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SAZETAK

Znacaj interleukina-5, interelukina-17, interleukina-33, periostina i frakcije izdahnutog
azot monoksida kao biomarkera u proceni fenotipova u bronhijalnoj astmi

Uvod: Astma je sindrom koji karakteriSu inflamacija disajnih puteva, raznovrsnost i
varijabilnost patofizioloskih mehanizama, klinicke prezentacije i odgovora na terapiju. Sastoji
se od razli¢itih endotipova i fenotipova, u ¢ijoj evaluaciji i identifikaciji znac¢ajnu ulogu
imaju indukovani sputum i biomarkeri.

Ciljevi istrazivanja: Ciljevi ovog istrazivanja su odrediti inflamatorne fenotipove u astmi na
osnovu analize indukovanog sputuma; ispitati povezanost potencijalnih biomarkera (eozinofili,
IgE, periostin, frakcija izdahnutog azot monoksida (FeNO), IL-5, IL-6, IL-17A, IL-33) i
inflamatornih fenotipova odredenih analizom indukovanog sputuma i ispitati povezanost tezine
klinicke slike, tezine 1 stepena kontrole astme sa biomarkerima 1 inflamatornim fenotipovima.

Materijal i metode: Sprovedena je studija preseka koja je obuhvatila 80 ispitanika, starijih od
18 godina, sa dijagnozom bronhijalne astme, koji su leCeni na Klinici za alergologiju i
imunologiju Univerzitetskog klinickog centra Srbije. Kriterijumi za isklju¢ivanje iz istrazivanja
su bili primena sistemskih kortikosteroida, prisustvo respiratorne infekcije 4 nedelje pre
istrazivanja, prisustvo SARS-Cov-2 infekcije 3 meseca pre istrazivanja. Svim pacijentima je u
istom danu uradeno: detaljna evaluacija klinickih karakteristika, evaluacija terapije, fizikalni
pregled, testovi za procenu kontrole astme, kozne prick probe na standardne inhalacione alergene,
FeNO, impulsna oscilometrija, spirometrija, analiza indukovanog sputuma, laboratorijske analize.
Za procenu kontrole astme su koris¢eni test o kontroli astme (engl. Asthma control test-ACT),
upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare-ACQ), GINA (Global Initiative
for Asthma) upitnik o kontroli simptoma. U uzorcima perifrene krvi su analizirani kompletna
krvna slika sa leukocitarnom formulom, standardne biohemijske analize, C reaktivni protein,
IgE, IL-6. Metodom enzimskog imunoeseja (engl. enzyme linked immunoabsorbent test-
ELISA) su odredivani IL-5, IL-17A, IL-33, periostin, IL-8.

Rezultati: Ispitivanjem je obuhvaceno 80 ispitanika sa bronhijalnom astmom, prosecne starosti
43.65+12.72 godina, dominantno Zenskog pola (71.3%), viSe od polovine su bili pusaci (
56.3%) 1 prekomerno uhranjeni ( 58.8%). Prose¢no trajanje astme je bilo 7 godina, najcesce
udruzene bolesti su bile alergijski rhinitis (79%), alergije na lekove (27%) 1 nealergijski rinitis
(19%), a u porodi¢noj anamnezi najzastupljenije bolesti su bili alergijski rinitis ( 48.8%) 1
bronhijalna astma (38.8%). BiloSku terapiju je primalo 17 pacijenata, omalizumab 10
pacijenata (58.8%), a benralizumab 7 pacijenata (41.2%). Nekontrolisana astma procenjena
GINA upitnikom o kontroli simptoma, ACT i ACQ jeutvrdena kod 41%, 36% 1 47% ispitanika.
Prema ACQ, broj leukocita i limfocita u krvi je bio znacajno visi kod lose kontrolisanih
pacijenata u poredenju sa dobro kontrolisanim (p=0.009 i p=0.004). Pacijenti sa loSom
kontrolom bolesti su imali najvisi broj limfocita u krvi shodno ACT (p=0.050). Kod 45%



ispitanka je detektovana poviSena rezistencija malih disajnih puteva. Distribucija fenotipova
indukovanim sputumom je pokazala da je 25 ispitanika (31%) imalo eozinofilnu astmu (EA),
24 (30%) meSovitu granulocitnu astmu (MGA), 19 (24%) paucigranulocitnu astmu (PGA) 1 12
(15%) neutrofilnu astmu (NA). Inflamatorni fenotipovi bronhijalne astme su se znacajno
razlikovali prema MEF75, koji je bio najvisi u MGA (p=0.042). Inflamatorni fenotipovi se nisu
razlikovali prema biomarkerima (IgE, FeNO, periostin, IL-5, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-33) ni
prema stepenu kontrole bolesti. Cetiri inflamatorna fenotipa su se znagajno razlikovala prema
broju eozinofila (p=0.002). Broj eozinofila je bio najvisi u EA, znacajno visi nego u NA
(p=0.001), MGA (p=0.002) i PGA (p=0.042). Vrednosti eozinofila u krvi od 2240/uL, sa 64%
senzitivnosti 1 72.7% specificnosti su identifikovali EA (area under ROC curve=74.3%,
p=0.001). Karakteristike koje su bile nezavisno povezane sa eozinofilnim inflamatornim
fenotipom su bile dim kao okida¢ pogorSanja (p=0.010), nize vrednosti MEF25 (p=0.019) 1 visi
CRP (p=0.043). IL-8 je bio nezavisno povezan sa NA (p=0.025), a vis§i MEF50 sa MGA
(p=0.023). Broj eozinofila je bio znac¢ajno ve¢i u EA odnosu na NA, MGA 1 PGA (p=0.012,
p=0.028, p=0.049) kod ispitanika bez bioloske terapije, a znacajno vece vrednosti IL-17A su
utvrdene u EA u odnosu na NA 1 PGA kod ove grupe ispitanika (p=0.016; p=0.002).
Ustanovljena je znacajna razlika u IL-5 kod pacijenata sa EA na bioloskoj i EA bez bioloske
terapije (p=0.043), IL-5 je bio veci kod pacijenata na bioloskoj terapiji. Koncentracije IL-5, IL-
6 1 IL-8 su bile vece kod pacijenta sa MGA na bioloskoj terapiji (p=0.012, p=0.032, p=0.03),
a broj leukocita i neutrofila je bio ve¢i u MGA bez bioloske terapije (p=0.049, p=0.019).

Zakljucci: Najucestaliji inflamatorni fenotipovi u bronhijalnoj astmi su eozinofilni i mesSoviti
granulocitni. Eozinofili u serumu su potencijalni biomarker EA, kod ispitanika sa i bez bioloske
terapije. IL-17A je potencijalni biomarker EA bez bioloske terapije, a IL-5 potencijalni
biomarker kod EA na bioloskoj terapiji. Pacijenti sa MGA fenotipom na bioloskoj terapiji imaju
povisene vrednosti IL-5, IL-6, IL-8, a sa MGA fenotipom bez bioloske terapije imaju veci broj
leukocita 1 neutrofila. Ova saznanja mogu doprineti razvoju personalizovanog pristupa
pacijentima sa bronhijalnom astmom, a sa ciljem S§to ranijeg identifikovanja inflamatornih
fenotipova metodom indukovanog sputuma, utvrdivanja klinickih karakteristika i biomarkera,
a u svrhu odabira adekvatnog terapijskog pristupa.
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SUMMARY

Significance of interleukin-5, interleukin-17, interleukin-33, periostin and fractional
exhaled nitric oxide in a bronchial asthma phenotype evaluation

Introduction: Asthma is a syndrome that is characterized by airway inflammation, diversity,
and variability in pathophysiological mechanisms, clinical presentation, and therapy response.
Asthma incorporates different endotypes and phenotypes, where induced sputum and
biomarkers have an important part in its determination and evaluation.

Aims: The aim of this study was to determine the frequency of different inflammatory
phenotypes based on induced sputum analysis, to evaluate the connection between
inflammatory phenotypes and biomarkers (eosinophils, IgE, fractional exhaled nitric oxide
(FeNO), serum periostin, IL-5, IL-6, IL- 17A, IL-33) and to evaluate the association between
asthma control and biomarkers in different asthma phenotypes.

Materials and methods: This was a cross-sectional study that included 80 asthma patients,
>18 years of age, who were examined at the Clinic for Allergy and Immunology, University
Clinical Centre of Serbia. The exclusion criteria were the use of systemic corticosteroid
therapy, a history of respiratory tract infections in the past 4 weeks, and a documented COVID-
19 infection less than 12 weeks before the study. All participants underwent a detailed
evaluation of clinical characteristics, personal and family history, triggers of exacerbations,
medical asthma history, physical examination, asthma control assessment, skin prick test,
FeNO measurement, impulse oscillometry, blood tests, spirometry, induced sputum analysis on
the same day, followed in this order. Asthma control was assessed by the Asthma control test
(ACT); Asthma Control Questionnaire (ACQ) and GINA (Global Initiative for Asthma) asthma
symptom control assessment. The complete blood count, routine blood test, total serum IgE,
C-reactive protein (CRP), IL-6 were collected. Serum levels of IL-5, IL-17A, IL -33, IL-8 and
periostin were measured using ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Results: We investigated 80 asthma patients with an average age 0f43.65+12.72 years, mostly
female (71.3%), more than half were smokers (56.3%) and overweight (58.8%). The median
asthma duration was 7 years, the most common comorbidities were allergic rhinitis (79%),
drug allergy (27%) and non allergic rhintis (19%), with a family history of allergic rhinitis (
48.8%) and asthma (38.8%) being the most common. Biological therapy was administered in
17 patients: omalizumab in 10 (58.8%), and benralizumab in 7 (41.2%).Uncontrolled asthma
was recorded in 41%, 36% and 47% based on GINA asthma symptom control, ACT i ACQ,
respectively. Number of blood leucocytes and lymphocytes was significantly higher in
uncontrolled asthma based on ACQ, compared to well-controlled (p=0.009 and p=0.004,
respectively). According to ACT, uncontrolled patients had the highest lymphocytes(p=0.050).
Airway resistance was detected in 45% patients. Based on induced sputum, the distribution of
asthma inflammatory phenotypes were: 25 (31%) patients had eosinophilic asthma (EA), 24
(30%) had mixed granulocytic asthma (MGA), 19 (24%) paucigranulocytic asthma (PGA) and
12 (15%) patients had neutrophilic asthma (NA). There was a significant difference in mean
expiratory flow at 75% of vital capacity (MEF75) between four inflammatory asthma



phenotypes, the highest in MGA (p=0.042). There were no differences in biomarkers (IgE,
FeNO, periostin, 1L-5, IL-6, IL-8, IL-17A, 1L-33) and asthma control between different
phenotypes. There was a significant difference in the number of blood eosinophils between
four inflammatory asthma phenotypes (p=0.002). The number of eosinophils was significantly
higher in EA than in NA (p=0.001), MGA (p=0.002), and PGA (p=0.042).The “cut-oft” value
of eosinophils >240/ul, with 64% sensitivity and 72.7% specificity (Area under the ROC
curve= 74.3% p=0.001) can identify EA. Characteristics that were independently associated
with EA were smoke as an exarcebation trigger ( p=0.010), lower MEF25 (p=0.019), and higher
CRP (p=0.043). A higher level of IL-8 was independently associated with NA (p=0.025), and
higher MEF50 was independently associated with MGA (p=0.023). Number of eosinophils was
significantly higher in EA than in NA, MGA, and PGA phenotypes in asthma patients without
biologics (p=0.012, p=0.028, and p=0.049, respectively), while IL-17 was significantly higher
in EA than in NA and PGA (p=0.016 and p=0.002, respectively).There was a significant
difference in IL-5 between EA biologic and EA non-bilogic group (p=0.043), IL-5 was higher
in those on biological medications. IL-5, I[L-6 and IL-8 were higher in MGA biologic group
(p=0.012, p=0.032, p=0.03, respectively), while leucocytes and neutrophils were higher in
MGA non-biologic group (p=0.049, p=0.019, respectively).

Conclusions: EA and MGA are the most prevalent asthma phenotypes. Blood eosinophils are
potential EA biomarker, both in patients with and without biologics. IL-17A is a potential EA
biomarker in asthma patients without biologics, and IL-5 is a potential biomarker in EA patients
with biologics. MGA patients on biologics have higher serum IL-5, IL-6, and IL-8, while higher
neutrophils and leucocytes are associated with MGA patients without biological therapy. These
findings can contribute to the development of a personalized approach to asthma patients, with
the aim of early inflammatory phenotype recognition based on induced sputum analysis,
clinical and biomarkers identifications and adequate treatment approach.

Keywords: asthma, inflammatory phenotypes, induced sputum, biomarkers
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1. UVOD

1.1. Definicija astme

Astma je hroni¢na inflamatorna bolest koja se karakteriSe simptomima kao $to su kratak dah,
sviranje u grudima, osecaj nedostatka vazduha, kasalj, a patofizioloske odlike su inflamacija,
bronhijalna hiperreaktivnost, reverzibilna opstrukcija i remodelovanje. Epidemioloski podaci
ukazuju da od astme boluje preko 300 miliona ljudi u svetu (1). Pacijenti sa astmom imaju
varijabilne karakteristike: astma se moze javiti u razli¢itim Zivotnim dobima (rano detinjstvo,
mlade ili starije doba), karakteriSe je raznovrsna klinicka prezentacija (blaga astma, teska
astma, astma teSka za leCenje....), sa razli¢itim odgovorima na terapiju i nepredvidivim
egzarcebacijama. Promenljivost u razli¢itim aspektima astme su posledica mnogobrojnih
uticaja: genetike, epigenetike, molekularnih mehanizama, psiholoskih faktora, hrane,
mikrobioma, infekcija i faktora okoline, kao Sto su alergeni, zagadenje. U dijagnozu astme se
ubraja viSe grupa pacijenta sa razli¢itim patofizioloSkim mehanizmima i klinickom
prezentacijom. Zato se danas astma definiSe kao sindrom koji se sastoji od vise razlicitih
endotipova i fenotipova.

1.2. Podela astme

U proslosti, astma se definisala kao jedan entitet koji su Cinile dve razli¢ite forme: alergijska
(ekstrinzicka) i nealergijska (intrinzicka) (2). Medutim, kasnija istrazivanja su pokazala da ova
podela nije na adekvatan nacin opisala svu heterogenost i kompleksnost bronhijalne astme.
Prema definiciji Globalne inicijative za astmu (engl. Global Initiative for Asthma-GINA),
astma se definiSe kao heterogena bolest koju uglavnom odlikuje hroni¢na inflamacija disajnih
puteva (3). Ova definicija sadrzi kljuéne osobine astme: heterogenost i inflamaciju. Posto je
inflamacija uvek prisutna, onda je potrebno na¢i nacine kako se ona moze “izmeriti”, a
heterogenost u razli¢itim aspektima treba prvo odvojiti, a zatim 1 grupisati. Grupisanje
heterogenosti 1 inflamacije sa ciljem da se napravi podela astme predstavlja izazov. Zato danas
ne postoji opSte prihvacena i jedinstvena podela astme, ve¢ se astma deli u fenotipove 1
endotipove. Nakon §to se postavi dijagnoza astme, cilj je da se za svakog pacijenta pojedinacno
utvrdi fenotip i endotip bolesti na osnovu kojih se odreduje terapijski pristup (4). Ovakav
koncept predstavlja implementaciju personalizovane medicine u svakodnevnom radu, Sto nije
nimalo jednostavan zadatak u astmi, jer iako klinicka slika kod dva pacijenta sa astmom moze
da bude sli¢na, ispod klinicke prezentacije se mogu kriti potpuno razli¢iti patofizioloski
procesi.

1.3. Fenotipovi astme

1.3.1. Definicija fenotipa

Fenotip se definiSe kao “uocljive strukturne i funkcionalne karakteristike organizma
determinisane genotipom 1 modulisane faktorima njegovog okruZenja" (5). Koren reci
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"fenotip" se nalazi u starogrékim re¢ima eaivo, $to znaci "pojaviti se ili pokazati" i Tomog, Sto
znaci "oznaka ili tip". Fenotip je opservirana karakteristika bolesti 1 odnosi se na klinicke,
funkcionalne, vizualizovane i bioloske osobine. To je skup karakteristika organizma koji je
rezultat interreakcije genotipa i okoline.

Opisani su razliciti pristupi u definisanju fenotipova u astmi. Fenotipizacija se moze zasnivati
na analizi klinickih parametara, trigera pogorSanja, tipu inflamacije, vremenu postavljanja
dijagnoze, prisustvu komorbiditeta (6). Sa druge strane, fenotipizacija ukljucuje inkorporaciju
klini¢kih fenotipova i molekularnih (inflamatornih) fenotipova, a sa ciljem da se identifikuje
patofizioloski mehanizam koji je u osnovi fenotipa, odnosno da se definiSe endotip bolesti (
Slika 1) (7).

Klinicki fenotin

Preklapanje klinickih,
naslednih osobina

Molekularni fenotip

Patobioloski i genstski procesi, idealno na
molekularnom nivou

Efiksanost ciljane terapije molekularnih fenotipova
potrduje njihov znadaj

Slika 1. Tranzicija od fenotipa ka endotipu, preuzeto i adaptirano prema referenci 7

Kako fenotipovi u astmi zavise od uticaja genetike i faktora okoline, onda je moguce da se oni
tokom vremena menjaju i preklapaju, jer se menjaju i uticaji faktora okoline tokom Zivota (8).
Fenotipovi zavise od genetskih i epigenetskih faktora, urodenog i steCenog imunskog
odgovora, mikrobiote i infekcija, metabolickih faktora, epitelnih barijera, psihosocijalnih
Cinilaca, anatomskih faktora, ekspozoma, remodelovanja (9). Posto odredivanje fenotipova
zavisi od povezanosti i interreakcije viSe faktora, ne postoje opste prihvaéene preporuke kako
tac¢no utvrditi fenotipove astme. Fenotipove mozemo posmatrati kao inflamatorne, klinic¢ke i
fenotipove koji obuhvataju obe ove komponente. Za definisanje inflamatornih fenotipova
potrebno je poznavanje mehanizama inflamacije u astmi, a za klinicke fenotipove je potrebno
ukljuciti, analizirati 1 povezati veliki broj klini¢kih parametara.

1.4. Inflamacija u astmi

Inflamacija disajnih puteva je kljucna karakteristika astme. Za astmu se dugo smatralo da je
tipicna Th2 posredovana bolest, koju odlikuje povezanost sa atopijom i alergijama, reakcije
prema prvom tipu preosetljivosti i eozinofilna upala disajnih puteva. Patofizioloski Th2
posredovani procesi dovode do inflamacije, bronhijalne hiperreaktivnost, opstrukcije i
remodelovanja (10). Medutim, danas se zna da je inflamacija znatno kompleksnija, da ulogu u
patofizioloskim procesima pored steCenog imunskog odgovora, ima i urodeni imunski odgovor
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1 epitelne Celije. Astma je posledica slozenih intrreakcija izmedu strukturnih ¢elija organizma
1 imunskih €elija, koje nastaju usled izloZenosti faktorima okoline u razli¢itim periodima Zivota
(11). Da bi se definisali fenotipovi koji korelisu sa inflamacijom disajnih puteva kao klju¢nom
karakteristikom, potrebno je prvo shvatiti sloZene patofizioloske mehanizme astme.

1.4.1. SteCeni imunski odgovor u patogenezi inflamacije astme

Istorijski, astma se posmatrala kao deo steCenog imunskog odgovora sa poznatim konceptom
alergijske astme. Antigen prezentujuce Celije (engl. antigen presenting cells-APC), kao §to su
dendritske ¢elije (DC), nakon kontakta sa alergenima spoljasnje sredine iniciraju sazrevanje T
naivnih limfocita u Th2 ¢elije koje sekretuju citokine IL-4, IL-5, IL-13. U daljem toku, pod
dejstvom IL-4 i IL-13 aktiviraju se B limfociti koji se profiliSu u plazma celije, dolazi do
promene izotipa teskog IgM lanca 1 produkcije specifi¢nih IgE antitela. Spefi¢na IgE se vezuju
za povrsSinu mastocita 1 bazofila preko visokoafinitetnih receptora za IgE (FceRI), kao 1 za
povrSinu monocita, eozinofila, DC, Lagerhansovih ¢elija 1 trombocita preko niskoafinitetnih
FceRII receptora (CD23). Kada dode do ponovnog kontakta za alergenom, unakrsno se
povezuju dve susedne alfa subjedinice Fab fragmenata FceRI, dolazi do aktivacije mastocita 1
bazofila. Oslobada se wveliki broj medijatora: vazoaktivni amini (histamin, proteaza,
proteoglikani), hemokini (CXC-hemokinski ligand-8, CXCL10, CCL2, CCL4, CCLS),
leukotrijeni, prostaglandini, tromboksan, faktor aktivacije trombocita, neuropeptidi (supstanca
P i neurokin A), dovode¢i do pojave simptoma. U daljem toku, dolazi do influksa IL-4, IL-5,
IL-13,1L-9, koji su zaduzeni da se odrzava proces inflamacije. IL-4 je klju¢ni citokin, indukuje
ekspresiju adhezivnih molekula: intracelijskog adhezivnog molekula 1 (engl. Intercellular
Adhesion Molecule-ICAM-1) i vaskularnog ¢elijskog adhezivnog molekula 1 (engl. Vascular
cell adhesion molecule 1- VCAM-1), koji dovode do hemotakse eozinofila, bazofila, monocita
i T limfocita na mesto alergijske inflamacije (12). IL-5 i IL-13 imaju ulogu u eozinofilnoj
inflamaciji, stvaranju mukusa i remodelovanju (13). IL-9, produkt Th9 limfocita, ima uloga u
bronhijalnoj hiperrraktivosti i sekreciji mukusa (14).

Eozinofili su vrlo bitne celije u patogenezi astme. Glavni citokin za njihovu aktivaciju,
sazrevanje i kretanje iz kostne srzi prema tkivma jeste IL-5, koga proizvode Th2 celije.
Aktivirani eozinofili ostvaruju svoje efekte preko citotoksicnih proteina i lipidnih medijatora:
glavnog baznog proteina (engl. major binding protein (MBP), eozinofilne peroksidaze (EPO),
eozinofilnog katjonskog proteina (ECP),neurotoksina poreklom iz eozinofila ( engl.eosinophil -
derived neurotoxin-EDN), cisteinil leukotrijena, akutnih proinflamatornih citokina (tumor
nekroze alpha-TNFa, IL-1b, IL-6, IL-8), hemokina. Sekrecijom ovih supstanci, eozinofili
dovode do stalne upalne reakcije 1 oSte¢enja u pluc¢ima (15). Preko stvaranja cisteinil
leukotrijena i tranformiSuceg faktora rasta beta (engl. transforming growth factor TGF-f),
eozinofili imaju ulogu u remodelovanju (16). Novija istrazivanja ukazuju da eozinofili mogu
da stvore eozinofilne ekstracelijske zamke, a da je njihovo stvaranje vezano za galektin 10 koji
stvara Sarko-Lajden kristale koji su prisutni u mukusu pacijenta sa astmom (engl. Charcot-
Leyden crystals-CLCs) (17, 18). Moguce je se da CLC zajedno sa ekstracelijskim zamkama
dovode do promene strukture mukusa, koji je kao takav znatno tezi za iskasljavanje, i da mogu
inicirati Th2 ¢elijski odgovor (18). Pored Th2 celija, pokazano je i da CD4+ rezidualne
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memorijske ¢elije igraju ulogu u eozinofilnoj inflamaciji. Ove ¢elije, koje se nalaze u tkivima,
se aktiviraju vrlo brzo nakon reekspozicije alergenu i proizvode viSe Th2 citokina nego
cirkuliSu¢i Th2 limfociti, ali nije poznat tacan nacin aktivacije ovih memorijskih ¢elija (11).

1.4.2. Urodeni imunski odgovor u patogenezi inflamacije astme

Otkri¢e da urodene limfoidne Celije tipa 2 (engl. innate lymphoid cell-ILC2) proizvode klasi¢ne
Th2 citokine je dovelo da pomeranja paradigme da u patogenezi astme ulogu ima iskljucivo
steceni imunski odgovor. Urodene limfoidne ¢elije nemaju markere za antigen specifi¢ne T i
B receptore niti za mijeloidne Celije, pa kao takve pripadaju antigen negativnim limfocitima
(19). To su uglavnom tkivne ¢elije i Cine ih tri subseta: ILC-1, ILC-2, ILC-3, koje na neki
nacin imaju svoje paralele u ¢elijama steCenog imunskog odgovora.Tako su ILC-1 sli¢ne Thl
limfocitima, ILC-2 sli¢éne Th2 limfocitima, a ILC-3 slicne Th17 limfocitima (20). ILC-2 su
tkivne Celije koje produkuju citokine 1L-4, IL-15, IL-13 1 sadrZe transkripcioni faktor GATA-
3 (21,22). Ove Celije se aktiviraju signalima koje vode poreklo od “alarmina”: IL-33, IL-25 1
timusnog stromalnog limfopoetina (engl. thymic stromal lympohopoetin-TSLP) (23,24).
Alarmine stvaraju epitelne ¢elije u kontaktu sa alergenima 1 nakon povrede epitela 1 produkuju
citokine koje aktiviraju ILC-2 (25).

IL-33 je proinflamatorni citokin koji pripada familiji IL-1 citokina, a vezuje se za heteromeri¢ni
receptor koji se sastoji od ST2 (engl. suppression of tumorigenicity, supresor tumorogeneze) i
koreceptora: pomoc¢ni receptorski protein za IL-1 (IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP),
koji preko MyD88 and IL-1 receptor asocirane kinase (engl. IL-1R—associated kinase -IR AK)
aktivira signalne puteve aktivacije ovog citokina (26). Mastociti, ILC-2, Th2 limfociti
eksprimiraju ST receptor, tako da IL-33 vezivanjem za ove receptore aktivira kljucne Celije u
astmi (24).

IL-25 pripada familiji IL-17 citokina, a vezuje se za receptore IL-17RB i IL-17RA, pa se preko
adapterskog proteina Akt1 aktiviraju njegovi signalni aktivacioni putevi (27). Celije za koje se
vezuje IL-25 su T limfociti, ILC-2, NK ¢elije, fibroblasti, epitelne, endotelne mezenhimske
¢elije, a glavni izvori IL-25 su mastociti, bazofili, eozinofili, alveolarni makrofagi, epitelne
plu¢ima, kao 1 u povecanoj kontraktilnosti glatke muskulature (28, 29). TSLP pripada IL-2
familiji citokina, a vezuje za svoj receptor koji je eksprimiran na endotelnim 1 epitelnim celija,
T limfocitima, B limfocitima, NK ¢elijama, monocitima, eozinofilima, bazofilima, ILC-2 (30).
Pokazano je da TSLP promovisSe Th2 diferencijaciju 1 pove¢anu ekspresiju Th2 citokina (31-
33).

Sumirajuéi imunoloske mehanizme u astmi, Lambrecht i Hamad su dali shematski prikaz uloge
urodenog imunskog odgovora u astmi (slika 2) (11). Alergeni i razliciti trigeri preko aktivacije
receptora slicnih Toll-u (engl. toll-like receptors-TLR) i proteaza aktiviranih receptora (engl.
protease activated receptors- PAR) aktiviraju alarmine IL-33, TSLP, IL-25, faktor stimulacije
granulocita-makrofaga (engl. colony-stimulating factor granulocyte-macrophage-CFGM),
hemokine, eotoksine, koji imaju razlicite efektorske uloge u astmi. IL-33, IL-25, TSLP
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aktiviraju ILC-2 koje sekretuju 1L-4, IL-5, IL-13 1 dolazi do eozinofilne inflamacije putem
razli¢itih efektorskih mehanizama ovih citokina.
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Slika 2. Uloga urodenog imunskog sistema u patogenezi astme, preuzeto i adaptirano prema referenci
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1.4.3. T2 inflamacija

Promena shvatanja da je astma vise od Th2 posredovane bolesti, jer i ¢elije urodene imunosti,
ILC-2, stvaraju tipicne Th2 citokine, je dovela do toga da se inflamacija u astmi danas moze
podeliti na Tip 2 (T2) i non Tip2 (non T2). Tip 2 inflamacija u literature se moZe na¢i i pod
nazivima Th2, Th2 “high”, a danas se uglavnom sre¢e pod imenom T2 inflamacija. T2
inflamaciju odlikuje aktivacija Th2 ¢elija i ILC-2, koji preko razli¢itih mehanizama dovode do
eozinofilne upale u disajnim putevima. Ove ¢elije produkuje iste citokine IL-4, IL-5, IL-13 i
aktiviraju se preko transkripcionog faktora GATA3 1 CRTH2 (engl. chemoattractant receptor-
homologous molecule). Sumirano, nakon kontakta sa alergenom, Th2 memorijski limfociti se
restimuliSu preko DC, aktiviraju 1 sekretuju IL-4, IL-5, IL-13, a sa druge strane ILC-2 sekretuju
ove iste citokine, nakon direktne aktivacije alarminima:IL-33, IL-25 1 TSLP. Klju¢ni aktivator
eozinofilne maturacije 1 aktivacije jeste IL-5. Aktivacija eozinofila se odvija vezivanjem IL-5
za IL-5Ra, stvara se kompleks IL-5Ro/B, preko signalnih puteva JAK2, STATI1, STAT3,
STATS. Rezultat aktivacije je degranulacija eozinofila i oslobadanje toksi¢nih granula kao sto
su EPO, EDN koji dovode do inflamacije i oSte¢enja disajnih puteva. Eozinofili eksprimiraju
IL-5Ra. IL-13 dovodi do bronhijalne reaktivnosti, metaplazije peharastih ¢eija i eozinofilne
inflamacije, a IL-4 dovodi do produkcije IgE antitela 1 preko ICAM-1 1 VCAM-1 promovise
ekstravazaciju eozinofila (Slika 3, prema referenci 11). T2 inflamacija je prisutna u razli¢itim
fenotipovima astme, u alergijskoj i nealergijskoj astmi, pa astma moze biti alergijska
eozinofilna i nealergijska eozinofilna.
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1.4.4. Non T2 inflamacija

Klini¢ka zapazanja da inhalaciona kortikosteroidna terapija, kao osnova terapije za astmu, ne
dovodi uvek do klinickog efekta kod svih pacijenta je dovela do razmiSljanja da osim T2
inflamacije postoje i1 pacijenti koji nemaju dominantnu eozinofilnu inflamaciju u disajnim
putevima. Ovaj tip inflamacije je neeozinofilni, a u literaturi se moze naci pod nazivima non
Th2, Th2 “low”, neeozinofilna astma, a danas se najcesc¢e definiSe kao non T2 inflamacija.

Vise istraZivanja je ukazalo na postojanje drugih mehanizama osim T2 inflamacije. Dve studije
Woodruffa i saradnika su pokazale da postoje dva razli¢ita molekularna inflamatorna
mehanizma u astmi (34, 35). Utvrdeno je da su tri bronhijalna epitelna gena: periostin
(POSTN), regulator hloridnih kanala 1 (engl. chloride channel regulator 1-CLCAL1) i inhibitor
serpin peptaze (engl. serpin peptidase inhibitor, clade B, member 2 -SERPINB2) eksprimovani
kod pacijenta sa astmom, da se in vitro mogu direktno stimulisati citokinom IL-13 i da kao
takvi mogu biti markeri Th2 inflamacije (34). Medutim, u drugoj studiji, analiziraju¢i 42
pacijenta sa astmom, pokazano je da ovi IL-13 povezani geni su prisutni kod 22 pacijenta,
odnosno kod polovine, a da ih kod polovine nema (35). Autori su zakljucili da postoje 2 tipa
inflamacije: Th2 “high” 1 Th2 “low”.

Za razliku od T2 inflamacije koja je dosta prouavana, nisu dobro poznati svi non T2
mehanizmi. Predpostavlja se da se epitel disajnih puteva i alveolarni makrofagi aktiviraju pod
uticajem razlicitih faktora okoline, kao §to su mikrobi, puSenje ili zagadenje. Nakon aktivacije
epitelnih ¢elija 1 alveolarnih makrofaga, dolazi do stvaranja proinflamatornih citokina (IL-6,
IL-1b, IL-8) koji dovode do hemoatrakcije neutrofila, a pod uticajem Thl i Th17 dolazi do
dalje neutrofilne aktivacije. Ostecenje epitelnih ¢elija 1 mukusa nastaju usled produkata
oslobodenih iz neutrofila: neutrofilnih elastaza, mijeloperoksidaze i1 reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (11).



Potencijalni patofizoloSki mehanizmi koji se vezuju za non T2 inflamaciju su: inflamacija u
disajnim putevima sa neutrofilijom posredovanom IL-17 1 interferonima; sistemska inflamacija
udruzena sa IL-6, gojaznoSéu 1 metabolickim poremecajima, kao 1 paucigranulocitni
neinflamatorni mehanizmi (36). Od svih navedenih mehanizama, najvise je proucavana uloga
IL-17A. Ovaj citokin pripada IL-17 familiji i proizvode ga Th17,NK ¢elije, CD8 + T limfociti,
ILC-3. Predpostavljeni patoloski efekat IL-17A u astmi jeste pojacana regulacija faktora
stimulacije kolonija 3 i hemokinskih liganada, koji dovode do neutrofilije u disajnim putevima,
zatim uloga u bronhijalnoj hiperreaktivnost i rezistenciji na kortikosteroide (37-39). Medutim,
primena brodalumaba, humanizovanog monoklonskog anti IL-17 R antitela, kod pacijenata sa
umernom do teSkom nekontrolisanom astmom, nije dovela do klinickih efekata (40).

Na povrsini epitelnih ¢elija, DC, granulocita, T limfocita se nalaze receptori prepoznavanja
obrazaca (engl. pattern recognition receptors-PRR) koji prepoznaju molekulske obrasce
oStecenja (engl. danger associated molecular patterns-D AMP) i molekulske obrasce patogena
(engl. pathogen associated molecular patterns-PAMS), pokretaju¢i kaskadu reakcija
stimulacije preko receptora sli¢nim NOD-u (engl. NOD -like receptors -NLRP). Poznato je da
NLRP-3, stimuliSe pojacanu produkciju inflamatornog citokina IL-1p, a da kompleks NLPR-
3, adapter i kapsaza-1 Cine inflazom, koji je bitan u odbrani domacina od infekcija, ali ima
ulogu i u razli¢itim bolestima, kao Sto ateroskleroza, reumatoidni artritis. IL-1p ima ulogu u
diferencijaciji Th17 limfocita 1 stvaranju IL-17A. Pokazano je da su IL-1B, NLRP-3, kaspaza
1, poviSeni kod pacijenta koji imaju tesku astmu (41). Ova saznanja ukazuju na ulogu ¢elija
modelima astme je uoceno da neutrofili iz plu¢a koji eksprimiraju hemokinski receptor
CXCR4 i koji stvaraju ekstracelijske zamke, mogu da budu okidac i za T2 inflamaciju (42).
Stoga, jasna podela na eozinofilnu i neutrofilnu inflamaciju se ne moze uvek prihvatiti, jer
dolazi do preklapanja patofizioloSkih mehanizama koji se striktno vezuju za jedan tip
inflamacije.

Uloga Thl imunskog odgovora u astmi je ranije shvatana kao protektivna za razvoj astme,
imajuci u vidu Th1/Th2 paradigmu, prema kojoj se razvijaju ili patoloski (Th2) ili protektivni
(Th1) odgovor u susretu sa alergenima. Medutim, istrazivanja ukazuju da i Th1 odgovor moze
biti patoloski u astmi. Thl imunski odgovor, sa sekrecijom glavnog citokina, interferon gama
(IFN-y), je kljucan u borbi sa intracelijskim mikrobima, koji direktnom aktivacijom preko IL-
12 sekretujuc¢ih DC dovode do Thl diferencijacije. Istrazivanje pacijenta sa teSkom astmom,
kao i na misijem modelu teske astme je ukazalo na ulogu IFN-y, odnosno da su vec¢e vrednosti
IFN-y, a nize vrednosti sekretornog inhibitora lekocitarne proteaze (engl. secretory leukocyte
protease inhibitor-SLPI) povezane sa bronhijalnom hiperreaktivnoséu (43). SLPI stvaraju
epitelne Celije, a pokazano je da ova proteaza inhibira bronhijalnu hiperreaktivnost preko
inhibicije triptaza koje aktiviraju PAR-2 (44). Autori ove studije na miSijem i humanom
modelu su zakljucili da pojacan Thl odgovor, a smanjena SLPI ekspresija mogu imati znacajnu
ulogu u teskoj astmi. Pokazano je da su kod pacijenta sa teSkom astmom poviSeni nivoi [IFN -y
povezani sa ve¢om genskom ekspresijom CXCL10, koji je kljuéni hemoatraktant za kretanje



Thl ¢elija na mesto infekcije (44). Ove poviSene vrednosti IFN-y mogu biti odgovorne za
stalno prisutnu Thl inflamaciju kod kortikosteroidno zavisne teSke astme, a kortikosteroidi kod
ovih pacijenta ne dovode do supresije inflamacije, jer ne suprimiraju signalne puteve aktivacije
IFN-y (45).

Analizirajuéi 1 sumirajuc¢i saznanja o non T2 inflamaciji, grcki autori su predloZili nekoliko
mogucih patofizoloskih scenarija (46). Razliiti nealergijski stimulusi (puSenje, virusne
infekcije, zagadivaci) dovode do Thl/Thl17 imunskog odgovora u disajnim putevima.
Aktivacija IL-17, ali i ILC-3, uzrokuje sintezu i sekreciju citokina IL-8 i CXCL sa posledi¢nom
neutrofilnom inflamacijom disajnih puteva, hiperreaktivnosti 1 remodelovanja.
Neinflamatorni (paucigranulocitni) mehanizmi su slabo proucavani. Ova non T2 inflamacija
se odlikuje manjim brojem eozinofila 1 neutrofila. Mogu¢i patofizioloSki mehanizmi su
disfunkcija glatkih miSiénih ¢elija 1 neurogeni mehanizmi (36).

Heterogenost 1 plasti¢nost Th limfocita, posebno u in vivo uslovima, ukazuje na intrreakcije 1
povezanost Thl, Th2, Th17 odgovora u astmi 1 dovodi u pitanje dominaciju iskljucivo jednog
imunoloSkog mehanizma. U odnosu na aktuelni citokinski milje i u odnosu na vremenski okvir
koji se posmatra, ovi subsetovi Th limfocita mogu imati medusobne reakcije u procesima koji
dovode do inflamacije, mogu se preklapati, menjati dominantnu ulogu, uticati jedni na druge,
Sto svakako otezava potpuno razumevanje patogenetskih mehanizama u astmi (47). Zbog ovih
slozenih imunoloskih procesa, tesko je ustanoviti koliko tacno ima fenotipova u astmi, ta¢no
th definisati 1 povezati fenotip sa klinickom slikom. Ray i saradnici su ukazali na ovu
kompleksnost i povezanost T2 i non T2 inflamacije (Slika 4) (48).
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1.5. Inflamatorni fenotipovi astme

Poznavanje razli¢itih patofizioloskih mehanizma inflamacije u astmi je bitno za definisanje
inflamatornih fenotipova. Dve vrlo bitne studije 90-ih godina proslog veka, koje su analizirale
endobronhijalne bioptate pacijenata sa astmom, su upravo demonstrirale da postoji viSe
inflamatornih fenotipova. Prva studija iz 1996. godine je ukazala da 1 alergijska i nealergijska
astma imaju povecanu ekspresiju mRNA (engl. messenger RNA) koja kodira IL-4 i IL-5,
kljucne citokine alergijske astme, kao i pove¢ane imunoreaktivne IL-411L-5 ¢elije, Sto navodi
na zakljuak da su i kod pacijenata sa nealergijskom astmom prisutni “tipi¢ni” alergijski
mehanizmi (49). Druga znacajna studija iz 1999. godine Sally Wenzel i saradnika je otkrila da
postoje dva razliita inflamatorna podtipa kod pacijenta sa teSkom kortikosteroidno zavisnom
astmom (50). U ovoj studiji, imunohistohemijska analiza 34 bronhijalna bioptata je utvrdila
eozinofilni (20 pacijenata) i neeozinofilni fenotip (14 pacijenata). Eozinofilna grupa je imala
vecu incidencu zivotno ugrozavajucih dogadaja koji su zahtevali mehanicku ventilaciju, a nije
bilo razlike u upotrebi kortikosteroida, duzini trajanja astme, i u FEV1 izmedu ova 2 fenotipa.
To je bila jedna od prvih studija koja je ukazala na eozinofini i neeozinofilni inflamatorni
fenotip 1 povezala ih sa odredenim klini¢kim karakteristikama, odnosno istakla koncept
fenotipova i1 endotipova u astmi.

Inflamacija u astmi se moze “meriti” na razli¢ite nacine. Najpristupacniji i najvise koris¢eni
dijagnostic¢ki parametri, spirometrija i vr$ni ekspirijumski protok (PEF) ne pruzaju podatke o
inflamaciji. Ona se odreduje analizom ¢elijskog supstrata u disajnim putevima, a u tu svrhu se
mogu koristiti analize endobronhijalnog bioptata, bronhoalveolarnog lavata (BAL),
indukovanog sputuma. Poredenje Celijskih elemenata ove tri razliite metode je pokazalo da
postoje razlike: u indukovanom sputumu ima vise neutrofila, u BAL-u makrofaga i limfocita,
a u bioptatu pluca vise limfocita, medutim, imajuci u vidu da je broj eozinofila slican u sve tri
metode, doslo se do zakljucka da je indukovani sputum neinvazivni metod za utvrdivanje
pluéne eozinofilije (51). Analiza bronhoalveolarnog bioptata i BAL su jako korisne metode, ali
vrlo zahtevne i nemaju klinicku primenu u svakodnevnom radu. Metoda indukovanog sputuma
je danas metoda izbora za utvrdivanje inflamatornih fenotipova astme.

1.5.1. Inflamatorni fenotipovi astme analizom indukovanog sputuma

Indukovani sputum se primenjuje od 90-ih godina proslog veka u analizi inflamacije u astmi 1
kao metod za utvrdivanje Ceijskih elementa je validiran i1 reproducibilan (52,53). Postoje
razli¢iti nacini kolekcije indukovanog sputuma, a princip je da se udisanjem hipertonog
rastvora sputum indukuje, zatim se pristupa analizi ¢elijskih elemenata, koga Cine eozinofili,
neutrofili, limfociti, makrofagi, a u odnosu prema ukupnom broju neskvamoznih ¢elja. Takode,
u astmi ova metoda se moze koristiti i za merenje 1 analizu i citokina, medijatora aktiviranih
eozinofila, produkata azot oksida (54). Metoda je standardizovana i detaljno objaSnjena u
smernicama Evropskog respiratornog udruzenja (engl. European Respiratory Society- ERS)
(55, 56).



IstraZivanja govore da postoje razlike u ¢elijskim elementima kod zdravih 1 obolelih od astme
1 da pacijenti sa astmom imaju povecan broj eozinofila u odnosu na zdrave kontrole (54). Prva
studija koja je definisala 4 inflamatorna fenotipa na osnovu analize indukovanog sputuma je
bila studija Simsona 1 saradnika (57). Na osnovu vrednosti eozinofila i neutrofila koristeci 95.
precentil zdravih kontrola kao grani¢nu vrednost, 93 pacijenata sa astmom su podeljeni u 4
inflamatorna fenotipa: eozinofilni, neutrofilni, meSoviti granulocitni i paucigranolocitni.
Pacijenti sa >61% neutrofila su imali neutrofilni fenotip, oni sa >1.01% eozinofilni, meSoviti
granulocitni fenotip su imali pacijenti sa >61% neutrofila i >1.01% eozinofila, a
paucigranulocitni fenotip je karakterisan sa procentom eozinofila i neutrofila ispod ovih
vrednosti. Prema ovim definisanim vrednostima za fenotipove, od 93 ispitanika, 38 pacijenta
je imalo eozinofilni fenotip, 29 paucigranulocitni, 19 neutrofilni 1 7 meSoviti granulocitni.

Medutim, u istrazivanjima se koriste razliite grani¢ne vrednosti za definiciju inflamatornih
fenotipova 1 ne postoje tacno definisane i univerzalno prihvacdene vrednosti eozinofila i
neutrofila na osnovu kojih se definiSu fenotipovi. Vrednosti eozinofila se kre¢u 2 do 4% za
definisanje eozinofilnog fenotipa, a za neutrofilni, vrednosti neutrofila u sputumu se kre¢u od
40-76% (46). Razmatrajuci reproducibilnost razli¢itih vrednosti eozinofila u sputumu, pocev
od 1%, pokazano je da “cut- off” vrednosti od 3% eozinofila u odnosu na 2% bolje koreliSu za
definisanje eozinofilnog fenotipa, odnosno za razlikovanje eozinofilnog 1 neozinofilnog
fenotipa (58). Ovo je potvrdeno i u analizi Gibsona, prema kome je >3% eozinofila u sputumu
grani¢na vrednost za razlikovanje eozinofilne od neecozinofilne astme za svakog individualnog
pacijenta, a eozinofilni fenotip se karakteriSe dobrim odgovorom na kortikosteroidnu terapiju
(Tabela 1) ( 59). Iako analiza indukovanog sputuma pruza znacajne informacije za svakog
pacijenta, GINA vodici je ne savetuju u rutinskom radu (2).

Tabela 1. Grani¢ne vrednosti za definisanje fenotipova, adaptirano prema referenci 57

Inflamatorni fenotip Grani¢ne vrednosti u sputumu
Neutrofilna astma Neutrofili>61%

Eozinofilna astma Eozinofili>3%

Mesovita granulocitna astma Neutrofili>61%, Eozinofili>3%
Paucigranulocitna astma Neutrofili<61%, Eozinofili<3%

1.5.2. Stabilnost i klinicki znacaj inflamatornih fenotipova

Fenotipovi u astmi su pod uticajem razlicitih faktora okoline i mogu se menjati tokom vremena
(8,9). Stabilnost fenotipova zasnovanih na analizi indukovanog sputuma je bitna informacija,
jer na osnovu nje se moze odrediti terapijski pristup, narocito kod pacijenta sa teSkom astmom.
U studiji koja je po prvi put definisala 4 inflamatorna fenotipa pokazana je stabilnost ne-
eozinofilnog fenotipa tokom perioda od 5 godina (58). Stabilnost eozinofilnog fenotipa je
takode bila prisutna nakon 5 godina kod pacijenta sa astmom teskoj za leCenje i bila je povezana
sa astmom kasnijeg pocetka, sinusitisom, stalnom opstrukcijom i eozinofilijom u serumu (60).
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Medutim, nestabilnost fenotipova tokom vremenskog perioda, definisanih analizom
indukovanog sputuma, je proucavano u istrazivanju koje se prakti¢no sastojalo od dva klinicka
dela (61). U prvoj klinickoj studiji, koja je je analizirala sputume pacijenata nakon 4 nedelje
bez inhalacionih kortikosteroida (IKS) i nakon 6 nedelja sa placebom, je pokazano da samo
jedan pacijent od 8 sa inicijalnim neeozinofilnim fenotipom je zadrZao ovaj isti fenotip tokom
prac¢enja. Drugi deo studije je analizirao 26 pacijental2 nedelja nakon placebo terapije. Svi
pacijenti su promenili inicijalni fenotip. Autori su utvrdili da su fenotipovi u astmi nestabilni,
da je nestabilnost posledica efekata kortikosteroidne terapije i da je upitno postojanje
neeozinofilnog fenotipa. Zakljuuju da je neeozinofilni fenotip deo Sirokog spektra
eozinofilnog fenotipa i da, u stvari predstavlja dobro leCeni eozinofilni fenotip. Imajuéi u vidu
da IKS mogu uticati na eozinofile u sputumu, dovodi se u pitanje postojanje drugih
fenotiopova. Prema Gibsonu, oko 30% pacijenata sa neutrofilnim fenotipom su oni pacijenti
koji imaju u stvari eozinofilni fenotip 1 leceni su IKS, a ostali pacijenti imaju “pravi“ neutrofilni
fenotip (59).

Znacaj analize indukovanog sputuma u klini¢koj praksi je pokazan pre viSe od 20 godina (62).
Vaznost odredivanja indukovanog sputuma se ogleda u tome da moze da utvrdi adekvatnost
potrebe za IKS, da se selektuju pacijenti koji nisu prikladni za kortikosteroidnu terapiju,
odnosno da ova analiza treba da bude jedan od glavnih faktora na osnovu kojih se donose
odluke o terapijskom pristupu (59). Studija Greena i saradnika je pokazala smanjenje
egzarcebacija u grupi pacijenata sa umernom do teSkom astmom koji su leceni shodno nalazima
sputuma, u odnosu na grupu koji su le¢eni prema smernicama Britanskog torakalnog udruzenja
(engl. British Thoracic Society-BTS) (63). Odluke o terapiji u grupi pacijenta sa indukovanim
sputumom su se odnosile na smanjenje antinflamatorne terapije: ako su vrednosti eozinofila u
sputumu bile <1%, terapija nije menjana, a intenzivirana je ako su eozinofili bili >3%. Nakon
godinu dana pracenja, kod pacijenata koji su leceni shodno nalazima eozinofila u sputumu je
pokazano smanjenje eozinofila u sputumu za 63% u odnosu na drugu grupu koja je leCena
prema BTS vodi¢ima. Takode, zabelezeno je i manje ezgarcebacija u grupi leCenoj prema
analizi indukovanog sputuma. I analiza 3 studije sa ukupno 221 pacijenata je pokazala
smanjenje ezgarcebacija ukoliko se za terapijske odluke koristi analiza indukovanog sputuma
u odnosu na klini¢ke simptome (64).

Klini¢ki znacaj metode indukovanog sputuma je prisutan 1 u drugim aspektima. Rezultati
pracenja 197 pacijenta sa 4 razlicita inflamatorna fenotipa (neutrofilni kod 33%, eozinofilni
kod 23%, meSoviti granulocitni kod 22% 1 paucigranulocitni kod 24% pacijenata) tokom
godinu dana su ukazali da pacijenti sa eozinofinim i meSovitim granulocitnim fenotipom imaju
viSe opstrukcija 1 egzarcebacija, loSiju kontrolu bolesti 1 disfunkciju malih disajnih puteva u
odnosu na paucigranulocitni fenotip (65). Utvrdeno je da je stalno prisutan nalaz eozinofilije u
sputumu nezavistan prediktor loSijeg FEV1 i parametara disfunkcije malih disajnih puteva.
Ukazano je da eozinofilija u sputumu, zajedno sa frakcijom izdahnutog azot monokida (engl.
fractional exhaled nitric oxide-FeNO), mogu biti prediktori poboljsanja pluéne funkcije kod
pacijenata koji uzimaju kortikosteroidnu terapiju, odnosno da pacijenti sa eozinofilnom
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inflamacijom pokazuju dobar terapijski odgovor na oralne kortikosteroide (66). Eozinofili u
sputumu mogu da budu dobar pokazatel] odgovara na IKS/LABA (engl. inhalation
corticosteroid/long acting beta 2 agonist) terapiju, posto je zapazeno da se vrednosti eozinofila
kod pacijenata sa umernom do teSkom astmom smanjuju nakon godinu dana i koreliSu sa
boljom kontrolom bolesti (67). U ovom istrazivanju 65 pacijenata sa astmom, na koraku 2 ili 3
prema GINI, su leceni su salmoterolom/ flutikazonom (50 ug/250 pg) jednom ili 2 puta dnevno
1 praceni tokom godinu dana. Nakon godinu dana je pokazano zna¢ajno smanjenje eozinofila u
sputumu u odnosu na pocetne vrednosti, kao i smanjenje FeNO, a ovi parametri su korelisali
sa boljom kontrolom bolesti. I pored toga $to je etablirana uloga i znac¢aj indukovanog sputuma
kao metode procene inflamacije u plu¢ima, neki autori dovode u pitanje znacaj ove metode,
odnosno iskazuju sumnju u povezanost indukovanog sputuma sa klinickim, funkcionalnim
parametrima i sa bronhijlanom hiperreaktivnoscu (68).

1.6. Klini¢ki fenotipovi u astmi

Prva podela na klinicke fenotipove je bila na ekstrinzicku (alergijsku) i neektrinzicku (
nealergijsku astmu) (2). Alergijsku astmu se karakterisali raniji pocCetak bolesti, udruzenost sa
alergijskim bolestima, atopijom i porodi¢cnom anamnezom alergijskih bolest. Nealergijsku
astmu je odlikovalo starije Zivotno doba, bez podataka o alergijskim bolestima u li¢noj i
porodi¢noj anamnezi, uz uredan nivo IgE i1 negativne koZzne prick testove na standardne
inhalacione alergene. Sametrova trijada je dobro poznati klinicki fenotip, pacijenti imaju
astmu, nazalnu polipozu i preosetljivost na acetilsalicilnu kiselinu (69). Analizirajuci
fenotipove u astmi, Sally Wenzel je 2012. godine definisala 5 razli¢itih klini¢kih fenotipova:
alergijska astma ranog pocetka, eozinofilna astma kasnog pocetka, astma izazvana vezbanjem,
astma povezana sa gojazanoscu i neutrofilna astma (70). GINA navodi postojanje 5 klinickih
alergijskih bolesti, dobrim odgovorom na IKS i eozinofilnom inflamacijom u sputumu);
nealergijska astma (eozinofilna i neutrofilna inflamacija u sputumu, slabiji odgovor na IKS);
astma kasnijeg pocetka (uglavnom prisutna kod zena, bez alergija, poCinje kasnije u Zivotu,
relativno refraktarna na IKS); astma sa perzistentnom fiksnom limitacijom disajnih puteva;
astma udruZena sa gojaznoscu (3).

Povezanost klinickih karakteristika sa patofizioloskim procesima, odnosno sa T2 i nonT2
inflamacijom jeste kljucni cilj kada se odreduju fenotipovi, jer se na taj nacin uzimaju u obzir,
sveobuhvatno, mnoge karakteristike pacijenta sa astmom. Definisana su 2 klinicka fenotipa:
T2 inon T2 astma (48). Karakteristike T2 astme su eozinofilija u sputumu i serumu, povisen
FeNO, povezanost sa atopijom/IgE, dobar odgovor na kortikosteroide, bronhodilatatorna
reverzbilnost, sklonost ka egzarcebacijama 1 povecana produkcija mukusa (48). S obzirom na
to da razli¢iti patofizioloski procesi uticu na ekspresiju klinickih parametra, postoje bar 4
klinicka T2 fenotipa: blaga alergijska astma ranog pocetka sa dobrim odgovorom na
kortikosteroide; umereno teska do teSka alergijska astma ranog pocetka sa umerenim
odgovorom na kortikosteroide; umerena do teska eozinofilna astma kasnog pocetka sa slabijim
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odgovorom na kortikosteroide sa ili bez nosne polipoze; i kompleksna, teSka astma sa
dominantnim Tipl odgovorom (slika 5) (48).
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Slika 5. Klinicki fenotipovi T2 astme, preuzeto i adaptirano prema referenci 48

Karakteristike T2 “low” astme su nepostojanje T2 biomarkera, neutrofilija, disfunkcije u
metabolickom sistemu, potreba za ve¢im dozama kortikosteroida (36, 48). Klinicki fenotipovi
su teSki za definisanje jer nisu sasvim poznati svi patofizioloski procesi ove inflamacije, a
postoje i veca preklapanja izmedu fenotipova. Definisani su sledeci klinicki fenotipovi T2 ”
low” astme: stabilna blaga astma sa intermitentnom opstrukcijom; astma gojaznih sa kasnim
pocetkom, minimalnom opstrukcijom i reverzibilnos¢u; astma ranog pocetka i dugog trajanja
sa visokom dozama kortikosteroida, umernom opstrukcijom i slabim odgovorom na
bronhodilatatore; astma kasnog pocetka, kod pusaca sa poveéanim stvaranjem sputuma i
umernom opstrukcijom (slika 6) (48).
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1.6.1. Klaster analize

Fenotipovi se mogu definisati i analizom klastera koji uzimaju u obzir razliite varijable u
statistickim modelima, a u cilju grupisanja pacijenata sa specificnim klinickim
karakteristikama. Prva studija koja je definisala fenotipove u astmi na osnovu klaster analize
je bila Haldara i saradnika (71). U istrazivanju su analizirane razli¢ite varijable u tri kohorte:
pacijenti sa blagom i umernom astmom; pacijenti sa refraktornom astmom i pacijenti sa
refraktornom astmom koja je terapijski modifikovana shodno eozinofilnoj inflamaciji u
sputumu. Varijable su bile: godine postavljenja dijagnoze, pol, atopija, indeks telesne mase
(engl. body mass index- BMI), varijabilnost u merenju PEF, broj eozinofila u indukovanom
sputumu i simptomi. Identifikovana su tri klastera u grupi pacijenta sa blagom do umerenom
astmom: atopijska astma ranog pocetka sa eozinofilijom; neeozinofilna astma povezana sa
gojaznoséu i1 Zenskim polom, i astma blagog toka bez eozinofilije. U okviru kohorte sa
refraktornom astmom, definisana su 4 klastera: prva dva sli¢na kao u kohorti blage astme,
atopijska astma ranog pocetka sa eozinofilijom i1 neeozinofilna astma gojaznih zena. Klaster 3
je simptomatska astma ranog pocetka bez eozinofilije, dok klaster 4 Cini eozinofilna astma
kasnog pocetka. Dakle, u razliitim stepenima tezine bolesti su bila prisutna dva ista klastera:
atopijska astma ranog pocetka sa eozinofilima i neeozinofilna astma gojaznih zena. Ovi klasteri
su validirani u trec¢oj kohorti, gde su utvrdena tri klastera astme: klaster gojaznih Zena,
predominantni inflamatorni klaster i klaster ranog pocetka sa izraZzenim simptomima.

U kohorti koja je analizirala 34 varijable kod vise od 700 pacijenta sa teSkom astmom u
istrazivanja teske astme (engl. severe asthma research program- SARP), utvrdena su 5 razlicita
klinicka fenotipa: atopijska astma ranog pocetka sa normalnom pluénom funkcijom; atopijska
astma ranog pocetka sa ofuvanom plu¢nom funkcijom, ali ve¢om potrebom za lekovima;
neatopijska astma kasnog pocetka kod gojaznih starijih Zena i 2 fenotipa teske opstrukcije sa
razlikama u pluénoj funkciji i pocetku bolesti (72).U narednoj studiji, koja je bila na neki
nacin nastavak predhodne, ukljuceno je 387 pacijenta sa astmom kao i zdrave kontrole, a
pored varijabli iz prednodne studije, dodate su i1 inflamatorne varijable iz BAL-a, krvi i FeNO
(73). Analizom 112 varijabli je definisano 6 razli¢itih klastera: klaster 1 (zdrave kontrole);
klaster 2 (alergijska astma ranog pocetka, umerene tezine sa eozinofilima u BAL-u); klaster 3
(teSka alergijska astma bez puno simptoma, sa normalnim FEV1, normalnim FeNO,
predominantno kod Zena hispanoamerickog porekla); klaster 4 (teska astma ranog pocetka,
kod Zenskog pola, sa Cestim simptomima 1 posetama lekaru); klaster 5 (teSka astma kasnog
pocetka, udruzena sa sinusitisom i nazalnom polipozom) i klaster 6 (teSka astma ranog pocetka,
sa najloSijom plué¢nom funkcijom, ¢estim pogorSanjima, najve¢im FeNO i eozinofilijom u
BAL-u). Kao klju¢ne varijable za definisanje klastera autori navode: godine postavljanja
dijagnoze, kvalitet zivota, simptome, primenu lekova, nazalne polipe, alergiju, disajnu
funkciju, inflamatorne parametre 1 posete lekaru. Ukoliko se uporeduju klasteri ove dve studije,
uocljivo je preklapanje klastera, ali 1 postojanje potpuno novog klastera teSke astme kasnog
pocetka udruzene sa sinusitisom i nosnom polipozom.
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Velika analiza 266 pacijenta sa astmom, i validacijom kod 152 pacijenta, ukljucujuci i pusace,
sprovedena u 11 zemalja, nazvana U-BIOPRED (engl. Unbiased Biomarkers in Prediction of
Respiratory Disease Outcome) je ukljucila 8 klini¢kih varijabli, a zatim je poredila klastere
analizom podataka indukovanog sputuma (74). Varijable koje su analizirane su bile: godine
pocetka simptoma, podaci o pusenju, BMI, FEV1, FEV1/FVC, prosecan skor upitnika za
kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare-ACQ), anamnesticki podaci o
egzarcebacijama u predhodnoj godini i dnevne doze oralnog prednizolona ili ekvivalenta. Ove
varijable su dostupne u svakodnevnom klinickom radu. Identifikovana su 4 klastera: 1. klaster
(dobro kontrolisana umerena do teSka astma); 2. klaster (teska astma kasnijeg pocetka sa
istorijom pusenja i hroni¢nom opstrukcijom); 3. klaster (teSka astma kasnijeg pocetka sa
hroni¢cnom opstrukcijom, ali bez puSenja); 4. klaster (predominantno gojazne Zene sa
nekotrolisanom teSkom astmom, Cestim pogorSanjima i normalnom plu¢nom funkcijom).
Nakon analize indukovanog sputuma pokazano je da 2., 3., 1 4. klaster imaju vecu eozinofiliju
u sputumu nego 1 .klaster, ali da nema razlike u neutrofilima u sputumu, FeNO 1 IgE.

Studija Yana i saradnika je merila ekspresiju gena u sputumu i u krvi kod 100 pacijenta sa
astmom i utvrdila 3 klastera: klaster 1 (pacijenti sa anamnezom zivotno ugrozavaju¢ih napada
astme, visokim FeNO, eozinofilijom u sputumu, nizim prebronhodilatatornim FEV1, sa
najve¢im nivoom genske ekspresije IL-4, IL-5, IL-13); klaster 2 (najveci broj hospitalizacija,
heterogen) i klaster 3 (normalna plu¢na funkcija, nizak FeNO, nize doze IKS), bez znacajnije
ekspresije Th2 gena u klasterima 2 i 3 (75). Kaur i Chupp su sumirali rezultate SARP, U-
BIOPRED, Haldarove i Yanove studije, kao i studije koja je prva definisala inflamatorne
fenotipove, a uzeli su u obzir da se radi o razli¢itim populacijama i razli¢itim metodama
klasteringa, sa razli¢itim brojem ispitanika i parametrima koji su koriS¢eni (76). Autori su
pokusali da na osnovu navedenih klaster studija sumiraju karakteristike, pa su definisali 4
fenotipa: blaga alergijska astma ranog pocetka, srednje teska do teska alergijska astma ranog
pocetka, nealergijska eozinofilna astma kasnog pocetka i nealergijska neeozinofilna astma
kasnog pocetka (76).

1.7. Biomarkeri inflamatornih fenotipova

Inflamacija disajnih puteva je kljuc¢na odlika astme, a odredivanje tipa inflamacije je bitno da
bi utvrdili fenotip pacijenata, na osnovu ¢ega mozZemo doneti i odluke o nacinu lecenja.
Najbolji nac¢in utvrdivanje inflamatornih fenotipova u astmi je metoda indukovanog sputuma.
Medutim, ona se ne primenjuje rutinski u svakodnevnom radu jer zahteva vreme,
visokokvalifikovano osoblje, pa se uglavnom sprovodi u visokospecijalizovanim centrima koji
se bave leCenjem astme ili se se koristi u svrhu naucno istrazivackog rada. Zato je odredivanje
biomarkera koji koreliSu sa inflamatornim fenotipovima dobijenim indukovanim sputumom
znacajno, pre svega u klinickoj praksi. Biomarker je objektivno meren i evaluiran pokazatel]
bioloskih i patoloskih procesa, kao i farmakoloSkog odgovora na terapijsku intervenciju (78).
Biomarkeri imaju ulogu u dijagnostici, u stejdzingu i klasifikaciji rasprostranjenosti bolesti,
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vazni su indikatori prognoze bolesti 1 imaju ulogu u predvidanju i monitoringu klinickog
odgovora na intervenciju. Dakle, idealan biomarker je specifi¢an, senzitivan, reproducibilan i
koreliSe sa aktivnos$¢u i prognozom bolesti (78). Istrazivanja na polju biomarkera u astmi su
poslednjih godina jako aktuelna. Idealan biomarker u astmi treba da odrazava patofizioloski
proces ili procese, da bude lako dostupan, da koreliSe sa aktivnosc¢u bolesti i da na osnovu njega
mozemo da odredujemo terapijski pristup. Postoje dijagnosticki, terapijski, prediktivni
biomarkeri, koji su dostupni iz razli¢itih bioloskih suptrata, iz krvi, sputuma, izdahnutog
vazduha, urina, BAL-a, pljuvacke, urina, bioptata pluca (slika 7) (79). Imajuéi u vidu dobro
definisanu podelu na T2 i non T2 inflamaciju, biomarkere mozemo svrstati u jednu od ovih
grupa.

Exhaled air

Sputum
= FeNO

Inflammatory phenotypes
= Eosinophils/neutrophils

BAL and biopsy

Remodeling Saliva
Eosinophilia « Genetics:
+ Susceptibility genes
* Pharmacogenetics
Peripheral blood Urine
Periostin * Leukotriene Metabolites:
uLTE4

= Genetics (also see: saliva)

- Clinical value established
I Clinical value disputed
Research level

Slika 7. Biomarkeri prema klinickom znacaju i mestu uzorkovanja, preuzeto i adaptirano prema
referenci 79

1.7.1. Biomarkeri T2 inflamacije

Glavni citokini T2 inflamacije su IL-4, IL-5, IL-13, koje stvaraju Th2 celjje, preko IgE
posredovane aktivacije mastocita 1 bazofila i1 posledi¢ne sekrecije mnogobrojnih medijatora,
kao 1 ILC-2 Celije, koje se aktiviraju u odgovoru na povredu epitela disajnih puteva, uz
sekreciju IL-25,IL-33, TLSP. Glavne odlike T2 fenotipa su eozinofilna inflamacija koja moze
da bude alergijska i nealergijska, dobar odgovor na kortikosteroidnu i bioloSku terapiju (48,
80). Najveci broj istrazivanja biomarkera T2 inflamacije se odnosi na eozinofile i FeNO, koji
su oznaceni kao najbitniji pokazatelji ovog tipa inflamacije.
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1.7.1.1. Eozinofili

Veliki broj istrazivanja govori da eozinofili imaju bitnu ulogu u inflamaciji i remodelovanju u
astmi 1 da je eozinofilna inflamacija prisutna kod polovine pacijenata sa astmom (80, 81).
Eozinofillnu inflamaciju mozemo utvrditi analizom indukovanog sputuma. Medutim, ne
postoje preoporucene, tacno definisane vrednosti koje ukazuju da se radi o eozinofilnom
fenotipu, a u vedini istrazivanja i studija se koriste vrednosti preko 2 i 3% ( 58, 59). Posto su
serumski eozinofili lako dostupni u klinickoj praksi, veliki broj istrazivanja se bavio
korelacijom izmedu eozinofila u serumu i sputumu. Rezultati velikog broja studija ukazuju na
jasnu povezanost izmedu eozinofila u serumu i sputumu (82-86). Medutim, u istrazivanjima su
utvrdene razli¢ite grani¢ne vrednosti tj. razliciti broj eozinofila u sputumu koji korelise sa
eozinofilnim fenotipom dobijenim analizom indukovanog sputuma. U velikoj kohorti sa preko
500 pacijenata, pokazano je da vrednost od 220/puL eozinofila u serumu koreliSe sa
eozinofilnim fenotipom koji je definisan kao 23 % eozinofila u sputumu, da je senzitivnost
ove vrednosti bila 77%, a specifi¢nost 70% (85). U drugim istrazivanjima su vrednosti 270/uL.
1 300/uL serumskih eozinofila oznacene kao korelati eozinofilije u sputumu (84, 86).

Osim znacaja serumskih eozinofila kao biomarkera inflamacije disajnih puteva, istrazivana je
njihova uloga 1 u drugim poljima astme. Pokazano je da je eozinofilija u serumu bitna za
predikciju odgovora na kortikosteroidnu terapiju (66, 67, 87). Utvrdeno je da pacijenti koji
imaju preko 400/ul eozinofila imaju znacajno viSe pogorsanja astme i losiju kontrolu bolesti,
kada se uporede sa pacijentima koji imaju manji broj eozinofila od ove vrednosti (88). Sa
druge strane, kod pacijenata sa teSkom atsmom nije pokazano da su egzarcebacije astme
povezane sa eozinofilijjom u serumu i sputumu (89).U eri bioloSke terapiji u astmi, broj
eozinofila u serumu se koristi kao marker koji odreduje tip bioloske terapije, ali se broj
eozinofila moze koristiti i kao prediktor odgovora na biolosku terapiju. Ovo je mozda i
najznacajniji aspekt eozinofila u serumu kao biomarkera, s obzirom na to da je lako
pristupacan. Razli¢ite vrednosti eozinofila selektuju pacijente sa teSkom astmom kao bioloskoj
terapiji. Prema GINA smernicama, "cut off" vrednosti >150 i >300/ul pacijente sa teSkom
astmom selektuju za terapiju anti IL-5/anti IL-5R antitelima, a vrednosti >150 i <300/ul
usmeravaju pacijente prema anti-IL4 R o antitelima (3). Preporuke ATS/ERS (engl. American
Respiratory Society/ European Respiratory Society) definiSu "cut off" >150 pL za pocetnu anti
IL-5 terapiju kod pacijenata koji imaju tesku astmu 1 pogorSanja astme (90). Terapija anti-IL-
4/13 se preporucuje pacijentima sa teSkom eozinofilnom astmom i teSkom kortikosteroidnom
zavisnom astmom, nevezano za broj eozinofila (90). Ove preporuke naglasavaju da nije
dovoljno jednom odrediti broj eozinofila, jer je to varijabilan parametar koji zavisi od primene
kortikosteroidne terapije, ali i da je upitno povezivanje eozinofila sa odgovorom na terapiju.
Nije sasvim jasno da li su vrednosti eozinofila tokom pogorsanja bolesti bolji pokazatelji
odgovora na terapiju od vrednosti tokom remisije (90). Varijabilnost eozinofila tokom
petogodisnje primene biloske terapije je pokazana u retrospektivnoj analizi kod polovine od
241 pacijenta sa teSkom astmom (91). U ovoj studiji je analizirano koliko pacijenata
kontinuirano zadrzava, odnosno ima iste vrednosti eozinofila tokom 5 godina. Analizirane su
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vrednosti eozinofila 150/uL, 300/uL, 400/pL 1 500/uL. Pokazano je da 33.9% pacijenta ima
kontinuirano vrednosti eozinofila od 150/uL, a 22% pacijenta ima 300/uL. Samo 5.1 % ima
stalno vrednosti preko 500/pL, a viSe od polovine, u nekom trenutku prac¢enja ima preko
500/uL eozinofila. Analiza velikog broja studija je pokazala da razliCite vrednosti serumskih
eozinofila korelisu sa razli¢itim vrednostima eozinofila u serumu (92).

1.7.1.2. Frakcija izdahnutog azot monoksida

Azot monoksid nastaje kao produkt katalizacije L-arginina u L-citrulin preko enzima azotne
sintetaze. Postoje tri izoforme azotne sineteze, koje nastaju u odgovoru na inflamaciju i
sekreciju IFN-y, interferon 1-B i TNF-a. IL-13, reguliSe i pojacava ekspresiju epitelnih ¢elija
koje stvaraju azotnu sintetazu. Pokazano je da je nivo azot monoksida u izdahnutom vazduhu
1 azotne sintetaze u epitelu disajnih puteva poviSen kod pacijenta sa astmom (93). Imajuci u
vidu da se FeNO stvara u odgovoru na inflamaciju u disajnim putevima, veliki broj istraZzivanja
se bavio ulogom FeNO kao biomarkera u razli¢itim aspektima astme. Vodi¢i ATS ukazuju da
FeNO>50ppb (engl. parts per billion, delova na milijardu) govore u prilog eozinofilne
inflamacije i dobrog odgovora na kortikosteroidnu terapiju, da FeNO 25-50 ppb se interpretira
u klini¢kom kontekstu, a da vrednosti ispod 25ppb ne ukazuju na eozinofilnu inflamaciju (94).
U istrazivanju koje je ukljucilo vise od 500 pacijenta sa astmom utvrdena je povezanost FeNO
sa >3% eozinofila u sputumu (95). Pokazano je da je FeNO nezavistan faktor povezan sa
eozinofilnom inflamacijom koja je definisana kao vise od 3% eozinofila u sputumu (85). Isti
rezultati su pokazani u populaciji od 869 asmaticara, gde je FeNO kao pojedni¢an marker bio
dobar prediktor >3% eozinofila u sputumu (96). Povezanost FeNO sa eozinofilnim fenotipom
je uocena i kod drugih autora (83). Medutim, znacaj FeNO kao biomarkera u fenotipizaciji
inflamacije nije pokazan meta analizom (97). I drugi autori se odnose upitno prema znacaju
FeNO kao pojedni¢nog biomarkera u astmi (8,98). Ovi razli¢iti pogledi na ulogu i znacaj FeNO
mogu se objasniti velikim brojem faktora koji mogu da uti¢u na FeNO, a to su: godine, atopija,
pusenje, metabolicki faktori. Prema GINI, iako je FeNO marker T2 inflamacije, ne preporucuje
se u rutinskom radu za postavljanje dijagnoze astme, jer se poviSene vrednosti sre¢u u
alergijskom rinitisu, eczemima, eozinofilnom bronhitisu, virusnim infekcijama (3). Rezultati
meta analize su pokazali da FeNO ima visoku specifi¢nost 82%, a malu senzitivnost 65% za
dijagnostikovanje astme, ali da vrednosti preko 50 ppb govore u prilog dijagnoze astme i
dobrog odgovora na kortikosteriode (99). Pokazane se i druge uloge FeNO u astmi. Visoke
vrednosti FeNO mogu imati ulogu markera koji je povezan za smanjenjem bronhodilatatornog
odgovora i smanjenja plu¢ne funkcije, zatim FeNO kao marker odgovora na IKS i marker
moguceg odgovora na dupilumab (100, 101, 102).

FeNO kao biomarker je dostupan u klinickom radu, ali nije sasvim jasna njegova uloga kao
pojedina¢nog markera u definiciji fenotipova i drugih klinickih karakteristika astme. Iako
vodi¢i ukazuju da su visoke vrednosti povezane sa eozinofilijom, nije jasno kako tumaciti
rezultate pacijenata koje su u “sivoj zoni” vrednosti FeNO. Takode, pacijenti sa astmom imaju
i druge komorbiditete koje uticu na FeNO i u kojima je FeNO povisen, pa nije jasno koji “deo”
od ukupnog FeNO pripada komorbiditetima, a koji samoj astmi.
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1.7.1.3. Ostali T2 biomarkeri

Eozinofili i FeNO su dva najCeS¢e istrazivana biomarkera T2 inflamacije. Medutim,
istrazivana je i uloga drugih biomarkera, a sa ciljem da se utvrdi najbolja korelacija biomarkera
sa kompleksnim patofizioloSkim odlikama T2 inflamacije. Neki od tih biomarkera su IgE,
periostin, IL-9, IL-17A, TL-33.

IgE je biomarker koji se vezuje sa atopiju i alergiju. Prema GINI, eozinofilijja u serumu 1
poviSen FeNO karakteriSsu T2 inflamaciju, ali se navodi da ona moze biti povezana sa
povisSenim IgE u serumu i sa atopijom (3). Povisen IgE se vrlo ¢esto izjednacava se atopijom.
Medutim, iako je specifican IgE potvrda senzibilizacije i alergijske astme, poviSene vrednosti
ukupnog IgE ne moraju uvek da budu prisutne kod pacijenata sa alergijskom astmom (103).
To zna¢i da normalan nivo IgE ne iskljucuje alergijsku senzibilizaciju i atopiju. Znacaj
povisenih vrednosti ukupnog IgE jeste u razlikovanju T2 i non T2 inflamacije, jer je pokazano
da pacijenti sa Th2 “high” astmom imaju ve¢i nivo IgE u odnosu na pacijenta sa Th2 ”low”
astmom (35). Istrazivana je povezanost ukupnog IgE sa eozinofilima u sputumu. U studiji sa
preko 300 pacijenata sa astmom nije pokazana povezanost ukupnog IgE sa 23% eozinofila u
sputumu (85). Takode, u odnosu na eozinofile 1 FeNO, ukupan IgE je zna¢ajno manje povezan
sa eozinofilima (82). Demarche i saradnici su analizirali povezanost razlicitih biomarkera sa
inflamatornim fenotipovima u astmi kod 869 pacijenata i pokazali su da IgE kao pojedinacan
biomarker ne moze da bude prediktor eozinofilnog fenotipa (104). U drugoj studiji istih autora
je utvrdeno da je eozinofilija prisutna i kod atopicara i neatopicara, odnosno da je eozinofilija
nezavisna od statusa atopije (96). Rezultati ovih istrazivanja pokazuju da je IgE, kao
pojedinacan biomarker, upitan za definisanje eozinofilnog fenotipa. Uloga ukupnog IgE je
istrazivana kao prediktora odgovora na terapiju omalizumabom. Omalizumab je monoklonsko,
humanizovano anti IgE antitelo koje se primenjuje u terapiji umereno teske do teske
perizistentne IgE posredovane astme, a dozira se prema vrednostima ukupnog IgE i telesne
tezine. U studiji Gibsona i saradnika nije pokazano da vrednosti ukupnog ili specificnog IgE
mogu da predvide kakav ¢e biti terapijski odgovor na anti IgE terapiju (105). Prospektivna
studija sa 25 bolesnika koji su bili na terapiji omalizumabom 16 nedelja, je merila ukupan IgE
pre pocetka terapije, u 4. nedelji, kao 1 odnos ukupnog IgE u 4. nedelji/pocetnog IgE (106).
Pokazano je da su risponderi oni pacijenti ¢iji je odnos ukupnog IgE u 4. nedelji/pocetni IgE
preko 2, sa senzitivnos¢u 100, specifi¢noscu 80%. Autori zaklju¢uju da ovaj odnos moze biti
dobar pokazatelj odgovora na omalizumab, kao i1 faktor na osnovu koga se moze nakon 16.
nedelje odluciti o nastavku terapije omalizumabom. Znacaj IgE u predikciji odgovora na
omalizumab je potvrden 1 meta analizom kineskih autora (107).

Pojacana ekspresija POTSN gena, gena koji kodira periostin, protein ekstracelijskog matriksa,
je pokazana u epitelnim celijama disajnih puteva kod pacijenata sa astmom (34). Takode,
pojacana ekspresija je prisutna u sputumu pacijenata sa astmom (108). Periostin sekretuju
epitelne celije, pod uticajem IL-13 i moZe se detektovati u serumu asmaticara (109). S obzirom
na bitnu ulogu IL-13 u T2 inflamaciji, serumski periostin se moze razmatrati kao T2 biomarker.
To je i demonstrirano u velikoj studiji sa preko 1000 pacijenata (110). Analiziraju¢i razlicite
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uloge periostina u astmi, a na osnovu velikog broja istrazivanje, Matsumoto zakljucuje da je
periostin stabilan, lako dostupan biomarker T2 inflamacije i remodelovanja, koji ima terapijsku
ulogu prediktivnog biomarkera u astmi (111). Pokazano je da periostin ima najbolju
pojedinacnu povezanost sa eozinofilnim fenotipom u odnosu na FeNO, IgE, eozinofile (112).
Sa druge strane, u istrazivanju Wagenera i saradnika nije pokazana povezanost periostina sa
eozinofilnom inflamacijom (84). Kod bolesnika sa dobro kontrolisanom astmom, na terapiji
IKS, periostin koreliSe sa eozinofilnom inflamacijom, ali moZe biti marker fiksne opstrukcije,
definisane kao FEV1/FVC <70% (113). U klaster analizi japanskih autora je uoceno da najvisi
nivo serumskog periostina imaju bolesnici sa eozinofilnom astmom kasnog pocetka i da se kod
njih belezi brz pad u FEV1 uprkos dobroj kontroli bolesti (114). Zakljucuje se da periostin
moze biti dobar indikator pogorSanja plué¢ne funkcije kod pacijenata sa eozinofilnom
inflamacijom. Uloga periostina kao diskriminatornog T2 i non T2 markera nije pokazana kod
53 pacijenta sa astmom, niti je pokazana korelacija sa drugim T2 biomarkerima: FeNO, IgE,
eozinofilima (115). Medutim, u ovom istrazivanju je uoCena znacajna razlika u vrednostima
periostina kada se posmatraju razli¢iti endotipovi astme: alergijska astma, aspirinska astma,
eozinofilna astma kasnog pocetka i neozinofilna astma, a pacijenti sa aspirinskom astmom su
imali najvisu vrednost periostina (115). Autori ukazuju da ovaj rezultat moze biti znacajan kada
se donosi odluka za biolosku terapiju kod pacijenta sa aspirinskom astmom i eozinofilnim
fenotipom, jer visoke vrednosti periostina mogu biti bitne za primenu anti IL-4/13, umesto anti
IL-5 antitela. I pored vazne uloge periostina kao markera T2 inflamacije, nisu konzistentni
zakljucci o njemu kao pojedinacnom biomarkeru, a takode nema preporuka o njegovoj primeni
u svakodnevnom radu.

IL-9 je produkt Th9 limfocita, koji takode sekretuju IL-10 1 IL-21. Pokazano je da IL-9 mogu
da produkuju i eozinofili i neutrofili, a da je u BAL-u pacijenata sa astmom pojacana ekspresija
IL-9 (11, 116). Kod dece sa alergijskom astmom su uocene viSe vrednosti IL-9 u odnosu na
zdravu decu, ali i da IL-9 promovise sekreciju IgE (117). Istrazivanje 28 pacijenta sa astmom
je takode potvrdilo da se povisene vrednosti IL-9 nalaze kod asmaticara u odnosu na zdrave
kontrole, da postoji pozitivnha povezanost Th9 sa eozinofilima i FeNO, kao i smanjenje
serumskog IL-9 nakon terapije kortikosteroidima (118). Medutim, klinicka istrazivanja sa anti-
IL-9 antitelima nisu pokazala efikasnost kod pacijenata sa umernom do teSkom astmom
(119,120). Sumirajuéi rezultate o 1L-9, americ¢ki autori ukazuju da IL-9 stvaraju ILC-2,
CD4+Th2 ili Th9, da IL-9 indukuje akumulaciju mastocita ali 1 sekreciju arginase 2 od strane
intersticijumskih makrofaga, Sto je bitno za sekreciju CCL5 hemokina (121). Autori ukazuju
da IL-9 moZe imati znacaj kod odredenog endotipa astme. Imajucu u vidu pijelotropni efekat
IL-9, ne moze se sa sigurnos$¢u utvrditi njegova uloga kao biomarkera astme, ali svakako je
jako intersantan i nedovoljno istraZen citokin.

Uloga kljucnih citokina Th2 inflamacije je ispitivana i u analizi sputuma. Pokazano je da kod
pacijenata sa alergijskom astmom povisen nivo IL-4, IL-5 sekretuju¢i CD4+ ¢elija u sputumu
(122). U istrazivanju koje je merio citokinski mRNA profil u sputumu ustanovljeno je da kod
55% od 66 asmaticara prisutan tipican Th2 profil: IL-4 “visok” + IL-5" visok™ (123). Pokazano
je da IL-13 u sputumu bolje koreliSe da dobrom kontrolom astme u odnosu na eozinofile u
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serumu 1 FeNO (124). Kod pacijenata sa astmom se belezi poviSen IL-33 u sputumu, u odnosu
na zdrave kontrole (125). Meta analiza je pokazala da IL-33 u sputumu poviSen kod pacijenata
sa astmom 1 to viSe kod onih koji imaju umerenu i teSku astmu, u odnosu na blagu (126). U
preglednoj analizi biomarkera, Tiotui analizira prednosti 1 nedostatke biomarkere T2 fenotipa :
serumskih eozinofila, eozinofila u sputumu, FeNO, periostina, serumskog IgE (Tabela 2) (

127).

Tabela 2. Karakteristike T2 biomarkera, preuzeto i adaptirano prema referenci 127

praksi
-povisen kod dece

Biomarker Prednosti Ogranicenja Znacaj

Serumski eozinofili -mininalno invazivni -bolni za neke pacijente -definise inflamatorni fenotip
-dostupni - varirajuce “cut off”” vrednosti -prediktor pogorSanja, lose
-lako merljivi u klinickom za kao prediktivne kontrole astme i opstrukcije
okruzenju -mogu biti poviSeni zbog -prediktor terapijskog odgovora
-koreliSu sa eozinofilima u drugih razloga, npr. infekcija na kortikosteroide i biolosku
sputumu terapiju

IgE -lako merljiv -nije prediktor odgovora na anti | -povezan sa tezinom astme i
-identifikuje pacijente koji su IgE remodelovanjem
kandidati za anti IgE terapiju -manje znacaj u odnosu na

ostale T2 biomarkere
Periostin -marker IL-13 i T2 inflamacije - nije dostupan u klinickoj -prediktor opstrukcije i pada

pluéne funkcije
-prediktor odgovora na
biolosku terapiju

Eozinofili u sputumu

-neinvazivni
-reflektuju inflamaciju disajnih
puteva

-teski za kolekceiju

-nije izvodljiv kod svih
pacijenata

-nije univerzalno dostupan
-potrebni specijalizovani
uslovi, oprema i osoblje

-definiSe inflamatorne
fenotipove

- prediktor terapijskog
odgovora na kortikosteroide i
biolosku terapiju

FeNO

-neinvazivan
-lako merljiv
-dostupan u klini¢koj praksi

-multipli kofaunding faktori
-potrebna specijalna oprema

-identifikuje inflamaciju
disajnih puteva
-prediktor pogorSanja i

hiperreaktivnosti

-prediktor terapijskog odgovora
na kortikosteroide i odredenu
biolosku terapiju

1.7.2. Biomarkeri non T2 inflamacije

Sa obzirom na to da patofozioloski mehanizmi non T2 inflamacije nisu dovoljno poznati, nisu
ni definisani biomarkeri ovog fenotipa. Tezi stepen bolesti, odsustvo povisenog broja
eozinofila u serumu i sputumu kao i slabiji ili odsutan terapijski efekat i odgovor na
kortikosteroidnu i biolosku terapiju su glavne osobine ovog fenotipa (36, 48). Kada govorimo
o korelatima ovog fenotipa u smislu biomarkera, najviSe je istrazivana povezanost sa
neutrofilnim fenotipom.

Uoceno je da IL-17, IL-8, TNFa u serumu i u sputumu koreliSu sa neutrofilnom inflamacijom
disajnih puteva, kao i sa neutrofilima u teskoj astmi (46). Proucavana je uloga IL-17A kao
biomarkera T2 inflamacije, imaju¢u u vidu njegovo mesto u patogenezi astme (38, 39).
Ustanovljeno je da IL-17A u serumu i u sputumu koreliSe sa neutrofilnim fenotipom (128,
129). I rezultati ostalih istrazivanja konstatuju da se visoke vrednosti IL-17A prisutne u serumu,
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sputumu kod neeozinofilne astme, ukljucujuci i1 teSke forme (130-134). Unutar samog
neutrofilnog fenotipa postoji slozenost i kompleksnost, jer je pokazano da je neutrofilna astma,
koja se odlikuje CD8+, IL-17+, IL-22, povezana i sa IgE, senzibilizacijom na perenijalne
alergene 1 kortikoteroidnom zavisno$¢u (128). Medutim, uloga IL-17A u klinickom kontekstu
lecenja astme se dovodi u pitanje, s obzirom na to da nije pokazan klinicki benefit primene
anti-IL-17R antitela u astmi (40).

Istrazivanje 152 bolesnika sa stabilnom astmom i 83 zdravih kontrola je otkrilo da pacijenti sa
neutrofilnom astmom (definisana kao >64% neutrofila u sputumu), imaju povisen CRP i IL-6
u odnosu na neeozinofilnu astmu, kao i povisenu gensku ekspresiju IL-8RA, IL-8RB, IL-8 u
sputumu (135). Autori ukazuju na povezanost neutrofilnog fenotipa sa markerima sistemske
inflamacije, koji je jedan od patofizioloskih mehanizama u osnovi non T2 inflamacije (36, 46).
I drugi autori su dokazali da su poviSeni markeri inflamacije (CRP 1 fibrinogen) prisutni u
neutrofilnoj astmi (96). Pokazano je da IL-8 u sputumu i u serumu koreliSe, sa druge strane 1
sa eozinofilnim fenotipom (136).

Ne postoje opste prihvaceni i preporuceni biomarkeri za non T2 inflamatorni fenotip. Ovo
saznanje govori o potrebi za boljim poznavanjem samih patofizioloskih procesa ovog fenotipa,
na kompleksnost preklapanja ve¢ postojecih i potrebu za daljim istrazivanjima na ovom polju,
s obzirom na to da se neutrofilni, meSoviti granulocitni i paucigranulocitni fenotipovi sre¢u kod
oko polovine asmaticara.

1.7.3. Kombinacija biomarkera

Astma se sastoji od razli¢iti endotipova i fenotipova, pa je vrlo tesko striktno odrediti i
identifikovati pojednican biomarker koji jasno moze da bude odraz jednog inflamatornog
fenotipa. Moze se reci da eozinofilija u sputumu najcescée koreliSe sa eozinofilima u serumu,
ali ne postoje preporucene 1 tacno definisane vrednosti niti eozinofila u serumu niti u sputumu
koje ta¢no koreliSu jedna sa drugim. Sa druge strane, razliciti faktori tokom Zivota, kao Sto su
primena lekova, ukjucujuci kortikosteroide, pridruZzene bolesti, navike tokom zivota, faktori
okoline mogu uticati na biomarkere (92). Dodatno, jasna dihotomija na T2 i non T2 inlamaciju
nije uvek prisutna, jer se ispod vrha ledenog brega krije ¢itav spektar razli€itih patofizioloskih
procesa, medusobno isprepletanih i povezanih (Slika 8) (137).
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Severe asthma
phenotypes and endotypes

Non-allergic | —

Low |

Paucigranulocytic
| Sphingolipid pathways | | Airway remodelling pathways |
| Metabolic pathways | | Coagulation pathways |
| Airway fibrosis pathways | | Complement pathways |

Slika 8. Kompleksnost fenotipova i endotipova, preuzeto i adaptirano prema referenci 137

Imaju¢i u vidu kompleksnost inflamatornih fenotipova, vecina istrazivanja je ispitivala vise
biomarkera i1 pokuSavala da utvrdi kombinaciju biomarkera koji najbolje koreliSu i definiSu
inflamatorne fenotipove. Korevaar i saradnici su u meta analizi ispitivali FeNO, eozinofile 1
IgE 1 pokazali sledecu specifi€nost 1 senzitivnost u definisanju eozinofilnog fenotipa: za
eozinofile senzitivnost 71% 1 specifi¢nost 77%; FeNO senzitivnost 66%, specifi¢nost 76%; za
IgE senzitivnost 64% 1 specifi¢nost 71%. Navedene vrednosti senzitivnosti 1 specifi¢nosti
autori smatraju za umerenu dijagnosti¢ku vrednost, sugeriSu da oslanjanje na pojedinacne
markere dovodi do laZno pozitivnih 1 laZzno negativnih rezultata (138). Upotreba viSe markera
moze pomoci u boljoj definiciji inflamatornih fenotipova. GINA definiSe T2 fenotip koristeci
viSe biomarkera: eozinofili >150/uL i/ili FeNo> 20ppb, 1/ili ili >2% eozinofila u sputumu i da
je astma alergijska (3). Kombinacija eozinofilije i FeNO koreliSe sa eozinofilima u sputumu
(83). Isto je utvrdeno preglednom analizom literature, prema kojima vrednosti preko 400
eozinofila u sputumu i FeNO>65ppb ukazuju da se radi o eozinofilnom fenotipu (139). CCL26
je najvise eksprimovan u IL-13 genskom miljeu i ima ulogu u infiltraciji eozinofila u plu¢ima,
pa se moze razmatrati kao marker IL-13 i korelat eozinofilne inflamacije (140). Pokazano je
da pojacana CCL26 ekspresija u mukozi najbolje definiSe T2 fenotip i da sa 100% pozitivne
prediktivne vrednosti korelisSe sa serumskim biomarkerima: eozinofilima, CCL17, CCL26,
FeNO (141). Medutim, u svakodnevnom klinickom radu je cesto limitirana dostupnost
sloZenijih biomarkera, kao §to su CCL17, CCL26.

Na osnovu sistematskog pregleda literature, zakljuceno je da rutinski i najcesce ispitivani
biomarkeri: serumski eozinofili, FeNO i IgE, kada se primenjuju zajedno, ne mogu da
kompletno ukazu na jasnu T2 inflamaciju, a naro€ito u teskoj astmi (92). PoSto se bioloska
terapija primenjuje u teSkoj astmi, jasna je potreba za boljim surogat markerima T2 inflamacije.
U neutrofilnoj, meSovitoj granulocitnoj 1 paucigranulocitnoj astmi, biomarkeri nisu dovoljno
poznati 1 istrazeni.
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Preklapanje fenotipova dodatno komplikuje odredivanje biomarkera koji bi trebalo da
odrazavaju tacno definisan patofizioloski proces. To se Cesto srece u klinickom radu, kada
pacijenti ne reaguju na terapiju, a imaju klasi¢ne T2 biomarkere. Velika studija sa preko 500
pacijenata sa astmom je pokuSala da na osnovu dosadasnje literature sumira sve klinicke
fenotipove astme i da utvrdi da li pripadaju T2 ili non T2 astmi (142). Utvrdeno je 10 klinic¢kih
fenotipova astme (Tabela 3). T2 astma je definisana na osnovu prisustva 2 ili viSe biomarkera:
eozinofili 2 0.14/pL, IgE>100 IU/, FeNO 230 ppb. Pokazano je da viSe od 73% pacijenata ima
vise od 2 klinicka fenotipa, a skoro polovina (47.5%) je imalo odlike i T2 1 non T2 astme.
Pacijenti sa meSovitim odlikama T2 i non T2 astme su imali loSiju kontrolu bolesti, losije
parametre pluéne opstrukcije, viSe egzarcebacija, ali su imali u viSe nivoe eozinofila u sputumu,
IgE 1 FeNO. Autori su definisali skor preklapanja fenotipa ( POC- Phenotype Overlap Scor) za
T2 inon T2 astmu, kao broj konkomitantnih fenotipova koju su najces¢e udruzeni sa T2 ili non
T2 astmom. Rezultati su pokazali da je T2 POC pozitivno korelisao sa FeNO, eozinofilima,
IgE, a negativno sa upitnikom o kvalitetu zivota (engl. asthma qulity of life questionaitre-
AQLQ), neutrofilima u sputumu, IL-17A, IL-8 i TNFa. Non T2 POC je pozitivno asociran sa
ACQ 1 sa neutrofilima i1 IL-8 u sputumu, a negativno sa AQLQ, FEVI, FeNO, IgE 1
eozinofilima. Zakljuceno ja da postoji veliko preklapanje izmedu fenotipova 1 istaknuto da
pacijenti sa meSovitom T2/nonT2 astmom mogu imati lo$iji terapijski odgovor, zahvaljujuci
odlikama T2 inflamacije.

Tabela 3. Najcesci fenotipovi u astmi, preuzeto i adaptirano prema referenci 142

Fenotip Definicija

Alergijska astma Pozitivni kozni prick test i simptomi alergije

Astma ranog pocetka Pocetak astme < 12 godine zivota

Eozinofilna astma Eozinofili u sputumu>3%, eozinofili u krvi>300/ul

Astma starijih >65 godina

Astma gojaznih Indeks telesne mase > 30kg/m2

Profesionalna astma Simptomi astme se pojavljuju ili pogorSavaju na radnom mestu,
a poboljsanje ili remsija vikendom ili na odmoru

Astma puSaca Astma kod pusaca i bivsih pusaca

Aspirin senzitivna astma Simptomi astme se pogorSavaju nakon nesteroidnih
antiiflamacionih lekova

Astma sa fiksnom opstrukcijom FEV1/FVC<70% nakon inhalacije bronhodilatatora

Neurofizioloska astma Hospital Anxiety and depression scale (HADSA) >8

HADS depresivni simptom skor >8

1.8. Precizna i personalizovana medicina u fenotipovima

U poslednjih 10 godina se znacajno promenilo videnje astme. lako je astma kao termin sinonim
za dijagnozu jedne bolesti, upravo raznovrsnost i slozenost same dijagnoze astme je dovelo do
promene u shvatanjima astme. Fenotipizacija i endotipizacija ukazuju da se pod “opstim”
terminom astma svrstavaju pacijenti koji imaju razlicite patofizioloske i klinicke odlike. Sa
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druge strane, primarni zadatak u astmi da se fenotipovi individualizuju, odnosno da se
pojedinacno utvrdi fenotip, doveli su do toga da se govori o preciznoj i personalizovanoj
medicini. Ova dva termina se Cesto izjednacavaju, a neki autori ih zajedno koriste sa ciljem da
se promeni generalni koncept posmatranja bolesti u medicini 1 da se pokuSa sa
implementacijom ovog koncepta u zdravstvene sisteme (143). Prema tom konceptu, cilj je da
se koriste¢i dijagnoticke testove i1 biomarkere, ukljuuju¢i i genetske, pronade najbolji
terapijski pristup za pacijenta. Medjutim, u astmi, neki autori razdvajaju ova dva pojma (4).
Precizna medicina nastoji da se utvrdi molekularni mehanizam bolesti pojedinacno (44).
Zasniva se na istrazivanjima biomarkera i razli¢itih “omiks” studija (4). Sa druge strane,
personalizovana medicina je Siri pojam, koji sagledava bolest uzimajuéi u obzir sve odlike
samog pacijenta, pa osim klini¢kih, fenotipskih, uzima u obzir i psiholosku i emotivnu
komponentu (4,145). Ovaj koncept, gde se u okviru sagledavanja bolesti uzima u obzir i
perspektiva samog pacijenta je definisan kao 4P: preventivna, prediktivna, personalizovana 1
parcipitirajuc¢a medicina (146). Sagledavajuci razlicite koncepte, Canonica 1 saradnici ukazuju
na znacaj novog pristupa, narocito u teskoj astmi, gde personalizovani pristup znaci bolju
selekciju pacijenta ka terapiji, a precizni znaci terapijski pristup zasnovan na endotipovima i
fenotipovima (4). Cilj je, ponovo, da se inkorporiranjem ovih principa odredi nabolja moguca
individualna terapija (slika 9).

Koncept personalizovane i precizne medicine predstavlja ideal za sve lekare, ukljucujuéi i one
koje se bave astmom. Medutim, pitanje je da li je moguce primeniti u svakodnevnom klinickom
radu kod pacijenata sa astmom. Ogranic¢enje sredstava i vremena, limitiranost dijagnostickih
procedura, ukljucujuéi genetska istrazivanja, ljudski resursi su neki od faktora koji otezavaju
primenu koncepta personalizovane i precizne medicine u svakodnevnoj praksi.

4p

' Personalizovana
medicina

Aktuelni
plan
lecenja

. omiks ; Najbolja terapijska
| opcija
Precizna
medicina
Bioloski
sistemi

Slika 9. Koraci prema najboljem terapijskom pristupu, preuzeto i adaptirano prema referenci 4

Nije jasno da li je astma predstavlja klinicku ekspresiju vise razli¢itih patofizioloSkih
mehanizama ili skup razlicitih ali povezanih stanja. Augusti je 2016. godine definisao novi
pristup u astmi, nazvan “treatable traits”, koji se defniSu kao endotipske i1 fenotipske
karakteristike bolesti, klinicki znacajne, prepoznatljive i koje se mogu leCenjem izmenti (147).
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Karakteristike moraju biti na neki nacin izmerene i povezane sa ishodom bolesti, odnosno da
se mogu leciti. Analiziraju se razliiti domeni: pulmonalni, ekstrapulmonalni, domen
ponaSanja/faktora rizika. Vise razlicitih “treatable traits” moZe da bude prisutno kod istog
pacijenta, a cilj je da se individualno odredi tacan broj, da se evaluiraju 1 adekvatno lece, ne
samo u astmi, ve¢ i u drugim respiratornim bolestima (148).

Savremeni vodic¢i u lecenju astme se zasnivaju na stepenicastom pristupu koji uzima u obzir
simptome i kontrolu bolesti (3). Neki autori savetuje primenu koncepta “treatable traits”
umesto stepenicastog pristupa u leenju pacijenata sa nekontrolisanom astmom (149). Uzima
se u obzir prisustvo ili odsustvo 2 glavna "treatable traits ": T2 inflamacije i opstrukcije, uz
faktor pusenja.

Svi napred navedni koncepti imaju isti prioritet: nac¢i za svakog pacijenta najbolju terapiju.
Razliciti su nacini koje vode do ovog cilja: istrazivanja na murinim i humanim modelima,
sabrana kroz vodice i smernice, uz predlaganje novih koncepta u evaluaciji i leCenju- fenotip,
endotip, personalizova i precizna medicina, treatable traits.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su:

1.

Odrediti inflamatorne fenotipove u astmi na osnovu analize indukovanog sputuma

Ispitati povezanost potencijalnih biomarkera (eozinofili, IgE, periostin, FeNO, IL-5, IL-
6, IL-17,1L-33) i inflamatornih fenotipova odredenih analizom indukovanog sputuma

Ispitati povezanost tezine kliniCke slike, teZine 1 stepena kontrole astme sa

biomarkerima (Eo, IgE, periostin, FeNO, IL-5, IL-6, IL-17, IL-33) i inflamatornim
fenotipovima dobijenih analizom indukovanog sputuma

27






3. MATERIJAL I METODE

Ispitanici

Ispitivanje je sprovedno kod 80 pacijenata sa dijagnozom bronhijalne astme koji su pregledani
na Klinici za alergologiju i imunologiju, Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije u periodu od
2020. do 2023. godine. Kriterijumi za ukljucenje ispitanika u istrazivanje su bili:

e informisani pristanak pacijenta
e uzrast ispitanika preko 18 godina

e dijagnoza bronhijalne astme koja je potvrdena podacima iz medicinske dokumentacije,
fizickim nalazom, klini¢kim ispitivanjima u skladu sa GINA smernicama (3)

Kriterijumi za isklju€ivanje iz istrazivanja su bili primena sistemskih kortikosteroida, prisustvo
respiratorne infekcije 4 nedelje pre istrazivanja, prisutvo SARS-Cov-2 infekcije 3 meseca pre
istrazivanja. TeSka egzarcebacija je definisana kao hospitalizacija zbog astme koja je zahtevala
primenu sistemskih kortikosteroida i/ili primena sistemskih kortikosteroida tokom 3 dana i/ili
povecanje sistemskih kortikosteroida sa stablne doze tokom 3 dana (3).

Protokol ispitivanja

Svim pacijentima je u istom danu uradeno: detaljna evaluacija klinickih karakteristika, evaluacija
terapije, fizikalni pregled, testovi za procenu kontrole astme, kozne prick probe na standardne
inhalacione alergene, FeNO, impulsna oscilometrija (IOS), spirometrija, analiza indukovanog
sputuma, laboratorijske analize. Studija je odobrane od strane Etickog odbora Medicinkog
fakulteta (1322/V-4) i svi ispitanici su potpisali informisani pristanak. Sve procedure su
sprovedene u skladu sa etickim preporukama sadrzanim u Helsinskoj deklaraciji.

3.1. Klini¢ke i laboratorijske analize

Kod svih pacijenata zabelezeni su:

e antropometrijski i bioloski podaci: pol, godine starosti, telesna visina, telesna masa,
BMI

e podaci o bolesti: puSacki status, duzina trajanja bolesti, trajanje simptoma bolesti pre
postavljanja dijagnoze, broj teSkih egzarcebacija u poslednjih godinu dana, provera
pravilne upotrebe inhalera, adherenca

e ftrigeri pogorSanja: aleregeni, zagadenje, infekcije, stres, hrana, vlaga, promena
vremena, dim, fizi¢ki napor, mirisi, hemikalije
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pridruZzena oboljenja: alergijski rinitis, nealergijski rinitis, hroni¢ni rinosinusitis sa
nazalnom polipozom, hroni¢ni rinosinusitis bez nazalne polipoze, eczemi, urtikarija,
alergija na lekove, gastritis, anksioznost, depresija, alergija na nesteroidne
antiinflamatorne lekove (NSAIL), alergija na acetilsalicilnu kiselinu, polipektomija,
kardiovaskularne bolesti, dijabetes melitus, maligniteti, autoimunske bolesti, operacija
nosne devijacije, alergija na hranu, otitis

porodi¢na anamneza: alergijski rinitis, astma, kardiovaskularne bolesti, dijabetes
melitus, maligniteti, autoimunske bolesti

simptomi bolesti (kijanje, curenje nosa, svrab nosa, kratak dah, zapusen nos, kasalj,
iskasljavanje) 1 znaci bolesti (auskultatorni nalaz na plu¢ima)

podaci o terapiji: antihistaminici, intranazalni kortikosterodi, alergenska imunoterapija,
IKS, dugo deluju¢i beta 2 agonisti (engl. long-acting beta 2 agonist-LABA), dugo
deluju¢i muskarinski antagonisti (engl. long-acting muscarinic antagonists-LAMA),
antagonisti receptora leukotrijena (engl. leukotriene receptor antagonist-LTRA),
krakodeluju¢i beta 2 agonisti (engl. short acting beta 2 agonist-SABA), fiksna
kombinacija inhalacionih kortikosteroida 1 dugodelujucih beta 2 agonista (ICS/LABA),
niska doza ICS + formoterola prema rezimu terapije odrzavanja i terapije za brzo
olakSavanje simtpoma ( ICS+ formoterol prema engl. maintenance and reliver therapy-
MART), oralni kortikosteroidi (u poslednjih godinu dana, isklju¢eni mesec dana pre
istrazivanja), ksantini, bioloSka terapija (anti IgE monoklonsko antitelo, anti- IL5SR
monoklonsko antitelo).

Svi pacijent su popunili:

Test o kontroli astme (engl. Asthma control test-ACT)
Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare-ACQ)

GINA upitnik o kontroli simptoma

Svim pacijentima je uradeno:

Kozni prick test na standardne inhalacione alergene
Spirometrijsko ispitivanje plu¢ne funkcije
Impulsna oscilometrija (I0S)

Merenje FeNO

Indukovani sputum

Laboratorijske analize (krvna slika sa leukocitarnom formulom, C-reaktivni protein
(CRP), biohemijske analize, IgE, IL-5, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-33, periostin)
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3.3.1. Doze inhalacionih kortikosteroida

Doze IKS su podeljenje u male, srednje 1 visoke IKS dnevne doze, prema GINA smernicama (

Tabela 1) (3).

Tabela 1. Male, srednje i visoke dnevne doze IKS prema GINA smernicama

IKS Male doze | Srednje doze | Visoke doze

(samostalno ili u kombinaciji sa LABA) (mcg) (mcg) (mcg)
Beklometazon dipropionate (pMDI, standardne | 200-500 >500-1000 >1000
partikule, HFA)
Beklometazon dipropionate (DPI ili pMDI, | 100-200 >200-400 >400
ekstrafine partikule, HFA)
Budesonid (DP], ili pMDI, standardne partikule, | 200-400 >400-800 >800
HFA)
Ciklezonid (pMDI, ekstrafine partikule, HFA) 80-160 >160-320 >320
Flutikazon furoat (DPI) 100 100 200
Flutikazon propionat (DPI) 100-250 >250-500 >500
Flutikazon propionate (pMDI, standardne 100-250 >250-500 >500
partikule, HFA)
Mometazon furoat (DPI) Zavisi od DPI uredaja
Mometazon furoat (pMDI, standardne partikule, 200 - 400 >400
HFA)

Skraénice: IKS: inhalacioni kortikosteroidi, GINA: Globalna inicijativa za astmu (engl. Global Initiative for
Asthma- GINA), LABA: dugo delujuci beta 2 agonisti (engl. long acting beta 2 agonist -LABA), pMDI: merno
dozni inhaler pod pritiskom (engl. pressurized metered-dose inhaler), DPI: inhaleri suvog praha (engl. dry-powder
inhaler), HFA: hidrofluoroakalani propelanti (engl. hydrofluoroalkalane propellant)

3.3.2. Testovi za procenu kontrole astme

Test o kontroli astme (engl. Asthma control test-ACT) sadrzi pet pitanja koje se odnose na
ometanje u svakodnevnim aktivnostima, nedostatak daha, budenje ujutru ili no¢u zbog
simptoma astme, potreba za pumpicom za brzim otklanjanjem simptoma ili aparata za
inhalaciju i ocena kontrole astme, a sve u poslednje 4 nedelje. Sva pitanja su skorovana na skali
od 1-5, a srednja vrednost svih odgovara predstavlja ukupni skor. Na osnovu ukupnog skora,
vrednosti 20-25 ukazuju da je astma dobro kontrolisna; vrednosti 16-19 da astma nije dobro
kontrolisana, a skor manji od 15 da je astma loSe kontrolisana (Prilog 1) (150).

Upitnik za Kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare-ACQ) se sastoji od 6
pitanja i bazira se na se¢anju pacijenata u poslednjih 7 dana o postojanju no¢nog budenja zbog
astme, tezine simptoma prilikom jutarnjeg budenja, ograniCenja aktivnosti, nedostatka
vazduha, sviranja u gudima i potrebe za SABA. Svih 6 mernih parametara su skorovani od 0—6
(O=nikada, 6=losa kontrola), a ukupni skor predstavlja srednju vrednost mogucih odgovora za
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sva pitanja (rang, 0—6). Skor 0- 0.74 se klasifikuje kao dobro kontrolisana astma, > 1.5 kao losa
kontrolisana astma, a vrednosti 0.75-1.5 kao “siva zona” (Prilog 2) (151).

GINA upitnik o kontroli simptoma (engl. asthma symptom control) sadrzi 4 pitanja o
kontroli simptoma u poslednje 4 nedelje, a odgovara se sa, da ili ne. Pitanja se odnose na
prisutvo dnevnih simptoma vise od 2 puta nedeljeno, no¢na budenja zbog astme, upotrebu
SABA vise od dva puta nedeljno i na limitiranu aktivnost zbog astme. Astma je dobro
kontrolisana ako se na sva pitanja odgovori sa ne, delimi¢no kontrolisna ako su 1 do 2 odgovora
potvrdna, a nekontrolisana ako se na 3 ili 4 pitanja odgovori sa da (Prilog 3) (3).

Sve upitnike su pacijenti popunjavali samostalno pre razgovora sa lekarom 1 pre ispitivanja
pluéne funkcije.

3.3.3. KoZne prick probe na standardne inhalacione alergene

Kozne prick probe na standardne inhalacione alergene (dermatophagoides pteronissimus, ku¢na
prasina, meSavina polena drveca, meSavina polena trava, meSavina polena korova), pozitivna (
histamin) i negativna kontrola (fizioloski rsatvor) su uradene prema preporukama Evropske
Akademije za Alergologiju i klinicku imunologiju (152) . Za testiranje su se koristili standardni
rastvori inhalacionih alergena pripremljeni od strane Instituta za alergologiju i virusologiju
»lorlak ". Test se izvodi tako Sto se na volarnu stranu nadlaktice pipetom nanosi kap alergena, a
zatim se lancetom izvr§i skarifikacija koZe. Rezultati su se ocitavali nakon 15 minuta tako Sto je
merena veli¢ina papule na mestu skarifikacije. Pozitivnom reakcijom se smatrala reakcija koja je
za 3 mm veca od negativne kontrole

3.3.4. Spirometrijsko ispitivanje plu¢ne funkcije

Ispitivanje pluéne funkcije je uradeno na spirometru marke VyntusSPIRO, proizvodac Jaeger,
Nemacka, prema smernicama ATS (153). Analizirani su sledec¢i parametri:
e Forsirani vitalni kapacitet (FVC) - volumen vazduha koji se moZze izdahnuti iz pluc¢a
forsiranim ekspirijumom posle maksimalnog inspirijuma

e Forsirani ekspirijumski volumen u prvoj sekundi (FEV1) - volumen vazduha izdahnut
u prvoj sekundi forsiranog vitalnog kapaciteta

e Tiffeneau indeks - odnos FEV1 prema VC X 100 (FEV1%/VC x100)
e MEF 25-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 25% VC
e MEF50-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 50% VC
e MEF75-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 75% VC

e MMEF-srednji-maksimalani ekpirijumski protok vazduha

31



3.3.5. Merenje frakcije izdahnutog azot monoksida

Izdahnut FeNO prezentuje se brzinom izdahnutog NO (VNO), a izracunava se kao proizvod
NO koncentracije u nL/L 1 brzine ekspiratornog protoka izrazene u L/min: VNO
(nL/min)=NO(nL/L) x brzina protoka (L/min). Merenje FeNO je u¢injeno prema preporukama
ATS/ERS na aparatu Medisoft (Belgija), a rezultat je izraZzen u ppb (154).

3.3.6. Impulsna oscilometrija

Impulsna oscilometrija je uradena prema ART/ERS smernicama, a poviSeni otpori u disajnim
putevima (R5Hz- 20Hz, KPa/L/s) su definisali disfunkciju malih disajnih puteva (155).

3.3.7. Uzorkovanje indukovanog sputuma

Procedura je uradena prema preporukama ERS (55,56). Indukovani sputum je prikupljen u
ranim jutarnjim satima, a pre izvodenja procedure svim ispitanicima je uradeno spirometrijsko
ispitivanje. Imajuéi u vidu da udisanje hipertonog rastvora moze dovesti do bronhokonstrikcije,
pacijenti su dobili 200 pg kratkodelujuceg beta 2 agonista i nakon 10 minuta je ponovljeno
spirometrijsko merenje. Zatim su inhalirali hipertoni rastvor istih koncentracija (4,5%) preko
ultrazvu¢nog nebulizatora u istim vremenskim intervalima na 5 minuta, u ukupno 20 minuta.
Test je prekidan ukoliko je doslo do simptoma optrukcije i pada FEV1 ispod 20% bazalnih
vrednosti na kraju svakog petominutnog intervala. Sputumi su skupljani u sterilne ¢ase, a zatim
je dodavan 0.1 % dithiotreitol radi razbijanja i homogenizovanja uzorka, a zatim je uzorak
filtriran. Nakon toga, 500 mikrolitara uzorka je stavljano na 800/obrtaja u minuti, tokom 5
minuta, a radi ravnomerne disperzije ¢elijskih elemenata. Brojanje ukupnog preparata Celije je
vr§eno na preparatima bojenim prema standardnoj May Griinwald Giemsa metodi, a rezultati
su izrazeni u relativnom broju eozinofila, neutrofila, limfocita, makrofaga, bronijlanih epitelnh
¢elija, izrazen kao procenat na 500 neskvamoznih ¢elija.

Na osnovu analize indukovanog sputuma, broja eozinofila 1 neutrofila u sputumu, definisana
su 4 inflamatorna fenotipa (57, 58)

¢ FEozinofilna astma (EA) sa >3% eozinofila i <61% neutrofila

e Neutrofilna astma (NA) sa <3% eozinofila i >61% neutrofilma

e MeSovita granulocita astma (MGA) sa >3% eozinofila 1 >61% neutrofila
e Paucigranulocitna astma (PGA) sa <3 eozinofila i <61% neutrofila

3.3.8. Laboratorijske analize

U uzorcima perifrene krvi su analizirani slede¢i parametri: kompletna krvna slika sa
leukocitarnom formulom, standardne biohemijske analize, CRP (imunoturbodimetrijski,
ARCHITECT), ukupni IgE (imunofelometrijski, ARCHITECT), IL-6 (elektrohemiluniscentni
esej, Cobas, Elecsys IL-6, Roche). Krv je nakon vadenja centrifugirana, a izdvojeni serumi
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zamrzivani na -70C° do momenta kada su se odredivali IL-5, IL-17A, IL-33, periostin, IL-8,
metodom enzimskog imunoeseja (engl. enzyme linked immunoabsorbent test- ELISA).

Standardne laboratorijske analize: svim ispitanicima su uradene dodatne laboratorijske
analize: sedimentacija (SE), D-dimer, ukupni holesterol, LDL holesterol, HDL holesterol,
triglicerdi, gvozde, ukupni kapacitet vezivanja gvozdja, feritin, kao i 25 (OH) vitamin D (
hemiluminiscentno imunoodredivanje-CMIA, ARCHITECTc;8200 ABBOT)), tireostimulisuci
hormon (TSH) (Hemiluminiscentno imunoodredivanje-CMIA, ARCHITECTc;8200 ABBOT),
slobdan T4 (free T4, Hemiluminiscentno imunoodredivanje-CMIA, ARCHITECTc;8200
ABBOT), IgG, IgA, IgM (turbidimetrijski, ARCHITECT ).

Serumski nivo IL-5 (pg/ml): analiza je uradena na Odeljenju za visokospecijalizovanu in
vitro dijagnostiku imunoloskih 1 alergoloskih oboljenja, Klinike za alergologiju 1 imunologiju,
Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije, ELISA testom, komercijalnog naziva Human IL5
PharmaGenie ELISA kit, proizvoda¢ AssayGenie, Dublin, Ireland. Pre pocetka analize, svi
reagensi 1 uzorci seruma su odmrznuti do sobne temperature, a svi postupci su sprovedeni
prema upustvu proizvodaca. Standardni rastvor je dobijen posle rekontrukcije bocice standarda
IL-5 sa destilovanom vodom, a zatim je napravljena serija od 6 standardnih rastvora razlic¢itih
razblazenje u nizu, sa koncentracijama od 7.81 do 250 pg/ml. U pojedinacna udubljenja
mikrotitracione ploce, koja su obloZena specifi¢cnim anti IL-5 antitelima su pipetirani serumi
ispitanika, standardi i kontrole, a u njima se prisutni IL-5 vezao za ploc¢e. Zatim je sprovedena
inkubacija na sobnoj temperaturi (18-25°C), pa je uradeno ispiranje nevezanog seruma. U
daljem inkubacionom periodu je dodavano anti IL-5 sekundarno antitelo (biotinylated), pa je
uradena inkubacija na sobnoj temeraturi tokom jednog sata, a zatim ispiranje. Potom je u svako
udubljenje mikroplo¢e dodat enzimski supstrat (Streptavidin-HRP), zatim je izvrSena
inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi i ponovljen postupak ispiranja. Hromogeni supstrat
je dodat u svako udubljenje mikroploce rezultiraju¢i bojenom reakcijom sa konjugatom.
Razvoj bojene reakcije je prekinut dodavanjem sumporne kiseline. Intenzitet bojene reakcije
je direktno proporcionalan koncentraciji IL-5 uuzorcima i standardima. Fotometrijsko merenje
opticke gustine intenziteta boje je izvrSeno na 450nm. Standardna kriva, sa koje se utvrduje
koncentracija antitela u uzorku, dobija se nanoSenjem vrednosti opticke gustine na x osu za
poznate vrednosti serijski razblazenog rastvora, a na y osu nanosenjem vrednosti samih uzoraka
(opticke gustine) 1 spajenjem tacaka (Slika 1). Na osnovu standardne krive je odredena vrednost
IL-5 za svakog ispitanika.
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Slika 1. Standardna kriva za odredivanje humanog IL-5 kod ispitanika

Serumski nivo IL-17 A (pg/ml): analiza je uradena na Odeljenju za visokospecijalizovanu in
vitro dijagnostiku imunoloskih i alergoloskih oboljenja, Klinike za alergologiju i imunologiju,
Univerzitetskog klinickog centra Srbije, ELISA testom, komercijalnog naziva LEGEND
MAX™ Human IL-17A ELISA Kit, Biolegend, San Diego, California. Prema upustvu
proizvodaca, standardne vrednosti IL-17A u serumu iznose 3.9-250 pg/ml. Pre pocetka analize
svi reagensi 1 uzorci seruma su odmrznuti do sobne temperature, a svi postupci su sprovedeni
prema upustvu proivodaca. U pojedinacna udubljenja mikrotitracione ploce, koja su oblozena
specificnim anti IL-17 A antitelima, se pipetiraju serumi ispitanika i standardi, a u njima se
prisutni IL-17 vezuje za ploce. Nakon rekonstrukcije bocice koja sadrzi IL-17 A, dodaje se
0.645ml test rasvor A da bi se dobilo 20ng/ml standardnog rastvora koji se inkubira na sobnoj
temperaturi 15- 20 minuta. Nakon toga se priprema 500ul standardnog rastvora kocentracije
250pg/ml, tako $to se 6.25 ml standardnog rastvora doda u 493.8ul test rastvora A. Nakon toga
je napravljena serija od 6 standardnih rastvora razli¢itih razblazenje u nizu, a test rastvor A
sluzi kao nulti standard (0 pg/ml). Nakon toga se vrsi razblazenje standarda i seruma, a zatim
se serumi i standardi inkubiraju 2 sata. Onda se vr$i ispiranje, pa se dodaje se anti IL-17A
detekciono antitelo i inkubira se 1 sat, meSajuci. Zatim se vrsi ispiranje, dodaje se Avidin —
HRP D rastvor. Inkubira se 30 minuta. Vr$i se ispiranje, dodaje se hromogeni supstrat (Supstrat
Solution F) u svako udubljenje, pa se inkubira pola sata u mraku. Dodatak hromogenog
supstrata dovodi do bojene reakcije sa konjugatom. Razvoj bojene reakcije prekinut
dodavanjem stop rastvora. Intenzitet bojene reakcije je direktno proporcionalan koncentraciji
IL-17A u uzorcima i standardima. Fotometrijsko merenje opticke gustine intenziteta boje je
izvrSeno na 450nm i1 570nm. Standardna kriva, sa koje se utvrduje koncentracija antitela u
uzorku, dobija se nanoSenjem vrednosti opticke gustine na x osu za poznate vrednosti serijski
razblazenog rastvora, a na y osu nanoSenjem vrednosti samih uzoraka (opticke gustine) i
spajenjem tacaka (Slika 2). Na osnovu standardne krive je odredena vrednost IL-17A za svakog
ispitanika.
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Slika 2. Standardna kriva za odredivanje serumskog IL-17A kod ispitanika

Serumski nivo IL-33 (pg/ml): analiza je uradena na Odeljenju za visokospecijalizovanu in
vitro dijagnostiku imunoloskih i alergoloskih oboljenja, Klinike za alergologiju i imunologiju,
Univerzitetskog klinickog centra Srbije, ELISA testom, komercijalnog naziva LEGEND MAX
™ Human IL-33 ELISA Kit, Biolegend, San Diego, California. Prema upustvu proizvodaca,
standardne vrednosti IL-33 u serumu iznose 15.6 -1000 pg/ml. Pre pocetka analize svi reagensi
iuzorci seruma su odmrznuti do sobne temperature, a svi postupci su sprovedeni prema upustvu
proivodaca. U pojedina¢na udubljenja mikrotitracione ploce, koja su obloZena specificnim anti
IL-33 antitelima se pipetiraju serumi ispitanika i standardi, a u njima se prisutni IL-33 vezuje
za plo€e. Nakon rekonstrukcije bocice koja sadrzi IL-33, dodaje se 0.84ml test rastvor B da bi
se dobilo 20ng/ml standardnog rastvora koji se inkubira na sobnoj temperaturi 15-20 minuta.
Nakon toga se priprema 500pul standardnog rastvora koncentracije 1000pg/ml, tako $to se u 25
ml standardnog rastvora doda u 475ul test rastvora B. Nakon toga je napravljena serija od 6
standardnih rastvora razli¢itih razblazenja u nizu, a test rastvor B sluzi kao nulti standard (0
pg/ml). Zatim se razblazeni serumi i standardi inkubiraju tokom no¢i. Onda se vrsi ispiranje,
dodaje se anti IL-33 detekciono antitelo i inkubira se 1 sat, meSaju¢i. Zatim se dodaje Avidin
— HRP B rastvor. Inkubira se 30 minuta mesSajuci. Zatim se vrsi se ispiranje i dodaje se
hromogeni supstrat (Supstrate Solution F) u svako udubljenje, pa se inkubira pola sata u mraku.
Dodatak hormogenog supstrata rezultira bojenom reakcijom sa konjugatom. Razvoj bojene
reakcije je prekinut dodavanjem stop rastvora. Intenzitet bojene reakcije je direktno
proporcionalan koncentraciji IL 33 u uzorcima i standardima. Fotometrijsko merenje opticke
gustine intenziteta boje je izvreSeno na 450 nm 1 570 nm. Standradna kriva, sa koje se utvrduje
koncentracija antitela u uzorku, dobija se nanoSenjem vrednosti opticke gustine na x osu za
poznate vrednosti serijski razblaZzenog rastvora, a na'y osu nanosenjem vrednosti samih uzoraka
(opticke gustine) 1 spajanjem tacaka (Slika 3). Na osnovu standardne krive je odredena vrednost
IL-33 za svakog ispitanika.
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Slika 3. Standradna kriva za utvrdivanje nivoa serumskog IL-33 kod ispitanika

Periostin (pmol/l): analiza je uradena na Odeljenju za visokospecijalizovanu in vitro
dijagnostiku imunoloskih i1 alergoloskih oboljenja, Klinike za alergologiju i imunologiju,
Univerzitetskog klinickog centra Srbije, ELISA testom, komercijalnog naziva PERIOSTIN,
Biomedica Medizineprodukte GmbH, Wien. Pre pocetka analize svi reagensi i uzorci seruma
su odmrznuti do sobne temperature, a svi postupci su sprovedeni prema upustvu proizvodaca.
U pojedina¢na udubljenja mikrotitracione ploce, koja su obloZena specifi¢nim anti periostin
antitelima se pipetiraju serumi ispitanika, standardi i kontrola, a u njima se prisutni periostin
vezuje za ploce. Zatim se vrsi inkubacija 2 sata na sobnoj temperature (18-26°C). Zatim se
vrsi ispiranje 1 dodaje se specificno biotinlovano anti periostin antitelo, pa se inkubira 2 sata na
sobnoj temepraturi (18-26 °C). Zatim se vrsi ispiranje i dodaje se konjugat, pa se inkubira jedan
sat na sobnoj temperature (18-26 °C). Ponovo se vrsi ispiranje, a zatim se dodaje hromogeni
supstrat u svako udubljenje mikroploce, inkubira se u mraku tokom pola sata. Dalji razvoj
bojene reakcije prekinut je dodavanjem stop rastvora. Intenzitet bojene reakcije je direktno
proporcionalan koncentraciji periostina u uzorcima 1 standardima. Fotometrijsko merenje
opticke gustine intenziteta zute boje je izvrseno na 450nm i 630nm. Standardna kriva, sa koje
se utvrduje koncentracija antitela u uzorku, dobija se nanosenjem vrednosti opticke gustine na
X osu za poznate vrednosti serijski razblazenog rastvora, a na y osu nanosenjem vrednosti samih

uzoraka (opticke gustine) i spajenjem tacaka (Slika 4). Na osnovu standardne krive je odredena
vrednost periostina za svakog ispitanika.

Periostin BI-20433

Measured OD 450 /630

A
N B oo

O 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
pmol

Slika 4. Standardna kriva za utvrdivanje periostina kod ispitanika
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Serumski nivo IL-8 (pg/ml): analiza je uradena na Odeljenju za visokospecijalizovanu in vitro
dijagnostiku imunoloskih 1 alergoloskih oboljenja, Klinike za alergologiju 1 imunologiju,
Univerzitetskog Klinickog centra Srbije, ELISA testom, komercijalnog naziva LEGEND
MAX™ Human IL-8 ELISA Kit, Biolegend San Diego, California. Prema upustvu
proizvodaca, standardne vrednosti IL-8 u serumu iznose 15.6 -1000 pg/ml. Pre pocetka analize
svi reagensi 1 uzorci seruma su odmrznuti do sobne temperature, a svi postupci su sprovedeni
prema upustvu proivodaca. U pojedina¢na udubljenja mikrotitracione ploce, koja su oblozena
specifi¢nim anti IL-8 antitelima se pipetiraju serumi ispitanika, standardi, a u njima se prisutni
IL-8 vezuje za ploce. Nakon rekonstrukcije bocice koja sadrzi IL-8, dodaje se 0.04ml test
rastvor A da bi se dobila 20ng/ml standardnog rastvora koji se inkubira na sobnoj temperaturi
15 do 20 minuta. Nakon toga se priprema 500ul standardnog rastvora koncentracije 1000pg/ml,
tako Sto se 25 ml standardnog rastvora doda u 475l test rastvora A. Nakon toga je napravljena
serija od 6 standardnih rastvora razlicitih razblaZenja u nizu, a test rastvor A sluzi kao nulti
standard (0 pg/ml). Dodaje se Matrix A u standardne mikrolocice, a test rastvor A u plocice
sa uzorcima, pa se inkubira 2 sata meSaju¢i. Onda se vrsi ispiranje, dodaje se anti IL-8
detekciono antitelo 1 inkubira se 1 sat, meSajuci. Zatim se vrsi ispiranje, dodaje se Avidin —
HRP A rastvor. Inkubira se 30 minut meSajuci. Vrsi se ispiranje, dodaje se hromogeni supstrat
(Supstrate Solution F) u svako udubljenje, pa se inkubira pola sata u mraku. Dodatak
hromogenog supstrata dovodi do bojene reakcije sa konjugatom, a dalji razvoj bojene reakcije
prekinut je dodavanjem stop rastvora. Intenzitet bojene reakcije je direktno proporcionalan
koncentraciji IL -8 u uzorcima i standardima. Fotometrijsko merenje opticke gustine intenziteta
boje je izvrSeno na 450 nm i 570 nm. Standardna kriva, sa koje se utvrduje koncentracija
antitela u uzorku, dobija se nanosenjem vrednosti opticke gustine na x osu za poznate vrednosti
serijski razblazenog rastvora, a na y osu nanoSenjem vrednsosti samih uzoraka (opticke
gustine) i spajenjem tacaka (Slika 5). Na osnovu standardne krive je odredena vrednost IL-8
za svakog ispitanika.
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10 100 1000

Human IL-8 (pg/mL)
Slika 5. Standrdna kriva za utvrdivanje IL- 8 kod ispitanika

3.2. Statisti¢ka analiza podataka

Za deskripciju kategorijalnih podataka su koriS¢eni apsolutni i relativni brojevi u formi n (%).
Numeric¢ki podaci su opisani aritmetickom sredinom sa standardnom devijacijom ili
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medijanom, sa opsegom vrednosti od minumuma do maksimuma u zavisnosti od distrubucije
podataka. Normalna raspodela je evaluirana matematickim (Shapiro-Willk test) 1 grafickim
metodama (histogram, dijagram kutije- box-plof). Cetiri nezavisne grupe (EA, NA, MGA i
PGA) su uporedivane prema kategorijalnim podacima pomocu hi-kvarat ili FiSerovog testa
tatne verovatnoce. Uz to, grupe su uporedivane prema numerickim parametrima
jednofaktorskom analozim varijanse One-way ANOVA sa medugrupnim poredenjem Tuckey
metodom, ili Kruskal- Wallis testom sa Mann- Whitney testom za medugrupno poredenju, u
zavisnosti od distrubucije podataka.

Za ispitivanje povezanosti faktora sa razli¢itim inflamatornim fenotipovima astme koris¢ena je
logisti¢ka regresiona analiza (Backward Wald metod). Prvo je izvedena univarijantna, a zatim
multivarijantna analiza tako S$to su svi znacajni faktori iz univarijantnog bili ukljuceni u
multivarijantni model uz vodenje raCuna o multikolinearnosi nezavisnih varijabli. Za
utvrdivanje eozinofila kao potencijalnog biomarkera EA, koriS¢ena je ROC (engl. Receiver-
Operating Characteristic curve) kriva, a grani¢na (cut-off) vrednost je izabrana u prema
najvecoj vrednosti Youdenovog indeksa. Sve statisticke metode su smatrane znacajnim ukoliko
je dobijena p vrednost bila <0,05.

Za potrebe analize podataka je koris¢en je program IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp

38






4. REZULTATI

Ova studija preseka je ukljucila ukupno 80 ispitanika starijih od 18 godina, oba pola, sa
dijagnozom bronhijalne astme postavljenom prema smernicama GINA.

4.1. Karakteristike ispitanika

Oboleli od bronhijalne astme su bili prosecne starosti 43.65+12.72 godina, sa odnosom polova
2:1 u korist zenskog pola. Nesto vise od polovine su bili pusaci sa srednjim trajanjem pusackog
statusa od 14 godina (od najmanje 1 do najvise 50 godina). Prose¢an index telesne mase je bio
26.43. Vise od polovine ispitanika (58.8%) je bilo prekomerno uhranjeno (BMI>25). Detaljne
karakteristike obolelih od bronhijalne astme su prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1. Osnovne karakteristike ispitanika

Karakteristika Deskripcija

Pol, n (%)
Muski 23 (28.8)
Zenski 57 (71.3)
Starost (godine), X + sd 43.65%12.72
Pusacki status, n (%)
Pusac 45 (56.3)
Nepusac 35 (43.8)
Duzina pusackog statusa (godine), 14 (1-50)
med (min-max)
BMIL x + sd 26.434+4.64
Uhranjenost, n (%)
Normalno uhranjeni 33 (41.3)
Prekomerno uhranjeni 47 (58.8)

Skracenice: BMI- indeks telesne mase (BMI, eng. body mass index)

Senzibilizacija na alergene je prikazana u Figuri 1. ViSe od polovine svih obolelih od
bronhijalne astme je bilo senzibilisano na polene i to na polen korova u 61%, polen trava u
56% i polen drveca u 45% slucajeva. Senzibilizacija na grinje je bila prisutna kod 44% obolelih
dok je najmanje bilo senzibilisano na ku¢nu prasinu (17%).
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14 (17,5%) ( |
36 (45,0%

= polen drveéa = polentrava = polen korova = grinje = kuc¢na prasina
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Figura 1. Senzibilizacija na alergene

Najceséa udruzena oboljenja su bili alergijski rinitis (79%), alergije na lekove (27%) i
nealergijski rinitis (19%). U porodi¢noj anamnezi, najzastupljenije bolesti su bile alergjski
rinitis (48.8%), bronhijalna astma (38.8%) 1 alergija na lekove (27.5%) (Tabela 2).

Tabela 2. Komorbiditeti i porodi¢na anamneza ispitanika

Komorbiditeti, n (%) Deskripcija
Alergijski rinitis 63 (78.8)
Nealergijski rinitis 15 (18.8)
Hroni¢ni rinosinuzitis sa nazalnom polipozom 12 (15.0)
Hroni¢ni rinosinuzitis bez nazalne polipoze 10 (12.5)
Atopijski dermatitis 4 (5.0)
Urtikarija 4(5.0)
Alergija na lekove 22 (27.5)
Alergija na hranu 1(1.3)
GERB/gastritis 10 (12.5)
Anksioznost 2(2.5)
Depresija 0(0.0)
Polipektomija 10 (12.5)
Operacija devijacije nosne pregrade 3(3.8)
Otitis 1(1.3)
Kardiovaskularno oboljenje 14 (17.5)
Dijabetes melitus 3(3.8)
Autoimunsko oboljenje 10 (12.5)
Malignitet 0 (0,0)
Alergija na nesteroidne antiinflamatorne lekove 8(10.0)
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Alergija na acetilsalicilnu kiselinu

5(6.3)

Porodi¢na anamneza, n (%)

Alergijski rhinitis 39 (48.8)

Bronhijalna astma 31 (38,8)
Kardiovaskularne bolesti 5(6.3)
Dijabetes melitus 2(2.5)
Malignitet 8 (10.0)
Autoimunsko oboljenje 2(2.5)

Skrac¢enice: GERB-gastroezofagealna bolest

U Tabeli 3 su prikazane karakteristike bronhijalne astme ispitanika, kao i okidaci pogorsanja.

Prose¢no trajanje bronhijalne astme je iznosilo 7 godina. Simptomi bolesti su bili prisutni

prose¢no 15 godina pre postavljanja dijagnoze. Auskultatorni nalaz na plu¢ima u vreme

-----

(66%) 1 kratak dah (62%), a kod oko polovine ispitanika su bili prisutni curenje nosa, svrab
nosa, sviranje u grudima 1 dispena (50%, 46%, 46% 145%). Kijanje i kasalj su bili prisutni kod
39% 1 36% obolelih, a najredi simptom je bio iskasljavanje u svega 11% slucajeva. Najcesci
okidaci pogorSanja bronhijlane astme su bili alergeni (60%) 1 zagadenje (41%), a kod petine su

okidaci respiratorne infekcije 1 promena vremenskih prilika.

Tabela 3. Karakteristike bronhijalne astme i okidaci pogorSanja

Karakteristika Deskripcija

Trajanje bronhijalne astme (godine), med (min-max) 7 (0-52)
Trajanje simptoma pre postavljanja dijagnoze (godine), med (min-max) 15 (1-50)
Broj teskih egzacerbacija u poslednjih godinu dana, med (min-max) 0 (0-10)

Nalaz na pluéima u vreme pregleda, n (%)

Uredan 65 (81.3)
Wheezing (zvizdanje) 15 (18.8)
Kijanje 31(38.8)
Curenje nosa 40 (50.0)
Svrab nosa 37 (46.3)
Kratak dah 50 (62.5)
Zapusenost nosa 53 (66.3)

Iskasljavanje 9(11.3)
Osecaj nedostatka vazduha (dispnea) 36 (45.0)
Sviranje u grudima 37 (46.3)
Kasalj 29 (36.3)

Okidaci pogorSanja, n (%)

Alergeni 48 (60.0)
Zagadenje 33 (41.3)
Respiratorne infekcije 16 (20.0)

Stres 2 (25)

Hrana 2(2.5)
Vlaga 19 (23.8)
Promena vremenskih uslova 21 (26.3)
Dim 16 (20.0)

Fizi¢ki napor 7 (8.8)
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Mirisi 11(13.8)
Hemikalije 3(3.8)

4.1.1. Laboratorijski parametri ispitanika

Laboratorijski parametri obolelih od bronhijalne astme su prikazani u Tabeli 4. Prosecna
vrednost 25 (OH) vitamina D je iznosila 50.5 nmol/L (13-115nmol/L). Nisu zabelezena
odstupanja u ostalim analiziranim parametrima.

Tabela 4. Laboratorijski parameteri ispitanika

Parametar ‘ Deskripcija
Sedimentacija (mm/h), med (min-max) 12 (2-52)
CRP (mg/L), med (min-max) 1.5 (1.0-18.0)
Broj eritrocita, (*10'%/L) X + sd, 4.78+0.41
Hgb (g/L) x + sd 136.90+18.94
MCV, x + sd 89.51+4.57
Broj leukocita (*10%/L), med (min-max) 6.3 (3.9-11.7)
Broj neutrofila (*10°L), med (min-max) 3.3(1.8-7.9)
Broj limfocita (*10%L), med (min-max) 2.1(0.3-4.8)
D-dimer (mg/L), med (min-max) 0.27 (0.14-2.05)
Ukupan holesterol (mmol/L), x + sd 5.16£1.21
Holesterol HDL (mmol/L),x + sd 1.51+£0.34
Holesterol LDL (mmol/L), X + sd 3.15+1.01
Trigliceridi (mmol/L), med (min-max) 0.9 (0.4-3.2)
Serumsko gvozde (umol/L), med (min-max) 16.5 (2.7-36.5)
TIBC (umol/L), ¥ + sd 55.66+8.49
Feritin (ug/L), med (min-max) 46.6 (2.5-337.9)
25 (OH)vitamin D (nmol/L), med (min-max) 50.5 (13-115)
TSH (mlU/L), med (min-max) 1.74 (0,08-12,52)
FT4 (pmol/L), X + sd 12.33+2.43
IgG (g/L), ¥ + sd 11.1842.20
IgA (g/L) (min-max) 1.89 (0.72-4.76)
IgM (g/L) med (min-max) 1.10 (0.20-3.90)

Skracenice: TIBC- ukupni kapacitet vezivanja gvozda (engl. total iron binding capacity); TSH- tiroidni stimuliSu¢i hormon;
FT4- slobodni tiroksin; CRP- C reaktivni protein

4.1.2. Procena kontrole bronhijalne astme ispitanika

Kontrola bronhijalne astme procenjena GINA upitnikom o kontroli simptoma, ACT 1 ACQ
kriterijjumima je prikazana na Figuri 2. Dobro kontrolisana bolest je bila prisutna kod 21%,
44% 1 29% prema GINA upitniku kontroli simptoma, ACT, odnosno ACQ upitnika.
Nekontrolisana bolesti je utvrdena kod 41%, 36% 1 47% ispitanika prema ova tri kriterijuma
redom.
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Figura 2. Procena kontrole bronhijalne astme

Skracéenice: GINA upitnik o kontroli simptoma (engl. Global Iniative for Asthma); ACT- Test o kontroli astme (engl.
Asthma control test); ACQ- Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare)

4.1.3. Spirometrijski parametri, disfunkcija malih disajnih puteva, frakcija izdahnutog

azot monoksida

Spirometrijski parametri i disfunkcija malih disajnih puteva su prikazani u Tabeli 5. Prosecan
FEV1 je iznosio 92.6%, a FEV1/FVC 71.36%. Kod 45% ispitanka je detektovana poviSena
rezistencija malih disajnih puteva, tj. disfunkcija malih disajnih puteva.

Tabela 5. Spirometrijski parametri i parametri disfunkcije malih disajnih puteva

Parametar

Deskripcija

FVC (%), meantsd 107.39+14.08
FEVI (%), meantsd 92.60+14.54
FEVI/FVC (%), meantsd 71.3648.54

MEF25 (%), med (min-max)

50.0 (37.2-62.7)

MEF50 (%), med (min-max)

70.0 (56.0-87.7)

MEF75 (%), med (min-max)

9.0 (76.2-109.0)

MMEF, med (min-max)

67.92 (36-119)

PoviSena rezistencija disajnih puteva, n (%)

36 (45.0)

Skracenice: FVC- forsirani vitalni kapacitet; FEV1-forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi; FEV1/FVC- forsirani

ekspirijumski volumen u 1. sekundi/ forsirani vitalni kapacitet; VC-vitalni kapacitet; MEF25-srednji ekspirijumski protok
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vazduha pri 25% VC; MEF50-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 50%VC; MEF 75-srednji ekspirijumski protok
vazduha pri 75% VC; MMEF-srednji-maksimalni ekspirijumski protok vazduha

FeNO, kao neinvazivni biomarker inflamacije disajnih puteva kod obolelih od bronhijalne

astme, medu pacijentima uklju¢enim u ovu studiju je prikazan na Figuri 3. Prosec¢na vrednost
FeNO je iznosila 23.46 ppb (3.06-192.44ppb).

200.007
*
150.00-
*
100.00-
8
50.00]
.00
I
FeNO

Figura 3. FeNO kod obolelih od bronhijalne astme

Skracenice: FeNO- frakcija izdahutog azot monoksida

4.1.4. Modaliteti terapije

Primenjeni modaliteti terapije u lecenju obolelih od bronhijalne astme su prikazani u Tabeli 6.
Najcesce primenjivani lekovi su bili: antihistaminici (72.5%), nazalni kortkosteroidi (58.8%),
LTRA (57.5%), a u terapiji astme: SABA kod 41.3%, dok je 37.5% bilo na ICS/LABA terapiji
prema MART protokolu, a 36.3% ICS/LABA. Bilosku terapiju je primalo 17 pacijenata,
omalizumab 10 pacijenata (58.8%), a benralizumab je primenjen kod 7 (41.2%). Vise od
polovine je uzimalo srednju dnevnu dozu IKS, shodno GINA smernicama.

Tabela 6. Primenjena terapija u leCenju bronhijalne astme

Terapija, n (%) Deskripcija

Antihistaminici 58 (72.5)
Intranazalni kortikosteroidi 47 (58.8)
Alergenska imunoterapija 12 (15.0)
IKS 10 (12.5)

LAMA 9(11.3)

Oralni kortikosteroidi 8 (10.0)
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Aminofilin 3(3.9)
LTRA 46 (57.5)
SABA 33 (41.3)
IKS/LABA 29 (36.3)
IKS/LABA MART 30 (37.5)
Bioloska terapija (omalizumab+ benralizumab) 17 (21.3)
Male (mcg) 18 (25.7)
Srednje (mcg) 37 (52.9)
Visoke (mcg) 15(21.4)
Adherenca 79 (98.8)

Skracenice: IKS- inhalacioni kortikosteroidi, LABA- dugo delujuci beta 2 agonisti (engl. long acting beta 2 agonist ), LAMA-
dugo delujuéi muskarinski antagonisti (engl. longacting muscarinic antagonists), LTRA-antagonisti receptora leukotrijena
(engl. leukotriene receptor antagonist), SABA- krakodelujuci beta 2 agonisti (engl. short acting beta 2 agonist), IKS/LABA-
fiksna kombinacija inhalacionih kortikosteroida i dugodelujucih beta 2 agonista, IKS/LABA MART- niska doza IKS +
formoterola prema rezimu terapije odrzavanja i terapije za brzo olakSavanje simtpoma (IKS+ formoterol prema engl.
maintenance and reliver therapy- MART)

4.1.5. Biomarkeri

Ispitivali smo biomarkere: broj eozinofila, IgE, periostin, IL-5, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-33.
Prosecan broj eozinofila je bio 200 *10°/L (0.1-0.4*10%/L), a ukupan IgE 121 IU/ml (56.2-
364.5 TU/ml). Ostali serumski biomarkeri astme su prikazani u Tabeli 7.

Tabela 7. Biomarkeri ispitanika

Biomarkeri, med (min-max) ‘ Deskripcija
Broj eozinofila, (*10°/L) 0.2 (0.1-0.4)
IgE (IU/ml) 121.5 (56.2-364.5)
Periostin (pmmol/l) 924.4 (697.5-1325.9)
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0)
IL-6 (pg/ml) 0.0 (0.0-11.5)
IL-8 (pg/ml) 21.0 (3.8-122.1)
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0)
IL-33 (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0)

4.2. Povezanost spirometrijskih parametara i biomarkera sa kontrolom bolesti
procenjenom GINA upitnikom o kontroli simptoma, ACT i ACQ

U cilju utvrdivanja razlika u vrednostima spirometrijskih parametara i biomarkera u zavisnosti
od stepena kontrole bronhijalne astme, ove karakteristike su uporedene prema ACQ, ACT i
GINA upitnikom. Rezultati su prikazani u Tabelama 8§-10.

U okviru klasifikacije obolelih od bronhijalne astme prema ACQ na loSe kontrolisane, sivu
zonu kontrole i dobro kontrolisane (Tabela 8), utvrdeno je da su pacijenti u sivoj zoni kontrole
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imali najviSe vrednosti FEV1 1 VC u poredenju sa dobro i loSe kontrolisanim pacijentima
(p=0.040 1 p=0.045), dok su lose kontrolisani pacijenti imali najvisi broj leukocita i limfocita
u krvi u poredenju sa sivom zonom i dobro kontrolisanim pacijentima (p=0.022 i p=0.013).
FEVI1 1 VC su bili znac¢ajno visi kod obolelih od bronhijalne astme u sivoj zoni nego kod lose
kontrolisanih (p=0.037 1 p=0.035), dok se ovi parametri nisu znac¢ajno razlikovali izmedu dobro
1 loSe kontrolisanih (p=0.309 i p=0.571), kao ni izmedu dobro kontrolisanih i sive zone
(p=0.565 1 p=0.326). Broj leukocita i limfocita u krvi je bio znacajno visi kod loSe kontrolisanih
pacijenata u poredenju sa dobro kontrolisanim (p=0.009 i p=0.004), dok se njihov broj nije
razlikovao u poredenju sa sivom zonom (p=0.686 i p=0.330), niti je bilo razlike u ovim
parametrima izmedu sive zone i loSe kontrolisanih (p=0.070 i p=0.093).

Tabela 8. Spirometrijski parametri i biomarkeri ispitanika prema ACQ

Nivo kontrole bronhijalne astme prema ACQ
Karakteristika Los.e Siva zona Dobf'o p’
kontrolisana =19 kontrolisana
n=38 n=23
" Spirometrijski parametri—|
FVC, x £+ sd 104.56+15.08 113.39+14.72 107.12+10.36 0.082£
FEV1,x + sd 88.65+14.02 98.15+14.34 94.15+14.34 0.040€
FEV1/FVC, x + sd 70.09+8.54 71.75+6.56 73.12+9.89 0.400£
VC, x + sd 100.12+12.66 108.05+10.40 103.09+8.66 0.045€
MEF25, med (min-max) 44.5 (19-123.6) 58.0 (31-92) 51.0 (11-108) 0.253%
MEF50, med (min-max) 69.5 (17-116) 70.0 (34-121) 70.0(25-123) 0.699%
MEF75, med (min-max) 90 (30-119) 99 (42-112) 94 (39-113) 0.454%
PoviSena rezistencija malih disajnih
puteva, n (%) 19 (50.0) 7 (36.8) 10 (43.5) 0,632§
Biomarkeri,

Sedimentacija (mm/h) 12 (2-52) 12 (6-48) 10 (2-48) 0.798%
C-reaktivni protein (mg/L) 1.6 (1.0-12.4) 1.2 (1.0-8.3) 1.2 (1.0-18.0) 0.288%
Broj leukocita (*10%/L) 6.4 (4.9-11.7) 6.0 (3.9-10.7) 5.8(4.7-11.1) 0.022¥
Broj neutrofila (*10°%/L) 3.5(1.8-7.9) 3.0 (1.9-4.9) 3.2 (2.0-7.7) 0.057%
Broj limfocita (*10°/L) 2.2 (0.4-4.8) 2.1(0.3-4.5) 1.8 (1.1-3.3) 0.013¥
Broj eozinofila, (*10°/L) 0.2 (0.0-3.9) 0.2 (0.0-0.9) 0.2 (0.0-1.1) 0.385¥%
IgE (IU/ml) 156 (6-850) 114 (8-832) 87 (4.7-965) 0.722%
FeNO (ppb) 23.3(3.9-192.4) 23.4 (6.7-72.5) 24.1 (3.1-84.1) | 0.766¥
Periostin (pmol/l) R B B S
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-13.9) 0.0 (0.0-2.3) 0.0 (0.0-91.2) 0.281¥
IL-6 (pg/ml) 2.6 (1.5-8.0) 2.8 (1.5-5.0) 2.9 (1.0-14.2) 0.722%
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-212.7) 0.0 (0.0-328.2) 0.0 (0.0-304.1) | 0.601¥
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-8.7) 0.0 (0.0-2.7) 0.0 (0.0-2.9) 0.476¥
IL-33 (pg/ml) 38.25(0.0-906.7) | 28.6 (0.0-1006.1) 7.2 (0.0-838.6) | 0.723¥

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema jednofaktorskoj ANOVA-i£, hi-kvadrat testu§ ili Kruskal-Wallis testu¥

Skracenice: ACQ- Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare); FVC- forsirani vitalni kapacitet; FEV 1-
forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi; FEV1/FVC-forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi/ forsirani vitalni
kapacitet; VC- vitalni kapacitet; MEF25-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 25% VC; MEF50-srednji ekspirijumski
protok vazduha pri 50%VC; MEF75-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 75% VC; FeNO- frakcija izdahutog azot
monoksida
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U okviru klasifikacije obolelih od bronhijalne astme prema ACT kriterijumima na loSe,
umereno i dobro kontrolisane (Tabela 9), utvrdeno je da su pacijenti sa loSom kontrolom bolesti
imali najvisi broj limfocita u krvi u poredenju sa pacijentima sa umerenom i dobrom kontrolom
bronhijalne astme (p=0.050). Broj limfocita u krvi je bio znacajno visi kod pacijenata sa loSom
nego kod pacijenata sa dobrom kontrolom bronhijalne astme (p=0.013), dok se ovaj parametar
nije razlikovao izmedu dobro i umereno, kao ni izmedu umereno i loSe kontrolisanih pacijenata

(p=0.276 i p=0.447).

Tabela 9. Spirometrijski parametri i biomarkeri ispitanika prema ACT

e Lose Umereno Dobro .
Karakteristika kontrolisana kontrolisana kontrolisana P
n=35 n=16 n=29
FVC,x + sd 106.31+12.06 108.26+21.56 108.20+11.46 0.838£
FEV1, x + sd 90.20£15.05 94.86+13.11 94.26+14.72 0.429£
FEVI/FVC, x £ sd 70.34+7.22 71.1749.11 72.68+9.74 0.553£
VC, x £ sd 104.18+11.36 98.76+13.59 103.52+10.05 0.272£
MEF25, med (min-max) 46 (19-92) 52 (24-123.6) 51 (11-108) 0.772¥%
MEF50, med (min-max) 70 (17-116) 78.5(32-113.2) 68 (25-123) 0.559¥%
MEF75, med (min-max) 90 (30-113) 96.5 (52-119) 94 (39-113) 0.457¥%
Povisena rezistencija malih disajnih 16 (45.7) 6 (37.5) 14 (48.3) 0.7808
puteva , n (%)
Biomarkeri
med (min-max)

Sedimentacija (mm/h) 14 (2-52) 11 (4-44) 10 (2-48) 0.346¥%
C-reaktivni protein (mg/L) 1.9 (1.0-12.4) 1.1 (1.0-3.9) 1.3 (1.0-18.0) 0.094¥
Broj leukocita (*10%/L) 6.4 (4.1-11.7) 6.3 (4.0-10.7) 6.0 (3.9-11.1) 0.122¥%
Broj neutrofila (*10°/L) 3.4 (1.8-7.9) 3.5(1.9-5.1) 3.2 (2.0-7.7) 0.349%
Broj limfocita (*10%/L) 2.2 (0.3-4.8) 2.0 (1.0-4.5) 1.9 (1.1-3.3) 0.050¥%
Broj eozinofila (*10°/L) 0.3 (0.0-0.7) 0.1 (0.0-3.9) 0.2 (0.0-1.1) 0.745¥%
IgE (IU/ml) 140 (10-730) 119.5 (6-850) 120 (4.7-965) 0.895¥%
FeNO (ppb) 23.4 (3.9-192.4) 19.8 (6.7-123.0) 25.0 (3.1-84.1) | 0.731¥
Peotin ol N A B Py
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-2.5) 0.0 (0.0-13.9) 0.0 (0.0-91.2) 0.206¥
IL-6 (pg/ml) 2.6 (1.0-8.0) 2.8 (1.6-4.6) 2.9(1.5-14.2) 0.721¥
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-212.7) 0.0 (0.0-328.2) 0.0 (0.0-304.1) | 0.368¥%
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-3.3) 0.0 (0-0-8.7) 0.0 (0.0-2.9) 0.277%
IL-33 (pg/ml) 31.5(0.0-1006.1) 44.3 (0.0-906.7) 8.7 (0.0-838.6) | 0.501¥

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema jednofaktorskoj ANOVA-i£, hi-kvadrat testu§ ili Kruskal-Wallis testu¥

Skracenice: ACT- test o kontroli astme (engl. Asthma Control Test); FVC-forsirani vitalni kapacitet; FEV1-forsirani
ekspirijumski volumen u 1. sekundi; FEV 1/FVC forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi/ forsirani vitalni kapacitet; VC-
vitalni kapacitet; MEF25-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 25% VC; MEF50-srednji ekspirijumski protok vazduha pri
50%VC; MEF75-srednji ekspirijumski protok vazduha 75% VC; FeNO-frakcija izdahutog azot monoksida
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U okviru klasifikacije obolelih od bronhijalne astme prema GINA upitniku o kontroli simptoma
na nekontrolisane, delimi¢no 1 dobro kontrolisane (Tabela 10), utvrdeno je da se pacijenti sa
nekontrolisanom, delimi¢no i1 dobro kontrolisanom formom bolesti nisu znacajno razlikovali
ni u jednom spirometrijskom parametru niti biomarkeru.

Tabela 10. Spirometrijski parametri i biomarkeri ispitanika prema GINA upitniku o kontroli simptoma

Nivo kontrole bronhijalne astme prema GINA upitiku o

kontroli simptoma

Karakteristika . Delimi¢no Dobro P
Nekontrolisana . )
n=17 kontrolisana kontrolisana
n=30 n=33
FVC, x + sd 108.88+12.55 106.93+15.01 107.03£14.32 0.888£
FEV1,x + sd 93.35+12.92 95.24+14.11 89.82+15.60 0.330£
FEV1/FVC, x + sd 73.32+7.39 72.304+9.96 69.48+7.50 0.241£
VC, x + sd 102.82+10.88 101.87+12,29 103.77+11.17 0.810£
MEF 25, med (min-max) 52 (20-89) 55.5 (11-123.6) 46 (19-92) 0.495¥%
MEF 50, med (min-max) 71 (25-121) 76.3 (30-123) 68 (17-116) 0.620¥
MEF 75, med (min-max) 99 (39-111) 96.5 (48-119) 90 (30-113) 0.332¥%
Povisena rezistencija malih
disajnih puteva. n (%) 11 (64.7) 10 (33.3) 15 (45.5) 0.115§
Biomarkeri

Sedimentacija (mm/h) 12 (2-48) 11 (2-52) 14 (4-36) 0.617¥
C-reaktivni protein (mg/L) 1.9 (1.0-8.3) 1.2 (1.0-18.0) 1.7 (1.0-10.2) 0.304¥%
Broj leukocita (*10°/L) 5.8 (3.9-7.8) 6.4 (4.0-11.3) 6.3 (4.1-11.7) 0.390¥
Broj neutrofila (*10°/L) 3.1 (2.0-4.6) 3.4 (1.9-7.7) 3.3(1.8-7.9) 0.221¥
Broj limfocita (*10°/L) 1.9 (1.1-3.8) 2.1 (1.0-4.8) 2.2 (0.3-3.4) 0.419¥%
Broj eozinofila (*10°/L) 0.1 (0.0-0.9) 0.2 (0.0-3.9) 0.2 (0.0-0.7) 0.610¥
IgE (IU/ml) 137 (4.7-965) 118.5 (8-850) 112 (6-681) 0.464¥%
FeNO (ppb) 33.2 (3.1-123.0) 22.1(6.3-70.2) 23.5(3.9-192.4) | 0.392¥%
Perostin (ol R ST R P
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-13.9) 0.0 (0.0-91.2) 0.0 (0.0-2.5) 0.511¥
IL-6 (pg/ml) 3.2 (1.5-14.2) 2.7 (1.0-10.0) 2.5(1.5-8.0) 0.181¥
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-73.8) 0.0 (0.0-304.1) 0.0 (0.0-328.2) 0.431¥
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-1.2) 0.0 (0.0-8.7) 0.0 (0.0-3.3) 0.676¥
IL-33 (pg/ml) 8.7 (0.0-838.6) 30.1 (0.0-1006.1) 18.4 (0.0-794.9) | 0.578%

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema jednofaktorskoj ANOVA-if, hi-kvadrat testu§ ili Kruskal-Wallis testu¥

Skracéenice: GINA- globalna inicijativa o astmi (engl. Global Initative for Asthma); FVC- forsirani vitalni kapacitet; FEV1-
forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi; FEV1/FVC-forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi/ forsirani vitalni
kapacitet; VC-vitalni kapacitet; MEF25-srednji ekspirijjumski protok vazduha pri 25% VC; MEF50-srednji ekspirijjumski
protok vazduha pri 50%VC; MEF75-srednji ekspirijumski protok vazduha 75% VC; FeNO- frakcija izdahutog azot monoksida

4.3. Inflamatorni fenotipovi bronhijalne astme ispitanika

Na osnovu kriterijuma za odredivanje inflamatornih fenotipa metodom indukovanog sputuma,
u grupi od 80 obolelih, bilo je 25 (31%) sa eozinofilnom (EA), 12 (15%) sa neutrofilnom (NA),
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24 (30%) sa mesanom granulocitnom (MGA) 1 19 (24%) sa paugranulocitnom bronhijalnom
astmom (Figura 4).

PGA, 19,

EA, 25,31%

\

MGA, 24, NA, 12, 15%

30%

Figura 4. Inflamatorni fenotipovi ispitanika

Skracenice: EA- eozinofilna astma; NA- neutrofilna astma, MGA- meSovita granulocitna astma, PGA - paucigranulocitna astma

4 4. Karakteristike inflamatornih fenotipova ispitanika

Ispitanici podeljeni u 4 inflamatorna fenotipa bronhijalne astme se nisu znacajno razlikovali ni
po jednoj od evaluiranih osnovnih karakteristika. Bili su iste prosecne starosti, jednakog odnosa
polova, zastupljenosti pusaca i nepusaca, duzine trajanja puSackog statusa, uhranjenosti, kao i
zastupljenosti komorbiditeta i oboljenja u porodicnoj anamnezi. Detaljne karakteristike
obolelih od bronhijalne astme prema cetiri inflamatorna fenotipa su prikazane u Tabeli 11.

Tabela 11. Osnovne karakteristike ispitanika prema inflamatornim fenotipovima bronhijalne astme

Inflamatorni fenotip
Karakteristika p*
Pol, n (%)
Muski 8(32.0) 3(25.0) 7(29.2) 5(26.3) 0.966§
Zenski 17 (68.0) 9(75.0) 17 (70.8) 14 (73.7)
Starost (godine), X + sd 45.44+13.62 | 41.67+12.46 | 41.71£13.78 | 45.00£10.56 | 0.677£
Pusacki status, n (%)
PusSac 15 (60.0) 8 (66.7) 13 (54.2) 9(47.4) 0.724§
Nepusac 10 (40.0) 4 (33.3) 11 (45,8) 10 (52,6) ’
DuZina pusackog statusa
(godine), 15 (3-27) 15 (10-20) 10 (5-50) 20 (1-30) 0.817%
med (min-max)
BML x + sd 26.52+2.80 24.67+4.46 27.26+6.24 26.39+4.36 | 0.483£
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Uhranjenost, n (%)
Normalno uhranjeni 9 (36.0) 7 (58.3) 10 (41.7) 7 (36.8) 0.5978
Predgojazni i gojazni 16 (64.0) 5(41.7) 14 (58.3) 12 (63.2) )
Komorbiditeti, n (%)
Alergijski rinitis 18 (72.0) 10 (83.3) 20 (83.3) 15 (78.9) 0.769§
Nealergijski rinitis 6 (24.0) 2 (16.7) 4 (16.7) 3 (15.8) 0.882§
Hronicni rinosinuzitis sa 5 (20.0) 2(16.7) 3 (12.5) 2 (10.5) NA
nazalnim polipozom
Hroni¢ni rlnosm.uzms bez 2(8.0) 1(83) 3(12.5) 401 NA
nazalne polipoze
Atopijski dermatitis 1 (4.0) 0(0.0) 14.2) 2 (10.5) NA
Urtikarija 3 (12.0) 0(0.0) 14.2) 0(0.0) NA
Alergija na lekove 6 (24.0) 4 (33.3) 7 (29.2) 5(26.3) 0.939§
Alergija na hranu 1 (4.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) NA
GERB/gastritis 4 (16.0) 0(0.0) 3 (12.5) 3 (15.8) NA
Anksioznost 1 (4.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(5.3) NA
Depresija 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) NA
Polipektomija 4 (16.0) 1(8.3) 3 (12.5) 2 (10.5) NA
Operacija devijacije nosne 0(0.0) 0(0.0) 3 (12.5) 0(0.0) NA
pregrade
Otitis 0(0.0) 1(8.3) 0(0.0) 0(0.0) NA
Kardiovaskularno oboljenje 5(20.0) 2 (16.7) 4 (16.7) 3 (15.8) NA
Dijabetes melitus 2 (8.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(5.3) NA
Autoimunsko oboljenje 3 (12.0) 2 (16.7) 3 (12.5) 2 (10.5) NA
Malignitet 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) NA
Reakcija na nesteroidne
antiinflamatorne lekovi 4 (16.0) 1(8.3) 0(0.0) 3 (15.8) NA
Reakcija na Aspirin 4 (16.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(5.3) NA
Porodi¢na anamneza,
n (%)
Alergijski rhinitis 9 (36.0) 4 (33.3) 16 (66.7) 10 (52.6) 0.113§
Bronhijalna astma 9 (36.0) 6 (50.0) 9 (37.5) 7 (36.8) 0.858§
Kardiovaskularne bolesti 2 (8.0) 2 (16.7) 0(0.0) 1(5.3) NA
Dijabetes melitus 1 (4.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(5.3) NA
Malignitet 1 (4.0) 1(8.3) 2(8.3) 4(21.1) NA
Autoimunsko oboljenje 1 (4.0) 0(0.0) 0 (0.0) 1(5.3) NA

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema hi-kvadrat testu§, jednofaktorskoj ANOVA-i£ ili Kruskal-Wallis testu¥

Skracenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA-meSovita granulocitna astma, PGA- paucigranulocitna astma;
BMI-index telesne mase (engl. Body mass index); GERB-gastroezofagealna bolest; NA- nije primenljivo (engl. not applicable)

U Tabeli 12 su prikazane karakteristike bolesti, kao i njihovi okidaci prema cetiri inflamatorna
fenotipa bronhijalne astme. Prose¢no trajanje bolesti, kao i simptoma pre postavljanja
dijagnoze je trajalo jednako dugo bez obzira na fenotip. Broj egzacerbacija u poslednjih godinu
dana se kretao od ni jednog do najviSe 10, a jednako Cesto u odnosu na Cetiri inflamatorna
fenotipa bolesti. Auskultatorni nalaz na plu¢ima u vreme pregleda je kod vecéine obolelih bio
uredan bez obzira na fenotip. Naj¢es¢i simptomi su bili jednako zastupljeni za Cetiri fenotipa
bolesti. Najces¢i okidaci pogorSanja bronhijalne astme su bili alergeni i zagadenje kod svih
tipova astme.
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Tabela 12. Karakteristike bronhijalne astme ispitanika prema inflamatornim fenotipovima

T o ot [
Karakteristika EA NA MGA PGA pP*
n=25 n=12 n=24 n=19
Trajanje bronhijalne astme (godine),
med (min-max) 10 (1-45) 3.5(0-23) 6.5 (0-50) 7 (1-52) | 0.155%
Trajanje simptoma pre postavljanja
dijagnoze (godine), 1 (0-10) 2 (0-10) 1.5 (0-15) 2 (0-6) 0.461¥%
med (min-max)
Broj egzacerbacija u poslednjih godinu
dana, 1 (0-8) 0 (0-7) 0(0-4) 0(0-10) | 0.134¥%
med (min-max)
Nalaz na pluéima u vreme pregleda
Uredan 19 (76.0) 10 (83.3) 20 (83.3) 16 (84.2) 0.882§
Wheezing (zvizdanje) 6 (24.0) 2(16.7) 4 (16.7) 3(15.8)
Simptomi, n (%)
Kijanje 14 (56.0) 7 (58.3) 14 (58.3) 14 (73.7) | 0.647§
Curenje nosa 13 (52.0) 6 (50.0) 12 (50.0) 9(47.4) | 0.993§
Svrab nosa 13 (52.0) 4(33.3) 13 (54.2) 7(36.8) | 0.490§
Kratak dah 17 (68.0) 7 (58.3) 12 (50.0) 14 (73.7) | 0.388§
Zapusenost nosa 15 (60.0) 8 (66.7) 17 (70.8) 13 (68.4) | 0.872§
Iskasljavanje 3 (12.0) 1(8.3) 2(8.3) 3(15.8) | 0.959#
Osecaj nedostatka vazduha (dispnea) 13 (52.0) 4 (33.3) 11 (45.8) 8(42.1) | 0.747§
Sviranje u grudima 13 (52.0) 541.7) 9(37.5) 10 (52.6) | 0.686§
Kasalj 10 (40.0) 5(41.7) 6 (25.0) 8(42.1) | 0.593§
Okidaci pogorsanja
Alergeni 13 (52.0) 8 (66.7) 17 (70.8) 10 (52.6) | 0.477§
Zagadenje 12 (48.0) 6 (50.0) 7(29.2) 8(42.1) | 0.512§
Respiratorne infekcije 4 (16.0) 3(25.0) 4 (16.7) 5(26.3) NA
Stres 0(0.0) 1(8.3) 0(0.0) 1(5.3) NA
Hrana 1 (4.0) 0(0.0) 1(4.2) 0(0.0) NA
Vlaga 8 (32.0) 4(33.3) 4 (16.7) 3(15.8) | 0.411§
Promena vremenskih uslova 9 (36.0) 3 (25.0) 6 (25.0) 3(15.8) | 0.507§
Dim 9 (36.0) 2 (16.7) 4 (16.7) 1(5.3) NA
Fizicki napor 1 (4.0) 0(0.0) 5(20.8) 1(5.3) NA
Mirisi 2 (8.0) 3(25.0) 2(8.3) 4(21.1) NA
Hemikalije 1 (4.0) 0(0.0) 0(0.0) 2 (10.5) NA

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema hi-kvadrat testu§, FiSerovom testu taéne verovatnoce# ili Kruskal-Wallis testu¥
Skraéenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA- meSovita granulocitna astma, PGA-paucigranulocitna astma;
NA- nije primenljivo (engl. not applicable)

Senzibilizacija na alergene je prikazana na Figuri 5. Distribucija senzibilisanih pacijenata
obolelih od bronhijalne astme u zavisnosti od inflamatornog fenotipa se nije razlikovala niti za
polene korova (p=0.535), niti za polene trava (p=0.724), kao ni za polene drveca (p=0.630).
Takode, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u senzibilizaciji na grinje u zavisnosti od
inflamatornog fenotipa bronhijalne astme (p=0.798).
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Figura 5. Senzibilizacija na alergene u zavisnosti od Cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme

Skracenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA-me$ovita granulocitna astma, PGA-paucigranulocitna astma

Laboratorijski parametri ispitanika prema cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme su
prikazani u Tabeli 13. Ispitanici Cetiri fenotipa se nisu znacajno razlikovali ni prema jednom
od ispitivanih biohemijskih parametara.

Tabela 13. Laboratorijski parametri ispitanika prema Cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme

Inflamatorni fenotip

Parametar EA NA MGA PGA p*
n=25 n=12 n=24 n=19
Sedimentacija 13.0 (10.0-
(mmvh), 12.0 (9.0-22.0) 11.0 (8.0-28.0) ’ ' 12.0 (8.0-16.0) | 0.967¥

med (min-max) 19.0)

C-reaktivni protein
(mg/L) 1.9 (1.4-3.6) 1.0 (1.0-1.9) 1.5(1.0-4.1) 1.2 (1.0-2.9) 0.070%

med (min-max)
Broj eritrocita

(*lO'z/L), 4.9+0.4 4.6+0.4 4.8+0.4 4.7+0.4 0.341£
X + sd
H)g%b-(l_g/sl(;), 134.2+£26.9 135.7£16.0 140.8+14.4 136.2+12.4 0.666£
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MCV,

med (min-max)

= 87.945.9 89.2+4.3 89.6+3.1 89.7+4.4 0.538£
X +sd
Broj leukocita
(*10°/L), 6.5 (6.0-7.8) 6.4 (5.1-7.2) 5.7 (5.3-6.8) 6.3 (5.6-7.2) 0.315¥
med (min-max)
Broj neutrofila
(*10°/L), 3.5(3.0-4.1) 3.3(3.1-4.7) 2.9 (2.6-3.6) 3.3(2.4-4.5) 0.209¥
med (min-max)
Broj limfocita
(*10°/L), 2.2(1.9-2.6) 1.7 (1.2-2.6) 2.1(1.7-2.6) 2.1(1.7-2.3) 0.328%
med (min-max)
D-dimer (mg/L)
med (min-max) 0.3 (0.2-1.5) 0.3(0.2-0.4) 0.3 (0.2-0.5) 0.4 (0.1-2.0) 0.852%
Ukupan holesterol
(mmol/L), 5.2+1.3 5.2+1.4 5.0+£1.0 5.3%£1.3 0.920£
X+ sd
HDL I/L
(mmol/L), 1.5£0.4 1.60.3 1.520.3 1.5£0.4 0.808£
X +sd
LDL /L
(mmol/L), 3.041.0 33411 3.0£0.9 3.241.1 0.815¢
X+ sd
Trigliceridi(mmol/L),
.9 (0.6-2. 1.0 (0.4-1. 1.3(0.4-3.2 .9 (0.4-1. 748%
med (min-max) 0.9 (0.6-2.9) 0(0.4-1.8) 3(0.4-3.2) 0.9 (0.4-1.8) 0.748
Serumko gvozde
(umol/L), 14.4 (5.1-36.5) 15.3 (2.7-26.6) | 16.7 (5.4-29.6) 17.4 (5.7-28.7) | 0.245¥%
med (min-max)
TIBC (umol/L), 55.4+8.9 60.4+8 4 54.6+8.1 54.4+8.0 0.205¢
X+ sd
Feritin (ug/L), 74.9 (9.0-
44.9 (5.7-209.8) | 51.7 (2.5-263.3 49.4 (6.6-263.2) | 0.388%
med (min-max) ( ) ( ) 337.9) ( )
25 (OH)vitamin D 49.5 (25.0-
(nmol/L), 51.0 (17.0-113.0) | 41.5 (13.0-65.0) 99.0) 52.0 (16.0-115.0) | 0.084¥
med (min-max) '
TSH (mlU/L),
med (min-max) 1.7 (0.1-4.5) 1.5 (0.6-2.9) 1.9 (0.8-12.5) 1.9 (0.4-4.9) 0.428¥
FT4 I/L
Hpmol/L) 12,5412 11.9+1.3 12.0+1.7 12.7+4.3 0.724£
X+ sd
I L
g_G (&/L) 11.3:2.4 10.9+£2.2 11.2+2.1 11.1£2.1 0.954£
X+ sd
IgA (g/L)
med (min-max) 2.0 (1.0-3.0) 1.9 (1.2-3.0) 1.6 (0.7-4.8) 2.3 (0.9-1.0) 0.831¥%
IgM (g/L
eM (¢/L) 1.1 (0.2-3.0) 1.2 (0.2-3.9) 1.0 (0.4-2.9) 1.3(0.3-2.3) 0.587¥

*7a nivo znacajnosti od 0,05 prema jednofaktorskoj ANOVA-i sa Tuckey medugrupnim poredenjems£ ili Kruskal-Wallis testu

sa Mann-Whitney testom za medugrupno poredenje¥
Skracenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA-meSovita granulocitna astma, PGA- paucigranulocitna astma;
TIBC- ukupni kapacitet vezivanja gvozda (engl. total iron binding capacity); TSH-tiroidni stimuliSu¢i hormon; FT4-slobodni

tiroksin
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Primenjeni modaliteti terapije u leCenju obolelih od bronhijalne astme u zavisnosti od
inflamatornog fenotipa prikazani su u Tabeli 14. Modaliteti terapije su jednako cesto
primenjivani u sva Cetiri inflamatorna fenotipa. Naj¢eS¢e su primenjivani antihistaminici bez

obzira na fenotip.

Tabela 14. Primenjena terapija kod ispitanika prema Cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme

e amatorni oty [
Terapija EA NA MGA PGA p*
n=25 n=12 n=24 n=19
Antihistaminici 21 (84.0) 9 (75.0) 17 (70.8) | 11(57.9) 0.288
Nazalni glikokortikoidi 19 (76.0) 6 (50.0) 15 (62.5) 7 (36.8) 0.062
Alergenska imunoterapija 3(12.0) 0(0.0) 7(29.2) 2 (10.5) NA
Intranazalni glukokortikoidni 4 (16.0) 1(8.3) 4 (16.7) 1(5.3) NA
LAMA 3(12.0) 1(8.3) 4 (16.7) 1(5.3) NA
Oralni glukokortikoidni 3(12.0) 1(8.3) 2 (8.3) 2(10.5) NA
Aminofilin 2 (8.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(5.3) NA
LTRA 18 (72,0) 7 (58,3) 12 (50,0) 9(47.4) 0,320
SABA 8(32.0) 6 (50.0) 11 (45.8) 8 (42.1) 0.688
IKS/LABA 9 (36.0) 4 (33.3) 8(33.3) 8 (42.1) 0.937
IKS/LABA MART 11 (44.0) 4 (33.3) 9(37.5) 6(31.6) 0.844
Bioloska terapija 7 (28.0) 2 (16.7) 6 (25.0) 2 (10.5) 0.505
Omalizumab 6 (85.7) 1(50) 2 (33.3) 1 (50) NA
Benralizumab 1(41.3) 1(14.3) 4(66.7) 1 (50) NA
Dnevne doze glikokortikoida
Mala 6 (26.1) 2(22.2) 6(26.1) 4 (26.7)
Srednja 12 (52.2) 6 (66.7) 14 (60.9) 5(33.3) NA
Visoka 5(21.7) 1(11.1) 3 (13.0) 6 (40.0)

za nivo znacajnosti od 0,05 prema hi kvadrat testu

Skracéenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA-meSovita granulocitna astma, PGA- paucigranulocitna astma;
IKS- inhalacioni kortikosteroidi, LABA- dugo delujuci beta 2 agonisti (engl. long acting beta 2 agonist), LAMA - dugo deluju¢i
muskarinski antagonisti (engl. long acting muscarinic antagonists), LTR A-antagonisti receptora leukotrijena (engl. leukotriene
receptor antagonist), SABA- krakodelujuci beta 2 agonisti (engl. short acting beta 2 agonist), IKS/LABA -fiksna kombinacija
inhalacionih kortikosteroida i dugodelujuéih beta 2 agonista, IKS/LABA MART- niska doza IKS + formoterola prema rezimu
terapije odrzavanja i terapije za brzo olakSavanje simtpoma (IKS+ formoterol prema engl. maintenance and reliver therapy-
MART; NA- nije primenljivo (engl. not applicable)

Kontrola bronhijalne astme procenjena ACT, ACQ 1 GINA upitnikom o kontroli simptoma u
cetiri inflamatorna fenotipa je prikazana na Figurama 6-9. Najveci broj obolelih od bronhijalne
astme eozinofilnog inflamatornog fenotipa je bilo dobro kontrolisano prema ACT, zatim prema
ACQ 1 najmanje prema GINA kriterijumima (32%, 24% 1 16%) (Figura 6). Najveci broj lose
kontrolisane forme bronhijalne astme eozinofilnog tipa je bilo prema ACQ, zatim prema ACT
1 GINA kriterijumima (56%, 44% 1 44%) (Figura 6).
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lose kontrolisana 14 (56,0%)

siva zona I 5 (20,0%)

ACQ

dobro kontrolisana GGG 6 (24,0%)
lose kontrolisana 11 (44,0%)
g':): umereno kontrolisana IS 6 (24,0%)
dobro kontrolisana NN S (32,0%)
nekontrolisana 11 (44,0%)

umereno kontrolisana I 10 (40,0%)

GINA

dobro kontrolisana NN 4 (16,0%)
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Figura 6. Procena kontrole bronhijalne astme procenjena ACT, ACQ i GINA upitnikom o kontroli
simptoma u okviru eozinofilnog inflamatornog fenotipa

Skracenice: GINA upitnik o kontroli simptoma (engl. Global Iniative for Asthma); ACT- Test o kontroli astme (engl.
Asthma control test); ACQ- Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare)

Najveci broj obolelih od bronhijalne astme neutrofilnog inflamatornog fenotipa je bilo dobro
kontrolisano prema ACT, zatim prema ACQ i najmanje prema GINA kriterijumima (42%, 33%
117%) (Figura 7). Najveci broj loSe kontrolisane NA je bilo prema ACT i GINA, a zatim prema
ACQ kriterijumima (50%, 50% 1 33%) (Figura 7).

lose kontrolisana 4 (33,3%)
sivazona I 4 (33,3%)

ACQ

dobro kontrolisana I 4 (33,3%)
lose kontrolisana 6 (50,0%)

umereno kontrolisana NN 1 (8,3%)

ACT

dobro kontrolisana I 5 (41,7%)
nekontrolisana 6 (50,0%)

umereno kontrolisana I 4 (33,3)

GINA

dobro kontrolisana NN 2 (16,7%)
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 7. Procena kontrole bronhijalne astme procenjena ACT, ACQ i GINA upitnikom o kontroli
simptoma u okviru neutrofilnog inflamatornog fenotipa

Skracenice: GINA upitnik o kontroli simptoma (engl. Global Iniative for Asthma); ACT-Test o kontroli astme (engl. Asthma
control test); ACQ-Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare)
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Najveci broj MGA inflamatornog fenotipa je bilo dobro kontrolisano prema ACT, zatim prema
ACQ 1 najmanje prema GINA kriterijumima (46%, 37% 1 29%) (Figura 8). Najveci broj loSe
kontrolisane forme bronhijalne astme eozinofilnog tipa je bilo prema ACQ, a zatim GINA 1
ACT kriterijumima (42%, 37% 1 37%) (Figura 8).

lose kontrolisana 10 (41,7%)
§ siva zona I 5 (20,8%)
dobro kontrolisana GGG 9 (37,5%)
lose kontrolisana 9 (37,5%)
(E umereno kontrolisana I 4 (16,7%)
dobro kontrolisana I 1 (45,8%0)
nekontrolisana 9 (37,5%)
:Z; umereno kontrolisana I 8 (33,3%)

dobro kontrolisana GGG 7 (29,2%)

0 2 4 6 8 10 12

Figura 8. Procena kontrole bronhijalne astme procenjena ACT, ACQ i GINA upitnikom o kontroli
simptoma u okviru mesovitog granulocitnog inflamatornog fenotipa

Skracéenice: GINA upitnik o kontroli simptoma (engl. Global Iniative for Asthma); ACT-Test o kontroli astme (engl. Asthma
control test); ACQ-Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnaire)

Najveci broj PGA fenotipa je bilo dobro kontrolisano prema ACT, zatim prema ACQ i GINA
kriterijumima (26%, 21% 121%) (Figura 9). Najvec¢i broj loSe kontrolisane forme bronhijalne
astme eozinofilnog tipa je bilo prema ACQ, a zatim ACT i najmanje prema GINA
kriterijumima (53%, 47% 1 37%) (Figura 9).
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lose kontrolisana 10 (52.6%)

§ siva zona I 5 (26.3%)
dobro kontrolisana NN 4 (21.1%)
lose kontrolisana 9 (47,4%)
E umereno kontrolisana I 5 (26,3%)

dobro kontrolisana GGG 5 (26,3%)

nekontrolisana 7 (36,8%)

umereno kontrolisana NI 8 (42,1%)

GINA

dobro kontrolisana GGG 4 (21,1%)

0 2 4 6 8 10 12

Figura 9. Procena kontrole bronhijalne astme procenjena ACT, ACQ i GINA upitnikom o kontroli

simptoma kriterijumima u okviru paucigranulocitnog inflamatornog fenotipa

Skracenice: GINA upitnik o kontroli simptoma (engl. Global Iniative for Asthma); ACT- Test o kontroli astme (engl.

Asthma control test); ACQ- Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare)

Spirometrijski parametri i parametri disfunkcije malih disajnih puteva, procenjih prema

povisenoj rezistenciji malih disajnih puteva, u Cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme

su prikazani u Tabeli 15. Inflamatorni fenotipovi bronhijalne astme su se znacajno razlikovali
jedino prema MEF75 parametru koji je bio najvi§i u meSovitom granulocitnom fenotipu
(p=0.042). MEF75 je bio znacajno visi u MGA nego u EA i PGA inflamatornim fenotipovima
(p=0.025 1 p=0.019), dok se medu svim ostalim fenotipovima nije razlikovao.

Tabela 15. Spirometrijski parametri i parametri disfunkcije malih disajnih puteva ispitanika prema
Cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme

Parametar EA NA MGA PGA p*
n=25 n=12 n=24 n=19
FVC, x + sd 107.08+14.26 104.58+11.50 105.92+14.49 111.40+£14.99 | 0.522£
FEV1, x + sd 90.56+17.09 91.42+14.58 95.86£11.98 91.92+14.30 0.619£
FEVI/FVC, x £ sd 69.78+64.5 71.46+9.25 74.59+10.68 69.28+6.67 0.142€
VC, x + sd 103.53+12.48 99.25+7.36 102.71£11.34 104.43+12.51 | 0,658£
. 45.0 (30.9- 48.0 (40.5- 52.5 (36.0- 56.0 (38.0-
MEF25, med (min-max) 55.5) 72.22) 63.0) 68.0) 0.230¥%
. 68.0 (37.4- 69.0 (53.5- 79.0 (61.0- 74.7 (53.0-
MEF50 d - 0.185¥%
» med (min-max) 77.0) 69.0) 95.0) 82.0)
. 98.0 (55.8- 87.5 (73.5- 105.0 (81.7- 86.9 (71.0-
MEF75, med - 0.042¥%
» med (min-max) 109.0) 97.7) 111) 99.0)
PoviSena rezistencija
malih disajnih puteva, 14 (56.0) 3 (25.0) 11 (45.8) 8 (42.1) 0.357§
n (%)
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*7a nivo znacajnosti od 0,05 prema jednofaktorskoj ANOVA-i sa Tuckey medugrupnim poredenjems£ ili Kruskal-Wallis testu

sa Mann-Whitney testom za medugrupno poredenje¥ i hi kvadrat testu§

Skracenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA- meSovita granulocitna astma, PGA-paucigranulocitna astma;
FVC- forsirani vitalni kapacitet; FEV 1/FVC- forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi; forsirani ekspirijjumski volumen u
1. sekundi/forsirani vitalni kapacitet; VC- vitalni kapacitet; MEF25-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 25%VC; MEF50-
srednji ekspirijumski protok vazduha pri 50%VC; MEF75-srednji ekspirijumski protok vazduha 75% VC

Ispitivani biomarkeri u zavisnosti od inflamatornog fenotipa bronhijalne astme su prikazani u
Tabeli 16. Cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme su se znagajno razlikovala prema
broju eozinofila u krvi od svih evaluiranih biomarkera (p=0.002). Broj eozinofila je bio najvisi
u eozinofilnom fenotipu, znacajno viSi nego u neutrofilnom (p=0.001), meSovitom
granulocitnom (p=0.002) i paugranulocitnom (p=0.042) fenotipu, dok se ovaj parametar nije
razlikovao izmedu neutrofilnog i meSovitog granulocitnog ili paugranulocitnog (p=0.376 i
p=0.114), niti izmedu mesovitog i paugranulocitnog (p=0.402) (Figura 10).

Tabela 16. Biomarkeri ispitanika prema cetiri inflamatorna fenotipa bronhijalne astme

Biomarker, ; 0 0 .
med (min-max) EA NA MGA PGA P
Broj 0.4 0.1 0.1 0.2 0,002
eozinofila(*10°/L) (0.2-0.6) (0.02:0.2) (0.1-0.3) (0.1-0.3) '
186.0 105.0 116.0 78.0
IgE (1U/1 224
eE dUh (75.5-414.5) 63.02742) | (3723532) | (18.02700) |°
. 95.8 661.4 907.8 1049.6
Periostin (pmol/l) (747.3-1819.5) (517.4-1038.8) | (699.2-1212.1) | (858.4-1397.6) | *-11
0.0 0.0 0.0 0.0
L5 (pg/m) (0.0-0.3) (0.0-1.8) (0.0-0.0) (0.0-0.0) 0.133
26.6 213 20 2.1
1L-6 (pg/ml) (15.0-48.0) (11.9-31.8) (8.6-37.5) (12.035.0) | O3%
0.0 0.5 0.0 0.0
L8 (pg/ml) (0.0-5.8) (0.0-173.8) (0.0-7.4) ©0.0-15.9) | 2%
IL-17A (pg/ml) 28.6 (4.9-145.7) | 31.9(6.6250.8) | 16.8(0.5-78.9) | 22.9 (8.7-138.1) | 0.703
IL-33 (pg/ml) 0.0 (0.0-0.3) 0.0(0.0-0.0) | 00(0.002) | 00(0.0-0.0) |0.115

*za nivo znacajnosti od 0,05 prema Kruskal-Wallis testu sa Mann-Whitney testom za medugrupno poredenje

Skraéenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA-meSovita granulocitna astma, PGA-paucigranulocitna astma
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EA vs. PGA p=0.042

140

EA vs. MGA p=0.002

1,20

EA vs. NA p=0.001

80

60

e

Eozinofili/ul

EA NA MGA PGA

Fenotipovi astme

Figura 10. Broj eozinofila u inflamatornim fenotipovima

Skrac¢enice: EA- eozinofilna astma; NA: neutrofilna astma, MGA - meSovita granulocitna astma, PGA - paucigranulocitna astma

Imajuéi u vidu da je broj eozinofila bio najve¢i u EA, analizirali smo “cut off” vrednost
eozinofila koja koreliSe sa EA, preko ROC analize i utvrdili da vrednosti eozinofila u krvi od
>240/uL, sa 64% senzitivnosti i 72.7% specifi¢nosti (area under ROC curve=74.3, p=0.001)
razlikuje pacijente sa EA (Figura 11).
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Figurall: ROC kriva eozinofila kao dijagnostickog markera za eozinofilni fenotip
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FeNO, kao neinvazivni biomarker inflamacije disajnih puteva kod obolelih od bronhijalne
astme prema Cetiri inflamatorna fenotipa je prikazan na Figuri 12. Utvrdeno je da se
inflamatorni fenotipovi nisu znacajno razlikovali prema vrednosti FeNO (p=0.349).

200.007

150,007

100.007

FeNO

50.00

| | T
EA NA MGA PGA
Inflamatorni fenotip bronhijalne astme

00

Figura 12. FeNO u inflamatornim fenotipovima bronhijalne astme

Skracenica: FeNO-frakcija izdahnutog azot monoksida

Ispitivane su karakteristike koje bi mogle da razlikuju inflamatorne fenotipove jedan od drugog
(EA, NA, MGA 1 PGA) univarijantnom, a zatim, tamo gde je bilo moguce 1 multivarijantnim
logistickim regresionim modelovanjem.

Osobine koje su bile povezane sa eozinofilnim fenotipom bronhijalne astme su bile ve¢i broj
egzacerbacija u poslednjih godinu dana, dim kao okida¢ pogorSanja, primena nazalnih
glikokortikoida, nize vrednosti MEF25 i MEF50, kao i viSe vrednosti CRP i periostina.
Karakteristike koje su bile nezavisno povezane sa prisustvom eozinofilnog inflamatornog
fenotipa bronhijalne astme su bili dim kao okida¢ pogorsanja (OR=5.966, 95%CI OR=1.53-
23.30, p=0.010), nize vrednosti MEF25 (OR=0.964, 95%CI OR=0.94-0.99, p=0.019) i visi
CRP (OR=1.246, 95%CI OR=1.01-1.54, p=0.043) (Tabela 17).
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Tabela 17. Karakteristike koje izdvajaju eozinofilni inflamatorni fenotip astme od ostalih fenotipova

Univarijantna logisticka
Karakteristika regresija g
OR 95%CI OR p* OR 95%CI OR p*
Broj egzacerb.acua u poslednjih 1235 1.01-1.52 0.044
godinu dana
Dim 3.857 1.24-12.04 0.020 | 5.966 1.53-23.30 0.010
Nazalni glikokortikoidi 3.054 1.06-8.81 0.039
MEF25 0.970 0.94-0.99 0.033 | 0.964 0.94-0.99 0.019
MEF50 0.976 0.95-0.99 0.030
CRP 1.198 1.01-1.43 0.049 | 1.246 1.01-1.54 0.043
Periostin 1.001 1.00-1.01 0.050 | 1.001 1.00-1.01 0.057

*za nivo znacajnosti od 0.05, multivarijantni regresioni model po tipu Backward Wald (step 4)

Skrac¢enice: MEF25-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 25% VC; MEF50-srednji ekspirijumski protok vazduha pri
50%VC; CRP- C reaktivni protein

Karakteristike koje bi mogle da izdvoje neutrofilni inflamatorni fenotip bronhijalne astme su
bile nizi broj eozinofila i visi nivo IL-8 u krvi, s tim S§to je samo visi IL-8 nezavisno povezana
sa prisustvom ovog fenotipa bronhijalne astme (OR=1.009, 95%CI OR=1.01-1.02, p=0.025)
(Tabela 18).

Tabela 18. Karakteristike koje izdvajaju neutrofilni inflamatorni fenotip astme od ostalih fenotipova

Karakteristika Univarijantna logisticka regresija | Multivarijantna logisticka regresija
OR 95%CI OR p* OR 95%CI OR p*
Eozinofili 0.006 0.00-0.77 0.039 0.008 0.00-1.30 0.063
IL-8 1.010 1.01-1.02 0.009 1.009 1.00-1.02 0.025
IgE 0.958 0.92-0.99 0.026

*za nivo znadajnosti od 0.05, multivarijantni regresioni model po tipu Backward Wald (step 2)

Karakteristike koje bi mogle da izdvoje MGA od ostalih fenotipova su prisustvo alergijskog
rinitisa u porodici, fizicki napor kao okida¢ pogorSanja, alergenska imunoterapija, visi
FEVI1/FVC, MEF50 i MEF75, dok je jedina karakteristika nezavisno povezana sa prisustvom
mesovitog granulocitnog fenotipa bila visa vrednost MEF50 (OR=1.030, 95%CI OR=1.01-
1.06, p=0.023) (Tabela 19).

Tabela 19. Karakteristike koje izdvajaju meSoviti granulocitni inflamatorni fenotip astme od ostalih
fenotipova

Multivarijantna logisticka regresija

Karakteristika OR | 95%CIOR p* OR 95%CI OR p*
Alergijski rhinitis u porodici | 2.870 1.05-7.8 0.039
Fizicki napor 7.105 1.27-39.72 0.026 5.011 0.80-31.38 0.085
Alergenska imunoterapija 4.200 1.18-15.00 0.027 3.812 0.96-15.13 0.057
FEV1/FVC 1.072 1.01-1.14 0.036
MEF50 1.027 1.01-1.05 0.021 1.030 1.01-1.06 0.023
MEF75 1.032 1.01-1.06 0.023

*za nivo znacajnosti od 0.05, multivarijantni regresioni model po tipu Backward Wald (step 4)
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Skraéenice: FEV 1-forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi; FEV1/FVC-forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi/
forsirani vitalni kapacitet MEF50-srednji ekspirijumski protok vazduha pri 50% VC; MEF 75-srednji ekspirijumski protok
vazduha pri 75%VC

Jedina osobina koja je bila potencijalno povezana sa paugranulocitnim inflamatornim
fenotipom bronhijalne astme je bilo prisustvo alergijskog rinitisa u porodici (Tabela 20).

Tabela 20. Karakteristike koje izdvajaju paucigranulocitni inflamatorni fenotip astme od
ostalih fenotipova

Univarijantna logisti¢ka regresija = Multivarijantna logisticka regresija

Karakteristika
isti OR

2.870

95%CI OR p*
1.05-7.8

OR 95%CI OR

Alergijski rhinitis u porodici

* . . . .
za nivo znacajnosti od 0.05

4.5. Povezanost stepena kontrole astme sa biomarkerima i inflamatornim fenotipovima
astme

Ispitivana je povezanost stepena kontrole bronhijalne astme prema ACT, ACQ i GINA upitniku
o kontroli simptoma sa biomarkerima unutar Cetiri definisana inflamatorna fenotipa

4.5.1. Povezanost stepena kontrole astme sa biomarkerima kod pacijenata sa eozinofilnim
inflamatornim fenotipom

U Tabelama 21, 22 i 23 su prikazani rezultati poredenja biomarkera pacijenata sa eozinofilnim
inflamatornim fenotipom bronhijalne astme prema stepenu kontrole bolesti na osnovu ACT,
ACQ i1 GINA upitnika o kontroli simptoma. Utvrdeno je da se ovi pacijenti nisu razlikovali ni
po jednom od evaluiranih biomarkera prema stepenu kontrole bolesti tj. bez obzira na stepen
kontrole bolesti procenjenom ovim upitnicima, prose¢ne vrednosti svih ispitivanih biomarkera
(broj eozinofila, IgE, FeNO, periostin, IL-5, IL6, IL-8, IL-17A i IL-33) su bile jednake.

Tabela 21. Povezanost stepena kontrole astme prema ACT sa biomarkerima kod pacijenata sa
eozinofilnim inflamatornim fenotipom

) Nivo kontrole bronhijalne astme prema ACT
Biomarker *
. Losa kontrola Nije dobra kontrola Dobra kontrola p
med (min-max)
n=11 n=6 n=8

Broj eozinofila (*10°/L) 0.4 (0.1-0.7) 0.2 (0.1-0.6) 0.5 (0.0-1.1) 0.408
IgE (IU/ml) 166 (55-595) 185 (36-365) 322.5 (26-734) 0.865
FeNO (ppb) 28.8(9.3-192.4) 16.0 (10-81) 35.8 (3.1-84.1) 0.590
Periostin (pmol/l) 1330.1 (505.5-2651.9) | 720.3 (445.3-1216.3) | 1061.1 (713.3-2445.4) | 0.162
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-1.1) 0.0 (0.0-0.0) 0.2 (0.0-91.2) 0.151
IL-6 (pg/ml) 2.6 (1.5-6.3) 3.0 (1.6-3.2) 2.2 (1.54.1) 0.643
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-132.2) 5.0 (0.0-23.5) 0.0 (0.0-210.9) 0.233
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-3.3) 0.3 (0.0-1.8) 0.0 (0.0-0.3) 0.214
IL-33 (pg/ml) 51.7 (0.0-1006.1) 96.7 (17.9-906.7) 9.2 (1.8-838.6) 0.162
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*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu

Skracenice: ACT-test kontrola astme (engl. Asthma control test); FeNO- frakcija izdahnutog azot monoksida

Tabela 22. Povezanost stepena kontrole astme prema ACQ sa biomarkerima kod pacijenata sa

eozinofilnim inflamatornim fenotipom

 Nivo konirole bronhijaine astmeprema ACQ__—
Karakteristika LoSe kontrolisana Siva zona Dobro kontrolisana p’
n=6 n=5 n=14
Broj eozinofila (*10%/L) 0.3 (0.1-0.7) 0.5 (0.2-0.9) 0.3 (0.0-1.1) 0.488
IgE (IU/ml) 178.5 (36-595) 186 (75-734) 260 (26-654) 0.717
FeNO (ppb) 27.7(9.3-192.4) 25 (10-46.5) 36.7 (3.1-84.1) 0.931
Periostin (pmol/l) 840.2 (445.3-2314.4) | 2001.6 (792.2-2651.89) | 1061.1 (713.3-2424.4) | 0.128
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-1.1) 0.0 (0.0-0.5) 0.2 (0.0-91.2) 0.459
IL-6 (pg/ml) 2.4 (1.5-6.3) 3.4 (1.5-5.0) 2.2 (1.5-3.5) 0.347
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-132.2) 0.0 (0.0-110.4) 0.0 (0.0-210.9) 0.886
IL-17A (pg/ml) 0.1 (0.0-3.3) 0.0 (0.0-0.3) 0.0 (0.0-0.3) 0.286
IL-33 (pg/ml) 79.0 (0.0-906.7) 28.6 (0.0-1006.1) 9.2 (1.8-838.6) 0.388

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu
Skrac¢enice: ACQ-Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare); FeNO-frakcija izdahnutog azot

monoksida

Tabela 23. Povezanost stepena kontrole astme prema GINA upitiku o kontroli simptoma sa
biomarkerima kod pacijenata sa eozinofilnim inflamatornim fenotipom

Karakteristika Nekontrolisana Delimi¢no kontrolisana | Dobro kontrolisana p
n=4 n=10 n=11

Broj eozinofila, (*10°/L) 0.6 (0.1-0.9) 0.2 (0.0-1.1) 0.4 (0.1-0.7) 0.617
IgE (IU/ml) 491.5 (61-734) 169 (26-504) 198 (75-654) 0.137
FeNO (ppb) 52.3(3.1-84.1) 20.4 (9.3-49.4) 35.4(13.4-192.4) 0.131
Periostin (pmol/1) 1697.3 (713.3-2445.4) | 900.2 (505.5-2001.6) 881.7 (445.3-2651.9) | 0.465
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-0.3) 0.0 (0.0-91.2) 0.0 (0.0-1.1) 0.901
IL-6 (pg/ml) 3.0(1.5-4.1) 3.2 (1.5-6.3) 2.0 (1.5-5.0) 0.512
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-23.5) 0.0 (0.0-210.9) 0.353
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-0.3) 0.0 (0.0-1.8) 0.0 (0.0-3.3) 0.644
IL-33 (pg/ml) 9.6 (3.1-838.6) 44.3 (1.8-1006.1) 18.4 (0.0-794.9) 0.411

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu

Skracenice: GINA-Globalna inicijativa za astmu (engl. Global Asthma Initiative);FeNO- frakcija izdahnutog azot monoksida

4.5.2. Povezanost stepena kontrole astme sa biomarkerima kod pacijenata sa
neutrofilnim inflamatornim fenotipom

U Tabelama 24, 25 1 26 su prikazani rezultati poredenja nivoa biomarkera pacijenata sa
neutrofilnim inflamatornim fenotipom bronhijalne astme prema stepenu kontrole bolesti na
osnovu ACT, ACQ i1 GINA upitnika o kontroli simtoma. Pacijenti se nisu razlikovali u
ispitivanim biomarkerima (broj eozinofila, IgE, FeNO, periostin, IL-5, IL-6, IL-8, IL-17A i IL-
33), prema kontroli bolesti procenjenoj navedenim upitnicima.
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Tabela 24. Povezanost stepena kontrole astme prema ACT sa biomarkerima kod pacijenata sa

neutrofilnim inflamatornim fenotipom

. Nivo kontrole bronhijalne astme prema ACT
Biomarker .
. Losa kontrola Nije dobra kontrola Dobra kontrola p
med (min-max)
n=6 n=1 n=5

Broj eozinofila (*10°/L) 0.1 (0.0-0.3) / 0.2 (0.0-0.2) 0.828
IgE (IU/ml) 156 (61-730) / 96 (60-492) 0.266
FeNO (ppb) 18.0 (9.4-37.5) / 19.0 (11.3-70.2) 0.741
Periostin (pmol/I) 587.8 (404.1-1458.2) / 790.3 (515.3-1243.5) | 0.565
IL-5 (pg/ml) 0.2 (0.0-2.3) / 0.0 (0.0-7.8) 0.631
IL-6 (pg/ml) 2.5(1.7-3.1) / 2.8(1.4-5.1) 0.474
IL-8 (pg/ml) 8.3 (0.0-177.5) / 0.0 (0.0-304.1) 0.122
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-2.0) / 0.0 (0.0-2.9) 0.873
IL-33 (pg/ml) 66.0 (11.8-752.3) / 5.0 (0.0-305.6) 0.113

“za nivo zna&ajnosti od 0.05 prema Mann-Whitney testu za lodu i dobru kontrolu jer jedna od grupa ima n=1

Skraéenice: ACT-test kontrola astme (engl. Asthma control test); FeNO-frakcija izdahnutog azot monoksida

Tabela 25. Povezanost stepena kontrole astme prema ACQ sa biomarkerima kod pacijenata sa

neutrofilnim inflamatornim fenotipom

Karakteristika LoSe kontrolisana Siva zona Dobro kontrolisana p
n=4 n=4 n=4

Broj eozinofila (*10%L) 0.1 (0.0-0.3) 0.1 (0.0-0.2) 0.1 (0.0-0.2) 0.798
IgE (IU/ml) 138 (61-730) 87 (53-221) 194 (69-492) 0.472
FeNO (ppb) 22.7 (11.7-37.5) 24.6 (9.4-28.3) 16.3 (11.3-70.2) 0.944
Periostin (pmol/l) 583.2 (404.1-1458.2) | 630.9 (523.8-924.2) | 933.7 (515.3-1243.5) | 0.551
IL-5 (pg/ml) 0.2 (0.0-0.6) 0.0 (0.0-2.3) 1.1 (0.0-7.8) 0.708
IL-6 (pg/ml) 2.6 (2.4-3.1) 1.9 (1.7-2.5) 7.3 (1.6-14.2) 0.194
IL-8 (pg/ml) 8.3 (0.0-177.5) 81.6 (0.0-328.2) 0.0 (0.0-304.1) 0.560
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-2.0) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-2.9) 0.573
IL-33 (pg/ml) 45.2 (11.8-707.6) 49.0 (0.0-752.3) 11.9 (0.0-305.6) 0.585

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu
Skrac¢enice: ACQ- Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare); FeNO-frakcija izdahnutog azot

monoksida

Tabela 26. Povezanost stepena kontrole astme prema GINA upitniku o kontroli simtpoma sa

biomarkerima kod pacijenata sa neutrofilnim inflamatornim fenotipom

Nivo kontrole bronhijalne astme prema GINA upitniku o kontroli

L. simptoma .
Karakteristika - — - - P
Nekontrolisana Delimic¢no kontrolisana | Dobro kontrolisana
n=2 n=4 n=6
Broj eozinofila

(*10°L) 0.1 (0.1-0.2) 0.1 (0.0-0.3) 0.1 (0.0-0.2) 0.702
IgE (IU/ml) 294 (96-492) 203 (60-730) 73.5 (53-221) 0.344
FeNO (ppb) 15.2 (11.3-19.0) 31.5(23.6-70.2) 13.0 (9.4-33.0) 0.113
Periostin (pmol/l) 879.4 (515.3-1243.5) 661.4 (523.8-1077.0) 690.6 (404.1-1458.2) | 0.947
IL-5 (pg/ml) 1.1 (0.0-2.2) 0.3 (0.0-7.8) 0.0 (0.0-2.3) 0.909
IL-6 (pg/ml) 13.0 (11.9-14.2) 2.3 (1.7-2.8) 2.4 (1.6-3.1) 0.097
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IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0) 81.7 (0.0-304.1) 8.2 (0.0-328.2) 0.289
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-2.9) 0.0 (0.0-2.0) 0.721
IL-33 (pg/ml) 155.3 (5.0-305.6) 32.2 (0.0-86.6) 284 (0.0-752.3) | 0.964

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu
Skracenice: GINA-Globalna inicijativa za astmu (engl. Global Asthma Initiative );FeNO-frakcija izdahnutog azot monoksida

4.5.3. Povezanost stepena kontrole astme sa biomarkerima kod pacijenata sa meSovitim
granulocitnim inflamatornim fenotipom

U Tabelama 27, 28 1 29 su prikazani rezultati poredenja nivoa biomarkera kod pacijenata sa
mesovitim granulocitnim inflamatornim fenotipom bronhijalne astme prema stepenu kontrole
bolesti na osnovu ACT, ACQ i GINA upitnika o kontroli simptoma. Nije bilo razlike ni po
jednom od evaluiranih biomarkera (broj eozinofila, IgE, FeNO, periostin, IL-5, IL-6, IL-8, IL-
17 1 IL-33) prema stepenu kontrole bolesti procenjenim ovim upitnicima.

Tabela 27. Povezanost stepena kontrole astme prema ACT sa biomarkerima kod pacijenata sa
mesovitim granulocitnim inflamatornim fenotipom

. Nivo kontrole bronhijalne astme prema ACT
Biomarker < e *
. LoSa kontrola Nije dobra kontrola Dobra kontrola p
med (min-max)
n=9 n=4 n=11

Broj eozinofila (*10°/L) 0.2 (0.0-0.5) 0.2 (0.0-0.5) 0.1 (0.0-0.5) 0.683
IgE (IU/ml) 149 (10-401) 420.5 (6-832) 87 (12-965) 0.993
FeNO (ppb) 18.7 (3.9-58.4) 12.7 (6.7-22.1) 32.8 (5-72.5) 0.475
Periostin (pmol/l) 1000 (692.3-2226.7) | 584.0 (493.6-905.8) | 909.7 (518.0-1848.6) | 0.055
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-2.5) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-8.7) 0.617
IL-6 (pg/ml) 2.7 (1.5-4.3) 2.7(2.1-3.6) 3.2 (1.5-10.0) 0.431
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-12.3) 0.0 (0.0-137.3) 0.0 (0.0-73.8) 0.813
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-2.7) 0.0 (0.0-0.9) 0.0 (0.0-1.2) 0.691
IL-33 (pg/ml) 14.4 (0.0-290.2) 51.4 (0.0-123.1) 4.4 (0.0-602.0) 0.669

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu
Skracenice: ACT-test kontrola astme (engl. Asthma control test); FeNO- frakcija izdahnutog azot monoksida

Tabela 28. Povezanost stepena kontrole astme prema ACQ sa biomarkerima kod pacijenata sa
mesovitim granulocitnim inflamatornim fenotipom

Karakteristika Lose kontrolisana Siva zona Dobro kontrolisana p’
n=9 n=5 n=10

Broj eozinofila (*10°/L) 0.2 (0.0-0.5) 0.1 (0.0-0.5) 0.1 (0.0-0.5) 0.402
IgE (IU/ml) 152.5 (6-831) 75 (10-832) 87 (12-965) 0.703
FeNO (ppb) 17.9 (3.9-58.4) 13.5 (6.7-72.5) 32.8 (5-68) 0.773
Periostin (pmol/I) 952.9 (534.2-2226.7) | 642.6 (493.6-1848.6) | 909.7 (518.0-1794.0) | 0.574
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-2.5) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-8.7) 0.545
IL-6 (pg/ml) 2.4 (1.5-4.3) 3.2(2.1-3.6) 2.9 (1.5-10.0) 0.484
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-137.3) 0.0 (0.0-12.1) 0.0 (0.0-73.8) 0.842
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-1.7) 0.0 (0.0-2.7) 0.0 (0.0-1.2) 0.587
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IL-33(pg/ml)

| 103(0.0-290.2)

| 242(00-786) |

4.4 (0.2-602.0)

\ 0.570 \

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu

Skracenice:ACQ- Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare); FeNO- frakcija izdahnutog azot

monoksida

Tabela 29. Povezanost stepena kontrole astme prema GINA upitniku o kontroli simptoma sa
biomarkerima kod pacijenata sa meSovitim inflamatornim fenotipom

Nivo kontrole bronhijalne astme prema GINA upitniku o kontroli
e simtoma .
Karakteristika Nekontrolisana Delimi¢no kontrolisana | Dobro kontrolisana P
n=7 n=8 n=9
Broj eozinofila,

(*10°/L) 0.1 (0.0-0.5) 0.2 (0.0-0.5) 0.1 (0.0-0.5) 0.571
IgE (IU/ml) 137 (53-965) 81.5 (10-832) 112 (6-401) 0.424
FeNO (ppb) 33.2 (5.0-72.5) 12.7 (6.3-35.0) 22.1(3.9-58.4) 0.338

Periostin (mmol/l) 909.7 (518.0-1848.6) 828.8 (493.6-2226.7) 967.1 (534.2-1334.9) | 0.954
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-8.7) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-2.5) 0.304
IL-6 (pg/ml) 3.2 (1.5-6.7) 2.6 (2.1-10.0) 2.7(1.5-4.3) 0.424
IL-8 (pg/ml) 3.3 (0.0-73.8) 0.0 (0.0-137.3) 0.0 (0.0-12.3) 0.229

IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-1.2) 0.0 (0.0-0.9) 0.0 (0.0-2.7) 0.572
IL-33 (pg/ml) 4.4 (0.0-602.0) 51.4 (0.0-284.3) 14.4 (0.0-290.2) 0.634

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu

Skra¢enice:GINA-Globalna inicijativa za astmu (engl. Global Asthma Initiative);FeNO-frakcija izdahnutog azot monoksida

4.5.4. Povezanost stepena kontrole astme sa biomarkerima kod pacijenata sa
paugranulocitnim inflamatornim fenotipom

Ispitivana je povezenost stepena kontrola bolesti prema ACT, ACQ i GINA upitniku o kontroli

simptoma sa biomarkerima (broj eozinofila, IgE, FeNO, perriostin, IL-5, IL-6, IL-8, IL-17A i
IL-33) kod pacijenta sa paucigranulocitnim fenotipom. Pacijenti se nisu razlikovali ni po

jednom od ispitivanih biomarkera prema stepenu kontrole bolesti procenjenoj ovim upitnicima,
Sto je je prikazano u tabelama 30, 31 1 32.

Tabela 30. Povezanost stepena kontrole astme prema ACT sa biomarkerima kod pacijenata sa

paugranulocitnim inflamatornim fenotipom

) Nivo kontrole bronhijalne astme prema ACT
Biomarker *
. LoSa kontrola Nije dobra kontrola Dobra kontrola p
med (min-max)
n=9 n=5 n=5
Broj eozinofila (*10°/L) 0.3 (0.0-0.6) 0.1 (0.0-3.9) 0.2 (0.1-0.5) 0.752
IgE (IU/ml) 60 (13-681) 78 (8-850) 123 (4.7-505) 0.851
FeNO (ppb) 17.6 (8.2-34.4) 35(7.7-123.0) 22.1(11.2-37.8) 0.230
Periostin (pmol/l) 858.4 (241.8-1419.2) | 1049.6 (995.5-2018.0) | 1100.5 (912.8-1573.9) | 0.381
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-0.5) 0.0 (0.0-13.9) 0.0 (0.0-0.0) 0.550
IL-6 (pg/ml) 3.1 (1.0-8.0) 2.8 (2.1-4.6) 2.4 (1.5-5.5) 0.952
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IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-212.7) 0.0 (0.0-23.9) 0.0 (0.0-0.0) 0.183
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-8.7) 0.0 (0.0-0.0) 0.247
IL-33 (pg/ml) 22.9 (0.0-672.5) 16.4 (0.0-138.1) 251.7(0.0-802.2) | 0.677

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu

Skracenice: ACT-test kontrola astme (engl. Asthma control test); FeNO- frakcija izdahnutog azot monoksida

Tabela 31. Povezanost stepena kontrole astme prema ACQ sa biomarkerima kod pacijenata sa
paugranulocitnim inflamatornim fenotipom

" Nivo kontrole bronhijaine asime prema ACQ [

Karakteristika Lose kontrolisana Siva zona Dobro kontrolisana p’
n=4 n=5 n=10

Broj eozinofila, (*10°/L) 0.2 (0.0-3.9) 0.2 (0.0-0.2) 0.3 (0.1-0.6) 0.263

IgE (IU/ml) 95.5 (13-850) 78 (8-505) 43.5 (4.7-123) 0.436

FeNO (ppb) 20.7 (7.7-123.0) 22.1 (11.2-58.7) 28.6 (15.3-37.8) 0.654

Periostin (pmol/1) 1020.2 (241.8-2018.0) | 1149.3 (924.5-1573.9) | 1006.7 (814.3-1515.3) | 0.533

IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-13.9) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-0.0) 0.222

IL-6 (pg/ml) 2.9 (1.5-8.0) 2.4 (2.1-4.6) 2.3 (1.0-5.5) 0.787

IL-8 (pg/ml) 7.9 (0.0-212.7) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-0.0) 0.060

IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-8.7) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-0.0) 0.638

IL-33 (pg/ml) 19.6 (0.0-672.5) 117.2 (0.0-251.7) 307.0 (0.0-802.2) 0.958

“za nivo zna&ajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu
Skracenice: ACQ-Upitnik za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare); FeNO- frakcija izdahnutog azot monoksida

Tabela 32. Povezanost stepena kontrole astme prema GINA upitniku o kontroli simptoma sa
biomarkerima kod pacijenata sa paugranulocitnim inflamatornim fenotipom

Nivo kontrole astme prema GINA upitniku o kontroli simptoma
Karakteristika Nekontrolisana Dellml.cno Dobro kontrolisana p’
=4 kontrolisana =7
n=§
Broj cozinofila, 0.1 (0.1-0.2) 0.2 (0.0-3.9) 0.2 (0.0-0.4) 0.399
(*10°/L)

IgE (IU/ml) 54 (4.7-505) 101.5 (8-850) 60 (13-681) 0.666
FeNO (ppb) 29.2 (15.3- 125) 24.9 (7.7-58.7) 17.6 (8.2-34.4) 0.361
Periostin (pmol/l) 133 27 021 SOI)Z'S' 1020.2 (814.3-1515.3) ! 1717:; 824)1‘8' 0.375
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0-13.9) 0.0 (0.0-0.5) 0.0 (0.0-0.0) 0.296
IL-6 (pg/ml) 2.1(1.5-5.5) 2.6 (1.0-4.6) 3.2 (1.6-8.0) 0.387
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-129.0) 0.0 (0.0-212.7) 0.0 (0.0-0.0) 0.328
IL-17A (pg/ml) 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-8.7) 0.0 (0.0-0.0) 0.503
IL-33 (pg/ml) 44.7 (0.0-614.0) 19.6 (0.0-802.2) 31.5(0.0-672.5) 0.969

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu
Skrac¢enice:GINA- Globalna inicijativa za astmu (engl. Global Asthma Initiative); FeNO-frakcija izdahnutog azot monoksida
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4.6. Biomarkeri inflamatornih fenotipova kod pacijenta sa i bez bioloSke terapije

U Tabeli 33 su prikazani biomarkeri (CRP, eozinofili, periostin, IgE, FeNO, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-17A 1 IL-33) ispitanika prema 4 inflamatorna fenotipa astme koji nisu bili na bioloskoj
terapiji. Utvrdena je znacajna razlika u broju eozinofilia i IL-17A u serumu izmedu 4
inflamatorna fenotipa (p=0.034; p=0.004). Oba ova biomarkera su bila najveca u eozinofilnom
inflamatornom fenotipu. Broj eozinofila je bio znacajno veéi u eozinofilnom inflamatornom
fenotipu u odnosu na neutrofilni, meSoviti granulocitni i paucogranulocitni fenotip (p=0.012,
p=0.028, p=0.049). Znacajno vece vrednosti IL-17A su utvrdene u eozinofilnom fenotipu u
odnosu na neutrofilni i paucigranulocitni (p=0.016; p=0.002), kao i u meSovitom
granulocitnom u odnosu na paucigranulocitni inflamatorni fenotip (p=0.042).

Tabela 33. Biomarkeri prema inflamatornim fenotipovima kod pacijenta bez biloske terapije

Biomarker, EA NA MGA PGA .
med (IQR) n=18 n=10 n=18 n=17 P
SE (mm/h) 12(822.5) | 9(7.5-185) | 1(89)'5 T 128-17) 0.825
1.25 (1.0-
CRP (mg/L) 19(1.542) | 11(1023) | 7 i) 12(1.03.0) |  0.131
) 6.1 (5.5-
Leukociti (10°9/L) 66(5982) | 64(5.17.0) | "o | 60(5575) | 0729
. 32 (2.8-
Neutrofili (10°9/L) 362845 | 333.046) | T, ET 1332640 | 079
L 22(18-
Limfociti (1079/L) 22(1926) | 17(1226) | 77 2101722 | 0157
L 0.2 (0.1-
Eozinofili(10°9/L) 03(02:06) | 0.1(01:02) | “(L | 02(01:03) | 0.034
182.5(75.7- | 87.0 (60.7 81.5 78.0 (18.0
IgE (IU/ml) T Co (20.2- N 0.212
363.5) 288.7) 300.5) 205.0)
242 (14.1- | 163 (11.6- | 162 (7.8- | 209 (11.6-
FeNO (ppb) 39.4) 26.3) 32.9) 31.6) 0420
26 (2.1-
IL-6 (pg/ml) 28(1932) | 24(1753) | “UT [31(1833) | 0969
865.7 661. 4 925.3 1049.6
Periostin (pmol/1), med (697.6- (521.7- (713.2- (836.4- 0.256
1851.8) 1004.1) 1125.8) 1355.4)
0.0 (0.0-
IL-5 (pg/ml) 0.0 (0.0:0.0) | 0.0(0.0-L0) | 7 | 0.0(0.0:00) | 0.081
02(0.0- | 0.0(0.0-
IL-8 (pg/ml) 0.0 (0.0-2.8) 166.5) 00) | 000079 | 027
416(108- | 422(3.7- | 9.4(02- | 22.9(43-
IL-33 (pg/ml) 315.0) 406.1) 89.7) 194.9) 0.346
IL-17A (pg/ml) 0(0.0-0.6) | 0(0.0-00) | ° 0(01;) " 0(0.0:0.0) 0.004

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Kruskal-Wallis testu
Skracenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA- meSovita granulocitna astma, PGA- paucigranulocitna
astma; SE-sedimentacija; CRP- C reaktivni protein; FeNO-frakcija izdahnutog azot monoksida
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Ispitivali smo biomarkere kod pacijenta sa bioloSkom (n=17) i1 bez bioloske terapije (n=63)
kod 4 inflamatorna fenotipa (Tabela 34). Ustanovljena je znacajna razlika u IL-5 kod pacijenata
sa EA na bioloskoj i EA bez bioloske terapije (p=0.043). IL-5 je bio znacajno veci kod pacijenta
sa EA koji su bili na bioloskoj terapiji. Ustanovljeno je da je broj leukocita, neutrofila, IL-5,
IL-6 1 IL-8 razlikuje kod pacijenta sa meSovitom granulocitnom astmom (p=0.049, p=0.019,
p=0.012, p=0.032, p=0.03). Koncentracija IL-5, IL-6 1 IL-8 su bile ve¢e kod pacijenta sa MGA
na bioloskoj terapiji, a broj leukocita i neutrofila je bio ve¢i u MGA bez bioloske terapija (
Figura 13).

Tabela 34. Biomarkeri kod pacijenata sa i bez bioloske terapije

Biomarke EA NA MGA PGA
r? * * * *
med Bio No bio P Bio llji(()) P Bio No bio P Bio No bio p
(IQR) n= n=18 n= n=10 n=i n=18 n= n=17
12 135 | 13.0 9.0 12.0
SE 128- | 087 9 (2- 0.71 0.34
(/) ao- | (5) o | Const 3(6) NA | 80 | 05 | T | 60 | @0 |
24.0) ' 24.0) | 18.0) 9.0) | 17.0)
1.9 19 1.1 46 12 1.1 12
(ncl;i) (1.0- | (1.5 0'183 Const. | (1.0- | NA | (14 | (1.0- 0'36 1.0- | (1.0- 0':8
25) | 42) 7.1) 75) | 34) L) | 3.0
6.5 6.6 84 6.4 53 6.1 7.15 6.0
Leukociti . . . 42
(ng;’/cLl)‘ 63- | (5.9 0880 (5.1- | (5.1- 026 “4.6- | (5.5- 034 71 | s |° 4
77) | 82) 84) | 7.0 58) | 8.0) 7.15) | 7.5)
31 3.6 5.6 33 2.6 32 35 33
I?f(‘)‘fg‘;gl (G.0- | @8 0':2 G4 | (3.0- O'i9 @1- | @8 0';" 23- | 6 0‘59
35) | 453) 56) | 4.6) 27) | 47) 35) | 4.0
Limfociti | 22 22 g | 2L L7 oa | 20 22 g0 | 26 211078
Qooy | O | 9 | faa [T aee | s | T ||
27) | 26) 21) | 26) 23) | 28 26) | 22)
| 04 | 035 0.15 005 | 02 20 02
':E‘l’gl“;g‘ 02- | (02 O'§8 Const. | (0.0- | NA | (0.0- | (0.1- 0'26 ©.1- | (0.1- 0‘54
09) | 06) 0.3) 02) | 03) 20) | 03)
150.5
370 | 1825 245 87 81.5 4445 | 78.0
IeE 0.54 0.28 | (108. 0.16 0.42
(IUg/ml) G8.0- | (057 | 0| (98 | (s3- | ) (0871 50.2- L o0 | aso- | T
654.0) | 363.5) 292) | 730 s247) | 3099 444.5) | 205.0)
46.6 | 24.20 51.6 | 163 629 | 162 790 | 209
F(;NS Q4.1- | (14.1- 0'86 (33.0- | (11.6- 0'25 ®7- | (7.8- 0'210 (35.0- | (11.6- 0'26
P 84.1) | 39.4) 51.6) | 26.3) 62.9) | 16.2) 79.0) | 31.6)
1.7 2.8 245 33 26 2.4 3.1
(IgL/;ED (1.5- | (1.9- 0'39 Const. | (1.6- | NA | (3.1- | (@.1- 0';’3 @1- | (1.8 0'29
P 35 | 32) 14.2) 49) | 34 24) | 33)
beriostn | (7831 | (€976 158 | 6614 61 | oiae 0955 | @364
! ' © 1033 | 5147 | (521.7 | 083 ' “ | 084 ' 1035
(pmol/D, - ) 3 - ; 0 - - 1 - - 2
med | 1837.2 | 1851.8 195.8) | 6614 1807.7 | 1125.8 1506.8 | 1355.4
) ) ) ) ) )
03 0.0 41 0.0 0.04 | 00 6.9 0.0
(IgL/fﬂ) 0.0- | (0.0- 0';’4 0.4- | (0.0- o.;o 0.0- | (0.0- 0';" 0.0- | (0.0- 0'7“
P L1 | 00) 41 | 1.0 41 | 00 69) | 00
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0.0 0.0 160.1 | 02 6.1 0.0 11.9 0.0
(;;‘/fﬂ) 0.0- | (0.0- 0;2 (16.1- | (0.0- 0'118 0.0- | (0.0- 0'33 0.0- | (0.0- 0'34
13.6) | 28) 160.1) | 166.6) 33.0) | 0.0) 11.9) | 7.9)
38 416 153 | 452 485 9.4 486 | 229
IL-33 0.13 0.66 031 0.79
e/ (L8 | (108 | 77 | (118 | 7 | 7| (30- | (02 | T | (164 | (43 o
100.9) | 315.0) 15.3) | 406.1) 209.7) | 89.7) 48.6) | 194.9)
0.0 0.0 245 0.0 0.0 43
IL-17A . .
o g/n711) ©00- | ©o- |° ;’3 (- | Const. | NA | (0.0- | (0.0- 0166 (0.0- | Const. | NA
0.5) 1.2) 2.9) 12) | 02) 8.7)

*za nivo znacajnosti od 0.05 prema Mann-Whitney test

Skracenice: EA-eozinofilna astma; NA-neutrofilna astma, MGA-meSovita granulocitna astma, PGA- paucigranulocitna
astma; SE- sedimentacija; CRP- C reaktivni protein; FeNO-frakcija izdahnutog azot monoksida; Bio-bioloska terapija; Const
konstantna vrednost sa varijabilnost jednaka 0: NA-nije primenljivo (engl. not applicable)
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Figura 13. Biomarkeri kod pacijenata sa bioloskom i bez bioloske terapije prema inflamatornim fenotiopovima
astme (A): IL-5 u EA na bioloskoj i EA bez bioloske terapije; (B):IL-5 u MGA na bioloskoj i MGA bez bioloske
terapije; (C): IL-6 u MGA na bioloskoj i MGA bez bioloske terapije (D): IL-8 u MGA na bioloskoj i MGA bez
bioloske terapije (E): Leukociti u MGA na bioloskoj i MGA bez bioloske terapije (F): Neutrofili u MGA na
bioloskoj i MGA bez bioloske terapije;Skracenice: EA-eozinofilna astma; MGA- meSovita granulocitna astma
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5. DISKUSIJA

Danasnji koncept posmatranja astme je zasnovan na fenotipizaciji i endotipizaciji uz
implementaciju principa precizne i personalizovane medicine, uz znacajno mesto biomarkera
kao vaznog instrumenta za definisanje fenotipova i endotipova. Kompleksni i cesto
preklapajuéi patofizioloski procesi koji dovode do inflamacije, glavne patoloske odrednice
astme, ¢ine odredivanje fenotipova zahtevnim, naroCito u uslovima svakodnevnog rada.
Takode, povezanost biomarkera sa karakteristikama astme predstavlja pravi izazov, imajuéi u
svu vidu slozenost astme, ali i ¢injenicu koje sve kriterijume biomarkeri treba prema definiciji
da ispune da bi bili validni.

Precizna identifikacija fenotipova je jedna od klju¢nih koraka u evaluaciji pacijenata, jer se na
osnovu nje donose odluke koje se ticu odabira terapije, narocito kod pacijenata sa teSkom
astmom. Inflamatorni fenotipovi se mogu odrediti na razliite nacine, a indukovani sputum je
zlatni standard. Ova metoda oslikava na adekvatan nacin inflamaciju u disajnim putevima i
daje podatke o tipu inflamacije, ali se ne izvodi ¢esto u uslovima svakodnevne klini¢ke prakse.
Zato su u poslednjih 10ak godina vrlo aktuelna istrazivanja na polju biomarkera, koji na
najbolji nacin oslikavaju inflamatorne fenotipove astme. Medutim, ne postoje opste prihvaceni
1 jasno definisani biomarkeri koji se dovode u vezu sa inflamatornim fenotipovima, niti
saglasnost u vodi¢ima o ta¢nim vrednostima biomarkera ili kombinaciji viSe njih u definisanju
fenotipova.

U ovoj studiji preseka, analizom indukovanog sputuma je utvrdena ucestalost inflamatornih
fenotipova u kohorti od 80 pacijenata sa astmom. U cilju povezivanja patofizioloskih procesa
sa fenotipovima, analizirani su biomarkeri i njihov znacaj u identifikaciji samih fenotipova.
Nadalje smo evaluirali demografske, klinicke, funkcionalne karakteristike samih fenotipova,
kao 1 njthovu povezanost sa biomarkerima i povezanost sa stepenom kontrole astme.
Analizirani su diskriminatorni faktori izmedu samih fenotipova, a zatim 1 razlike u
biomarkerima razlicitih fenotipova kod pacijenta sa 1 bez bioloske terapije.

S obzirom na Sirok spektar klinickih manifestacija i znacajne varijacije u kontroli pacijenata sa
astmom, najpre je ucinjena analiza osnovnih demografskih, klinickih, funkcionalnih i
laboratorijskih karakteristika ispitanika. Nasi bolesnici su bili prosecne starosti 43.65+12.72
godina, dominatno zenskog pola. Predominacija zenskog pola u astmi je u skladu sa podacima
iz literature, prema kojima se dominacija Zenskog pola javlja nakon 14. godine Zivota, a
definitivno u u grupi pacijenata od 23. do 64. godine Zivota (156). Povecana prevalenca
zenskog pola nad muskim pocinje nakon puberteta i odrzava se kasnije tokom zivota, a moze
se dovesti u vezu sa promenama hormonskog statusa Zena tokom puberteta, menstrualnog
ciklusa, menopauze i hormonskim uticajem na patogenezu astme (157,158). Nesto vise od
polovine pacijenata (56.3%) su bili pusaci sa srednjim trajanjem pusackog statusa od 14 godina,
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Sto je neSto vise u odnosu na podatke iz literature, prema kojima se prevalenca pusaca krec¢e od
10 do 40 % (59). Nasi rezultati se mogu tumaciti ve¢om prevalencom pusenja u nasoj zemlji,
ne tako striktnim zabranama pusenja, manjkom kampanje o Stetnosti puSenja, nedovoljnog
broja savetovalista koji ukazuju na loSe efekte pusenja 1 koja pruzaju pomoc¢ u prekidanju
pusenja. PuSenje ima niz negativnih uticaja u astmi, uti¢e na loSiju kontrolu bolesti i slabijem
odgovoru na kortikosteroidnu terapiju (160, 161). Prevencija pusenja i upucivanje pacijenata u
savetovaliSta za prekid pusSenja predstavljaju bitan korak u holisticCkom pristupu u le¢enju
astme.

Vise od polovine nasih ispitanika je bilo prekomerno uhranjeno, $to je znacajno vise u odnosu
na literaturne podatke (162). Visi BMI je oznacen kao najznacajniji faktor rizika za mortalitet
u velikom desetogodiSnjem istrazivanju sa ukupno 262 miliona asmaticara (163).
Longitudinalne studije su pokazale da dobitak u telesnoj tezini ima negativan efekat na
smanjenje pluéne funkcije, Sto se objasnjava samim mehanickim efektom teZine na smanjenje
VC, kao i povecanim inflamatornim odgovorom adipoznog tkiva (164). Masno tkivo kod
gojaznih pacijenata sa astmom sadrzi visSe M1 makrofaga koji sekretuje proinflamatorne
citokine i dovode do sistemske inflamacije (165). Ova dodatna inflamacija kod astme, na terenu
vec postojece, moze biti uzrok povecanih egzarcebacija. U razli¢itim istrazivanjima fenotipova
astme, jasno su definisani fenotipovi astme gojaznih kao i astme sa prekomernom tezinom (3,
48,70,71,74).

Najces¢e udruzene bolesti kod nasih ispitanika su bile alergijski rinitis (79%), alergije na
lekove (27%), nealergijski rinitis (19%), kardiovaskularna oboljenja (17.5%), Sto je u skladu
sa rezultatima drugih istrazivanja (166, 167). Velika ucestalost alergijskog rinitisa se moze
dovesti u vezu sa profilom pacijenata koji se leCe u nasoj ustanovi, a u skladu je sa podacima
o prevalenci alergijskog rinitisa u astmi (166). Takode, veca ucestalost alergija na lekove u
nasoj kohorti, u odnosu na druga istrazivanja se moze objasniti usko specijalizovanim
opredeljenjem nase ustanove u koju se upucuju pacijenti koji u anamnezi imaju podatke o
reakcijama na lekove. Kroz dobro poznat koncept jedinstvenog disajnog puta objasnjava se
veza alergijskog rinitisa i bronhijalne astme sa epidemioloskim i patofizioloskim podacima koji
podrzavaju jedninstveni disajni put. Meta analiza je pokazala jaku povezanost alergijskog
rinitisa sa bronhijalnom astmom (OR 4.24, 95% CI 3.82-4.71), a poznato je da je upravo
alergijski rinitis glavni faktor rizika za nastanak bronhijalne astme i da neleceni alergijski rinitis
dovodi do pogorsanja astme (166,168). Ucestalost primenjene terapije (antihistaminici 72.5%,
nazalni kortkosteroidi, 58.8%, LTRA 57.5%), dominantni simptomi (zapuSenost nosa, curenje
nosa), povisen prosecan IgE (121 TU/ml), alergeni kao glavni okidaci egzarcebacija (60%)
ukazuju da je nasa kohorta dominantno sastavljena od pacijenata sa bronhijalnom astmom i
alergijskim rinitisom, odnosno udruzenom bolesti disajnog puta. Medutim, neki autori dovode
u pitanje koncept jedinstvenog disajnog puta smatrajuci ga isuvise jednostavnim objasSnjenjem
sloZzenih patofizioloskih mehanizma obe bolesti (169). Ukazuje se na postojanje razlicitih
fenotipova alergijskog rinitisa, kao $to je ekstremni alergijski fenotip koga ¢ine udruzeni
alergijski rinitis, alergijski konjuktivitis 1 astma (169). Predlaze se i1 koriS¢enje nove
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nomenklature-multimorbiditet astme, u koje se ubrajaju pacijenti sa astmom 1 rinitisom i koji
se razlikuju od pacijenata koji imaju samo rinitis. Te razlike su definisane prema
patofizioloskim mehanizmima: TLR 1 IL-17 su klju¢ni za alergijski rinitis kao samostalnu
bolest; IL-33 11L-5 za alergijski i nealergijski multimorbiditet kao sistemske bolesti.Takode,
razlike se odnose i na prisustvo senzibilizacija, tezinu simptoma i odgovoru na terapiju. Ova
promena u konceptu evaluacije alergijskog rinitisa kroz fenotipizaciju, ima utemeljenje 1
paralelu upravo u konceptu fenotipizacije astme. Neleceni komorbiditeti mogu dovesti do
ezgzarcebacija astme, a ponekad je tesko u klini¢koj praksi razlikovati da li se radi o pogorsanju
astme i/ili pridruzenih bolesti, §to ukazuje na potrebu za stalnom i detaljnom evaluacijom
komorbiditeta 1 njihovim lecenjem.

Alergijski rinitis (48.8%), bronhijana astma (38.8%) i alergija na lekove (27.5%) su bile
najucestalije bolesti u porodi¢noj anamnezi, $to je u saglasnosti sa istrazivanjima o znacaju
porodicnog opterecenja alergijske kijavice i1 bronhijalne astme (170, 171, 172). Kao najces¢i
okida¢ pogorsanja su bili alergeni, kod 60% pacijenata, Sto se uklapa u profil nase kohorte, ali
1 zagadenje kod 41%. Zagadenje uti¢e na pogorsanja astme 1 faktor je rizika sa nastanak astme,
174). Zagadenje dovodi do pogorSanja astme direktnim oSte¢enjem respiratorne sluznice,
uticajem na inflamaciju, epigenetskim promenama (175). Studija koja je sprovedena u
Zlatiborskom kraju je pokazala povezanost kratkotrajnoj izloZenosti sumpor dioksidu 1 brojem
poseta hitnoj sluzbi, narocito kod osoba koje imaju alergijske bolesti, ukljucujuéi bronhijalnu
astmu (176). Svedoci smo svakodnevnih informacija o Stetnosti zagadenja kao i dnevnih
podataka o povecanom stepenu zagadenja u gradovima naSe zemlje putem medija, pa mere
koje mogu dovesti do smanjenja zagadenja mogu imati znacajne benefite kod obolelih od
astme.

Uloga 25-hidroksivitamina (OH) vitamina D u astmi je jako aktuelna u poslednjih nekoliko
godina, imajuci u vidu njegova imunomodulatorna dejstva sa jedne strane, a sa druge strane
relativno jednostavan nacin nadoknade ukoliko se utvrdi manjak. Opisane su mnogobrojne
veze astme 125(OH)vitamina D: povezanost sa pogorSanjima bolesti, imunoregulatorna dejstva
na inflamatorne procese 1 na alarmine, dejstvo na pojaCan odgovor na terapiju
kortikosteroidima u teskoj astmi, nedostatak 25 (OH) vitamina D kao faktor rizika za nastanak
astme (177). Deficijencija 25 (OH) vitamina D je definisana kao koncentracija ispod 50
nmol/L, a insuficijencija 50-70 nmol/L (178). Prose¢ne vrednosti 25 (OH) vitamina D kod
nasih ispitanika su iznosile 50.5 nmol/l, $to je na granici deficijencije, a prema kriterijumima
laboratorije gde je analiza uradena, vrednosti 25 do 50 nmol/L ukazuju na nedostatak.
Suplementacija 25 (OH) vitaminom D se preporucuje kod pacijenata sa astmom koji imaju
zabelezene niske vrednosti (177, 179). U nasoj kohorti pacijenti su imali i druge komorbiditete
u kojima se takode mogao javiti nizak nivo vitamina D, tako da je teSko procenti stepen
povezanosti nedostatka vitaminom D isklju¢ivo sa astmom, ali suplementacija vitaminom D
svakako moze biti vazan deo celokupnog pristupa u le¢enju astme.
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Kontrola astme predstavlja bitan aspekt u evaluaciji pacijenata, jer se na osnovu procene
kontrole bolesti donese odluke o le€enju. Ne postoji opste prihvacena definicija kontrole astme.
U proceni kontrole bolesti se uzimaju u obzir i1 aspekti lekara 1 aspekti pacijenta, a kontrola
zavisi od velikog broja razli¢itih faktora, kao Sto su genetika, aktuelne bolesti, trenutna terapija,
faktori okoline 1 psiholoski faktori (180). Prema ATS/ERS, kontrola astme se definiSe kao
stepen do koga se razli¢ite manifestacije astme mogu terapijski smanjiti ili potpuno ukloniti, a
sastoji se od stepena klini¢ke kontrole astme i rizika od buducih pogorsanja (181). Kontrola
astme jeste bitan aspekt prema GINA vodi¢ima, a procenju se kroz dva domena: kontrola
simptoma i kontrola rizika budué¢ih pogorSanja (3). Procena kontrole simptoma se izmedu
ostalog moze proceniti i preko upitnika, kao §to su GINA upitnik o kontroli simptoma, ACQ,
ACT. Ovi upitnici se vrlo ¢esto koriste u nau¢nim istrazivanjima, jer se na numericki nacin
mogu predstaviti podaci vezani za kontrolu bolesti, a zatim i porediti. Kontrola astme u naSem
istrazivanju je procenjena GINA, ACT 1 ACQ upitnicima. Nasi pacijenti se prema GINA
upitniku o kontroli simtoma imali: 21% dobro kontrolisanu, a 41% loSe kontrolisanu bolest;
prema ACT: 44 % dobro kontrolisanu, a 36% loSe kontrolisanu bolest, prema ACT 29% dobro,
a 47% lose kontrolisanu. Prosecan FEV1 je iznosio 92.6%, a FEVI/FVC 71.36%, adherence
je bila zadovoljavajuca, nije bilo u celoj kohorti teSkih egzarcebacija.

U cilju utvrdivanja razlika u vrednostima spirometrijskih parametara i biomarkera u zavisnosti
od kontrole bronhijalne astme, ove karakteristike su uporedivane prema ACQ, ACT i GINA
upitniku o kontroli simptoma. Shodno ACQ, utvrdeno je da su pacijenti u sivoj zoni kontrole
bolesti imali najviSe vrednosti FEV1 i VC u poredenju sa dobro i loSe kontrolisanim
pacijentima (p=0.040 i p=0.045), da su FEV1 i VC bili znacajno visi kod obolelih od
bronhijalne astme u sivoj zoni nego kod lose kontrolisanih (p=0.037 i p=0.035). Ovi rezultati
da pacijenti u sivoj zoni kontrole bolesti imaju najviSu vrednost FEV1 i FVC moze da ukaze
na razliku u percepciji pacijenta o svojoj bolesti i procene kontrole spirometrijskim
parametrima. Prema ACQ, broj leukocita i limfocita u krvi je bio znacajno visi kod lose
kontrolisanih pacijenata u poredenju sa dobro kontrolisanim (p=0.009 i p=0.004). Procenom
kontrole bolesti prema ACT dobijeni su slicni nalazi: pacijenti sa loSom kontrolom bolesti
imali su najvisi broj limfocita u krvi u poredenju sa pacijentima sa umerenom i dobrom
kontrolom bronhijalne astme (p=0.050). I u drugim istrazivanjima je uoceno da pacijenti sa
loSom kontrolom bolesti imaju veci broj leukocita (182, 183). Ovi rezultati mogu ukazati na
veci stepen inflamacije ili mogucu infekciju kod lose kontrolisanih pacijenta. Nismo uocili
razliku u spirometrijskim parametrima prema GINA upitniku o kontroli simptoma.
Nepostojanje jedinstvene 1 usaglasene definicije kontrole bolesti, uz razlicitite upitnike koji
se koriste za procenu kontrole bolesti, je dovelo do razmatranja ovih problema na ekspertskom
nivou i zaklju€eno je: postoji saglasnost da nema saglasnosti u definiciji kontrole astme; postoji
pozitivna korelacija kontrole astme i ishoda lecCenja; razlikuje se percepcija pacijenta i
percepcija lekara o kontroli bolesti; pacijenti i lekari umanjuju kontrolu astme i da je bitno da
buduce mere preko kojih ¢e se analizirati kontrola astme obuhvate vizuru pacijenta, vizuru
lekara i da se mogu koristiti i u istrazivanjima (184).
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Analiza indukovanog sputuma je pokazala skoro ujednacanu ucestalost EA fenotipa (31%) i
MGA (30%), a 19 pacijenata je imalo PGA (24%), dok je najmanje njih imalo NA (15%).
Najveca ucestalost EA je u skladu sa istrazivanjima drugih autora, a distribucija ostalih
fenotipova se razlikuje u istraZivanjima (57,82,185,186). U nekim studijama je utvrdena
dominacija PGA fenotipa, a sistematski pregled literature je pokazao da su EA i PGA dva
najucestalija fenotipa (85,129,187). Razlicite ucestalosti fenotiopova se mogu objasniti
razli¢itim karakteristikama ispitanika koji su ukljuceni u istrazivanja, razli¢itim dizajnom
istrazivanja, ali i razli¢itim “cut off” vrednostima koje su koris¢ene da se definiSu fenotipovi
prema indukovanom sputumu. NaSe istrazivanje je obuhvatilo pacijente koji su bili na
razli¢itim stepenima kontrole astme, kod kojih je pored inhalacione primenjena i bioloska
terapija, Sto je moglo uticati na aktuleni fenotip procenjen indukovanim sputumom, posto
inicijalni fenotip pri dijagnozi astme nije bio poznat. Visoka ucestalost MGA fenotipa u naSem
istrazivanju, koji zajedno sa EA pripada T2 astmi, moze se dovesti u vezu sa visokom
ucestaloScu alergijskog rinitisa u naSoj kohorti. Kod drugih studija koji su bili istog dizajna kao
1 nasa 1 slicnog broja ispitanika, dakle studija preseka, ispitivana populacija je bila populacija
sa teSkom astmom (82, 185). Takode, etnicke razlike kao 1 razlike u geografskoj distribuciji
mogu biti faktori koji utiCu na prevalencu fenotipova (187).

Nije utvrdena razlika izmedu 4 inflamatorna fenotipova u osnovnim demografskim
karakteristikama, laboratorijskim parametrima i primenjenoj terapiji: pacijenti su bili prosec¢no
iste starosti, jednakog odnosa polova, iste zastupljenosti pusaca i nepusaca, iste duzine trajanja
pusackog statusa, kao i zastupljenosti komorbiditeta i oboljenja u porodi¢noj anamnezi, bez
razlike u BMI, istog prosecnog trajanja bolesti kao i simptoma pre postavljanja dijagnoze,
egzacerbacija u poslednjih godinu dana, bez razlike u senzibilizaciji na standardne inhalacione
alergene 1 bez razlike u ispitivanim biohemijskim markerima i primenjenoj terapiji. I
istrazivanje kod 96 pacijenata sa astmom je pokazalo da nema razlike prema polu, BMI,
stepenu tezine bolesti, kontroli bolesti, posetama hitnim sluzbama u poslednjih godinu dana,
FEV1, prisutnosti alergijskog rinitsa ili nazalnom polipozom izmedu 4 razli¢ita inflamatorna
fenotipa (82). Nije utvrdena razlika izmedu fenotipova i kod 176 pacijenta prema BMI,
pusackom statusu, pocetku i toku astme, kao i ACT (129). Sli¢ni rezultati o nepostojanju razlike
u odnosu na godine, pol, atopijski i puSacki status su uocene i kod drugih autora (185).
Medutim, u studiji sa preko 500 pacijenta su utvrdene odredene razlike medu fenotipovima, pa
se tako EA razlikovala po vecoj ucestalosti atopije, slabijoj kontroli bolesti i ve¢im stepenom
bronhijalne hiperreaktivnosti u odnosu na PGA (85).

Kontrola astme procenjena ACT, ACQ 1 GINA upitnikom o kontroli simptoma nije pokazala
ujednacenost u sve tri skale kada smo analizirali pojedinacne fenotipove, a ovakav nalaz
ukazuje na potrebu za jasnim definisanjem definicije kontrole astme i upitnicima koje se
koriste, ali i o dozivljaju pacijenata o svojoj bolesti, kada odgovaraju na upitnike.
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U odnosu na spirometrijske parametre, utvrdili smo da postoji znac¢ajna razlika MEF75 medu
fenotipovima, najveca vrednost MEF75 je uocena u MGA. Ovaj nalaz sugeriSe na znacaj
parametara koju ukazuju na disfunkciju malih disajnih puteva u evaluaciji inflamatornih
fenotipova. Poznato je da je disfunkcija malih disajnih puteva bitna odlika astme 1 da je
povezana sa loSijom kontrolom bolesti i Cestim pogorsanjima i da je prisutna kod svih stepena
tezine astme (188, 189). Razliditi instrumenti se koristi u klinickoj praksi da se evaluira
disfunkcija malih disajnih puteva, izmedu ostalih MEF25, MEF50, MEF75, MEF25-75,
MMEF spirometrijski parametri i [0S, za koje je pokazano da su dobri markeri disfunkcije
malih disajnih puteva (190-192). lako se spirometrija i IOS Cesto koriste, ne postoji zlatni
dijagnosticki standard kojima se procenjuje disfunkcija malih disajnih puteva (193). U nasem
istrazivanju je pokazano da je vise od polovine ispitanika (56%) imalo poviSene otpore u malim
disajnim putevima, kao marker difunkciju malih disajnih puteva, i1 to najucetalije u EA (56%),
zatim u MGA (45.8%), PGA (42.1%), NA (25%), ali bez razlike izmedu fenotipova.
Diskrepanca u nasim rezultatima prema kojima se MGA karakterisala sa jedne strane najboljim
MEF75, a prema 10S disfunkcija je bila prisutna kod 45.8% MGA pacijenta, ukazuju na
potrebu paZljive interpretacije jednog spirometrijskog parametra u kontekstu karakterizacije
fenotipova. Medutim, uloga disfunkcije malih disajnih puteva kao dodatnog markera u astmi
nije dovoljno istrazivana, iako predstavlja bitan deo mozaika evaluacije inflamatornih
fenotipova. Studija Abda i saradnika je istrazivala ovu temu 1 utvrdila da postoji povezanost
disfunkcije malih disajnih puteva sa inflamatornim fenotipovima, da su pacijenti sa EA1 MGA
imali loSije paremetre disfunkcije malih disajnih puteva u odnosu na ostala 2 fenotipa (65). To
je sli¢no i naSim rezulatima: prema 10S, EA i MGA se odlikovala najucestalijom disfunkcijom
malih disajnih puteva. Ova studija je pokazala da su kod pacijenata sa perzistentnom
eozinofilijom i neutrofilijom u sputumu, prisutni pokazatelji disfunkcije malih disajnih puteva
tokom pracenja. Medutim, postoje znacajne razlike izmedu naSeg istrazivanja i napred
pomenutog i odnose se na: broj ispitanika (80 u nasem, prema 197), dizajn studije ( studija
preseka prema longitudinalnoj); “cut off * vrednostima za definisanje fenotipova (eozinofili
>3% 1 neutrofili 61% u nasoj studiji, prema >2 eozinofila ( EA) % 1>50% neutrofila(NA));
iinstrumentima za odredivanje disfunkcije malih disajnih puteva (spirometrija i IOS u nasem
istrazivanju, a spirometrijia, IOS, pletizmografija, ispiranje inertnim gasom u studiji Abdoa 1
saradnika).

Analiza biomarkera je pokazala da postoji znacajna razlika u broju eozinofila medu izmedu
razli¢itih inflamatornih fenotipova. Broj eozinofila je bio znacajno ve¢iu EAu odnosuna NA
(p=0.001), MGA (p=0.002) 1 PGA (p=0.042). Nismo utvrdili korelaciju izmedu broja eozinofila
u serumu i procenta eozinofila u sputumu u EA (p=-0.03, p=0.863). U drugim istrazivanjima
je pokazano da eozinofilija u serumu koreliSe da eozinofilima u sputumu (82-86). Medutim, ne
postoje jedinstveni stavovi o tome koja vrednost eozinofila u krvi je povezana sa eozinofilima
u sputumu, kao $to ne postoje ni jedinstveni stavovi i vodici o tome koji procenat eozinofila u
sputumu tacno definiSe eozinofilni fenotip. Pokazano je da se vrednosti od eozinofila u serumu
od 150 do preko 400/uL korelisu sa razli¢itim “cut off” vrednostima eozinofila u sputumu >
2%, >2%, >2.5%, > 3%, >3% (92). U nasem istrazivanju smo pokazali da vrednosti eozinofla
> 240/ul identifikuju pacijente sa EA, sa 64% senzitivnosti i 72.7% specifi¢nosti (AUC= 0.74,
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p=0.001). Velika studija sa 508 pacijenata sa astmom je pokazala sli¢ne rezulatate nasima, gde
je vrednost od 220/ul eozinofila u serumu korelisala sa EA, koja je takode bila definisana kao
1 u nasem istazivanju, odnosno sa >3% eozinofila u sputumu (AUC= 0.79, p=0.0001) (85).
Medutim, istrazivanja ukazuju da ne postoji uvek dobra povezanost serumskih eozinofila sa
sputumom 1 da je indukovani sputum senzitivnija metoda u odredivanju inflamatornih
fenotipova u odnosu na eozinofile u serumu (194, 195).

U ostalim analiziranim biomarkerima (IgE, FeNO, periostin, IL-5, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-33)
nije utvrdena razlika izmedu inflamatornih fenotipova. Ovi rezultati mogu govoriti u prilog
kompleksnosti raznovrsnih i slozenih imunoloskih interreakcija T2 i non T2 fenotipova,
odnosno klju¢nih citokina: periostina, IgE, IL-5 1 IL-33 za T2 fenotip, a IL-6, IL-8, IL-17A
za non T2 fenotip. lako se lokalna inflamacija bolje procenjuje analizom citokina iz sputuma,
BAL 1ili bioptata, serumski citokini daju viSe podataka o sistemskoj inflamaciji (196).
Kompleksnost 1 preklapanje Thl, Th2, Th17, 1 ILC-2 imunoloskog odgovora, kao 1 promena
dominacije izmedu razli¢itih imunoloskih profila tokom vremena, koji zavise od razli¢ith
lokalnih i sistemskih ¢inilaca, ukazuju na plasti¢nost i heterogenost T2 i non T2 mehanizama
(11,47). U tom smislu mozemo da sagledamo i naSe rezultate, a takode treba imati u vidu da
je 17 nasih pacijenta bilo na bioloskoj terapiji koja je mogla uticati na vrednosti citokina u
serumu. Sto se tice FeNO, kao &esto ispitivanog biomarkera, nismo utvrdili da se 4 fenotipa
razlikuju prema vrednostima FeNO, $to je pokazano ikod drugih autora (97, 138, 194). Imajuci
u vidu da je FeNO indirektan marker IL-13 puta T2 inflamacije, povezanost FeNO sa
eozinofilnim fenotipom je narocito proucavana, pa je uoc¢ena pozitivna korelacija FeNO sa EA
(83,85 86,139). Nase istrazivanje nije utvrdilo povezanost FeNO sa eozinofilnim fenotipom,
Sto moze ukazati da unutar EA kao tipi¢nog predstavnika T2 inflamacije, mogu postojati
razli¢iti dominantni imunoloski putevi inflamacije, IL-13 i/ili IL-5 i da FeNO ne mora uvek da
odrazava eozinofilnu inflamaciju (197). Prose¢na vrednost FeNO u nasem istrazivanju je
iznosila 23.5ppb (12.1-37.7ppb), Sto bi shodno ATS/ERS kriterijumima spadalo u
neeozinofilnu astmu (94). Na vrednost FeNO uti¢u mnogobrojni faktori, a na rezultat FeNO
nasih ispitanika su mogli uticati sledeci: vise od polovine ispitanika su bili pusaci, veéina je
imala udruzenost sa alergijskim rinitisom, viSe od polovine je bilo prekomereno uhranjeno, a
vecina je bila na srednjim dnevnim dozama IKS. Iako je FeNO lako dostupan biomarker, on
ne predstavlja surogat za eozinofilnu inflamaciju disajnih puteva, a njegov znacaj se moze

sagledati u tome da predstavlja dodatni, a ne pojedina¢ni biomarker eozinofilne inflamacije
(101,139).

Ispitivali smo 1 karakteristike na osnovu kojih se mogu razlikovati 4 inflamatorna fenotipova.
Nase istrazivanje je pokazalo da se EA odlikuje ve¢im broj egzarcerbacija u poslednjih godinu
dana, dimom kao okidaCem pogorSanja, primenom nazalnih glikokortikoida, nizim
vrednostima MEF25 i MEF50, viSim vrednostima CRP i periostina, a da su nezavisni prediktori
EA dim kao okida¢ pogorsanja (OR=5.966, 95%CI OR=1.53-23.30, p=0,010), nize vrednosti
MEF25 (OR=0.964, 95%CI OR=0.94-0.99, p=0,019) 1 vi§i CRP (OR=1.246, 95%CI OR=1.01-
1.54, p=0.043). Nasi rezultati su u saglasnosti sa drugim istrazivanjima u kojima je takode
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utvrdeno da se eozinofilni fenotip odlikuje loSijom kontrolom bolesti 1 ve¢im vrednostima
periostina (85,198,199). Studija Wagenera i saradnika, medutim, nije potvrdila povezanost
periostina sa eozinofilnim fenotipom (26). Primena nazalnih kortikosteroida kao odlike EA se
moze tumaciti profilom nase kohorte koju su ¢inili pacijenti sa alergijskim rinitisom, a uloga
duvanskog dima kao nezavisnog faktora pogorSanja EA se moze tumaciti u kontekstu velike
izloZenosti duvanskog dima u nasoj zemlji i EA kao najucestalijeg fenotipa. Visi CRP je i kod
drugih autora bio povezan sa EA (200-201). Nizi MEF25 kao marker disfunkcije malih disajnih
puteva u naSem ispitivanju je u saglasnosti sa drugim istrazivanjima (65). Celukupna analiza
eozinofilnog fenotipa u naSem ispitivanju ukazuje da je to fenotip koji se se odlikuje loSijom
kontrolom bolesti (vise ezgarcebacija), mogu¢om disfunkcijom malih disajnih puteva (nizi
MEF25 i MEF50), perzistentnom inflamacijom (povisen CRP i periostin) i duvanskim dimom
kao okida¢em pogorsanja.

Neutrofilni inflamatorni fenotiop je jako slozen, sa nedovoljno poznatim patofizioloskim
mehanizmima. Predpostavlja se da se nakon aktivacije epitelnih ¢elija i alveolarnih makrogafa
sekretuju proinflamatorni citokini (IL-6, IL-1b, IL-8) koji dovode do aktivacije neutrofila (11).
Takode, IL-17A ima ulogu u patogenezi NA (202). Istrazivanje kineskih autora je pokazalo da
se neutrofilni fenotip karakteriSe povisenim nivoom IL-8 u serumu i u sputumu, a da je IL-17A
biomarker NA (129). I drugi autori su ukazali na znac¢aj IL-17 u definisanju NA, §to nije
pokazano u naSim rezultatima (128,129,202). Pacijenti sa NA u naSem istrazivanju su se
karakterisali sa nizim brojem eozinofila, $to je oCekivano, i sa ve¢im nivoom IL-8, koji je
takode bio nezavistan faktor povezan za NA. Povecana ekspresija IL-8RA i IL-8RB gena, kao
1IL-8 je pokazana u neutrofilnom fenotipu i u drugim istrazivanjima, ali je pokazano da se NA
karakteriSe i poviSenim vrednostima CRP i IL-6 (135). Nasi rezultati ukazuju da je IL-8 bitan
biomarker u NA, a poznato je da je IL-8 najprevalentniji hemotakticki neutrofilni faktor.
Klini¢ke odlike NA u drugim istrazivanjima su starije zivotno doba, povecana prevalenca
fiksne opstrukcije, manja prevalenca atopije i veca prvelenca prestanka pusenja (59).

Prema naSim rezultatima MGA se od ostalih fenotipova razlikovao prema prisustvu
alergijskog rinitisa u porodici, fizickim naporom kao okidaCem pogorsanja, primenom
alergenske imunoterapije, visim FEV1/FVC, MEF50 i MEF75, dok je jedina karakteristika
nezavisno povezana sa MGA bila visa vrednost MEF50 (OR=1.030, 95%CI OR=1.01-1.06,
p=0,023). Ovi rezultati sugeriSu na T2 inflamaciju (alergijski rinitis u porodici, primena
alergenske imunoterapije) kao obelezje MGA, ali i na dobru spirometrijsku kontrolu ovog
fenotipa (visi FEVI/FVC, MEF50 i MEF75). Nasi rezultati su u suprotnosti sa drugim
istrazivanjima, u kojima se MGA odlikovao losijom plu¢nom funkcijom (65, 85, 203). Razlog
za ovakav nalaz mozda se moze sagledati u primeni bioloske terapije kod 6 od 24 pacijenata
sa MGA, koja je mogla uticati na dobru plué¢nu funkciju.

Paucigranulocitni inflamatorni fenotip u naSem istrazivanju se karakterisao samo sa jednom
osobinom: pozitivhom porodicnom anamnezom alergijskog rinitisa. Nasi rezultati se mogu
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uklopiti u klaster 2 istrazivanja 145 pacijenta sa PGA, a koji se odlikovao psiholoskim
disfunkcijama, alergijskim rinokonjuktivitisom 1 drugim alergijskim bolestima, dok se klaster
1 u ovom istrazivanju odlikovao dobrom plu¢nom funkcijom i najve¢om ucestaloscu, a klaster
3 je bio povezan za pusSenjem (204). Ispitujuc¢i PGA fenotip, grcki autori su zakljucili da je to
najucestaliji fenotip, da je “beningni”, sa dobrim odgovorom na terapiju i nizim stepenom
inflamacije (185). I u naSem istrazivanju, 2 od 19 pacijenata je bilo na bioloskoj terapiji, Sto
bi ukazalo da se radi o fenotipu bez pacijenta sa teskom astmom. Manji stepen inflamacije u
PGA je zakljucak i kod drugih autora (96). Neki autori dovode u pitanje postojanje PGA kao
nezavisnog inflamatornog fenotipa, smatrajuci ga fenotipom koji je u sustini eozinofilni fenotip
adekvatno i dobro lecen IKS (96,185). Moze se re¢i da je upravo glavna odlika ovog
inflamatornog fenotipa heterogenost (187, 204).

Analiza povezanosti biomarkera pojedina¢nih fenotipova sa kontrolom bolesti procenjenom
ACT, ACQ 1 GINA upitnikom o kontroli simtpoma je pokazala da ne postoji korelacija
biomarkera ni sa jednim upitnikom o kontroli bolesti, bez obzira na inflamatorni fenotip.
Studija kinskih autora je pokazala da se EA karakteriSe nizim ACT, ali da nema razlike izmedu
4 fenotipa u ACT 1 ACQ6 upitnicima (205). Studija kod 86 pacijenata sa teSkom astmom nije
utvrdila da postoji povezanost izmedu biomarkera (eozinofila u sputumu i serumu) razlicitih
inflamatornih fenotipova sa ACT (206). Kontrola astme se procenjuje ACT, ACQ i GINA
1 predstavlja samo jedan deo kompleksne price o kontroli astme. Nepostojanje povezanosti
kontrole astme procenjene ovim upitnicima sa biomarkerima razli¢itih fenotipova, moze
ukazati da kontrola bolesti definisana upitnicima ne govori uvek o aktuelnoj inflamaciji.
Paradigma da se optimalna terapija astme postize kontrolom simptoma i smanjenjem rizika od
budu¢ih pogorSanja, u klinickoj parksi se najce¢e svodi na korekciju terapije prema
parametrima spirometrije i procene simptoma, $to kod veéine pacijenta sa blagom i umerenom
astmom moze da bude adekvatno, ali moze da postoji neslaganje sa simptomima procenjenim
upitncima i postoje¢om inflamacijom (205). Kod pacijenata sa teSkom astmom, moze da
postoji diskordinacija izmedu simptoma i inflamacije. Studija Haldara i saradnika je pokazala
da u klasteru teske astme postoji diskrepanca izmedu onih pacijenta koji imaju izrazene
simptome, a imaju minimalnu inflamaciju i obrnuto, da postoji manje simptoma, a izrazena
inflamacija (71). Pokazana su znacajno manja pogorSanja astme kada se odluke o lecenju
donose na osnovu praéenja analize indukovanog sputuma u odnosu na vodice, ali je u klini¢koj
praksi to tesko izvodljivo i zahtevno (63).

Bioloska terapija u astmi se korsiti na koraku 5 prema GINA vodi¢ima, a usmerena je na
kljucne patofiziloske odlike: anti IgE, antil IL-5, anti IL-5R, anti IL-4, anti TSLP. U klini¢kim
istrazivanjima je pokazana efektivnost i efiksanost bioloske terapije, smanjenje egzarcebacija,
poboljsanje pluéne funkcije i smanjenje primene per os kortikosteroidne terapije (207). U
studiji italijanskih autora, koji su retrospektivno analizirali 90 pacijenata sa teSkom astmom,
nakon 36 meseci je pokazano da je bioloska terapija efiksna, da poboljsava ACT 1 FeNO i da
smanjuje egzarcebacije (208). U nasem iStrazivanju 63 ispitanika je bilo bez bioloske terapije,
pa smo prvo analizirali fenotipsku distribuciju kod ove grupe, a zatim analizirali biomarkere.
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Rezultati pacijenata bez bioloske terapije su pokazali slicnu zastupljenost fenotipova kao u
celoj kohorti: 18 je imalo EA (29%), 10 NA (16%), 18 MGA (29%) i 17 PGA (27%). Rezultati
potvrduju da su EA i MGA i kod pacijenta bez bioloske terapije 2 najucestalija fenotipa.
Utvrdena je znacajna razlika u broju eozinofila i IL-17A u serumu izmedu 4 inflamatorna
fenotipa (p=0.034; p=0.004). Oba ova biomarkera su bila najveéa u eozinofilnom
inflamatornom fenotipu. Broj eozinofila je bio znacajno ve¢i u EA u odnosu na NA, MGA i
PGA (p=0.012, p=0.028, p=0.049). Znacajno vece vrednosti IL-17A su bile prisutne u
eozinofilnom fenotipu u odnosu na neutrofilni i paucigranulocitni (p=0.016; p=0.002), kao i u
meSovitom granulocitnom u odnosu na paucigranulocitni inflamatorni fenotip (p=0.042). Nasi
rezultati da se EA kod pacijenta bez bioloske terapije odlikuje najve¢im brojem eozinofila u
serumu je u skladu sa celom kohortom. Medutim, nalaz da se EA bez bioloske terapije odlikuje
poviSenim nivom IL-17A je interesantan. IL-17A se dovodi u vezu sa NA (128, 129, 202). Nasi
rezultati mogu sugerisati da su nasi pacijenti sa EA bez bioloSke terapije imali meSoviti
Th2/Th17 fenotip, ¢ije postojanje je pokazano u istrazivanjima (209, 210). Znacaj IL-17A na
Th2 eozinofilnu inflamaciju je pokazan i na animalnim modelima (211). Takode, Th2/Th17
subset moze da dovede do pojacane inflamacije, pogorSanja astme i moze biti povezan za
pacijentima koji imaju losiju kontrolu bolesti (212, 213).

Imaju¢i u vidu da bioloska terapija moze da utice na astmu, odlucili smo da da poredimo
biomarkere kod 63 ispitanika bez bioloske terapije sa 17 ispitanika na bioloskoj terapiji.
Uocena je znacajna razlika u IL-5 kod pacijenata sa EA na bioloskoj i EA bez bioloske terapije
(p=0.043). IL-5 je bio znacajno ve¢i kod pacijenta sa EA koji su bili na bioloskoj terapiji.
Istrazivanja su pokazala da primena benralizuma i mepolizumaba dovodi do povecanja
serumskog IL-5 (214-216). Kod nasih pacijenata sa EA na bioloskoj terapiji, 6 od 7 je primalo
omalizumab, a samo jedan benralizumab. Nasi rezultati ukazuju da pacijenti koji su primali
omalizumab mogu imati i IL-5 endotip, pa poviSeni nivo IL-5 u ovoj grupi ukazuje na
perzistentnu eozinofilnu inflamaciju na koju nije delovala primenjena bioloska terapija
omalizumabom. Ovakvi rezultati mogu govoriti da kod ovih pacijenata treba razmotriti
prelazak na drugu biolosku terapiju, kao i na komplesnost patofizioloskih mehanizama unutar
fenotipa EA. Analiza 68 pacijenata sa teSkom EA je pokazala da je njih 30 preslo na drugu
biolosku terapiji nakon 21 meseca, ukazuju¢i da postoje pacijenti koji ne odgovaraju na
inicijalnu biolosku terapiju 1 kod kojih postoji mogucnosti promene imunoloskog odgovora
unutar samog fenotipa (217). Nasi rezultati su pokazali da se broj leukocita, neutrofila, IL-5,
IL-6 1 IL-8 razlikuje kod pacijenta sa MGA sa i1 bez bioloske terapije (p=0.049, p=0.019,
p=0.012, p=0.032, p=0.03). Koncentracija IL-5, IL-6 1 IL-8 su bile ve¢e kod pacijenta sa MGA
na bioloskoj terapiji, a broj leukocita 1 neutrofila je bio ve¢i kod MGA bez bioloske terapije.
Ve¢i nivo IL-5 se moze dovesti u vezu sa primenom benralizumaba kod 4 od 6 pacijenata kod
MGA, sto je moglo dovesti do porasta IL-5. Ve¢i IL-8 sugeriSe na izrazeniji neutrofilnu
inflamaciju u mesSovitom MGA, ali 1 to, da bioloSka terapija ne targetuje neutrofilni deo
inflamacije u ovom fenotipu. Visok IL-6 u MGA sa bioloSkom terapijom moze da ukaZe na
perizistentnu sistemsku inflamaciju u MGA fenotipu, gde bioloska terapija nema efekta. Veci
broj leukocita i neutrofila kod MGA bez bioloske terapije se moZe objasniti mogu¢om
prisutnom neutrofilnom inflamacijom koje je prominentnija u odnosu neeozinofilnu, pa i kod
ovih pacijenata treba razmotriti reviziju terapije.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ispitanici su prosecne starosti 46 godina, dominantno zZenskog pola, polovina pusaci i
prokomereno uhranjeni, sa alergijskim rinitsom kao naj¢eS¢im komorbiditetom i
alergenima kao naj¢es¢im okidacima pogorsanja astme, koji su imali nedostatak 25
(OH) vitamina D, razli¢itog stepena kontrole bolesti, sa povecanim brojem leukocita i
limfocita kao markerima loSe kontrole bolesti.

2. Dominantni fenotipovi dobijeni analizom indukovanog sputuma su EA i MGA.

3. MEF75 treba pazljivo intrepretirati kao diskriminatorni marker fenotipova, a u skladu
sa ostalim instrumentima procene disfunkcije malih disajnih puteva, kao §to je impulsna
oscilometrija. Disfunkciju malih disajnih puteva treba razmotriti u evaluaciji
fenotipova.

4. Inflamatorni fenotipovi se ne razlikuju prema biomarkerima: IgE, FeNO, periostin, IL-
5,IL-6, IL-8, IL-17A, IL-33), a ispitivani biomarkeri (eozinofili, IgE, FeNO, periostin,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-33) razlicitih inflamatornih fenotipova nisu povezani sa
kontrolom bolesti. Stepen kontrole astme procenjen ACT, ACQ i GINA upitnikom o
kontroli simptoma ne odraZzava uvek aktuelnu inflamaciju.

5. Eozinofili u serumu su biomarker EA. Vrednosti eozinofila preko 240/ml identifikuju
EA sa sa 64% senzitivnosti i 72.7% specifi¢nosti.

6. Eozinofilni inflamatorni fenotip se odlikuje loSijom kontrolom bolesti (vise
ezgarcebacija), moguc¢om disfunkcijom malih disajnih puteva (nizi MEF25 i MEF50),
perzistenom inflamacijom (povisen CRP i periostin), duvanskim dimom kao okidac¢em
pogorsanja i primenom nazalnih glikokortikoida. Nezavsni prediktori EA su dim kao
okida¢ pogorsanja, nizi MEF i povisen CRP.

7. Neutrofilni inflamatorni fenotip se karakteriSe nizim brojem eozinofilau serumu i visim
IL-8, koji je nezavisno povezan sa ovim fenotipom.

8. Mesoviti granulocitni fenotip se odlikuje alergijskim manifestacijama (alergijski rinitis
u porodici, primena alergenske imunoterapije), boljom kontrolom bolesti (viSim
FEV1/FVC, MEF50 1 MEF75) i fizickim naporom kao okidac¢em pogorSanja. Veca
vrednost MEF50 je jedina karakteristika nezavisno povezana sa MGA.

9. Kod pacijenta bez bioloSke terapije najucestaliji fenotip je EA i MGA. Eozinofili u
serumu 1 IL-17A su biomarkeri EA bez bioloske terapije, IL-5 moZe biti biomarker EA
na bioloskoj terapiji.
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10. Pacijenti sa MGA fenotipom na bioloskoj terapiji imaju veci nivo I1L-5, 1L-6, IL-8.
Pacijenti sa MGA fenotipom bez bioloske terapije imaju veéi broj leukocita 1 neutrofila,
Sto ukazuje na dominantnu neutrofilnu inflamaciju 1 sugeriSe razmatranje terapijskog
pristupa.
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Lista skracenica kori§¢enih u tekstu:

GINA-globalna inicijative za astmu (engl. Global Initiative for Asthma)
APC-antigen prezentujuce Celije (engl. antigen presenting cells-APC)

DC- dendritske ¢elije

FceRI -visokoafinitetni receptor za IgE

ICAM-1-intracelijski adenzivni molekul 1 (engl. intercellular adhesion molecule)
VCAM- vaskularni ¢elijski adhezivni molekul (engl. vascular cell adhesion molecule)
MBP- glavni bazni protein (engl. major binding protein)

EPO- eozinofilna peroksidaza

ECP- eozinofilni katjonski protein

EDN- neurotoksin poreklom iz eozinofila (engl. eosinophil-derived neurotoxin)
TNFa -tumor nekroze alpha

TGF-B -tranformisu¢i faktor rasta beta (engl.transforming growth factor beta)
CLC — Sarko- Lajden kristali (engl.Charcot-Leyden crystals)

ILC2-limfoidne ¢elije tipa 2 (engl. innate lymphoid cell)

TSLP- timusni stromalni limfopoetin (engl. thymic stromal lympohopoetin)
ST2-supresor tumorogeneze (engl. suppression of tumorigenicity)
IL-1RAcP-pomoc¢ni receptorski protein za IL-1 (engl. IL-1 receptor accessory protein)
IRAK -IL-1 receptor asocirane kinase (engl. IL-1R—-associated kinase)
TLR-receptori slicnih Toll-u (engl. toll-like receptors)

PAR-proteaza aktivirani receptori (engl. protease activated receptors)

CFGM -faktor stimulacije granulocita- makrofaga (engl. colony-stimulating factor
granulocyte- macrophage)

CLCA1-regulator hloridnih kanala 1 (engl.chloride channel regulator 1)

PRR-receptori prepoznavanja obrazaca (engl. pattern recognition receptors)
DAMP-molekulski obrasci oSte¢enja (engl. danger associated molecular patterns)
PAMS-molekulski obrasci patogena (engl. pathogen associated molecular patterns)
NLRP-receptori slicni NODu (engl. NOD -like receptors)

IFN-y interferon gama

SLPI- sekretorni inhibitor lekocitarne proteaze (engl. secretory leukocyte protease inhibitor)

mRNA-messenger RNA



BAL-bronhoalveolarni lavat

ERS-Evropsko respiratorno udruzenje (engl. European Respiratory Society)

IKS- inhalacioni kortikosteroidi

BTS- Britansko torakalno udruzenje (engl. British Thoracic Society -BTS)
IKS/LABA- inhalacioni kortikosteroidi /dugodelujuci beta 2 agonisti

FeNO- frakcija izdahnutog azot oksida (engl. fractional exhaled nitric oxide)

BMI- indeks telesne mase (engl. body mass index)

PEF- vr$ni ekspiratorni protok

FEV1-forsirani ekspirijjumski volumen u 1. sekundi

FEV1/FVC- forsirani ekspirijumski volumen u 1. sekundi/forsirani vitalni kapacitet
ACQ- upitnika za kontrolu astme (engl. Asthma Control Questionnare)

ATS- Americko respiratorno drustvo (engl. American Respiratory Society)

ppb- delovi na milijardu (engl. parts per billion)

AQLQ- astma upitnik o kvalitetu zivota ( engl. Asthma quality of life Questionnaire)
NSAIL- nesteroidni antiinflamatorni lekovi

LABA- dugo delujuci beta 2 agonisti (engl. long-acting beta 2 agonist)

LAMA- dugo delujué¢i muskarinski antagonisti (engl. long-acting muscarinic antagonists)
LTRA- antagonisti receptora leukotrijena (engl. leukotriene receptor antagonist)
SABA- krakodeluju¢i beta 2 agonisti (engl. short acting beta 2 agonist)

ACT- test o kontroli astme (engl. Asthma control test- ACT)

IOS- impulsna oscilometrija

CRP- C reaktivni protein

IgE- Imunoglobulin E

IL-5- Interleukin-5

IL-6- Intreleukin- 6

IL-8- Interleukin-8

IL-17A- Interleukin-17A

IL-33- Interleukin-33

FVC- forsirani vitalni kapacitet

VC- vitalni kapacitet



MEF25- srednji ekspiratorni protok vazduha pri 25% VC
MEF50- srednji ekspiratorni protok vazduha pri 50%VC
MEF75- srednji ekspiratorn protok vazduha pri 75% VC
MMEF- srednji-maksimaani ekspiratorni protok vazduha
EA- eozinofilna astma

NA- neutrofilna astma

MGA- meSovita granulocitna astma

PGA- paucigranulocitna astma

ELISA- test enzimskog imunoeseja (engl. enzyme linked immunoabsorbent test)
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Prilog 1.

Test o kontroli astme (ACT), preuzeto i adaptirano prema referenci 150

Zaokruzite broj pored odgovora za svako pitanje. Molimo Vas da odgovarate Sto iskrenije
mozete.

1.U protekle 4 nedelje koliko ¢esto Vas je astma ometala u obavljanju uobicajenih
aktivnsoti u poslu, Skoli ili u kué¢i?

Uvek 1
Vrlo Cesto 2
Povremeno 3
Retko 4
Nikada 5

2. U protekle 4 nedelje koliko ¢esto Vam je nedostajo dah?

Cesée od jednom 1
Jednom dnevno 2
3 do 6 puta nedeljno 3
Jednom ili 2puta nedeljno 4
Nikada 5

3. U protekle 4 nedelje, koliko ¢esto su Vasi simptomi astme (SiStanje u grudima, kasalj,
nedostaka vazduha,stezanje u grudima ili bol u grudima), budili nocu ili ujutru, ranije
nego obi¢no?

Cetiri 1li viSe no¢i nedeljno 1

Dve to tri no¢i nedeljno 2
Jednom nedeljno 3
Jednom ili 2 puta nedeljno 4

Nikada 5






4. U protekle 4 nedelje, koliko ¢esto Vam je bila potrebna pumpica za otklanajnje
simptoma (kao na primer Ventolin) ili aparat za inhalaciju?

Tri ili viSe puta dnevno 1
Jednom ili dva puta dnevno 2
2 ili 3 puta nedeljno 3
Jednom nedeljno ili rede 4
Nikada 5

5. Kako biste ocenili kontrolu Vase astme u poslednje 4 nedelje?

Uopste nije kontrolisana 1
Slabo kontrolisna 2
Donekle kontrolisna 3
Dobro kontrolisna 4

Kontrolisna u potpunosti 5






Prilog 2.

Upitnik o kontroli astme (ACQ), preuzeto i adaptirano prema referenci 151

Molimo Vas da odgovorite na pitanja od 1 do 6

ZaokruZite broj odgovora koji najbolje opisuje kako ste se osecali tokom proSlih 7 dana

1. | U proseku, tokom proslih 7 dana, 0-nikada
koliko Cesto se se budili tokom noéi zbog Vase astme? 1-skoro nikada
2-retko

3-nekoliko puta

4-prili¢no Cesto

5-vrlo Cesto

6-nisam mogao/la da spavam

zbog astme
2. | U proseku, tokom proslih 7 dana, keliko su jaki bili 0-bez simtoma
simptomi VaSe astme kada ste se budili ujutru? 1-vrlo blagi simptomi

2- blagi simptomi
3-umereni simptomi
4-prili¢no jaki simptomi
S5-jaki simptomi

6-vrlo jaki simptomi

3. | U proseku, tokom proslih 7 dana, keliko je Vasa astma 0-nimalo ogranicen
ogranicavala VasSe aktivnosti? 1-vrlo malo ogranicen
2-malo ogranicen
3-umereno ogranicen
4-vrlo ograni¢en
5-izrazito ogranicen
6-potpuno ogranicen

4. | U proseku, tokom proslih 7 dana, koliko jako ste, zbog 0-nimalo

Vase astme, osecali nedostatak daha? 1-vrlo malo
2-malo
3-umereno
4-prili¢no
5-mnogo
6-veoma mnogo

5. | U proseku, tokom proslih 7 dana, kolike vremena ste 0-nikada

sistali? 1-vrlo retko

2-malo vremena
3-poneki deo vremena
4-dobar deo vremena
5-najveci deo vremena
6-sve vreme

6. | U proseku, tokom proslih 7 dana, keliko 0 -nijedan
udaha/inhalacija inhalacionog bronhodilatatora sa 1 - 1do 2 udaha/inhalacija
svakog dana







kratkim delovanjem (Ventolin,Berodual) ste koristili 2 -3 do 4 udaha/inhalacija
svakoga dana? svakog dana

3 -5 do 8 udaha/inhalacija
svakog dana

4 -9 do12 udaha/inhalacija
svakog dana

5 -13 dol16 udaha/inhalacija
svakog dana

6 — viSe od 16 udaha/inhalacija
svakog dana







Prilog 3.

GINA upitnik o kontroli simptoma, preuzeto i adaptirano prema referenci 3

U poslednje 4 nedelje da li je pacijent imao

1. dnevne simptome vise od 2 puta nedeljno da ne
2. noc¢na budjenja zbog astme da ne
3. upotrebu rilivera vise od 2 puta nedeljeno da ne
4. limitiranu aktivnost zbog astme da ne

* 0-dobro kontrolisana 1-2 da: delimiéno  3-4: nekontrolisana






Prilog 4.

H3zjaBa o ayropcTBY

Wwme u npe3ume aytopa Anekcanjpa [lnaBimh

bpoj unaexca 5085/2016

HU3jaBibyjem
JIa je TOKTOPCKa JArCepTalrja rmoja HacI0BOM

“ 3nauaj MHTepJEeyKHHA-5, HHTepJIeyKHHA -17, nHTepaeyknHa-33, mepuocTuHa u ppakuuje
HM3AXHYTOI 230T MOHOKCH/IA Ka0 OMOMapKepa y npoueHu peHoTunoBa y 6poHXHjaaHoj
acTMu*

® PpPE3ydaTaT CONCTBCHOI UCTPAKMUBAYUKOI paaa,

e Jla IucepTalja y LeJUHU HU Y JIeJOBUMa HUje OWJia PEeIJIOKeHA 3a CTHIAhE
JIpyTe TUTLIOME ITPeMa CTYIU]jCKUM ITPOTpaMuMa IPYTUX BUCOKOIIKOICKHX
YCTaHOBA;

e Jlacy pe3yiTaTu KOPEKTHO HaBEJIEHU U

e J1a HUCAaM KPIIMO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUO/JIa HHTENEKTYAIHY CBOJHUHY
JIpYTUX JUIA.

IHoTnmc ayropa

!
jebr Gl
VY Beorpany, 22.01.2024.






Prilog 5.

N3jaBa 0 HICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOI pajaa

Wwme u npezume ayTopa: Anekcanapa [lnasmmh
bpoj unnekca 5085 /2016
Cryaujcku nporpam 3amnabeme U ay TOMMYHOCT

HacnoB pana “ 3navaj unrepJieykuna-5, narepiaeykuna -17, unrepiieykuHa-33, nepuocTuHa
u ¢ppaknuje H3TAXHYTOI a30T MOHOKCH/IA Ka0 GUOMapKepa y NPOLeHH (PeHOTUIIOBA Y
OpoHXMjaaHOj acTMH*

MenTopu: [Ipod. np Becna Tomuh Criupuh

M3jaBibyjeM 51a je mrTammaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOI paja MCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
BEep3WjU KOjy caM TMpenao/la paad MoxpamuBama y JIUruTaaHoM pemo3uTopujymy
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM na ce o0jaBe MOjH JIMYHM IOJIAIA BE3aHH 3a JI0OMjame aKaJleMCKOr Ha3hBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOAUHA U MECTO pohema U JAaTyM ofdpaHe
pana.

OBu JIMYHM NTOJIALIK MOT'Y c€ 00jaBUTH HAa MPEXXHUM CTpaHULIaMa IUTUTaIHEe OubImoTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTajory u y nmyOiaukanujama YHuBep3uTera y beorpany.

ITornuc ayropa

Y Beorpazy, 22.01.2024. k//m% CL







Prilog 6

H3jaBa o kopumhemwy

Opnamwhyjem VYHuBep3uteTcky Oubamoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y JlururanHu
peno3uTOpujyM YHHBep3uTera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY IMCEpTaIjy MO
HAcCJIOBOM: “ *“ 3Hayaj MHTepJIeyKHMHA-S, HHTepJeyKHuHA -17, nHTepIeyKHHa-33, MepHOCTHHA

U (pakuuje HM3IAXHYTOI a30T MOHOKCHAA Kao OuMoMapkepa y NHpoueHH (PeHOTUIIOBA Y

OpoHxmjaaHoj actMu*“ 7

KOja je M0je ayTOPCKO JIEJO.

Jlucepranujy ca CBUM IPUJIO3MMA TIpeaao/iia caM y eeKTPOHCKOM (JopMaTy IIOroJJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy TOKTOpCKY AUcCepTalujy MOXpameHy y JurutajiHom peno3suTopujymy YHUBEp3UTETa
y Beorpany u A0cTynHY y OTBOPEHOM HpPUCTYIy MOTY Ja KOpUCTE CBU KOJU MOIITY]Y
onpenbe caapxkane y omabpanom tuny suienne KpeatuBae 3ajennune (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce oT1y4dro/a.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — HekoMmepijaiaao (CC BY-NC)
@yTOpCTBO — HexoMepuujanHo — 6e3 nmpepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMepIujaiaHo — aeiutu no uctuM ycnouma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6¢e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — aenutu ox uctum yciosuma (CC BY-SA)

(MonuMo fa 320KpYKHUTE CaMo jeIHY O IECT MOHYl)EHUX JIUICHIIH.
Kparak onuc nuiieHIm je cacTaBHU €0 OBE U3jaBe).

IToTrnuc ayTopa

h . ‘/\‘ ‘
Y Beorpazy, 22.01.2024. A/%V‘é«d-\# Cl
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