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I biomarker nell’asma grave

Biomarkers in severe asthma

Mark Gjomarkaj

Istituto di Biomedicina e Immunologia Molecolare (IBIM) - Consiglio Nazionale delle Ricerche
(CNR), Palermo

Corrispondenza: Mark Gjomarka email: gjomarkaj@ibim.cnr.it

Riassunto: La patogenesi dell’asma bronchiale & molto complessa e la terapia si basa sull’utilizzo di beta-2
stimolanti, di steroidi inalatori e, in minor misura, di anti-colinergici. Il classico approccio alla diagnosi ed alla
terapia dell’asma bronchiale € il seguente: 1) comparsa dei sintomi; 2) formulazione della diagnosi; 3) prescrizio-
ne della terapia. Esso non tiene conto di tutto cio che avviene prima della comparsa dei sintomi e di tutto cio che,
una volta formulata la diagnosi e prescritta la terapia, puo generare lo sviluppo di una esacerbazione di malattia.
Il primo utilizzo dei biomarcatori € da considerare proprio a questo proposito: 1) identificare la fase preclinica
della malattia in modo da potere intervenire prima della comparsa dei sintomi; 2) identificare e prevenire lo
sviluppo di una riacutizzazione. Inoltre, i biomarcatori permettono di identificare specifici endotipi nel contesto
di pazienti aventi simili fenotipi clinici e funzionali ed il loro utilizzo puo permettere di personalizzare la tera-
pia. Questo risulta di estrema importanza in pazienti con asma severo che sono refrattari o poco responsivi alle
comuni terapie. Nonostante i biomarcatori sono stati ampiamente studiati, il loro utilizzo nella pratica clinica ¢
ancora molto ridotto. Esistono dati molto incoraggianti circa la loro utilita nel managment dell’asma bronchiale
ed e probabile che nel prossimo futuro essi saranno piu diffusamente impiegati. Il futuro della terapia dell’asma
bronchiale sara certamente quello di tipizzare fenotipicamente ed endotipicamente il paziente mediante l'utilizzo
di biomarcatori e di personalizzare la terapia.

Parole chiave: Biomarcatori, asma grave, fenotipi, terapia personalizzata

Summary: The pathogenesis of severe asthma is a complex event and its therapy is based on the use of beta-
2 agonists, inhaled steroids, and anti-cholinergic drugs. The classic approach to the diagnosis and therapy of
bronchial asthma is the following: 1) presence of symptoms; 2) diagnosis; 3) prescription of the therapy. It does
not take into account the events occurring before the appearance of the symptoms and of what may generate the
development of exacerbations. The first important use of biomarkers should be aimed to: 1) identify the preclin-
ical phase of the disease in order to take care of the patient before the appearance of symptoms; 2) identify and
prevent the development of exacerbations. Moreover, biomarkers allow the identification of specific endotypes
among patients with similar clinical and functional phenotypes and their use may lead to the personalization
of the therapy. This is extremely important in patients with severe asthma who weakly respond to conventional
therapies. Although biomarkers have been widely studied and although encouraging data are available, their use
in the management of asthmatic patients is still not common. It is conceivable that in the next future biomarkers
will be routinely used in the management of bronchial asthma in order to identify specific phenotypes and endo-
types and, in turn, to personalize the therapy of this disease.

Key words: Biomarkers, severe asthma, phenotypes, personalized therapy

CENNISULLA PATOGENESI DELLASMA BRONCHIALE

L’asma bronchiale, malattia infliammatoria cronica dell’albero bronchiale, ¢ una patologia
eterogenea comprendendo nel suo contesto vari sottotipi: asma di genesi allergica, asma da
reflusso, asma da sforzo, ecc. Questa eterogeneita e dovuta alla complessa patogenesi di questa
malattia che prende a sua volta origine da un danno a carico dell’epitelio bronchiale e che si
conclude con la contrazione della muscolatura liscia bronchiale e quindi con il broncospasmo,
evento questo che é percepito dal paziente asmatico. I processi biologici che legano I’evento
iniziale (danno epiteliale) e ’'evento finale (contrazione della muscolatura liscia bronchiale)
sono assai complessi, molteplici e tutt’oggi non completamente conosciuti. E proprio con rife-
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rimento a questi processi patogenetici che la terapia dell’asma si basa, in primis, sull'utilizzo
di farmaci b_-stimolanti, che come ¢ noto agiscono su uno degli eventi finali del processo pato-
genetico, cioe sul rilascio del muscolo liscio bronchiale.

Un’altra categoria di farmaci e quella degli anticolinergici o antimuscarinici.

Pur essendo in atto non completamente inseriti negli schemi di trattamento dell’asma nelle
piu accreditate linee guida, agiscono anche essi generando una broncodilatazione, ma con un
meccanismo completamente differente da quello dei b_-stimolanti.

Essi infatti inibiscono le attivita non neuronali dell’acetilcolina, si legano pitt 0 meno selet-
tivamente al recettore dell’acetilcolina M3 sul muscolo liscio bronchiale inibendo quindi la
broncocostrizione mediata dall’acetilcolina. Mentre questi due tipi di farmaci agiscono pre-
valentemente sulla contrazione del muscolo liscio bronchiale (in vero sono note anche delle
attivita proinfliammatorie mediate dall’acetilcolina e di conseguenza attivita antinfiammato-
rie degli anticolinergici) (1), quindi sull’evento finale del complesso meccanismo patogenetico
dell’asma, la pit importante categoria dei farmaci utilizzati nella terapia di questa malattia e
rappresentata dai corticosteroidi.

Essi agiscono inibendo pressoché tutti i processi infiammatori che vengono scatenati dal dan-
no epiteliale e che poi portano alla contrazione della muscolatura liscia.

Se e ormai da decenni noto che I'inflammazione bronchiale nel paziente asmatico genera il
broncospasmo, solo relativamente di recente sono stati dimostrati alcuni meccanismi che le-
gano questi due processi. Ad esempio € stato recentemente dimostrato che la contrazione di
actina e miosina nel contesto della fibrocellula muscolare liscia bronchiale puo essere scate-
nata da alcuni fattori solubili come il Tumor Necrosis Factor (TNF), I'interleuchina 17 (IL-17)
o l'interleuchina 13 (IL-13).

Queste citochine infatti interferiscono negativamente col normale processo omeostatico che
regola la fisiologica broncocostrizione e broncodilatazione.

Esse, stimolando indirettamente la sintesi di Rho-associated coiled-coil protein kinase, blocca-
no la myosin-light-chain phosphatase che fisiologicamente downregola la myosin-light-chain
kinase col risultato di indurre la fosforilazione di actina e miosina, inducendo quindi in ultimo
la broncocostrizione (2).

Infine, i leucotrieni (LT), prodotti dal metabolismo dell’Acido Arachidonico (AA) mediante
I'azione della 5-Lipoossigenasi (5-LO), giocano anche essi un ruolo importante nel determina-
re un broncospasmo. La 5-LO converte I’AA in LTA4 che ¢ poi convertito in LTC4 attraverso
la LTC4 sintetasi. Dall’'LTC4 si generano poi due isoforme: LTD4 ed LTE4. LD4 e LTC4 sono
quelli che fra tutti giocano il ruolo preminente nel determinare una broncocostrizione.

Essi si legano ai recettori per i cisteinil-leucotrieni (recettori per CisLT1 e CisLT2) ed e proprio
da questi recettori, prevalentemente il CisLT1, che € rappresentato il target dei farmaci anti-
leucotrienici oggi utilizzati in terapia (3). E stato recentemente dimostrato che I'IL-13, prodot-
ta dai linfociti T helper 2 (Th2) ¢ in grado di stimolare la sintesi di LTD4 e I’espressione del
suo recettore (3), ma il principale effetto di questa citochina € quello di down-regolare la fase
tardiva di risposta al challenge allergenico.

Un’altra citochina che gioca un ruolo importante nella patogenesi dell’asma e la IL-5.

Essa, rilasciata prevalentemente dai linfociti Th2, inibisce la differenziazione terminale dei
precursori degli eosinofili in eosinofili ed inibisce I'attivazione, la migrazione e la sopravviven-
za degli eosinofili stessi nel contesto del sito dell'infiammazione (4).

IBIOMARCATORI

I cenni ai meccanismi patogenetici sopra riportati sottolineano la non selettivita degli approcci
terapeutici oggi comunemente utilizzati nel trattamento dell’asma bronchiale.

Le quattro categorie di farmaci (b_-agonisti, anticolinergici, corticosteroidi ed anti-leucotrienici) so-
pra menzionate agiscono in modo parallelo fra loro su pressoché tutti i detti meccanismi patogenetici.
Il loro utilizzo ha rivoluzionato in positivo la terapia dell’asma e la loro utilita non € e non deve
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essere messa in discussione. Il classico approccio alla diagnosi ed alla terapia dell’asma bron-
chiale e attualmente il seguente: 1) comparsa dei sintomi che porta il paziente dal medico; 2)
formulazione della diagnosi (anamnesi, esame obiettivo ed indagini funzionali); 3) prescrizio-
ne della terapia.

A questo viene aggiunto, purtroppo non sempre, il follow-up del paziente.

Questo approccio non tiene conto di tutto cio che avviene prima della comparsa dei sintomi e
di tutto cio che, una volta formulata la diagnosi e prescritta la terapia, puo generare lo sviluppo
di una esacerbazione di malattia. Il primo utilizzo dei bio-marcatori € da considerare proprio a
questo proposito: 1) identificare la fase preclinica della malattia in modo da potere intervenire
prima della comparsa dei sintomi; 2) identificare e prevenire lo sviluppo di una riacutizzazione
(figura 1).

Fig. 1. Visione schematica dell’iter diagnostico e terapeutico di malattia: utilizzo dei biomarcatori.
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I biomarcatoriele riacutizzazioni

Le riacutizzazioni sono particolarmente importanti nell’asma severo, cioe in quella categoria
di pazienti che non sono o sono difficilmente controllati dalla usuale terapia praticata.

Studi condotti nel contesto di un network europeo (BIOAIR-ENFUMOSA) hanno dimostra-
to che gia una settimana prima che si verifichi un episodio di riacutizzazione si riducono si-
gnificativamente i valori del FEV_ e si riducono significativamente i valori del picco di flusso
espiratorio (Peak expiratory Flow, PEF) (5) a dimostrazione del fatto che, prima ancora della
comparsa dei sintomi, alcuni parametri funzionali denunciano un cambiamento in peggio dei
processi inflammatori che caratterizzano la patogenesi di malattia in quello specifico paziente.
Questo e dimostrato, fra i tanti, da uno studio condotto dal nostro gruppo su una coorte di
pazienti pediatrici con asma intermittente e moderato che sono stati seguiti per un anno e sot-
toposti a quattro visite programmate effettuate ogni quattro mesi (6).

Dette quattro visite prevedevano 'anamnesi, ’esame obiettivo e I’esame spirometrico, ma la
visita 1 (inizio dello studio) e la visita 3 (dopo otto mesi dall’arruolamento) prevedevano anche
la valutazione di alcuni biomarcatori. In occasione di queste visite i pazienti si presentavano
con una malattia sotto controllo, in accordo con le comuni linee guida, essi infatti non riferiva-
no nulla di rilevante e soprattutto non venivano dimostrate differenze significative dei valori
del FEV  fra controlli e asmatici intermittenti, controlli ed asmatici moderati, asmatici mode-
rati ed asmatici intermittenti.

Alcuni di questi pazienti, nel corso dell’anno di osservazione, andavano incontro ad episodi
di riacutizzazione. Alla fine dello studio € stata dimostrata una significativa correlazione fra
il numero di riacutizzazioni ed i seguenti tre biomarcatori: la percentuale di eosinofili nell’e-
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spettorato indotto; le concentrazioni di IL-8 nell’espettorato indotto; i valori di ossido nitrico
esalato (Fractional Exhaled Nitric Oxide, FeNO). Inoltre, dividendo i pazienti in due gruppi,
il primo includente coloro che non svilupparono o svilupparono una sola riacutizzazione nel
corso dell’anno ed il secondo includente coloro che svilupparono due o piu riacutizzazioni nel
corso dell’anno, veniva evidenziata una significativa differenza fra i due gruppi dei tre biomar-
catori sopra menzionati (figura 2) (6).

Fig. 2. FeNO, percentuale di eosinofili nell’espettorato indotto, concentrazioni di IL-8 nell’espettora-
to indotto in pazienti asmatici durante un anno di osservazione. Correlazione fra i biomarcatori ed il
numero di riacutizzazioni (grafici di sinistra); confronto dei biomarcatori fra pazienti con nessuna o

una sola riacutizzazione con pazienti con due o piu riacutizzazioni (grafici di destra).
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E importante sottolineare che la valutazione dei tre biomarcatori era stata fatta nel corso delle
visite programmate quando i pazienti presentavano tutti, apparentemente, una malattia con-
trollata.

Questo a dimostrazione del fatto che nei periodi che precedono una riacutizzazione, prima
ancora della variazione del FEV e del PEF, si modificano dei parametri infiammatori che pos-
sono essere dimostrati solo mediante 1'utilizzo dei biomarcatori.

Questo potrebbe portare ad un cambiamento della terapia evitando potenzialmente il verifi-
carsi della riacutizzazione.

I biomarcatori e la terapia personalizzata

E ormai ampiamente accettato il concetto che alcune differenze nelle manifestazioni cliniche
della stessa malattia, differenze nella risposta allo stesso trattamento ed infine il decorso della
malattia stessa sono da mettere in relazione a differenze nella genetica, nei meccanismi bio-
logici e fisiopatologici fra i vari pazienti. Queste variabili contribuiscono ad identificare delle
sottoclassi di fenotipi definite endotipi (7). Nell’'asma e quindi possibile identificare dei fenoti-
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pi, intesi come “specifiche caratteristiche di un paziente”, che possono comprendere parametri
funzionali (fenotipi funzionali spirometricamente identificati) e parametri clinico/antropome-
trici (obesita, fumo, atopia ecc).

A monte del determinismo di un fenotipo c’e¢ quello che viene chiamato endotipo che com-
prende “I'insieme dei meccanismi patogenetici che determinano un fenotipo” (8).

L’endotipo risulta a sua volta determinato dalla interazione fra genetica ed ambiente.

Un endotipo ben definito dovrebbe legare i meccanismi patogenetici piu rappresentati in quel-
lo specifico paziente con i fenotipi clinici e funzionali. Sono proprio i biomarcatori che ci per-
mettono di identificare questo legame e quindi di identificare specifici endotipi nel contesto di
pazienti aventi simili fenotipi clinici e funzionali (8).

Il biomarcatore puo essere definito, in accordo con Oxford Dictionaries, come un parametro
misurabile presente in un organismo ed indicativo di un fenomeno come una malattia o una
infezione. E un parametro (molecola o caratteristica) naturale attraverso il quale é possibile
identificare un processo fisiologico o patologico. Nella comune pratica clinica ¢ anche neces-
sario che un biomarcatore sia accessibile con procedure non o poco invasive e deve avere un
basso costo.

L’utilizzo appropriato dei biomarcatori puo permettere di personalizzare la terapia in uno spe-
cifico paziente. Questo risulta di estrema importanza quando e riferito a pazienti con asma
severo che sono refrattari o poco responsivi alle comuni terapie e che devono essere sottoposti
a terapie biologiche di costo elevato. Potere essere in grado di identificare fenotipi di pazienti
(mediante biomarcatori che, identificando specifici endotipi, identificano quel o quei pattern
infiammatori piu rappresentati in quello specifico paziente) che con alta probabilita rispon-
deranno meglio ad una terapia biologica rappresenterebbe un importante passo avanti nel
trattamento dell’asma severo.

Leucotrieni

Un primo esempio di terapia personalizzata, in questo caso non nell’asma severo, € quello rife-
rito all’utilizzo degli antileucotrienici. Nella pratica clinica si identificano pazienti che meglio
di altri rispondo agli antileucotrienici e talvolta si identificano pazienti che non rispondono.
A questi ultimi, empiricamente, questi farmaci non vengono somministrati mentre essi ven-
gono somministrati con successo a pazienti responders. Questa strategia terapeutica ex ju-
vantibus € un tipico esempio della identificazione di un endotipo nel quale, con riferimento al
metabolismo dell’AA sopra accennato, fra i molteplici meccanismi patogenetici che generano
il broncospasmo quello dei LT € fortemente rappresentato. Vari lavori dimostrano la possibili-
ta di identificare la presenza di questo biomarcatore nelle urine (9), nel condensato dell’esalato
bronchiale (Exhaled Breath Condensate, EBC) (9) e/o nell’espettorato indotto (10) di pazienti
asmatici e questo permetterebbe la identificazione dei pazienti responders rispetto ai non re-
sponders. Visto il basso costo degli antileucotrienici e la pressoché assenza di effetti collaterali
si preferisce in questo caso effettuare una “fenotipizzazione ex juvantibus’.

FeNO ed eosinofili

Il FeNO ¢ ormai ampiamente dimostrato essere un biomarcatore di facile utilizzo essendo va-
lutabile con metodiche non invasive e di basso costo. Esso correla con la conta degli eosinofili
e con le concentrazioni di proteina cationica eosinofilica nell’espettorato indotto. Per questi
motivi, ormai da molti anni, &€ assunto come un affidabile biomarcatore di infiammazione eo-
sinofilica (11). Esso puo essere utilizzato, insieme ad altri biomarcatori inclusa la conta degli
eosinofili nell’espettorato indotto, come biomarcatore che segnala il non completo controllo
dell'inflammazione in pazienti asmatici solo apparentemente controllati (6). Inoltre, e stato
dimostrato che le misurazioni di FeNO hanno permesso di modificare la terapia in pazienti
asmatici evitando I'insorgenza di riacutizzazioni. Questo € stato possibile non solo assumendo
un valore assoluto di FeNO come cut-off (con valori compresi fra 12 e 30 ppb in differenti lavo-
ri), ma soprattutto valutando i valori di FeNO longitudinalmente nello stesso paziente (12). La
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attendibilita del FeNO e la sua utilita come marcatore di inflammazione eosinofilica &€ ancora
piu supportata dal fatto che la diretta conta degli eosinofili nell’espettorato indotto, pur risul-
tando significativamente elevata nel corso delle riacutizzazioni, pu¢ permanere elevata fino a
quattro settimane dalla esacerbazione anche durante trattamento con steroidi sistemici (13).

IL-5

L'IL-5 € fortemente coinvolta nello stimolare la differenziazione degli eosinofili e nel favorire
il loro reclutamento nel sito dell'inflammazione (14).

E stato dimostrato alcuni anni fa dal nostro gruppo che pazienti affetti da asma intermittente,
moderato e severo, ma anche gruppi di pazienti affetti da rinite allergica e dermatite atopica,
mostravano una spiccata eterogeneita nel contesto dello stesso gruppo in termini di concen-
trazioni di IL-5 nel condensato dell’esalato bronchiale. Inoltre, era dimostrata, nel contesto dei
pazienti asmatici, una correlazione fra dette concentrazioni di IL-5 e durata della malattia (15)
a supporto della presenza di una importante variabilita di soggetti, caratterizzati con lo stesso
biomarcatore, nel contesto del medesimo gruppo e con importanti ripercussioni sulla funzione
respiratoria.

In accordo con queste osservazioni, € stato recentemente dimostrato in trial clinici randomiz-
zati, che fra i pazienti sottoposti a terapia biologica con anticorpi anti-IL-5, la migliore risposta
viene evidenziata in coloro che mostrano una spiccata eosinofilia (16).

E possibile quindi ipotizzare I'utilizzo delle stesse concentrazioni di IL-5 nell’espettorato in-
dotto e/o nel condensato dell’esalato bronchiale, oltre che I’eosinofilia bronchiale e periferica,
come biomarcatori per la selezione di pazienti che, meglio di altri, risponderanno alla terapia
con anticorpi anti-IL-5.

IL-13 e periostina

L’TL-13 e prodotta dai linfociti Th2 ed € ormai diffusamente considerata un marker dell'immu-
nita di tipo 2 (3, 17). E stato dimostrato che I'IL-13 & in grado di amplificare la iperreattivita
bronchiale (17) dimostrando quindi un suo importante ruolo nella patogenesi dell’asma in ge-
nerale e nell’asma allergico in particolare. Basandosi sul concetto di endotipo e fenotipo sopra
descritto, Woodruff et al. descrissero alcuni anni fa la possibilita di stratificare i pazienti asma-
tici in due sottogruppi: Th2-high e Th2-low in base all’espressione di I1.-13 ed IL-5 (18). Sulla
base di cio, successivamente, vennero utilizzati i livelli di periostina sierica come biomarcatore
utile ad identificare i pazienti asmatici Th2-high (19). La periostina infatti € una proteina della
matrice extracellulare appartenente al gruppo delle fascicline, ma si trova anche all’interno
della cellula agendo come attivatore della cellula stessa mediante legame al suo recettore pre-
sente sulla superfice cellulare. La periostina € ormai dimostrato essere una molecola down-
stream della IL-13 ed essa gioca un ruolo importante nella patogenesi dell’asma allergico (17).
Per questi motivi la periostina rappresenta un importante biomarcatore che puo essere uti-
lizzato per selezionare pazienti con asma severo che verosimilmente risponderanno meglio di
altri alla terapia biologica con anticorpi anti-IL-13. E stato infatti dimostrato che pazienti con
livelli sierici di periostina superiori a 50 ng/mL sottoposti a terapia con anti-IL-13 per 12 set-
timane, mostrano valori di FEV  significativamente superiori ai pazienti sottoposti allo stesso
trattamento, ma con livelli di periostina sierica inferiori a 50 ng/mL. Analoghe differenze si-
gnificative sono dimostrate in termini di frequenza di riacutizzazioni (20) dimostrando quindi
la potenziale utilita di questo biomarcatore nel selezionare i pazienti da sottoporre a terapia
biologica con anticorpi anti-1L-13.

Fra i biomarcatori da utilizzare a questo scopo, si € dimostrata estremamente efficace la stessa
1L-13.

E stato infatti dimostrato che in pazienti sottoposti a terapia con anticorpi anti-IL-13, in un
periodo di osservazione di 24 settimane, coloro con concentrazioni di IL-13 nell’espettorato
indotto superiori a 10 pg/mL mostravano significative differenze rispetto ai pazienti con con-
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centrazioni di IL-13 inferiori a 10 pg/mL in termini di qualita della vita (ACQ-6 score) ed in
termini di FEV_ (21).

MicroRNA 1 microRNA (miRNAs) sono RNA formati approssimativamente da 22 nucleotidi
che regolano I’espressione genica post-trascrizionale legandosi al’RNA target con conseguen-
te degradazione dello stesso o inibizione della traduzione (22). Essi rappresentano quindi un
ulteriore livello di controllo della regolazione della espressione genica.

E dimostrato che i miRNAs sono coinvolti nella patogenesi di varie patologie polmonari come
il tumore polmonare, la broncopneumopatia cronica ostruttiva e ’asma (23).

Essi sono gia utilizzati come biomarcatori nella caratterizzazione di alcune forme di tumore pol-
monare (23). Sebbene non ancora studiati nel dettaglio nell’asma bronchiale, alcuni studi dimo-
strano che essi sono espressi in cellule epiteliali bronchiali e che in soggetti asmatici non sottopo-
sti a terapia steroidea 94 miRNAs sono espressi in modo differente rispetto a soggetti controllo.
Inoltre, I'espressione di 91 di questi 94 miRNAs ¢ influenzata dall'incubazione con IL-13 (22).
Alla luce di queste considerazioni, € verosimile ipotizzare che nel prossimo futuro i miRNAs po-
tranno essere utilizzati come biomarcatori nella caratterizzazione di pazienti con asma severo.

CONSIDERAZIONICONCLUSIVE

Nonostante nel corso degli ultimi decenni i biomarcatori siano stati ampiamente studiati in re-
lazione alla diagnosi, alla risposta alla terapia ed alla previsione delle riacutizzazioni dell’asma
bronchiale, il loro utilizzo nella pratica clinica € ancora molto ridotto.

La letteratura fornisce dati molto incoraggianti circa la loro utilita nel management di questa
complessa patologia ed € probabile che nel prossimo futuro essi saranno piu diffusamente im-
piegati nei pazienti con asma bronchiale, specie se severo.

Il futuro della terapia dell’asma bronchiale sara certamente quello di tipizzare fenotipicamente
ed endotipicamente il paziente mediante l'utilizzo di biomarcatori e di personalizzare la terapia.
Questa strategia permettera un miglior successo nel trattamento dei pazienti con asma severo
e, verosimilmente, ridurra significativamente i costi.
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