Organo ufficiale della Societa Italiana per le Malattie Respiratorie Infantili (SIMRI)
Official Journal of the Italian Society of Pediatric Respiratory Diseases SIMRI

PEDIATRICA

DOCUMENTO INTERSOCIETARIO
AAIITO/AIPO/SIMRI .
ASMA GRAVE: DALL'INFANZIA ALL’ETA ADULTA

L'epidemiologia dell’asma grave | Asma grave e ACOS: differenze e similitudini
el'utilita di un registro
Near fatal asthma: prevenzione e trattamento
Fenotipi ed endotipi di asma grave nell’eta adulta . . N o
Terapia dell’asma grave in eta pediatrica e nuove

Inquadramento diagnostico e diagnosi differenziale prospettive

nel bambino con asma grave Terapia dell’asma grave in eta adulta e nuove

o prospettive
I fattori di rischio nell’asma grave
i Il bambino con asma grave diventa adulto: il problema
I biomarker nell’asma grave { della Transizione

Periodico di aggiornamento medico
volume 18 | numero 69 | marzo 2018

www.simri.it GlNNlVI\;l
EDITORE




INDICE

Prefazione

Venerino Poletti Giorgio Piacentini Antonino Musarra,
Stefano Gasparini Renato Cutrera, Maria Beatrice Bilo

Lepidemiologia dell’asma grave e l'utilita di un
registro

Franca Rusconi, Emanuela di Palmo, Renato Cutrera,
Antonio Di Marco, Gennaro D’Amato, Megon Bresciani

Fenotipi ed endotipi di asma grave nell’eta adulta

Adriano Vaghi, Fausto De Michele

Inquadramento diagnostico e diagnosi differenziale
nel bambino con asma grave

Valeria Caldarelli, Giorgio Piacentini

I fattori di rischio nell’asma grave

Roberto Battista Polillo, Megon Bresciani, Gennaro D’Amato

I biomarker nell’asma grave

Mark Gjomarkaj

Asma grave e ACOS: differenze e similitudini

Adriano Vaghi, Andrea Rossi, Gennaro D’Amato

Near fatal asthma: prevenzione e trattamento

Cennaro D’Amato, Raffaele Scala, Adriano Vaghi,
Maria D’Amato

Terapia dell’asma grave in eta pediatrica e nuove
prospettive

Francesca Santamaria, Silvia Montella

Terapia dell’asma grave in eta adulta e nuove
prospettive

Leonardo Antonicelli, Claudio Micheletto, Stefano
Gasparini

I1 bambino con asma grave diventa adulto: il problema
della Transizione

Renato Cutrera, Nicola Ullmann, Federica Porcaro,
Valentina Negro, Antonio Di Marco

15

31

39

44

52

70

88

101

108

Pneumologia Pediatrica n. 18

Pneumologia
Pediatrica

Volume 18, n. 69 - marzo 2018

Direttore Responsabile
Francesca Santamaria (Napoli)

Direzione Scientifica

Stefania La Grutta (Palermo)
Nicola Ullmann (Roma)

Segreteria Scientifica
Silvia Montella (Napoli)

Comitato Editoriale
Angelo Barbato (Padova)
Filippo Bernardi (Bologna)
Alfredo Boccaccino (Misurina)
Attilio L. Boner (Verona)
Mario Canciani (Udine)

Carlo Capristo (Napoli)

Fabio Cardinale (Bari)
Salvatore Cazzato (Bologna)
Renato Cutrera (Roma)
Fernando M. de Benedictis (Ancona)
Fulvio Esposito (Napoli)
Mario La Rosa (Catania)
Massimo Landi (Torino)
Gianluigi Marseglia (Pavia)
Fabio Midulla (Roma)

Luigi Nespoli (Varese)
Giorgio L. Piacentini (Verona)
Giovanni A. Rossi (Genova)
Giancarlo Tancredi (Roma)
Marcello Verini (Chieti)

Editore

Giannini Editore

Via Cisterna dell’ Olio 6b
80134 Napoli

e-mail: editore@gianninispa.it
www.gianninieditore.it

Coordinamento Editoriale
Center Comunicazioni e Congressi Srl
e-mail: info@centercongressi.com
Napoli

Realizzazione Editoriale e
Stampa

Officine Grafiche F. Giannini & Figli
SpA

Napoli

© Copyright 2018 by SIMRI
Finito di stampare nel mese di marzo 2018



Fenotipi ed endotipi di asma grave nell’eta adulta.
Asma grave e ACOS: differenze e similitudini

Severe asthma and ACOS: similarities and differences

Adriano Vaghit, Fausto De Michele?

1UOC Pneumologia, ASST Rhodense, Garbagnate Milanese (MI)

2UOC Pneumologia 1 e Fisiopatologia Respiratoria, A.O.R.N. “A. Cardarelli”, Napoli
Corrispondenza: Adriano Vaghi email: avaghi@asst-rhodense.it

Riassunto: L’ACOS (Asthma COPD Overlap Syndrome) e 'asma grave sono due condizioni patologiche etero-
genee, nelle quali convergono diversi fenotipi o endotipi di asma e BPCO, sotto un’unica definizione ombrello di
tipo clinico-fisiopatologico. La definizione di asma grave € basata sulla persistenza di uno scarso controllo della
malattia nei pazienti asmatici che assumono alte dosi di steroidi inalatori e per via sistemica, mentre 'ACOS
viene generalmente definita come “condizione patologica ostruttiva bronchiale in cui si sovrappongono carat-
teristiche flogistiche, fisiopatologiche e cliniche dell’asma e della BPCO”. Attualmente ’ACOS non puo essere
distinta dall’asma grave in base ad un sola prova spirometrica che evidenzia un danno ostruttivo non reversibile
(FEV /FVC < LLN), poiché un pattern spirometrico ostruttivo puo essere presente in entrambe le condizioni
patologiche. Pertanto, una corretta diagnosi differenziale necessita di una contestualizzazione della spirometria
nell’ambito della storia clinico-funzionale e della risposta alla terapia e del paziente, particolarmente agli steroidi.
La presenza di enfisema, dimostrabile da una evidente compromissione della diffusione alveolo-capillare o alla
TC del torace, porta ad una diagnosi di overlap asma-BPCO (ACOS), mentre al momento non sono disponibili
per l'utilizzo clinico marker inflammatori che possano differenziare ’ACOS dall’asma grave. Per poter trarre con-
clusioni definitive sulle differenze e similitudini tra ACOS, asma e BPCO, sono necessari ulteriori studi prospettici
che arruolino pazienti con ostruzione bronchiale, comunemente esclusi dagli studi relativi all’asma e alla BPCO.
Questi pazienti infatti mostrano caratteristiche “non tipiche” ma, nella vita reale, sono una parte significativa dei
soggetti broncostruiti.

Parole chiave: Asma, Asma grave, ACOS, BPCO, Fenotipo, Endotipo

Summary: Both ACOS (Asthma COPD Overlap Syndrome) and severe asthma are heterogeneous pathological
conditions, in which numerous phenotypes or endotypes of asthma and COPD can be kept together, under a sin-
gle clinico-pathophysiological umbrella definition. The definition of severe asthma is based on the persistence of
poor disease control in asthmatic patients, who take high doses of inhaled and systemic steroids, while ACOS is
generally termed as “bronchial obstructive pathological condition overlapping inflammatory, pathophysiological
and clinical features typical of asthma and COPD”. ACOS can’t be actually differentiated from severe asthma by
using a single spirometric test showing a non-reversible obstructive bronchial disease (FEV /FVC < LLN), be-
cause an obstructive spirometric pattern can be present in the two pathological conditions. Therefore, a correct
differential diagnosis needs a contextualization of spirometry in consideration of the clinico-functional history
and of the response to therapy, particularly to steroid. The presence of emphysema, which can be shown by im-
paired capillary alveolar diffusion or by chest TC, leads to an overlap diagnosis of asthma and COPD (ACOS),
while currently no inflammatory markers, which may differentiate ACOS from severe asthma, are available for
clinical use. In order to draw definitive conclusions about the differences and similarities among ACOS, asthma
and COPD, further prospective studies, enrolling patients with bronchial obstruction, commonly excluded from
asthma and COPD studies, are needed. These patients, in fact, show “not-typical” characteristics but, in real life,
they share a significant part of subjects with obstructive bronchial pathology.

Key words: Asthma, Severe asthma, ACOS,COPD,Phenotype; Endotype
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FENOTIPI DELLASMA BRONCHIALE GRAVE

Recentemente ¢ stato sottolineato che 'asma € un termine generico, una diagnosi ombrello,
che comprende individui con caratteristiche estremente diverse tra loro per cui “'asma non €
da intendersi come una singola malattia ma piuttosto come una serie di diverse e complesse
malattie o fenotipi ognuno definito da una particolare interazione tra predisposizione genetica
e fattori ambientali” (1, 2). Pertanto, “il termine generico asma € destinato a diventare obsoleto
e verra sostituito da varie denominazioni che indicheranno in modo piu specifico particolari
gruppi di soggetti asmatici ed il meccanismo patogenetico associato alla malattia” (3, 4).
Queste osservazioni sono state recepite nelle ultime versioni del documento GINA che defini-
sce ’asma come “una malattia etrogenea” (5).

L’interesse per la definizione di specifici fenotipi o meglio endotipi, cluster fenotipici identifi-

cati da marcatori comuni e che condividono lo stesso meccanismo etiopatogenetico, ha rice-

vuto recentemente nuovo impulso dagli studi di biologia molecolare, dalle scienze “omiche”

e dalla dimostrazione dell’esistenza di gruppi di soggetti “asmatici” che rispondono in modo

selettivo alla terapia steroidea, ai nuovi farmaci biologici (anti IgE e anticitochine).

La sostituzione del termine generico di asma con termini che possano indicare specifici feno-

tipi o endotipi sara un processo ancora molto lungo e complesso e le tappe metodologiche di

questo percorso, iniziato alcuni decenni or sono, possono essere cosi sintetizzate (3, 4):

a) individuazione dei fenotipi clinici o clinico-biochimici-infiammatori, ad esempio: asma al-
lergico ad esordio precoce, asma con frequenti riacutizzazioni, asma con ostruzione non
reversibile;

b) individuazione dei fenotipi molecolari: fenotipi che si differenziano, utilizzando le tecniche
“omiche” (genomica, proteomica, ecc.) per diversi pattern di espressione genetico-moleco-
lare a livello cellulare, ad esempio identificazione di un processo infiammatorio associato a
citochine di tipo Th2 o Thi ed i relativi quadri clinici;

¢) definizione degli endotipi: distinte entita patologiche identificate da uno specifico processo
fisiopatologico complesso confermato dall’identificazione di specifici markers e di una ri-
sposta positiva alla targeted therapy.

FENOTIPI CLINICI O CLINICO-BIOCHIMICI-INFIAMMATORI

La cosiddetta fenotipizzazione clinica parte dall’individuzione di una caratteristica clinica-fun-
zionale-biologica ritenuta caratterizzante e particolarmente importante in un certo gruppo di
pazienti. Utilizza pertanto una definizione a priori con un approccio di tipo top down che pren-
de avvio da un’ipotesi candidato basate su osservazioni cliniche.

Recentemente, proprio per superare la soggettivita di questo approccio, ¢ stata adottata una
metodologia matematico-statistica che non presuppone ipotesi a priori: I’analisi dei gruppi o
cluster analysis (1, 2). I fenotipi piu rilevanti tra quelli clinico-fisiopatologici sono: 'asma gra-
ve e ’asma lieve, 'asma ad insorgenza precoce-infantile e quella ad insorgenza nell’eta adulta,
I’asma scatenata dall’esercizio fisico, dai farmaci anti infiammatori non steroidei, tra i fenotipi
infiammatori, ’asma eosinofila, quella eosinofila e paucigranulocitaria (1, 3, 4).

Numerosi studi multicentrici (ENFUMOSA - The European Network for Understanding Me-
chanisms of Severe Asthma, TENOR - The Epidemiological and Natural History of Asthma:
Outcomes and treatment Regiments, SARP - Severe Asthma Research Program) (5) hanno
cercato di individuare le caratteristiche ed i meccanismi patogenetici dell’asma grave.

Di fatto questi studi hanno dimostrato che I'asma grave, cosi come ’asma, € una condizione
eterogenea e sono individuabili diversi sotto fenotipi tra cui: ’asma caratterizzata da frequenti
riacutizzazioni, ’asma steroido resistente, ’asma con ostruzione non reversibile, ’asma con
prevalente danno localizzato nelle piccole vie aeree, I’asma eosinofila e neutrofila (1-3).
L’identificazione dei fenotipi inflammatori viene solitamente effettuata utilizzando la cellula-
rita prevalente presente nell’espettorato indotto.
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Un valore di eosinofili nell’espettorato che supera 1,9-3% con una presenza di neutrofili infe-
riore al 40-70% identifica I’'asma come eosinofila; un valore di eosinofili inferiore al 1,9-3% e
una presenza di neutrofili superiore al 40-76% definisce I'asma a prevalenza neutrofila; un va-
lore di eosinofili inferiore al 1,9-3% e una presenza di neutrofili inferiore al 40-76% identifica
I’asma paucigranulocitaria (6-8).

Globalmente la prevalenza del fenotipo eosinofilo € di circa il 40%, di quello neutrofilo € di circa il
20%, di quello paucigranulocitario del 30% mentre le forme miste sono presenti nell’'8% dei casi.
E comunque importante sottolineare che i dati ottenuti nei diversi lavori vanno parametrati
rispetto ai valori di riferimento utilizzati (6-8).

L’approccio clinico basato sull’ipotesi candidato, adottata negli studi citati, presenta tuttavia
importanti limiti dovuti al fatto che i fenotipi individuati sono basati su modelli a priori (scelta
di esperti con metodologia top down) e sull’osservazione clinica che enfatizza un solo aspetto
dell’asma anche se ritenuto prevalente; inoltre esistono ampie aeree di sovrapposizione tra
fenotipi che rendono poco utile questo approccio metodologico.

Ad esempio un paziente ASA sensibile puo essere classificato come tale oppure compreso nei
fenotipi dell’asma ad insorgenza tardiva, di quella eosinofila, con ostruzione non reversibile o
non allergica (intrinseca) (1, 4).

FENOTIPI CLINICI: CLASSIFICAZIONE MEDIANTE ANALISI DEI GRUPPI

L’analisi dei gruppi (cluster analysis), contrariamente al metodo osservazionale-clinico, uti-
lizza un modello esplorativo non supervisionato (bottom up e non top down) e varie tecniche
di analisi multivariata con l'obiettivo, partendo da un collettivo multidimensionato, di asse-
gnare i singoli elementi in gruppi (cluster) non definiti a priori, formando degli insiemi omo-
genei in modo che gli oggetti nello stesso cluster siano piu simili tra loro rispetto a quelli di un
altro cluster.

Gli algoritmi di clustering raggruppano gli elementi sulla base della loro distanza reciproca
(similarita/dissimilarita) a partire dalle variabili introdotte nell’analisi, quindi ’appartenenza
o meno ad un insieme dipende da quanto I’elemento preso in esame ¢ distante dall’insieme
stesso. Graficamente i risultati possono essere espressi mediante un dendogramma che sinte-
tizza i cluster cosi ottenuti. Gi studi di analisi dei gruppi possono essere effettuati utilizzando
solo variabili clinico-fisiopatologiche o integrandoli con marcatori biologici (1, 4).

Nella tabella 1 sono sintetizzati i risultati dei principali studi.

Sintesi dei principali lavori sulla fenotipizzazione dell’asma che utilizzano la cluster

analysis.

Studio Caratteri- | Cluster1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5 Cluster 6
stiche dello
studio
Haldar e coll. | 16 variabili | Esordio precoce | Esordio tardivo | Esordio pre- | Esordio tardi-
(2008) cell. espettora- | atopici donne obese flo- | coce Vo
Coorte Lei- | to 184 pazienti: gosi  neutrofila | atopici, asma | maschi
chester asma modera- (Neut: 49% esp.) | grave (Eos: | sintomi (-)
(9) ta-grave 4,2% esp.) flogosi eosino-
fila (Eos: 8,4%
esp.)
Moore e coll. | 34 variabili | Asma lieve Asma lieve-mo- | Esordio tardi- | Asma grave Asma grave
(2010) Coor- | 728 pazienti: | atopici derata VO atopici ostruzione
te SAPS asma lieve-gra- atopici donne obese non reversi-
(10) ve Spesso non bile
atopiche
riacutizzazioni
(+)
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Wu e coll. | 112  variabili | Controlli 2 pz con | Insorgenza pre- | Donne ispani- | Donne (75%), | Asma grave | Asma grave
(2014) cell BAL e sie- | asma lieve coce che sintomi (+) | 54% SA elevato | 87% esordio | 100%, esor-
Coorte SAPS | rica asma lieve, sinto- | visite mediche | BMI  sintomi | tardivo (> | dio precoce
(12) 378 pz asma mi (-) non ostru- | (+) non ostru- | (++) ostruite | 30a) atopia | ostruiti  ri-
lieve-grave zione, Eos > clu- | zione  scarsa | con reversibi- | (+/-) poliposi | coveri (++)
ster 1 flogosi lita, scarsa flo- | nasale sinusi- | FeNO  (++)
gosi te uso steroi- | Eos (++) ste-
di orali (++) | roidi (++)
ostruiti (+)
Eos (++)
Moore e coll. | 50 variabili Asma lieve-mo- | Asma lieve-mo- | Esordio tardi- | Asma grave
(2014) cell. espetto- | derata derata Vo Ostruzione
Coorte SAPS | rato non ostruzione non ostruzione Asma grave (++)
(11) 423 pz paucigranuloci- | paucigranulocita- | Ostruzione (+) | Sintomi (++)
Asma lieve- | tario rio eosinofilo (+) | BMI (++) Steroidi siste-
grave Sintomi (++) mici (+)
Steroidi siste- | Neutrofila o
mici (+) mista
Neutrofilia (+)
Hinks e coll. | 103 variabili | A) Asma a lieve | (B) anziani (C) BMI (++) | (E) Esordio | (F) Eos (++) | (H) Neut
(2016) marker flogo- | giovani paucigra- | malattia sinuso- | periostina (-) precoce, EOS | Neut (+) pe- | (++) ostru-
Coorte|si e YKL40, | nulocitico perio- | nasale periostina | MMP8  (++) | (++) riostina (++) | zione  (++)
Southamp- | MMP cell. | stina (-) (++) MMP3 (++) | neutrofilia periostina (++) | ostruzione | periostina (-)
ton e Ports- | espettorato FeNO (++) IL5 | (++) ECP | ACQ (-)
mouth (14) 194 pz: asma espet (++) (++) poliposi
grave corticoresi- | nasale de-
stenza pressione
Lefaudeux e | 8 wvariabili e | lieve-moderata Esordio tardivo | simili al cluster | Donne obese
coll. (2017) cell espettorato | atopia (84%) Eos | asma grave storia | 2 ma non fu- | (BMI 40) asma
Coorte|supernatante | (+/-) espett di fumo matori grave non con-
U-BIOPRED | espettorto sovrappeso (41% trollata riacu-
(13) 266 pz asma BMI > 30) ostru- tizzazioni (++)
lieve-grave fu- zione grave (FEV, scarsamente
matori o ex fu- 58%) Eos (++) ostruite  73%
matori espet, e circolan- atopiche
ti atopia (+/-) uso SABA
steroid dip (+), a.b.(++)
1L16(+)
Amelik e coll. | 12 variabili cell | Asma grave Donne obese Eos | Lieve modera-
(2013) espet Eos (++) espett e | (-) espet. Sintomi | ta buon con-
Coorte Olan- | 200 pz (25-75 | circ. ostruiti (+) (++), risorse sa- | trollo
dese y) sintomi (+/-) nitarie (++) funzione resp.
(17) esordio > 18y | stroid dip (+) normale
fem (61%), non
atopici (55%)
Newby e coll. | 10 variabili | Esordio precoce | Esordio tardivo Asma lieve | Esordio tardi- | Ostruzione
(2014) €os. sist Atopici Obesi funzione resp | vo non reversi-
Coorte BTS 349 pz Sintomi (+/-) normale Eos (++) bile
(22)
18 Pneumologia Pediatrica n. 18




riduzione defor-
mabilita polmo-
nare

Difficile con-
trollo

Steroido  dip
(30%)

TAC: ispessi-
mento parete
bronchiale,
non riduzione
lume bron-
chiale, mode-
rata riduzione
deformabilita
polmonare

Loza e coll. | g variabili Lieve funzione | Moderata Moderata/gra- | Asma grave
(2016) 148 pz resp normale BHR (++) ve BHR (+)
C o o r t e | FBS, brusching | Esordio precoce | Ostruzione (+) Ostruzione | Ostruz (++)
ADEPT cell. espet. Flogosi (+/-) Infiam. Th2 non reversibile | Sintomi(++)
Coorte Infamm. Th2 Eosinofilia (++) (++) Neut (++) eos
U-BIOPRED Atopia (++) Neutrofilia | (+)
(21) FENO (++) (++) Atopia (-)
Atopia (-)
FENO (-)
Choi e coll | 20 variabili Esordio precoce | Asma moderata e | Asma grave Asma grave
(2017) 248 pz Asma lieve grave Donne obese esordio tardivo
Coorte SARP | FBS, brusching | Ostruzione rever- | Ostruzione (+) Ostruzione re- | uomini preva-
e altre cell. espet. sibile Scarsa inflamma- | versibile lenti
(15) TAC: normale | zione Iperreattivita | ostruzione
struttura vie ae- | Sintomi difficili | (63% con PC20 | (++)
ree da controllare < 1mg/ml) Neutrofili esp.
TAC: riduzione | Linfopenia (++)
lume bronchiale | Neutrofili (+) Sintomi  diffi-

cili da control-
lare

Steroido  dip
(30%)

TAC: riduzione
lume bronchia-
le
significativa
riduzione de-
formabilita
polmonare

air  trapping
(++)

(33% con PC20
< 1mg/ml)

Legenda: (-) assente; (+) lieve; moderato/elevato (++); MMP: metalloproteasi: YKL-40: chitinase;
BMI: Body mass index; Neut: neutrofili; Eos: eosinofili.

I due lavori che per primi hanno utilizzato con successo questa metodica analitica innovativa
nello studio della fenotipizzazione dell’asma grave sono quelli di Haldar et al. (9) e di Moore
et al. (10). Haldar et al. (9) hanno applicato la cluster analysis a un gruppo di 184 pazienti con
asma grave prendendo in considerazione 16 variabili tra cui: eta, eta di insorgenza dell’asma,
controllo dei sintomi, atopia, reattivita bronchiale, FEV , e come maracatori flogistici il FeNO
(frazione ossido nitrico espirato) e la cellularita dell’espettorato indotto ed hanno individuato
4 cluster di pazienti, mentre studiando le caratteristiche clinico-fisiopatologiche di 728 sogget-
ti della coorte dello studio SARP (Severe Asthma Research Program) Moore et al. (10) hanno
descritto 5 cluster fenotipici (Tabella 1). Gli Autori hanno inoltre osservato che l'utilizzo di tre
sole variabili (FEV, pre e post-broncodilatatore ed eta di insorgenza) consente di classificare
correttamente i pazienti nei 5 cluster e la scelta delle suddette variabili rende conto dell’80%
della corretta assegnazione ad un certo cluster. Due successivi studi (11, 12), sempre effettuati
arruolando i pazienti nella corte SARP, oltre alle variabili clinico-fisiopatologiche hanno pre-
so in considerazione per I’analisi dei gruppi diversi marcatori inflammatori sistemici (11, 12),
presenti nell’espettorato (11) o nel BAL (12).
Nello studio di Wu et al. (12) I’analisi dei gruppi € stata effettuata utilizzando una metodolo-
gia non supervisionata ed il calcolo di apprendimento automatico (learning machine); sono
stati cosi individuati 6 cluster di pazienti. I pazienti tradizionalmente definibili come affetti da
asma grave sono distribuiti tra i cluster 3 e 6. 1l cluster 4 identifica i pazienti con asma ad in-
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sorgenza in eta infantile caratterizzati da una inflammazione eosinofila e una ridotta funzione
respiratoria.

Il cluster 5 € costituito per la maggior parte da soggetti con asma grave (> 87%) insorta in eta
giovanile adulta (> 30 anni) caratterizzata da spiccata eosinofilia nel BAL e circolante, rino
sinusite e poliposi nasale, uso di steroidi orali, un basso valore di FEV_ e uno scarso numero di
cutipositivita. Nel cluster 6 sono presenti solo pazienti affetti da asma grave ad esordio precoce
che sono caratterizzati da frequenti ricoveri, elevati livelli di FeNO, eosinofili circolanti e nel
BAL malgrado impiego di steroidi sistemici, mentre il cluster 4 € costituito in prevalenza da
donne (75%) di cui circa il 50% con asma grave e un elevato BMI, frequenti sintomi, familiarita
per asma e ostuzione lieve e reversibile, livelli medio-bassi di flogosi e di FeNO.

I risultati dello studio e I'applicazione della metodologia della learning machine confermano
ed ampliano i risultati dei precedenti studi.

Viene ulteriormente dimostrata la correazione tra eosinofilia cortico-resistente e gravita dell’a-
sma ma non si evince dallo studio un significativo ruolo giocato dai neurofili nell’asma grave.
I lavori piu recenti hanno utilizzato tecniche di proteomica e metabolomica (13,14) con la fina-
lita di individuare non solo distinti cluster clinici o inflammatori, ma per poter differenziare i
fenotipi dell’asma secondo la presenza di complessi network di mediatori e meccanismi etio-
patogenetici, quindi indirizzare la ricerca verso I'individuazione di ipotesi endotipiche.
Lefaudeux et al. (13) hanno effettuato ’analisi dei gruppi in 266 pazienti con asma grave della
coorte U-BIOPRED (Unbiased Biomarkers for the Prediction of Respiratory Diseases Outco-
mes): la novita dello studio € che comprende sia pazienti fumatori, sia ex fumatori.

Sono stati cosi individuati 4 cluster di cui tre costituiti da pazienti con asma grave (cluster 2-3-
4) ed uno da pazienti con asma lieve-moderata (cluster 1).

In due cluster con asma grave € presente ostruzione cronica (cluster 2-3). IL16 (lymphocite
chemoattractant factor) € I'unico mediatore presente nell’espettorato che differenzia I'asma
grave da quella lieve moderata. IL16 € espressa dalle cellule epiteliali degli asmatici in partico-
lare dopo bronco-ostruzione indotta da istamina ed allergeni.

Il cluster 2 presenta i piu elevati livelli di CXCL7 e GM-CSF che possono riflettere I’esposizione
al fumo. Hincks et al. (14) hanno sudiato 194 pazienti con asma grave (coorte Southampton e
Portsmouth) e 21 controlli: 1a cluster analysis é stata condotta su 103 parametri clinici e mar-
ker inflammatori misurati sia sul siero che nell’espettorato indotto; la relazione tra i singoli
marker e stata ricostruita utilizzando un network bayesiano.

I cluster individuati utilizzando I’analisi topologica replicabili nelle due coorti sono risultati 6
(tabella 1) di cui il cluster H é costituito da pazienti con grave ostruzione e neutrofilia e quello
E da asma ad esordio precoce con flogosi di tipo Th2, eosinofilia e corticoresistenza.

L’analisi bayesiana, applicata al network dei mediatori, mette in evidenza due principali feno-
tipi inflammatori: eosinofilo e neutrofilo ed un terzo misto.

La IL5 € elevata nei soggetti con flogosi eosinofila e non correla con IL13. IL13 correla invece con
le caratteristiche dell’asma allergica ma non partecipa ad un network infiamatorio complesso.

I bassi livelli di IL13 in presenza di IL5 si possono spiegare con la relativa corticorsistenza della
IL5 rispetto alla IL13. Nelle forme eosinofile IL5 correla con ECP (proteina cationica eosinofila),
inoltre le MPB (proteine basiche maggiori) prodotte dagli eosinofili possono aumentare la pro-
duzione di IL8 dall’epitelio e questo puo spiegare la presenza di forme miste.

Le MMP (metalloproteasi) sono associate all'infiammazione neutrofila e sono disregolate nei
pazienti obesi, correlano con IL5 ma non con IL13; la MMPS infatti inibisce il recettore per IL13.
A sua volta i livelli sierici della YKL-40 (chitinase) aumentano con il grado di ostruzione bron-
chiale in quanto la chitina favorisce la proliferazione delle fibrocellule muscolari lisce, la pro-
duzione di IL8 e la flogosi neutrofila.

Lo studio sottolinea I'importanza del fenotipo neutrofilo e misto nell’asma e utilizza per con-
fermare questi fenotipi infiamatori, non solo la presenza dei neutrofili nell’espettorato, ma
anche quella di nuovi marcatori biochimici come la chitina e le metalloproteasi ed inoltre pro-
pone nuove possibili relazioni tra IL5 e flogosi neutrofila.
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Un nuovo approccio alla fenotipizzazione dell’asma é stato recentemente proposto da Choi et
al. (15) utilizzando le caratteritstiche delle vie aeree descrivibili con TAC del torace (57 variabili
analizzate mediante PCA: Principal Component Analysis).

Le correlazioni tra clinica e imaging possono offrire nuove opportunita per individuare e te-
stare diversi approcci terapeutici come ad esempio la termoplastica.

I pazienti dei gruppi in cui sono presenti alterazioni delle vie aeree alla TAC (cluster 2-3-4)
sono quelli con asma grave. I pazienti compresi nel cluster 3 sono caratterizzati dal punto di
vista fisiopatologico da una elevata reversibilita bronchiale, iperreattivita (63% con PC20 < 1
mg/ml) e dal punto di vista dell'imaging da un aumento di spessore della parete bronchiale,
verosimilmente correlato a processi di rimodellamento.

Il gruppo 4 presenta air trapping, che evidenzia compromissione delle piccole vie aeree, ostru-
zione non reversibile e flogosi neutrofila (definita come presenza di neutrofili > 50% nell’espet-
torato) nel 78% dei pazienti. Il lavoro conferma la relazione tra neutrofilia e ostruzione non
reversibile osservata anche da altri Autori, in particolare negli studi che utilizzano la metodo-
logia dell’espettorato indotto (9,11,14,15) ma non in quelli che utilizzano il BAL o le biopsie
bronchiali (12). I neutrofili infatti costituiscono una parte significativa delle cellule recuperate
nell’espettorato nei soggetti normali e quale sia il valore di neutrofili da considerarsi patolo-
gico € ancora oggetto di dibattito in quanto la loro presenza nell’espettorato ¢ condizionata
da numerose variabili ambientali come le infezioni e I'uso degli steroidi. Verosimilmente la
neutrofilia nell’espettorato come unico indicatore non € da considerarsi il marcatore ottimale
per definire “’asma neutrofila”, in particolare quando non si adotta un valore di cut-off suffi-
cientemente specifico, ad esempio > 76% (16).

Elementi comuni tra i cluster individuati nei diversi studi

Considerando complessivamente i risultati dei precedenti lavori (tabelle 1 e 2), malgrado I’esi-
stenza di una notevole eterogeneita tra i diversi cluster conseguente anche alle diverse coorti
studiate e ai metodi utilizzati, sono evidenziabili alcuni elementi di similarita e sovrapposizio-
ne per cui e possibile descrivere, ovviamente con un discreto margine di approssimazione, clu-
ster o gruppi fenotipici comuni ai diversi studi che possono essere cosi descritti (tabella 2): (a)
asma lieve-moderata, atopica, ad insorgenza infantile, prevalentemente paucigranulocitaria;
(b) asma moderata-grave atopica, ad insogenza solitamente infantile, spesso asociata ad ostru-
zione, con flogosi eosinofila solitamente steroido responsiva; (c) asma ad esordio tardivo, eo-
sinofila o mista, spesso associata a poliposi nasale, rinosinusite, ASA sensibilita ed ostruzione;
I’'eosinofilia puo essere corticoresistente; (d) asma in soggetti obesi, spesso di sesso femminile,
solitamente ad esordio tardivo e non atopica; (e) asma grave con ostruzione non reversibile
prevalente neutrofila o mista.

Nell’'ambito di questo ultimo gruppo di pazienti, Wenzel et al. (1) hanno identificato un sotto-
gruppo con asma molto grave ad esordio o aggravamento che si verifica in eta adulta, con fre-
quenti riacutizzazioni, cortico dipendenza, familiarita o storia personale per patologie autoim-
muni ed anatomopatologicamente caratterizzato da patologia delle piccole vie aeree e granulomi
interstiziali non necrotizzanti. Si conferma I'utilita di considerare come parametri importanti,
al fine di definire i cluster, I'eta di insorgenza dell’asma, la gravita, la presenza o meno di ostru-
zione, 'atopia e possibilmente il tipo di flogosi prevalente. Dobbiamo sottolineare pero che esi-
ste una continuita e una sovrapposizione tra i vari fenotipi inflammatori: ad esempio la flogosi
neutrofila, eosinofila e paucigranulocitaria € presente in tutti i cluster identificati da Moore (11)
anche se si verifica in ogni cluster la netta prevalenza di un particolare tipo di infiammazione.

E di comune riscontro il cluster costituito da soggetti obesi (spesso si tratta di donne con asma
ad esordio nell’eta adulta) sintomatici con frequenti riacutizzazioni e impiego di steroidi si-
stemici. Alcuni Autori hanno associato questo fenotipo all'inflammazione neutrofila (9,14,17)
altri paucigraulocitaria (12) o eosinofila (11,13). Nei soggetti obesi che diventano asmatici in
eta adulta € verosimile un coinvolgimento di meccanismi dell'immunita innata connessi alla
produzione di citochine da parte dei macrofagi (M1) e degli adipociti (IL1, TNfg, IL6, IL8) ed
all’attivazione di cellule linfoidi ILC3, mentre nei soggetti ad insorgenza precoce che diven-
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tano obesi nel corso della vita € piu verosimile la permanenza di un pattern infliammatorio di
tipo Th2, eosinofilo, che puo eventualmente complicarsi con la sovrapposizione della risposta
immunitaria innata (18,19).

Sintesi relativa ai piu importanti fenotipi dellasma.

Cluster Esordio precoce Esordio precoce | Esordio tardivo | Esordio Esordio tardivo
Lieve Moderata-grave | Grave tardivo peggioramento
Atopica Atopica (++) Spesso poliposi | Obesi in eta adulta
Sintomi ostruzione (+) nasale e rino- Prevalenza | Asma grave
intermittenti spesso reversibile | sinusite donne Ostruzione (++)
stagionali Eos (+) possibile ASA s sintomi (++) | non reversibile
paucigranulocitaria Atopia (+/-) Neutrofila o | Atopia (+/-)
Ostruzione (+) Neut + Eos | Neut + Eos o
Eos (++) Atopia (+/-) | Neutrofila
Haldar 1 3 4 2 2?
(2008)(9)
Moore 1-2 4 3°? 3? 5
(2010)(10)
Moore 1(A); 2 (B) 30 4 (D)
(2014)(11)
Wu (2014) | 1;2;3 6 5 4
(12)
Hinks (2016) | 1(A) 4 (E) 5 (F) 3(©) 6 (H)
(14)
Lefaudeux 1 2 3/2 4 2/3
(2017) (13)
Newby 1/3 - 4 2 5
(2014) (22)
Amelink 3 -—-- 1 2 -—-
(2014) (17)
Kim (2013) | 1(A)? 3(©) 4 | 2(B)
Choi (2017) |1 2? 2? 3 4
(15)
Loza (2016) |1 2/4 2/4 |- 3
(21)
Meccanismi | Th2: marcatori Th2 Infiam. tipo Th2 | non Th2 Infiam. tipo Th2
patogenetici | trascrittomici Th2 | Biomarcatori: Elevati livellidi | Marcatori FeNO e
dimostrabili nel FeNO, eosinofili, | FeNO eosinofilia | metabolici eosinofili,
50% dei casi IgE soppressi polmonare, stress basse IgE
dalla terapia Spesso ossidativo corticoresistenti
steroidea corticoresistente | IL6 non Th2: Thie
(corticosensibili) | non Th2: possibile Thi1y
possibile ma non | linfociti possibili forme
dimostrata 1LC3 miste: Th2 e
Th1/Th1y
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VALIDITA METODOLOGICA E CLINICA DEGLI STUDI CHE UTILIZZANO LANALISI DEI GRUPPI

Al fine di una validazione clinica dei risultati dell’analisi dei gruppi € necessario valutare la
solidita dal punto di vista clinico e prognostico dei cluster individuati che pertanto devono
rispondere ai seguenti quesiti: 1) I cluster sono stabili nel tempo? 2)

I risultati sono riproducibili se lo stesso metodo di analisi e applicato ad altre popolazioni di
pazienti? 3) Hanno validita clinico-prognostica? 4)

Quanto e rilevante il metodo statistico utilizzato e la scelta delle variabili per definire i cluster
fenotipici? Per quanto riguarda il primo punto Boudier et al. (20) hanno osservato, studiando
due coorti di pazienti a distanza di 10 anni, che la probabilita di un paziente di rimanere sta-
bilmente in un gruppo ¢ elevata e varia tra 54 e 88%.

Ad analogi risultati € giunto lo studio di Loza et al. (21).

La transizione tra fenotipi € piu frequente tra i fenotipi non allergici che tra quelli allergici in
quanto quest’ultimi sono meno definiti. I risultati inoltre dimostrano una buona stabilita dello
stato allergico nel tempo. Secondo Newby et al. (22) invece la probabilita, dopo 3 anni, di un
paziente di rimanere nello stesso cluster € piu bassa e stimabile attorno al 52%.

In particolare si € osservato che solo il 25% dei pazienti presenti nei cluster con asma grave
atopica e asma eosinofila rimane nello stesso cluster ed a seguito dell’incremento e dell’otti-
mizzazione della terapia steroidea orale una significativa quota di questi pazienti converge
verso il cluster costituito dalle donne obese con asma a esordio tardivo, che ¢ il gruppo ca-
ratterizzato da una maggior stabilita (71%). Per quanto riguarda gli altri quesiti, Kuhlen et al.
(23) hanno dimostrato che I'algoritmo utilizzato nello studio di Moore et al. (coorte SARP)
puo essere utilizzato in diversi contesti e in diversi gruppi di pazienti della stessa popolazione
(Stati Uniti) ottenendo risultati riproducibili ed in parte sovrapponibili, mentre Bourdin et
al. (24) in un recente lavoro, pur confermando la stabilita dei cluster, non hanno trovato una
correlazione tra i diversi cluster ed il rischio di futuro (rischio di incorrere in riacutizzazioni).
Le criticita maggiori di questo aproccio metodologico dipendono dalla metodologia statistico
matematica utilizzata, infatti Prosperi et al. (25) hanno osservato che I'utilizzo di differenti
metodi statistici (EFA: exploratory factor analysis e HC: hierarchical clustering) e la scelta
di diverse variabili clinico-fisiopatologiche e biologiche condizionano I'individuazione di diffe-
renti cluster fenotipici. Limiti dell'impiego dell’analisi dei gruppi sono quindi principalmente
la generalizzazione e 'utilita clinica (24). Inoltre la metodologia non € completamente indi-
pendente da valutazioni a priori come il numero e la scelta dei parametri che sono utilizzati
per l'analisi dei gruppi e non esiste sempre una connessione tra il cluster fenotipico cosi indi-
viduato ed uno specifico meccanismo fisiopatologico e biologico che sta alla base dei gruppi
fenotipici identificati.

FENOTIPIMOLECOLARI

Le tecniche di “fenotipizzazione molecolare” che utilizzano un approccio “omico”, in partico-
lare quello genomico, e 'impiego di metodi di analisi non supervisionati consentono di indivi-
dare dei marker correlati ai diversi pattern infiammatori dell’asma molto piu stabili e ripetibili
rispetto alla caratterizzazione effettuata tramite ’espettorato indotto o il BAL.

Inoltre permettono di mettere in evidenza, o per lo meno di ipotizzare in modo circostanzia-
to, i complessi network biologici che sono sottostanti ai processi etiopatogenetici dei diversi
fenotipi.

La comprensione dei meccanismi infiammatori dell’asma € notevolmente progredita negli ul-
timi 20 anni ed in questo contesto I’epitelio bronchiale ha assunto un ruolo preminente come
primo bersaglio degli agenti ambientali che provocano danni all’apparato respiratorio (batteri,
inquinanti, allergeni, ecc.) e come elementi cellulari capaci di trasdurre ed innescare (gate ke-
eper) la risposta immunitaria innata ed acquisita.
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Per cui e stato ricercato nello stato di attivazione genica delle cellule epiteliali, effettuato mediante
gli studi di fenotipizzazione trascrittomica, il paradigma della risposta inflammatoria nell’asma.
Nel 2009 Woodruff et al. (26) hanno per primi identificato i “fenotipi molecolari” dell’asma
mediante lo studio del profilo dell’espressione genica delle cellule dell’epitelio bronchiale otte-
nute con brushing bronchiale. Gli Autori, utilizzando la tecnica di microerray e della trascri-
zione polimerasica inversa, hanno dimostrato che in circa il 50% dei soggetti asmatici sono
iperespressi i marker genici dell'infiammazione di tipo Th2, che dipendono dall’attivazione
indotta dalla IL4-13 quali: la periostina (POSTN), il regolatore dei canali del cloro 1 (CLCA1)
e l'inibitore della serpina (SERPINEB2); questo fenomeno non € osservabile nei normali e
nel restante 50% degli asmatici (non Th2). Nei pazienti in cui &€ dimostrabile un’aumentata
espressione Th2/IL13, ma non in quelli con bassa espressione Th2/1L13, & presente una si-
gnificativa eosinofilia, nel BAL e circolante, atopia, un aumento delle IgE e della iperreattivita
bronchiale ed un ispessimento della membrana basale. Ancora piu importante € che gli asma-
tici con flogosi Th2/IL13 sono quelli che traggono il maggior vantaggio dalla terapia steroidea
confermando i risultati dei precedenti lavori che hanno dimostrato un’associazione tra asma
eosinofila e risposta agli steroidi.

La novita dell’approccio metodologico di Woodruff et al. (26) consiste nell'individuare il “fe-
notipo Th2” non effettuando una misura diretta delle citochine Th2 nell’espettorato, determi-
nazione spesso difficile e variabile, ma identificando I'espressione di alcuni geni utilizzati come
marcatori della infiammazione Th2 (fenotipizzazione trascrittomica).

La metodica del brusching necessaria per ottenere campioni di cellule epiteliali € complessa ed
invasiva pertanto Peters et al. (27) hanno valutato la possibilita di effettuare la fenotipizzazione
molecolare delle cellule epiteliali provenienti dall’espettorato indotto. Anche in questo caso, in
alternativa alla determinazione diretta delle IL4, IL5 e IL13 o dei relativi RNA, é stata utilizzata
I'espressione dei geni correlati alla risposta Th2 come nello studio di Woodruff et al. (26).

La prevanza della risposta di tipo Th2 nella coorte € del 70% rispetto al 50% del lavoro di Woo-
druff et al. ma in questo caso sono stati studiati pazienti piu gravi. Inoltre e stato osservato che
il segnale Th2 correla con la gravita dell’ostruzione e lo scarso controllo della sintomatologia.
Nei pazienti con endotipo Th2 e inoltre up regolata ’espressione genica dell’eotassina e della
triptasi mastocitaria. Anche Baines et al. (28) si sono proposti di descrivere i fenotipi dell’asma
a livello trascrizionale decodificando il profilo dell’espressione genica delle cellule ottenute
con l'espettorato indotto. A tal fine e stata utilizzata la metodica GWSA (whole-genome gene
expression microerrays) e ’analisi dei risultati e la definizione dei cluster € stata effettuata con
metodi analitici non supervisionati. Gli Autori hanno cosi individuato 3 fenotipi genomici che
correlano con i seguenti quadri clinici: (a) basso valore di FEV , eosinofilia nell’espettorato,
aumento del FeNO, sintomatici; (b) basso FEV , elevata neutrofilia nell’espettorato; (c) elevata
presenza di macrofagi e caratteristiche dell’espettorato simili a quelle dei pazienti sani, FEV,
nella norma.La differenza nell’espressione genica tra cluster e correlata a geni che regolano la
risposta immune. I geni che governano la risposta IL1, TNFa e NFKB sono sovra espressi nel
cluster (b) cosi come nel cluster (a), sono sovra espressi quelli correlati alla risposta immuni-
tara di tipo Th2.

In un successivo studio del 2014 gli stessi autori (28) hanno indagato, sempre utilizzando tec-
niche di GWSA, la possibilita di identificare dei marker genetici che possano predire i diversi
fenotipi infiammatori dell’asma: eosinofilo, neutrofilo e paucigranulocitario.

Sono stati individuati 23 geni, sia negli studi di progettazione sia di validazione, che sono dif-
ferentemente espressi nei diversi fenotipi infiammatori di cui 6 possono essere utilizzati come
marker fenotipici. Tre sono iperespressi nei pazienti con flogosi eosinofila [Charcot-Leydon
crystal protein (CLC); carboxypeptidase A3 (CPA3); deoxyribonuclease I-like 3 (DNASE1L3)]
e sono correlati con I'attivazione mastocitaria, eosinofila e con i meccansmi di controllo dell’a-
poptosi epiteliale. I restanti tre [IL-1b (IL1B), alkaline phosphatase, tissue non-specific isozy-
me (ALPL), chemokine (C-X-C motif) receptor 2 (CXCR2)] sono implicati nell’espressione del
sistema inflammasoma e della flogosi neutrofila (AUC 91%).
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Un importante risultato dello studio e che i marker genomici correlati alla flogosi tipo Th2
sono piu sensibili degli eosinofili nell’espettorato nell'identificare i soggetti responsivi agli ICS.
Il FeNO e un importante marcatore di flogosi nell’asma ed e prodotto in gran parte dalle cellule
dell’epitelio bronchiale a seguito dell'induzione dell’enzima nitrossido sintetasi inducibile (i
NOS2) che € modulata dalla flogosi di tipo Th2.
Modena et al. (29) hanno indagato, utilizzando delle metodiche genomiche complesse ed in-
novative, se sono individuabili nelle cellule dell’epitelio bronchiale dei cluster di espressione
genica correlati alla produzione del FeNO. L’analisi dei gruppi ha consentito di individuare 5
gruppi SCs (Subject Clusters). I cluster 2-3-5 sono caratterizzati da elevati livelli di FeNO e
sono prevalentemente costituiti da pazienti con asma grave con elevati livelli di IgE e di eosi-
nofili circolanti e nel BAL. Al contrario i cluster SCs 1 e 4 con basso FeENO sono costituiti dai
soggetti normali (cluster 1) o con asma lieve-moderara, in gran parte atopici ma con bassi va-
lori di IgE e di eosinofili. Successivamente gli Autori hanno confrontato il profilo trascrizionale
dei 5 SCs utilizzando la gene set analysis e I’analisi di arricchimento genico (GSEA: gene set
enrichment analysis) individuando cosi 8 cluster genici (GC). Nel cluster GC8 sono presenti
i geni che regolano le funzioni dei mastociti (TPSAB1 e CPA3) ed i due maggior SCs presenti
sono quelli caratterizzati da piu elevati valori di FeNO e di BHR con I’asma insorta in eta gio-
vanile e frequenti riacutizzazioni. Il lavoro dimostra che sebbene il FeNO sia genericamente
correlato all’asma eosinofila ed alla flogosi di tipo Th2, i sistemi biologici che ne regolano la
produzione sono assai piu complessi di quelli fino ad ora noti ed in particolare sono indivi-
duabili almeno tre network genomici e citochinici diversamente espressi e correlabili alla sua
regolazione.
Recentemente sono stati pubblicati due interessanti lavori a partire dalla coorte BIOPRED che
hanno descritto con metodi bioinformatici il profilo trascrittomico delle cellule presenti nelle
vie aeree al fine di descrivere i fenotipi molecolari dell’asma.
Nel primo lavoro Kuo et al. (30) hanno studiano il profilo trascrittomico derivato dalle biopsie
bronchiali e delle cellule epiteliali ottenute con il brushing in 107 soggetti, con asma mode-
rata-grave. L’analisi genomica € stata effettuata utilizzando un nuovo metodo di bioinforma-
tica, la GSVA (gene set variation analysis), una variante del metodo GSEA, che impiega una
tecnica di calcolo non supervisionata per individuare i geni che risultano sovra o sotto attivati
raggruppandoli in diversi cluster. Utilizzando 9 liste di geni e applicando I’analisi genica GVSA
a campioni di brushing epiteliale (99 pazienti) sono stati identificati 4 cluster fenotipici.
Il gruppo 1 e 3 sono caratterizzati da un’elevata espressione delle citochne di tipo Th2, da eo-
sinofilia e da una scarsa risposta ai cortisonici (corticoresistenza). Il gruppo 1 ha il piu elevato
numero di eosinofili nella sottomucosa, elevati livelli di FeNO, frequenti riacutizzazioni e uso
di steroidi orali. I cluster 2 e 4 non sono eosinofili.
Questo studio conferma che I'infiammazione eosinofila ¢ correlata con la risposta infiamma-
toria di tipo Th2 e persiste nei pazienti con asma grave, malgrado le elevate dosi di steroi-
di somministrate. Inoltre la stessa espressione genica di tipo Th2 ¢ riscontrabile sia a livello
dell’epitelio che delle biopsie bronchiali, quindi in un’eterogenea popolazione di cellule (fibro-
blasti, cellule muscolari, ecc.). Nel secondo lavoro Kuo et al. (31) indagano i fenotipi moleco-
lari dell’'asma analizzando I’espressione genetica dell’espettorato indotto, eosinofilo verso non
eosinofilo.
L’analisi ha consentito di identificare tre cluster trascrittomici TACs (trascriptome associated
cluster):
« TAC1 e caratterizzato dalla espressione genica dei recettori per IL3R, IL33R, CCR3 (CCR11)
e il TSLPR;
« TAC2 ¢ caratterizzato dalla presenza dei geni che codificano il sistema inflammasoma, I'IN-
FYT, il TNFa ed i DAMPs (damage-associated molecular patterns);
« TAC3 e caratterizzato dai geni che regolano il metabolismo ossidativo dei mitocondri, il
processo di ubiquitinizzazione e la senescenza cellulare.
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Il TAC1 mostra la piu elevata concentrazione di geni che governano la risposta inflammatoria
Th2/IL13 e quella innata di tipo ILC2 (group 2 innate lymphoid cells). In questo cluster sono
compresi i soggetti con la maggior percentuale di eosinofili nell’espettotaro e di FeNO, sono
pazienti con asma grave con frequenti riacutizzazioni, ostruzione bronchiale e corticodipen-
denza. Nel TAC2 sono presenti i soggetti con il piu elevato livello di neutrofilia nell’espettorato,
proteina C reattiva (PCR) ed eczema. L’espettorato dei soggetti nel TAC3 e solitamente pauci-
granulocitario o con uno scarso numero di eosinofili, la funzione respiratoria ¢ normale.

La periostina ed il FeNO non sono statisticamente differenti tra i tre TACs.

Il pattern eosinofilo € presente sia nelle forme lievi (TAC3) che in quelle gravi (TAC1) ma ¢ ve-
rosimilmente sostenuto da meccanismi diversi. Nei due studi sono presenti elementi di critici-
ta conseguenti alla selezione a priori delle liste geniche utilizzate per 'analisi GSVA ed al fatto
che queste non differenziano efficacemente la risposta immunitaria innata acquisita. Inoltre i
risultati non sono stratificati tra fumatori e non fumatori.

Quali sono le informazioni pilt importanti che possiamo ottenere dagli studi che utilizzano metodologie
trascrittomiche?

I marcatori trascrittomici identificati nei lavori analizzati sono sostanzialmente riconducibili
a due principali pattern: asma ad elevata espressione Th2 (50-70%) e a bassa espressione Th2
(non Th2). Rispetto al primo lavoro di Woodruff et al. (26) € emerso che i cluster fenotipici
in cui prevale la flogosi eosinofila sono sostenuti da almeno due diversi meccanismi: il primo
riconducibile all'immunita Th2 acquisita che ha come citochine effettrici la I1L4-13 e la IL5
prodotte dai linfociti Th2; il secondo dovuto all’attivazione dell'immunita innata e dei linfociti
ILC2 (group 2 innate lymphoid cells) che producono in prevalenza IL5 ed in minor misura IL4
e 13 che sono regolati dalla IL33 e TSLP di derivazione epiteliale (31-33). Il pattern eosinofilo
sostenuto dai linfociti ILC2 si associa ad un’aumentata produzione di IL5 che ¢ in questo caso
in gran parte corticoresistente, come dimostrato dalla individuazione di cluster di pazienti con
asma grave in cui permane una elevata eosinofilia ed evalori di FeNO, malgrado I’assunzione
di significative dosi di steroidi orali (corticoresistenza) (31, 34). Recentemente Smith et al. (35)
hanno descritto un aumento dei linfociti ILC2 nell’asma grave corticodipendente.

Anche I'analisi bayesiana del network infammatorio dell’asma grave condotta da Hinks et al.
dimostra che la IL5 € aumentata nei soggetti con flogosi eosinofila ma non correla con I'IL13
che invece ¢ associata alle caratteristiche dell’asma allergica.

Ovviamente le risposta inflammatoria innata di tipo Th2 e quella Th2 acquisita possono essere
diversamente ma contemporaneamente presenti nello stesso soggetto, ma la relativa preva-
lenza della risposta ILC2 puo condizionare una tendenza alla corticoresistenza e viceversa e
quindi puo rappresentare uno dei fattori determinanti la gravita dell’asma.

Nella risposta immunitaria innata giocano un ruolo importante anche i mastociti come dimo-
strato dalla decodificazione trascrittomica di diversi lavori (28,29).

I cluster trascrittomici non Th2 sono piu eterogenei ed esprimono geni che governano la ri-
sposta: IL1, IL-1b (IL1B), TNFa, NFkB, INFg, delle chemochine (CXCR2), dei DAMPs (dama-
ge-associated molecular patterns) e dei geni implicati nell’espressione del sistema inflama-
some e della flogosi neutrofila (27,28,30,31). Recentemente e stato ipotizzato che un aumento
della produzione di INFY ed una riduzione di SLP (secretory leukocyte protease inhibitor)
possono favorire lo sviluppo di asma non Th2 di tipo neutrofilo (36).

Per ulteriori approfondimenti si rimanda allo specifico capitolo su asma grave e ACOS.

E pertanto ipotizzabile una correlazione tra i due pattern molecolari fondamentali Th2 e non
Th2 ed i principali fenotipi clinici individuati con I’analisi dei gruppi precedentemente descrit-
ti che e sintetizzata nella Tabella 2 (1, 2). L’integrazione dei dati ottenibili mediante 1’analisi
dei cluster clinico-biochimici-infiammatori-genomici e dei relativi biomarcatori hanno con-
sentito di effettuare un notevole progresso nell'individuazione dei diversi endotipi dell’asma.
Una definitiva conferma relativamente alla loro validita clinica € quella di poter dimostrare
che farmaci che agiscono su bersagli specifici targeted therapy sono efficaci solo in particolari
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endotipi, dimostrando cosi la presenza di una specifica alterazione patologica o meccanismo
etiopatogenetico in quel particolare gruppo di soggetti (terapie personalizzate).

ENDOTIPI

Gli endotipi sono definibili come “distinte entita patologiche caratterizzate da uno specifico
processo fisiopatologico complesso” (37-39).

La scoperta che sottogruppi di soggetti asmatici possono trarre vantaggio da uno specifico trat-
tamento, ad esempio dall'uso degli steroidi nell’asma eosinofila o di particolari farmaci biolo-
gici (anti citochine), si e rivelato uno strumento utile per confermare I’esistenza di meccanismi
patogenetici specifici operanti nei singoli endotipi dell’asma (40).

La terapia dell’asma grave con farmaci biologici € trattata in uno specifico capitolo di questo
documento (Capitolo 9).

In questo contesto ne accenneremo solo come conferma della validita dell’ipotesi endotipica.
I farmaci biologici anti IL4/1L13 [Anrukizumab (IMA-683 - 026) e Lebrikizumab che bloccano
il recettore per IL-13, Pitrakinra che blocca il recettore IL4R/IL13Ra1 e lega competitivamente
IL4Ra, Tralokinumab (CAT 354) monoclonale IgG che neutralizza IL-13] hanno dimostrato,
negli studi in acuto, di poter prevenire la risposta allergica immediata e ritardata, conferman-
do cosi I'importanza del ruolo di queste due citochine nella patogenesi dell'inflammazione
allergica nei soggetti atopici asmatici (39, 40). Al contrario, negli gli studi cronici effettuati in
pazienti non controllati con medie dosi di ICS (moderata-grave) i suddetti monoclonali si sono
dimostrati poco efficaci, rispetto al placebo, nel migliorare la funzione respiratoria e nel ridur-
re le riacutizzazioni (39, 40). Effettuando pero delle analisi post hoc o pre specificate per sot-
togruppi € stato dimostrato che i farmaci biologici anti IL4/1L13 possono agire selettivamente
nei pazienti in cui e presente una flogosi di tipo Th2. Infatti i soggetti in cui sono individuabili
elevati livelli di marcatori Th2/1L13, quindi elevati livelli di periostina, eosinofilia ematica o
nell’espettorato, elevati livelli di FeNO o di IL13 nell’espettorato o che presentano singoli poli-
morfismi per IL4, hanno una miglior risposta terapeutica in termini di aumento della funzione
respiratoria e/o riduzione delle riacutizzazioni rispetto agli asmatici in cui mancano i marca-
tori di tipo Th2 (39,40).

Il primo studio prospettico contro placebo é stato effettuato con Dupilumab, anticorpo anti IL-
4Ra nei pazienti con asma grave non controllata e biomarkers Th2 (aumento degli eosinofili >
300 cells/uL o nell’espettorato >3 %).

Il trattamento con Dupilumab ha consentito di ridurre la terapia stroidea nell’'87% dei pazienti
rispetto al placebo e si € osservato un miglioramento della spirometria concomitante ad una
riduzione del FeNO, delle IgE e dell’eotassina (41).

E quindi ipotizzabile che i cluster clinici di asmatici identificabili come asma ad esordio pre-
coce atopica (lieve-moderata) e asma grave atopica ad esordio precoce possano essere quelli
in cui il meccanismo patogenetico sia sostenuto in modo sostanziale dalla 11.4/IL13 e possano
trovare maggior vantaggio, quelli piu gravi, dall'impiego con queste anti citochine oltre che,
ovviamente, dai monoclonali anti IgE, dimostrando cosi in modo definitivo 'esistenza di un
possibile specifico endotipo. In modo analogo il sottogruppo di pazienti asmatici che ha di-
mostrato di rispondere meglio alla terapia con anti IL5, Mepolizumab, Reslizumab e Benra-
lizumab (40-43), € quello caratterizzato da un’elevata eosinofilia (ematica o nell’espettorato),
elevati livelli di FeNO, poliposi nasale e possibile ASA sensibilita (40,41).

In questi soggetti, ma non nella popolazione generale di asmatici, i farmaci biologici anti IL5
hanno dimostrato di ridurre le riacutizzazioni, le visite in pronto soccorso e i ricoveri (42).
Recentemente Bleecker et al. (43) hanno dimostrato che il Reslizumab riduce, nei pazienti con
asma grave ed un livello di eosinofili > 300 cells/uL circolanti, la frequenza delle riacutizza-
zioni e migliora i sintomi e la funzione respiratoria. Mepolizumab e Reslizumab non sono pero
efficaci nel prevenire la risposta allergica immediata e ritardata. La frequente dissociazione
tra atopia e fenotipo molecolare Th2 ¢ anche una delle caratteristiche cliniche dei soggetti
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identificati nell’analisi dei cluster come affetti da “asma eosinofila ad esordio tardivo e po-
liposi nasale”, come abbiamo precedentemente discusso, per la contemporanea attivazione
di diversi meccanismi responsabili del’aumento di IL5, come l'attivazione di linfociti ILC2,
scarsamente reponsivi alla terapia steroidea (35) o la presenza di superantigeni batterici e
micotici che possono stimolare in modo aspecifico i linfociti Th2. In questo endotipo possono
giocare un ruolo positivo anche gli anti 11.4/13 per l'effetto sinergico che hanno tra loro IL3 e
5 nel determinare I'attivazione della flogosi Th2 (39-41). Gli anti IL5 potrebbro avere un ruolo
terapeutico anche nei pazienti con asma molto grave con flogosi mista neutrofila-eosinofila in
cui il network immunologico in gioco € molto complesso e coinvolge oltre alle citochine Th2 i
linfociti Th1 e Th17 (1-3).

L’efficacia della targeted therapy (anti IL5 e anti IL4/13) conferma percio ulteriormente I'esi-
stenza di un fenotipo inflammatorio Th2 i cui casi piu gravi sono caratterizzati da corticoresi-
stenza conseguente all’attivazione di una risposta Th2 non classica e/o alla presenza di difetto
della trasduzione del messaggio soppressivo degli steroidi (deficit recettoriale dei cortisonici,
stress ossidativo) ed al coinvolgimento di numerose cellule dell'immunita innata (ILC2, NKT,
mastociti, eosinofili, cellule epiteliali, fenotipo secretorio delle fibrocellule muscolari lisce).
Sono necessari ulteriori studi per individuare il gruppo di pazienti in cui esiste una indicazione
specifica per I'impiego degli anti IL5 o di anti IL4/13.

Per quanto riguarda i possibili endotipi non Th2 non disponiamo ancora di una chiara de-
finizione dei meccanismi etiopatogenetici prevalenti e di possibili terapie mirate, per cui la
stessa definizione dei relativi endotipi, dimostrati dall’efficacia della risposta ad una targeted
therapy, € attualmente incompleta (40-42).

CONCLUSIONE

In conclusione le evidenze presentate dimostrano che 'asma e una malattia eterogenea ed il
riconoscimento dei suoi specifici endotipi diventa sempre piu importante per poter effettuare
un approccio farmacologico differenziato e personalizzato (precision medicine), sia nel caso in
cui si utilizzi la terapia farmacologica tradizionale che i nuovi farmaci biologici.

In futuro i progressi delle scienze “omiche” cosi come di nuovi biomarcatori, vedi ad esempio
I'utilizzo della proteomica, della metabolomica e del naso artificiale, consentiranno di indivi-
duare in modo sempre piu efficace i diversi fenotipi e di pianificare in modo piu preciso pro-
gnosi e terapia.
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