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Buducnost dijagnostike ilijeCenja astme

The Future of Diagnosis and Treatment of Asthma
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SAi ETAK Na temelju profila ekspresije razli¢itih gena na epitelnim stanicama bronha u buduénosti ée se mo¢i dijagnosticirati molekularni supfe-
notipovi astme: a) astma s jakim obiljezjima Th2-upale, b) astma sa slabim obiljeZjima Th2-upale, c) astma bez obiljeZja Th2-upale. Analizom sveukupne
ekspresije gena izdvojena su tri patognomonic¢na IL-13-inducibilna gena u obrisku bronhalnog epitela: periostin, regulator kloridnih kanala 1 (CLCA1) i
inhibitor serpin peptidaze B, 2. ¢lan (SERPINB2) koji mogu posluZiti kao surogatni biljezi Th2-inflamacije. Gen Cija se ekspresija najvise razlikuje u astmi
s jakim obiljezjima Th2-upale i astmi sa slabim obiljeZjima Th2-upale jest CCL26 (eotaksin 3). Patofizioloski mehanizmi preko IL-25, IL-33 i TSLP (engl.
thymic stromal lymphopoietin) nalaze se u podlozi astme bez obiljeZja Th2-upale koja ima slab odgovor na trenutacno dostupnu antiastmatsku terapiju.
Najveca je potreba za odredivanjem fenotipa bolesti u populaciji bolesnika s teSkom astmom te onih s astmom refraktornom na terapiju. TeSka astma mo-
gla bi se dokazivati i odredivanjem genskog profila alveolarnih makrofaga iz induciranog sputuma. Prediktor porasta FEV1 nakon primjene anti-IL-13-mo-
noklonskog protutijela jest kombinacija serumskog periostina s frakcijom NO u izdahnutom zraku, FeNO. Kombinacija urinarnog leukotrijena E4 s FeNO,
tj. njihov omjer, pokazala se kao dobar biomarker kojim se moZe predvidjeti uc¢inak terapije u astmi. Urinarni bromotirozin mozZe biti marker kontrole
astme i prediktor egzacerbacije astme u djece. Lijeenje astme u buducnosti temeljit ¢e se na farmakogeneti¢kim nalazima. U klini¢koj medicini samo
je jedan lijek iz skupine bioloskih lijekova (monoklonskih protutijela), omalizumab, blokator serumskog IgE, odobren za primjenu u bolesnika s teSkom
alergijskom astmom.
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SUMMARY The expression profile of various genes in epithelial cells of the bronchi will enable the diagnosis of molecular subphenotypes of
asthma: a) asthma with strong features of Th2 inflammation, b) asthma with weak features of Th2 inflammation, and c) asthma without features of
Th2 inflammation. The analysis of the overall gene expression gave three pathognomonic genes, i.e. IL-13 inducible genes in bronchial epithelial
swab: periostin, chloride channel regulator 1 (CLCA1) and serpin peptidase inhibitor, clade B (SERPINB2), which may serve as surrogate markers
of Th2 inflammation. The gene whose expression differs most in asthma with strong features of Th2 inflammation and asthma with weak features
of Th2 inflammation is CCL26 (eotaxin-3). Pathophysiological mechanisms, which act via IL-25, IL-33 and TSLP (thymic stromal lymphopoietin),
underlie asthma without features of Th2 inflammation and a weak response to the currently available antiasthmatic therapy. The need to identify a
phenotype of the disease is the greatest in patients with severe asthma and those with asthma refractory to therapy. Severe asthma could be also di-
agnosed by determining the genetic profile of alveolar macrophages from induced sputum. The predictor of FEV1 growth after the administration of
anti-IL-13 monoclonal antibody is a combination of serum periostin with NO fraction in exhaled air (FeNO). The combination of urinary leukotriene
E4 with FeNO, i.e. their ratio, proved to be a good biomarker of therapy efficiency in asthma. Urinary bromotyrosine could be a marker of asthma
control and a predictor of asthma exacerbations in children. In the future, the treatment of asthma will be based on pharmacogenetic findings. In
clinical medicine, there is only one biosimilar drug, i.e. omalizumab (monoclonal antibody, serum IgE blocker), authorised for use in patients with
severe allergic asthma.
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1. Dijagnostika sindroma astme

Buducde dijagnosti¢ke moguénosti u astmi nece biti relevan-
tne i informativne ako samo potvrde klini¢ke simptome as-

Rasvijetliti patofiziologiju astme, pronadi biljege
(biomarkere) za njezinu dijagnostiku te identificira-
ti zahvatna mjesta u imunosnoj reakciji na kojima je

moguca blokada upale bit ¢e mogucde zahvaljujudi napretku
i novim spoznajama bazi¢ne imunologije. IstraZivanja na
molekularnom i genskom nivou upucéuju na to daje poreme-
¢aj aktivacije gena kljucan u indukciji alergijske bolesti. To
potvrduju i rezultati promjene ekspresije gena nakon speci-
ficne imunoterapije (1).

tme, vec ako omoguce utvrdivanje tzv. molekularnog potpi-
sa bronhalnog epitela koji je tipi¢an za klini¢ke supfenotipo-
ve, §to se mogu diferencirati unutar ove heterogene bolesti,
koja bi se onda tretirala po principima personalizirane me-
dicine. Tako npr. na temelju profila ekspresije razlicitih gena
na epitelnim stanicama bronha (npr. set gena Th2-upalnog
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odgovora) modi ¢e se zakljucivati o bioloskim funkcijama i
intenzitetu Th2-imunosne reakcije koja je odraz lokalne i si-
stemske alergije (2). Podjelom astme prema molekularnom
fenotipu na astmu s jakim obiljeZjima Th2-upale (engl. Th2
high asthma) i astmu sa slabim obiljeZjima Th2-upale (engl.
Th2 low asthma) u skupini blage i umjereno teSke astme, do-
kazuju se ne samo razlike u patologiji (tzv. remodeliranju i
sastavnicama mukusa) ve¢ i razlike u odgovoru na primjenu
kortikosteroida (3). Ova analiza ekspresije gena na epitel-
nim i drugim stanicama bronha dopunit ¢e dosada$nje dija-
gnosticke postupke kojima se dokazuju razli¢ite sastavnice
astme kao Sto se primjerice bronhalna opstrukcija dokazuje
testovima pluéne funkcije u mirovanju i nakon provokacije.

1.1. Astma s jakim obiljeZjima Th2-upale (,,Th2 high®)
Astma s jakim obiljeZjima Th2-upale, posredovana citokini-
ma IL-4, IL-5 i IL-13, najvaZniji je molekularni patofizioloSki
mehanizam (3) u ovom supfenotipu astme. Blokada citokina
Th2-imunosne reakcije ubrzano se istrazuje posljednjih godina.
Tehnologijom DNA-analize oligonukleotidnim mikroCipom
(engl. DNA microarray), kao i lan¢anom reakcijom polime-
razom (PCR, engl. polymerase chain reaction), tj. analizom
sveukupne ekspresije gena, iz obriska bronhalnog epitela iz-
dvojena su tri patognomonicna IL-13-inducibilna gena: pe-
riostin, regulator kloridnih kanala 1 (CLCAL) i inhibitor ser-
pin peptidaze B, 2. ¢lan (SERPINB2) koji mogu posluZziti kao
surogatni biljezi Th2-upale. Drugi geni kojima se mogu dife-
rencirati ,,Th2 high“i ,, Th2 low" astma jesu: IgE, NO sintaza
2A (NOS2A), histaminski receptor H1, GPR44-receptori na
Th2-limfocitima (GPR44, engl. G protein-coupled receptor
44), arahidonat 15-lipoksigenaza (ALOX15) (3, 4). Ekspresija
ovih gena izravno je i trajno povezana s lokalnim i sistem-
skim biljezima upale, osobito eozinofilijom. Osim velikog
broja proupalnih citokina i kemokina eksprimirano je neko-
liko skupina gena koji su povezani s molekulama ukljuéenim
u epitelno-mezenhimalnu komunikaciju te tkivno remode-
liranje, zadebljanje bazalne membrane, hiperplaziju glatkih
miSiéa, metaplaziju Zlijezda i fibrozu iz porodice Wnt, TGFDb,
PDGF (engl. platelet derived growth factor). Suprotno tomu,
zapazena je smanjena regulacija gena za mucin 5B (MUCS5B)
glikoprotein koji pridonosi elasticitetu i adhezivnim svoj-
stvima sluzi, dok je pojacana regulacija MUCSAC i MUC2.
,Th2 high® astma jasno se izdvaja bronhalnom hiperreak-
tivnoS¢u, serumskom razinom IgE, eozinofilijom periferne
krvi i diSnih putova, subepitelnom fibrozom i ekspresijom
gena za mucin u bronhima. U ovome molekularnom feno-
tipu zapaZena je visoko negativna korelacija s CXCR1i 2-re-
ceptorima (na neutrofilima) za vezanje kemokina CXCL6
(granulocitnoga kemotakti¢nog proteina), neutrofilnim he-
matopoetskim faktorom CSF3 (G-CSF), IL-12A i CXCL11, §to
upuduje na diferencijaciju prema neutrofilnom upalnom fe-
notipu astme. Molekularni fenotip astme ,,Th2 high” tipi¢no
ima dobar odgovor na inhalacijske kortikosteroide.
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1.2. Astma sa slabim obiljeZjima Th2-upale (,Th2 low*)

U bolesnika s ovim fenotipom astme takoder se nalaze zna-
kovi preosjetljivosti na inhalacijske alergene uz pozitivna
specifi¢na IgE-antitijela, ali blaZzeg stupnja. Medutim u slu-
znici bronha stupanj Th2-upale je slab i nedostatan da po-
krene ekspresiju gena i amplifikaciju upale. Gen ¢ija se ek-
spresija najviSe razlikuje u ,,Th2 high” i ,Th2 low" astmi jest
CCL26 (eotaksin 3) (2). To je kemokin koji se veZe za CCR3 i
potentni je kemotaktic¢ki faktor za eozinofile. Uz IL-4 i IL-13
kemokin CCL26 klju¢ni je biljeg imunosne reakcije posredo-
vane Th2-limfocitima.

Osim navedenih biljega postoji mogucnost da je IL-17 biljeg
»,Th2 low” astme jer je u miSjem modelu astme dokazana
njegova prisutnost (5, 6).

1.3. Astma bez obiljeZja Th2-upale (,,non Th2*)

Znatan udio (oko 50%) bolesnika ima bolest bez Th2-obi-
ljeZja. Bolesnici ispunjavaju kriterije za dijagnozu astme,
ali imaju manji stupanj bronhalne hiperreaktivnosti i op-
strukcije (7, 8). U mnogih bolesnika s ovim fenotipom ra-
zvila se astma u zreloj dobi i nemaju anamnezu alergijskih
manifestacija u djetinjstvu (9). Novootkriveni patofizioloski
mehanizmi koji idu preko IL-25, IL-33 i TSLP (engl. thymic
stromal lymphopoietin) nalaze se u podlozi ovog fenotipa
(10) koji ima slab odgovor na trenutac¢no dostupnu antias-
tmatsku terapiju. Zapravo, patofizioloski mehanizmi ,,non
Th2“ astme jo$ nisu dovoljno istraZeni.

Bolesnici kod kojih postoje vrlo mali ili nikakvi znakovi upale
imaju jaci intenzitet bronhalne hiperreaktivnosti, ali ona nije
posljedica imunosne reakcije (11). Kao mogudi geni kandida-
ti za definiranje ovoga molekularnog fenotipa razmatraju se
oni vezani uz oStecenja tkiva i reparaciju ozljede, a koji ko-
diraju komponentu Hedgehogova signalnog puta vaznog za
mnoge fundamentalne procese u organizmu, odnosno tzv.
Hedgehogova interreagirajuceg proteina (engl. Hedgehog
interacting protein). Osim toga, dizintegrin i metaloprotea-
za 33 mogucdi su novi biljezi ovog tipa astme (12, 13). Daljnja
je mogucénost da se u ,non Th2“ astmi odvija patofizioloSki
mehanizam preko mastocita uklju¢enih u imunosni odgovor
tipa Thi (14). Iako profil gena iz sputuma pokazuje povecanu
regulaciju gena za IL-1 i TNF-a-signalne putove, ovaj nalaz
nije korelirao ni s jednim klini¢kim fenotipom (15).

1.4. TeSka astma

Najveca je potreba za odredivanjem fenotipa bolesti u popu-
laciji bolesnika s teSkom astmom te onih s astmom refrak-
tornom na terapiju (2). Podskupina bolesnika s Th2-upalom
koja se ne moZe kontrolirati steroidima ima perzistentno
poviSen IL-13 u tkivu bronha (16). Ni skupina ,, Th2 low* ne
pokazuje dobar odgovor na steroide, Sto moZe dovesti do
progresije bolesti. Nadalje, pojacana regulacija TNF-a na
monocitima periferne krvi takoder moZe posluZiti kao biljeg
refraktorne astme (17).
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U istraZivanju podskupina teSke astme u okviru Programa
za istraZivanje teSke astme (SARP, engl. Severe Asthma Re-
search Program) u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZavama (SAD),
teSka astma definirana je velikim (major) kriterijima koji uzi-
maju u obzir upotrebu oralnih steroida ili visoke doze inha-
lacijskih steroida te malim (minor) Kriterijima, koji uzimaju
u obzir upotrebu drugih protuupalnih lijekova i kratkodjelu-
juc¢ih bronhodilatatora, broj posjeta hitnoj sluzbi, viSe od tri
epizode sistemskih steroida, trajnu bronhoopstrukciju, po-
gorSanje nakon redukcije doze steroida i anamnezu gotovo
fatalnih dogadanja. Biljezi bolesti koriSteni u ovom projektu
bili su: vrijeme pojave astme, okidaci astme (infekcije, ace-
tilsalcilna kiselina), izlaganje duhanskom dimu, hormonski
status, GERB, alergoloski pokazatelji, testovi pluéne funkci-
je u mirovanju, reverzibilnost na primjenu bronhodilatato-
ra, upotreba lijekova (kortikosteroidi) i zdravstvenih resursa
(18). Ovi su biljezi odabrani nakon 628 inicijalno upotrije-
bljenih. Kombinacijom navedenih pokazatelja diferencira-
no je pet klastera teSke astme:

e Klaster 1: astma pocinje rano kao alergijska te ima normal-
nu pluénu funkciju; u terapiji se primjenjuju dva ili nekoli-
ko lijekova, a zdravstveni se resursi minimalno troSe.

e Kklaster 2: takoder pocinje rano kao atopijska te ima odrza-
nu pluénu funkciju; ima veée potrebe za lijekovima s tri i
viSe lijekova; viSe koristi zdravstveni sustav.

e Kklaster 3: nalazi se uglavnom u starijih adipoznih Zena kod
kojih se astma javlja kasnije u Zivotu; obiljeZena je umjere-
nom redukcijom FEV1; Cesta je primjena Kortikosteroida za
tretman egzacerbacija.

eKlasteri 4 i 5: astma je obiljeZena teSkim opstruktivnim
smetnjama ventilacije s pozitivnim bronhodilatatornim
ucinkom; klasteri se medusobno razlikuju prema mogucno-
sti da se odrzi normalna funkcija pluca te prema vremenu
pojave astme, atopijskom statusu i upotrebi kortikosteroida.

Ovako odredeni klasteri teSke astme mogu posluZziti za dalj-
nje odredivanje molekularnih profila i izu¢avanje patofizio-
loskih mehanizama.

Pojedina istraZivanja pokazuju da bi se teSka astma mo-
gla dokazivati i odredivanjem genskog profila alveolarnih
makrofaga iz induciranog sputuma. Dokazana je poveca-
na ekspresija proteina PSMA7 vaznog za replikaciju virusa
(PSMA?7, engl. proteasome subunit alpha type-7), proteina
SDC4 u membrani fibroblasta i epitelnih stanica (SDC4,
engl. syndecan-4), proteina LMNA koji sudjeluje u odrza-
nju stabilnosti jezgre u strukturi kromatina i ekspresiji gena
(LMNA, engl. lamin A/C), proteina IFI16 koji ima ulogu u
lociranju intracelularne DNA, odnosno glavnog pokazate-
lja stanice inficirane virusom (IFI16, engl. gamma-interfe-
ron-inducible protein Ifi-16), proteina ILIORB Koji je potre-
ban za indukciju signalne transdukcije preko IL-10 (IL10RB,
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engl. interleukin 10 receptor, beta subunit) i gena DENNDI1B
koji kodira protein DENN/MADD (DENNDI1B, engl. domain
containing 1B). DENND1B-gen ve¢ je dokazano aktiviran
u djeCjoj astmi, a istraZuje se njegova uloga u odredivanju
stupnja bronhoopstrukcije u odraslih (19, 20).

1.5. Matriksni protein periostin — novi biomarker astme i
eozinofilije

Ekstracelularni matriks (aktivno medustani¢no tkivo) sta-
bilni je kompleks makromolekula koje okruZuju stanice. To
je gradivna podloga za stani¢ne migracije, strukturne i za-
Stitne uloge i izrazitog utjecaja na stani¢nu fiziologiju. Ne-
davno opisan matriksni celularni protein periostin djeluje
na viSe integrinskih molekula na povrSini stanica osigurava-
judi signal za razvoj i remodeliranje tkiva (21). On je klju¢ni
medijator za pojacavanje i odrZavanje alergijske upale (22,
23). Izlucuju ga fibroblasti potaknuti citokinima IL-4 i IL-13.
U koZi se veZe za integrinski receptor keratinocita stimuli-
rajuci ih da luce proupalne citokine, pojacavajuci upalu (21).
Inhibicija periostina ili blokada njegova receptora prevenira
progresiju upale inducirane alergenom. U respiratornom
traktu sudjeluje u indukciji pluéne fibroze i astme (24-26).
Pojacava intenzitet alergijske upale u plu¢ima poticudéi stva-
ranje kemokina fibroblasta, produkciju sluzi, mobilizaciju
eozinofila i aktivaciju TGF-$ u epitelnim stanicama bronha
(27-30).

Spoznaje o ulozi periostina kao intrinzi¢nog medijatora koji
amplificira i odrzava alergijsku upalu te funkcionalnog re-
ceptora na koji se veZe, upozorile su na jos jedno zahvatno
mjesto protiv kojeg se moZe razvijati specifi¢na terapija (31).
Vrijednosti periostina periferne krvi odredene metodom
ELISA znacajno pozitivno koreliraju s genskim profilom Th2
i eozinofilnom upalom u bronhima. Nivo serumskog perio-
stina najbolji je pokazatelj eozinofilije u respiratornom trak-
tu kod bolesnika s astmom Kkoja je nekontrolirana unatoc
primjeni inhalacijskih steroida. Periostin moZe posluZziti za
odabir bolesnika koji bi bili pogodni za terapiju monoklon-
skim protutijelima usmjerenima protiv ciljeva u Th2-upal-
nom odgovoru.

Corren i suradnici pokazali su da je pouzdaniji biomarker,
prediktor porasta FEV1 nakon primjene anti-IL-13-mo-
noklonskog protutijela, kombinacija serumskog periostina
s frakcijom NO u izdahnutom zraku (FeNO, engl. fraction of
exhaled nitrite oxide) (32).

1.6. Omjer urinarnog leukotrijena E4 i frakcije NO u izdah-
nutom zraku - prediktor odgovora na terapiju

Osim kombinacije periostin/FeNO i kombinacija urinarnog
leukotrijena E4 (LTE4) s FeNO, tj. njihov omjer, pokazala se
kao dobar biomarker kojim se moZe predvidjeti u¢inak te-
rapije montelukastom u jednoj podskupini djece s astmom.
Djeca s omjerom urinarnog LTE4/FeNO iznad 75. percentile
bila su mlade Zivotne dobi, ¢eSée Zenskog spola, manje izra-
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Zenih markera atopije i manjeg stupnja bronhalne hiperre-
aktivnosti. Omjer LTE4/FeNO moZe biti koristan biomarker
za identificiranje djece koja ée postici veci porast FEV1 kao
odgovor na terapiju leukotrijenskim antagonistima u uspo-
redbi s porastom nakon primjene inhalacijskih steroida (33).

1.7. Prediktori odgovora na inhalacijske kortikosteroide
Klini¢ki odgovor na inhalacijske steroide (IKS), temeljne
protuupalne lijekove, varijabilan je. Trenutacno ne postoji
biljeg kojim se moZe predvidjeti kod kojih ¢e bolesnika pri-
mjena inhalacijskih steroida dati dobar u¢inak. Enzim koji
posreduje u tom terapijskom odgovoru jest fosfataza dualne
specifi¢nosti (DUSP1, engl. dual specificity phosphatase-1).
Jin i suradnici identificirali su u DUSP1 genske varijante
rs881152 i rs34507926. Rs881152-genotip znacajno je koreli-
rao s pokazateljima kontrole iz dnevnika astme, a nije kore-
lirao s FEV1 (34). Rezultati ove studije mogu pomod¢i da se u
buduénosti nade metoda identifikacije bolesnika najpogod-
nijih za lije€enje kortikosteroidima.

Znacajna farmakogeneti¢ka povezanost zapaZena je izmedu
polimorfizma gena GLCCI1 (engl. glucocorticoid-induced trans-
cript 1 gene) i slabijeg odgovora na inhalacijske steroide (35).

1.8. CLCA1 - klju¢ni medijator hipersekrecije sluzi
Porodica proteina CLCA (engl. chloride channel accessory)
regulira i transport klora i ekspresiju mucina, ¢ime Kontro-
lira proizvodnju sluzi u respiratornom traktu. Humani CL-
CAl-protein klju¢ni je medijator hipersekrecije u astmi (36).
Odredivanje ekspresije ovoga gena u sluznici usne Supljine
pogodna je neinvazivna tehnika za dijagnozu astme i evalu-
aciju odgovora na primijenjenu terapiju (37).

1.9. Urinarni bromotirozin - prediktor egzacerbacije astme
Bromotirozin (BrTyr) marker je oksidacije proteina katalizi-
rane eozinofilima. Wedes i sur. usporedivali su u skupini od
57-ero djece nivo urinarnog BrTyr sa spirometrijom, FeNO i
upitnikom o kontroli astme. Djeca koja su imala visoku razi-
nu bromotirozina u urinu imala su 18 puta ve¢u moguénost
da je astma nekontrolirana. Istodobno, 4 puta je bila veca
mogucnost pojave egzacerbacije astme u ovih bolesnika
u usporedbi s onima koji su imali nisku razinu BrTyr. Ovi
rezultati upuéuju na to da urinarni bromotirozin moZe biti
marker kontrole astme i prediktor egzacerbacije astme u
djece (38, 39).

1.10. Novi nacini prikupljanja nazalnih i bronhalnih lavata
Tradicionalni nacini prikupljanja nazalnih i bronhalnih la-
vata tehnicki su zahtjevni i teSki za bolesnika. Koli¢ina oto-
pine koja se aspirira, kao i razrjedenja varijabilni su, a mnogi
proteini u otopini su ispod granice detekcije. To je osobito
teSko u pedijatriji gdje se i nazalna lavaZa smatra invaziv-
nom i teSkom za neke skupine bolesnika.

Tzv. nazosorpcija i bronhosorpcija nove su tehnike za ana-
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lizu intersticijske tekucine koja oplakuje nazalnu i bronhal-
nu sluznicu. Posebnim sinteti¢kim apsorberima uzimaju se
uzorci iz bronhalnog lumena i nazalne Supljine za analizu
interleukina (40).

2.0. LijeCenje astme u buduénosti

LijeCenje astme u buduénosti temeljit ¢e se na farmakogene-
tickim nalazima. Odredivanje posebnog, molekularno defi-
niranog profila bolesnika, posluZit ¢e otkrivanju prirodnog
tijeka bolesti, rizicnih ¢imbenika egzacerbacije i gubitka
pluéne funkcije te odabiru optimalne terapijske strategije.
Takvi pristupi lijeCenju astme osigurat ¢e vecu specifi¢nost,
predvidljivost i u¢inkovitost lijeCenja.

SadaSnja terapija astme omogucava samo kontrolu simpto-
ma, dok temeljni upalni proces u sluznici bronha perzistira
zbog trajne aktivacije strukturalno i funkcionalno defektnog
epitela donjih diSnih putova. Ovaj mehanizam naziva se
epitelno-mezenhimalna trofi¢ka jedinica (EMTU, engl. epi-
thelial-mezenchymal trophic unit), a opisuje mikrookoli§ u
kojemu je olakSana alergijska senzibilizacija te koji podupire
razliCite tipove upale i stvara predispoziciju u diSnim puto-
vima za ponavljane egzacerbacije, §to vodi kroni¢nim fibro-
ti¢nim promjenama, remodeliranju (41, 42).

IKS, zlatni standard u terapiji astme, temeljni su protuupalni
lijekovi u kontroli simptoma i smanjenju broja astmatskih na-
padaja (43, 44). Medutim osim njihove dokazane ucinkovito-
sti postoje ogranicenja koja umanjuju njihovu ulogu u terapiji
astme. Naime, kao i ostali protuupalni lijekovi u astmi, oni
djeluju samo simptomatski, tj. ni nakon dugotrajne primjene
ne mijenjaju prirodni tijek bolesti jer se vrlo brzo nakon pre-
kidanja terapije simptomi ponovo pojavljuju. Drugi problem
ovog lijeCenja jest slaba suradljivost bolesnika ¢ak i onih s izra-
zZenim simptomima (45). Nadalje, primjena IKS u djecjoj dobi
nosi i rizik od zaostajanja u rastu (46-50). IKS ni u najvis§im do-
zama ne mogu kontrolirati astmu u 5-10% bolesnika s teSkim
stupnjem bolesti (51-53). Sve je viSe istraZivanja koja pokazuju
da astmu treba lijeciti birajudi lijekove prema njezinu feno-
tipu. Postupno se otkrivaju detalji heterogene naravi astme i
prikupljaju dokazi o upalnim fenotipovima, a kod teske astme
tipiziraju se tzv. klasteri koji bi omogudili pronalaZenje lije-
kova za inhibiciju posebnog patofiziolo§8kog procesa (54-56).
Na temelju definiranih podskupina bolesnika bilo bi moguée
birati individualnu terapiju. Medu upalnim fenotipovima naj-
bolje je proucen eozinofilni fenotip koji je prisutan u oko 41%
bolesnika s astmom, a obiljeZje mu je dobar odgovor na IKS.
U skupini neeozinofilnih fenotipova astme identificirane su
tri podskupine: neutrofilni fenotip, mijeSani upalni fenotip i
fenotip s oskudnim granulocitima (engl. paucigranulocytic
phenotype). Posebnim fenotipom moZe se smatrati i refrak-
torna astma. ObiljeZena je upalom u distalnim putovima, u
alveolama, Sto se dokazuje visokim koncentracijama alveolar-
nog NO. Taj tip astme moZe se Kontrolirati samo sistemskim
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kortikosteroidima, a Cesto se nalazi u bolesnika koji su umrli
od fatalne astme (57-63). Fenotip, za koji je patognomonic¢na
intolerancija acetilsalicilne kiseline, jedan je od podtipova
sindroma astme (64, 65). Glavno patofizioloSko obiljeZje as-
tme izazvane uzimanjem acetilsalicilne Kiseline, tj. pojacana
sinteza leukotrijena, posljedica je veceg broja mastocita pozi-
tivnih na enzim LTE4-sintetazu, a otpuStanje leukotrijena nije
praceno njihovom degranulacijom. Intolerancija acetilsalicil-
ne Kkiseline ¢esc¢a je u bolesnika s teZim oblikom astme u Kojih
se ne postiZe dobra kontrola bolesti unatoc¢ trajnoj terapiji vi-
sokim dozama antiastmatskih lijekova.

2.1. IstraZivanje novih terapijskih moguénosti

Sva ograniCenja suvremene terapije astme razlog su istrazi-
vanja novih terapijskih moguénosti kao $to su nove mole-
kule s bronhodilatatornim djelovanjem, novi kortikostero-
idi ili monoklonska protutijela koja specifi¢no zahvacaju u
alergijsku kaskadu.

2.1.1. Novi bronhodilatatori

U fazi razvoja je nekoliko novih bronhodilatatora dugog djelo-
vanja, tzv. ultra-LABA (engl. long acting beta agonists): indaka-
terol, karmoterol, vilanterol i olodaterol. Njihovo je djelovanje
dulje od 24 sata, a primjenjuju se jedanput na dan (66-68).

U fazi razvoja je i nekoliko muskarinskih antagonista dugog
djelovanja, tzv. LAMA (engl. long acting muscarinic antago-
nists) za primjenu jedanput na dan. Unatoc¢ tomu $to nije lako
razviti nove klase bronhodilatatora identificirana je nova kla-
sa iz skupine tzv. agonista gorkih receptora (engl. bitter taste
receptors) TAS2R, a to su Kinin, klorokin i saharin (69-71).

Farmaceutska industrija radi na razvoju tzv. trojnog inhalera
koji sadrzava LABU, LAMU i IKS koji bi koristio bolesnicima s
teSkom astmom (72). Problem kod ovakve fiksne kombinacije
lijeka moZe biti fizikalna interakcija djelatnih tvari koja ometa
depoziciju lijekova u plué¢ima. Nemogucénost prilagodavanja
doze pojedine djelatne molekule takoder moZe stvarati teSkoce.
Oko 30% bolesnika s astmom koji uz standardnu terapiju imaju
poremecaj pluéne funkcije nakon dodatka tiotropija pokazuju
poboljSanje pluéne funkcije. U toj podskupini bolesnika utvr-
den je jedan polimorfizam gena za kodiraju¢i muskarinski re-
ceptor 1-3 (CHRM1-3, engl. coding muscarinic receptors 1-3) te
aleli Argl6Gly i GIn27Glu u genu ADRB2 (engl. adrenoreceptor
beta2). Dokazivanje alela Argl6Gly u ADRB2-genu prediktor je
dobroga klini¢kog odgovora na tiotropij (73).

2.1.2. Novi kortikosteroidi

RazvojnoistraZivacki rad farmaceutskih tvrtki usmjeren je
na pronalaZenje sigurnijih kortikosteroida, tj. onih koji ima-
ju smanjenu oralnu bioraspoloZivost, smanjenu apsorpciju
iz pluca u sistemsku cirkulaciju ili smanjen intenzitet inak-
tivacije u cirkulaciji.

61

Svi danas dostupni IKS apsorbiraju se iz pluéa u sistemsku
cirkulaciju i u viSim dozama mogu dovesti do sistemskih re-
akcija (74-80).

Kratkoro¢na istraZivanja koja su trajala nekoliko mjeseci ili
godina pokazala su signifikantno zaostajanje u rastu djece
tijekom prve godine (81, 82).

Dugoroc¢na istraZzivanja koja su pratila djecu do odrasle dobi
nisu pokazala odstupanja kona¢no dosegnute visine u od-
nosu na nasljednu predispoziciju (visinu roditelja). Medu-
tim rezultati jo§ nedovrSenih studija pokazuju da se i 4,8
godina nakon zavrSetka lijeCenja srednje visokim dozama
IKS biljeZi statisti¢ki znacajno zaostajanje u rastu, pogotovo
medu djecom Zenskog spola (83, 84).

Kortikosteroidi postiZu svoje u¢inke regulirajuci transkrip-
ciju pojedinih gena. Najveci broj njihovih protuupalnih uci-
naka ostvaruje se djelovanjem na represiju transkripcijskih
faktora, $to se naziva transrepresija, dok se njihove nuspo-
jave (endokrinoloski i metabolic¢ki ucinci) ostvaruju drugim
mehanizmom, transaktivacijom (75, 85). Ova €injenica o du-
alnom djelovanju kortikosteroida (tzv. disocirani kortikoste-
roidi) usmjerila je istraZivanja prema pokuSajima odvajanja
protuupalnog mehanizma djelovanja od mehanizma kojim
nastaju neZeljene nuspojave. Znanstvena su istraZivanja
pokazala da je sinteza takvih disociranih kortikosteroida,
koji imaju bolji sigurnosni profil, moguda. Primjerice, anta-
gonist RU486 ima sposobnost transrepresije ve¢u od tran-
saktivacije kao i neki steroidi koji su u topikalnoj primjeni u
astmi (flutikazon propionat i budezonid) (86). I drugi diso-
cirani steroidi kao RU24858 i RU40066 imaju in vivo snazno
transrepresivno djelovanje uz malo transaktivacijsko (87),
Sto pokazuje da ¢e biti mogucde sintetizirati oralne steroide
visokog sigurnosnog profila za lije€enje upalnih bolesti.

U miSjem modelu pokazan je protuupalni uc¢inak supstan-
cije A na glukokortikoidni receptor (GR) Kkoji je transkripcij-
ski faktor za kortikosteroidne lijekove. Supstancija A, kao
disocirani kortikosteroid (ne djeluje na transaktivaciju), ne
inducira MAPK fosfatazu 1, za razliku od deksametazona.
Ova supstancija aktivira GR poti¢uéi samo njegovu transre-
presijsku funkciju kojom inhibira Th2-upalu, suprimirajudéi
translokaciju STAT6 koja je izazvana citokinom IL-4 (88, 89).
Druge molekule sa svojstvima disociranih steroida kao npr.
7K 245186 i BOL-303242-X u fazi su ispitivanja (90, 91).

2.1.3. Inhibitori NF-xkB

Mnogi ucinci kortikosteroida posredovani su preko tran-
skripcijskog faktora NF-kB (92, 93) pa se istrazuju moguéno-
sti njegove inhibicije. Ta inhibicija ne smije biti dugotrajna
jer NF-kB ima vaznu ulogu u imunosnoj obrani, a njegov
manjak ima za posljedicu poveéanu sklonost infekcijama
(93). Inhalacijska primjena medutim ima znatno manju
sposobnost inhibicije pa ée biti znacajno sigurnija. Gliotok-
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sin, prirodni derivat iz Aspergillusa potentan je i specifican
NF-kB-inhibitor. Interleukin 10 takoder ima isti inhibitorni
ucinak, §to je dokazano u lijeCenju Crohnove bolesti rezi-
stentne na kortikosteroidnu terapiju (94). Djelovanje NF-kB
moZe se blokirati i inhibicijom specifi¢nih enzima kao Sto je
ligaza ubikvitina vaZzna za njegovu konjugaciju (95).

2.14. Lijekovi koji djeluju u Th2-fenotipu astme

Medu mnogim fenotipovima astme koji se diferenciraju po-
sljednjih godina jasno se izdvaja Th2-podvrsta. Patofiziolos-
ki proces u tom obliku astme moZe se blokirati eliminacijom
CD4+ limfocita Th2-fenotipa, Sto rezultira inhibicijom aler-
gijske kaskade koja se neprestano obnavlja u respiratornoj
sluznici (96). Lijekovi koji ciljaju pojedina zahvatna mjesta
jesu npr. inhibitori citokina Th2-stanica (interleukina IL-4,
IL-51i IL-13) i antagonisti kemoatraktantne receptorske mo-
lekule na povrSini Th2-stanica (CRTH2, engl. chemoattra-
ctant receptor-homologous molecule expressed on helper T
cells) te mnogi drugi koji se tek istrazuju. Tu veliku skupinu
potencijalnih lijekova za Th2-astmu i mjesto njihova zahva-
ta u aktivaciji i proliferaciji Th2-limfocita sistemati¢no su
slikom prikazali BoSnjak i sur. (slika 1).

2.14.1. Bioloski lijekovi u Th2-astmi
U klinickoj medicini samo je jedan lijek iz skupine bioloSkih
lijekova (monoklonskih protutijela), omalizumab, blokator
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SLIKA 1. STANICNA | MOLEKULARNA
ZAHVATNA MJESTA U IMUNOSNOJ
REAKCII NA KOJIMA JE MOGUCE
POSTICI INHIBICIJU MEMORIJSKIH
TH2-LIMFOCITA U ALERGIJSKOJ
ASTMI. ZAHVATNA MJESTA U
KRUGU S ISPREKIDANOM CRTOM
VEC SU TESTIRANA U KLINICKIM
UVJETIMA, A LIJEKOVI USMJERENI
NA CILJEVE IZVAN TOG KRUGA

JOS SU U PRETKLINICKOJ FAZI
ISPITIVANJA. SLIKA PREUZETA 1Z
CASOPISA RESPIRATORY RESEARCH
2011;12:114 UZ ODOBRENJE AUTORA
(96).

serumskog IgE, odobren za primjenu u bolesnika s teSkom
alergijskom astmom. Analiza viSe studija na oko 3400 bole-
snika pokazala je sigurnost i u¢inkovitost primjene omalizu-
maba u teSkih astmaticara s atopijom, koji imaju simptome
astme unato¢ maksimalnim dozama primijenjene najbolje
konvencionalne terapije (97-100v). Mnoga monoklonska
protutijela u fazi su istraZivanja (tablica 1).

Terapija monoklonskim protutijelima protiv IL-4 i fragmen-
tom topljivog receptora za IL-4 nije imala u¢inka u bolesnika
s astmom, ali je primjena IL-4-mutantnog proteina, koji se
veZe za a-jedinicu receptora za IL-4, dovela do poboljSanja
pluéne funkcije i smanjenja NO u izdahnutom zraku (101).
Zamjenom samo jedne aminokiseline u humanom IL-4 do-
biven je antagonist visokog afiniteta, mutein IL-4/Y124D.
Patentno je zasti¢en (102 i 103).

IL-13 je pleotropni citokin koji u nekih bolesnika s nekon-
troliranom astmom nije inhibiran inhalacijskim steroidima.
11-13 potice epitelne stanice bronha da luce velike koli¢ine
periostina u matriks u bazalnim slojevima gdje djeluje na
fibroblaste pridonoseéi procesima remodeliranja (104, 105).
CAT-354 (tralokinumab)/IMA-638/QAX576 humanizirana
su IgG-monoklonska protutijela koja se veZu za razliCite epi-
tope na IL-13. IMA-638-monoklonsko protutijelo reduciralo
je i rani i kasni astmatski odgovor u provokativnom testu s
alergenom (106, 107). Lebrikizumab je IgG4-humanizirano
monoklonsko protutijelo koje se specificno veZe za IL-13
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TABLICA 1. BIOLOSKI LIJEKOVI U TH2-ASTMI

VRSTA LIJEKOVA

Anti-IgE

omalizumab

MEHANIZAM
DJELOVANJA

monoklonsko protutijelo
protiv I$E; spusta nivo
ISE; down-regulira ISE-
receptore.

MODULACIJA CITOKINA, PERIOSTINA | RECEPTORA

ALTRAKINCEPT

PASKOLIZUMAB

PITRAKINRA
INHALACIJSKI

CAT-354 / IMA- 638/
QAX576
TRALOKINUMAB

LEBRIKIZUMAB

MEPOLIZUMAB

RESLIZUMAB

DAKLIZUMAB

ANTI-IL-9

BLOKATOR

CRTH2

fragment topljivog IL-4-
receptora; neutralizira IL-4

monoklonsko protutijelo
protiv IL-4

IL-4-mutant protein, veze
a-jed. IL-4-receptora i IL-13
monoklonska protutijela
protiv IL-13

Produkcija periostina
inducirana je s IL-13; on

pridonosi remodeliranju u
astmi

monoklonska protutijela

protiv IL-5.

monoklonsko protutijelo
protiv IL-2.
monoklonsko protutijelo

protiv I1L-9 (MEDI 563)

CRTH2 je receptor za PGD2
eksprimiran na povrsini
Th2-limfocita
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KLINICKI UCINCI

Rodrigo i sur.: analiza 8 ispitivanja na 3429 bolesnika:
smanjenje egzacerbacija, doza kortikosteroida i
hospitalizacija, poboljSanje kvalitete Zivota u add-on
terapiji. Bez poboljSanja pluc¢ne funkcije (97).

Adcock i sur.: bez ucinka u velikome klinickom pokusu
faze 3 (99)

Hart i sur.: faza 2 ispitivanja prekinuta zbog
neucinkovitosti (100)

Wenzel i sur.: inhalacije poboljSavaju plu¢nu funkciju i
smanjuju NO (studija faze 2a) (101)

Dimov i sur. (106): dokazana ucinkovitost u fazi 2
klinickih studija

Piper E i sur. (107)

Pobolj$anje plu¢ne funkcije u bolesnika s visokom
razinom periostina. Bez ucinka kod niskog periostina
(108)

Haldar i sur. (109), Nair i sur. (110): manje egzacerbacija
astme, bolja kvaliteta Zivota, manja potreba za
prednizonom kod teske, refraktorne, eozinofilne astme

Leckie i sur. (111), Castro i sur. (112)

Busse i sur. (113): 115 bolesnika ovisnih o IKS tijekom
12 tj. pokusaj sniZzenja doze IKS-a. Bolji FEV1, manje
simptoma i primjene SABE

Smanjuje infiltraciju mastocitima (122)

Reducira kasnu astmatsku reakciju u bronhalnoj
provokaciji alergenom za 25%. Reducira eozinofile u
sputumu (115).

Medicus 2013;22(1):57-67
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i inhibira njegove funkcije. Periostin u serumu posluZio je
kao surogatni marker za aktivnost interleukina 13. Primje-
na lebrikizumaba dovela je do poboljSanja plué¢ne funkcije u
bolesnika s poviSenom razinom periostina u krvi za razliku
od skupine koja je imala niski periostin u krvi (108).

Unatoc ulozi koju ima TNF-a u teSkoj astmi primjena inhi-
bitora TNF-a nije dovela do klini¢kog poboljSanja bolesnika.
Studija anti-TNF-o monoklonskim protutijelom golimuma-
bom prekinuta je zbog brojnih teSkih infekcija i solidnih ne-
oplazmi u usporedbi s bolesnicima koji su dobivali placebo.
Primjena pet intravenskih tretmana mepolizumaba u eozi-
nofilnoj astmi ovisnoj o steroidima omogucdila je sniZavanje
doze prednizona, smanjenje broja egzacerbacija te smanje-
nje broja eozinofila u krvi i sputumu (109-112).

Daklizumab je humanizirano monoklonsko antitijelo kla-
se IgGl1 protiv IL-2-receptora alfa-lanca (CD25) aktiviranih
limfocita. U odraslih s umjerenom i teSkom astmom primi-
jenjivan je daklizumab intravenski svaka 2 tjedna tijekom 12
tjedana. Rezultati su pokazali poboljSanje pluéne funkcije
i uspostavu kontrole astme u bolesnika koji na primjenu
samo IKS-a nisu mogli posti¢i kontrolu (113).

2.1.5. Blokatori metabolickih putova arahidonske kiseline
CRTH2 je receptor prostaglandina D2 (PGD2) na povrSini
Th2-limfocita i eozinofila. Ovaj receptor posreduje pri ke-
motaksiji limfocita i eozinofila koja je izazvana prostaglan-
dinom D. Prostaglandin D2 je glavni prostaglandin ciklook-
sigenaznog puta u mastocitima. PGD2 je potentan alergijski
upalni medijator i zbog toga je ciljna molekula protualer-
gijskih lijekova (114). Singh i suradnici ispitivali su u¢inko-
vitost peroralnog OC000459, antagonista receptora PGD2.
Nakon 16 dana terapije analizirane su rana i kasna alergijska
reakcija u provokativnome bronhalnom testu sa specificnim
alergenom. Intenzitet kasne reakcije bio je za 25,4% manji u

B Zaxiucak

Veliki je uc¢inak farmakogenomike u buducoj terapiji astme.
Gensko testiranje bit ¢e jednostavno dostupno u obliku ku¢-
nih testova i planovi lijeCenja astme bazirat ¢e se na tim nala-
zima. Medutim danas jo$ nedostaju mnoge informacije o ulo-
zi pojedinih gena u alergijskoj reakciji i patofiziologiji astme.
Od lijekova koji ¢e biti na raspolaganju u buducnosti najve-
¢u vjerojatnost primjene u Klinici imaju bioloSki lijekovi koji
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skupini koja je dobivala antagonist PGD2 u usporedbi s kon-
trolnom skupinom. Takoder je jedan dan nakon bronhalne
provokacije bio manji broj eozinofila u sputumu, dok je pad
broja eozinofila u perifernoj krvi zabiljeZzen nakon tjedan
dana. Medutim OC000459 nije inhibirao ranu alergijsku
reakciju (115). Antagonist receptora PGD2, selektivni oralni
lijek, ispituje se i pod nazivom AZD1981 (116).

Inhibitori enzima 5-lipooksigenaze (5-LO) i protein Kkoji ak-
tivira 5-LO (engl. 5 lipooxygenase activating protein - FLAP)
kao Sto je GSK-2190915 (FLAP-inhibitor) djeluju ne samo
na cistenilne leukotrijene ve¢ i sprjecavaju stvaranje LTB4,
§to moZe biti korisno u neutrofilnoj astmi (116). Inhibiraju
i ranu i kasnu astmatsku reakciju u provokativnom testu s
inhalacijskim alergenom. Takoder smanjuju broj eozinofila
i LTB4 u sputumu.

2.1.6. Drugi protuupalni lijekovi

Inhibitori fosfodiesteraze 4 (PDE 4) imaju imunomodula-
torno djelovanje. Za lijeCenje teZe astme potrebne su viSe
doze koje se ne mogu primijeniti zbog izraZenih gastrointe-
stinalnih nuspojava (117, 118). Inhalacijski oblici lijeka mogu
poboljsati ove nedostatke i njihov terapijski indeks (119).
Inhibitori proteinskih kinaza, kao §to je npr. P38 proteinska
kinaza aktivirana mitogenom (MAPK) u fazi su istraZivanja
(120).

U fazi istraZivanja su i monoklonska protutijela protiv IL-9
(MEDI-528) (121).

2.1.7. Plekonaril za egzacerbaciju astme nakon infekcije ri-
novirusima

Plekonaril u nazalnom spreju antiviralni je lijek koji sprje-
Cava virus da se veZe za receptor na ljudskoj stanici. Tako
sprjecava virus da ucijepi svoj genski materijal u stanicu i da
se replicira. Lijek je jo$ u fazi ispitivanja (121).

blokiraju protuupalne citokine, f-agonisti dugog djelovanja,
inhalacijski Kkortikosteroidi te lijekovi koji blokiraju kom-
ponente metaboli¢kog puta arahidonske Kiseline kao $to je
FLAP inhibitor i antagonist receptora CRTH2.

Ipak, najuzbudljiviji rezultati iz podrucja astme oCekuju se
iz studija o prevenciji. Potencijalne preventivne strategije
identificirane su epidemioloskim studijama, ali je rando-
miziranim klini¢kim pokusima potrebno utvrditi jesu li one
ucinkovite.
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