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SAZETAK

Uvod: agonisti beta-2 adrenergi¢nog receptora (ADRB2) su osnova terapije astme.
Beta-2 adrenergi¢ni receptor je protein koji je kodiran ADRB2 genom i varijante unutar
ovog gena mogu imati kao posledicu znacajne modulacije terapijskog odgovora na

primenjen lek.

Metode: studija preseka je sprovedena u Univerzitetskoj de¢joj klinici u Beogradu u
periodu od oktobra 2016. do maja 2017. godine. U istrazivanje je uklju¢eno 54 dece sa
astmom uzrasta od 6 do 18 godina. Dijagnoza astme je postavljena u skladu sa GINA
smernicama. Ispitanici su u skladu sa GINA smernicama klasifikovani prema tezini
bolesti u tri podgrupe: ispitanici sa blagom, umerenom i oni sa teSkom astmom. Kod
svih ispitanika je uradena genotipizacija za polimorfizme ADRB2 +46A>G (Argl6Gli,
rs1042713) i +79C>G (GIn27Glu, rs1042714). Ispitana je povezanost ovih
polimorfizama sa tezinom astme, kao i sa bronhodilatatornim odgovorom na inhalirani

salbutamol.

Rezultati: u ispitivanoj populaciji dece iz Srbije sa astmom, alel +46A je detektovan sa
ucestaloscu od 41,7%, a alel +79G je otkriven sa ucestalo$cu od 23,1%. Ispitivanjem je
utvrdeno da je alel +46G povezan sa boljim terapijskim odgovorom na inhalirani

salbutamol (p<0,05). Ovaj alel je povezan i sa blagim oblikom astme (p <0,05).

Zakljucak: polimorfizam ADRB2 +46A>G mozZe biti determinanta tezine astme, kao i
bronhodilatatornog odgovora na salbutamol kod dece sa astmom u Srbiji. Nismo
pronasli povezanost polimorfizma +79C>G sa tezinom astme i bronhodilatatornim

odgovorom na inhalirani salbutamol.

Rezultati ove studije mogu biti potencijalno korisni za personalizovani pristup lecenju

astme.

Kljuéne re¢i: ADRB2 gen, astma, beta-2 agonist, bronhodilatatorni odgovor,

polimorfizam
Naucéna oblast: medicina

Uza naucna oblast: pulmologija



ABSTRACT

Background: Inhaled beta-2 adrenergic receptor (ADRB2) agonists are mainstay of
asthma therapy. The ADRB2 protein is encoded by the ADRB2 gene and variants
within this gene can have significant consequences for modulating the response to

asthma therapy.

Methods: This cross-sectional study was conducted at the University Children's
Hospital in Belgrade between October 2016 and May 2017. 54 children with asthma
aged 6 to 18 years are included in the study. The diagnosis of asthma is set in
accordance with GINA guidelines. Subjects are in accordance with GINA guidelines
classified according to the severity of the disease in three subgroups: subjects with mild,
moderate and those with severe asthma. In all subjects, genotyping for polymorphisms
ADRB2 + 46A>G (Argl6Gli, rs1042713) and + 79C>G (GIn27Glu, rs1042714) was
studied. The association of these polymorphisms with the severity of asthma and

bronchodilator response to inhaled salbutamol was studied.

Results: In the study population of Serbian asthmatic children, allel + 46 A was detected
with a frequency of 41.7%, and allel + 79G was detected with a frequency of 23.1%.
The study found that allele + 46G was associated with a better response to inhaled
salbutamol (p <0.05). This allele is also associated with mild asthma (p <0.05).

Conclusions: Polymorphism of ADRB2 + 46G> A can be a determinant of asthma
severity and the bronchodilator response to salbutamol in children with asthma in
Serbia. We did not find the correlation of polymorphism + 79C> G with the severity of
asthma and the bronchodilator response to inhaled salbutamol. The results of this study

may be potentially useful for a personalized approach to the treatment of asthma.

Key words: ADRB2 gene, Asthma, beta-2 agonist, bronchodilatator response,
polymorphism

Scientific area; Medicine

Narrow scientific field: Pulmonology
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1. UvOD
1.1. Astma kod dece
1.1.1. Ucestalost astme

Astma je hroni¢na bolest disajnih puteva. Oko 300 miliona ljudi Sirom sveta
boluje od astme (1-18% populacije u razli¢itim zemljama ) i oc¢ekuje se povecanje
bolesti do 400 miliona Sirom sveta do 2025. godine (1). Astma je naj¢es$c¢a hroni¢na
bolest kod dece u skoro svim industrijskim zemljama u svetu  (2). Postoje zapanjujuce
globalne varijacije u prevalenciji simptoma astme kod dece, ¢ak i do 13 puta razli¢ita
vrednost izmedu pojedinih zemalja (3). Najopseznija epidemioloska studija o
prevalenciji atopijskih bolesti i astme kod dece je studija ISAAC (eng. International
Study of Asthma and Allergies in Childhood) (4). U prvu fazu studije bilo je uklju¢eno
56 zemalja i 156 centara Sirom sveta sa uklju¢enih 304 796 dece uzrasta od 6 do 7
godina i 463 801 dece uzrasta od 13 do 14 godina. Prema rezultatima ove studije,
prevalencija §iStanja u posljednjih 12 meseci u grupi dece uzrasta od 13 do 14 godina je
u rasponu od 2,1% do 32,2% u razli¢itim populacijama, s najniZom prevalencijom u
Indoneziji, Albaniji, Rumuniji 1 Gr¢koj, a najviSom u Velikoj Britaniji, Novom Zelandu

i Australiji. Prema domac¢im autorima ucestalost astme u nasoj zemlji je 6% (5).

Dramati¢ni porast incidencije 1 prevalencije astme u nekoliko poslednjih
decenija postaje globalni problem (6). U vezi s tim, pojedini autori su izneli zanimljiva

zapazZanja:
1. Prevalencija astme je u porastu §irom sveta;
2. Astma je uglavnom ¢esc¢a u Zapadnim zemljama nego u zemljama u razvoju;
3. Astma je ¢es¢a u zemljama engleskog govornog podrucja;

4. Prevalencija astme je u porastu u zemljama u razvoju kako se one

,vesterniziraju‘ ili urbanizuju;

5. Prevalencija drugih alergijskih bolesti je takode, u porastu (7).



1.1.2. Definicija astme

Astma je jedna od najée$¢ih hroni¢nih inflamatornih respiratornih bolesti kod
dece, sa jos uvek potpuno nerazjasnjenom patogenezom. Zbog toga je najveéi deo njene
definicije baziran na funkcionalnim posledicama inflamacije disajnih puteva i ukljucuje
tri najbitnije karakteristike: hroni¢nu inflamaciju, hiperreaktivnost disajnih puteva na

razlicite stimuluse i reverzibilnu bronhoopstrukciju.
Aktuelna definicija astme glasi (GINA 2016):

»Astma je heterogena bolest, koja se karakteriSe hroni¢nim zapaljenjem disajnih
puteva. Definisana je istorijom respiratornih simptoma kao $to su Sistanje , kratkoca
daha, steznja u grudima i kasalj sa razli¢itim intenzitetom i duzinom trajanja, zajedno sa

ograni¢enim protokom vazduha u ekspirijumu* (8).

1.1.3. Etiologija astme

Astma je multifaktorski uzrokovana bolest ¢ija su ucestalost i1 klini¢ka slika
rezultat udruzenog delovanja razliitih genetskih faktora i faktora sredine. Najpoznatiji
faktori rizika za astmu su genetska predispozicija, pol, bronhijalna hiperreaktivnost,
atopija, izlaganje alergenima, infekcijama, duvanskom dimu, gojaznost i perinatalni
faktori (7,8).

1.1.3.1. Genetska predispozicija

Na postojanje sklonosti ka nasledivanju astme nedvosmisleno ukazuju rezultati
istrazivanja koja su sprovedena na blizancima i porodicama pacijenata sa astmom (9—
11). Nasledivanje u astmi nije praceno klasi¢nim Mendelovim modelom nasledivanja
koje karakterise monogenske bolesti, $to ukazuje na to da je astma zapravo multigenska
bolest. Razni geni kod razli¢itih pojedinaca dovode do istog fenotipa astme (lokusna
heterogenost), dok je kombinovano delovanje viSestrukih gena kod istog pojedinca
neophodno za manifestaciju odredenog fenotipa astme (oligensko ili poligensko

naslede) (12).



Posmatraju¢i astmu kao sindrom, a ne samo jednu bolest, geneticka istrazivanja
bila su fokusirana na nekoliko osnovnih osobina astme: atopija, bronhijalna
hiperreaktivnost, stvaranje inflamatornih medijatora, kao $to su: citokini, hemokini i
faktori rasta i ravnoteza Th 1 (pomo¢ni¢ki T limfociti 1, eng. T-helper 1) i Th 2

(pomoc¢nicki T limfociti 2, eng. T-helper 2) imunoloskog odgovora (13).

Tako je utvrdena povezanost izmedu povecane serumske koncentracije ukupnog
imunoglobulina E (IgE) i bronhijalne hiperreaktivnosti sa hromozomom 5q 31 (14),
receptora visokog stepena afiniteta za IgE (FceRI) i hromozoma 11q13 (15), bronhijalne
hiperreaktivnost i atopije sa genom za TNF-a (faktor nekroze tumora o), zatim
povezanost gena ADAM33 koji se nalazi na hromozomu 20p sa remodelovanjem

bronha (16), genetska predispozicija za pojavu astme jo$§ uvek nije poznata.

1.1.3.2. Bronhijalna hiperreaktivnost (BHR)

Prekomerna reaktivnost disajnih puteva na razliCite stimuluse igra centralnu
ulogu u patofiziologiji astme. Pacijenti sa BHR imaju veci rizik od razvoja astme , mada
svi pacijenti sa bronhijalnom hiperreaktivno$cu nemaju simptome astme (17).
Populaciona studija koja je radena kod odraslih i dece pokazala je da je prevalencija
astme dva do tri puta niZa od prevalencije BHR-a (18). Ovi rezultati pokazuju da astma i
BHR nisu isti fenomen. Hiperreaktivnost disajnih puteva je potrebna, ali nije dovoljna

za razvoj klinicke slike astme.

1.1.3.3. Pol

U decijem uzrastu, astma je ceS¢a kod decaka, a predominacija muskog pola
narocito je izraZena u periodu puberteta (19). U ranoj mladosti, ta¢nije posle 20. godine
Zivota, astma je podjednako zastupljena kod oba pola, da bi posle 40. godine Zivota bila
ces¢e prisutna kod zena. Povecana ucestalost astme kod decaka moze se objasniti
vecom ucestaloS¢u atopije kod muskog pola (IgE-senzibilizacija), uzim disajnim
putevima kod decaka u odnosu na devojcice, te razlikom u percepciji simptoma izmedu

decaka 1 devojcica (20).



1.1.3.4. Atopija i alergeni

Atopija, odnosno genetska sklonost ka stvaranju visokih koncentracija antitela
klase IgE u kontaktu s alergenima iz okoline, jeste najsnazniji potvrdeni faktor rizika za
razvoj astme (21). Smatra se da ¢ak 75-90% astme u deijem uzrastu ima u osnovi
atopiju (22-23). Atopija se manifestuje povecanom koncentracijom ukupnih (ulgE) i
specifi¢nih (sIgE) IgE antitela u serumu i pozitivnim odgovorom pri koznom ubodnom
testu na niz standardizovanih inhalacijskih 1i/ili nutritivnih alergena. Izlozenost
alergenima je vazan faktor rizika za razvoj alergijske preosetljivosti, a kod preosetljivih
osoba kontakt s alergenima dovodi do pogorSanja astme i/ili perzistiranja simptoma
bolesti (24).

Alergeni zatvorenih prostora su grinje iz kuéne praSine, proteini poreklom od
kuénih ljubimaca (macka, pas), bubasvaba i bud. Najcesc¢i alergeni zatvorenih prostora
koji se dovode u vezu sa astmom su piroglifidne grinje Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides microceras i
Euroglyphus marinei. Koncentracija grinja iznad 0,5 pg/g prasine dovoljna je da
izazove preosetljivost (25). IzloZenost alergenima poreklom od kuénih ljubimaca
(macka i pas) u ranom detinjstvu moze biti rizi¢na, ali i zastitni faktor za razvoj astme u

odraslom zivotnom dobu (26-27).

Glavni alergeni spoljasnje sredine koji se dovode u vezu sa astmom su poleni
drveca, trava i korova. Njihova koncentracija varira u zavisnosti od geografske Sirine 1
atmosferskih prilika, a mape polena se menjaju kao posledica klimatskih i1 kulturoloskih

faktora i migracije stanovnistva (28).

1.1.3.5. Infekcije disajnih puteva

Podaci o0 povezanosti i uticaju respiratornih infekcija na razvoj astme su
kontradiktorni. Infekcije respiratornim sincicijalnim virusom (RSV), virusom
parainfluence, kao i humanim metapneumovirusom u ranom detinjstvu vazan su faktor

rizika za razvoj astme i alergije u kasnijim godinama (29-30).



Prospektivne studije su pokazale da ¢e ¢ak 40% dece sa potvrdenom infekcijom
RSV imati astmu ili simptome slicne astmi kasnije u detinjstvu (29). Nasuprot tome,
epidemioloske studije sprovedene na grupi dece koja su nasumice izabrana jasno
ukazuju da Ceste respiratorne infekcije u ranom detinjstvu mogu smanjiti rizik za razvoj
astme u kasnijoj zivotnoj dobi, ¢ak i kod dece sa pozitivnom porodi¢cnom anamnezom u
pravcu atopije (31-34). Sli¢no tome, Ceste respiratorne infekcije blagog toka, pretezno
gornjih disajnih puteva kod dece iz porodica sa viSe Clanova i dece koja su rano
ukljucena u Kkolektiv, deluju protektivno na kasniji razvoj astme, alergijskog rinitisa i

atopijskog dermatitisa (34-35).

Ova zapaZzanja istraziva¢i su pokuSali da objasne 1989. godine takozvanom
,higijenskom teorijom* (13). Visoki higijenski standardi, porodice sa malim brojem
¢lanova, kasniji polazak deteta u kolektiv tj. vrti¢, vakcinacija i promene u nacinu
ishrane dovode do stvaranja ,,polusterilne® sredine u kojoj deca zive i takva deca su
manje izloZena virusnim i bakterijskim patogenima, narocito endotoksinu u ranom

detinjstvu (36-38).

Endotoksin i druge komponente Celijskog zida bakterija reaguju sa antigen
prezentujuéim celijama i indukuju interleukinom 12 (IL-12) stimulisani signal za
sazrevanje nezrelih T -¢elija u pravcu Th 1 fenotipa. Zbog toga, nacin zivota koji za
posledicu ima nedovoljnu stimulaciju Th1 limfocita, dovodi do zadrzavanja profila Th2
citokina (inace prisutan in utero) i povecanog rizika za razvoj alergijske preosetljivosti i

astme (39).

1.1.3.6. Gojaznost

Poslednjih decenija evidentan je porast prevalencije astme i gojaznosti.
Medutim, njihova povezanost jo$ uvek nije potpuno razja$njena zbog metodoloskih
nedostataka sprovedenih istrazivanja  (40). Neke studije pokazuju da pacijenti sa
povecanim indeksom telesne mase (BMI, eng. Body Mass Index) imaju veci rizik od
razvoja astme (41-42). Rizik je veci za razvoj nealergijske astme u odnosu na alergijsku

astmu (43).



Povisena vrednost BMI takode moze biti povezana sa tezinom astme (44).
Uoceno je da je kod gojaznih astmaticara posle redukcije telesne tezine doslo do
smanjenja subjektivnog osecCanja dispneje , poboljSanja spirometrijskih parametara
ispitivanih pluénih funkcija, manjih varijacija u vrednostima vrsnog ekspirijumskog
protoka vazduha (PEF), manje potrebe za primenom kratkodeluju¢ih beta-2 agonista i
rede pojave egzacerbacije astme (45).

1.1.3.7. I1zlaganje duvanskom dimu

Pasivno pusenje, pre svega pusenje majki koje su tokom prve godine zivota u
najbliskijem kontaktu s decom, jedan je od najsnaznijih faktora rizika za pojavu
rekurentnog kaslja i Sistanja (wheezing) kod predSkolske dece i povecava rizik za

nastanak astme za 37% (46).

Duvanski dim povecava oksidativni stres i podsti¢e inflamaciju u disajnim
putevima, a pusenje majke u trudnoci za posledicu ima slabiji razvoj pluca kod deteta,
Sto predstavlja faktor rizika za ponavljane epizode §iStanja u detinjstvu (47). Takode,
izlozenost duvanskom dimu ima negativan uticaj na tezinu astme, a uocen je 1 slabiji

odgovor na antiinflmatornu terapiju (48-49).

1.1.3.8. Perinatalni faktori

Brojni perinatalni faktori, kao $to su prevremeno rodenje, porodaj carskim
rezom, starost majke i ishrana tokom trudnoce, obim glave na rodenju, novorodenacka
Zutica 1 upotreba antibiotika tokom prve godine Zivota povezuju se sa razvojem astme u
decijem uzrastu. Poveéan UIgE u krvi pupcéanika i pozitivna porodi¢na anamneza o

prisustvu atopije povezani su sa razvojem atopijske bolesti u detinjstvu (50).

Retrospektivne studije i metaanalize su pokazale da prevremeno rodena deca
imaju povecani rizik da obole od astme u kasnijem detinjstvu (51). IstraZivanja su
pokazala da i1 porodaj carskim rezom povecava rizik za pojavu astme kod dece (52).

Mediteranska ishrana u trudno¢i smanjuje rizik za razvoj atopijskih bolesti i sSimptoma



nalik astmi u decijem uzrastu (53). Prehrana bogata vitaminom D, cinkom i drugim
antioksidansima smanjuje rizik za razvoj wheezing-a u ranom detinjstvu (54-56), dok
smanjeni unos vitamina E tokom trudno¢e povecava rizik za pojavu astme kod dece
(56). Uoceno je da je rizik za razvoj wheezing-a tokom prve godine Zivota veéi kod dece

majki mladih od 30 godina (57).

Retrospektivna studija grupe ispitanika od 11 321 dece pokazala je da
novorodenacka zutica takode predstavlja faktor rizika za astmu kod dece (58). Jasno je
pokazana korist od prirodne ishrane odoj¢adi i radene metaanalize pokazuju da dojenje
ima zastitni efekat za razvoj atopijskih bolesti, naroc¢ito kod dece sa visokim rizikom
(deca iz porodica u kojima roditelji i/ili braca i sestre imaju neku alergijsku bolest) (59).
Primena mle¢ne formule koja predstavlja ekstenzivni proteinski hidrolizat i izbegavanje
alergogene hrane (kravlje mleko, jaja, Zitarice, orasasti plodovi) u odojackom uzrastu,

nemaju efekat na prevenciju astme (60).

1.1.3.9. Zagadenost vazduha

Zagadivaci vazduha, kao Sto su azotni oksidi, kiseli aerosoli, ozon i sumpor-
dioksid povezani su sa simptomima astme i pojavom egzacerbacija astme. Zagadivaci
Zivotne sredine mogu pospesiti nastanak bronhospazma , prolazno povecati BHR i
alergijski odgovor, a mogu biti i uzro¢nici egzacerbacija astme. Iako je astma ¢e$ca u
industrijski razvijenim zemljama, postoji malo dokaza da je zagadenje vazduha direktno

odgovorno za povecanje prevalencije astme u ovim zemljama (61).

Prema nekim studijama zagadivaci karakteristi¢ni za zatvoren prostor, kao $to su
oksidi azota, ugljen-monoksid, ugljen-dioksid, sumpor-dioksid, formaldehid i

endotoksin, takode mogu doprineti razvoju astme (62—63).



1.1.4. Patofiziologija astme

Za astmu je karakteristicna reverzibilna opstrukcija bronha, trajna BHR,
zapaljenje i remodelovanje bronha, kao rezultat preteranog odgovora disajnih puteva na

stimulus i1z spoljasnje sredine (alergen, iritans).

1.1.4.1. Zapaljenje disajnih puteva

Zapaljenje u astmi je posredovano brojnim ¢elijama i medijatorima zapaljenja.
Medijatori su sastavni deo unutarcelijskih signalnih puteva koji omogucavaju
komunikaciju medu ¢elijama dovodeci ili do sanacije zapaljenske reakcije ili nastanka

hroni¢nog zapaljenja sa trajnim oSte¢enjem tkiva.

Tri vrste Celija su kljuéne u alergijskoj inflamaciji: eozinofilni granulociti,
mastociti i T limfociti odnosno Th2-¢elije. Svaka od ovih celija otpusta medijatore
zapaljenja, kao Sto su eozinofilni katjonski protein (ECP, eng. Eosinophil Cationic
Protein) iz eozinofilnih granulocita i histamin iz mastocita ili de novo stvorene
medijatore zapaljenja (leukotrijeni, prostaglandini) i citokine (interleukini). Zapaljenska

reakcija se odvija u dve faze (64).

Posle udisanja antigena, dendriticne ¢elije, odnosno antigen prezentujuce Celije
(APC, eng. Antigen Presenting Cells), predstavljaju antigen T limfocitima u sklopu
molekula druge klase glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC-II, eng. Major
Histocompatibility Complex class I1). T-limfociti tipa CD4 prepoznaju antigene pomocéu
specifi¢nih T-receptora (TCR, eng. T cell receptor) zbog ¢ega dolazi do diferencijacije i
aktivacije Th limfocita. Subpopulacija T pomoc¢nickih limfocita T (Th2-limfociti)
produkcijom citokina indukuju sintezu antitela IgE klase u B limfocitima, zatim

aktiviraju eozinofilne granulocite koji podsticu alergijsku inflamaciju (65).

Interleukini (IL) 4 1 13, koje luce aktivirani T limfociti, su kljucni u pokretanju
Th2 imunoloskog odgovora, ucestvuju u aktivaciji 1 proliferaciji limfocita B koji kao
posledicu sintetitiSu IgE antitela specifi¢na za navedeni antigen. Pri ponovnom kontaktu

s antigenom (sada alergenom) spajanje alergena 1 specificnih IgE pri¢vrSéenih na



membrani mastocita, makrofaga i bazofilnih granulocita dovodi do pokretanja

zapaljenske alergijske reakcije.

1.1.4.2. Remodelovanje bronha

Remodelovanje bronha je proces koji dovodi do promena u strukturi bronha $to
ima za posledicu pojavu ireverzibilne opstrukcije bronha. Taj proces podrazumeva
hipertrofiju misica, neoangiogenezu i povecanu prokrvljenost, hroni¢nu infiltraciju
inflamacijskim ¢elijama, hiperplaziju fibroblasta, deponovanje kolagena, zadebljanje
bazalne membrane i smanjenje elasti¢nosti zida disajnih puteva. Zadebljanje bazalne
membrane je u korelaciji sa tezinom bolesti, hroni¢énim tokom i bronhijalnom

hiperreaktivnoscu (66).

1.1.5. Dijagnoza astme

Dijagnoza astme u decijem uzrastu i dalje predstavlja izazov klini¢arima zbog
raznolikosti klini¢ke slike i nedostatka ,zlatnog standarda“ (67-68). Dijagnoza se
postavlja na osnovu porodi¢ne anamneze, faktora rizika, opisa simptoma, dijagnostickih

testova i terapijskog odgovora (69).
Postupci dijagnostikovanja astme u decijem uzrastu ukljucuju:
1. Istoriju bolesti — anamnezu:

a) licna anamneza (kasalj, zvizdanje u grudima, pritisak u grudima, posebno u naporu,
no¢u ili rano ujutro, tokom respiratornih infekcija, kasalj koji se javlja posle
smeha/placa, izlozenost hladnom vazduhu, ucestalost i trajanje simptoma, sezonska
odnosno pojava simptoma tokom cele godine, uzrast kada su se simptomi pojavili,

progresija simptoma, postojanje simptoma drugih atopijskih bolesti itd.);

b) porodi¢na anamneza (postojanje astme, alergijskog rinitisa, sinuzitisa, polipa u nosu,

cisti¢ne fibroze);



¢) socijalno-epidemioloska anamneza (opis stana ili kuce, grejanje, vlaznost, izlozenost
grinjama, budi, kuénim ljubimcima, duvanskom dimu, stepen obrazovanja roditelja,

zaposlenost roditelja itd.)

2. Klinicki pregled — treba da sadrzi opsti status bolesnika uz obavezan status
gornjih i donjih disajnih puteva uz merenje vitalnih parametara (broj respiracija u
minuti, frekvencija pulsa, saturacija hemoglobina kiseonikom mereno pulsnim

oksimetrom) (70).

3. Laboratorijsku obradu: odredivanje apsolutnog broja eozinofilnih granulocita
u krvi, koncentracije ukupnog i specificnih IgE u serumu, ukoliko postoje moguénosti
odredivanje biomarkera iz krvi i ostalih bioloSkih te¢nosti 1 tkiva (npr. odredivanje
koncentracije ECP-a u indukovanom sputumu, bronhoalveolarnom lavatu, te¢nosti iz

nosne Supljine).
4. Alergolosko kozno testiranje (kozni prick [ubodni] test) (71).

5. Procenu pluéne funkcije: merenje vr$nog ekspiratornog protoka (PEF, eng.
Peak Expiratory Flow), spirometrija kod dece starije od 5 godina, bronhodilatacijski test
— procenat reverzibilnosti FEV1 posle primene bronhodilalatatora, telesna
pletizmografija (za merenje pluénog volumena i rezistencije u disajnim putevima) (72—

73).

6. Merenje azot-oksida u izdahnutom vazduhu (FENO, eng. Fractional exhaled
NO) — prema najnovijim smernicama Evropskog respiratornog udruzenja (ERS, eng.
European Respiratory Society) i Americkog torakalnog drustva (ATS, eng. American
Thoracic Society) preporucuje se kao dodatni, ali ne i obavezan dijagnosticki test i
vazan parametar za kontrolisanje toka bolesti kod dece obolele od astme, kao pokazatelj

stepena zapaljenja u disajnim putevima (74).

7. Rendgenski snimak pluca (postero-anteriorni i lateralni) — obi¢no se
preporucuje na pocetku dijagnostickog ispitivanja dece koja imaju astmu, posebno ako
su u egzacerbaciji bolesti ili ako postoje diferencijalno-dijagnosticke dileme. Preporuka
je da radiogram pluca svakako treba uciniti ako postoji dilema u pogledu dijagnoze

bolesti, kod postojanja sumnje na strano telo, bronhiolitis, cisti¢nu fibrozu itd. (75).
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1.1.5.1. Diferencijalna dijagnoza astme

.....

sledecée bolesti: aspiracija stranog tela, cisti¢na fibroza, strukturne abnormalnosti gornjih
i donjih disajnih puteva, imunodeficijencije i bolesti koje su ¢esto povezane sa astmom
kao Sto je gastroezofagealna refluksna bolest, alergijski rinitisi i/ili sinuzitis, poremecaji

disanja u snu (opstruktivna apneja u snu, hipoventilacioni sindrom) itd. (76).

1.1.6. Fenotipovi i endotipovi astme

Fenotipovi, odnosno podtipovi astme, odlikuju se odredenim klinickim i
morfoloskim karakteristikama bolesti, i za razliku od endotipova astme nisu direktno
uzrokovani patofizioloskim mehanizmima same bolesti. Endotipom se smatraju vrste
astme koje karakteriSe molekularna heterogenost nastala kao posledica razli¢ite
imunopatogeneze 1i/ili terapijskog odgovora. Svaki endotip moZe obuhvatati vise

fenotipova astme, kao §to i odredeni fenotipovi mogu biti prisutni u viSe endotipova.

Prepoznavanje odredenih fenotipova 1 endotipova astme kod dece vazno je zbog
izbora adekvatne terapije i pracenja efekta primenjenog terapijskog izbora. Preklapanje
pojedinih fenotipova astme, nedostatak specifiénih biomarkera, menjanje fenotipova
tokom rasta i razvoja deteta, kao i neprepoznavanje predominantnog tipa zapaljenja, jo$

uvek onemogucava potpuno individualizovani pristup le€enju astme kod dece (77).

Prema PRACTALL konsenzusu (eng. Practicing Allergology) o dec¢joj astmi, a
koja predstavlja prvu medunarodno prihvac¢enu smernicu fokusiranu samo na astmu kod
dece, uzrast 1 pokretaci astme su dva kriterijuma koja predstavljaju temelj fenotipizacije
astme kod dece. Uzrast je jedan od najsnaznijih parametara za fenotipizaciju astme kod
dece i ukljucuje patofiziologiju, izlozenost faktorima iz spoljasnje sredine i prirodni tok
bolesti. Zbog razliCite prezentacije bolesti u zavisnosti od uzrasta deteta, potrebno je

razmatranje u odvojenim uzrasnim grupama:
* mala deca (0-2 godine)
» predskolska deca (2-6 godina)
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» Skolska deca (6-12 godina)
» adolescenti

Prema PRACTALL smernicama (67), na osnovu dominantnog pokretaca astme,
kod dece starije od 2 godine, predlozena su 4 razliita fenotipa astme: astma indukovana
virusima, astma indukovana naporom, alergijska astma i jo$§ uvek nerazjasnjena astma

(npr. moguce uzrokovana razlicitim iritansima).

Smernice Globalne inicijative za astmu (GINA) 2016. za decu stariju od 6

godina, adolescente 1 odrasle ukazuju na sledece fenotipove astme:

* Alergijska astma: 0VO je najéesce prepoznati fenotip astme koji ¢esto pocinje u
detinjstvu i povezan je sa li¢énom i/ili porodi¢nom istorijom alergijskih bolesti, kao $to
su: ekcem, alergijski rinitis ili prisustvo alergije na hranu ili lek. Ispitivanje
indukovanog sputuma ovih pacijenata pre leCenja Cesto otkriva eozinofilnu inflamaciju
disajnih puteva. Pacijenti sa ovim fenotipom astme obi¢no dobro reaguju na terapiju

inhalacionim kortikosteroidom (ICS).

* Nealergijska astma: fenotip astme koja nije povezana sa alergijom, prisutna u
odraslom Zivotnom dobu . Celijski profil ispitivanog sputuma ovih pacijenata moze biti
neutrofilan,  eozinofilan ili sadrzati samo nekoliko zapaljenskih celija

(paucigranulocitni). Pacijenti sa nealergijskom astmom ¢esto slabije reaguju na ICS.

* Astma sa kasnim po¢etkom : kod nekih odraslih, naro¢ito zena, astma se prvi
put dijagnostikuje u odrasloj dobi . Ovi pacijenti imaju tendenciju da budu nealergi¢ni i
Cesto zahtevaju vece doze ICS -a ili su relativno refraktorni na terapiju

kortikosteroidima.

 Astma sa fiksnom opstrukcijom disajnih puteva: neki pacijenti sa dugotrajnom
astmom razvijaju fiksnu opstrukciju disajnih puteva za koju se smatra da je posledica

remodelovanja zida disajnih puteva.

« Astma kod gojaznih: neki gojazni pacijenti sa astmom imaju izrazene

respiratorne simptome i eozinofilno zapaljenje disajnih puteva (8).
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1.1.7. PODELA ASTME

1.1.7.1. Podela astme prema teZini bolesti

Smernice Globalne inicijative za astmu (GINA) 2016. kategoriSu tezinu astme
kao blagu, umerenu ili tesku. Tezina bolesti se retrospektivno procenjuje prema nivou

terapije kojom se postize kontrola simptoma i kontrola egzacerbacija:

e Blaga astma: dobro kontrolisana primenom koraka 1 ili koraka 2 preporuc¢enog
stepeniCastog pristupa u lecenju tj. pomocu kratkodeluju¢eg bronhodilatatora
inhalacijom po potrebi ili primenom terapije za kontrolu niskog intenziteta, kao

§to su ICS u niskim dozama, antagonisti leukotrienskih receptora ili kromoni.

e Umerena astma: dobro kontrolisana primenom koraka 3, na primer fiksna
kombinacija niskih doza ICS/dugodelujuéi bronhodilatator (LABA) kao terapija
odrzavanja i po potrebi SABA.

e Teska astma: zahteva korak 4 ili 5 u terapijskom pristupu npr. visoka doza
ICS/LABA kako bi se sprecilo da postane ,,nekontrolisana‘ ili astma koja ostaje
,hekontrolisana® uprkos ovom tretmanu. Kod mnogih pacijenata astma je lose
kontrolisana zbog neadekvatnog i neodgovarajuceg tretmanail i upornog
problema sa komorbiditetima, kao §to je hroni¢ni rinosinusitis ili gojaznost.
Prema Evropskom respiratornom udruzenju i Ameri¢kom torakalnom udruzenju
definicija teSke astme treba da bude rezervisana za pacijente sa refraktarnom
astmom i za one kod kojih je odgovor na terapiju, uprkos lecenju komorbiditeta,

nepotpun (78).
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1.1.7.2. Podela astme prema stepenu kontrole

Prema stepenu kontrole bolesti, GINA smernice predlazu podelu astme na

kontrolisanu, delimi¢no kontrolisanu i nekontrolisanu, tabela 1.

Tabela br.1. Podela astme prema stepenu kontrole

Karakteristike

Kontrolisana

Delimi¢no kontrolisana

(svako svojstvo/nedeljno)*

Nekonstrolisana

Dnevni simptomi

Nema (2x ili

manje nedeljno)

Vise od 2x nedeljno

3x ili vise

Ogranicena aktivnost Nema Svaka karakteristika
Noéni simptomi Nema Svaki delimi¢no
Potreba za kratkodelujué¢im Nema (2x ili Vise od 2x nedeljno kontrolisano
B2 agonistom manje nedeljno) nedeljno**
Pluéna funkcija (FEV1 ili Normalna <80%
PEF)
Egzacerbacije Nema 1 ili viSe godiSnje** Nedeljno***

FEV1 - forsirani ekspirijumski volumen vazduha izdahnut u prvoj sekundi; PEF — vr$ni ekspirijumski

protok.

* nedeljno se odnosi na bilo koju od poslednje kontrole

** potrebna revizija terapije

*** 1 bilo kojoj nedelji od poslednje kontrole

Preporuceni parametri za pracenje kontrole astme kod dece prema ERS/ATS

smernicama su: broj dana bez simptoma, potreba za kratko deluju¢im beta-2 agonistima

(SABA), vrednost forsiranog ekspiratornog volumena u 1. sekundi (FEV1) pre i posle

primene bronhodilatatora, egzacerbacije (u poslednje 1-4 nedelje), upitnik o kontroli

astme (ACT, eng. Asthma Control Test), kvalitet Zivota, hiperreaktivnost disajnih

puteva, biomarkeri, nuspojave lekova, upotreba sistemskih kortikosteroida (CS), posete

pedijatru (hitna ambulanta ili hospitalizacija), mortalitet zbog astme (79).
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1.1.7.2.1. Dijagnosti¢ke metode za pracenje aktivnosti astme

1.1.7.2.1.1. Spirometrija

Spirometrija je metod kojim se meri zapremina plu¢nog vazdu$nog prostora i
brzina protoka vazduha kroz disajne puteve. U retrospektivnoj studiji kojom je bilo
obuhvaceno 13 842 dece progresivno smanjenje egzacerbacija astme bilo je povezano s
porastom forsiranog ekspiratornog volumena u 1. sekundi (FEV1, eng. Forced
Expiratory Volume in 1 second). FEV1 je takode bio nezavisni prediktivni faktor
egzacerbacija astme, tako da su deca sa FEV1<60% imali dva puta ve¢u verovatnocu da

¢e imati napad astme u sledecoj godini nego deca koja su imala FEV1>80% (80).

1.1.7.2.1.2. Ukupni IgE

Alergija je usko povezana s astmom kod dece. U studiji koja je ispitivala 216
dece, kod 88,2% ispitanika dokazana je preosetljivost na barem jedan alergen. Intenzitet
alergijske preosetljivosti nije bio povezan s tezinom astme. Ukupni IgE je bio znacajno
povecan kod dece koja su lecena kortikosteroidima, kao i kod dece koja su bila
hospitalizovana zbog astme. Ti rezultati ukazuju da visoka koncentracija ulgE moze biti
povezana s teSkom astmom kod dece (81). U studiji koja je ispitivala 190 bolesnika s
alergijskom astmom logaritam koncentracije ulgE bio je znacajno visi kod ispitanika s
nekontrolisanom astmom. Koncentracija ulgE je ostala poveéana uprkos terapiji
inhalacijskim kortikosteroidima i to u dozi znacajno viSoj u poredenju sa dozom ICS u
terapiji ispitanika s dobro kontrolisanom astmom. Takode, logaritam ulgE je bio
povezan s povecéanim brojem eozinofilnih granulocita u krvi i smanjenim vrednostima

FEV1i to u grupi dece sa nekontrolisanom astmom (82).
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1.1.7.2.1.3. Testovi za ocenu subjektivnog doZivljaja simptoma astme: ACT/AQLQ
testovi

Psihometrijska pomagala koja su validizovana potrebna su za objektivnu
procenu subjektivnog dozivljaja bolesti. Jedan od njih je i upitnik o kontroli astme
(ACT eng. Asthma Control Test) koji sluzi za procenu kontrole astme. Taj test sadrzi 5—
7 pitanja (zavisno od uzrasta deteta) na koja odgovaraju bolesnik i roditelji (za decu
uzrasta 4-11 godina). Namenjen je za identifikaciju dece sa nedovoljno kontrolisanom
astmom (83).

Postoje i detaljniji upitnici o kvalitetu zivota koji daju zna¢ajno precizniji uvid o
subjektivnom dozivljaju bolesti. Jedan od takvih upitnika koji ocenjuje kvalitet Zivota
vezano za bolest je upitnik autorke Elizabeth F. Juniper (AQLQ, eng. Asthma Quality
of Life Questionnaire) koji je sastavljen kako bi odredio veli¢inu problema koje deca u
uzrastu od 7. do 17. godina imaju zbog astme (84).

1.1.8. EGZACERBACIJA ASTME

Egzacerbacija astme podrazumeva akutnu ili subakutnu epizodu progresivnog
pogorSanja simptoma bolesti povezanu sa opstrukcijom disajnih puteva (85).
Egzacerbacije mogu varirati od blagog , kratkotrajnog pogorsanja praceno g nadrazajnim

kasljem 1 blagim SiStanjem, pa sve do veoma teSkog, po Zivot opasnog stanja (8).

1.1.9. LECENJE ASTME

Za lecenje astme kod dece primenjuju se GINA smernice, PRACTALL smernice
i smernice Internacionalnog konsenzusa za pedijatrijsku astmu (eng. International
consensus on [ICON] pediatric asthma) (8, 67, 85). Za leCenje astme kod dece
preporucuje Se pristup kojim se obuhvataju sve bitne komponente lecenja kako bi se
postigla dobra ili potpuna kontrola bolesti. Takav pristup lecenju astme kod dece
ukljucuje: edukaciju dece i roditelja, prepoznavanje i izbegavanje provocirajucih

faktora, primenu odgovaraju¢ih lekova, prepoznavanje bolesnika pogodnih za lecenje
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alergen-specificnom imunoterapijom ili bioloskom terapijom (85). Izbor odgovarajuceg

lecenja zavisi od tezine bolesti (blaga, umerena i teSka astma), stepena reverzibilnosti,

aktivnosti bolesti (egzacerbacije povezane sa virusnim infekcijama, izloZenosti

alergenima ili fizickim naporom) i uzrasta kada se bolest javila (odojacki period,

detinjstvo ili odrasla dob) (9).

1.1.9.1. Farmakoterapija astme kod dece

Cilj leCenja astme jeste kontrola simptoma i prevencija egzacerbacija uz

minimum nezeljenih efekata primenjenih lekova (8). Farmakoterapija astme se zasniva

na saznanju da je opstrukcija disajnih puteva u astmi uzrokovana spazmom bronhijalnih

misi¢a uz razli¢it stepen upale disajnih puteva, edem, pojacanu produkciju sekreta i

infiltraciju ¢elijama zapaljenja.

S tim u vezi, lekovi za astmu se mogu podeliti u dve velike grupe lekova:

Simptomatski lekovi (reliever medications) koji sluze za leenje akutnog
napada bronhoopstrukcije. Simptomatski lekovi su: beta-2 agonisti kratkog
delovanja (SABA, eng. Short-Acting Beta agonist) i ostali bronhodilatatori, a

kod nas je salbutamol najceS¢e primenjivani lek.

Osnovni lekovi (controller medications) koji deluju na alergijsko zapaljenje
u disajnim putevima i imaju za cilj da spreée pogorsanje bolesti. Lekovi za
kontrolu su: inhalacijski  kortikosteroidi  (ICS, eng. Inhalatory
CorticoSteroids), antagonisti leukotrijenskih receptora (LTRA, eng.
LeukoTriene Receptor Antagonist) i beta-2 agonisti dugog delovanja (LABA,
eng. Long-Acting Beta agonist) (8, 67).

ICS znaéajno smanjuju simptome astme, potrebu za primenom beta-2 agonista

kratkog delovanja, poboljsavaju pluénu funkciju, smanjuju ucestalost i tezinu

egzacerbacija, kao i potrebu za hospitalizacijom zbog pogorsanja astme (86). Vecina

dece sa blagom astmom je dobro kontrolisana primenom niskih doza ICS. Srednje

visokim dnevnim dozama ICS smatraju se doze koje su dvostruko vise od niskih doza, a

visokim dozama smatraju se Cetvorostruko vise od niskih doza. Izuzetak su
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triamcinolon i flunizolid, za koje se trostruko vise doze od niskih doza smatraju visokim

dozama.

Kada se postigne kontrola astme kod bolesnika, dozu ICS je potrebno postepeno
snizavati, do najnizih doza kojima se ostvaruje efekat. Optimalnu dozu koja je
delotvorna potrebno je odrediti individualno za svakog pojedina¢nog bolesnika
uzimajuci u obzir pri tome njihove potencijalne lokalne (orofaringealna kandidijaza,
disfonija, kasalj zbog iritacije gornjih disajnih puteva) i sistemske nezeljene efekte

(adrenalna supresija, osteoporoza, katarakta, pojava modrica po kozi) (8).

Iz grupe lekova koji pripadaju leukotrijenskim antagonistima (LTRA) u lecenju
astme kod dece u naSoj zemlji primenjuje se montelukast. Montelukast je dokazano
delotvoran u kontroli simptoma astme, poboljSanju pluéne funkcije, prevenciji

pogorsanja stanja i hospitalizacije zbog astme (87, 88).

Beta-2 agonisti dugog delovanja, salmeterol i formeterol, u lecenju astme kod
dece primenjuju se samo u fiksnim kombinacijama sa ICS i to u leCenju astme kod dece
starije od 5 godina. Lecenje primenom fiksne kombinacije ICS+LABA ima bolji u¢inak

na kontrolu astme nego povecanje doze ICS-a (89, 90).

Imunoterapija specificna za alergen (SIT) sprovodi se primenom rastu¢ih doza
ekstrakta alergena s ciljem da se izazove trajna klinicka tolerancija kod bolesnika koji
su na isti alergen specifi¢no senzibilisani. Danas se Sprovodi na dva osnovna nacina:
davanjem alergenskog eckstrakta ispod koze (supkutana imunoterapija) ili pod jezik
(sublingvalna imunoterapija). Dokazan je klinicki efekat SIT kod dece s alergijskom
astmom i/ili alergijskim rinitisom/rinokonjunktivitisom, kod dece koja su alergi¢na na
grinje, polene drveca, trava ili korova, kao i na dlaku macke, posebno ako su deca

monosenzibilisana na neki od navedenih alergena (91).
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1.1.10. BETA 2 AGONISTI

Beta adrenergi¢ni lekovi su najefikasniji bronhodilatatori koji su trenutno
odobreni za klinicku upotrebu kod astme. Medu beta agonistima, pojedinacni agensi
variraju u brzini pocetka i trajanju delovanja. Inhalirani kratkodeluju¢i, selektivni beta-2
adrenergicni agonisti su glavna akutna terapija astme, dok inhalirani, dugotrajni,
selektivni beta-2 adrenergicni agonisti (u kombinaciji sa inhalacijama glukokortikoida)

igraju ulogu u dugotrajnoj kontroli umerene do tesSke astme (92).

1.1.10.1 Kratkodelujuéi beta-2 agonisti

Agonisti beta-2 adrenergickih receptora sa kratkim dejstvom (SABA) mogu se
podeliti u dve Siroke grupe prema trajanju delovanja posle inhalacije konvencionalnih

doza:
1) kateholamini izoprenalin i rimiterol, koji imaju veoma kratako dejstvo od 1 do 2 sata;

2) lekovi koji su konvencionalno opisani kao kratkodelujuci, kao $to su salbutamol,
fenoterol, 1 terbutalin, koji su aktivni od 3 do 6 sati, iako delovanje fenoterola moze biti

nesto duze (93).

U svakom slucaju, trajanje delovanja svih agonista ADRB2 povecava se sa dozom tako
da 1600 pg inhaliranog salbutamola, na primer, ima znacajno duze dejstvo od 200 pg

istog leka (94).

1.1.10.1.1. Salbutamol

Salbutamol deluje na ADRB2, ¢iji su prirodni ligandi epinefrin i norepinefrin.
Tacnije, epinefrin se veze 15 puta jaCe za receptor nego norepinefrin, pa je to
dominantni ligand. Salbutamol je lek koji je dizajniran da izgleda kao epinefrin i

norepinefrin, tako da se vezuje za isto aktivno mesto (slika br 1).
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Slika br. 1. Molekulska struktura salbutamola
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Salbutamol koji ima sekundarnu amino grupu, kao i epinefrin, jeste parcijalni
agonist beta-2 adrenoceptora. Delimi¢ni agonist se vezuje za isti receptor kao prirodni
ligand, ali je nesposoban da postigne istu efikasnost. Salbutamol (takode poznat i kao
albuterol) je delimicni agonist receptora, verovatno zato $to se njegov aromatic¢ni prsten
ne vezuje sa aktivnim mestom, kao i prirodni ligandi, $to dovodi do drugadije
konformacijske promene receptora i razli¢itih nivoa aktivnosti (95). Studije su pokazale
da je salbutamol manje efikasan od epinefrina, ali bronhodilacijski efekti epinefrina
slabe posle oko 30 min., tako da dejstvo moze prestati dok stimulus bronhokonstrikcije
jo$ uvek postoji. Dejstvo salbutamola, s druge strane, je duze, $to je mnogo korisnije za
leenje akutnog napada astme. Takode, epinefrin ima mnogo viSe mesta delovanja i, kao
rezultat toga, nezeljeni efekti su brojniji nego kada je salbutamol u pitanju (95). Zbog
toga je salbutamol lek izbora, a ne epinefrin, u terapiji napada astme, iako se radi o

delimi¢nom agonistu.

Salbutamol se udiSe u obliku aerosola, a deluje na beta-2 adrenorgicke receptore
u glatkim mi$i¢ima koji okruzuju bronhije. Posle inhalacije salbutamola, maksimalna
bronhodilacija se moze videti u roku od 15 minuta od inhalacije (96). Medutim,
salbutamol se slabo vezuje za receptor i brzo difunduje u mikrocirkulaciju. Ovo je
posledica kratkog trajanja efekta (4—6 sati) (97). Ipak, zbog brze pojave dejstva
salbutamol se smatra lekom izbora u akutnoj terapiji bronhospazma. Odsustvo odgovora
na primenjenu terapiju i pojava ozbiljnog pogorSanja bolesti zahteva prijem u bolnicu, a
u najtezim slucajevima u jedinicu za pedijatrijsko intezivno leCenje. Zbog toga je
predvidanje odgovora na specificnu terapiju od velikog znacaja u lecenju pogorSanja

astme kod dece (98).
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Salbutamol se vezuje nekovalentno za aktivno mesto u receptoru i stabilizuje
receptor u svom aktivnom stanju. Receptor provodi vise vremena u stabilizovanom
aktivnom stanju 1 tako Cini vise cAMP-a. CAMP pokrece intracelularne kaskade ,

v . s . + . . e e .. . +
zavrsavajuci oslobadanjem K * 1 smanjujuci slobodni intracelularni Ca 2

, Sto ometa
sposobnost misica da odgovore. Jednom kada se odvoji od receptora, salbutamol deluje
I na druge beta-2 receptore pre inaktivacije u jetri i zelucu. Hroni¢na izlozenost

agonistima dovodi do zna¢ajnog smanjenja broja ADRB2 na povrsini celije.

1.1.11.2. Beta-2 adrenergicki receptor

Kod ljudi se gen za beta-2 adrenergic¢ki receptor nalazi na dugom kraku
hromozoma 5 i kodira informacionu RNK od priblizno 1 200 baznih parova (99).
Protein se sastoji od 413 aminokiselinskih ostataka i molekulske mase je priblizno 46
500 daltona. Kao i svi G-proteinski receptori, beta-2 receptor ima 7 a-heliksa koji se
protezu kroz c¢elijsku membranu (100). Amino-terminus i 3 ekstracelularne petlje se
nalaze sa spoljaSnje, a karboksi-terminus 1 3 intracelularne petlje sa unutrasnje strane

membrane (slika br. 2)

Slika br 2. Beta-2 adrenergicki receptor
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Autoradiografska ispitivanja pluca kod ljudi pokazala su da su beta-2
adrenergicki receptori Siroko rasprostranjeni i javljaju se , ne samo u glatkim misicima
disajnih puteva (30-40 000 po ¢eliji), ve¢ i na drugim éelijama u plu¢ima , kao $to su
epitelne i endotelne celije , Celije tipa IT i mastociti . Medutim, gustina receptora je
najveca na glatkim misicima . Studije vezivanja radioliganda na uzorcima tkiva pluca
dobijenih posle lobektomije pluca pokazale su da se gustina beta-2 receptora povecava
kroz respiratorni trakt, sa visokim nivoima u centralnom delu plu¢a i alveolarnom
regionu (101). Kompjuterizovano tomografsko skeniranje potvrdilo je ovu distribuciju

beta-2 receptora u disajnim putevima.

Pozitronska emisiona tomografija (PET) omogudila je neinvazivnu
kvantifikaciju beta-2 receptora in vivo i korelaciju sa klinickim odgovorom. Serijska
merenja pokazala su da je gustina beta-2 receptora veca nego u kardijalnom tkivu
Medutim, nije pokazana razlika u gustini izmedu zdravih subjekata i astmati¢nih
pacijenata, ali je zabeleZena inverzna veza izmedu vrednosti FEV1 1 gustine beta-2
receptora u plu¢ima (102). Ispitivan je broj mononuklearnih leukocitnih beta-2
adrenergi¢nih receptora u mirovanju i posle vezbanja kod dece sa astmom (103).
Znacajan je negativan odnos Kkoji je pronaden izmedu broja receptora i maksimalnog
procentualnog smanjenja FEV1, a znacajan pozitivan odnos je pronaden izmedu broja
receptora i maksimalnog volumena upotrebljenog kiseonika po kilogramu u minuti. Ovi
rezultati sugeriSu da smanjeni broj beta-2 receptora moze doprineti patogenezi astme

izazvane fizickim naporom.

1.1.11.3. Normalna regulacija receptora

Gen za beta-2 adrenergicki receptor (ADRB2) se nalazi na hromozomu 5q31-

032, u regionu koji je povezan sa astmom (slika br. 3).

22



Slika br. 3. Lokacija ADRB2 gena na hromozomu 5
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Od sezdesetih godina dvadesetog veka prihvacena je teorija da je aktivacija beta-
2 receptora posredovana povecanim intracelularnim nivoima ciklicnog adenozin
monofosfata (CAMP, eng. cyclic adenosine monophosphate) (104). Ovo je rezultat
stimulacije adenilat ciklaze, koja katalizuje konverziju adenozin trifosfata u cAMP.
Spajanje beta-2 receptora sa adenilat ciklazom se obavlja kroz trimerni Gs protein, koji
se sastoji od a-podjedinice (koja stimuliSe adenilat ciklazu) i By-podjedinice (koja
prenosi druge signale). Nivoi CAMP se zatim reguliSu kroz aktivnost izozima/izoforma
fosfodiesteraze, koji ga degradiraju do 5'-AMP (105).

Mehanizam kojim cAMP indukuje relaksaciju celija misica disajnih puteva nije
u potpunosti shvacen, ali se veruje da katalizuje aktivaciju protein kinaze A (PKA eng.
protein kinase A), koja zauzvrat fosforilise klju¢ne regulatorne proteine koji su
ukljueni u kontrolu tonusa miSi¢a (105). Povecani nivo cAMP takode rezultira
inhibicijom otpustanja jona kalcijuma (Ca®") iz intracelularnih depoa, smanjenjem
unosa membranskog Ca”* i sekvestracijom intracelularnog Ca®*, $to dovodi do
opustanja glatkih misica u disajnim putev ima. Medutim, nedavno je otkriveno da neki
od relaksantnih odgovora na beta-2 agoniste mogu biti posredovani putem mehanizama
nezavisno od cAMP-a koji ukljucuju direktnu interakciju Gs sa kalijumskim kanalima

koji su prisutni u celijskoj membrani glatkih misica disajnih puteva.
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Tako vecina d elovanja beta-2 receptora izgleda kao da je posredovana kroz Gs
proteine i CAMP-zavisni PKA sistem, beta-2 receptori mogu takode da udvostruce Gi
proteine, Sto dovodi do stimulacije ekstracelularne regulacije kinaznog signala i p38
mitogenom-aktivirane proteinske kinaze (MAPK, eng. mitogen-activated protein
kinase) (106). Aktivacija ovog puta od strane beta-2 receptora zahteva da se receptor
fosforiliSe pomocu PKA u ¢emu vaznu ulogu imaju By-podjedinice G-proteina koji
deluju kao prenosna sklopka za brojne intracelularne proteine , ukljucujuci
citoplazmaticne tirozin-kinaze cSrc, Raf i RAS, koje dominiraju u stimulaciji MAPK-a
(106). Ovaj mehanizam moze sluziti razdvajanju beta-2 receptora od Gs i na taj nacin
predstavljati sredstvo za zavrSetak signala i reakcije beta-2 agonist/receptor. Pored toga,
sada postoje dokazi da MAPK aktivira beta-2 receptor, fosforilise glukokortikoidni
receptor (GR, eng. glucocorticoid receptor) tako $to fosforiliSe serinske ostatke na N-
terminusu receptora, §to dovodi do rezultata u kome receptor postaje vise osetljiv na
steroid-zavisnu aktivaciju (107). Aktivacija beta-2 receptora takode povecava
translokaciju GR iz citoplazme u nukleus ¢celije, Sto je osnovni korak u
antiinflamatornoj aktivnosti kortikosteroida . Ovo je posredovano aktivacijom
CCAAT/enhanser-vezujuceg proteina (C/EBPa). Ovi mehanizmi pruzaju molekularnu

osnovu za sinergiju izmedu beta-2 receptora i GR (108).

24



Slika br. 4. Aktivacija ADRB2
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Najvazniji klinicki efekat aktivacije ADRB2 od strane agonista ADRB2 u

glatkim miSicima pluca je opustanje glatkih misi¢a disajnih puteva.

Ekspresija beta-2 adrenergiénih receptora i njihovo povezivanje sa
intracelularnim signalnim putevima su dinamic¢ki regulisani , pruZajuci negativnu
povratnu spregu koja smanjuje reakciju celija na dugotrajn u izloZenost receptora
agonistima. Fosforilacija receptora, bilo putem PKA-zavisnih puteva ili aktiviranjem
proteina iz familije G-proteinskih receptorskih kinaza nazvanog kinaza beta-
adrenergickog receptora (beta-ARKS), dovodi do smanjenog povezivanja sa
intracelularnim signalnim putem posle stimulacije agonistima. Kod razli¢itih tkiva
uoCena je razlika u stepenu aktivacije pri produzenom izlaganju agonistu, verovatno
zbog razlika u koli¢ini i dejstvu beta-ARK i/ili PKA u razli¢itim tipovima celija
Hroni¢no izlaganje ovim agonistima dovodi do znacajnog smanjenja broja ADRB2 na
povrsini celije. Takav vid regulacije ogleda se in vivo kao tolerancija na dejstvo agonista
ADRB?2.
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1.1.11.4. Interakcija beta-2 receptora/agonista

Molekularna struktura beta-2 agonista odreduje na¢in na koji interaguje sa beta-
2 adrenoceptorom. Kratkodeluju¢i beta-2 agonisti, kao $to je salbutamol, koji su
prirodno hidrofilni, pristupaju aktivnom mestu beta-2 adrenoceptora direktno iz
ekstracelularnog vodenog prostora (108). Zbog toga oni imaju brzi pocCetak delovanja.
Medutim, njihov boravak na aktivhom mestu receptora je ogranicen, Sto kao rezultat
ima krace trajanje bronhodilatatornog dejstva (4—6 sati). Dugotrajni beta-2 agonisti
imaju razli¢ite mehanizme delovanja . Na primer , formoterol je umereno lipofilni i
uzima se u celijsku membranu u obliku depoa , odakle progresivno izlazi na interakciju
sa aktivnim mestom beta-2 receptora. Veli¢ina depoa je odredena koncentracijom ili
na¢inom primene leka. Pocetak delovanja dugodelujuéeg beta-2 agonista je odlozen u
poredenju sa kratkodeluju¢im beta-2 agonistom, a trajanje aktivnosti je duze i zavisno je

od koncentracije (108).

1.1.11.5. Desenzibilizacija beta-2 receptora

U vezi sa aktivacijom beta-2 adrenoceptora je autoregulatorni proces
desenzitizacije receptora. Ovaj postupak funkcioni$e kao sigurnosni mehanizam koji
spreCava preveliku stimulaciju receptora u slucaju prekomerne izlozenosti beta-2
agonistu. Desenzibilizacija se javlja kao odgovor na asocijaciju receptora sa molekulom
agonista (109). Mehanizmi pomoc¢u kojih se moze dogoditi desenzibilizacija sastoje se
od 3 glavna procesa: 1) razdvajanje receptora od adenilat ciklaze, 2) internalizacija
aktiviranih receptora i (3) fosforilacija internalizovanih receptora (slika br. 5). Obim
desenzitizacije zavisi od stepena i trajanja odgovora beta-2 adrenoceptora/beta-2
agonista. Ovaj jednostavni oblik desenzitizacije je prolazni proces i moze se promeniti u

roku od nekoliko minuta od uklanjanja agonista (110).
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Slika br. 5. Desenzibilizacija ADRB2
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Posle vezivanja beta-2 agonista, PKA, beta adrenoceptor kinaza ili oba fosforiliraju beta-2 receptor, $to
dovodi do desenzitizacije. Vezivanje beta arestina se stimuli$e, a dobijeni kompleks beta-2 receptor/beta
arestin je izolovan od povrsine ¢elije i internalizovan. Tada je receptor defosforilisan, bet arestin se dislocira,
a beta-2 recentor se reciklira nazad u membranu. ADRB2. beta-2 adrenerei¢ni recentor: Pi. fosforilaciia

Posle nekoliko sati izlaganja agonistu, javlja se gubitak celijskih receptora (eng.
downregulation) kroz nekoliko mehanizama koji su nezavisni od fosforilacije receptora.
Ubikvitinacija beta-2 receptora se odvija posredstvom E3 ubikvitin-protein ligaze, koja
aktivira proces degradacije receptora. Zbog toga je potrebna aktivacija transkripcije
gena da bi se obnovili membranski beta-2 receptori. Danas je prihvaceno misljenje da
pored procesa desenzitizacije koji negativno reguliSu funkciju samog beta-2
receptorskog proteina, beta-2 receptor/agonisti, koji deluju kroz cAMP put, takode

modeliraju ekspresiju gena za beta-2 receptor (110).

1.1.11.6. Polimorfizmi u ADRB2 genu

U literaturi su opisani polimorfizmi u genu za ADRB2 koji menjaju ponasanje
receptora posle ekspozicije agonistu. Glavni klini¢ki interes polimorfizama leZi u tome
da mogu determinisati stepen tzv. down regulacije receptora u disajnim putevima i da
kao takav polimorfizam moze modifikovati bronhodilatatorni odgovor na primenjeni

beta-2 agonist.
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Dosadasnja istrazivanja identifikovala su 9 razli€itih polimorfizama, od kojih 4
predstavljaju bazne zamene koje dovode do promene aminokiselinske sekvence
receptorskog proteina (111). Tri od ovih polimorfizama (Slika br. 1) izgleda da menjaju
funkcionalne osobine receptora, tako da se od disajnih puteva osoba koje imaju ove
oblike receptora, moze ocekivati da se ponaSaju drugacije kada su izlozeni egzogeno

primenjenim beta-2 agonistima.

Dva najée$ca polimorfizma u ADRB 2 genu su + 46A> G (Argl6Gly,
rs1042713) i + 79C> G (GIn27Glu; rs1042714) (112). Postoje dokazi da polimorfizmi +
46A> G 1 + 79C> G menjaju funkcionisanje receptora, Sto dovodi do poremecaja u

regulaciji ADRB2 i time indukuje otpornost na efekat beta-2 agonista (113).

Inicijalna istrazivanja su fokusirana na aminokiselinu 16 koja moze biti ili
arginin (Arg) ili glicin (Gly), a podaci pokazuju da Gly 16 receptor ispoljava ,,down*
regulaciju posle izlaganja agonistu u mnogo vecoj meri od oblika Arg 16 uoba
transfektovana Celijska sistema i u primarnim kultivisanim celijama glatkih misica
disajnih puteva (111). Rezultati dve klini¢ke studije ukazuju da je Gly 16 tip receptora
povezan sa markerima tezeg oblika astme . Preliminarni podaci holandskih porodica sa
astmom ukazuju na to da Gly 16 mozZe biti povezan sa hiperreaktivno$cu disajnih puteva
(114). Pored toga, pacijenti sa izrazenim no¢nim simptomima astme verovatno imaju
oblik Gly 16 receptora za razliku od osoba sa astmom koji nemaju izrazene noc¢ne
simptome 1 pad vrednosti vr$nog ekspirijumskog protoka u toku no¢i (115). Ucestalost

alela za Arg 16 i Gly 16 su 35% i 65%.

Neke od studija su pokazale odnos izmedu polimorfizma Argl6Gly 1 klinickog
odgovora na beta-2 agoniste. Kod 10 od 14 ispitanika sa nerezistentnim genotipovima
(Glyl6Gly i Glyl6Arg), doslo je do znacajnog smanjenja beta-2 adrenoceptora u
plu¢ima, $to je procenjeno pomocu PET skeniranja , a posle 2 nedelje primene
salbutamola. Cetiri osobe koje su bile heterozigoti za polimorfizam Glu 27 nisu ispoljile
,»down* regulaciju beta-2 receptora u plu¢ima (116). Medutim, u poredenju sa decom
koja su bila homozigoti za Gly 16, ispitanici koji su homozigoti za Arg 16 bili su 5,3, a
heterozigoti za Argl6Gly 2,3 puta sa boljim odgovorom na salbutamol (117). Sli¢éno
tome, homozigot Gly 16 bio je znacajno skloniji toleranciji na primenu bronhodilatatora
od Arg 16 posle primene dugodelujuceg beta-2 agonista (118).
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Medutim, druge studije su pokazale oprene rezultate. Naime, ispitanici sa
Argl6Arg polimorfnim oblikom receptora pokazali su progresivno smanjenje
bronhodilatatornog odgovora na primenu salbutamola u uobi¢ajenoj dozi, a i
poboljsanje pluéne funkcije kada je primena beta-2 agonista bila prekinuta (119). Gly
16 homozigoti nisu pokazali takve odgovore . Sli¢no tome, prisustvo Arg/Arg, ali nei
Gly/Gly, bilo je povezano sa povecanom ucéestalo$cu pogorsanja astme kod pacijenata

koji su primali salbutamol (120).

Drugi polimorfizam je na poziciji 27, koji postoji kao glutamin (GIn) ili kao
glutamat (Glu). Ucestalost alela Gln 27 i Glu 27 je 55% i 45% (115). Za razliku od Gly
16, istrazivanja ukazuju da Glu 27 oblik stiti od ,,down* regulacije receptora
Koris¢enjem primarnih kultivisanih celija glatkih miSica disajnih puteva , posle
produZene izloZenosti beta-2 agonistima, Glu 27 se smanjuje u mnogo manjoj meri od
Gln 27 receptora, $to je procenjeno promenama broja receptora (115). U grupi ispitanika
sa blagom do umerenom astmom, osobe sa tipom receptora Glu 27 imale su 4 puta
manje reaktivne disajne puteve od onih sa GIn 27 posle metaholinskog testa. Kada se
homozigot Glu 27, koji se predvida da stiti od desenzibilizacije receptora, kombinuje sa

homozigotom Gly 16, efekti Gly 16 su dominantni (114).

Tre¢i polimorfizam je na poziciji 164, koji moze biti treonin (Thr) ili izoleucin
(Ile). Ovaj polimorfizam je mnogo redi nego na aminokiselinama 16 ili 27, sa alelnom
frekvencijom od oko 1%, ali potencijalno je interesantna aminokiselina 164 koja se
nalazi u ¢etvrtom domenu transmembranskog prolaza i koja se nalazi pored serina 165
koji je predviden za interakciju sa OH grupama adrenergi¢nih liganda (115). Ovaj
polimorfizam je prou¢avan u transfektovanom celijskom sistemu i pokaza no je da
menja agonist-vezujuca svojstva receptora. Utvrdeno je da celijske ekspresije Ile 164
imaju priblizno 4 puta manje afiniteta za ligande. Ova promena afiniteta vezivanja
ogledala se u smanjenom kapacitetu receptora da aktivira adenilat ciklazu, u odnosu na
formu receptora Thr 164 (121). Postoji samo nekoliko klini¢kih podataka koji su na

raspolaganju da bi se procenila vaznost ovog polimorfizma.

Interesantni su rezultati skorijeg istraZivanja koje je pokazalo veoma znacajnu
interakciju izmedu polimorfizma lle772Met adenilat ciklaze 9 i bronhodilatatornog
odgovora na salbutamol kod dece koja imaju astmu i inhalirani budezonid u terapiji
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(122). Ovo ukazuje na to da genotip moze uticati na signalizaciju beta-2 receptora kada
su beta-2 agonisti i kortikosteroidi inhalirani istovremeno.

S obzirom na to da je vecina osoba heterozigot i da su polimorfizmi Arg 16Gly i
GIn27Glu su prisutni sa razli¢itom ucestalos¢u, neophodna su ispitivanja velikih
populacija kako bi se odredila vaznost polimorfizma ADRB2 za fenotip astme.
Polimorfizam +46G> A moze biti vazan faktor u ukupnom genetickom riziku razvijanja
astme, dok je polimorfizam +79C> G opisan kao faktor rizika za astmu kod odraslih u
nekim etni¢kim grupama (123-125). Prethodna studija u srpskoj populaciji pokazala je
da odrasli nosioci alela +79C i genotip +79CC imaju povecan rizik od razvoja astme
(126).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA:

1. Utvrditi ucestalost polimorfizama +46A>C (Argl6Gly) i +79C>G (GIn27Glu)
u genu za ADRB2 kod dece sa astmom.

2. Poredenje sa objavljenim podacima za populaciju zdravih osoba mladih od 50

godina u Srbiji.
3. Utvrditi uticaj ovih polimorfizama na tezinu astme.

4. Utvrditi uticaj ovih polimorfizama na bronhodilatatorni odgovor na
salbutamol.

5. Utvrditi da li u ispitivanoj populaciji pacijenata postoje neke mutacije unutar

analiziranog dela ADRB2 koje nisu prethodno opisane.
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3. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje predstavlja studiju preseka koja je sprovedena u Sluzbi za
pulmologiju i alergologiju Univerzitetske de¢je klinike u Beogradu u periodu od
oktobra 2016. do maja 2017. godine, uz odobrenje Etickog odbora Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu (odluka br: 29/111-30, 28/3/2016).

3.1. Ispitanici

U istrazivanje su ukljucena 54 deteta uzrasta od 6 do 18 godina koja su bolnicki i
ambulantno le¢ena u Sluzbi za pulmologiju 1 alergologiju Univezitetske decje klinike u
Beogradu, sa postavljenom dijagnozom astme unazad najmanje godinu dana u skladu sa
GINA 2016 smernicama (8). Roditelji svih ispitanika obavesteni su o cilju istrazivanja i
od njih je dobijena pismena saglasnost. Ispitanici su klasifikovani prema tezini bolesti u

skladu sa GINA 2016 smernicama u tri podgrupe (8):

1) Ispitanici sa blagom astmom: dobro kontrolisani primenom terapijske preporuke
iz koraka 1 ili 2 iz GINA 2016 smernice za leCenje astme (po potrebi primena
kratko deluju¢i bronhodilatator (SABA) ili primena niskih doza ICS ili
primenom antagonista leukotrienskih receptora (LTRA)).

2) Ispitanici sa umerenom astmom: dobro kontrolisana primenom koraka 3 (niska
doza fiksne kombinacije ICS/LABA ili niska doza ICS + LTRA, a za decu od 6
do 11 godina srednja doza ICS i po potrebi SABA).

3) Ispitanici sa teSkom astmom: dobro kontrolisana primenom koraka 4 ili 5 iz
GINA 2016 smernice (srednja/visoka doza ICS/LABA ili visoka doza ICS +
LTRA = dodatna terapija oralni kortikosteroidi (OCS).

Parametri alergijske osnove astme bili su ko-pojava atopijskog dermatitisa, pozitivni
kozni ,,prick* testovi na inhalacijske alergene, povisen nivo serumskog IgE, prisustvo
vise od 4% eozinofila u perifernoj krvi u odsustvu parazita (tri negativne analize stolice
za parazite tri meseca pre testiranja). Ucestvovali su samo ispitanici €iji su roditelji ili
zakonski staratelji potpisali informisani pristanak i koji nisu imali nijedan od kriterijuma
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za iskljuCivanje iz istrazivanja. Nijedan od ispitanika nije imao akutno pogorSanje

bolesti. Svi ispitanici su u imali kontrolisnu astmu u poslednje 4 nedelje.

Kontrolna grupa zdravih osoba sa kojom je ucinjeno poredenje ucestalosti

polimorfizama kod dece sa astmom bila je grupa od 106 zdravih odraslih osoba oba
pola, sluzbenika na redovnom godi$njem sistematskom pregledu u Domu zdravlja ,,Stari
grad“ u Beogradu, u periodu septembar—oktobar 2011. godine. Podaci o0
karakteristikama ispitanika kontrolne grupe preuzeti su iz istrazivanja dr Natase
Petrovi¢ Stanojevic¢ i saradnika koje je objavljeno 2014. godine (126). Ovo je u¢injeno u
skladu sa potpisanom izjavom autora dr NataSe Petrovi¢ Stanojevi¢c o koris¢enju
podataka prema odabranom tipu licence Kreativne zajednice u Beogradu 23.5.2016.

godine.

3.1.1.Kriterijumi za iskljucenje

Kriterijumi za iskljucenje bili su: prisustvo neke druge bolesti disajnih puteva,
gastroezofagealna refluksna bolest (GERB), Secerna bolest, sistemske bolesti vezivnog
tkiva, tumori, zatim gojaznost (BMI>85. percentila za pol i uzrast) (127), leCena
infekcija disajnih puteva Cetiri nedelje pre pocetka istrazivanja, kao i sva druga stanja
koja bi potencijalno mogla uticati na rezultate dijagnostickih testova za procenu pluénih

funkcija.

Pored navedenog, iz ispitivanja su isklju¢ena deca koja su pokazala nesaradnju
pri izvodenju dijagnostickih testova (spirometrija) ili su odustali na vlastiti zahtev

(deteta i/ili roditelja).

3.2. Metode ispitivanja
3.2.1. Anamneza i klinic¢ki pregled

Anamneza je ukljucivala sledeCe podatke: postojanje 1 ucestalost simptoma
astme, vrednosti PEF-a, redovnost uzimanja propisane terapije, egzacerbacije u
prethodnih godinu dana i hospitalizacije zbog astme unazad godinu dana. S obzirom na
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sloZzenost definisanja egzacerbacije astme u decijem uzrastu (ATS/ERS), u ovom
istrazivanju egzacerbacija astme podrazumeva: pogorSanje simptoma, pogorsanje
vrednosti spirometrijskih merenja (odnosno PEF-a) i povecanu potrebu za kratko
deluju¢im beta-2 agonistima. Iz porodi¢ne anamneze analizirani su podaci o prisustvu
astme kod roditelja i/ili braée/sestara, a iz socio-epidemioloske anamneze podaci o
intrauterinoj izlozenosti duvanskom dimu kao i o trenutnoj pasivnoj izloZenosti

duvanskom dimu.

Za procenu kontrole astme upotrebljeni su upitnik o kontroli astme za decu
uzrasta od 4 do 11 godina (C-ACT, eng. Childhood Asthma Control Test) i upitnik o
kontroli astme za decu od 12 godina i viSe (ACT, eng. Asthma Control Test) (128, 129).
Prema podacima iz literature, za oba testa zbir bodova < 19 otkriva nekontrolisanu

astmu u poslednje 4 nedelje (130).

Klinicki pregled — vitalni znaci, pregled glave, vrata, grudnog kosa, a po potrebi

1 ostalih delova tela u skladu sa pravilima klinicke propedevtike.

3.2.2. Laboratorijska ispitivanja

U uzorcima periferne krvi dobijenim venepunkcijom analizirani su sledeci
parametri: diferencijalna krvna slika (DKS) i ukupni IgE. DKS je odredivan
morfoloskom analizom krvnog razmaza. Koncentracija ukupnog IgE odredivana je

enzim-imunohemijskom metodom na mikro¢esticama (MEIA, Abbott).

Senzibilizacija na naj¢eS¢e inhalatorne alergene (grinje, kuéna prasina, polen
trava, polen ambrozije, polen drveca, bud, perje, izluCevine bubasvabe, dlaka macke i
dlaka psa) procenjivana je koznim ubodnim testiranjem (SPT, eng. skin prick test). Za
testiranje su koriS¢eni alergeni proizvedeni u Institutu za virusologiju i imunologiju
Torlak u Beogradu. Pozitivnim testom na alergen smatrana je pojava papule veliine od
3 ili viSe mm ili veée od one izazvane fizioloskim rastvorom kao negativhom

kontrolom.
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3.2.3. Spirometrija

Testovi plu¢ne funkcije sprovedeni su pomocu spirometrijske jedinice
GANSHORN-SCHILLER SpiroJet (140091, Nemacka). Spirometrija je sprovedena
prema standardima ATS/ERS (131). Analizirani su: FVC — forsirani vitalni kapacitet;
FEV1 —volumen vazduha izdahnut u prvoj sekundi; PEF — vrsni ekspiratorni protok
vazduha; MEF75 — maksimalni protok vazduha u izdahu pri 75% FVC-a; MEF50 —
maksimalni protok vazduha u izdahu pri 50% FVC-a; MEF25 — maksimalni protok
vazduha u izdahu pri 25% FVC-a. Rezultati spirometrije su prikazani kao procenti
predvidenih vrednosti u skladu sa ATS/ERS preporukama, a koje se Kkoriste u

Univerzitetskoj de¢joj klinici u svakodnevnoj klini¢koj praksi (131).

Deca sa astmom su dobila instrukciju da prekinu primenu terapije za kontrolu
bolesti 72 sata pre testiranja, kao i upotrebu kratkodelujucih beta-2 agonista 12 sati pre
testiranja sto je bio deo metodologije u prethodno publikovanim rezultatima istrazivanja
kod dece sa astmom (132).

Bronhodilatacijski odgovor na primenjen kratkodeluju¢i beta-2 agonist
procenjivan je primenom jedne doze salbutamola (0,15mg/kg) pomocu elektri¢nog
nebulizatora Omron Nebuliser (NE-C28P-E) i ispitivanjem pluéne funkcije pre i 15
minuta posle primene nebulizovanog salbutamola kod svakog deteta. Bronhodilatacijski
odgovor je meren registrovanjem promene u procentu FEV1 pre i posle primene
salbutamola. Procentualna razlika FEV1 (dFEV1) posle i pre primene salbutamola
dobijena je upotrebom formule: [(FEV1 (posle bronhodilatatora) — FEV1 pre
bronhodilatatora)/FEV1 pre bronhodilatatora] x 100. Pracenje promene FEV1 posle
primene salbutamola kao mera odgovora na primenu beta-2 agonista je najobjektivniji,
neposredni i najéesce proucavani parametar pluéne funkcije u dosadasnjim ispitivanjima

(80, 131).
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3.2.4. Genotipizacija ADRB2 +46A>G (ArgleGly) i +79C> G (GIn27Glu)

polimorfizama

Genomska DNK je ekstrahovana iz periferne krvi pomocu  PureLink Genomic
DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific ). Prisustvo +46G> Ai +79C> G
polimorfizama/varijanti odredeno je direktnim sekvenciranjem DNK proizvoda PCR
reakcije dobijenih sledecim grani¢n icima: 5-CTGAATGAGGCTTCCAGGCGT-3'i 5*-
ACAATCCACACCATCAGAAT-3". PCR je sproveden u reakcionoj mesavini od 50uL.
koja sadrzi: 1X KAPA Taq Buffer A (KAPA Biosistems), 0.3mM MgCl,, 0.2mM svaki
dNTP, 10pmol svakog grani¢nika, 2U KAPA Taq DNK polimeraze (KAPA Biosistems)
1 priblizno 300ng DNK.

Reakcija umnozavanja je izvodena u slede¢im uslovima: pocetna denaturacija 5
min. na 94°C; 35 ciklusa koji se sastoje od 30 sekundi na 94°C, 30 sekundi na 60°C i 30
sekundi na 72°C; konacno elongacija 10 minita na 72°C. Dobijeni PCR fragmenti
(duzine 584bp) procisceni su pomocu PureLink PCR Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific) i sekvencirani pomocu BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) i istih grani¢nika koji su kori$éeni za
amplifikaciju. Proizvodi reakcije sekvenciranja su analizirani pomocu kapilarne
elektroforeze na 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) i Sequencing Analysis
Software v5.3.1 with KB Basecaller v1.4 (Applied Biosystems).

3.3. Statisti¢ka analiza

Kategorijalne varijable su prikazane apsolutnim brojevima i procentima.
Kontinuirane numericke varijable su prikazane sa aritmetickom sredinom+standardna
devijacija (SD), a diskontinuirane sa medijanom i opsegom vrednosti. Normalnost
raspodele je testirana Kolmogorov-Smirnovljevim testom i grafickim metodama. Za
utvrdivanje postojanja znacajnosti razlike izmedu grupa dece koje imaju blag, umeren 1
tezak oblik astme u odnosu na polimorfizme +46A>G 1 +79C>G u ADRB2 genu

koriséen je y2 test. Za testiranje hipoteze o postojanju znacajnosti razlike u vrednosti

36



dFEV1 u odnosu na razli€ite genotipove polimorfizama koriS¢ena je jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) Kruskal-Walis test, a za post hoc testiranje je koris¢en
Mann-Whitney U test.

Za upisivanje, rangiranje, grupisanje i tabelarno i graficko prikazivanje koris¢en

je Excel program iz Microsoft Office 2013 programskog paketa (Microsoft, SAD).

Statisti¢ka analiza izvrSena je kori§Cenjem StatistiCkog paketa za drust vene
nauke 20.0 (SPSS Inc ., Chicago, Illinois, SAD). Podaci su izraZeni kao procenti i
aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD) za kontinualne varijable i procente za
kategoricke varijable. Da bi se testirala normalna vrednost parametara koriscen je jedan
uzorak Kolmogorov -Smirnov testa. Razlike izmedu grupa za kategoricke podatke su
testirane pomocu Hi kvadrat analize , dok su za kontinualne podatke kori$¢eni testovi :
Mann-Whitney U i Kruskal Vallis test. Hardi-Weinberg-ova ravnoteza distribucije
posmatranih polimorfizama +46A>Gi +79C>G je analizirana pomocu softvera

Arlekuin.

Za statisti¢ki znacajnu smatrana je vrednost manja od 0,05 za tip-1 statisticke

greske (alfa) za dvosmerno testiranje hipoteze.
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitivane populacije i distribucija ucestalosti ispitivanih

polimorfizama

U studiju je uklju¢eno 54 deteta oba pola sa dijagnostikovanom astmom,
prosecne starosti 11,9+2,7. Demografske Kkarakteristike ispitanika ukljucenih u

istrazivanje prikazane su u tabeli 2.

Tabela 2. Demografske karakteristike ispitanika

Pol n (%) Starost (AS+SD), godine
Dedaci 32 (59,3%) 11,912 4
Devojcice 22 (40,7%) 11,9+3,1
Ukupno 54 (100%) 11,942,7

n-broj, AS-aritmeticka sredina, SD-standardna devijacija

m DecCaci = Devojcice

Grafikon 1. Dijagram strukture dece sa astmom koja su ¢inila ispitivanu populaciju po

polu
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Razlika u ucestalosti tipova astme prema tezini bolesti u odnosu na pol nije
statisti¢ki znacajna. (x°=1,79, df=2, p=0,409). Najvise dece oba pola je imalo blag oblik
astme (42,6%).

Tabela 3. Ucestalost tipova astme prema tezini bolesti u ukupnom uzorku dece i po

polu, sa testiranjem znacajnosti razlike

Tezina astme  Ukupno n (%) Decaci Devojcice p
Blaga 23 (42,6%) 16 (50%) 7 (31,8%)

Umerena 14 (25,9%) 7 (21,9%) 7 (31,8%) 0,409°
Teska 17 (31,5%) 9 (28,1%) 8 (36,4%)

Svega 54 (100%) 32 (100%) 22 (100%)

n-broj, 3*-test
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Grafikon 2. Distribucija tipova astme prema tezini bolesti u ukupnom uzorku dece

Tabela 4. Ucestalost tipova astme prema tezini bolesti u odnosu na pozitivnu porodi¢nu

anamnezu sa testiranjem znacajnosti razlike

Tezina astme

Pozitivna Blaga Umerena Teska Svega p
porodi¢na n (%) n (%) n (%) n (%)

anamneza

Da 12 (30,8%)  12(30,8%) 15 (38,5%) 39 (100%)

Ne 11 (73,3%) 2 (13,3%) 2 (13,3%) 15(100%) 0,018°
Ukupno 23 (42,6%) 14 (259%) 17 (31,5%) 54 (100%)

n-broj, ®y*-test

Razlika u ucestalosti tipova astme prema tezini u odnosu na pozitivnu porodi¢nu
anamnezu je statisticki visoko znacajna. Najveéi procenat dece sa pozitivhom
porodicnom anamnezom ima tezak oblik astme dok deca koja nemaju pozitivhu

porodi¢nu anamnezu imaju najceiée blag tip astme (x°=8,05, df=2, p=0,018).

Tabela 5. Distribucija tipova astme prema tezini bolesti u odnosu na izloZenost

duvanskom dimu in utero u ukupnom uzorku dece

IzloZenost Blaga Umerena Teska Ukupno p
duvanskom dimuin  n (%) n (%) n (%) n (%)

utero

Da 5(33,3%) 5(33,3%) 5(33,3%) 15 (100%)

Ne 18 (46,2%) 9(23,1%) 12(30,8%) 39 (100%) 0,644°
Ukupno 23 (42,6%) 14 (25,9%) 17 (31,5%) 54 (100%)

n-broj, ®y*-test
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Razlika u ucestalosti tipova astme prema tezini u odnosu na izlozenost
duvanskom dimu in utero nije statisticki znacajna. Najveéi procenat dece nije bio

izloZen duvanskom dimu in utero (x220,88, df=2, p=0,644).

Atopijski dermatitis je imalo 43 deteta (79,6%). Pozitivne kozne probe na samo
jedan alergen imalo je 21 dete (38,9%), a na viSe inhalacionih alergena 31 dete (57,4%).
Dva deteta su bila bez reakcije na kozne probe (tabela 6). Ostale klinicke karakteristike

dece su prikazane u tabeli 6.

Tabela 6. Klini¢ke karakteristike dece sa astmom

Klini¢ki parametar Ukupno n (%)
Atopijski dermatitis 54 (100%)
Ima 43 (79,6%)
Nema 11 (20,4%)
Pozitivne koZne probe 52 (100%)
Na jedan alergen: 21 (40,4%)
Dermatophagoides 16 (76,2%)
Poleni trava 2 (9,5%)
Bud 2 (9,5%)
Kuéna prasina 1 (4,8%)
Na vise alergena: 31 (59,6%)
Serumski IgE, 1U/mL (AS+SD) 143,3+49,5
Eozinofili, % (AStSD) 6,3£2,1

AS-aritmeticka sredina, SD-standardna devijacija
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Prisustvo promena u genu ADBR2 je analizirano direktnim sekvenciranjem
DNK. Genetickom analizom je utvrdeno prisustvo varijanti +46A>G (Argl6Gly,
rs1042713) i +79C>G (GIn27Glu, rs1042714). U analiziranom segmentu DNK nije

otkriveno prisustvo drugih varijanti.

U ispitivanom uzorku dece sa astmom najucestalija kombinacija alela za
polimorfizam +46A>G (Argl6Gly, rs1042713) u ADRB2 genu je bila GG (tabela 7,
grafikon 3), dok je najucestalija kombinacija alela za polimorfizam +79C>G
(GIn27Glu, rs1042714) u ADRB2 genu bila CC (tabela 8, grafikon 4).

Tabela 7. Distribucija u¢estalosti genotipova za polimorfizam +46A>G u ADRB2 genu
kod dece sa astmom

Polimorfizam +46G> A Broj dece sa astmom
(Argl6Gly, rs1042713)
AG 19
GG 22
AA 13
Ukupno 54

42



40,7%

25 35,2%
20

24,1%
15

10

Broj dece sa astmom

(&)

AG GG AA

Genotipovi za polimorfizam + 46G>A

Grafikon 3. Ucestalost genotipova za polimorfizam +46G>A u ADRB2 genu

kod dece sa astmom

Tabela 8. Distribucija ucestalosti genotipova za polimorfizam +79C>G u genu za
ADRB?2 kod dece sa astmom

Polimorfizam + 79C>G Broj dece sa astmom
(GIn27Glu, rs1042714)

CcC 34

CG 15

GG 5
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Ukupno 54
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Grafikon 4. Ucestalost genotipova za polimorfizam +79C>G u ADRB2 genu

kod dece sa astmom

Procentualno ucesce alela za obe varijante (+46A>G 1 +79C>G) u genu ADRB2

kod dece sa astmom prikazano je u tabeli 9.

Tabela 9. Procentualno

ucesc¢e alela za obe varijante u genu ADRB2 kod dece sa

astmom
varijanta alel %
+46A>G A 41.7
G 58.3
+79C>G C 76.9
G 23.1
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Poredenje ucestalosti kombinacija alela za polimorfizam +46A>G (Argl6Gly,
rs1042713), kao i za polimorfizam +79C>G (GIn27Glu, rs1042714) u ADRB2 genu

dece sa astmom i kontrolne grupe prikazano je u tabeli 10.

Razlika ucestalosti kombinacija alela za polimorfizam +46A>G u ADRB2 genu
dece sa astmom i kontrolne grupe zdravih osoba nije statisticki znacajna (p=0,084).
Statisticki je znacajna razlika u kombinaciji alela za polimorfizm +79C>G u ADRB2

genu dece sa astmom i kontrolne grupe zdravih osoba (p<0,001).

Tabela 10. Poredenje ucestalosti kombinacija alela za polimorfizam +46A>G, kao i za

polimorfizam +79C>G u ADRB2 genu dece sa astmom i kontrolne grupe

Deca sa astmom Kontrolna grupa p

+46A>G, n(%) 54 (100%) 54 (100%)

AA 13(24,1) 44(41,5)

AG 19(35,2) 26(24,5) 0,084

GG 22(40,7) 36 (34,0)
+79C>G, n(%) 54 (100%) 54 (100%)

CcC 34(63,0) 17(16,0)

CG 15(27,8) 24(22,6) <0,001°

GG 5(9,2) 65(61,4)

ay-test
4.2. Uticaj ispitivanih polimorfizama na teZinu astme

Razlika ucestalosti tipova astme prema teZini bolesti po polimorfizmima
+46A>G u ADRB2 genu kod dece sa astmom je visoko statisti¢ki znacajna (y°= 13,3,
df=4, p=0,01).

Visoko znacajno ¢eSce se javlja umerena astma kod dece koja imaju AA genotip

polimorfizma +46A>G u ADRB2 genu (tabela 11).

Tabela 11. Ucestalosti tipova astme prema tezini po polimorfizmima +46A>G u

ADRB2 genu kod dece sa astmom

Polimorfizam +46A>G AA GA GG p
u ADRB2 genu n (%) n (%) n (%)
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Ukupno po grupama 13 (100) 19 (100) 22 (100)

Tip astme

Blaga astma 1(7,7) 10 (52,6) 12 (54,4)

Umerena astma 8 (61,5) 3(15,8) 3(13,6) 0,01°
Teska astma 4 (30,8) 6 (31,6) 7 (31,8)

ay-test

Tabela 12. Ucestalosti tipova astme prema tezini po polimorfizmima +79C>G u

ADRB?2 genu kod dece sa astmom

polimorfizam +79C>G CcC CG GG p

u ADRB2 genu n (%) n (%) n (%)

Ukupno po grupama 34 (100) 15 (100) 5 (100)

Tip astme

Blaga astma 12 (35,3) 8(53,3) 3 (60)

Umerena astma 12 (35,3) 2(13,3) 0 (0) 0,316°
Teska astma 10 (29,4) 5(33,3) 2 (40,0)

ay-test

Razlika ucestalosti tipova astme po polimorfizmima +79C>G u ADRB2 genu kod dece

sa astmom nije statisti¢ki znaGajna (y°= 4,7, df=4, p=0,32).

4.3. Uticaj ispitivanih polimorfizama na bronhodilatatorni odgovor

Dokazana je statisticki zna€ajna razlika u proseénim vrednostima dFEV1 kod
dece sa astmom u odnosu na genotipske varijante +46A>G u ADRB2 genu (Z=6,23,
df=2, p=0,044). Razlika u medijanama dFEV1 postoji izmedu genotipova AA 1 GG
polimorfizma +46A>G u ADRB2 genu (Z=-2,21, p=0,027). Medutim, razlika u
prose¢nim vrednostima dFEV1 kod dece sa astmom u odnosu na genotipske varijante

+79C>G u ADRB2 genu nije statisticki znacajna (Z=0,093, df=2, p=0,995).

Tabela 13. Uticaj genotipova polimorfizma +46A>G u ADRB2 genu kod dece sa

astmom na bronhodilatatorni odgovor na salbutamol
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+46A>G AA GA GG P

dFEV1, % (AS£SD) 9,39+6,16 10,42+5,84 14,36+6,12  0,044°
Parovi post-hoc Mann (1-2) (2-3) (1-3)
Withney, U-test p=0,06 p=0,5 p=0,027

AS-aritmeticka sredina, SD-standardna devijacija, *Kruskal-Wallis test

Tabela 14. Uticaj genotipova polimorfizma +79C>G u ADRB2 genu kod dece sa

astmom na bronhodilatatorni odgovor na salbutamol

+79 C>G CcC CG GG P

dFEV1, % (AS£SD) 11,62+5,89 11,67+7,23 13,2+7,5 0,955°

AS-aritmeti¢ka sredina, SD-standardna devijacija, *Kruskal-Wallis test

Tabela 15. Distribucija genotipova polimorfizma +46A>G u ADRB2 genu kod dece sa

astmom u odnosu na prisustvo atopijskog dermatitisa

Polimorfizam +46G>A u ADRB2 genu

Atopijski AA GA GG Svega p
dermatitis n (%) n (%) n (%) n (%)
Da 12 (27,9%)  13(30,2%) 18(41,9%) 43 (100%) 0,244
Ne 1 (9,1%) 6 (54,5%) 4 (36,1%) 11 (100%)
Ukupno 13 (24,1%)  19(35,2%) 22 (40,7%) 54 (100%)
%P-test
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Razlika u ucestalosti polimorfizama +46A>G i +79C>G u ADRB2 genu kod
dece sa astmom u odnosu na prisustvo atopijskog dermatitisa nije statisticki znacajna

(¢*=2,83, df=2, p=0,244; v*= 0,67, df=2, p= 0,716 respektivno).
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Tabela 16. Distribucija polimorfizama +79C>G u ADRB2 genu kod dece sa astmom na
odgovor na salbutamol i odabrane klinicke parametre

Polimorfizam +79C>G u ADRB2 genu

Atopijski CC CG GG Svega p
dermatitis n (%) n (%) n (%) n (%)
Da 26 (60,5%)  13(30,2%)  4(9,3%) 43 (100%) 0,716
Ne 8 (72,7%) 2 (18,2%) 1(9,1%) 11 (100%)
Ukupno 34(63,0%) 15(27,8%)  5(9,3%) 54 (100%)
%P-test

Tabela 17. Korelacija nivoa eozinofila u perifernoj krvi sa genotipovima polimorfizama
+46A>G i +79C>G u ADRB2 genu kod dece sa astmom

AA GA GG p
Polimorfizam +46A>G n (%) n (%) n (%)
u ADRB2 genu
Eozinofili (%) (AS+SD) 6,03+2,51 6,29+1,66 6,36+2,28 0,600
Polimorfizam +79 C>G CcC CG GG
u ADRB2 genu n (%) n (%) n (%)
Eozinofili (%) (AS+SD) 5,89+1,93 7,1£1,91 6,18+3,39 0,089

4K ruskal-Wallis test

Razlika u prose¢nim vrednostima eozinofila u odnosu na polimorfizme +46A>G i
+79C>G u ADRB2 genu kod dece sa astmom nije statisticki znacajna (y°=1,02, df=2,
p=0,600; ¥°=4,84, df=2, p=0,089 respektivno).
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Tabela 18. Vrednosti ukupnog IgE iz seruma u odnosu na polimorfizme +46A>G i +79
C>G u ADRB2 genu kod dece sa astmom

AA GA GG p
Polimorfizam +46A>G n (%) n (%) n (%)
u ADRB2 genu
IgE, IU/mL (ASSD) 152,43+47,51  128,01+53,34  148,94+49,96  0,440°
Polimorfizam +79 C>G CcC CG GG
u ADRB2 genu n (%) n (%) n (%)
IgE, IU/mL (ASSD) 141,24+45,92  134,42+64,68  172,83+42,37  0,543°

8K ruskal-Wallis test

Razlika u vrednostima ukupnog IgE iz seruma u odnosu na polimorfizme
+46G>A 1 +79G>A u ADRB2 genu kod dece sa astmom nije statisticki znacajna
((*=1,064, df=2, p=0,440; y*=1,22, df=2, p=0,543 respektivno).
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5. DISKUSIJA

Astma je hroni¢na bolest koja danas moze uspesno da se le¢i. To je najcesca
hroni¢na bolest u industrijskim zemljama. Ciljevi uspesSnog leCenja astme obuhvataju:
kontrolu simptoma, normalnu aktivnost ukljucujucéi i fizicki napor, normalnu pluénu
funkciju, prevenciju pogorSanja bolesti, minimum nezeljenih dejstava lekova i
prevenciju smrtnih ishoda zbog astme (8). Iako su se naSa znanja o razli¢itim aspektima
astme kod dece znacajno prosirila posljednjih godina, jos uvek je velik procenat dece sa

astmom nedovoljno i neadekvatno kontrolisan i leCen (133, 134).

Losa kontrola astme povezana je sa nekontinuiranim le¢enjem, nerazumevanjem
uzroka astme, negativnim stavom prema bolesti, strahom od primene kortikosteroida,
preteranim koriS¢enjem bronhodilatatora i sa nepotpunim lecenjem astme 1 pridruZenih

bolesti kao §to je alergijski rinitis, hroni¢ni rinosinuzitis i gastroezofagenalni refluks.

Farmakoterapija koja je prilagodena genotipu bolesnika sa astmom treba da
rezultira klini¢ki zna¢ajnim povecanjem efikasnost i terapije i smanjenjem nezeljenih
dogadaja i zbog toga ima vaznu ulogu , narocito u leCenju teske astme  (135). Beta-
agonisti su naj¢esce korisceni lekovi u terapiji (8). Shodno tome, ispitivani su i otkriveni
polimorfizmi u ADRB2 genu i pokazano je da su povezani sa izmenjenom funkcijom i

regulacijom ekspresije beta-2 receptora.

Genetska varijacija u ADRB2 genu moze imati znacajan uticaj na modulaciju
odgovora na inhalirane beta-2 agoniste kao glavnu terapiju astme . Prethodne studije su
se bavile ispitivanjem dva najc¢e$c¢a polimorfizma  + 46A>G i + 79C>G i njihovim
uticajem na diferencijalnu agonisticki stimulisanu ,,down* regulaciju u receptoru u
transfektovanim celijama , ukljucujuci celije glatkih misica kod ¢oveka , kao i
ispitivanjem njihove povezanosti sa razliitim bronhodilatatornim odgovorom posle

primene f2-agonista (10, 11, 16, 17, 18, 19).

Na osnovu dosadasnjih istraZivanja i razlicitih rezultata brojnih studija, odlucili
smo da u nasoj studiji ispitamo kakav uticaj imaju polimorfizmi u ADRB2 genu kod

dece sa astmom u Srbiji tako S§to smo ispitivali bronhodilatatorni odgovor posle
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inhaliranog kratkodelujuceg beta-2 agonista, kao i povezanost prisutnih polimorfizama

sa tezinom astme.

Prema do sada objavljenim podacima u literaturi, frekvencija polimorfizama
+46A>G (Argl6Gly) 1 +79C>G (GIn27Glu) varira medu razli¢itim etnickim grupama
(136).

U nasem istrazivanju, polimorfizmi +46A>G (Argl6Gly) i +79C>G (GIn27Glu)
prvi put su ispitivani u populaciji srpske dece . Alel +46A je detektovan sa uéestalo$cu
od 41,7%, dok je alel +79G otkriven sa uéestaloscuod  23,1% S$to je u skladu sa
objavljenim podacima kod dece bele rase (137). Raspodela posmatranih genotipova za
+46A> G i +79C> G polimorfizama bila su u skladu sa ravnotezom Hardi-Weinberg (p
= 0.050 i p = 0.359, respektivno). U ispitivanom uzorku dece sa astmom frekvencija
genotipova za polimorfizam + 46G>A (Arg16Gly) u ADRB2 genu je iznosila 24,1% za
AA, 35,2% za AG i 40,7% za GG dok je frekvencija genotipova za polimorfizam +
79C>G (GIn27Glu) iznosila 63,0% za CC 27,8% za CG i 9,2% za GG. Ovi rezultati
nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u distribuciji genotipova za polimorfizam
+46G>A izmedu dece sa astmom i kontrolne grupe zdravih odraslih osoba. Uocena je
statisticki znacCajna razlika u distribuciji genotipova u polimorfizmu +79C>G jer je
genotip +79CC bio znacajno zastupljeniji u grupi dece sa astmom. Nasi rezultati su u
kontradiktornosti sa rezultatima studija kod Japanaca, Indijaca, Afroamerikanaca, ali su
potvrdili rezultate istrazivanja kod Britanaca, Kineza, kao i kod dece u Italiji (137-142).
Diskrapanca u rezultatima genetickih analiza moze biti rezultat rasnih razlicitosti (143).

Ove razlike odraZavaju potrebu za Sirokim populacionim studijama.

Dosadasnja istrazivanja povezanosti polimorfizama u genu ADRB2 kod dece sa
astmom sa bronhodilatatornim odgovorom na inhalirane kratkodelujuce beta-2 agoniste

pokazala su kontradiktorne rezultate saopStene u literaturi.

U naSoj studiji, prisustvo alela +46G u ADRB2 genu je povezano sa boljim
bronhodilatatornim odgovorom na inhalacionu primenu kratkodelujuc¢eg beta-2 agonista
(salbutamol). Rezultate slicne naSim prikazali su autori u ranim studijama ¢iji rezultati
su pokazali bolji bronhodilatatorni odgovor kod dece sa genotipom +46GG (126). Sli¢ni

rezultati objavljeni su i neSto kasnije (119, 120, 144-147). U ranoj studiji Israel-a i
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saradnika bilo je uklju¢eno 190 odaslih ispitanika sa blagom astmom koji su inhalirani
kratkodeluju¢im beta-2 agonistom. Rezulati ispitivanja su pokazali da su ispitanici sa
genotipom +46GG imali bolju vrednost vr$nog ekspirijumskog protoka u odnosu na
ispitanike sa genotipom +46AA koji su doziveli pad jutarnjih vrednosti vrSnog
ekspirijumskog protoka (119). Posle ovih rezultata Taylor i saradnici publikovali su
studiju u kojoj su prikazali rezultate koji su ukazali na ¢eS¢a pogorSanja astme kod
ispitanika sa genotipom +46AA kod kojih su koristili uobi¢ajene doze kratkodelujuceg

beta-2 adrenergickog receptora, a u skladu sa terapijskim preporukama (120).

Israel sa saradnicima je zatim sproveo prospektivno, randomizovano, dvostruko
slepo, placebo kontrolisano, genotipski  stratifikovano ispitivanje  dejstva
kratkodelujuceg inhalacionog agonista beta-2 adrenergi¢kog receptora u poredenju sa
placebom u redovnoj terapiji odraslih sa astmom. Oboleli od astme sa genotipom
+46GG imali su bolje vrednosti izmerenih pluénih funkcija u jutarnjim satima posle
primene salbutamola u odnosu na ispitanike sa +46 AA genotipom (148). Ovakve
rezultate je Palmer prakti¢no duplirao u studiji u koju je bilo ukljuceno 546 dece sa
astmom (149).

Rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa nalazima Carroll-a i saradnika koji su
u studiji sprovedenoj kod dece sa astmom u pogorSanju pokazali da je + 46GG genotip
povezan sa boljim bronhodilatatornim odgovorom na kratkodelujuéi agonist ADRB2
(deca su primala pojedinacne ponavljane preporucene doze nebulizovanog salbutamola
ili kontinuirano u toku jednog sata) (150). Ovde se mora uzeti u obzir mogucnost da je
tahifilaksa na terapiju ADRB2 agonistom doprinela smanjenom odgovoru na terapiju
kod dece sa astmom koji su nosioci drugih genotipova. Ovim su se bavile i studije kod
odraslih kao $to je studija Telleria-e sa saradnicima i Lee-a sa saradnicima, koje su
pokazale da su nosioci +46A alela u ADRB2 genu imali poveéanu tahifilaksu na

terapiju agonistima beta-2 adrenergi¢nih receptora (151, 152).

Postoje publikovane studije koje pokazuju suprotne rezultate od rezultata naseg
istrazivanja. Rana studija Martineza i saradnika pokazala je da su deca sa astmom i
+46AA genotipom imala znacajno bolji bronhodilatatorni odgovor na primenjen
nebulizovani salbutamol u odnosu na decu sa +46GG genotipom (p=0,05) (153). Nesto

kasnije, sli¢ne rezultate objavili su autori iz Japana koji su ispitivali 117 osoba sa
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astmom. Ti rezultati su pokazali da su oboleli od astme koji su homozigoti za Gly
pokazali znacajno nizi bronhodilatatorni odgovor disajnih puteva posle inhalacije
salbutamola od onih koji su heterozigoti za Arg/Gly ili homozigoti za Arg. Oboleli od

astme sa genotipom +46GG su imali znatno raniju pojavu astme (154).

Studija Lime i saradnika je pokazala sli¢ne rezultate. Ova studija je pokazala da
je FEV1 bio veci i bronhodilatatorni odgovor je bio bolji kod homozigota Arg 16 u
poredenju sa grupom ispitanika koji su bili nosioci Glyl6 varijante i maksimalni
procentualni porast FEV1 (dFEV1) je bio 18% naspram 4,9% (p<0,05) (155). Ovakvi
rezultati su u suprotnosti sa rezultatima naSe studije jer je maksimalni procentualni
porast FEV1 (dFEVI1) posle primene nebulizovanog salbutamola zabeleZzen kod
genotipa + 46 GG i iznosio je 14,4% (p<0,05).

Rezultati metaanalize Finkelstin-a i saradnika koja se bavila ispitivanjem
povezanosti izmedu ADRB2 polimorfizama kod dece sa astmom i odgovora na
inhalirani beta-2 agonist, pokazali su znaCajnu povezanost izmedu povoljnog
terapijskog odgovora na inhalirani beta-2 agonist i genotip +46AA (113). U studiji iz
2012. godine kod dece sa astmom u Egiptu, +46G alel (AG i GG gentipovi) bio je
povezan sa loSijim bronhodilatatornim odgovorom na inhalirani kratkodelujué¢i beta-2
agonist (salbutamol) u poredenju sa +46AA genotipom (156). Rezultati neSto ranije
uradene studije kod odraslih sa astmom pokazali su drugacije nalaze, naime bolji

bronhodilatatorni odgovor na salbutamol su pokazali nosioci GG genotipa.

Jedina do sada sprovedena i objavljena studija u Srbiji bila je kod 171 odrasle
osobe sa astmom i pokazala je bolji bronhodilatatorni odgovor kod astmati¢ara nosilaca
alela + 79C (126). Ovde se mora uzeti u obzir da je u fokusu ispitivanja bio i LABA, a
ne samo SABA.

In vitro funkcionalne studije pokazale su da kod osoba koje su nosioci Glyl16
alela dolazi do ,,down“regulacije ADRB 2 receptora u odgovoru na cirkulisu¢ e
kateholamine ili egzogeno primenjene beta-2 agoniste. Argl6 alel, koji pokazuje
otpornost prema ,,down* regulaciji, mozda stoga se izrazava na visSim nivoima od Gly16

alela unutar disajnih puteva. Prema tome, pojedinci koji nose Gly/Gly genotip mogu biti
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reaktivnije disajne puteve na dejsvo beta-2 agonista od pojedinaca koji nose Argl6 alel
(121, 157).

Produzena primena ADRB2 agonista dovodi do tolerancije receptora zbog
gubitka signala transdukcije i/ili njihove desenzitizacije. Proces starenja utiCe na
odgovor na ADRB2 agoniste i druge bronhodilatatore i takode klini¢ki je znacajan kod
astme (158). Smanjenje reaktivnosti na SABA (salbutamol) povezano je sa zivotnim

dobom i izrazenije je kod starije populacije (159, 160).

Metaanaliza kod dece iz 2016. godine, kod 4 226 dece iz Severne Evrope i
Latinske Amerike ispitivala je povezanost prisustva alela A (Arglé amino kiselina) i
egzacerbaciju astme kod dece. Rezultati su pokazali da nosioci genotipa AA imaju veci
rizik za akutno pogorSanje astme. U fokusu ove studije je bila primena LABA sa
prisustvom AA genotipa i pojavom pogorsanja bolesti. Autori, ipak, nisu iskljuéili
mogucénost da postoji mala aditivna veza izmedu SABA i LABA za pogorsanje bolesti
(161). Vezaizmedu LABA , SABA i pogorSanja astme uvek ce biti izazov za
proucavanje, jer je Cesta primena SABA indikacija za terapiju LABA. Medutim,
rezultati ove metastudije kod dece ukazuju na veéi uticaj primene LABA nego
kratkodelujuceg beta-2 agonista, §to mozda nije iznenadujuce s obzirom na potencijalni
efekat od duzeg uticaja na receptor od strane dugodelujuceg beta-2 agonista u odnosu na
SABA, posebno kod genetski ,,0setljivih® osoba. Potrebne su i studije posebno
dizajnirane tako da istraze ociglednu neuskladenost posmatranja kod odraslih 1 dece, jer
su razlike u bronhodilatatornom odgovoru dece i odraslih na beta-2 agonist dobro

prepoznate u dosadasnjim istrazivanjima (162, 163).

Medutim, neke vece studije su pokazale odsustvo povezanosti genetske
varijacije ADRB2 i bronhodilatatornog odgovora na inhalirani beta-2 agonist (164—
168). Nasuprot prethodnim rezultatima o povezanosti varijante +46A>G i osobina koje
se odnose na bronhodilatatore, studija sprovedena kod 376 Afroamerikanaca sa astmom
pokazala je da polimorfizam Argl9Cis u ADRB2 genu moze igrati vaznu ulogu u
terapijskom efektu bronhodilatacionih lekova kod afroamerickih ispitanika (164).
Velika studija sprovedena kod Han populacije u Kini takode nije pokazala znacajnu

povezanost ispitivanih polimorfizama Argl6Gly i GIn27Glu sa bronhodilatatornim
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odgovorom na kratkodelujuci beta-2 agonist. Isti rezultati su publikovani i u studijama
kod dece u Poljskoj i Kolumbiji (166, 168).

Studija iz 2016. godine kod 120 dece uzrasta od 5 do 15 godina sa astmom u
Indiji prikazala je rezultate u kojima nije pronadena znaCajna povezanost izmedu
genotipova ADRB2 i odgovora na salbutamol (P = 0,55). Medutim, kod onih koji su
nosili AA u poredenju sa GG homozigotima , primecen je trend poveéanja
bronhodilatatornog odgovora. Prose¢na vrednost procentualne promene u predvidenom
FEV1 u tri genotipa ADRB2 bila je 14,5 za AA, 12,5 za GA 1 7,7 za genotip GG, redom
(132). Za razliku od ovih rezultata koje su Indijci prikazali, vrednosti procentualne
promene FEV1 posle primene nebulizovanog salbutamola u naSoj studiji za ova tri
genotipa su bile 9,4 za AA, 10,4 za GA i 14,4 za GG sa statisticki znacajno boljim
bronhodilatatornim odgovorom za GG (p = 0,044).

Sto se ti¢e uticaja polimorfizama na teZinu astme, rezultati nase studije su
pokazali postojanje povezanosti alela +46G u ADRB2 genu sa blagim oblikom astme.
Ovakav nalaz da nosioci +46G alela imaju tendenciju da razviju blagi oblik astme u
korelaciji je sa nalazima drugih studija koje su do sada publikovane. U metaanalizi 28
studija, autori su zakljucili da nosioci genotipa +46AA imaju veci rizik od razvoja teske
1 noéne astme nego nosioci genotipa +46GG. Nije pronadena takva povezanost kod
ispitanika koji su nosioci alela +79C (112). Autori iz Italije su 2016. godine prikazali
razultate studije kod odraslih kojima su pokazali povezanost prisustva genotipa +46AA

sa teSkom astmom (169).

U egipatskoj studiji kod dece iz 2012. godine dobijeni nalazi su pokazali
povezanost AA genotipa sa blagom astmom u poredenju sa umerenom i teSkom astmom
(156). S druge strane, GG genotip je povezan sa umerenom i teSkom astmom U
poredenju sa blagom astmom. Ovo ukazuje na to da je polimorfizam u kodonu 16
ADRB2 gena moguca determinanta teZine astme kod dece u Egiptu. Studija kod dece iz
2012. godine u kojoj su autori ispitivali povezanost polimorfizama u ADRB2 genu sa
pogorsanjem astme i potrebom za mehaniC¢kom ventilacijom pokazala je da deca sa
genotipom +46AG i +79CC imaju vecu verovatno¢u da zbog pogorsanja bolesti budu
intubirana i mehani¢ki ventilirana (OR=4,2; 95% CI=1,2-14,5; p = 0,036) nego deca sa
drugim genotipovima. Zakljuceno je da deca koja su nosioci ovih genotipova imaju
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Cetiri puta vecu verovatnofu za intubaciju i mehani¢ku ventilaciju tokom teskih
pogorsanja astme §to ukazuje na Cinjenicu da genetski faktori mogu uticati na razvoj

fenotipa teske astme tokom akutnog pogorsanja (170).

Kao §to je prethodno navedeno, rezultati naSe studije kod dece sa astmom u
Srbiji pokazali su povezanost genotipa + 46GG sa fenotipom blage astme . Medutim,
primeceno je u podgrupi astmati¢ne dece sa +46A>G polimorfizmom, da najveci
procenat dece sa teSkom astmom su nosioci +46GG genotipa. Buduci da je ovaj genotip
povezan sa najboljim odgovorima na salbutamol, mozemo oc¢ekivati dobar klinicki
odgovor na salbutamol u podgrupi dece koja imaju fenotip teske astme i nosioci su

+46GG genotipa.

U do sada publikovanim rezultatima uocavaju se razlike u uticaju ispitivanih
polimorfizama u ADRB2 genu na tezinu astme, kao i terapijski efekat primenjenih
lekova u razli¢itim etnickim grupama. Tako je Choudhari sa saradnicima ispitivao
etnicke razlike 1 pokazao bolji odgovor salbutamola kod dece meksicke populacije, ali

ne i portorikanske populacije, sa + 46AA genotipom (171).

Prema podacima do sada ucinjenih istraZivanja, nije postignut konsenzus o
odnosu poznatih varijanti u ADRB2 genu i astme. Aleli zajednicki za razli¢ite etnic¢ke
grupe mogu da imaju razli¢it znacaj zbog uticaja i interakcije sa faktorima sredine ili
drugim genetskim varijantama specificnim za odredenu etnicku grupu. Interpretacija
nalaza je dodatno oteZana neadekvatnom procenom uticaja sredine, razlikama u
rasprostranjenosti alela i njihovih kombinacija u razli¢itim populacijama. Neki od
razloga koji mogu objasniti nesklad u rezultatima koje prijavljuju razliciti autori, jesu da
studije nisu bile koherentne u smislu starosti ispitanika 1 tezine njihove bolesti. Autori
su takode koristili razli¢ite beta-2 agoniste i razlicite karakteristike koje su pratili kako
bi procenili bronhodilatatorni odgovor na lekove. Razli¢iti autori su proucavali
udruzenost odredenih haplotipova sa terapeutskim odgovorom na odredeni lek 1
zaklju¢ili da se razliCiti rezultati mogu objasniti specificnim kombinacijama

polimorfizama koje se najéesce nasleduju zajedno, a ne pojedina¢nim polimorfizmima.

Ovo ispitivanje ima odredena ograni¢enja, kao Sto je relativno mali broj

ispitanika, analizirana su samo dva polimorfizma, nisu mogli biti razmatrani uticaji
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faktora spoljasnje sredine, nedostatak prilagodene kontrolne grupe. S druge strane,
primenili smo stroge kriterijume za odabir dece sa astmom kako bi izbegli moguénost
uticaja negenetiCkih faktora na dobijene rezultate. Deca sa astmom koja imaju druge
pridruzene bolesti nisu bila ukljuena u ispitivanje. Ispitivanje je obuhvatilo upotrebu
kratkodelujué¢eg bronhodilatatora i rezultati se ne mogu tumaciti u svetlu efekata
njihove dugotrajne upotrebe ili, eventualno, efekata dugodeluju¢ih bronhodilatatora.
Zbog klinickog znacaja ispitivanja efikasnosti ADRB2 agonista u terapiji astme u
odnosu na zivotnu dob i ADRB2 genotip, potrebno je u ispitivanje ukljuciti veci broj
dece. Procena odgovora na terapiju ADRB2 agonista sa starenjem zahteva duzi period
pracenja i postojanje veceg broja pacijenata i definisanih uzrasnih grupa. Ispitivanje je
obuhvatilo decu srpske nacionalnosti, iako u Srbiji postoje pripadnici drugih etnickih

zajednica (npr. madarske, hrvatske, romske 1 dr.).

Ne mozemo isklju¢iti mogucnost da druge varijante u kodiraju¢em ili
regulatornim regionima gena ADRB 2 mogu doprineti rezultatima . Cinjenica je da
postoji mnostvo polimorfizama ADRB 2 gena, a verovatnije je da ¢e odredeni set alela
biti nasledeni zajedno kao blok. Zastitni efekat jednog polimorfizma moze smanjiti
nezeljeni efekat drugog polimorfizma kada se naslede zajedno. Stoga, asocijacija
haplotipova ADRB2 sa odgovorom bronhodilatatora moze biti relevantnija od
pojedina¢nih polimorfizama. Za ekstrapolaciju ovih rezultata u naSoj populaciji

potreban je veci uzorak i treba uzeti u obzir etni¢ku pripadnost.

Ovo je drugi put da se objavljuju podaci o frekvenciji polimorfizama + 46A>G
(Glyl6Arg) 1 + 79C>G (GIn27Glu) u nasoj populaciji, a prvi put medu decom obolelom
od bronhijalne astme. Ova saznanja bi u buducnosti potencijalno mogla doprineti
razvoju personalizovane terapije astme (172-176). Zajednicka karakteristika
dosadasnjih  populacionih ispitivanja genoma jeste nedostatak adekvatno
reprezentovanih grupa ispitanika, zbog toga $to se neke populacijske grupe mnogo ¢esce
javljaju u pojedinim oboljenjima (gde je genetska struktura faktor rizika za ispoljavanje
bolesti), ali i zbog nemedicinskih aspekata kao $to su stepen razvijenosti zdravstvene i
socijalne zasStite gde odredene grupe nemaju pristup medicinskoj zastiti, a pogotovo
klinickim ispitivanjima (177). Takode, kada se radi o ispitivanjima kod dece 1 eticke

dileme mogu da predstavljaju ogranicenje u kreiranju istraZivanja. Nije bez znacaja ni
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problem finansiranja istrazivanja koje bi obuhvatilo dovoljan broj ispitanika. Dodatni
problem u multikulturalnim sredinama je sve ucestalije meSovito etnicko poreklo

pojedinaca koji ulaze u ovakva ispitivanja (178).

Mogu¢i doprinos uvodenja metoda genetske analize ADRB2 polimorfizma u
Siru klini¢ku primenu u pedijatrijskoj populaciji, jeste ¢injenica da odreden broj dece u
opstoj populaciji, kao i u populaciji dece sa astmom, moze imati pridruzene bolesti i
stanja koja zahtevaju dugogodis$nju upotrebu lekova koji deluju na nivou beta
adrenergickih receptora, $to bi omogucilo da se predvidi na koji nacin treba modulirati
terapiju s ciljem efikasnijeg leCenja i unapredenja kvaliteta zivota ove dece, ali i
njihovih roditelja. Na taj na¢in bi u buducnosti, na osnovu dobijenih rezultata, mogli da
predvidimo tok bolesti i odgovor na terapiju u zavisnosti od prisustva odredenih

genetickih markera.

Pored toga Sto postoji i dalje veliki broj prepreka za uvodenje personalizovane
terapije astme (neophodno je postojanje elektronskih baza podataka, formiranje
nacionalnih smernica za terapiju) i da ¢e verovatno u bliskoj budu¢nosti biti otkriven jo§
veéi broj gena oznacenih kao faktori rizika za pojavu astme i/ili modulatori terapijskog
odgovora, kada genetski testovi za predvidanje terapijskog efekta postanu deo

svakodnevne klinicke prakse, najveci interes ¢e imati deca sa fenotipovima teske astme.

Na kraju, cilj istrazivaca je usmeren ka pronalazenju nacina da se sprovede
personalizovani pristup terapiji prilagoden svakom detetu sa astmom. Na klinickim
lekarima je obaveza da uz pomo¢ postojeéih smerinica za leéenje oblikuju terapiju koja

je najbolja za svako dete ponaosob.
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6. ZAKLJUCCI

U ispitivanom uzorku dece sa astmom u Srbiji prisustvo promena u ADBR2
genu je analizirano direktnim sekvenciranjem DNK. Utvrdeno je prisustvo
polimorfizama +46A>G (ArgleGly, rs1042713) i +79C>G (GIn27Glu,
rs1042714).

Kod dece sa astmom najucestalija kombinacija alela za polimorfizam +46A>G

(Argl6Gly) je bila GG (Gly16Gly).

Kod dece sa astmom najucestalija kombinacija alela za polimorfizam +79C>G
(GIn27Glu) je bila CC (GIn27GlIn).

Razlika ucestalosti kombinacija alela za polimorfizam +46A>G u ADRB2 genu

kod dece sa astmom i kontrolne grupe zdravih osoba nije statisti¢ki znacajna.

Statisti¢ki je znacajna razlika u ucestalosti genotipova za polimorfizam +79C>G
u ADRB2 genu kod dece sa astmom i u kontrolnoj grupi zdravih osoba. Genotip

+79GG (Glu27Glu) je cesce pristan u kontrolnoj grupi zdravih osoba.

Uocena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti blage, umerene i teske astme
izmedu nosilaca razli¢itih genotipova polimorfizma +46A>G u grupi dece sa
astmom. Znacajno ¢eSc¢e se javlja umerena astma kod dece sa genotipom +46AA

(Argl6Arg).

Razlika ucestalosti tipova astme prema tezini izmedu razli¢itih genotipova

polimorfizma +79C>G kod dece sa astmom nije statisticki znacajna.

Statisticki je znacajna razlika u bronhodilatatornom odgovoru kod dece sa
astmom u odnosu na genotipske varijante +46A>G. Najbolji odgovor su imali

nosioci +46GG genotipa.

Razlika u bronhodilatatornom odgovoru kod dece sa astmom u odnosu na

genotipske varijante +79C>G nije statisticki znacajna.

60



Deca sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom imaju, visoko statisticki znacajno
¢esce tezak oblik astme u odnosu na decu sa astmom koja nemaju pozitivnu

porodi¢nu anamnezu.

Razlika u ucestalosti tipova astme prema tezini u odnosu na izlozenost

duvanskom dimu in utero nije statisticki znacajna.

Razlika u ucestalosti polimorfizama +46A>G 1 +79C>G kod dece sa astmom u
odnosu na prose¢nu vrednost ukupnog IgE iz seruma, proseénu vrednost
eozinofila iz periferne krvi, kao i prisustvo atopijskog dermatitisa nije statisti¢ki

znacajna.
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SKRACENICE

ACT — Asthma Control Test — Test o kontroli astme
AC — adenil ciklaza

ACh — acetilholin

ADRB - beta adrenergicki receptor

ADRB?2 — beta-2 adrenergicki receptor

ANOVA — analiza varijanse

APC — antigen prezentujuce Celije

Arg —arginin

AQLQ — upitnik o kvaliteti Zivota sa astmom

ATS — Americko torakalno drustvo

ATP — adenozin trifosfat

BHR — bronhijalna hiperreaktivnost

BMI — body mass index — indeks telesne mase

Bp — bazni par

CAMP — cikli¢ni 3',5'-adenozin monofosfat

Cl —interval poverenja

CNS — centralni nervni sistem

CPI — inhibitor miozin-lakog-lanca- fosfataze (MLCP)
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

Eo — eozinofili



ERS — Evropsko respiratorno drustvo

FENO — frakcija izdahnutog dusi¢nog oksida (eng. Fractional Exhaled Nitric Oxide)
FEV1 — forsirani ekspirijumski volumen u 1 sekundi

Gi — inhibitorna subjedinica G-proteina

GINA — Globalna inicijativa za astmu

GERB - gastroezofagealna refluksna bolest

GM-CSF — Faktor rasta trombocita

GIn — glutamin

Glu — glutaminska kiselina

Gly —glicin

Gq — subjedinica G-proteina, aktivator fosfolipaze C

GRK — G protein receptor kinaza

Gs — stimulatorna subjedinica G-proteina

HVE — Hardy Weinberg equilibrium - Hardy Weinberg-ova ravnoteza
Ig — imunoglobulin

IL — intereleukin

ISAAC — Internacionalna studija o astmi i alergijama kod dece

ICS — inhalacijski kortikosteroidi

lle —izoleucin

LABA — dugodelujuci beta2-agonist

LABA+ICS — dugodelujuci beta2-agonisti u fiksnoj kombinaciji sa ICS

LTRA — antagonist leukotrijenskog receptora



PCR — polymerase chain reaction - polimeraza lan¢ana reakcija
PEF — vr$ni eksirijumski protok

PKA — protein kinaza A

PKC — protein kinaza C

PAF — faktor aktivacije trombocita

RNK -— ribonukleinska kiselina

RSV - respiratorni sincicijalni virus

SABA - kratkodelujuci beta2-agonisti

SIgE — specifi¢ni imunoglobulin E

SNP —single-nucleid polymorphism - tackasti polimorfizam
Thr —treonin

Th1l — pomo¢nicki T limociti 1

Th2 — pomo¢nicki T limociti 2

TGF-o — transformirajuci faktor rasta o

TNF-a — faktornekroze tumora a

ulgE — ukupni imunoglobulin E
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doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

///1,', \:Z D)
U Beogradu, /- 0+ Rold
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Prilog 3.

Izjava o koriséenju

Ovlascujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovié¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

“POLIMORFIZMI U GENU ZA BETA-2 ADRENERGICKI RECEPTOR KOD DECE SA
ASTMOM U SRBIJI

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da Kkoriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlugio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

EY) Nals
U Beogradu, 48 04 2ols
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