® Povoljan
uCinak endotoksina nastaje putem svakodnevnih kontakata sa stajskim
Zivotinjama, putem konzumacije nepasteriziranog mlijeka, obradivanjem
zemlje i uzgojem svinja.'#* 1®
e Endotoksin u gradskim domovima

Niza koncentracija endotoksina zabiljeZzena u gradskim domovima, takoder
moze djelovati zastitno na pojavu atopije.’”® Medutim, ako je dijete u ranoj
dobi izloZzeno viSim koncentracijama endotoksina unutar svog doma,

185,186 | senzibilizacije

smanjuje se rizik od pojave ekcema u dojenackoj dobi
te atopijske astme u &kolskoj dobi.’® Osim zastitnog ug&inka, u nekim
studijama viSestruko djelovanje endotoksina manifestira se i poveéanim
rizikom za alergijsku senzibilizaciju,’®® dok druga istraZivanja nisu pokazala

utjecaj na razvoj atopijskih bolesti.'®"'%?
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o Negativni utjecaji endotoksina
Udisanje endotoksina u zdravih osoba moze dovesti do stezanja u prsima,
porasta tjelesne temperature i proteina akutne faze upale, pritjecanja
neutrofila u pluc¢a, porasta neutrofila, monocita i limfocita u sputumu, pada
pluéne funkcije i porasta bronhalne hiperreaktivnosti,’®® dok u osoba s
astmom dovodi do egzacerbacije bolesti.'¥* %
UcCinak endotoksina nije jednak na sve alergijske bolesti. ViSa izlozenost u
gradskim domovima djeluju protektivno na razvoj atopijskog dermatitisa u
dojenackoj dobi.’® Medutim, poveéan je rizik za nastanak bronhopstrukcija
tijiekom prve godine Zivota,'"” koji se smanjuje nakon &etvrte godine Zivota.>®

« Cinitelji o kojima ovisi djelovanje endotoksina
Za pojavnost alergijskih bolesti nakon izlaganja endotoksinu vazna je
kronoloSska dob djeteta zbog stupnja zrelosti imunoloSkog sustava,
koncentracija endotoksina u okolini, put njegovog unosa u organizam,
djelovanje drugih mikroorganizama te genetska sklonost djeteta.
Utjecaj endotoksina s obzirom na kronolosku dob je dvojak: u prenatalnom i
ranom postnatalnom razdoblju prije razvoja atopijske senzibilizacije i upale,
zasti¢uje od razvoja astme, 7% dok u starije djece s postoje¢om astmom
pogorSava simptome bolesti. VaZzna je i njegova koli¢ina u okolini, pa tako
niske koncentracije endotoksina uz istovremenu izloZzenost alergenima potiu
Th2, dok visoke koncentracije pospjeSuju Th1-imunoloSku reakciju i djeluju
zastitno na razvoj alergijskih bolesti.’®® Medutim, izrazito visoke razine
endotoksina koje su nekoliko tisu¢a puta veée od kuénih razina, predstavljaju
znaCajan rizik za nastanak atopijskih bolesti. Predmet istrazivanja je i
optimalni put unosa endotoksina u organizam za razvoj zastitnog uéinka.'”®
Nadalje, dijelovi mikroorganizama, poput proteina toplinskog Soka-60, beta
(1-3) glukana i bakterijske DNK svojim imunostimuliraju¢im djelovanjem,
mijenjaju u¢inak endotoksina.?®' 2%

e Signalni put za endotoksin
Nakon ulaska u organizam, endotoksin se opsonizira lipopolisaharid vezuc¢im
proteinom (LBP, engl. lypopolysaccharide binding protein) i s njim veze za
CD14 receptor. Razlikujemo membranski CD14 koji je smjeSten na povrSini

makrofaga, monocita i neutrofila i slobodni koji je topiv, a proizvode ga
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monociti.?®® CD14 omoguéava zapoéinjanje odgovora na endotoksin, ali
budu¢i da nema citoplazmatskog dijela, ne mozZe samostalno prenositi
signale u stanicu.?® Signalni receptor za LPS je TLR4.?®® Za vezanje
endotoksina za TLR4, neophodan je protein MD2 koji, koji je smjeSten uz
izvanstaniéni dio TLR4 2% 2%

Kompleks LPS-LBP-CD14 veze se za MD2 i udruzuje s TLR4. Vezanje LPS
potiCe oblikovanje receptora sastavljenog od dvije kopije TLR4-MD2-LPS,
kojim zapocCinje prijenos signala u stanicu pri ¢emu se Koristi Cetiri
unutarstanic¢ne adapterske molekule: MyD88, TIRAP/MAL, TRIF i TRAM.
TLR4 tako ima dva signalna puta, MyD88-ovisni i TRIF-ovisni, koji imaju
razliCitu kinetiku. MyD88-ovisni signalni put zapocinje kada adapterski protein
TIRAP (od engl. Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor
protein) premosti TLR4 i MyD88. MyD88 dalje prenosi signal na IRAK-kinaze
4, 2, 1 (od engl. IL-1 receptor associated kinase), TRAF6 (od engl. TNF
receptor associated factor 6) te TAB2 i TAB3 (od engl. TAK1 binding protein),
koji potom aktiviraju TAK1 (od engl. TGF-B-activated kinase 1). TAK1 se
pridruzuje IKK-kompleksu i fosforilira IKKB, $to dovodi do degradacije IkB
inhibitornih proteina i aktivacije rane faze transkripcijskih ¢imbenika NF-kB i
MAP kinaza (od engl. mitogen-activated protein kinasa) Erk1, ERK2, p38 i
Jun, koje zatim aktiviraju razliCite transkripcijske Cimbenike, ukljuujuci i AP-
1. Slijedi endocitoza TLR4 u stanicu gdje na membrani endosoma oblikuje
kompleks s TRIF-om i TRAM-om (od engl. TRIF-related adaptor molecule),
koji potom aktiviraju TRAF3, TBK1 (od engl. TANK-binding kinase 1) i IKKe te
se katalizira fosforilacija IRF3 (od engl. interferon regulatory factor 3), Sto
uzrokuje sintezu interferona tip I.

TRAM -TRIF aktivira TRAF6 i TAK1 neophodne za kasnu fazu aktivacije NF-
kB i MAP kinaza. 2%

Prema istrazivanjima na laboratorijskim ZzZivotinjama, pretpostavlja se
aktivacija MyD88-neovisnog puta kod niske doze endotoksina koji dalje
potiCe Th2-imunoreakciju. MyD88-ovisni put, prevladava kod izlozenosti
visokim koncentracijama endotoksina i stimulira sintezu Th1-citokina.?%% 2™
Utjecaj endotoksina na proupalni odgovor odvija se aktivacijom imunoloskih

stanica putem TLR4 Sto dovodi do izrazajnosti proupalnih citokina (IFN-a/j3,
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TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 i IL-18), sazrijevanja antigen-prezentirajucih stanica i
rezultira usmjeravanjem imunoloSke reakcije viSe u Th1- nego u Th2-

smjeru.?"

Slika 1. Receptori za endotoksin (CD14-TLR4-MD?2),

preuzeto iz Akira S i suradnici **°
1.8. Nasljede i geni urodene imunosti

Nasljede ima vazan utjecaj na razvoj atopijskih bolesti $to su pokazala brojna
istrazivanja. Obiljezavaju ga poligenost, polimorfizmi pojedina¢nih gena kao i
njihova interakcija. PatofizioloSki mehanizmi su veoma slozeni, a njihovom
razumijevanju su pridonijela novija saznanja o ljudskom genomu.
e Ljudski genom

Pojam genotipa podrazumijeva sveukupno nasljede organizma, a fenotipom
se smatraju sva fizioloSka i morfoloSka obiljeZja organizma koja su odraz
genotipa i djelovanja okoline. Za promjenu fenotipa vazna je varijabilnost
genoma. Ona se moZe odvijati na razini kromosoma (delecija, duplikacija,
inverzija, translokacija) ili nukleotida (toCkaste mutacije-posljedica insercije,

delecije i supstitucije jednog ili viSe nukleotida unutar DNK). Varijanta koju
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osoba nosi na odredenom lokusu naziva se alel. NajceSci oblik varijabilnosti
genoma je zamjena nukleotida (adenin, timin, citozin, gvanin) i nazivamo ga
jednonukleotidnim  polimorfizmom (SNP, od engl. single nucleotide
polymorphism), a broj polimorfizama najbolje odrazava geneti¢ku
varijabilnost. U ljudskom genomu otkriveno je i oznaceno preko 3,7 milijuna
SNP, a 70% njih ima frekvenciju u populaciji manju od 5%, te se smatraju
rijetkim snp. Veéina SNP je smjeStena u nekodiraju¢im regijama DNK koje
nazivamo introni, dok se samo oko 60 000 nalazi unutar egzona, kodirajucih
regija DNK.?'? Polimorfizmi, smje$teni unutar egzona mogu uzrokovati
znacajne promjene DNK koje onda rezultiraju zamjenom aminokiseline i
strukture proteina. Te mutacije mogu biti tihe (od engl. silent, synonymous)
kada kodiraju istu aminokiselinu pa nema promjene u gradi proteina, potom
pogre$ne (od engl. missense, non-synonymous) kada kodiraju razli€itu
aminokiselinu te se mijenja struktura i/ili funkcija proteina ili besmislene
mutacije kada kodiraju prijevremeni ,stop kodon® te uzrokuju skracenje i
poremecenu funkciju proteina. Insercija ili delecija pojedinatnog nukleotida
moze prouzroCiti ,pomak okvira Citanja“ (od engl. frame-shift) Sto mijenja
genski proizvod. Polimorfizmi u promotorskoj regiji mijenjaju izrazajnost gena
ili koli€inu proteina koja se proizvodi u razli€itim uvjetima.

Smatra se da polimorfizmi smjesteni u intronima mogu dovesti do znac¢ajne
promjene proteina putem alternativnog prekrajanja glasnicke RNK (od engl.
alternative splicing). Nakon transkripcije iz glasnicke RNK izrezuju se introni,
a tijekom prekrajanja slijedi povezivanje egzona u razliitim kombinacijama.
To alternativho prekrajanje omogucuje kodiranje viSe proteina iz jednog
gena.?"®

Hardy-Weinberg pravilo (HWE, od engl. Hardy-Weinberg Equilibrium),
naglaSsava konstantnost frekvencija alela i genotipova iz generacije u
generaciju, $to se moze prikazati formulom: (p?)+(2pq)+(g?)=1, u kojoj je p
frekvencija dominantnog alela, a q frekvencija recesivnog alela. Frekvencija
alela izmjerenog genotipa u nesrodnih osoba unutar populacije biti ¢e u
korelaciji s frekvencijom genotipa o€ekivanoj prema Hardy-Weinbergovom

pravilu.? Statisti¢ki znac¢ajno odstupanje od ravnoteze (p<0.001) upucéuije ili
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na postojanje potomstva srodnih partnera ili pogreSke u genotipizaciji. To
pravilo vazno je u kontroli kvalitete izvodenja genetskih istrazivanja.

NeravnoteZa povezanosti (LD, od engl. linkage disequilibrium) ili neslu¢ajna
udruZzenost alela oznaCava cCeScCe zajedniCko pojavljivanje dva alela na
kromosomu nego $to bi se odekivalo u sluaju neovisnog nasljedivanja.?'
Uloga LD u genetiCkim istrazivanjima primjenjuje se kod razjasSnjavanja
dobivenih povezanosti. Zapazena povezanost polimorfizma i fenotipa, tj.
bolesti ne mora znaCiti da polimorfizam i uzrokuje bolest, nego da je
nasljeden zajedno s polimorfizmom koji uzrokuje bolest. LD se moZe izraziti
kao D ili kao r? koji oznadavaju kvadrat korelacijskog koeficijenta izmedu
alela smjestenih na dva lokusa.?'® Podrugje kromosoma s visokim LD
predstavlja obiljezavajuéi polimorfizam (tag SNP, od engl. tagging SNP) koji
omogucéavaju jednostavnije otkrivanje genske varijabilnosti, a da se pri tome
ne mora u odredenoj kromosomskoj regiji pojedinacno genotipizirati svaki
polimorfizam.?'” Na obiljeZavajuéi polimorfizam utjee poznavanje LD
odredene kromosomske regije kao i LD unutar odredene populacije.

e GenetiCka istraZivanja

Oblici genetic¢kih istrazivanja u bolestima sloZzene patogeneze su studije
vezanosti gena i studije udruzenosti gena kandidata. U studijama vezanosti
gena (od engl. linkage study) istraZuje se vjerojatnost povezanosti izmedu
pojave bolesti u obitelji s dva ili viSe oboljela ¢lana i oznaCenog lokusa,
odnosno haplotipova koji se nepromijenjeni nasljeduju kroz nekoliko
generacija. Slijedi postupak pozicijskog kloniranja (od engl. positional
cloning) kojim se identificira kandidatski gen s obzirom na njegov polozaj u
genomu. Funkcija novootkrivenog gena ne mora biti poznata. Postupak
omogucava identifikaciju novih gena Cija uloga u patogenezi astme jo$ nije
uocCena. U studijama udruzenosti gena kandidata (od engl. candidate gene
association study) usporeduje se ucCestalost alela gena s poznatim
djelovanjem u astmi izmedu nesrodnih bolesnika i nesrodnih, zdravih
ispitanika. Napredovanjem tehnologije, razvijena su istrazivanja u kojima se
genotipizira nekoliko stotina tisu¢a polimorfizama duz cijelog genoma (od
engl. genome-wide association study), koja ujedinjuju neka od obiljezja

prethodno opisanih genetickih istrazivanja.
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Gen CD14

Gen CD14, veliCine 2.566 kbp, smjesSten je u kromosomskoj regiji 5q31.1, za
koju je u viSe istrazivanja dokazana povezanost s atopijskim fenotipovima
kao $to su visoka razina IgE u serumu, eozinofilija i astma.?'®?%° Na tom
genu do sada je opisano 116 polimorfizama. Gen sadrzi dva eksona koji
nose informaciju za sintezu leucinom bogatog proteina CD14
(glikozilfosfatidilinozitol, molekularne tezine 55 kDa). Protein CD14 je dimer
potkovastog oblika s hidrofobnim udubljenjem na NHz-zavrsnom dijelu koji je
vezno mjesto za vecinu molekula endotoksina.??' Nalazimo ga kao topivi u
tielesnim tekuc¢inama (sCD14, od engl. soluble CD14) i kao membranski na
povrsini mononuklearnih fagocita (mCD14, od engl. membrane CD14).

e Studije udruzenosti gena CD14 i atopijskih fenotipova

Dosadasnje studije povezanosti atopijskih fenotipova s genom CD174 su
proturje¢ne. Prvo takvo istraZivanje objavili su 1999. godine Baldini i sur.???
Uocili su da je zamjena nukleotida C s nukleotidom T u promotorskom dijelu
gena za CD14 polimorfizma rs2569190 povezana s viSim razinama sCD14 i
nizim razinama IgE u serumu, pa je alel T zasSitan, a alel C rizi€an za pojavu
atopije.?®® U narednih desetak godina provedeno je petnaest studija koje su
imale za cilj ponoviti istrazivanje u razli€itim populacijama. Medutim, njihovi
rezultati nisu jednoznacni (tablica 3). Pet istraZivanja iznose opazanja
podudarna s rezultatima Baldinija i sur. navodeci riziChost C alela
polimorfizma rs2569190 za pojavu astmatskih i /ili atopijskih obiljezja kao Sto
su poviSena razina IgE, atopija, astma, bronhalna hiperreaktivnost u razliCitim
populacijama.????"2%8  Medutim, Gao,?*® Sengler,”® Heinzmann®',
Kedda®®, Buckova®® i Kabesch?®* nisu utvrdili povezanost polimorfizma
rs2569190 s razinom IgE, atopijom i alergijskim bolestima u japanskoj,
odnosno njemackoj odrasloj i djeCjoj populaciji. Nasuprot rezultatima
prethodnih istraZivanja, analizirajuCi populaciju Hutterita, potomaka prvih
doseljenika u SAD, koji Zzive agrarnim nacinom zivota i imaju viSu uCestalost

5

astme, Ober i sur.?® iznose rezultate da u ovoj populaciji nositelji alela T

polimorfizma rs2569190 imaju vedi rizik od alergijske senzibilizacije, §to je

uo&eno i u istraZivanjima provedenim u SAD i Tajvanu.??" 23 237,238
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Tablica 3. Studije o istraZivanju povezanosti polimorfizma rs2569190 C/T u

genu CD14 | atopijskih obilieZja, modificirano prema Simpson A. i sur*>®

Istrazivanje

Baldini®®

Koppelman®*

Leung®’

O’Donnell?®

Sharma®®

Lachheb?®

G a 0229

Sengler”®

Heinzmann?*'

Kabesch®*

Kedda**

Buckova®*®

Ober®*®

Wo 0236

Wan9237

Litonjua®®

Populacija i velicéina Oblik istrazivanja

uzroka (N)
djec€ja populacija
SAD; N= 481

odrasla populacija,
Nizozemska,
N =317

djecja populacija,
Kina, N = 350

dob 8-25 godina
Australija, N = 305

odrasla populacija,
Indija, N=414

djecja populacija,
Tunis, N=434

odrasla populacija,
Britanska populacija
N=300

Japanska populacija
N =200

djecja populacija,
Njemacka, N = 558

djecja populacija,
Njemacka, N = 352

djecja populacija,
Njemacka, N = 2048

odraslapopulacija,
Australija, N=1011

odrasla populacija,
Ceska, N=882
Huteriti

N =693

odrasli i djeca,
SAD, N =175

Tajvan
N =190

djecja populacija,
SAD, N = 379

Prospektivna
kohorta
od rodenja

Ispitanik-kontrola

Ispitanik-kontrola
Kohortno
istrazivanje

Ispitanik-kontrola

Ispitanik-kontrola

Ispitanik-kontrola

Kohortno
istrazivanje od
rodenja

Presje¢no
istrazivanje

Presje¢no
istrazivanje

Ispitanik-kontrola

Ispitanik-kontrola

Presje¢no
istrazivanje

Ispitanik-kontrola

Ispitanik-kontrola

Prospektivna
kohorta od rodenja

Astma

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Povezanost
alela C

Homozigoti za
alel T imaju nizi
rizik za astmu

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nije opisano

Povezanost T
alela s ne-
atopijskom
astmom

Nije opisano

Nije opisano

Atopija

Niza razina IgE u
skupini
s genotipom TT

Vi8a razina IgE u
skupini s genotipom CC

Visa razina IgE u
skupini s genotipom CC

Povezanost s
genotipom CC

alela Povezanost C

Nije opisano

ViSa koncentracija IgE
u skupini s genotipom
CC u Britanskoj
populaciji

U Japanskoj populaciji
nema povezanosti
Nema povezanosti

Nije opisano

Nema povezanosti

Nema povezanosti

Povezanost alela C sa
senzibilizacijom na
plijesni

Pozitivan kozni test je
zastupljeniji medu
nositeljima alela T
Nije opisano

ViSa razina IgE u
skupini djece s astmom
nositelja genotipa TT

Niza koncentracija IgE
u skupini s genotipom
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e Medudjelovanje polimorfizma gena CD14 i okolisnog endotoksina na
pojavu atopije/astme

Pretpostavka za proturjeCne rezultate navedenih istrazivanja o povezanosti
polimorfizma gena za CD14 i atopije/astme temelji se na razli€itim
koncentracijama endotoksina u okoli$u.?*> Niske koncentracije endotoksina,
izmjerene u industrijski razvijenim sredinama, usmjeravaju imunoloski
odgovor prema proizvodnji Th2-citokina, dok izlaganje visokim
koncentracijama endotoksina dovodi do Th1-citokinskog odgovora. Nije
poznat bioloski mehanizam koji potiCe djelovanje endotoksina kao

usmijerivaca imunoloSkog odgovora. (slika 2)

Th2
aozinofilija

preokret

neutrofilija
Thi

Th citokinski prefil

niska visoka

Slika 2. Endotoksin- usmjeriva¢ imunolo$kog odgovora,

modificirano prema Vercelli D. i suradnici”*°

Smatra se da i alel T i alel C polimorfizma rs2569190 gena CD74 ima svoju
krivulju interakcije s endotoksinom i koncentraciju endotoksina na kojoj dolazi
do promjene citokinskog profila. Pa tako, nositelji alela T, koji pojacava
ekspresiju CD14, trebaju manje koliCine okoliSnog endotoksina za
prekretnicu u Th1-odgovor i na taj nacin su zaStiCeniji za pojavu

astme/atopije u odnosu na nositelje alela C. (slika 3.)
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> CD14(T)
——— <CD140)

Th citokinski profil

niska visoka

v

koncentracija endotoksina

Slika 3. Zasebne krivulje interakcije alela T i C polimorfizma rs2569190 gena

CD14 s endotoksinom iz okoline, modificirano prema Vercelli D. i suradnici?*

Neujednaceni rezultati u razliitim populacijama temelje se na promjeni
koncentracije endotoksina u okolini. Stoga se pretpostavlja da su ameri¢ka
djeca bila izloZzena nizim razinama endotoksina buduci da je u njih uocen
protektivni u¢inak alela T,%?* a njemacka djeca srednje visokim razinama
endotoksina jer nije bila uo¢ena povezanost izmedu polimorfizma rs2569190
C/T i astme.?*° Nasuprot predhodnim dvjema populacijama, pretpostavlja se
da je populacija Hutterita bila izloZena vrlo visokim razinama endotoksina koji
stimulira ,drugi preokret” citokinskog odgovora od Th1- u smjeru Th2-
imunoreakcije jer je uoCen rizicnik ucinak alela T polimorfizma rs2569190 za
astmu.?®

Do sada su objavlena Cetiri istrazivanja o utjecaju medudjelovanja
polimorfizma rs2569190 CD14 gena i koncentracije okoliSsnog endotoksina na
pojavu atopije i astme, a koja daju potvrdu hipotezi o endotoksinu kao
usmjerivacu citokinskog profila.?*° Replicirane studije uo¢avaju riziéni uc¢inak
genotipa CC polimorfizma rs2569190 za atopiju u okruzenju s nizom
koncentracijom endotoksina, dok se zastitni u€inak istog genotipa za pojavu
atopije otkriva s povecanjem razine endotoksina. Alel T polimorfizma
rs2569190 CD14 gena ima suprotan uéinak u odnosu na genotip CC.'0" 11+

116,241 (slika 4, tablica 4)

31



1.0

=
W
o
=
™
=
2= B
B -
92
S &
w =
SE &
Pl 09
€5
= W
o=
£z
3 4
= F
gl.u
—
&F =T
=5
s® 24
(WH}
[
]
1]
3
Z 00 v v v v . ,
a 1.0 7.4 546 4034 2981 22000 162755 1.2x10°

ENDCOTOKSIN (ELm2)

Slika 4. Odnos koncentracije endotoksina i prediktivne vjerojatnosti za

alergijsku senzibilizaciju, preuzeto iz Simpson i sur. >
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Tablica 4. Prikaz Cetiri replicirane studije o medudjelovanju endotoksina i polimorfizma rs2569190 (C/T) u genu CD14

Istrazivanje

Simpson 2006

Zambelli-Weiner,
2005'"®

Williams, 2006"™*

Williams, 2008

Eder, 2005'"®

Populacija i velic¢ina
uzorka

Prospektivno praéenje
skupine djece od
rodenja, a istrazivanje
je provedeno u dobi od
5 godina u Velikoj
Britaniji, N = 442

Bolesnici s astmom

i njihova obitel]
Potomci africke rase,
europska populacija
N =443

Ispitane su majke
(>21g) a njihova djeca
su u slijedecoj studiji
pracena od rodenja)
N =517

Skupina djece
pracena od rodenja
(dob 1 godina),

N =90

Djeca koja Zive na
farmama i kontrolna
skupina

N = 624

Endotoksin
(mjesto
uzimanja uzorka i
koncentracija)

Pod u dnevnom
boravku

GM 2856 EU/m2
(16.1 EU/mg)

Dnevni boravak
(75th percentila),
GM 23 144 EU/m2

Dom djeteta u dobi
od 1 mjeseca
GM 16.2 EU/mg

Dom djeteta u dobi
od 6 mjeseci,
GM 18.2 EU/mg

Djec¢ji madrac
GM u tercilama
(druga tercila
12495-30 046
EU/m2)

Povezanost
genotipa i ishoda

Atopija, astma i ekcem
nema povezanosti.

Kod atopije nema
povezanosti.
Astma-zastitno
djelovanje s TT
genotipom

Ekcem- nije opisano

Atopija- zastitno
djelovanje s
genotipom TT
Astma i ekcem nije
opisano.

Nisu objavljeni rezultati
za atopiju, astmu i
ekcem.

Nema povezanosti s
atopijom. Nije
objavljeno za astmu i
ekcem.

Povezanost
endotoksina i
ishoda

Porast endotoksina
povezan je sa
shizenim

rizikom za atopiju.
Nema povezanosti s
astmom i ekcemom

Atopija i astma
nemaju povezanosti.
Nije opisano za
ekcem.

Kod atopije nema
povezanosti.

Nije opisano za
astmu i ekcem.

Nisu objavljeni
rezultati za atopiju,
astmu i ekcem.

Visoka izlozenost
endotoksinu $titi od
atopije. Nije
objavljeno za astmu
i ekcem.

Medudjelovanje genotipa
i endotoksina

U skupini s genotipom CC

visoke razine endotoksina povezane su
sa snizenim rizikom od atopije,
neatopijskog zvizdanja i ekcema.

U skupini s genotipom TT visoke razine
endotoksina povezane su s poveéanim
rizikom za astme (genotip CC je
zastitan)

Nije objavljeno za atopiju i ekcem.

U skupini s genotipom CC visoke
razine endotoksina povezane su sa
shizenim rizikom za atopiju

Nije objavljeno za astmu i ekcem.

U skupini s genotipom CC visokerazine
endotoksina povezane su snizim
ukupnim IgE.Nije objavljeno za astmu i
ekcem.

Zastitno djelovanje prema atopiji imaju
nositelji alela C, ali samo kod
izloZzenosti tre¢oj tercili endotoksina.
Nije objavljeno za astmu i ekcem.

GM-aritmetic¢ka sredina (od engl. geometric mean)
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Gen TLR4

Gen TLR4 veliCine 17.301 bp, smjesten je u kromosomskoj regiji 9933.1, s
do sada opisanih 226 polimorfizama. Nosi informaciju za sintezu istoimenog
proteina koji pripada obitelj Toll-u sliénih receptora. Nazivamo ih joS i
receptorima prirodene imunosti s obzirom da su vazni u zapocinjanju
prirodene imunoloSke reakcije, iako oni osiguravaju i signale za pokretanje
specifitne imunosti.?'! Involvirani su u patogenezu autoimunih, kroni¢nih
upalnih i infektivnih bolesti.?*?
e [straZivanja o bioloSkom ucinku polimorfizama gena TLR4

Polazeci od postulata higijenske hipoteze, brojna istrazivanja imala su za cil]
istraziti gene prirodene imunosti poput gena TLR4 i otkriti polimorfizme koji
imaju biologki ucinak. Arbour i suradnici su 2000. godine®*® objavili rezultate
prve studije o utjecaju polimorfizama TLR4. UocCili su da dvije Ceste
kosegregacijske mutacije pogresnog smisla gena TLR4 (rs4986790, zamjena
A-G/Asp299Gily i rs4986791, zamjena C-T/Thr399lle) mijenjaju izvanstani¢nu
proteinsku domenu receptora i uzrokuju smanjeni odgovor na endotoksin.

244-248 gli ne i sva®*”

Slijedecih godina objavljena su istrazivanja od kojih neka,
249 repliciraju rezultat navedenog istrazivanja o bioloskom uginku mutacija u
odgovoru na endotoksin.

e Studije povezanosti polimorfizama gena TLR4 i atopijskih obiljeZja
Nakon studija o bioloSkom djelovanju, slijedio je niz studija povezanosti gena
TLR4 i atopijskih obiljezja. Vecina studija istrazila je povezanost
kosegregacijskih mutacija, 22> 2°9-260
polimorfizama gena TLR4.26"2% (tablica 5)

Usporedbom objavljenih rezultata, samo dvije studije nalaze povezanost

a samo nekoliko povezanost i drugih

izmedu polimorfizama s bioloskim ucinkom i atopije i/ili astme i astmi
pridruzenih obiljezja. Tako, Fageras Bottcher i sur. povezuju prisutnost major
alela sa zastitom od astme,?*® dok Adjers i sur. isti zatitni u¢inak povezuju s
minor alelom.?®® Veéi je broj istraZivanja koja nisu uogila povezanost
poIimorfizama gena TLR4 s astmom.225' 250-252, 254-256, 260, 262, 264, 266, 267, 269-272
Nekoliko istrazivanja je uocilo povezanost i drugih polimorfizama gena TLR4

s astmom, odnosno atopijom.?®% 267
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Do sada su objavljene dvije studije koje su analizirale medudjelovanje
izmedu polimorfizama TLR4 i mikrobnog okruZzenja. Werner i suradnici?”®
uoCili su zastitni uCinak za pojavu astme i bronhalne hiperreaktivnosti u
nositelja minora alela polimorfizama rs4986790 i rs4986791 kod izlaganja
viSim koncentracijama endotoksina. Rezultati istraZivanja koje su proveli Smit
i sur. upucuju na zastitni u€inak seoskog okruzenja u djetinjstvu za pojavu
astme, ali samo za nositelie minor alela polimorfizma rs11536889 i

homozigote za major alel polimorfizma rs7045953 gena TLR4.2%

35



Tablica 5. Prikaz studija o povezanosti polimorfizma gena TLR4 i atopijskih fenotipova

Istrazivanje

Raby
2002%"

Werner
2003%"

Populacija i
veli¢ina uzorka

Istrazivanje CAMP
etnicki razlicite
populacije

obitelji s ¢lanom
oboljelim

od astme

N=589 obitelji

Quebec, N=167
obitelji

IstraZivanje
ECHRS

odrasla njemacka
populacija, N=334

STUDIJE POVEZANOSTI POLIMORFIZAMA GENA TLR4 | ATOPIJSKIH FENOTIPOVA

Oblik
Istrazivanja

TDT
FBAT
Analiza
haplotipa

Ispitanik-
kontrola

Ispitanik-
kontrola
interakcija s
endotoksinom

Analizirani
SNP

-6142A G
-5749T C
-6723T C
rs4986790
rs4986791

rs4986790

rs4986791

rs4986790
rs4986791

Astma

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

rs4986790 (A)
rs4986791 (C)
Visoka razina
endotoksina-
nositelji minor
alela imaju
maniji rizik za
astmu

Pluéna
funkcija

Nema
povezanosti

Nije
opisano

Nije
opisano

Ishod i povezanosti

BHR Atopija
Nema Nema
povezanosti povezanosti
Nema Nema
povezanosti povezanosti
rs4986790 (A) Nema
rs4986791 (C) povezanosti

Visoka razina
endotoksina-
nositelji minor
alela imaju
manju BHR

Ostalo

Nema
povezanosti
broj
eozinofila

Nema
povezanosti
AR, AD

Nema
povezanosti
AR, AD

Komentar

Prvo istrazivanje koje
je analiziralo

TLR4 kao
kandidatski

gen za astmu

Nije uoCena
povezanost ni za
jedan analizirani
ishod

Prvo istrazivanje
koje opisuje
interakciju

izmedu endotoksina
i funkcijskog
polimorfizma TLR4
za pojavu astme i
BHR. Maniji

rizik za astmu

kod nositelja minor
alela pri izlaganju
visokim razinama
endotoksina.

TDT - test transmisijskog disekvilibrijuma; FBAT - test povezanosti u obiteljima; Rizi¢ni aleli-prikazani su u zagradi uz SNP; AR-alergijski rinitis, BHR-bronhalna hiperreaktivnost

AD-atopijski dermatitis, CAMP - Childhood Asthma Management Program; ECRHS - European Community Respiratory Health Survey
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Istrazivanje

Yang
20042

Bottcher
2004%*°

Adjers
2005%%°

Populacija i
veli¢ina uzorka

Engleske obitelji
s=2 Glana s
astmom

N=336

Kontrole

N=179

Svedska djeca
N=115

Finska odrasla
populacija

N=245 bolesnika

s astmom i
N=405 kontrola

STUDIJE POVEZANOSTI POLIMORFIZAMA GENA TLR4 |1 ATOPIJSKIH FENOTIPOVA
Ishod i povezanosti

Oblik
Istrazivanja

TDT
Ispitanik-
kontrola

Ispitanik-
kontrola

Ispitanik-
kontrola

Analizirani
SNP

rs4986790

rs4986790

rs4986790

Astma

Nema
povezanosti

rs4986790 (G)
4x visi rizik za
astmu

7x visi rizik za
atopijsku
astmu u
heterozigota
(nije bilo
homozigota za
minor alel)
Nema
povezanosti

Zene nositelji
minor alela

na rs4986790 i
rs2243250 na
IL-4 genu
imaju povecan
rizik za astmu

Pluéna
funkcija

Nema
povezanosti

Nije
opisano

Nije
opisano

BHR

Nema
povezanosti

Nije opisano

Nije opisano

Atopija

rs4986790
(G)

Visi indeks
atopije
bolesnika s
astmom

u nositelja
minor
alela

Nema
povezanosti

Nije
opisano

Ostalo

Nema
povezanosti
AD

Nema
povezanosti
AR

Nije
opisano

Komentar

Prvo istrazivanje
koje dokazuje
povezanost funkcijski
polimorfizam

TLR4 iteZine
atopije u bolesnika s
astmom

Dokazali povezanost
astme, posebno
atopijske astme

s funkcijskim
polimorfizmom

Istrazivanje pokazuje
epistatski u€inak
minor alela

TLR4 i IL-4 na rizik
za

astmu u Zena koje su
nositelji ovih alela

TDT - test transmisijskog disekvilibrijuma; Rizi¢éni aleli-prikazani su u zagradi uz SNP; AR-alergijski rinitis, AD-atopijski dermatitis
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Istrazivanje

Sackesen,
2005%*

LeVan,
2005%%

Weidinger,
2006’

Smit, 2007%°

Lachheb,
20087

Populacija i
veli¢ina uzorka

N=613 Turske
djece s
astmom

N=97 odraslih
pripadnika
bijele rase iz SAD

N=275 njemackih
obitelji

Danska odrasla
populacija
N=100 ispitanika s
astmom

N=88 kontrola
Tunis

N=210 djece s
astmom

i N=224 kontrola
80 obitelji s
astmom

STUDIJE POVEZANOSTI POLIMORFIZAMA GENA TLR4 |1 ATOPIJSKIH FENOTIPOVA
Ishod i povezanosti

Oblik
Istrazivanja

Ispitanik-
kontrola

Ispitanik-
kontrola

TDT

Ispitanik-
kontrola

Ispitanik-
kontrola

TDT

Analizirani
SNP

rs4986790
rs4986791

rs4986790

rs2770150
rs6478317

rs1927911
rs2149356
rs4986790
rs4986791
rs7873784
rs1927906
rs4986790
rs4986791

rs4986790
rs4986791

Astma

Nema
povezanosti
rs4986790 (A)
rs4986791 (C)
Povezanost s

tezinom astme

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Pluéna
funkcija

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nije
opisano

Nije
opisano

Nije
opisano

BHR

NR

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Atopija

Nema
povezanosti

Nije
opisano

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

Ostalo

Nema
povezanosti

Nije
opisano

Nema
povezanosti
AD, AR

Nije

opisano

Nije
opisano

Komentar

Minor alel je

povezan samo s
blagom astmom.

TDT - test transmisijskog disekvilibrijuma; Rizi¢ni aleli-prikazani su u zagradi uz SNP; AR-alergijski rinitiS, AD-atopijski dermatitis
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Istrazivanje

Senthilselvan
20082

Smit,
200972

Hsieh,
2009%°

Kang,
2009°%

Populacija i
veli¢ina uzorka

Kanada, odrasla
populacija
N=842

odrasla populacija
N=239 ispitanika
s astmom

N=596 kontrola
N=192 obitelji s
jednim

¢lanom oboljelim
od astme

Tajvan, N=117
djece s astmom,
N=60 kontrola
Korea, odrasla
populacija,
N=440 ispitanika
s AR i N=528
kontrola

STUDIJE POVEZANOSTI POLIMORFIZAMA TLR4 GENA | ATOPIJSKIH FENOTIPOVA
Ishod i povezanosti

Oblik
Istrazivanja

Ispitanik-
kontrola

Ispitanik-
kontrola
FBAT

Ispitanik-
Kontrola

Ispitanik-
kontrola

Analizirani
SNP

rs4986790
rs4986791

rs4986791
rs10759930
rs2737191
rs7869402
rs11536889
rs1927906
rs1554973
rs913930
rs1927905
rs7045953

rs10983755
rs1927914

5216 G>C

Astma

Nema
povezanosti

Nema
povezanosti

rs11536889 (G)
interakcija s
seoskom sredinom
shizava rizik od
astme i atopijske
astme u nositelja
minor alela
rs7045953 (G)
seoska sredina
smanjuje rizik za
astmu kod homozigota
za major alel
Nema

povezanosti

Nije opisano

Pluéna

funkcija EUR

Nije Nije opisano
opisano

Nije Nije opisano
opisano

Nije Nije opisano
opisano

Nije Nije opisano
opisano

Atopija

rs4986790
(A)
rs4986791
(C)

Minor allel
povezan s
manje
atopije u
Zenskih
ispitanika
Nije
opisano

Nije
opisano

Nema
povezanosti

Ostalo

rs4986790
(A)
rs4986791
(©)
AR

Nije opisano

Nije opisano

Nema
povezanosti
broj
eozinofila

Komentar

Druga studija koja
opisuje interakciju
TLR4 i okoline

(seoska sredina).

TDT - test transmisijskog disekvilibrijuma; FBAT - test povezanosti u obiteljima; Rizi¢ni aleli-prikazani su u zagradi uz SNP; HMA-homozigoti za minor alel, AR-alergijski rinitis, AD-
atopijski dermatitis
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©




Istrazivanje

Pacheco,
2008%’

Tewfik, 2009%"°

Pahwa, 2009%°®

Oh, 2009*®

Populacija i
veli¢ina uzorka
N=355 Sjeverno-
americkih
istrazivaca

na zivotinjama

Kanada

N=206 ispitanika s

kroni¢nim
rinosinuitisom

N=227 obitelji s
astmom

Kanada
N=1725 odraslih
ispitanika
Njemacka,
N=136 odrasla
ispitanika s AD i
N=129 kontrola

STUDIJE POVEZANOSTI POLIMORFIZAMA GENA TLR4 |1 ATOPIJSKIH FENOTIPOVA
Ishod i povezanosti

Oblik
Istrazivanja

Ispitanik-
kontrola

Ispitanik-
kontrola

FBAT

Ispitanik-
Kontrola

Ispitanik-
kontrola

Analizirani
SNP

rs4986790
rs4986791

rs10983754
rs10759930

rs10759932
rs2149356
rs4986790
rs4986791
rs11536889
rs11536898
rs1554973
rs7860896
rs7037225
rs2183016

rs4986790

rs4986790
rs4986791

Astma

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Pluéna
funkcija
Nije
opisano

Nije
opisano

Nema
povezanosti
Nije
opisano

BHR

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Nije opisano

Atopija

rs4986790
G)
rs4986791
(M
senzitizacija
na lab.
zivotinja i
atopija
Nema
povezanosti

Nije
opisano
Nije
opisano

Ostalo

Nije
opisano

Nije
opisano

Nije
opisano
Nema

povezanosti
AD

Komentar

FBAT - test povezanosti u obiteljima; Rizi¢ni aleli-prikazani su u zagradi uz SNP, AD-atopijski dermatitis
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STUDIJE POVEZANOSTI POLIMORFIZAMA GENA TLR4 |1 ATOPIJSKIH FENOTIPOVA
Ishod i povezanosti

S Populacija i Oblik Analizirani Pluéna -
Istrazivanje velicina uzorka IstraZivanja SNP Astma funkcija BHR Atopija Ostalo Komentar
Daley, N=644 ispitanika s Ispitanik- rs10759930 Nema Nije Nema Nema GWAS
2009%° astmom i kontrola rs2737191 povezanosti opisano povezanosti povezanosti analizira
N=751 kontrola iz 4 rs2770150 ranije objavljene
razliCite rs1927914 kandidatske
populacije (GWAS) rs1927911 gene za astmu
rs11536878
rs1927907
rs11536889
rs7873784
rs11536897
rs1927906
rs1554973
rs913930
rs1927905
rs7045953
Genuneit, N=1105s Ispitanik- rs1927914 rs11536891 Nije Nije opisano rs11536896 Nema
2009%° bronhopstrukcijama Kontrola rs11536891 (C) opisano (C) povezanosti
i N=3137 kontrola rs11536896 rs11536896 kozni test AD
iz 13 zemalja rs11536898 (C) rs11536891
(ISAAC) rs11536898 (©)
(A) rs11536896
(€)
rs11536898
(A)
spec.lgE

Rizi¢ni aleli-prikazani su u zagradi uz SNP; AD-atopijski dermatitis; GWAS-Genome Wide Association Study
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Populacija i

Istrazivanje e
) veli¢ina uzorka

Nizozemska
N=3062 djece iz
kohorti

pracenih od
rodenja: PIAMA,
PREVASC i
KOALA

Reijmerink,
2010%’

STUDIJE POVEZANOSTI POLIMORFIZAMA GENA TLR4 | ATOPIJSKIH FENOTIPOVA
Ishod i povezanosti

Oblik Analizirani
Istrazivanja SNP

rs4986790
rs4986791
rs2770150
rs6478317
rs10759932
rs11536878
rs11536889
rs1927911
rs10759931

Ispitanik-
kontrola

Astma

Nema
povezanosti

Pluéna

funkcija a3

Nije Nije opisano
opisano

Atopija Ostalo
rs2770150 (C) visi Nije
ukupni IgE HMA opisano

rs1927911 (C) slgE
jaje + KM u HMA
rs6478317 (G) sigE
jaje u HMA
rs4986790 (G) HMA
za TLR4 i nositelji
alela A na IL1R1
rs10208293 imaju
nizi slgk na
unutrasnje alergene
(dob 6-8 godina)

Komentar

HMA-homozigoti za minor alel, KM-kravlje mlijeko

A%




Gen MD2

Gen MDZ2 [sinonimi MD-2 (od engl. myeloid differentiation), LY96 (od engl.
lymphocyte antigen)], smjesSten je u kromosomskoj regiji 8g21.11, veliCine je
37.72 kbp, a do sada su opisana 362 polimorfizma.

Gen MDZ2 nosi informaciju za sintezu istoimenog sekretornog glikoproteina
koji je graden od 160 aminokiselina, a nalazimo ga kao topivi u tjelesnim
tekuéinama i kao membranski protein vezan uz TLR4. lzvanstani¢ni oblik
MD2 najCeSce je nazoCan u obliku velikih, disulfidima vezanih multimernih
glikoproteina te manijih oligo i momomera?’’: 2’8

MD2-protein nema membranski dio, a ima sve osobitosti obitelji
izvanstanicnih lipid-veZuéih proteina.?”® lako je TLR4 signalni receptor za
endotoksin, uoceno je da on ne vezZe endotoksin niti njegove analoge.
Endotoksin se veZe samo za monomerne oblike topivog MD2%° koji se

potom fizicki povezuje s izvanstaniénim dijelom TLR4,2%% 2%

vjerojatno kao
koreceptor za endotoksin s TLR4.%" IstraZivanja kristalne strukture MD2-
proteina i stvaranje kompleksa s antagonistom lipida A, koji inhibira odgovor
na endotoksin potvrda je vezanja endotoksina za MD2.2%? |straZivanja su
uodila ulogu MD2-proteina kao opsonina i proteina akutne faze.?®?

Vaznost uloge MD2-proteina u odgovoru na endotoksin potvrdena je u
istrazivanjima koja demonstriraju neosjetljivost na endotoksin onih stanica
koje imaju samo TLR4 ili TLR4 i mutirani MD2. Iste stanice nakon dodavanja
topljivog MD2-proteina ponovno postaju osjetljive na endotoksin.?®* Medutim,
kompleks TLR4-MD2 prepoznaje i veze endotoksin samo ako je endotoksin

vezan za CD14,285

Cime se uocCava vaznost i neophodnost sve tri molekule u
zapocCinjanju odgovora na endotoksin. Kompleks sastavljen od molekula
CD14, TLR4 i MD2 i &ini srz odgovora prirodene imunosti na endotoksin.

e [straZivanja o bioloSkom ucinku polimorfizama gena MD2
Na genu MD2 identificirani su brojni polimorfizmi, ali je malo podataka o
njihovom bioloskom djelovanju. Gu i suradnici®® uogili su vaZnost
polimorfizama promotorskog dijela gena MD2 na ekspresiju njegove mRNK i

proizvodnju TNF-a.?%
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U studiji Gray i suradnika®®®

uoceno je da polimorfizmi u intronu 1 i intronu 2
mogu uzrokovati alternativnho prekrajanje koje dovodi do sinteze izmijenjene
varijante MD2-proteina. Tako promijenjeni protein negativnom povratnom
spregom inhibira uCinkoviti imunoloski odgovor na endotoksin.
e Studije udruzenosti gena MD2

Do sada su objavljene tri studije koje istrazuju povezanost varijabilnosti gena
MD2 i atopijskih/astmatskih obiljezja.?®” 2" 287 veliko istraZivanje u
Nizozemskoj (3062 djece) nije ustvrdilo statistiCki znacajnu povezanost
polimorfizama gena MD2 s atopijom/astmom, ali je dokazan ucinak na
koncentraciju serumskog IgE, medusobnom interakcijom vise gena, ukljucivsi
i MD2, koji sudjeluju u signalnom putu za endotoksin.?®’” Nadalje, na nize
koncentracije IgE znaCajan utjecaj ima epistaza polimorfizama u genima
MD2 i TLR10.%®" Takoder, varijabilnost gena MD2 u medudjelovanju s
udahnutim endotoksinom utjeCe na rizik od pojave neatopijskih
bronhoopstrukcija.?’* Uloga varijabilnosti ovog gena prou¢avana je i u

4

infekcijamazgs'290 te u imunolodkim reakcijama tijekom infekcija28 i nakon

cijepljenja.?’
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza

Nasljede koje uvjetuje sklonost alergijskoj senzibilizaciji i/ili astmi u okruzenju
tijekom ranog djetinjstva snazno odreduje kliniCku izrazajnost astme te razinu
plu¢ne funkcije koja Ce se dostiéi tijekom djetinjstva i odrasle dobi. Otkrivanje
i modificiranje okoliSnih i genetskih Cinitelja koji doprinose ovim promjenama
moze biti znaCajno za prevenciju astme kao i kronicne opstrukcije diSnih
putova.

ProturjeCna je uloga ranog izlaganja endotoksinu u patogenezi atopije i
astme. Tromolekularni kompleks sastavljen od receptora prirodene imunosti
CD14/MD2/TLR ima vodec¢u ulogu u zapocinjanju odgovora i prijenosu
signala u stanicu nakon izlaganja endotoksinu. Neka, ali ne i sva istrazivanja
uocila su povezanost varijabilnosti gena CD14, MD2 i TLR s astmom. Na
temelju do sada poznatih Cinjenica o utjecaju endotoksina i receptora
prirodene imunosti na astmu u djecjoj dobi te s obzirom na proturjeCne
rezultate istrazivanja koja su analizirala iskljuCivo utjecaj okoline ili nasljeda,
otvorena je mogucénost hipoteze o prisutnom medudjelovanju okoliSnog
endotoksina i polimorfizma gena za CD14, MD2 i TLR4. Pretpostavljena
interakcija ukljuCuje moguénost modulacije imunoloSkog odgovora nakon

izlaganja endotoksinu i utjecaj na ekspresiju astme i atopije.
Cilj istrazivanja je bio ustvrditi:
1. rizitne Ccinitelje za astmu u ispitivane djece (pozitivha obiteljska
anamneza za astmu, uvjeti stanovanja, izloZzenost duhanskom dimu,

veliina obitelji)

2. koncentraciju endotoksina u madracu ispitanika i utjecaj na alergijsku

senzibilizaciju i astmu

3. koncentraciju alergena Der p1 u madracu ispitanika i utjecaj na

alergijsku senzibilizaciju i astmu
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. povezanost varijabilnosti gena CD74 s astmom te njegovo

medudjelovanje s endotoksinom

. povezanost varijabilnosti gena TLR4 s astmom te njegovo

medudjelovanje s endotoksinom

. povezanost varijabilnosti gena MDZ2 s astmom te njegovo

medudjelovanje s endotoksinom
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je ukljucilo 423 djece, dobi 5-18 godina, kojima je u Alergoloskoj
ambulanti Odjela za djecje bolesti, Opc¢e bolnice ,Dr. Josip Benc&evic”, lije¢nik
specijalist pedijatrije dijagnosticirao astmu, a koja su u prethodnih dvanaest
mjeseci imala klinicke simptome i zbog toga uzimala lijekove za lijeCenje
astme. Kontrolnu skupinu cCinilo je 414 zdrave djece koja su odabrana pri
sistematskim pregledima ili elektivnim operacijskim zahvatima (npr. fimoze,
hernije), a koja su imala negativhu anamnezu za alergijske bolesti. S obzirom
na mjesto stanovanja, ispitanici su podijeljeni na skupinu djece iz urbanih te

ruralnih naselja.

3.2. Upitnik

Roditelji svih ispitanika popunili su upitnik koji je sastavljen prema
standardiziranom upitniku ISAAC. Upitnik je sastavljen od 127 pitanja koja se
odnose na tri Zivotna razdoblja: prije rodenja, tijekom dojenacke dobi i u
trenutku provodenja istrazivanja, a donosi informaciju od obiljeZjima
vlaznosti doma i mjestu stanovanja. Pitanja iz upitnika su se odnosila i na
obiliezja djetetove obitelji, pojavnost alergijskin bolesti u roditelja,
respiracijske simptome tijekom djetinjstva te na simptome i lijeCenje

alergijskih bolesti.

3.3. Kozni test

Za izvodenje koznog ubodnog testa (od engl. skin prick test, SPT) primijenili
smo standardizirane alergenske pripravke (Stallergenes, Antony, Francuska).
Pet dana prije izvodenja testa prekinuta je primjena lijekova koji bi mogli
utjecati na rezultate.?®® Koristeni su slijedeéi pripravci: Dermatophagoides
pteronyssinus, epitel macke, epitel psa, mjeSavina peludi trava (Phelum
pratense, Dactylis glomerata, Poa pratensis, Lolium perenne, Anthroxanthum
odoratum), pelud breze (Betulla alba), pelud ambrozije (Ambrosia elatior),

kikiriki i jaje. Primjenjena je negativna kontrola (fizioloSka otopina, 50%
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glicerin) za otkrivanje traumatskih reaktivnost izazvanih primjenom lancete za
izvodenje koznog testa i za identifikaciju osoba s dermografizmom. Pozitivha
kontrola, histamin dihidroklorid 10 mg/ml, koristena je za procjenu
reaktivnosti normalne kozZe i otkrivanje supresije izazvane lijekovima ili
boleScu. Ispitivanja su provedena samo na zdravoj koZi. Na volarnoj povrsini
koZe podlaktice, najmanje 5 cm od ru¢nog zgloba i 3 cm od kubitalne jame,
uz medusobnu udaljenost od 2 cm, primjenjena je mala kapljica alergena.
Koristene su lancete Stallerpoint (Stallergens, Antony, Francuska).
Primjenom lancetom koZa je ubodena kroz otopinu pod kutom od 90
stupnjeva na povrSinu koZe. Nakon 15 minuta reakcija na koZi je o€itana i
zabiljeZzena. Srednji promjer urtike je mjeren u milimetrima (mm) kao srednja
vrijednost najduzeg i na njega okomitog promjera urtike. Pozitivnim
rezultatom koznog test smatrali smo veli€inu urtike koja je 3mm veca od

negativne kontrole.

3.4. Mjerenje plué¢ne funkcije

Testovi pluéne funkcije ukljuCivali su odredivanje FVC, FEV;,
FEV1%prediktivnog, FEFsy, FEFs0y, i FEF7s59, primjenom spirometra
(Jaeger, Wirzburg, Njemacka) prema metodologiji opisanoj u smjernicama
Europskog respiracijskog drustva.?®>%%® Prvi korak je uklju¢ivao brzi i potpuni
udah od funkcionalnog rezidualnog kapaciteta do ukupnog plu¢nog
kapaciteta. Nakon 1 do 2 sekunde slijedio je pokusSaj izvodenja FVC (snazno
i brzo izdahne zrak i potom izdiSe sav zrak iz plu¢éa do rezidualnog
volumena). Mijerenje je zavrSeno kada krivulja protok-volumen nije
pokazivala promjene u volumenu (<0.0251) u jednoj sekundi, a ispitanik je
pokuSao izdisati tijekom =6 sekundi. Test je ponavljan sve dok nisu dobivena
tri tehniCki ispravna FVC (dvije najviSe vrijednosti FVC i/ili FEV¢ su bile
unutar 0,150 L - varijabilnost od 5%). Nakon tri ponovljena mjerenja najviSe
zabiljezene vrijednosti dinamickih i statiCkih pluénih volumena unijete su u
bazu podataka. Pri izracunu predvidenih vrijednosti za svakog ispitanika
(ovisne o visini, dobi i spolu u bijeloj rasi) koristene su jednadzbe objavljene

293, 294

prema referenci Miller i suradnika, a zabiljezene su i vrijednosti udjela

dobivenih mjerenjem u odnosu na one predvidenih vrijednosti (%).
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3.5. Mjerenje koncentracije okoliSnih Cinitelja

3.5.1. Prikupljanje uzoraka praSine

Uzorci praSine iz madraca djecjih spavaonica prikupljeni su standardiziranim
nacinom. Po tri uzroka prasine za svakog ispitanika dobivena su usisavanjem
povréine od 1m? djegjeg madraca tijekom dvije minute uredajem Medivac uz
protok zraka 45 I/s (Medivac Plc, Wilmslow, Cheshire, Velika Britanija). Na
Medivac uredaj postavljena je glava za uzorkovanje koja sadrZi mrezaste
filtere, za uklanjanje Cestica vec¢ih od 300 ym promjera, a omogucava
Cesticama fine prasSine prolaz i nakupljanje na porama vinilskog filtera
veli€¢ine 5um (Plastok Associates Ltd, Wirral, Velika Britanija). Odmah nakon
prikupljanja, uzorak praSine je prebacen u prethodno izvaganu Petrijevu
zdjelica. Petrijeva zdjelica ispunjena uzrokom prasSine je ponovno izvagana
da bi se mogla izraCunati ukupna koliCina uzorka praSine. Nakon svakog
uzorkovanja glava usisivata je ociS¢ena 70% izopropilnim alkoholom.
Prikupljeni uzorak praSine podijelien je u dva dijela: jedan za mjerenje
alergena i drugi za mjerenje endotoksina. Uzorak za endotoksin je odvojen u
staklenu ekstrakcijsku epruvetu (Endosafe, Charles River Laboratories),
prekriven je s dva sloja parafilma prije testa kako bi se sprijeCilo oneciS¢enje i
pohranjen na sobnoj temperaturi. Preostala koliCina uzorka prasSine iz
Petrijeve zdjelice namijenjena za analizu alergena, do ekstrakcije je

pohranjena na temperaturi 4 °C.

3.5.1.1. Analiza alergena Der p1

Uzorak od 100 mg prasine, potrebnog za daljnju analizu Der p1, dobiven je
rotiranjem s 2ml Na-borat-HCL pufera 0,1% Tween 20, pH = 8,0, na sobnoj
temperaturi tijekom 2 sata. Slijedio je postupak centrifugiranja 20 minuta na
2500 okretaja/min na 4 °C. Supernatant je pohranjen na -20 °C do analize
sadrzaja alergena. U svima uzorcima analiziran je sadrzaj glavnog alergena
Der p1 primjenom monoklonskih protutijela (mAb, od engl. monoclonal
antibody) na temelju enzimskog imunotesta-ELISA (Indoor Biotechnologies,

Ceshire, Velika Britanija), a prema metodi koju je opisala Luczynska i
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suradnici.?®® Rezultati su izrazeni kao nanogram alergena po miligramu
prikupljene prasine (ng/mg).

Za pripremu uzoraka koriStene su mikrotitarske plocice s 96 jazica (Immulon
Il Dynatech, Chanilly, Virginia, SAD) koji su prekriveni s 1 pl mAb 5H8 (0,1ml
od razrjedenja 1/1000 5H8 u 50 mM karbonatno-bikarbonatnog pufera, pH
9,6), i ostavljeni preko noc¢i na temperaturi od 4 °C. JaZice su zatim isprane u
dva navrata s puferiranom otopinom fosfatnih soli Tween (PBS-T, od engl.
phosphate buffered saline with Tween) i osu$ene, nakon ¢ega je uslijedilo
dodavanje 0,1ml albumina iz govedeg seruma (BSA, od engl. bovine serum
albumin) u svaku jaZicu i inkubacija 1 sat na sobnoj temperaturi. Svaka jaZica
je potom dva puta isprana s PBS-T prije dodavanja 0,1ml odgovarajuceg
uzorka i inkubacije 1 sat na sobnoj temperaturi. Jazice su ponovno isprane
pet puta otopinom PBS-T, a zatim inkubirane tijekom sat vremena s 0,1ml
(razrjedenje 1/1000) biotinom oznacenih mAb 4CIl (ekvivalent 16ng 4Cl).
Slijedilo je ponovno ispiranje u pet navrata i potom inkubacija na sobnoj
temperaturi tijekom 30 minuta s 0,1ml otopine streptavidin peroksidaze
(Sigma S5512, St.Louis, Missouri, SAD) 0.25mg u 1ml destilirane vode i BSA
PBS-T (razrjedenje 1/1000). Nakon ispiranja u pet navrata, dodano je 0,1ml
otopine 1TmM azino-di (3 etilbenztiazolin sulfonska kiselina) u 70mM citratnog
fosfatnog pufera, pH 4,2. Uzorci u plo€icama su ocitani koristenjem optickog
CitaCa Biorad 3550 (Biorad Laboratories, Berkeley, Kalifornija, SAD) kada je
apsorbancija (405 nm) dosegla 2,0 do 2,4. Kvantifikacija testa, odnosno
rezultata ovisi o standardima ekstrakta grinje za koje je poznata
koncentracija Der p1. Standard koji je primjenjivan za odredivanje kontrolne
krivulje za Der p1 test (UVA 93/02) sadrzi 2500 ng

Der p1/ml (u odnosu na standard Svjetske zdravstvene organizacije i
Medunarodnog udruzZenja imunoloskih drusStava D. pteronyssinus standard
NIBSC 82/518, koji sadrzi 12,5 g Der p1 po ampuli). Udvostrucena
razriedenja (250-0,5 ng/ml) ekstrakta ovog standarda su koristena za izradu
kontrolne krivulje za svaki pojedini test. OcCitane apsorbancije prikazane su
linearnom skalom na istom polu-logaritamskom papiru kao i koncentracija
Der p1. Ovaj graf je primijenjen za izraCunavanje sadrzaja Der p1 svakog

prikupljenog uzorka na temelju oCitane apsorbancije. Rezultati su iskazani
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kao koncentracija Der p1 u svakom uzorku (ng/ml), a kasnije su prikazani
kao koli¢ina Der p1 u ng po miligramu sakupljene prasine (ng/mg). Ocitanja
su uzeta samo iz linearnog dijela kontrolne krivulje. Svaki prikupljeni uzorak
ispitan je u duplikatu, na 1/5, 1/25, 1/125 razrjedenja (BSA s PBS-T). Ukoliko
na ovim razriedenjima rezultat nije slijedio linearni dio kontrolne krivulje,
slijedilo je ponovno testiranje na odgovarajuc¢im razrjedenjima (1/500, 1/2.500

i 1/12.500). Donja granica detekcije za Der p 1 je bila 0,05 ng/mg.

3.5.1.2. Analiza endotoksina

KinetiCki Limulus-test primijenjen je u analizi sadrzaja endotoksina u
prikuplienim uzorcima.?®” 2% Pedeset mg fine prasine ekstrahirano je
treSnjom u epruvetama bez pirogena uz dodatak 5ml vode bez endotoksina
(Charles River Endosafe, Charleston, Juzna Karolina, SAD) tijekom 1 sat na
sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja (3000 okretaja/min, 30 min), 100l
uzorka u razrijedenima 1:100-1:100,000 prenesene su na mikrotitarsku
ploCicu uz dodatak 100 pl Limulus amebocitnog lizata (Charles River
Endosafe, Charleston, Juzna Karolina, SAD). Opticka gustoéa ocitavana je
svakih 30s na 405 nm tijekom 1 sat (BIO-TEK Instruments, Winooski, SAD).
Rezultati su izraCunati iz standardne krivulje svake mikrotitarske plocCice
koristenjem Biolise softvera (Charles River Endosafe, Charleston, Juzna
Karolina, SAD) i prikazani kao koncentracija endotoksina u mg prasine
(jedinica endotoksina (EU, od engl. endotoxin unit) EU/mg), odnosno kao

koncentracija endotoksina po 1m? usisavane povrsine (EU/m2).

3.6. Genotipizacija

3.6.1. Kriteriji za odabir gena i jednonukleotidnih polimorfizama

Za istraZivanje smo odabrali gene CD174 i TLR4 koji s obzirom na biolosKki
ucinak svojih proteina imaju mogucu ulogu u patogenezi astme, odnosno u
ranijim istrazivanjima uocCena je njihova povezanost s astmom. S obzirom na
vaznost receptora MD2 u odgovoru na izlaganje endotoksinu, naknadno je
genotipiziran gen MD2 koji nosi informaciju za sintezu istoimenog receptora.

Pri odabiru polimorfizama koristili smo slijedece javno dostupne baze
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podataka s kartama varijabilnosti ljudskog genoma Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije (od engl. National Center for Biotechnology

Information; www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), Medunarodnog HapMap

projekta (www.HapMap.org), Programa za geneti¢ku primjenu Seattle SNPs

(od engl. Programs for Genomic Applications SeattleSNPs,

http://pga.gs.washington.edu/) i PosluZitella za genetsku varijabilnost (od

engl. Genome Variation Server, http://gvs.gs.washington.edu/GVS/).

Za odabir tagSNP koristen je algoritam (od engl. LD select)*®® koji je
dostupan u GVS-u, a odabir se temeljio na podacima za europsku populaciju
te je usporeden s podacima iz ovog istraZivanja. Kontrola kvalitete
genotipiziranja provedena je iskljuCivanjem polimorfizama Cciji je uspjeh
genotipiziranja ispod 85% i/ili su statisticki znaCajna odstupanja od Hardy-
Weinberg-ovog pravila (p<0.001). Preostali polimorfizmi su naknadno

isklju€eni iz analize nakon procjene LD unutar populacije.

3.6.2. Opis genotipizacije
Genotipizacija je provedena primjenom sustava Sequenom ® MassARRAY
® IPLEX ™ Gold (San Diego, California, SAD). Primjenjeni sustav kombinira
jednostavnu metodu produljivanja pojedinacne baze (od engl. Single Base
Extension Method) s MALDI-TOF spektrometrijom masa.’®® %' Ta
genotipizacijska platforma koristi viSestruke reakcije lanCane reakcije
polimeraze, omogucavajuci testove na viSe istodobnih kompleksa. Metoda se

sastoji od nekoliko koraka:
e Oblikovanje testova za SNP - KoriSteni su bioinformatiCki program
MassARRAY®Assay Design, ProxSNP, PreXTEND i PleXTEND

(www.realSNP.com) te pocetnice proizvodaca Metabion, Martinsried,

Njemacka

e UmnaZanje DNK uzorka - Lan€ana reakcija polimeraze izvedena je u
ukupnom uzorku od 5ul s 2,5 ng genomske DNK i reagensima koji su
nabrojeni u slijedecoj tablici. Koristeni su reagensi i enzim polimeraza
Taq proizvodaca Hotstar Tag® (Qiagen, Hilden, Njemacka). Uzorci su
promijeSani u mjeSalicama za viSe epruveta, a potom postavljeni u
PCR uredaj tijekom 1sat i 45 min (tablica 6).
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Tablica 6. Reagensi primjenjeni u lan¢anoj reakciji polimeraze

Reagens Koncentracija u 5ml Volumen (pl)
PCR pufer s MgCI2 (10x) 1,25x 0,625
MgCI2 (25 mmol) 1,625 mmol 0,325
Cetiri deoksiribonukleotida (25 mmol) 500 umol 0,100
mjeSavina pocetnica (500 nmol) 100 nmol 1,000
enzim Taq polimeraza (5 U/ul) 0,5 U/reakciji 0,100
H.0 2,850

o Uklanjanje suvisnih fosfatnih skupina iz DNK - U proizvod dobiven
lan€anom reakcijom polimeraze dodana je 2ul mjeSavine alkalne
fosfataze iz Skampa (SAP) (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscatama, New York, SAD). Sadrzaj epruveta je promijeSan
mjeSalicama, nakon €ega je slijedila inkubacija u PCR-uredaju na
37 °C tijekom 20 minuta uz dodatni korak inaktivacije SAP na 85 °C u

trajanju od 5 minuta, (tablica 7).

Tablica 7. Reagensi upotrijebljeni za uklanjanje suvisnih fosfatnih skupina

iz DNK
Reagens Volumen reakcije (pl)
SAP pufer (10x) 0,170
SAP enzim (1U/pl) 0,300
H20 1,530

e |PLEX reakcija produljavanja - metoda produljavanja pojedinacne
baze nakon koje slijedi terminacija. Buduéi da je razlika u masi
pojedinacnih proizvoda metode produljavanja pojedina¢ne baze mala
(9-40 Da), iPLEX-reakcija primjenjuje terminatore promjenjive mase
koji osiguravaju da se zamjena pojedinaCne baze moze registrirati

spektrometrijom masa. iPLEX mjeSavina je dodana PCR proizvodima.
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Nakon $to su uzorci promijeSani, slijedilo je izvodenje iPLEX-reakcije u

PCR-uredaju, (tablica 8).

Tablica 8. Reagensi primjenjeni u iPLEX reakciji produljivanja

Reagens Koncetracija u 9 (pl) Volumen reakcije (pl)
iPLEX pufer (10x) 0,222x 0,200

iPLEX mjeSavina 1x 0,200
terminatora

MjeSavina pocetnica 0,625 umol:1,25 pmol 0,804

(7 pmol:14 pmol)

iPLEX enzim 1x 0,041

H.O 0,755

Ciséenje smolama - Proizvodi reakcija PCR umnazanja i iPLEX
produljavanja podvrgnuti su postupku desalinizacije. U svaku reakciju
produljenja pojedinaCne baze dodano je 16 pl vode upotrebom
Multimek 96 kanalne auto-pipete (AFAB Lab, Frederick, SAD), §to je
povecalo ukupni volumen na 25 pl. U svaku reakciju je potom dodano
6 mg smole. Posudice s uzorkom su pokrivene i okrenute tijekom
slijedec¢ih 30 minuta. Reakcija CiS¢enja zavrSava se centrifugiranjem
uzoraka na 4000 okretaja/minuti.

MALDI-TOF MS- Nakon kratkog centrifugiranja (1600 okretaja/minuti
tijekom pet minuta) 10nl reakcijske otopine podijeljeno je na 384 jazice
SpectroCHIP ® (Sequenom, San Diego, California, SAD) uz pomo¢
uredaja za dijeljenje- Spectropoint Nanodispenser ® (Sequenom, San
Diego, California, SAD). Podaci iz SpectroCHIP ® prenoseni su potom
na MALDI-TOF. UspjeSnost genotipizacije izrazava se kao postotak
odziva (engl. call rate, hit rate), a dobiveni su racunalnim programom
MassARRAY ® Typer Analyser.
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3.7. Statisticka analiza podataka

Astma i alergijska senzibilizacija su definirane kao kvalitativne, dihotomne
varijable (0=nema astmu, odnosno negativan kozni test, 1=ima astmu,
odnosno pozitivan kozni test). Izlozenost duhanskom dimu je analizirana kao
dihotomna, kvalitativna varijabla (0=nema izlozenosti duhanskom dimu,
1=izloZeni duhanskom dimu). Svi parametri plu¢ne funkcije slijedili su log
normalnu distribuciju, pa su rezultati prikazani kao geometrijska sredina i
95% interval pouzdanosti (od engl. 95% Confidence Interval, 95%Cl).
Primjenom x? testa analizirano je odstupanje polimorfizama od Hardy-
Weinberg-ove ravnoteze. Primjenom metoda kontrole kvalitete iskljuceni su
SNP-ovi s uspjeSnoscu genotipiziranja (od engl. call rate) manjom od 85% i/ili
p vrijednos¢u HWE manjom od 0,001.

Za statisticku analizu podataka koristili smo Statisticki program za drustvene
znanosti verzija 15 (od engl. Statistical Software for Social Sciences version
15, Inc. Chicago, SAD) kao i statisti¢ki program za analizu SNP (od engl.
SNP and Variation Suite, version 7.2.3, Golden Helix, Inc., SAD)

Ovo istrazivanje je oblikovano po tipu usporedivanja ispitanika-bolesnika i
zdravih kontrola. Po zavrSetku ukljuCivanja ispitanika u istrazivanje, uocena je
statistiCki zna€ajna razlika u spolu ispitanika i njihovih kontrola. Stoga je sva
statistiCka analiza podataka korigirana za spol primjenom mulitvarijantne
logistiCke regresije, s ciljem iskljuCivanja utjecaja spola na dobivene rezultate.
U prikazu podataka genotipiziranih polimorfizama, koristili smo izraze minor i
major alel. Minor alel je alel s nizom ucestaloS¢u pojavljivanja (D), dok major
alel ima viSu ucestalo$¢u pojavljivanja u ispitivanoj populaciji (d).Povezanost
genetske varijabilnosti i astme analizirana je primjenom dominantnog i
recesivnog genetskog modela. Dominantni model usporeduje nositelje minor
alela (DD+Dd) s homozigotima za major alel (dd). Taj model analizira
povezanost astme s nositeljima jednog minor alela D (homozigoti za minor
alel DD ili heterozigoti dD) u odnosu na preostale sudionike ispitivane skupine
koji ne nose minor alel. Recesivni model usporeduje homozigote za minor alel
(DD) s nositeljima major alela (dd+Dd). Ovaj model analizira povezanost
astme s homozigotima za minor alel u odnosu na nositelje jednog major alela

u istrazivanoj skupini.
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U analizi povezanosti astme i SNP-ova koristili smo ¥? test i test korelacije te
multivarijantnu logistiCku regresiju. Dobiveni rezultati prikazani su kroz p
vrijednost, koja predstavlja omjer vjerojatnosti korigiran za spol (od engl.
Adjusted for Gender Odds Ratio, aOR) i 95% interval pouzdanosti (od engl.
95% Confidence Interval). Major alel je koriSten kao referentna kategorija u
svim analizama.

Primjenom multivarijantne logistiCke regresije analiziran je utjecaj
medudjelovanja polimorfizma gena i okoliSnog endotoksina na astmu. U
model su ukljuCene varijable: razina endotoksina, SNP u dominantnom ili
recesivnom modelu i medudjelovanje izmedu endotoksina i SNP. Zbog
nepodudaranja ispitanika i kontrola po spolu, u model je uklju€ivan i spol.
Ukoliko je p vrijednost medudijelovanja iznosila manje od 0,05, registrirano
je statistiCki znacajno medudjelovanje polimorfizma gena i endotoksina.
Rezultati su prikazani kao p vrijednost, aOR i 95%CIl. Sve analize
povezanosti polimorfizama kao i medudjelovanje polimorfizama i
endotoksina u odnosu na astmu su korigirane zbog viSestrukog testiranja
primjenom metode za otkrivanje lazno pozitivnih rezultata (FDR,od engl.
False Discovery Rate) koju su opisali Benjamini i Hochberg.3%% 3%

KoriStena je razina znacajnosti p<0,05.
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4. REZULTATI

U istrazivanje je uklju¢eno 837 djece s potpisanim informiranim pristankom
roditelja ili skrbnika. U skupini djece s astmom bilo je 423 (50,5%), od kojih je
228 (53,9%) stanovalo u selu, a 195 (46,1%) u gradu. U kontrolnoj skupini
ispitanika bilo je 414 (49,5%) djece, od kojih je 186 (45,3%) stanovalo u
gradu, a 225 (54,7%) u gradu, (slika 5).

N=837
dob 5-18 godina
|

Djeca s astmom Kontrolna skupina djece
N=423; 50,5% N=414; 49,5%
Selo Grad Selo Grad
N=228: N=195: N=225: N=186:

Slika 5. Prikaz ispitanika

Prema planu izvodenja istraZivanja, roditelji i ispitanci zajedniCki su trebali
ispuniti standardizirani upitnik, a svim ispitanicima planirano je izvodenje
koznog ubodog testa na inhalacijske i nutritivne alergene, uzimanje uzoraka
krvi za DNK analizu, uzoraka praSine iz madraca spavaonica (analiza
koncentracije alergena Der p1 i endotoksina), a djeci s astmom i mjerenje

pluéne funkcije, (tablica 9).
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Tablica 9. Broj ispitanika prema prikupljenim podacima u istrazivanju

Broj djece s prikupljenim uzorcima

Djeca s Kontrolna Ukupno

astmom (N)  skupina djece (N) (N)

Upitnik 423 411 834
Kozni ubodni test 423 412 835
Uzorci krvi za genetiku 417 407 824

Mjerenje alergena

Der p1 397 390 787
Mjerenje endotoksina 380 380 760
Spirometrija 410 - 410

Analiza dobi ispitanika pokazala je statistiCki zna€ajnu razliku izmedu djece s
astmom (aritmetiCka sredina 11,08 godina, 95%CI 10,8-11,4) i kontrolne
skupine djece (aritmeticka sredina 12,26 godina, 95%CI 11,9-12,6), p<0,01
(tablica 9). Djeca s astmom i djeca iz kontrolne skupine nisu se podudarali po
spolu; bilo je vise djeCaka u skupini djece s astmom (58,6%), a djevoj€ica u
kontrolnoj skupini (57%). Razlika po spolu statisti¢ki je zna€ajna, p<0,01,
stoga su rezultati statistiCke analize koja slijedi, korigirani su za spol, (tablica
10).

58




Tablica 10. Dob i spol ispitanika

Djeca s astmom Kontrolna skupina djece p
DOB /u godinama/ 11,08 (10,8-11,4) 12,26 (11,9-12,6) <0,01
aritmeti¢ka
sredina, 95%CI
Djecaci 248 (58,6%) 178 (43,0%)
N (%)
SPOL <0,01
Djevojcice 175 (41,4%) 236 (57,0%)
N (%)
p<0,05

Nije bilo statisticki znaCajne razlike prema mjestu stanovanja izmedu

ispitanika s astmom i kontrolne skupine djece. To se odnosilo na mjesto

stanovanja tijekom samog istrazivanja, ali i na mjesto stanovanja gdje su

ispitanici zivjeli tijekom svoje prve godine Zivota, (tablica 11).

Tablica 11. Mjesto stanovanja

Mjesto stanovanja

Tijekom
istrazivanja

Tijekom prve godine
Zivota

urbano

ruralno

urbano

ruralo

Kontrolna

Djeca s astmom  skupina djece

N (%)

195 (46,1%)

228 (53,9%)

196 (146,3%)

227 (53,7%)

N (%)

186 (45,3%)

225 (54,7%)

182 (44,3%)

229 (55,7%)

0,81

0,55

p<0,05
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Od ukupnog broja ispitanika (N=837) u 460 (55%) djece zabiljeZzen je
pozitivan kozni test na jedan od ispitivanih alergena.

U skupini djece s astmom (N=423) pozitivan kozni test je imalo 383 (90,5%)
djece. U kontrolnoj skupini ispitanika (N=414) pozitivan kozni test je imalo 73
(17,7%) djece, (slika 6).

Djecas astmom Kontrolna skupina djece
N=40 N=73

(9%) (18%)

A

N=341
(82%)

B negativan koZni test B negativan koZni test

H pozitivan kozni test M pozitivan kozni test

Slika 6. Zastupljenost pozitivnog koZznog ubodnog testa u ispitivane djece

Atopijske bolesti imaju svoj slijed i ¢esto se u odredenim Zivotnim periodima i
preklapaju. U ovom istrazivanju uoCeno je da je tijekom djetinjstva 290
(68.6%) djece od ukupnog broja ispitanika s astmom (N=423) imalo
pridruzene simptome alergijskog rinitisa, dok ih je 282 (66.7%) simptome
alergijskog rinitisa imalo i tijekom posljednjih 12 mjeseci.

Atopijski dermatitis tijekom djetinjstva u ispitanika s astmom, imalo je 108
(25.5%) djece, a recidive u posljednjih 12 mjeseci imalo je 37 (8.7%).
Simptome astme, alergijskog rinitisa i atopijskog dermatitisa tijekom

djetinjstva imalo je 88 (20.8%) djece.
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U procjeni klinickog statusa ispitanika s astmom uvrsteno je ispitivanje plu¢ne

funkcije. Podatci za parametre pluéne funkcije prikuplieni su za 410
FVC, FEV1,
FEV41/FVC i protoci (FEF2sy, FEFs0%, FEF75e). Svi parametri pluc¢ne funkcije

ispitanika. Analizirane su vrijednosti

FEV1%prediktivhog,

imaju normalnu distribuciju, dok distribucija FEV+1/FVC i FEF7s¢ znacajno

odstupa od normale, (tablica 12).

Tablica 12. Opis mjerenih parametara plucne funkcije u skupini

djece s astmom

FvC
(L)
N 410
Arltmetlfka 2,62
sredina
Median 2,42
Staqda_ltdna 1,07
devijacija
Minimum 0,83

Maksimum 7,39

FEV,
(L/s)

410

2,38

2,2

0,92
0,83

5,57

FEF,s
(L/s)

410

4.17

3,98

FEFso
(L/s)

410

2,96

2,77

1,14
0,84

6,41

FEF:s
(L/s)

410

1,58

1,45

0,75
0,3

5,7

FEV1%
prediktivhog

410

98,11

98,92

15,57
37,95

147,89

FEV./
FvC

410

0,92

0,92

0,07
0,66

1.000

*aritmetiCka sredina (od engl. mean)
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Rezultati rizi€nih €initelja za astmu

e obiteljska anamneza za astmu

Pozitivhu obiteljsku anamnezu za astmu (iskljuivo za majku i/ ili oca) imalo
je 75 (9%) djece. StatistiCki je znaCajna ucestalost astme onih roditelja Cija
djeca imaju astmu, u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (p<0,05).
Prisutnost astme u samo jednog roditelja (majka ili otac), povecava rizik za
pojavu astme u njihove djece (aOR 5,06, 95%CI 2,73-9,4, p<0,01). MajCina
astma znacajno povecava rizik za pojavu astme, ¢ak devet puta viSe nego u
djece kontrolne skupine (aOR 9,05, 95%CI 3,18-25,74, p<0,01), dok je rizik
za astmu manji ukoliko otac ima astmu (aOR 3,09, 95%CI 1,43-6,71,
p<0,01), (tablica 13).

Tablica 13. Obiteljska anamneza za astmu

" T Djeca s Kontrolna
Pozitivna obiteljska astmom  skupina djece aOR*(95%Cl)** p***
anamneza N (%) N ((%)
Astma majka ili 62

otac (14,7%) 13 (3,2%) 5,06 (2,73-9,4)  <0,01

9,05 (3,18-

25,74) <0,01

majka 37 (8,7%) 4 (1,0%)

otac 27 (6,4%)  9(22%)  3,09(1,43-6,71)  <0,01

*aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
**95%CI1-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)
***p<0,05
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e |zlozenost duhanskom dimu

Utjecaju duhanskog dima u svom domu tijekom djetinjstva bilo je izloZzeno

615 (73,7%) ispitanika. Prenatalna izloZenost registrirana je u 533 (64,1%)

djece. Tijekom prve godine Zivota duhanskom dimu u svom domu izloZeno je

566 (67,9%) ispitanika, a za vrijeme samog istraZivanja 538 (64,5%) djece.

Nije uoCena statistiCki znaCajna razlika izmedu djece s astmom koja su

izlozena duhanskom dimu tijekom prenatalnog, postnatalnog perioda,

razdoblja djetinjstva i adolescencije u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika

(p>0,05), (tablica 14).

Tablica 14. IzloZenost djece duhanskom dimu unutar doma

IzloZzenost djece Djeca s
duhanskom astmom
dimu N (%)
tijekom 304
djetinjstva (71,9%)
) 268
in utero

(63,7%)
tijekom prve 282
godine zivota (66,7%)
tijekom 265
istrazivanja (62,6%)

Kontrolna
skupina djece
N (%)

311
(75,7%)
265
(64,5%)
284
(69,1%)
273
(66,4%)

Ukupno

615
(73,7%)
533
(64,1%)
566
(67,9%)
538
(64,5%)

aOR*(95%Cl)**

0,83
(0,61-1,14)
0,98
(0,74-1,31)
0,91
(0,68-1,23)
0,88
(0,66-1,17)

*k*
p

0,25

0,89

0,54

0,38

*aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
**95%CI-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

***p<0’05
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o Uvjeti stanovanja

Vlaznim zidovima na kojima je bilo i vidljivih plijesni tijekom prve godine
Zivota naSih ispitanika bilo je izlozeno 152 djece s astmom (35,9%) i 101
(24,6%) dijete iz kontrolne skupine ispitanika. Razlika zmedu usporedivanih
grupa je statisticki znacajna (vlazni zidovi aOR 1,75, 95%CI 1,29-2,37,
p<0,01; plijesni na zidovima aOR 1,76, 95%CI 1,3-2,39, p<0,01).

Nadalje, tijekom samog istraZivanja analizirala se nazo¢nost vlage i plijesni u
domovima djece te zagrijavanje kuéanstva centralnim grijanjem.

Nije uoCena razlika izmedu skupine djece s astmom i kontrolne skupine
ispitanika s obzirom na prisutnost vlaznosti/pljesnivosti zidova kao ni u

zagrijavanju kuc¢anstava (p>0,05), (tablica 15).

Tablica 15. Prikaz uvjeta stanovanja ispitanika

Djeca s Kontrolna *
astmom skupina djece e
0 *k EX TS
N (%) N (%) (95%Cil) p
Vlaznost zidova
Tijekom istraZivanja 93 98 0,88 043
(22%) (23,8%) (0,63-1,22) ’
Tijekom prve godine 152 101 1,75 <0.01
Zivota (35,9%) (24,6%) (1,29-2,37) ’
Plijesni na zidovima
Tijekom istraZivanja 105 105 0,96 081
(24,8%) (25,5%) (0,7-1,32) ’
Tijekom prve godine 150 99 1,76 <0.01
Zivota (35,5%) (24,1%) (1,3-2,39) ’
Centralno grijanje
Tijekom istrazivanja 198 202 0,96 045
(46,8%) (49%) (0,7-1,32) ’
Tijekom prve godine 112 130 0,78
Zivota (26,5%) (31,6%) (0,57-1,05) 0,09

*aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
**95%CI-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)
***p<0’05
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e Nacin kuhanja i grijanja u kucanstvima
Istrazujuci u kucanstvima izvore energije za kuhanje, za vrijeme istrazivanja,
uocena je ¢eSc¢a primjena drva u domovima djece iz kontrolne skupine (aOR
0,23, 95%CI 0,09-0,59, p=0,02).
Analiza koriStenja izvora energije za grijanje u ku¢anstvima nasih ispitanika
tijekom njihove prve godine zivota i za vrijeme istrazivanja, pokazala je da
su plin, elektricna struja, drva i loz ulje podjednako koristena u domovima

djece s astmom, kao i u kontrolnoj skupini djece, (tablica 16).
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Tablica 16. Vrsta goriva za kuhanje i grijanje u domovima ispitanika

Djeca s Kontrolna
astmom skupina djece  @OR* (95%CI)™  p*™*
N (%) N (%)
Gorivo za kuhanje
Tijekom istrazivanja
struja 281 (66,4%) 235 (57,2%)
plin 31 (7,3%) 25 (6,1%) 0,93 (0,53-1,64) 0,81
drvo 8 (1,9%) 28 (6,8%) 0,23 (0,09-0,59) 0,02
kombinacija 103 (24,3%) 123 (29,9%) 0,65 (0,36-1,17) 0,15
Tijekom prve godine
Zivota
struja 229 (54,1%) 208 (50,6%)
plin 39 (9,2%) 34 (8,3%) 0,98 (0,59-1,61) 0,91
drvo 34 (8%) 46 (11,2%) 0,66 (0,35-1,26) 0,21
kombinacija 121 (28,6%) 123 (29,9%) 0,87 (0,51-1,48) 0,60
Gorivo za grijanje
Tijekom istrazivanja
struja 139 (32,9%) 136 (33,1%)
plin 4 (0,9%) 1(0,2%) 3,81(0,41-35,1) 0,24
drvo/loz ulie 274 (64,8%) 264 (64,2%) 1,01 (0,76-1,37) 0,91
kombinacija 6 (1,4%) 10 (2,4%) 0,63 (0,22-1,81) 0,39
Tijekom prve godine
Zivota
struja 58 (13,7%) 71 (17,3%)
plin 5(1,2%) 6 (1,5%) 1,02 (0,29-3,56) 0,98
drvo/loz ulie 352 (83,4%) 324 (79%) 1,37 (0,93-2,02) 0,11
kombinacija 7 (1,7%) 9 (2,2%) 0,98 (0,34-2,82) 0,97

*aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)

**95%CI1-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

***p<0,05
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¢ Veli¢ina obitelji (broj i redoslijed brace i sestara)
Analizom broja i redoslijeda brace i sestra u obitelji, uoCeno je da zdrava
djece (116, 28,2%) imaju CeS¢e dva ili vide starijih brace i/ili sestara u odnosu
na djecu s astmom (87, 20,6%), medum razlika nije bila statistiCki znacajna
(p=0,06). Nije uocCena statistiCki znaCajna razlika u broju mladih brace i

sestara izmedu ispitanika i kontrola, (tablica 17).

Tablica 17. Broj i redoslijed brace i sestara u obitelji ispitanika

Djeca s Kontrolna
astmom skupina djece . " "
N (%) ?\j (%)J aOR* (95%Cl) p

0 170 (40,2%) 173 (42,1%)

Broj
mladih 1 211 (49,9%) 188 (45,7%) 1,19 (0,89-1,59) 0,25
brace i/ili
sestara
2ilivise 42 (9,9%) 50 (12,2%) 0,89 (0,56-1,42) 0,61
0 185 (43,7%) 170 (41,4%)
Broj
starijin
brace i 1 151 (35,7%) 125 (30,4%) 1,08 (0,78-1,48) 0,64
sestara

2ilivise 87(20,6%) 116(28,2%) 0,72 (0,51-1,02) 0,06

*aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
**95%CI-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)
***p<0’05

¢ Alergijska senzibilizacija
Usporedba pozitivnin kozZnih testova na pojedinacne alergene, osim jaja,
pokazuje statistiCki znacajniju zastupljenost u skupini djece s astmom u

odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (p<0,01), (tablica 18).
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Tablica 18. Uspredba pozitivnih koznih testova na pojedinacne alergene

izmedu djece s astmom i kontrolne skupine ispitanika

Pozitivan kozni Ukupno Djecas  Kontrolna rxx

ubodni test N (%) astmom  skupina aOR* (95%CI)** P

=3 mm N (%) djece

N (%)
. 456 383 73 43,7

HTElE (54.5%)  (90,5%) (17.7%)  (28,86-66,16) OV

Dermathophagoides 375 332 43 30,72 <0,01

pteronyssinus (44,7%)  (78,5%) (1%) (20,71-45,55)

Epitel psa 56 50 6 8,73 <0,01
(6.7%) (11,8%) (1,5%) (3,68-20,67)

Epitel macke 58 54 4 15,19 <0,01
(6,9%) (12,8%) (1%) (5,43-42,53)

Betulla alba 62 55 7 8,47 <0,00
(7.4%) (13%) (1,7%) (3,8-18,92)

Ambrosia elatior 196 176 20 13,57 <0,01
(23,4%) (41,6%) (4,9%) (8,3-22,17)

MjeSavina peludi 150 131 19 9,51 <0,01

o (o) ) -

trava (17,9%) (31%) (4,6%) (5,72-15,83)

Jaje 31 21 10 1,99 0,08
(3,7%) (5%) (2,4%) (0,92-4,32)

Kikiriki 32 28 4 6,4 <0,01
(3,8%) (6,6%) (1%) (2,21-18,53)

*aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
**95%CI-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)
***p<0’05

Okolisni Cinitelji

e Endotoksin
Izmjerene vrijednosti endotoksina u madracima ispitanika nisu slijedile

normalnu distribuciju te je u€injena logaritamska pretvorba, (slika 7 i 8).
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Slika 7. Raspodjela endotoksina (EU/mg) u madracu ispitanika
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Slika 8. Raspodjela endotoksina (EU/m?) u madracu ispitanika
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Prikupljeno je ukupno 792 uzorka praSine iz madraca djecjih spavaonica. U
32 uzorka praSine razina endotoksina je bila ispod praga mjerljivosti, stoga je
endotoksin izmjeren u 760 prikupljenih uzoraka praSine, a vrijednosti su
iskazane kao masena koncentracija (EU/mg) i koncentracija po jedinici
usisavane povrsine (EU/m?).

UocCena je znacajna korelacija (r=0,7, p<0,01) u izraZzavanju koncentracije
endotoksina kao EU/m?, odnosno kao EU/mg. Izmjerena aritmeti¢ka sredina
endotoksina u madracima djecjih spavaonica iznosila je 9,15 EU/mg, 95% CI
9,01-10,26 EU/mg, odnosnho 5 888,63 EU/m?, 95% Cl 5 370,56-6 456,67
EU/m?, (tablica 19).

Tablica 19. Izmjerene vrijednosti endotoksina iz madraca 760 ispitanika

Aritmeti¢ka

sredina*® Raspon 95% CI**
Endotoksin (EU/mg) 9,15 1,07-311,92 9,01-10,26
Endotoksin (EU/m?) 5888,63 11,12-904 568 5 370,56-6 456,67

*aritmetiCka sredina (od engl. mean)
**95%Cl- 95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

Nadena je statisticki znacajna razlika u vrijednosti endotoksina ovisno o
mjestu stanovanja. U seoskim domovima izmjerena je viSa koncentracija
endotoksina u madracima ispitanika u odnosu na domove u gradu (selo
10,83 EU/mg, 95%CI 9,98-11,75; grad 8,31 EU/mg, 95%CI 7,49-9,22,
p=0,04), (tablica 20).

Tablica 20. Koncentracija endotoksina u madracima 760 ispitanika

u odnosu na mjesto stanovanja

Aritmeticka
Endotoksin (EU/mg) sredina*® 95% CI** p***
grad 8,31 7,49-9,22
selo 10,83 9,98-11,75 0,04

*aritmetiCka sredina (od engl. mean)
**95%Cl- 95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)
***p<0,05
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Analiziraju¢i razlike u koncentraciji endotoksina po jedinici usisavane
povrSine madraca, izmedu ispitanika s astmom i kontrolne skupine djece,
uoCeno je smanjenje rizika za astmu s povecanjem koncentracije
endotoksina (aOR 0,75, 95% CI 0,58-0,98, p=0,03), (slika 9).
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Slika 9. Povezanost koncentracije endotoksina u madracima 760 ispitanika i

prediktivne vjerojatnosti za astmu dobiven regresijskom analizom
Zastitini u€inak endotoksina uocen je i u odnosu na alergijsku senzibilizaciju.

S povecanjem koncentracije endotoksina smanjuje se rizik za alergijsku
senzibilizaciju (aOR 0,61, 95%CI 0,46-0,82, p< 0,01), (slika 10).
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Slika 10. Povezanost koncentracije endotoksina u madracima 760 ispitanika i
prediktivne vjerojatnosti za alergijsku senzibilizaciju dobiven

regresijskom analizom

e Koncentracija alergena grinje (Der p1) u okolini

Izmjerena koncentracija alergena grinje, Der p1, u dje€jim madracima je
slijedila logaritamski pretvorenu raspodjelu. 1z ukupnog broja prikupljenih
uzoraka prasine (N=792), prvo su uzete koli€ine praSine potrebne za
mjerenje endotoksina. U pet prikupljenih uzoraka, koliCina praSine bila je
dovoljna samo za endotoksin. Stoga je za pocCetnu analizu Der p1 bilo
dostupno 787 uzoraka, od kojih je u 49 uzoraka koncentracija Der p1 bila
ispod granice mijerenja (0,05 ng/mg). AritmetiCka sredina Der p71 u
madracima djecjih spavaonica dobivena mjerenjem iznosila je 4,57 ng/mg,
95% Cl 4,07-5,25 ng/mg, odnosno 2 454,71ng/m2, 95% CIl 2 137,96-2 884,03
ng/m?, (tablica 21).
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Tablica 21. Izmjerene koncentracije alergena Der p1 u

madracima 787 ispitanika

. . Broj uzoraka ispod
Arltme_tlc5a 95%CI** praga mjeren!a/
sredina ukupan broj
uzoraka
Der p1
4,57 4,07-5,25 49/787
(ng/mg)
Der p1 (ng/m?) 2 454,71 2 137,96-2 884,03 49/787

*aritmeti¢ka sredina (od engl. mean)
**95%Cl- 95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

U daljnjoj analizi istrazili smo ucinak izmjerenih vrijednosti alergena Der p1, u
dje€jim madracima u odnosu na astmu i alergijsku senzibilizaciju na
Dermatophagoides pteronyssinus. Nije uoCena povezanost promjene
koncentracije alergena Der p1 i rizika za astmu (aOR 1,01, 95% CI 0,91-
1,32, p=0,33). Takoder, nije bilo utjecaja na pozitivan kozni ubodni test na
Dermatophagoideus pteronyssinus (aOR 1,11, 95% CI 0,92-1,34, p=0,28).
Ispitanike s prikupljenim uzorcima praSine iz madraca djecjih spavaonica
podijelili smo na one Cija je koncentracija alergena Der p1 bila iznad 2 ng/mg
i na one, Cija je koncentracija alergena Der p1 bila ispod 2 ng/mg. |zlozenost
iznad 2 ng/mg smatra se dovoljnom za senzibilizaciju. Od ukupnog broja
posjecenih domova s prikuplijenim uzorcima praSine (N=787) u 593 (76%)
madraca registrirana je koncentracija Der p1 iznad 2ng/mg. S povecanjem
koncentracije Der p1 nije uoc€en rizik za specificnu senzibilizaciju (aOR 1,01,
95% CI 0,86-1.2, p=0,89), (tablica 22).
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Tablica 22. Odnos izmedu koncentracije Der p1 u madracu i specificne

senzibilizacije na alergene grinje

N (%)
. N (%) pozitivnih kozZnih
Koncentracija J Sku°ini testova na S
alergena ! Dermatophagoide » 9970 L, P
S pteronyssinus
D 152 o/ 593 268
er p1>2 ng/m
P gma (76%) (45,3%)
194 85
Der p1 <2 ng/mg 1,01(0,86-1,2), 0,89
(24%) (43,8%)

*aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
**95%CI1-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)
***p<0,05
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Gen CD14

e Genotipiziranje

Genotipizirano je pet polimorfizama u genu CD74. Analizirani polimorfizmi

zadovoljili su mjere kontrole kvalitete s obzirom na uspjesnost genotipiziranja

iznad 90% i Hardy-Weinberg-ovu ravnotezu p>0,001, a nasljedivanje im je bilo
neovisno (r?<90) (slika 11, tablica 23).

Tablica 23. Prikaz analiziranih polimorfizama u genu CD14

rs2563298

rs4914

rs2569190

rs5744455
rs2915863

Polozaj Tip/ funkcija Aleli
SNP

139991498 3- krajgena C/A

139991651  tha ¢
mutacija

intron,
139993099 promotorska CIT

regija
139993490 5-krajgena C/T
139994560 5-krajgena T/C

Ucestalost
minor
alela (MAF*)

0,28
0,14
0,46

0,26
0,41

Objavljena Call

MAF

0,24

0,1

0,48

0,01
0,5

Rate**

0,95

0,98

0,92

0,96
0,95

HWE p
kontrole

0,46
0,36
0,24

0,38
0,55

* SNP-jednonukleotidni polimorfizam (od engl. Single Nucleotide Polymorphisms)
**MAF-ucestalost minor alela (od engl. Minor Allele Frequency, MAF)
***Call Rate- uspjeh genotipizacije (od engl. Call Rate)
****HWE p>0,001 (od engl. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE)
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Slika 11. Grafiéki prikaz LD (r?) genotipiziranih polimorfizama gena CD14 za
ispitanu skupinu djece (N=837)
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e Povezanost varijabilnosti gena CD14 s astmom
Nije uoCena statisticki

genotipiziranih polimorfizama gen CD14 (p>0,05), (tablica 24).

znaCajna povezanost s astmom za svih pet

Tablica 24. Analiza povezanosti varijabilnosti gena CD14 s astmom

rs2563298a*

rs2563298b**

rs4914a

rs4914b

rs2569190a

rs2569190b

rs5744455a

rs5744455b

rs2915863a

rs2915863b

genotip

AA+AC
cC

TT
TC+CC
GG+GC
CcC

GG
GC+CC
AA+AG
GG

AG+GG
TT+TC
CC

1T
TC+CC
CC+CT
T

CC
CT+TT

broj
nositelja
genotipa

384
413
57
740
216
602
13
805
551
217
153
615
365
435
49
751
522
274
129
667

aOR (95% Cl)

1,08 (0,81-1,43)

0,92 (0,53-1,59)

0,97 (0,71-1,33)

1,39 (0,45-4,37)

0,83 (0,61-1,16)

1,17 (0,81-1,67)

1,17 (0,88-1,55)

1,15 (0,64-2,06)

0,84 (0,63-1,14)

0,81 (0,56-1,19)

0,59

0,76

0,84

0,56

0,28

0,40

0,28

0,64

0,26

0,29

*a- dominantni model- usporeduje nositelje minor alela s homozigotima za major alel
**b- recesivni model —usporeduje homozigote za minor alele u odnosu na nositelje

major alela

aOR- omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)

95%ClI- 95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

p<0,05
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e Povezanost medudjelovanja izmedu gena CD14 | endotoksina iz
madraca djece s astmom
Nije uoCena statistiCki znaCajna povezanost izmedu varijabilnosti gena CD 14
i koncentracije endotoksina u djec€jim madracima u odnosu na astmu
(p>0,05), (tablica 25).
Tablica 25. Medudjelovanje izmedu polimorfizama gena CD14 i endotoksina

iz madraca 760 ispitanika u odnosu na astmu

broj o
genotip  nositelja aOR (95% Cl) P
genotipa
RS2563298a* AA+AC 347
1,60 (0,94-2,74) 0,08
CcC 374
RS2563298b** AA 50
1,28 (0,412-3,90) 0,66
AC+CC 671
RS4914a GG+GC 200
1,49 (0,85-2,63) 0,16
CcC 541
RS4914b GG 12
0,8 (0,17-3,74) 0,77
GC+CC 729
RS2569190a TT+TC 504
1,19 (0,64-2,22) 0,57
CcC 191
RS2569190b AA 135
1,02 (0,51-2,02) 0,95
AG+GG 560
RS5744455a TT+TC 328
0,68 (0,40-1,16) 0,15
CcC 396
RS5744455b TT 41
0,90 (0,31-2,64) 0,85
TC+CC 683
RS2915863a CC+CT 476
1,39 (0,78-2,47) 0,25
TT 243
RS2915863b CcC 115
1,40 (0,69-2,84) 0,34
CT+TT 604

*a- dominantni model- usporeduje nositelje minor alela s homozigotima za major alel

**b- recesivni model —usporeduje homozigote za minor alele u odnosu na nositelje major alela
aOR- omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)

95%ClI- 95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

p<0,05
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U navedenim rezultatima vazno je napomenuti, da je medudjelovanje izmedu
polimorfizma rs2563298 i endotoksina, utjecalo na rizik za astmu, iako nije
uocena statisticka znaCajnost  (aOR 1,6, 95%ClI 0,94-2,74,
Pmedudielovanja=0,08). Kod homozigota za alel C polimorfizma rs256329 koji su
bili izlozeni viSim koncentracijama endotoksina uoCen je snizen rizik za astmu
(aOR 0,66, 95%Cl 0,46-0,97, p=0,03), dok promjena koncentracije
endotoksina medu djecom nositeljima alela A nije mijenjala rizik za astmu
(aOR 0,98, 95%CI 0,68-1,43, p=0,93), (slika 12).

1.00=

a0

CD14
2563298

60

— AA+AC

A0

00—

PRILAGOBENA KRIVULJA PREDIKTIVNE VJEROJATNOSTI ZA ASTMU

1 T T T
10 100 1000 10000 100000 1000000
ENDOTOKSIN (EU/m2)

Slika 12. Prilagodena krivulja prediktivne vjerojatnosti za astmu u djece s
genotipovima AA+AC i CC rs2563298 u genu CD14 u odnosu na
izloZzenost endotoksinu iz madraca dobivena regresijskom

analizom
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Gen TLR4

e Genotipiziranje

Genotipizirano je 16 tag polimorfizama gena TLR4, koji su svi zadovoljili

kriterije za kvalitetu kontrole, tj. uspjeSnost genotipiziranja je bila iznad 90%;

a Hardy-Weinberg-ova ravnoteza p>0,001, (tablica 26).

Tablica 26. Prikaz genotipiziranih polimorfizama u genu TLR4

rs11536857

rs10759931
rs11536869
rs1927911
rs11536878
rs12377632
rs1927907
rs2770146
rs2149356
rs4986790

rs4986791
rs11536889
rs7873784

rs11536897

rs1927906

rs1554973

Polozaj

119503956

119503967
119509652
119509874
119511373
119512550
119512584
119513158
119514019
119515122

119515422
119517951
119518756

119519830
119519935

119520632

Tip/
funkcija
SNP

izmedu
gena
5. kraj
gena

intron
intron
intron
intron
intron
intron
intron

mutacija
pogresnog
smisla
3-UTR***

3-UTR***
3. kraj
gena
3. kraj
gena
izmedu
gena

Aleli

CIT

G/A
AIG
CIT
C/A
T/IC
G/A
AIG
C/A
AIG

CIT
G/C
G/C

G/A

AIG

T/C

Ucestalost
minor
alela (MAF*)

0,08

0,42
0,03
0,23
0,12
0,41
0,09
0,28
0,31
0,07

0,08
0,13
0,15

0,06
0,09

0,24

Objavljena
MAF

0,06

0,38
0,16
0,29
0,13
0,36
0,14
0,34
0,29
0,07

0,03
0,12
0,16

0,07
0,05

0,20

Call
Rate**

0,95

0,95
0,96
0,96
0,96
0,95
0,95
0,94
0,96
0,96

0,96
0,96
0,94

0,95
0,98

0,98

HWE p
kontrole

0,29

0,75
0,70
0,76
0,20
0,37
0,86
0,88
0,16
0,42

0,10
0,32
0,72

0,73
0,82

0,50

* SNP-jednonukleotidni polimorfizam (od engl. Single Nucleotide Polymorphisms)
**MAF-ucestalost minor alela (od engl. Minor Allele Frequency, MAF)
***Call Rate- uspjeh genotipizacije (od engl. Call Rate)
**HWE p>0,001 (od engl. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE)
*3_.UTR (eng. 3-untranslated region)
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Analiziranjem LD vrijednosti, dva polimorfizma (rs10759931 i rs1927906) bila
su isklju¢ena zbog LD>90%, dok su polimorfizmi s bioloSkim djelovanjem
(rs4986790 i rs4986791) posebno uklju€eni u daljnju analizu (slika 13).

4

11536857
11536869
1927911 31
11536878 | |
12377632
1927907
2110146
4986790
4986791
11536889 .
11536897
1554973

Block 1 (8 khj) Block 2 (7 kb

Slika 13. Grafi¢ki prikaz LD za genotipizirane polimorfizme u genu TLR4.

Vrijednost LD je izraZena kroz r?
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e Povezanost varijabilnosti gena TLR4 s astmom

Analizirano je 14 polimorfizama u genu TLR4, od kojih su dva bila statisticki
znaCajno povezana s astmom (tablica 27). Nositelji alela T za rs1927907
imali su visi rizik za astmu u odnosu na homozigote za alel C (aOR 1,51,
95%Cl 1,04-2,2, p=0,03). Djeca s genotipom CC rs11536889, imala su veci
rizik za astmu u odnosu na nositelje alela G (aOR 3,07, 95%CI 0,97-9,72,
p=0,04). Opisane povezanosti varijabilnosti gena TLR4 i astme, nisu bile

statistiCki znacajne nakon korekcije za viSestruko testiranje (FDR p>0,05)

Tablica 27. Analiza povezanosti varijabilnosti gena TLR4 i astme

Broj . FDR**
genotip gé’r‘:’gﬁgz aOR (95%Cl) D D
rs1927907 TT+TC 138 1,51(1,04-220) 0,03 0,09
cc 660
rs11536889 cc 16 3,07 (0,97-9,72) 0,04 0,11
CG+GG 789

p<0.05

aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
95%CI-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

FDR, p<0,05-korekcija za viSestruko testiranje (od engl. False Discovery Rate)
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e Povezanost medudjelovanja izmedu polimorfizma gena TLR4 i

endotoksina iz djecjih madraca s astmom

Za polimorfizam rs11536889 u genu TLR4 uocCeno je statistiCki znacajno
medudjelovanje s endotoksinom (Pmedudjelovanja=0,04). Homozigoti za C alel
rs11536889 izlozeni viSim koncentracijama endotoksina, bili su zasti¢eni od
astme (aOR 0,28, 95%CI 0,0005-1,56, p=0,08).

U djece nositelja G alela koncentracije endotoksina nije imala utjecaj na rizik
za astmu (aOR 0,92, 95%CI 0,63-1,33, p=0,68) (tablica 28, slika 14).

Tablica 28. Rizik za astmu medu nositeljima genotipa CC i genotipa
CG+GG polimorfizma rs11536889 gena TLR4 u medudjelovanju

S okolisnim endotoksinom iz madraca 760 ispitanika u odnosu

na astmu
. MEDUDJELOVANJE
Broj
genotip  positelja aOR (95%Cl) p FDR
genotipa aOR, 95%ClI p
p
0,03 (0,001-
rs11536889 CC 15 0,28 (0,0005-1,56) 0,08 1,54) 0,04 0,16
CG+GG 714 0,92 (0,63-1,33) 0,68

p<0.05

aOR-omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)
95%CI-95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

FDR, p<0,05-korekcija za viSestruko testiranje (od engl. False Discovery Rate)
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Slika 14. Prilagodena krivulja prediktivne vjerojatnosti za astmu u djece s
genotipovima CC i CG+GG rs11536889 gena TLR4 u odnosu na
izloZzenost endotoksinu iz madraca dobivena regresijskom

analizom
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Gen MD2

e Genotipiziranje

U genu MDZ2 genotipizirano je devet tag polimorfizama. Polimorfizmi

rs2891354 i rs10504554 nisu uspjesSno genotipizirani, te su iskljueni iz daljnje

analize. Preostalih sedam polimorfizama zadovoljilo je mjere kontrole

kvalitete s obzirom na uspjeh genotipiziranja iznad 90% i Hardy-Weinberg-

ovu ravnoteza p>0,001. Nasljedivanje genotipiziranih polimorfizama je bilo
neovisno (r’<90%), (tablica 27, slika 15).

Tablica 29. Prikaz genotipiziranih polimorfizama u genu MD2

rs7822054
rs7822407
rs11786591
rs1991262
rs10504554
rs17226566
rs17324476
rs7838017
rs2891354

Polozaj

75070343
75070366
75078897
75081882
75082266
75082465
75088835
75098252
75103559

Tip/
funkcija
SNP*

intron
intron
intron
intron
intron
intron
intron
intron

intron

Aleli

AIG
G/A
CIT
G/C
T/IC
T/IC
CIT
CIT

Ucestalost
minor
alela (MAF)**

0,44
0,17
0,27
0,25
0,20
0,23
0,00
0,18

Objavljena
MAF

0,44
0,11
0,36
0,24
0,14
0,27
0,05
0,13
0,10

Call
Rate***

0,96
0,96
0,94
0,98
0,78*
0,96
0,97
0,94
0,00*

HW E p****
kontrole

0,10
0,04
0,19
0,01
0,01
0,41
0,92
0,11

* SNP-jednonukleotidni polimorfizam (od engl. Single Nucleotide Polymorphisms)
**MAF-ucestalost minor alela (od engl. Minor Allele Frequency, MAF)
***Call Rate-uspjeh genotipizacije (od engl. Call Rate)

**HWE p>0,001 (od engl. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE)

¥ polimorfizmi isklju€eni iz analize zbog uspjeha genotipizacije ispod 90%

85




Slika 15. Graficki prikaz LD za genotipizirane polimorfizme gena MD2.
Vrijednost LD je izrazena kroz
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e Povezanost varijabilnosti gena MD2 s astmom

Za Cetiri polimorfizma u genu MD2 uoCena je povezanost s astmom (p<0,05),
(tablica 30).

Nositelji genotipa TT rs11786591 imali su visi rizik za astmu (aOR 1,33,
95%Cl 1,01-1,79, p=0,04). U djece s genotipom rs1991262 CC, rs7822407
AA i rs7838017 TT, uocen je nizi rizik za astmu (rs1991262, aOR 0,57, 95%
Cl 0,34-0,98, p=0,03; rs7822407, aOR 0,44, 95%CIl 0,19-1,01, p=0,04;
rs7838017, aOR 0,45, 95%CI 0,20-1,02, p=0,04). Nakon korekcije za
viSestruko testiranje opisane povezanosti varijabilnosti gena MD2 i astme,

nisu bile statisticki znacajne (p>0,05).

Tablica 30.  Analiza povezanosti varijabilnosti gena MD2 i astme

broj

. nositelja FD
gen genotip genotipa aOR (95%Cil) 0 p

rs11786591 MD?2 TT+TC 362 1,33 (1,01-1,79) 0,04 0,13
cC 422

rs1991262 MD2 cC 63 0,57 (0,34-0,98) 0,03 0,10
CG+GG 756

rs7822407 MD2 AA 28 0,44 (0,19-1,01) 0,04 0,12
AG+GG 776

rs7838017 MD2 TT 28 0,45 (0,20-1,02) 0,04 0,12
TC+CC 759

p<0,05

aOR- omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)

95%CI- 95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

FDR, p<0,05 - korekcija za viSestruko testiranje, (od engl. False Discovery Rate)
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e Povezanost medudjelovanja izmedu gena MDZ2 i endotoksina iz

madraca s astmom

Statisticki znaCajno medudjelovanje s endotoksinom, uofeno je za Cetiri
polimorfizma gena MD2: rs7822054 (Pmedudielovanja=0,01), rs7822407
(Pmedudielovania=0,02),  rs11786591  (Pmedudielovania=0,02), i  rs7838017
(Pmedudjelovanja=0,04) (tablica 31). Nakon korekcije za viSestruko testiranje
statistiCku znacajnost zadrZzava medudjelovanje izmedu endotoksina i
rs7822054 (p=0,03).

Tablica 31. Medudjelovanje izmedu polimorfizama gena MDZ2 i endotoksina

iz madraca 760 ispitanika u odnosu na astmu

MEDBUDJELOVANJE
1] aOR FDR
nositelja

gen genotip genotipa aOR (95%Cl) p (95%Cl) p p

rs7822054 MD2 GG 146 2,45 (1,01-5,90) 0,03 3,46
GA+AA 585 0,72 (0,48-1,01) 0,12 (1,33-9,03) 0,01 0,03

rs7822407 MD2  AA+AG 233 1,16 (0,72-1,85) 0,54 1,82
GG 495 0,63 (0,46-0,88) 0,01 (1,03-3,21) 0,02 0,15

rs11786591 MD2 TT+TC 326 1,49 (0,85-2,61) 0,12 2,66
CcC 384 0,56 (0,33-0,94) 0,02 (1,23-5,7) 0,02 0,11

rs7838017 MD2 TT+TC 234 1,08 (0,7-1,69) 0,73 1,8
CcC 479 0,65 (0,47-0,91) 0,01 (1,03-3,13) 0,04 0,14

p<0.05

aOR- omijer vjerojatnosti korigiran za spol (engl. adjusted Odds Ratio)

95%CI- 95% interval pouzdanosti (od engl. Confidence Interval)

FDR, p<0,05 - korekcija za viSestruko testiranje (od engl. False Discovery Rate)

Kod djece nositelja genotipa rs7822054 GG, s povecavanjem koncentracije
endotoksina povecavao se rizik za astmu (aOR 2,45, 95% CI 1,01-5,90,
p=0,03). Nasuprot homozigotima za alel G, nositelji alela A pri viSim

koncentracijama endotoksina imali su nizi rizik za astmu (aOR 0,72, 95% CI
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0,48-1,01, p=0,12). Pri izloZenosti nizim koncentracijama endotoksina,

odnosi kod navedenih genotipova bili su suprotni (slika 16).
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Slika 16. Prilagodena krivulja prediktivne vjerojatnosti za astmu u djece s
genotipovima GG i GA+AA polimorfizma rs7822054 u genu MD2 u
odnosu na izlozenost endotoksinu iz madraca dobivena

regresijskom analizom

Nositelji minor alela, odnosno genotipa rs7822407 AA+AG, rs11786591
TT+TC i rs7838017 TT+TC izlozeni viSim koncentracijama okoliSnog
endotoksina imali su veci rizik za astmu (rs7822407 aOR 1,16, 95%CI 0,72-
1,85, p=0,54; rs11786591 aOR 1.49, 95% CI 0,85-2,61, p=0,12; rs7838017
aOR 1,08, 95% CI 0,7-1,69, p=0,73).
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Suprotno nositeljima minor alela, homozigoti za major alel, genotip
rs7822407 GG, rs11786591 CC i rs7838017 CC pri vecloj izlozenosti
endotoksinu, imali su nizi rizik za astmu (rs7822407 aOR 0,63, 95%CI 0,46-
0,88, p=0,01; rs11786591 aOR 0,56, 95% CI 0,33-0,94, p=0,02; rs7838017
aOR 0,65, 95% CI 0,47-0,91, p=0,01). Pri izloZenosti nizim koncentracijama
endotoksina, odnosi kod navedenih genotipova su suprotni. SniZena
koncentracija endotoksina povecava rizik za astmu kod homozigota za major
alel, genotip rs7822407 GG, rs11786591 CC i rs7838017 CC, (slika 17, 18 i
19).
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Slika 17. Prilagodena krivulja prediktivne vjerojatnosti za astmu u djece s
genotipovima AA+AG i GG rs7822407 u genu MD2 u odnosu na
izloZzenost endotoksinu iz madraca dobivena regresijskom

analizom
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Prilagodena krivulja prediktivne vjerojatnosti za astmu u djece s
genotipovima TT+TC i CC rs11786591 u genu MD2 u odnosu na
izloZzenost endotoksinu iz madraca dobivena regresijskom

analizom

91



1.00

B0 MD2
rs7838017
] — TT+TC
A0 - CC

207

PRILAGOBENA KRIVULJA PREDIKTIVNE VJEROJATNOSTI ZA ASTMU

T T T T 1
10 100 1000 10 000 Jooooo 1000000

ENDOTOKSIN (EU/m2)

Slika 19. Prilagodena krivulja prediktivne vjerojatnosti za astmu u djece s
genotipovima TT+TC i CC rs7838017 u genu MD2 u odnosu na
izloZzenost endotoksinu iz madraca dobivena regresijskom

analizom

92



5. RASPRAVA

U radu je istraZzeno medudjelovanje genetskih i okolidnih Cinitelja na pojavu
astme u 837 djece, dobi 5 do 18 godina na podru¢ju Brodsko-posavske
Zupanije. Ispitana je povezanost varijabilnosti gena prirodene imunosti CD174,
TLR4 i MD2 s astmom djecCje dobi u Hrvatskoj. Posebno je analiziran ucinak
medudjelovanja izmedu varijabilnosti navedenih gena i izloZzenosti
endotoksinu. U svih ispitanika analizirana je razlika u koncentraciji
endotoksina i alergena Der p1 u madracima njihovih kreveta.

Ovo istraZivanje ima nekoliko ograniCenja i nedostataka. S obzirom na
raspodjelu ispitanika u skupine, istraZivanje je oblikovano kao ispitanik-
kontrola, a prema vremenskom slijedu retrospektivno istrazuje izlozenost
rizicnom cCimbeniku i opisuje povezanost rizichnog Cimbenika i astme.
Retrospektivno prikupljeni podaci i iz njih dobiveni rezultati nemaju Cvrst
dokaz uzro€nosti u odnosu na prospektivno prikupljene podatke skupine (npr.
podatak o vlaznosti domova tijekom dojenackog razdoblja i sl.). Nedostatak
ovog opservacijskog istrazivanja je i kontrolna skupina koja se po spolu ne
podudara s ispitanicima. Astma je definirana prema smjernicama Globalne
incijative za astmu; nije procijenjivana nespecificna hiperreaktivnost bronha.
Podatke o izloZzenosti duhanskom dimu dobili smo primjenom
standardiziranog upitnika bez mjerenja razine kotinina u urinu.

837 djece podijeljeno je u dvije skupine koje su medusobno usporedene. U
prvoj skupini bilo je 423 (50,5%) ispitanika s astmom, a u drugoj skupini bilo
je 414 (49,5%) djece iste dobi koja tijekom djetinjstva nisu imala ponavljajuée
bronhopstrukcije. Izmedu navedenih skupina istraZzena je razlika u uCestalosti
atopije, pozitivne obiteljske anamneze za alergijske bolesti, mjesta
stanovanja, uvjeta stanovanja i izlozenosti unutarnjim onecis¢ivacima.
Okolisni Cinitelji imaju vazan uc€inak na pojavu astme, $to Cini osnovu
higijenske hipoteze kojoj se od 1989. godine pridaje vaznost putem mnogih
znanstvenih istrazivanja. U ovom radu analizirano je i mjesto stanovanja, za
koje smo podjelu na selo/ grad primijenili administrativne kriterije.
Brodsko—posavska Zupanija ima 166 731 stanovnika: u gradovima Zivi 80
495 ili 45,53% (Slavonski Brod 62 770, Nova GradiSka 14 956), dok na selu
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Zivi 96270 ili 54,47%. U analiziranoj skupini djece s astmom kao i u kontrolnoj
skupini ispitanika bile su podjednake podskupine gradske i seoske djece.
Medu ispitanicima s astmom (N=423) u gradu je Zivjelo 195 (46,1%), a u selu
228 (53,9%). Unutar kontrolne skupine djece (N=414) u gradu je Zivjelo 186
(45,3%), a u selu 225 (54,7%). Ova podjela temeljila se na pretpostavci da
postoje razlike izmedu ruralnog i urbanog stanovnistva u stilu Zivota, a $to bi
moglo utjecati na pojavu astme.

Poznato je da je pozitivha obiteljska anamneza za atopiju ima krucijalnu
vaznost za pojavu astme Sto je posebno uofeno u brojnim genetskim
istraZivanjima atopije i astme u blizanaca, prospektivnim pracenjem djece od
rodenja do adolescentne dobi te u presjeénim istraZivanjima.*** Stoga smo u
ovom radu analizirali u€estalost astme u roditelja nasih ispitanika (tablica 13).
Od ukupno 837 djece, pozitivhu obiteljsku anamnezu za astmu (majka/otac)
imalo je 75 (9%) ispitanika. U skupini ispitanika s astmom pozitivhu obiteljsku
anamnezu je imalo 62 (14,7%), a u kontrolnoj skupini ispitanika 13 (3,2%)
djece. Iz podataka se uoCava da je pozitivha anamneza za astmu u roditelja
rizik za astmu u njihove djece (aOR 5,06, 95%Cl 2,73-9,4, p<0,01).
Podjednaku zastupljenost astme u roditelja iznose i drugi istrazivaci (Dold i
sur. 1992, Litonjua i sur 1998, Berg i sur. 2007) 30%-307

Majéina astma ima posebno jak rizik.>*” Tijekom trudnoée majka za svoj fetus
predstavlja specificnu prenatalnu okolinu koja povec¢ava rizik za astmu u

djeteta putem programiranja imunologkih stanica’®

ili putem lijekova koje
uzima za lije€enje astme. U ovom istrazivanju zastupljenost majcine astme u
837 djece iznosila je 41 (4,89%): u skupini djece s astmom (N=423) majcina
astma registrirana je u 37 (8,7%), a u kontrolnoj skupini (N=414) u 4 (1%)
ispitanika. Dakle, iskljuCivo majCina astma nosi devet puta vedi rizik za astmu
njezine djece (aOR 9,05, 95%CI 3,18-25,74, p<0,01). OcCeva astma bila je
zastupljena u 36 (4,3%) od 837 ispitanika: od 423 djece s astmom, astma u
oca zabiljeZzena je u 27 (6,4%), a u kontrolnoj skupini u 9 (2,2%) djece. Iz
rezultata je vidljivo da astma u oca cini rizik za dijete (aOR 3,09, 95%CI 1,43-
6,71, p<0,01). Slicne podatke iznose i drugi autori (Dold i sur. 1992, Litonjua i

sur. 1998, Berg i sur. 2007) 30°3%7
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Medu riziCnim unutarnjim okoliSnim Ciniteljima analizirali smo izloZenost
Izlaganje duhanskom dimu pogorSava simptome, pridonosi pogorSanju
pluéne funkcije i umanjuje klinicke ucinke inhalacijskih kortikosteroida kod
djece s ve¢ postojecom astmom. Duhanski dim, ve¢ prenatalno, a i
postnatalno ostecuje plu¢nu funkciju, poveéava bronhalnu hiperreaktibilnost
te nosi rizik za ponavljajuée bronhopstrukcije i kasnije astmu.® 3%°
Transplacentarni prijenos S$tetnih sastojaka duhanskog dima modificira
imunoloSke procese novorodenceta: povecava se Th2-odgovor na alergen,
smanjuje se proizvodnja IFN-y na mitogene te oslabljuju ucinci reakcija
posredovanih Toll-u sliénim receptorima.’® U ovom istraZivanju izloZenost
duhanskom dimu od strane jednog ili vise ¢lanova obitelji iznosila je: 64,1% u
prenatalnom periodu, 67,9% u prvoj godini Zivota, a 73,7% tijekom cijelog
djetinjstva. Rezultati ovog istrazivanja su u okvirima rezultata drugih autora.
Naime, objavljena istrazivanja iznose da u 35 do 80% djecjih domova pusi
jedan od ¢lanova obitelji.*'° Snazan utjecaj duhanskog dima na razvoj astme,
uoCen je tijekom izlozenosti u prenatalnom i dojenackom razdoblju, dok
izloZenost tijekom djetinjstva pogorSava simptome postojeCe astme ili
povedava udestalost drugih bolesti dinog sustava.® ° Medutim, u ovom
istrazivanju izlozenost duhanskom dimu nije pokazala utjecaj na pojavu
astme (tablica 14).

Vlazni, tamni i slabo ventilirani domovi povoljna su sredina za razvoj plijesni
koji su riziéni Einitelji za pojavu i pogorsanje astme.®'! Za vrijeme istrazivanja
analizirana je prisutnosti vlage i plijesni na zidovima, a retrogradno je dobiven
podatak i o stanju tijekom prve godine zivota. Prema dobivenim rezultatima,
skupina djece s astmom ceSc¢e je imala vlazne zidove i vidljive plijesni u
svojim domovima tijekom prve godine Zivota, 152 (35,9%), u odnosu na
djecu iz kontrolne skupine 101 (24,6%). Tijekom samog istraZivanja razlika
nije uo€ena (tablica 15).

Vazan izvor oneci$¢enja zraka unutar domova djece su energenti za kuhanje
i grijanje (drvo, loZivo ulje, nafta, plin), koji mogu pridonijeti upali diSnih

putova u predsSkolske djece te pogorSanju astme u adolescenata.>'?

Medutim rezultati dosadasnjih istraZivanja su ograniCeni, a za uoCavanje
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stvarnog utjecaja oneciséivaca unutarnjeg zraka na alergijske bolesti u
djeCjoj dobi potrebna su vecCa prospektivna pracenja. Analizirajuci izvor
energije za kuhanje, uoCili smo da je primjena drva tijekom istrazivanja
statistiCki znaCajnije bila zastupljena u kontrolnoj skupini ispitanika. Primjena
plina ili kombinacije plina, drva i struje u ovom istrazivanju, nije mijenjala rizik
za astmu (tablica 16).

Posebno smo analizirali izvore energije za grijanje. AnamnestiCkim
podatcima saznali smo koje izvori energije su koristeni tijekom prve godine
Zivota nasih ispitanika kao i za vrijeme istraZivanja. Ustvrdili smo da nije bilo
razlike u primjeni razli€itih goriva/energenata izmedu ispitivane skupine djece
s astmom kao i kontrole skupine (tablica 16). Iz toga se zakljuCuje da
primjena raznih vrsta goriva za zagrijavanje domova nije doprinijela razvoju
astme. Jedno od mogucih objasnjenje za to je dob djece tijekom istrazivanja,
buduci da djeca Skolske dobi samo dio dana provode u svom domu.

Zivot u obiteljima s viSe starije braée i sestara indirektna je mjera izloZzenosti
infekcijama tijekom ranog djetinjstva, Sto ima utjecaj na razvoj astme.
Dosadasnja istrazivanja pokazala su neujednalene rezultate. Primjerice,
Strachan i sur. ustvrdili su da odrastanje u obiteljima s viSe djece ima zastitini
uéinak na pojavu astme,®"® dok drugi autori nisu ustvrdili zastitni u¢inak,® 8"
314318 3 takoder nije niti ovo istraZivanje (tablica 17).

Nazoc¢nost alergijske senzibilizacije jedan je od riziCnih Cinitelja za astmu, Sto
uo&avaiju i brojne epidemioloske studije.*’" °% 3'® |zloZenost visokim razinama

alergena unutar domova poveéava senzibilizaciju u djece,*?°

utjeCe na tezinu
astme te na pogor$anje simptoma u veé postojeée astme.**' Medutim, iako
atopija ima vaznu ulogu za pojavu astme, prema rezultatima epidemioloskih
istraZivanja postavljena je sumnja na prenaglasenu ulogu atopije u astmi, s
obzirom da je proporcija astme u djecjoj dobi koja se moZe pripisati atopiji od
25% do 63%.%"° SloZeni odnosi atopije i astme, posljedica su heterogenosti
sindroma astme kao i heterogenosti pojma atopije, te se smatra da atopija
shazno pridonosi odredenim fenotipovima astme, dok u ostalim fenotipovima
astme ima manji ili nikakav utjecaj.*?? Ovo istraZivanje, sukladno drugim
presjecnim istraZivanjima, upucuje na visoku zastupljenost atopije (90,5%) u

djece Skolske dobi koja imaju astmu, uz pridruzeni atributivni rizik od 73%
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(engl. population attributale risk). Atopija je definirana pozitivnim koznim
ubodnim testom na jedan ili viSe alergena. Od ispitivanih alergena,
najzastupljenija je senzibilizacija na alergene grinje iz kucne praSine
(Dermatophagoides pteronyssinus 44,7%, tablica 18). Podjednaka, odnosno
visa zastupljenost specificne senzibilizacije, prisutna je u zemljama slicnih

klimatskih uvjeta®?®32°

, @ zna€ajno niza u mediteranskim i zemljama Dalekog
istoka.'®® 3% Druga po ugestalosti je senzibilizacija na pelud ambrozije
(23,4%), Sto je uzrokovano Sirokom rasprostranjenoS¢u korova na
neobradenim ravnicama Slavonije. Podjednaku senzibilizaciju na pelud
ambrozije nalazimo u Australiji (34%), a zna€ajno nizu u zemljama sjevera
Europe (medijan 0,8%).%?" %2® U ovom istraZivanju senzibilizacija na alergene
peludi trava i stabala (mjeSavina peludi trava 17,9% i Betulla alba 7,4%)

manje je zastupliena u odnosu na SAD*®, Meksiko®?

i zemlje sjeverne
Europe®”’. Senzibilizacija na epitel psa i macke je niza (epitel psa 6.7%,
epitel macke 6.9%), u odnosu na zapadno europske zemlje i SAD (epitel psa
23%,% 3% epitel macke 40-50%).** ** Niska zastupljenost senzibilizacije na
epitel psa i macke u skladu je s niskom ucestaloS¢u drzanja ovih kuénih
ljubimaca (pas 6,6%, macka 12,1%) u ispitivane djece.

Nutritivni alergeni u ovom istrazivanju imali su manju pozitivhu zastupljenost
u odnosu na inhalacijske alergene. Senzibilizacija na kikiriki u ispitivanoj
skupini djece iznosila je 3,8%, Sto je niZe u odnosu na neke razvijene zemlje
(kao npr. SAD 10,7%)**°, &to objasnjavamo njegovom manjom
konzumacijom medu stanovniStvom Slavonije. UCestalost senzibilizacije na
jaje iznosila je 3,7%. Istrazivanjem medu djecom Skolske dobi ustvrdili smo
da i inhalacijski i nutritivni alergeni, osim jajeta, povecCavaju rizik za astmu.
Djelovanje okoliSnih Cinitelja u genetski predisponiranih osoba, osnova je za
klinicku ekspresiju kao i za pogorSanja astme. Porast prevalencije astme u
industrijski razvijenim zemljama u drugoj polovini dvadesetog stolje¢a
objasnjava se promjenom okoliSa i nacina zivota. U okoliSu suvremenog
Covjeka, opaZza se smanjenje izloZzenosti mikrorganizmima uzrokovana
promjenom Zivotnih uvjeta, poboljSanom javnom higienom, primjenom
antibiotika i provodenjem cijeplienjem. Jedan od pokazatelja mikrobnog

okruzenja je endotoksin koji je dio stani€nog zida Gram negativnih bakterija.
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Prema podatcima u literaturi visoke koncentracije endotoksina izmjerene su u
seoskim sredinama (aritmeti¢ka sredina 23 340 EU/m? 95%CI| 11 159-48
819 EU/m?), pogotovo domovima uz farme (aritmetika sredina 49 479
EU/m?, 95%Cl 34 951-70 047 EU/m?)'", dok se nize vrijednosti biljeze u
gradskim sredinama (median 856 EU/m? 10.-90.ct, 190-3 616 EU/m?)."®’
Slicna mjerenja dobivena su i u ovom istrazivanju (tablica 20). Nadalje,
izmjerene koncentracije endotoksina u ovom istrazivanju u okvirima su
izlozenosti koja su zabilieZzena u gradskim sredinama Velike Britanije,'’
SAD'?*1 vige su u odnosu na koncentracije izmjerene u domovima djece u

® i Nizozemskoj,'"

Cipru'® a nize u odnosu na vrijednosti izmjerene u
madracima djegjih spavaonica u Njemackoj,*’ (tablica 19). lako se u brojnim
istrazivanjima mjerila koncentracija endotoksina u kuc¢nom okruzenju,
ponekad je usporedivanje koncentracije endotoksina teSko zbog izrazavanja
okoliSnog endotoksina u razli€itim mjernim jedinicama.

UocCeno je da djeca koja odrastaju na farmama imaju manje alergijske
senzibilizacije i simptoma alergijskog rinitisa, s razliCitom zastupljenoScu
astme.’®® Medutim rezultati istraZivanja su neujednadeni, pa tako nekoliko

studija iznose suprotne rezultate.™> 332 333

Ukoliko se analiziraju
koncentracije endotoksina u gradskim domovima, njihove nize vrijednosti, u
odnosu na domove uz farme, takoder mogu djelovati zastitno na pojavu
atopije.>3" 18 334,335 D istih rezultata do$li smo i u nagem istrazivanju: porast
koncentracije endotoksina u djec¢jim madracima smanjuje rizik za astmu
(@aOR 0,75, 95% CI 0,58-0,98, p=0,03, slika 9) i za alergijsku senzibilizaciju
(aOR 0,61, 95%CI 0,46-0,82, p<0,01, slika 10). Suprotno nasem istraZivanju,
neki autori iznose opazanja da izlaganje viSim koncentracijama endotoksina
u okolini ili nema utjecaja ili pak, povecCava rizik za pojavu atopijskog
fenotipa.'’® 187 188, 190-192. 336 Noyiednadenost rezultata navedenih istraZivanja
moze biti posljedica metodoloskih, tehnickih razlika te razliCitih mjerenja, ali i
slozenosti odnosa izmedu izlaganja endotoksinu, atopije i astme. Brojni
Cinitelji imaju na to svoj utjecaj: doza endotoksina, put unosa u organizam,
faza razvoja imunoloskog sustava, klini¢ki oblik astme, drugi Cinitelji iz
okoline (HSP 60, bakterijska DNK, beta-1,3-glukan) i genetska varijabilnost

pojedinca.
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Najzastupljeniji  alergeni  ku¢énog okruzenja su alergeni grinje
Dermatophagoides pteronissinus, a koncentracija glavnog alergena Der p1 je
iznosila 4,57ng/mg, 95%CI 4,07-5,25. Ukoliko se mijeri koncentracija po
jedinici usisavane povrsine, ona je iznosila 2 454,71 ng/m?, 95%CI 2 137,96-
2 884,04. Navedena mjerenja odgovoraju umjerenoj kontinentalnoj klimi u
Slavoniji obiljezene umjerenom prosjecnom vlaznosti zraka. Koncentracije
alergena Der p1 zabileZzene u ovom istrazivanju u Kkorelaciji su s
koncentracijama izmjerenim u zemljama sli¢nih klimatskih uvjeta, poput
Velike Britanije i nekim dijelovima SAD.*"" ** 3% vige koncentracije alergena
grinje zabiljeZene su u Australiji,**® a znagajno nize u podrugjima suhe i tople
klime Cipra,'®® Kuvajta,**® kao i u planinama Meksika.>*

Prema vecini objavljenih istrazivanja, izlaganje alergenima grinje i povecanje
njihove koncentracije u okolini povecavaju rizik za razvoj specificne alergijske

senzibilizacije,** > 3%

za koju je potrebna izloZzenost od minimalno 2 ug
alergena Der p1 po gramu praSine. U djece s pozitivnom obiteljskom
anamnezom, specificna senzibilizacija se javlja i pri nizim koncentracijama
alergena.®*® Medutim, opisani linearni odnos nije potvrden u svim
istrazivanjima,*' a takoder niti u nasem istraZivanju (aOR 1,11, 95%Cl 0,92-
1,34, p=0,28, tablica 22). Nekoliko je mogucih objasnjenja: provodenje
redovnih mjera prevencije poput ucestalog usisavanja madraca smanjuje
razinu alergena grinje u neposrednoj okolini oboljelih od astme; potom
jednokratno mjerenje koncentracije alergena grinje u okolini tijekom Skolske
dobi nije primjeren odraz izloZzenosti, jer djeca veCinu vremena provode izvan
kuce, takoder i niska zastupljenost pozitivhe obiteljske anamneze za astmu
(13,7%) u cijeloj skupini ispitanika ukazuje da je za senzibilizaciju u njih
potrebna viSa koncentracija alergena i naglasava ulogu nasljeda.

lako je vaZan odnos izlozenosti alergenima i senzibilizacije, isto tako je bitno
analizirati odnos izmedu izloZzenosti i astme. U ovom istrazivanju nije uocena
povezanost izmedu izloZenosti alergenima Der p1 u madracu i astme (aOR
1,01, 95%CI 0,91-1,32, p=0,33), $to potvrduju i drugi autori.*® *°. Posljednja
istraZivanja upucéuju na heterogenost fenotipa atopije, kao i na heterogenost
sindroma astme te da je atopija rizi¢ni Cinitelj u nekim fenotipotima astme,

dok u drugima nema utjecaja. Za istrazivanje odnosa izlozenost-atopija-
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astma su neophodna preciznija definiranja fenotipova astme i atopije te
promatranje drugih Cinitelja iz okoline koji imaju sinergistiCki u€inak poput
U sloZzenoj patogenezi atopije i alergijskih bolesti sudjeluju i PRR koji
prepoznaju PAMP iz okoline. Endotoksin kao dio bakterijskog zida,
prepoznaje tromolekularni kompleks PRR koji ¢ine CD14-TLR4-MD2. CD14
vezan za membranu ili prisutan u topljivom obliku prepoznaje i veze
endotoksin predoCen od strane lipoprotein vezuceg proteina. Na povrsini
stanicne membrane MD2 osigurava vezanje endotoksina za TLR4 koji svojim
unutarstani¢nim dijelom prenosi signal u stanicu, pokreée izrazajnost
proupalnih gena i sintezu proupalnih citokina uklju¢enih u Th1-imunoreakciju.
Varijabilnost gena odgovornih za sintezu receptora prirodene imunosti
mijenja imunoloSki odgovor osobe na izlaganje okoliSnom endotoksinu.
Baldini i suradnici®®? 1999. godine su objavili prvo istraZivanje o povezanosti
atopije i varijabilnosti gena za CD14. Funkcijski polimorfizam rs2569190 C/T
gena CD14, povezan je s viSom serumskom razinom topljivog CD14 $to
endotoksina i posljedi¢no time su zasti¢eniji od atopije. Suprotno, niZze razine
topljivog CD14 karakteristicne su kod homozigota za alel C. Mnogobrojna
istrazivanja pokazuju razliSite rezultate. Tako studije u Nizozemskoj,?**
Tunisu,?®® Kini,??” Australiji*® i Indiji**® pokazuju da prisutnost alela C
povecava rizik za atopiju i/ili druga obiljezja astme. Naprotiv, suprotne
rezultate objavili su Ober i suradnici koji su u populaciji Hutterita pokazali da
alel T povecava rizik od atopije.?® Hutteriti su izolirana zajednica stanovnika
SAD dcija je osnovna djelatnost zemljoradnja zbog €ega su izlozeni visokim
koncentracijama endotoksina.

IstraZivanje koje smo tijekom ovog rada proveli u populaciji hrvatske Skolske
djece, nije pokazalo povezanost izmedu polimorfizma rs2569190 gena CD14
i astme, $to je u skladu s istraZivanjima provedenim u Australiji,?*
Njemackoj,>>* 231 24 velikoj Britaniji*® i Ceskoj.?*

Pretpostavlja se da proturjeCni rezultati navedenih istraZivanja o povezanosti
polimorfizma gena za CD14 i atopije/astme mogu biti posljedica utjecaja

razliCitog Zivotnog okruzenja. U patogenezi sloZenih bolesti kao sto je astma
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ne mozemo odvojeno istrazivati samo naslijede, odnosno samo okolinu,
nego treba istraZiti njihove isprepletene utjecaje na pojavu astme. Hipoteza
da modificirajuéi u€inak varijabilnost gena za CD14 na atopiju/astmu ovisi o
izloZzenosti endotoksinu u neposrednoj okolini, potvrdena je kroz Cetiri
nezavisna istrazivanja prema kojima visoke razine okoliSnog endotoksina kod
nositelja alela C za$ticuju, a kod alela T poveéavaju rizik od astme.
Promjenom koncentracije endotoksina u okolini, za nositelje alela C, odnosno
T, mijenjao bi se i rizik za astmu. %" 114116

U naSem istraZzivanju nije uoCen utjecaj medudjelovanja funkcijskog
polimorfizma rs2569190 i okoliSnog endotoksina na astmu djeCje dobi,
(tablica 24). Prema javno dostupnim medicinskim bazama podataka do sada
nije objavljeno istraZivanje koje ima isti rezultat. Nepovezanost rezultata
moze se eventualno objasniti ograniCenjem istrazivanja koje prouava samo
jedan od brojnih moguéih utjecaja iz okoline i varijabilnosti samo jednog
gena. Naime, endotoksin moze biti samo obiljezje stupnja higijene, dok drugi
utjecaji iz okoline poput muraminske Kkiseline, glukana ili kontakt sa
Zivotinjama mogu imati bioloski ucCinak. Nadalje, ne mozZemo iskljuciti
mogucnost postojanja polimorfizma s bioloskim djelovanjem u neposredno;j
okolini rs2569190 koji bi s njim bio u visokom LD jer se nasljeduje zajedno.
Takoder nepovezanost moze biti posljedica pojavijivanja haplotipova i/ili
medudjelovanja izmedu viSe gena ukljuenih u signalni put za endotoksin.

U ovom istraZzivanju uoc€en je utjecaj medudjelovanja izmedu polimorfizma
rs2563298, smjestenog na 3-kraju gena CD174, i endotoksina iz madraca, na
pojavu astme (tablica 25, slika12). S obzirom na polozaj unutar gena,
pretpostavlja se da bi opisani polimorfizam mogao utjecati na alternativno
prekrajanje i razinu razliCitih izoformi proteina CD14 ¢&ime se mijenja i
njegova funkcija. Nadalje, u istrazivanju smo ustvrdili da su nositelji genotipa
rs2563298 CC gena CD14 uz izlaganje vi§im koncentracijama endotoksina u
okolini, bili zasti¢eni od astme, dok u nositelja genotipa rs2563298 AA+AC,
endotoksin nije imao utjecaja na astmu (slika 12).

Kompleks endotoksina i proteina CD14 i MD2 vezZe se za TLR4 receptor,
nakon Cega slijedi stvaranje multimera koji je sastavljen od dvije kopije TLR4-

MD2-endotoksina. Na taj nacin zapocCinje TLR4-posredovan prijenos signala
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u stanicu koji potiCe izrazajnost proupalnih gena i proupalnog odgovora (IFN-
a/B, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 i IL-18), sazrijevanja antigen-prezentirajucih
stanica (dendritiCkih stanica) i usmjeravanja imunolo$ke reakcije znacajnije u
Th1- nego u Th2-smjeru.?'" U patogenezi alergijskih bolesti, uloga TLR4
pretpostavila je hipotezu da varijabilnost gena TLR4 modificira imunoloski
odgovor nakon ulaska endotoksina u organizam. U studijama koje istrazuju
biolodki ug&inak polimorfizama?*424¢: 342
kosegregacijske mutacije (rs4986790, zamjena A-G/Asp299Gly i rs4986791,

zamjena C-T/Thr399lle), koje mijenjaju izvanstani¢ni dio receptora smanjeno

uoCeno je da su nositelji

osjetljivi na udahnuti endotoksin. Brojne studije istrazivale su povezanost
opisanih funkcijskih polimorfizama s atopijom i/ili astmatskim obiljezjima, a

njihovi objavljeni rezultati upuéuju da oni nisu povezani s astmom''® 22% 25%.

252, 255, 256, 260, 262, 264, 266, 267, 269-272, 343 &to je potvrdeno i u nasem istraiivanju.
Negativni rezultati prethodno navedenih polimorfizama u genu TLR4, naveli
su na istrazivanje i drugih polimorfizama gena TLR4 s nepoznatim bioloSkim
djelovanjem. U nasem istrazivanju uocili smo povezanost dva polimorfizma u
genu TLR4 (rs1927907 i rs11536889) s astmom, (tablica 27). lako funkcija
polimorfizama povezanih s astmom (rs1927907 i rs11536889) nije poznata,
smatra se da smijeSteni na nekodirajuéujim regijama gena utjeCu na
izrazajnost gena ukljuCenih u translaciju RNK odnosno alternativho
prekrajanje kojim mijenjaju stabilnost mMRNK. Ovim promjenama mijenjaju

predispoziciju za razvoj astme. Prethodna istraZivanjaZ®® 262 267

genotipizirala
su opisane polimorfizme (rs1927907 i rs11536889), no medutim nije bila
uocCena poveznost s astmom. Spomenuta istrazivanja su s obzirom na dizajn,
jednako oblikovana kao i naSe istrazivanje. Razlike su bile u veliCini
ispitivanog uzorka, razliCitoj okolini i definiciji astme koja je u prethodnim
istrazivanja bila samoprijavljena od strane ispitanika, a u ovom istrazivanju
dijagnozu astme je postavio lijecnik.

Analiziraju¢i u ovom istrazivanju interakciju polimorfizma rs11536889 gena
TLR4 s endotoksinom, uoCena je modifikacija rizika za astmu, (tablica 28,
slika14). S povecanjem izlozenosti endotoksinu medu djecom nositeljima
genotipa CC snizavao se rizik za astmu, dok u nositelja genotipa CG+GG

promjena koncetracije endotoksina nije imala utjecaja na astmu. U javnim
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medicinskim bazama samo su tri objavljene studije o medudjelovanju
polimorfizama TLR4 gena s mikrobnim okruZenjem. Werner i suradnici?’®
izvijestili su da nositelji minora alela funkcijskog polimorfizma gena TLR4 (A-
G/Asp299Gly) izlozeni visokim koncentracijama endotoksina, imaju nizi rizik
za astmu i bronhalnu hiperreaktivnost u odnosu na homozigote za major alel.
Smit i suradnici?®? su uogili medudjelovanje izmedu seoskog okruZenja i dva
polimorfizma gena TLR4. Naime, Zivot u selu u nositelja minor alela
rs11536889 i homozigota za minor alel rs7045953 smanijuje rizik od atopijske
astme.

Znacajno je naglasiti da smo u naSem istrazivanju potvrdili utjecaj
rs11536889 na pojavu rizika za astmu u medudjelovanju s endotoksinom,
kao $to je uocio Smit i suradnici.?®> Medutim, usporedivanje nije prihvatljivo
zbog metodoloskih razlika jer zivot u selu predstavlja mjeru izloZzenosti
mikrorganizmima i brojnim drugim ¢imbenicima koji obiljeZzavaju seoski Zivot i
modificiraju pojavu alergijskin bolesti, a nije ekvivalent izlozenosti
endotoksinu. Nedugo, nakon prvog istrazivanja, Smit i suradnici, 2011.
godine, uocili su da nema medudjelovanja genotipa TLR4 i endotoksina iz
okoline.?”? Dosada$nji publicirani radovi, ukljudujuéi i nase istraZivanje,
pokazuju kontroverzne rezultate, $to upucuje na neophodnost daljnjih
istrazivanja.

TLR4 ima kljuénu ulogu i u pokretanju prirodene imunoreakcije na infekciju
RSV. Sliéno endotoksinu, predmet brojih istrazivanja bio je utjeca;j
kosegregacijskin mutacija ovog gena na klini¢ku teZinu bolesti te citokinski
profil nakon RSV infekcije. Medutim, rezultati dosadasnjih istrazivanja nisu
ujednaceni, pa tako neka povezuju minor alel, neka major alel funkcijskog
polomorfizma s teZzom klinickom slikom RSV infekcije. Takoder, objavljene su
studije koje ne uo&avaju promjenu citokinskog profila ovisnu o genotipu.>**

S obzirom na znacajnu ulogu TLR4 u RSV infekciji, ali i u odgovoru na
izlaganje endotoksinu, drugim komponentama mikroorganizama te alergena
poput Der p2, neophodna su daljnja istrazivanja povezanosti istodobne
izloZenosti i virusu i alergenu s pojavom astme i egzacerbacija koje su ovisne

0 genotipu TLR4.
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MD2 je sekretorni glikoprotein koji prepoznaje kompleks endotoksina s
CD14, udruzuje se s izvanstani¢nim dijelom TLR4 i omogucéava prijenos
signala u stanicu. U ovom istrazivanju uocCena je statistiCki znacCajna
povezanost Cetiri polimorfizma u genu MDZ2 s astmom. Djeca nositelji
genotipova rs11786591 TT+TC, rs1991262 CG+GG, rs7822407 AG+GG i
rs7838017 TC+CC su imala povecan rizik za astmu (tablica 30). Ukoliko se
uzme u obzir i izlozenost endotoksinu, mijenjao se i rizik za astmu (tablica
31). Naime, u nositelja genotipa rs11786591 TT+TC povecavao se rizik za
astmu samo kod izloZenosti viSim koncentracijama okoliSnog endotoksina,
dok pri nizoj izloZzenosti, isti genotip nije djelovao zastitno na astmu. Nositelji
genotipa rs7822407 GG pri niskoj koncentraciji endotoksina su imali povecan
rizik za astmu. Suprotan ucinak je uocen za isti genotip kod izloZenosti viSim
koncentracijama. PovecCan rizik za astmu uoCen je i kod medudjelovanja
genotipa rs7838017 CC i endotoksina kod izlozenosti nizim koncentracijama
endotoksina, dok povecCanjem koncentracije okoliSnog endotoksina ovaj
genotip je djelovao zastitno na pojavu astme.

Polimorfizam rs7822054 nije bio povezan s astmom, dok je pod utjecajem
okoline ovaj genotip mijenjao rizik za astmu. U naSoj ispitivanoj skupini,
povecanje koncentracije endotoksina je imalo zastitni uc€inak, sto je uoceno i
za djecu nositelje genotipa rs7822054 AA+AG. Medutim, homozigoti za alel
G izlozeni visSim koncentracijama endotoksina imali su povecan rizik za
astmu. Medudjelovanje uoCeno za rs7822054 je zadrzalo statistiCku
znacajnost i nakon korekcije za viSestruko testiranje (p=0.03).

Malobrojne su studije o bioloSkom ucinku polimorfizama MDZ2 gena. Funkcija
opisanih polimorfizama gena MD2 povezanih s astmom odnosno ukljuéenih u
medudjelovanje s okoliSnim endotoksinom nije poznata. Medutim, povezni
polimorfizmi smjesteni u intronu 1 i intronu 2, mogu dovesti do prekrajanja
MRNK. Nakon stimulacije endotoksinom, umjesto sinteze proteina MD2,
proizvodi se njegova kraca varijanta MD2s (od engl. MD2 short). MD2s se
veze za TLR4, pa izostaje aktivacija NFkf i sinteza IL-8, ¢ime blokira daljniji
prijenos signala u stanicu. Varijabilnost u intronu 1 i intronu 2 gena MD2
rezultira proizvodnjom proteina MD2s koji negativhom povratnom spregom

inhibira uginkoviti imunologki odgovor na endotoksin.?®®
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Do sada su objavljene tri studije udruzenosti polimorfizama gena MD?2 i
atopije, astme i astmatskih obiljezja prema kojima istrazivani polimorfizmi
gena MD2 nisu povezani s atopijom i astmom. Medutim uzimanjem u obzir
okolisnih ~ Cinitella poput koncentracije endotoksina ili izloZzenosti
ekvivalentima respiracijskih infekcija te utjecaja drugih gena prirodene
imunosti, polimorfizmi gena MD2 statistiCki znacajno utjeCu na atopiju, astmu
i astmi pridruZena obiljeZja.?®" 2’% 287 |straZivanja je te$ko usporedivati zbog
metodoloskih razlika, razli€itih istrazivanih polimorfizama te razli€itih okoliSnih
utjecaja.

Astma je sloZena bolest koja je posljedica djelovanja brojnih, pojedinaéno
slabih genetskih promjena. Medutim, one mogu proizvesti snazni fenotipski
u€inak u medudjelovanju s okolinom i bioloskim sustavima. Okolinom se
definiraju svi unutrasnji i vanjski negentski Cinitelji koji povecavaju rizik za
razvoj astme, dok bioloSki sustavi ukljuCuju epistazu, epigenetiku,
haplotipove i mikrookolinu stanice. Navedeni Cinitelji imaju snazni ucinak na
pojavu astme ukoliko djeluju u prenatalnom i dojenackom razdoblju. Smatra
se da su epigenetske promjene mehanizmi putem kojih se ostvaruju
medudjelovanja gena i okoline. Stabilne epigenetske promjene povecavaju
se tijekom razvoja i proliferacije stanica, omogucéavajuci viSestani¢nim
organizmima genetiCku identiCnost, ali i razliitost u strukturi i funkciji.
Razvojem molekularne biologije i genetike, tijekom posljednjih godina znatno
su se poboljSala saznanja o patofiziologiji astme, ali za bolje razumijevanje
ovih sloZenih procesa potrebna su daljnja prospektivna istrazivanja, gdje bi
se pozornost usmijerila na utjecaj medudjelovanja viSe gena i viSe okoliSnih
gimbenika.>*°

Predstavljeno istrazivanje je studija udruZenosti gena prirodene imunosti s
astmom u Skolske djece i jedna od malobrojnih studija izvedenih u hrvatskoj
populaciji. Prema medicinskim bazama podataka do sada je objavljeno preko
tisuéu ovakvih istrazivanja koja su analizirala povezanost polimorfizama na
oko stotinjak kandidatskih gena za astmu. IstraZivanja imaju za cilj uociti
povezanost atopije i/ili astme i drugih astmatskih obiljezja s polimorfizmima
kandidatskih gena za astmu. Zlatni standard u dokazivanju povezanosti gena

i polimorfizma s ispitivanim obiljezjem je ponaviljanje rezultata istrazivanja.

105



UocCeno je da geneticke studije udruzenosti gena kandidata ¢esto ne mogu
ponoviti ranije objavljenje rezultate. Moguéi razlozi su nepravilan oblik
istrazivanja, slojevitost populacije, razliCiti obrasci LD izmedu pojedinaca
razliCitih populacija te razliCiti utjecaji iz okoline za razliCite populacije.
Takoder neponavljanje rezultata moze biti posljedica nejasnih definicija
ishoda istraZivanja kao i neprimjerena statisticka snaga studije.*°

Rezultati nasSeg istrazivanja upucuju da u sloZzenim bolestima kao Sto je
astma, kod procjene izlozenosti razliCitim okoliSnim Ciniteljima treba uzeti u
obzir i nasljednu sklonost, i obrnuto, okoliSne Ccinitelje treba ukljuciti i u
genetiCka istrazivanja. Nadalje, obi¢no koristimo epidemioloSke podatke za
procjenu riziCnih Cinitella za astmu, i prema njima nastojimo osmisliti
preventivne mjere. Ukoliko prenesemo dobivene podatke u okvire primarne
prevencije bolesti, moZzemo re¢i da samo osobe s odredenim genotipom
mogu imati koristi od specificnih mjera, dok primjena istih mjera moze
nastetiti osobama sa suprotnim genotipom. Ovakve spoznaje naglasavaju
individualni pristup svakom bolesniku u dijagnostici i lijeCenju, ali i
individualne preventivnhe mjere. U buduénosti, poznavanje genotipa zajedno s
razvojnim klinickim fenotipom i pokazateljima podlezecih patofizioloSkih
zbivanja, omogucilo bi ucinkovitije razvrstavanje tipa astme te posljedi¢no i
primjenu specifinijeg lijeCenje. Medutim za praktiCnu primjenu potrebna su
veca daljnja istrazivanja funkcionalnih polimorfizama, medudjelovanja gen-
gen, te viSestruka medudjelovanja izmedu gena i razli€itih okolidnih

C¢imbenika, kao i uniformirana mjerenja okoliSnih ¢imbenika.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata iz ovog istrazivanja proizlaze slijedeci

zakljucci:

Rizi¢ni Cinitelji za astmu u ispitivanoj skupini su: astma majke i/ili oca;
vlaZznost doma tijekom dojenackog razdoblja; atopija; specificna
senzibilizacija na Dermatophagoides pteronyssinus, epitel macke,
epitel psa, pelud Betulle albe, Ambrosie elatior i mjeSavine peludi
trava, te kikiriki

Izlozenost duhanskom dimu, nacin zagrijavanja doma ili nacin
kuhanja, centralno grijanje te veliina obitelji u kojoj dijete odrasta nisu
pokazali utjecaj na astmu

Povecanje koncentracije okoliSnog endotoksina zasticuje od astme
Koncentracija alergena Der p71 u madracu nije imala utjecaja na
specificnu senzibilizaciju na Dermatophagoides pteronyssinus i na
astmu

Polimorfizmi gena CD174 ukljuCivsi i funkcijski polimorfizam rs2569190
nisu bili povezani s astmom

Polimorfizmi gena CD174 ukljuCivsi i funkcijski polimorfizam rs2569190
u medudjelovanju s endotoksinom nisu imali utjecaja na astmu
Polimorfizmi rs1927907 i rs11536889 gena TLR4 su bili povezani s
astmom; funkcijski polimorfizmi (rs4986790 i rs4986791) gena TLR4
nisu bili povezani s astmom

Polimorfizam rs11536889 gena TLR4 u medudjelovanju s
endotoksinom je mijenjao rizik za astmu; funkcijski polimorfizmi
(rs4986790 i rs4986791) u medudjelovanju s endotoksinom nisu imali
utjecaja na astmu

Polimorfizmi rs1178659, rs1991262, rs7822407 i rs7838017 gena
MD2 pokazali su povezanost s astmom

Polimorfizmi rs7822054, rs7822407, rs7838017 i rs11786591 gena

MDZ2 u medudjelovanju s endotoksinom su mijenjali rizik za astmu
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7. SAZETAK

Uvod: Prema higijenskoj hipotezi prenatalno i rano postneonatalno
izlaganje endotoksinu moze usmijeriti imunoloske reakcije u Th1-smjeru i
prevenirati razvoj i astme. Medutim, rezultati istraZivanja su proturjecni.
Endotoksin svoj uCinak atopije ostvaruje vezanjem za receptore prirodene
imunosti (CD14, MD2 i TLR4), a varijabilnost njihovih gena u medudjelovanju
s okolisnim endotoksinom, mijenja klinicki fenotip.

Cilj: Istrazili smo riziCne Cinitelje i utjecaj endotoksina i alergena Der p1
na astmu. Proucena je povezanost varijabilnosti gena za CD14, MD2 i TLR4
kao i medudjelovanje s endotoksinom na astmu.

Metode: Istrazivanje je obuhvatilo 837 djece dobi od 5-18 godina (423
djece s astmom, 414 zdravih kontrola). Svim ispitanicima prikupljeni su
podaci prema standardiziranom upitniku i ucinjen im je kozZni ubodni test. 1z
madraca djecjih spavaonica uzeti su uzorci prasSine u kojima je izmjerena
koncentracija endotoksina (primjenom Limulus amebocyte lysate testa) i
koncentracija Der p1 (primjenom ELISA). Genotipizirali smo pet
polimorfizama gena CD74, devet gena MD2 i Sestnaest gena TLR4
primjenom spektrometrije masa.

Rezultati: Rizik za astmu su povecavale alergijske bolesti u obitelji,
vlaznost doma, atopija i specificna senzibilizacija. 1zlozenost endotoksinu
djelovala je zastitno na astmu, dok koncentracija alergena grinje u okolini nije
pokazala utjecaj. Za polimorfizme gena CD174, kao i za medudjelovanje s
endotoksinom nije uoCena povezanost s astmom. Polimorfizmi gena MD2
(rs1178659, rs1991262, rs7822407 i rs7838017) i gena TLR4 (rs1927907 i
rs11536889) su bili povezani s astmom. StatistiCki znacajno medudjelovanje
s endotoksinom uoc€eno je za polimorfizme MD2 (rs7822054, rs7822407,
rs7838017 irs11786591) i TLR4 (rs11536889).

Zaklju¢ak: Okolisni endotoksin ima znaajnu ulogu u patogenezi
astme djecje dobi. Medutim, varijabilnost gena MD2 i TLR4 modificira u€inak

izlozenosti endotoksinu.
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8. SUMMARY

THESIS TITLE: The association of endotoxin and polymorphisms in
CD14 and TLR4 among children with asthma (2013)

AUTHOR: Blazenka Kljaic Bukvic

Background: According to the hygiene hypothesis prenatal and early
postnatal exposure to environmental endotoxin may be protective against
atopy and asthma development (by inducing Th1 type immune response).
However, various studies have reported contradictory results. The pathway of
endotoxin response involves a complex of innate immunity receptors (CD14,
MD2 i TLR4). Genetic variants in CD14, TLR4 and MD2 genes may modify
the relationship between endotoxin exposure and asthma

Aim: We investigated risk factors for asthma and impact of
environmental exposures (endotoxin and house dust mite) on asthma. We
evaluated associations between genetic variants in CD714, MD2 and TLR4. In
addition, we assesed the effect of endotoxin exposure in the contex of
genetic variants.

Methods: The study included 837 children 5-18 years old (423 children
with asthma and 414 non-asthmatic controls). Data were collected using
standardised questionairre. Sensitization was determined by skin prick
testing. Dust samples were collected from the child’s mattress, where we
measured the endotoxin load (using the Limulus amebocyte lysate test) and
Der p1 concentration (using ELISA). We genotyped five variants in CD74
gene, nine in MD2 gene and sixteen in TLR4 by use of mass spectrometry.

Results: An increased asthma risk was associated with family history
of allergic disease, home dampness, atopy and specific sensitization.
Endotoxin exposure was found to have a protective effect against asthma,
whereas no such effect was recorded for house dust mite. We found no
associations between genetic variants in CD714 and asthma. There were no
significant interactions with endotoxin either. Association with asthma was
found for variants in MD2 (rs1178659, rs1991262, rs7822407 i rs7838017)
and TLR4 (rs1927907 i rs11536889). We observed significant interactions
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between 4 SNPs in MD2 (rs7822054, rs7822407, rs7838017 i rs11786591),

1 SNP in TLR4 (rs11536889) and endotoxin exposure in relation to asthma.
Conclusion: Environmental endotoxin exposure has an important role

in pathogenesis of childhood asthma. Genetic variants in the MD2 and TLR4

modify the relationship between endotoxin exposure and asthma.
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11. DODATAK

Upitnik o respiracijskom sustavu i okoliSu
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Upitnik o respiracijskom sustavu i okoliSu

Vasa kuéa

P1 Da li VaSe dijete dijeli, ili je dijelilo, spavacu sobu sa drugim ljudima
(odraslim ili djecom)? Ako je, napiSite to€an bro;j:

Trenutno Tijekom djetetove prve godine zZivota
koliko koliko
Ne . . Ne . .
Da Ne Odraslih Djece Da Ne Odraslih Djece
znam znam
OJ O O 0J O 0J O O 0J 0J

P2 Koje od slijedecih ku¢nih ljlubimaca drzite, ili ste drzali, unutar djetetovog
doma? Ako je odgovor potvrdan napiSite koliko:

Tijekom djetetove prve godine

Trenutno

Zivota
Da Ne Ne znam  koliko Da Ne Ne koliko
znam

Pas O O O O O 0J 0J O
Macka O O O O O O O O
Druga zivotinja s - = o o
dlakama (krznom) . . B - - . - -
Ptica O O O O O O O O
Ostalo O O O O O O O O

Napisite tocno
koja zivotinja

P3 Da li VaSe dijete ima, ili je imalo, barem jedanput kontakt sa bilo kojom od
navedenih Zivotinja izvan svog doma?

Tijekom djetetove prve godine

Trenutno =
— Zivota
Ne
Da Ne Da Ne Ne znam
znam
Pas O O 0J O 0J 0J
Macka O O OJ U 0J 0J
Domaca 0 0 0 0 0 0
zivotinja
Ptica O O 0J O 0J 0J
Ostale O O O O O O

Napisite tocno
koja zivotinja
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P4 Da li majka, otac ili neka druga bliska osoba pusi cigarete?

Tijekom djetetove prve

Trenutno T Tijekom trudnoce
—_— godine zivota
Da Ne Ne Da Ne Ne Da Ne Ne znam
znam znam
Majka O O O O O O O O O
Otac O O O O O O O O O
Druga bliska
O O OJ O O 0J O O
osoba

Ako nitko ne pusi “trenutno”, preskoci na 6. pitanje

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 V|§e od 20 Nista Ne znam
cigareta
[] [] ] [] ]

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

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

[] [] ] []

P7 Da li imate, ili ste imali, centralno grijanje?

Trenutno Tijekom djetetove prve godine Zivota
Da Ne Ne znam Da Ne Ne znam
O O O O 0J O

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 Da Ili u djetetovom domu ima, ili je bilo, vlaznih mrlja na zidovima ili

stropu?
Trenutno Tijekom djetetove prve godine zZivota
Da Ne Ne znam Yes No Don’t Know
O O O O 0J O

P10 Da li u djetetovom domu ima, ili je bilo, vidljive plijesni ili gljivica na
zidovima ili stropu?

Trenutno Tijekom djetetove prve godine Zivota
Da Ne Ne znam Da Ne Ne znam
O O O O

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

4 4 U U U U U 4

P12 Koja vrsta prozora je bila, i koja je sada, u djetetovoj spavacoj sobi?
(odaberite sve odgovore koji odgovaraju)

Trenutno Tijekom djetetove prve godine Zivota
o Dvostruki Ne S jednim  Dvostruki
jednim Izostaklo Izostaklo  Ne znam
prozor znam staklom prozor
staklom
U U U g U ] U U
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P13 Kakve jastuke Va$e dijete koristi, ili je koristilo? (odaberite sve odgovore
koji odgovaraju)

Trenutno Tijekom djetetove prve godine Zivota
o . Ispunjeni Ne o . Ispunjeni Ne
Ispunjeni  Ispunjeni " .. Ne Ispunjeni  Ispunjeni T . Ne
. . sintetickim  Drugo  Koristi . . sintetickim  Drugo  koristi
pjenom perjem . . znam pjenom perjem ) i znam
vlaknima jastuk vlaknima jastuk
4 U g g g U U U g g U g
Navedite $to drugo Navedite Sto je
koristi drugo Kkoristilo

P14 Koju vrstu pokrivaca Va$e dijete koristi, ili je koristilo? (odaberite sve
odgovore koji odgovaraju)

Trenutno Tijekom djetetove prve godine zivota
Sinteticki Pernati Sinteticki Pernati
Deka Ostalo Ne znam Deka Ostalo
prekrivaC prekrivac prekrivaé prekrivaé znam
0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
Navedite Sto Navedite Sto je

drugo Kkoristi drugo koristilo

P15 Da li je madrac, jastuk ili prekriva¢ (jorgan) vaseg djeteta oblozen, ili je
bio oblozen, kakvim materijalom?

Tijekom djetetove prve godine zivota

Trenutno
Koji ne Koji ne Pitanje
Nepro- Pamu- L Ne Pitanje ne Nepro-  Pamu- L Ne
propusta . L. Nijednim o propusta . L. Nijednim ne
. mocivim  &nim znam vrijedi . mocivim  ¢&nim znam o
grinje grinje vrijedi
0J N 0J 0J 0J [ 0J [ 0J [ 0J [
0 U 0 0 0 U 0 U 0 U 0 U
0 U 0 0 0 U 0 U 0 U 0 U
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P16 Da li je madrac, jastuk ili prekriva¢ (jorgan) roditelja oblozen, ili je bio
oblozZen, kakvim materijalom?

Tijekom djetetove prve godine Zivota

Trenutno
Koji ne Koji ne Ne
B Nepro- Pamu- L Ne B Nepro- Pamu- Nijedni
propusta L L Nijednim propusta o L zna
. mocivim  €nim znam . mocivim  ¢nim m
grinje grinje
Madrac O 0 O O O 0 0 0 0 0
Jastuk g \ \ g g |
Prekrivaé
g g g
(jorgan)

P17 Da li ste napravili kakve promjene u vasem domu jer vase dijete ima
astmu ili alergijske tegobe? (odaberite sve odgovore koji odgovaraju)

Dob djeteta
Pitanje
Da Ne ~ Neznam Godina Mijesec
ne vrijedi
Prestali drzati ku¢ne
o 0 O 0 0 0 O
ljubimce
Prestali ili smanijili
0 0 0 0 0 g
pusenje
Promijenili jastuke 0 O O O O
Promijenili prekrivace 0 O O O O
Promijenili pokrov na
0 0 0 0 g
podu
Druge promjene 0 0 0 0 O

Napistite druge

promjene

P18 Kako bi opisali okolinu djetetovog doma?

Tijekom djetetove prve

godine Zivota
Seoska, otvoreni prostori i polja u blizini 0 O

Trenutno

Suburbana, s puno parkova i vrtova O
Suburbana, s nekoliko parkova i vrtova 0

Urbana, bez parkova i vrtova 0

O 0o o o

Ne znam O
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RANI DANI

P19 Da li vase dijete ima brata ili sestru?

Da Ne

Ne znam Koliko
Starije brace 0
Starijih sestara 0
P20 Da li vaSe dijete ima mlade brace ili sestara?
Da Ne Ne znam Koliko
Mlade brace O [] [ []
Mladih sestara ] [] [] ]

P21 Koliko ljudi zivi u ku¢i? (odrasli = viSe od 18 godina)

Koliko Koliko
Muski, odrasli [] Zene, odrasle []
Stariji dje¢aci [] Starije djevojgice []
Miadi djecaci [] Mlade djevojcice []

P22 Da li vam se ikada €inilo da va$e dijete ka$lje viSe od ostale djece?

Da Ne
[] ]

Ne znam

[]

P23 Da li vasSe dijete uobi¢ajeno kaslje kada je prehladeno?

Da Ne Ne znam
] [] ]
P24 Da |I|i vaSe dijete uobiCajeno kaslije tijekom dana, neovisno o
prehladama?
Yda Ne Ne znam
] [] ]
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P25 Da li vasSe dijete uobi¢ajeno kaslje po noci, neovisno o prehladama?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

Da Ne Ne znam

] [] ]

P27 Da li vasSe dijete kaslje kada je uzbudeno, neovisno o prehladama?

Da Ne Ne znam

] [] ]

P28 Da li vase dijete kaslje kada je izlozeno hladnom zraku, neovisno o
prehladama?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

P29 Ako kaslje, da li je kasalj:

Suh Produktivan Dijete ne kaslje Ne znam

[] [l [l []

Neprohodnost diSnih putova i sekret

P30 Da li je vase dijete u posljednjih 12 mjeseci imalo neprohodne diSne
puteve u prsima ili iskasljavalo sekret u prehladi?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

Da Ne Ne znam

[l [] [l

Ako ste na 32. pitanje odgovorili sa “NE” preskoc€ite na 34. pitanje

P33 Prije koliko godina se to dogodilo?

Broj god.

[]

Astma

P34 Da li je vaSe dijete ikada imalo tegoba zbog astme?

Da Ne Ne znam

] [] ]

P35 Da li vasSe dijete sada ima astmu?

Da Ne Ne znam
N [ N
P36 Da li vam je va$ lijeCnik ikada rekao da vaSe dijete ima, ili je imalo,
astmu?
Da Ne Ne znam
[ L [
P37 Da li je vase dijete ikada imalo sipnju i zvizdanje u prsima, bilo kada u
proSlosti?
Da Ne Ne znam
N [ N

Ako ste odgovorili sa “ne” na 37. pitanje, preskocite na pitanje broj 48
P38 Ako je imalo sipnju i zvizdanje u prsima, kada su tegobe pocele?

Dob
U godinama mjesecima

[] []
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P39 Da Ii je vaSe dijete imalo sipnju i zvizdanje u prsima u proteklih 12
mjeseci?

Da Ne Ne znam

] [] ]

Ako ste odgovorili sa “NE” na 39. pitanje, preskogite na pitanje broj 48

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

1do 3 4 do 12 Vise od 12 Ne znam
[] ] [] ]

P41 Koliko Cesto, u prosjeku, je 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 noéi u N
e znam
zvizdanjem u prsima noci tiedno tiednu
g 0 a a

P42 Dalli je sipnja i zvizdanje u prsima, u proteklih 12 mjeseci, bila tako teska
da ogranici djetetov govor na samo jednu do dvije rije€i izmedu 2
udaha?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

Da Ne Ne znam

] [] ]

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

Da Ne Ne znam

[l [] [l
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P46 Da li je vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, imalo sipnju i zvizdanje u
prsima kada nije bilo prehladeno?

Da Ne Ne znam

] [] ]

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

Emocij . Kuéni

Vrijeme Pelud Dim PraSina lubimci Vunena odjeca
jubimci
0 0 0 0 0 0 0
Prehlade Dim Hrana i Sapun_|,_ . . -
ili gripa cigarete pice sprejevi |I|. Druge stvari Nista Ne znam
deterdZenti
0 0 0 0 0 0

N;piéite Stogaje
drugo smetalo:

Zbrinjavanje astme

P48 Da li se vaSe dijete ikada u Zivotu probudilo sa nedostatkom zraka,
kratkim dahom?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

Da Ne Ne znam

] [] ]

P50 Da li je vasSe dijete u proteklih 12 mjeseci Koristilo lijekove, tablete,
sprejeve ili druge lijekovite 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 g _J p_J Redovito
i zvizdanja u prsima

U

U

U

U

e e

U

Dodatni lijekovi

U napadaiju sipnje

Lijekovi o ) ) Redovito
i zvizdanja u prsima
U g
U g

Ne znam

e e

Ne znam

g
g

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

preskocite na 58. pitanje

Zbrinjavanje astme

P51 Da li je vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, koristilo kakve lijekove,
tablete, sprejeve ili druge lijekovite tvari za napadaje teSkog disanja ili

astmu, prije, tijekom ili nakon tjelesnog napora?

Da Ne Ne znam

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

Ordinirani lijekovi
U napadaju sipnje i

Lijek N ) . Redovito
zvizdanja u prsima
0 0
0 a
0 0
0 a
0 0
Dodatni lijekovi
Lijekovi U napadaju sipnje | Redovito
zvizdanja u prsima
0 a
0 0

Ne znam

I A B

Ne znam



P52 Da li imate napisani plan koji vam govori kako zbrinjavati astmu kod
vaseg djeteta?

Da Ne Ne znam

] [] ]

P53 Da li vase dijete ima aparati¢ za mjerenje vrSnog protoka zraka (peak
flow meter) kod kuée?

Da Ne Ne znam

] [] ]
P54 Koliko je pregleda tijekom proteklih 12 mjeseci vaSe dijete imalo kod
lije€nika zbog sipnje i zvizdanja u prsima, ili astme?
Za sipnju i zvizdanje u prsima?

Nijedan 1do3 4do12 Vise od 12 Ne znam

Medicinska sestra 0 0 0 0 O

Obiteljski lije¢nika O O O O O
Hitna sluzba

(Hitna pedijatrijska 0 a O 0 0
ambulanta)

Za redovitu kontrolu astme?

Nijedan 1do3 4 do 12 Vise od 12 Ne znam
Medicinska sestra 0 0 0 0 0
Obiteljski lije¢nika O O O O O
Hitna sluzba (Hitna

0 0 0 0 g
pedijatrijska ambulanta)

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

nijednom 1 2 ViSe od 2 puta Ne znam

] ] [] ] []

P56 Da li je vaSe dijete u proteklih 12 mjeseci bilo na akupunkturi, kod
kiropraktiCara, homeopate, psihoterapeuta, psihologa, psihijatra ili
socijalnog radnika zbog sipnje i zviZdanja u prsima, ili astme?

Da Ne Ne znam

] [] ]

159



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

Rinitis

P58 Da Ii je vaSe dijete ikada imalo simptome polenoze, “peludnu
hunjavicu”?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

P59 Da li vasSe dijete sada ima polenozu, ,peludnu hunjavicu“?

Da Ne Ne znam
[ L [
P60 Dali vam je lijeCnik ikada rekao da vaSe dijete ima polenozu, ,peludnu
hunjavicu“?
Da Ne Ne znam
[ L [

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

Da Ne Ne znam

] [] ]

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

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

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

P63 Da Ili su tegobe s nosom bile pracene suzenjem i svrbeZzom ociju u
proteklih 12 mjeseci?

Da Ne Ne znam

] [] ]
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Zbrinjavanje rinitisa

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

Sijecan;j Veljaca Ozujak Travanj Svibanj Lipanj
U U U U U g
Srpan;j Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac
0 0 0 0 0 g
Ne znam
0

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

Nista Malo Umjereno Puno Ne znam

[l [l [l [l []

Zbrinjavanje rinitisa
P66 Da li je vaSe dijete, u posljednjih 12 mjeseci, koristilo neke lijekove,
tablete, nazalne sprejeve ili neke druge lijekovite stvari za peludnu
hunjavicu ili tegobe s nosom?

Ako je koristilo nesto, napisite sto:

Ordinirani lijekovi

Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
0 a 0
0 a 0
0 a 0
0 0 0
0 0 0

Dodatni lijekovi

Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
0 0 0
0 0 0

Ako ste na pitanja 58, 59, 60 i 66 odgovorili sa “NE”,
preskocite na 70. pitanje
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P67 Koliko je puta vaSe dijete posjetilo zdravstvenog djelatnika, u proteklih
12 mjeseci, radi “peludne hunjavice” ili tegoba s nosom?

Nijednom 1do3 4 do 12 Vise od 12 Ne znam
Farmaceuta / kemi€ara 0 0 0 0 0
Medicinsku sestru 0 0 0 0 0
Obiteljskog lije¢nika 0 0 0 0 0
Specijalistu 0 0 0 0 0
Hitnu sluzbu (ili Hitnu
0 0 0 0

pedijatrijsku ambulantu)

P68 Da li je vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, bilo na akupunkturi, kod
kiropraktiCara, homeopata ili nekod 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 1do 3 4do 12 Vise od 12 Ne znam
L L L] L L]

Ekcem

P70 Da li je vaSe dijete ikada imalo ekcem?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

P71 Imal li vaSe dijete sada ekcem?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

P72 Da li vam je ikada lije¢nik rekao da vase dijete ima ekcem?

Da Ne Ne znam

[l [] [l
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P73 Da li je vaSe dijete ikada imalo osip koji svrbi, koji se pojavljivao i
nestajao tijekom barem 6 mjeseci?

Da Ne Ne znam

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

Da Ne Ne znam

[l [] [l

Ako ste odgovorili sa “NE” na 74. pitanje, preskocite na 79. pitanje

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

Udubine ) Prednje dijelove Ispod Drugo mjesto
Iza koljena _ .
laktova skocnih zglobova straznjice
0 0 0 0 0
. . Ne znam NapiSite koje
Oko vrata Oko usiju Oko o¢iju

drugo mjesto

U U U U

P76 U kojoj se godini osip prvi puta pojavio?

Prije 2. godine 2 d(.) 4 e g9d|n| i Ne znam
godine vise
[ L L [

P77 Da li je osip u potpunosti nestao proteklih 12 mjeseci?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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 o
. ) . 1 ili viSe nodi tiedno Ne znam
12 mjeseci tiedno

U U U U
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Zbrinjavanje ekcema
P79 Da li je vaSe dijete, u proteklih 12 mjeseci, koristilo nekakve lijekove,
masti, kreme, tablete ili druge lijekovite tvari za svrbez koze, osip ili
ekcem?

Ako je koristilo nesto, napisite sto:

Ordinirani lijekovi

Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

Dodatni lijekovi

Lijekovi Kada je iritacija Redovito Ne znam
0 0 0
0 0 0

Ako ste na pitanja 70, 71, 72 i 79 odgovorili sa “NE”, preskocite na 84.

pitanje

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

Nijednom 1do 3 4do12 ViSseod 12 Ne znam
Farmaceuta / kemi€ara O 0 0 0 0
Medicinsku sestru 0 0 0 0 0
Obiteljskog lije¢nika O 0 0 0 O
Specijalistu O O O 0 0
Hitnu sluzbu ( ili Hitnu
0 0 0 0 0

pedijatrijsku ambulantu)

P81 Da li je 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
N N [ N [

Ako ispunjavate upitnik kod kuée preskocite 84 pitanje

P83 Danasni rezultat za ekcem?

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

Alergija na hranu

P84 Da li vasSe dijete izbijegava neku od slijedeée hrane?

Da Ne Ne znam
Kiki riki ] ] ]
Cijelo jaje [] [] []
Mlijeko O [] [
ribu L] [] L]
Sjeme sezama [] [] []

P85 Da li vaSe dijete imalo kakvih tegoba (simptoma) kada jede kiki riki?

Da Ne Ne znam

] [] ]

Ako ste odgovorili sa “NE”na 85. pitanje preskocite na 89. pitanje

P86 Kada je vase dijete zadnji put reagiralo na kiki riki?

Dob
U godinama mjesecima

[] []
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P87 Koliko minuta nakon §to ga je dijete pojelo, reakcija je zapocela?

Minuta

[]

P88 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

) o TesSkoce gutanja, Teskoce disanja,
. . Otjecanje lica, . o ]
svrez +/- osip o stezanje u grlu, sipnja, stezanje u
usana ili jezika

promukli glas prsima
U U 0 0
o ] LoSe osjecanije, Ne znam
Povracanje, proljev o Ostalo
nesvjestica
U U 0 0

Navedite koje

ostale tegobe

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

Da Ne Ne znam

] [] ]

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

P90 Koja vrsta orasida?

vrsta

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

Dob
Godine Mjeseci

[] []

P92 Koliko minuta nakon Sto ga je dijete pojelo, reakcija je zapocela?

Minuta

[]
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P93 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. o . TeSkoce gutanja, TeSkoce disanja,
. ] Otjecanje lica, usana ili ] o .
svrez +/- osip ik stezanje u grlu, sipnja, stezanje u
jezika ) )
promukli glas prsima
0 0 0 0
. . LoSe osjecanije, Ne znam
Povracanje, proljev o Ostalo
nesvjestica
0 0 0 a

Navedite koje

ostale tegobe

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

P94 Da li je vaSe dijete imalo kakvih tegoba(simptoma) dok je jelo jaja, npr.
kuhana jaja, pecena jaja?

Da Ne Ne znam

[l [] [l

Ako ste odgovorili sa “NE”na 94. pitanje, preskocite na 98. pitanje

P95 Kada je vaSe dijete zadnji put reagiralo na jaje?

Dob
Godine Mjeseci

[] []

P96 Koliko minuta nakon Sto ga je dijete pojelo, reakcija je zapocela?

Minuta

[]
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P97 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. o . TeSkoce gutanja, TeSkoce disanja,
y . Otjecanje lica, usana ili . o ]
svrez +/- osip ik stezanje u grlu, sipnja, stezanje u
jezika . .
promukli glas prsima
0 0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
) o Ostalo
proljev nesvjestica
0 0 a 0

Navedite koje

ostale tegobe

P98 Da li je vaSe dijete imalo kakvih tegoba sa mlijekom?

Da Ne Ne znam

] [] ]

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

P99 Kada je vase dijete zadnji puta reagiralo na mlijeko?

Dob
Godine Mijeseci

[] []

P100 Koliko minuta nakon Sto ga je dijete pojelo, reakcija je zapocela?

Minuta

[]
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P101 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. o Teskoce gutanja, Teskoce disanja,
. ) Otjecanije lica, ) o )
svrez +/- osip o stezanje u grlu, sipnja, stezanje u
usana ili jezika

promukli glas prsima
0 0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
. o Ostalo
proljev nesvjestica
g 0 0 0

Navedite koje

ostale tegobe

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

Da Ne Ne znam

] [] ]

Ako ste odgovorili sa “NE”na 102. pitanje, presko¢€ite na 107. pitanje

P103 Napisite vrstu ribe:

Vrsta ribe

P104 Kada je vase dijete zadniji puta reagiralo na ribu?

Dob
Godine Mijeseci

[] []

P105 Koliko minuta nakon sto ju je dijete pojelo, reakcija je zapocela?

Minuta

[]
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P106 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. o Teskoce gutanja, TesSkoce disanja,
) Otjecanije lica, ) o
svrez +/- osip o stezanje u grlu, sipnja,
usana ili jezika

promukli glas stezanje u prsima
0 0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
. o Ostalo
proljev nesvjestica
0 0 0 0

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

P107 Da li je vaSe dijete imalo kakvih tegoba dok je jelo sjeme sezama?

Da Ne Ne znam

] [] ]

Ako ste odgovorili sa “NE”na 107. pitanje preskodite na 111. pitanje

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

Dob
Godine Mjeseci

[] []

P109 Koliko minuta nakon Sto ga je dijete pojelo, reakcija je zapocela?

Minuta

[]
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P110 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. o TesSkoce gutanja, Teskoce disanja,
. ] Otjecanije lica, usana . o )
svrez +/- osip o stezanje u grlu, sipnja, stezanje u
ili jezika . .
promukli glas prsima
0 0 0 0
) ] LoSe osjecanje, Ne znam
Povracanje, proljev o Ostalo
nesvjestica
0 g 0 0

Navedite koje ostale

tegobe

P111 Da li je vaSe dijete imalo kakvih tegoba kada je dodirivaro svjeze jaje ili
jelo hranu koja sadrZi svjeza jaja? npr. majoneza ili Cokoladno jelo sa
tu€enim vrhnjem

Da Ne Ne znam

[l [] [l

Ako ste odgovorili sa “NE”na 111. pitanje preskocite 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

[]
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P114 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. Lo TeSkoce gutanja,
Otjecanje lica, usana

svrez +/- osip

stezanje u grlu,

ili jezika .
promukli glas
0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje,
) o Ostalo
proliev nesvjestica
0 0 a

Navedite koje

ostale tegobe

Teskoce disanja,
sipnja, stezanje u
prsima
0

Ne znam

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 preskodite 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 Mijeseci
Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?
Minute

Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

) Lo - Teskoce gutanja,
Otjecanje lica, usana ili

svrez +/- osip stezanje u grlu,

jezika )
promukli glas
0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje,
. o Ostalo
proljev nesvjestica
0 0 0

Navedite koje

ostale tegobe

Teskoce disanja,
sipnja, stezanje u
prsima
g

Ne znam
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P116 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
Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?
Minute
Koje tegobe su se pojavile kod vaSeg djeteta?
) o TesSkoce gutanja, TesSkoce disanja,
. . Otjecanje lica, usana . . o .
svrez +/- osip o stezanje u grlu, promukli sipnja, stezanje u
ili jezika .
glas prsima
0 0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
Ostalo
proljev nesvjestica
0 0 0 0

Navedite koje

ostale tegobe

P117 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 vaseg djeteta?

] o - Teskoce gutanja, Teskoce disanja,
] Otjecanje lica, usana ili ) o .
svrez +/- osip o stezanje u grlu, sipnja, stezanje u
jezika ] .
promukli glas prsima
U U U g
o . LoSe osjecanje, Ne znam
Povracanje, proljev o Ostalo
nesvjestica
U U U g

Navedite koje

ostale tegobe

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

Koliko minuta nakon uzimanja hrane su se pojavile tegobe?

Minute

[]
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Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. o TesSkoce gutanja, Teskoce disanja, sipnja,
. ] Otjecanije lica, usana . . ]
svrez +/- osip o stezanje u grlu, stezanje u prsima
ili jezika .
promukli glas
0 0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
. o Ostalo
proljev nesvjestica
g 0 a 0

Navedite koje

ostale tegobe

P119 Da li je vaSe dijete imalo nekakvu alergijsku reakciju u slijede¢im

situacijama?
Da Ne Ne znam

Igrajuci se s balonima 0 0 0
Koriste¢i gumene rukavice 0 0 0
Nosedéi kapu za plivanje 0 0 0

Igrajuci se sa gumenim
igrackama - h .
Kod zubara 0 0 0

P120 Koliko minuta nakon kontakta je reakcija zapocela?

Minuta

[]

P121 Koje tegobe su se pojavile kod vaseg djeteta?

. o . TeSkoce gutanja, TeSkoce disanja,
. _ Otjecanije lica, usana ili . o _
svrez +/- osip ik stezanje u grlu, sipnja, stezanje u
ezika
: promukli glas prsima
0 0 0 0
Povracanje, LoSe osjecanje, Ne znam
. o Ostalo
proljev nesvjestica
0 0 0

Navedite koje

ostale tegobe
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Pojedinosti na kraju

P122 Osim u Skoli, koliko ¢esto vase dijete vjezba tako da mu ponestane
zraka ili se uzno;ji?

Svaki 4do6 2do3 Jednom Jednom Manje od jednom N
e znam
dan puta tiedno puta tjedno tiedno mjesecno mjesecno
0 0 0 0 0 0

P123 Da li vam je lije¢nik ikada rekao da vaSe dijete ima jo$ neku bolest koja
do sada nije spomenuta?

Da Ne Ne znam

] [] ]

Ako je, napisite koja bolest?

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

Da Ne Ne znam

[l [] [l

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

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

Bolnica Datum
Razlog

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

Astma Ekcem Polenozu Nista Ne znam

] [] [] ] []

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

Astma Ekcem Polenozu Nista Ne znam

[l [] [] [l []
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