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IVADAS

Astma yralétiné uzdegiminé, dazniausiai visg gyveni-
ma besitesianti kvépavimo taky liga, kuriai budingi epi-
zodiniai arba nuolatiniai kvépavimo simptomai, kintama
bronchy obstrukcija, klinikiniy pozymiy ir patogenezés
heterogeniskumas. Sergamumas nuolat didéja, kaip ir su
tuo susijusi ekonominé nasta [1-3]. Per pastaruosius 35
metus astma pasieké epidemijos lygj [4]. Vyksta nuolati-
niai astmos patogenezés tyrimai, siekiant geriau suprasti
ir nustatyti badus, kaip veiksmingiau jg valdyti.

Svarbiausia astmos patogenezés grandis — létinis kveé-
pavimo taky uzdegimas [5]. Dazniausiai nustatomas
2-ojo tipo uzdegimo atsakas [6], kuris tiksliau apibré-

ziamas kaip 2-ojo tipo T limfocity pagalbininky (angl.
T helper cells type 2, Th2) uzdegimas, turintis ryskiag
eozinofilijg [7]. 2-ojo tipo uzdegimas budingas pacien-
tams, sergantiems alergine ir eozinofiline astma, kurios
sudaro iki $iol identifikuoty astmos fenotipy ir endotipy
pagrinda [8] (1 pav.). Pagal vyraujantj uzdegimo modelj
vartojami tiek ,,2-ojo tipo tiek ,eozinofilinés astmos®
terminai. Astma su vyraujanciu eozinofiliniu uzdegimu
turi intensyvesnius ligos simptomus, biina daznesni ligos
patméjimai, blogesnis atsakas j skiriamus jkvepiamuo-
sius gliukokortikoidus (IGK), o ligos eiga dazniausiai
buna sunki [9-12]. Ligos sunkumas kinta netgi tarp ta
patj fenotipa arba endotipa turinciy asmeny [9]. Nors eo-
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zinofily reik§mé astmos patogenezei yra zinoma, vis dar
neaisku, kas salygoja minétus skirtumus, kokie mecha-
nizmai, o gal paciy eozinofily struktiros savitumai gali
turéti jtakos kvépavimo taky uzdegimo intensyvumui.
Eozinofily brendimas, aktyvinimas ir telkimasis
plauciuose lemiamas trijy pagrindiniy citokiny, dar
vadinamy eozinofilopoetinais: interleukino (IL) 3, IL-5
ir granulocity-makrofagy kolonijas stimuliuojanciojo
veiksnio (angl. granulocyte-macrophage colony-stimu-
lating factor, GM-CSF) bei yra susijes su integriny (ypa¢
pagrindiniy - a4p1, aMp2), esan¢iy ant eozinofily pa-
vir$iaus, aktyvinimu [13-19]. Sie reguliuoja eozinofily
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ekstravazacija i$ bronchy kraujotakos j bronchus ir jy
spindj. Integriny funkcija sudétinga, nes kiekvienas jy
gali buti keliose konformacijos busenose, turéti skirtin-
ga rai$kos lygj. Nors tyrimai yra nuolat atliekami, vis
dar stinga ziniy apie, galbt, skirtingg minéty citokiny
receptoriy ir integriny raiska eozinofiluose bei sasaja
su eozinofilinio uzdegimo intensyvumu.

Pastaraisiais metais didéja susidoméjimas bronchy
epitelio svarba astmos patogenezei. Bronchai su aplinka
tiesiogiai kontaktuoja per jkvepiama ora, o jy epitelis
yra pirmoji apsauga, veikianti kaip fizinis ir cheminis
barjeras [20] (2 pav.). Daromos prielaidos, kad butent
dél epitelio pazaidos, kuri salygoja jo disfunkcija, kinta
epitelio citokiny, pvz., uzkracio liaukos
stromos limfopoetino (angl. thymic stro-
mal lymphopoietin, TSLP), IL-25, IL-33 ir
citovilino ezrino gamyba bei i$siskyrimas.
Daugéja duomenuy, kad tai gali buti vienas
i§ esminiy kvépavimo taky uzdegimo atsira-
dimo, jo palaikymo ir sisteminio organizmo
atsako etapy [7, 21, 22]. Norint i$siaiskinti,
ar eozinofilinio uzdegimo aktyvumas turi
jtakos iy biologiskai aktyviy medziagy ga-
mybai, reikalingi i$samas tyrimai, atliekami
ir eozinofilinio uzdegimo slopinimo metu.

Ne maziau svarbu ir 2-ojo tipo uzdegimo
biologiniai zymenys. Siuo metu patvirtinti
yra penki: periferinio kraujo ir skrepliy
eozinofily kiekis, azoto monoksido frakcija
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iSkvepiamajame ore (FeNO), imunoglobu-

1 pav. Skirtingi eozinofilinio uzdegimo patogenetiniai keliai sergant

astma [24]

Santrumpos: CRTH2 — chemoatraktanto receptoriaus homologiné molekulé ant Th2
— didelio afiniteto IgE receptorius;
interleukinas; PGD2 —
prostaglandinas D2; RORa — su retino ragstimi susije receptoriai a; TSLP — uzkracio liaukos

lasteliy; ALX/FPR2 — lipoksino A4 receptorius; FceRI
GATA3 — GATA surisantysis baltymas 3; IgE — imunoglobulinas E; IL -

stromos limfopoetinas.
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2 pav. Pagrindiniai bronchy epitelio citokinai [25]

Epitelio gaminami citokinai — IL-25, IL-33 ir TSLP -

kvépavimo taky uzdegimas.

36

iSsiskiria, reaguodami j jvairius bronchy
epitelio dirgiklius, jskaitant infekcijos sukéléjus, aplinkos alergenus ir atmosferos tersalus,
aktyvina tam tikras imunines bei efektorines Iasteles ir astma serganciam asmeniui sukeliamas

lino (Ig) E ir serumo periostino koncentra-
cijos [23]. Daugelis jy néra specifiski, todél
butinos papildomos priemonés, galinc¢ios
padéti anksciau identifikuoti 2-ojo tipo ast-
ma, jvertinti uzdegimo aktyvumg gydymo
metu. Tokiomis priemonémis galéty buti
eozinofily brendimo, aktyvinimo ir telki-
mosi procesuose aktyviai dalyvaujantys ci-
tokinai, pvz., IL-3, IL-5, GM-CSF (alerginés
astmos (AA) atveju) ir pagrindinio IL-4/
IL-13 signalinio kelio citokinai, aktyvinty
eozinofily telkimasi j audinius (chemotak-
sj) reguliuojantys chemokinai: chemokino
C-C motyvo ligandas 11 (CCL11, eotak-
sinas), chemokino C-C motyvo ligandas
17 (CCL17); su bronchy epitelio pazaida
susije IL-25, IL-33, TSLP, ezrinas. Visos
$ios biologiskai aktyviosios medziagos
aktyviai dalyvauja formuojant kvépavimo
taky 2-ojo tipo uzdegiminj atsaka.

Taigi, nors eozinofily reik§émé astmos pa-
togenezéje placiai pripazjstama, pavir$iniai
eozinofily komponentai, galbiit salygojantys
eozinofily telkimasi kvépavimo takuose, o
su tuo ir susijusj 2-ojo tipo uzdegimo inten-
syvumg, néra pakankamai istirti. Per mazai

Pulmonologija ir alergologija, 2020 m. Tomas 4 Nr. 1



jvertinta ir bronchy epitelio citokiny jtaka sukeliant,
skatinant ir palaikant 2-ojo tipo uzdegima. Taip pat
stinga papildomy biologiniy Zymeny, galin¢iy prisidéti
vertinant $iy procesy intensyvuma diagnozuojant ir
gydant 2-ojo tipo astma bei prognozuojant jos eiga.

METODIKA

Tyrimo dalyviai

Lietuvos sveikatos mokslo universiteto Medicinos
fakulteto Pulmonologijos klinikoje 2014-2019 m. vyk-
dytas mokslinis tyrimas, kuriame siekta istirti eozino-
fily B grandinés citokiny receptoriy ir integriny raiska
bei bronchy epitelio pazaidos Zymeny reik$me sergant
2-o0jo tipo astma. Tyrimui vykdyti gautas Lietuvos svei-
katos moksly universiteto Regioninio biomedicininiy
tyrimy Etikos komiteto leidimas (Nr. BE-2-13, po pa-
pildymo — Nr. BE-2-13/2015) ir Valstybinés duomeny
apsaugos inspekcijos leidimas (Nr. 2R-7192 (2.6-1.).

I tyrima jtraukti neritkantys 18-65 mety amziaus
vyrai ir moterys, sergantys nesunkia, IGK negydyta
AA, taip pat sergantys sunkia nealergine eozinofiline
astma (SNEA) ir sveiki asmenys, pasirase informuoto
asmens sutikimo formas.

Priklausomai nuo disertacinio darbo uzdavinio,
pagrindiné tiriamuyjy grupé buvo pacientai, sergantys
nesunkia AA arba SNEA. Kontroline grupe sudaré
sveiki asmenys.

AA grupés pacientams liga nustatyta remiantis budin-
gais klinikiniais simptomais, trunkanciais ne trumpiau
nei vienerius metus. Atopija patvirtinta atliekant odos
dario méginius (ODM) ir nustatytas jsijautrinimas
namy dulkiy erkiy (Dermatophagoides pteronyssinus)
alergenui, patvirtintas anamneze ir simptomy trukme
>1 metai. Astma diagnozuota bronchy provokaciniu
méginiu su metacholinu arba bronchy dilataciniu mégi-
niu. Trumpo veikimo bronchus ple¢ianciyjy vaisty, pvz.,
salbutamolio, vartojimas leistas, tac¢iau pries§ atliekamus
tyrimus $iy vaisty tiriamasis turéjo buti nejkvépes ne
maziau kaip 6 val. Asmenys, vartojantys kitus astmai
gydyti skiriamus jkvepiamuosius arba geriamuosius
vaistus, turintys kliniskai i$reikstus nuolatinés alergijos
simptomus, 1 mén. iki tyrimo pradzios persirge kvépa-
vimo taky infekcija, j tyrimg nebuvo jtraukti.

SNEA grupés tiriamiesiems sunkios astmos diagnozé
nustatyta ne trumpiau kaip metai iki jtraukimo j tyrima
(ir liga prasidéjo suaugusiojo amziuje), nepavyko pa-
siekti astmos simptomy kontrolés skiriant dideles IGK
dozes, liga paiméja ne reciau kaip du kartus per metus,
néra atopijos (pagal klinikinius simptomus ir ODM),
eozinofily kiekis periferiniame kraujyje jtraukimo j ty-
rimg metu >0,15x10°/1 arba bent kartg per paskutinius
metus nustatytas >0,30x10°/1 kiekis, paneigus kitas ga-
limas blogos astmos kontrolés ir eozinofilijos prieZastis.

I tyrima nebuvo jtraukti SNEA sergantys asmenys,
kurie 1 mén. iki tyrimo pradzios patyré ligos patimé-
jima arba vartojo sisteminio poveikio gliukokortikoi-
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dus, taip pat tie, kuriems anamnezéje jau buvo skirta
biologiné terapija astmai gydyti.

Sveiki asmenys (kontroliné grupé) galéjo dalyvauti
tyrime, jei neturéjo nusiskundimy, gretutinés patolo-
gijos ir alergijos pozymiuy.

Bendrieji nejtraukimo kriterijai visiems tyrimo da-
lyviams: kitos létinés kvépavimo sistemos ligos; kitos
reik§mingos psichinés ir (arba) vidaus organy ligos bei
buklés; rukymas, alkoholio arba narkotiky priklauso-
mybé; néStumas; maitinimas kratimi.

IS viso idtirti 59 asmenys: 21 AA sergantis asmuo,
17 SNEA serganciy pacienty ir 21 sveikas asmuo. Pir-
mam ir antram disertacijos uzdaviniams jgyvendinti
istirti 32 asmenys - 8 pacientai, sergantys SNEA, 12 AA
ir 12 sveiky asmeny. Tre¢iam uzdaviniui jgyvendinti
istirti 9 pacientai, sergantys AA, ir 9 sveiki asmenys.
Siems pacientams buvo atlikti bronchy provokaciniai
méginiai alergenu. Ketvirtam uzdaviniui jgyvendinti
jtraukti 9 sergantys SNEA asmenys, kuriems naujai
skirtas gydymas humanizuotu monokloniniu IL-5
antikanu mepolizumabu.

Tiriamieji, vykdant skirtingus uzdavinius, nesikartojo.

Pirmo vizito metu (kuris daliai tiriamyjy buvo mo-
mentinis) nustatyta FeNO, atlikta spirograma, punk-
tuota periferiné vena ir paimti kraujo tyrimai, daliai AA
serganciy tiriamuyjy ir sveiky asmeny atlikta bronchy
provokacija D. pteronyssinus alergenu. Siems po 24 val.
kartotas FeNO matavimas, atlikta spirograma, paimta
kraujo tyrimams. Daliai serganc¢iyjy SNEA antras
vizitas vykdytas praéjus 28 dienoms po pirmos mo-
nokloninio antik@ino prie$ IL-5 mepolizumabo dozés
paskyrimo. Sio vizito metu kartotas FeNO matavimas,
spirograma, paimta kraujo tyrimams.

Pagrindiniai tyrimo metodai

Iskvepiamojo oro FeNO matuota visiems tiriamie-
siems prie$ atliekant spirogramas. Matavimai atlikti
NIOX VERO?® aparatu (Circassia, Jungtiné Karalysté),
kurio veikimo pagrindas - elektrocheminé iskvepia-
mojo oro analizé. Tyrimas atliekamas tiriamajam ap-
Ziojant kandiklj, giliai jkvepiant oro, kuris per ta patj
kandiklj iSpuc¢iamas 10 sek. laikotarpiu kiek jmanoma
pastovesniu greiciu (~50 ml/sek.).

Plauciy funkcija vertinta atliekant spirograma ir
matuojant forsuoto iskvépimo tirj per pirmajg sekun-
de (angl. forced expiratory volume in 1 second, FEV)),
forsuota gyvybine talpg (angl. forced vital capacity,
FVC) ir FEV,/FVC santykj spirometru (Ganshorn Me-
dizin Electronic, Vokietija), gautos vertés atitinkamai
palygintos su rodikliy butinaisiais dydziais. Plauciy
funkcijos vertinimas paremtas Amerikos krutinés
draugijos (angl. American Thoracic Society, ATS) re-
komendacijomis [26].

Bronchy provokacinis meéginys alergenu atliktas
su D. pteronyssinus alergenu (laikomu svarbiausiu
antigeniniu poziuriu [27]) per sléginj dozimetra
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(ProvoX, Ganshorn Medizin Electronic, Vokietija),
tiekiant D. pteronyssinus alergena (DIATER, Ispanija).
Pagal tyrimo protokola pirmiausia jvertintas galimas
0,9 proc. fiziologinio natrio chlorido tirpalo poveikis
spirometriniams rodikliams, kituose etapuose alerge-
nas aerozolio pavidalu tiektas kas 10 min. pagal proto-
kola numatytomis dozémis, iki kol buvo pasiekta 60,0
histamino ekvivalentinio stiprumo (angl. histamine
equivalent potency, HEP) /ml dozé arba buvo pasiektas
>20 proc. FEV, sumazéjimas.

Periferinio kraujo eozinofily isskyrimas atliktas
centrifuguojant auksto tankio gradiente (Ficoll, GE
Healthcare, Suomija) bei naudojant magnetinés sepa-
racijos (Miltenyi Biotec, JAV) metoda.

Eozinofily B grandinés citokiny receptoriy ir
iSorinés membranos integriny raiskos matuotos at-
liekant tikrojo laiko polimerazés grandinines reakcijas,
naudojant ,,Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step”
rinkinius (Applied Biosystems, Foster Sitis, Kaliforni-
ja, JAV) aparatu ,,7500 Fast Real-Time PCR system®
(Applied Biosystems, Foster Sitis, Kalifornija, JAV).

Biologiskai aktyviy medziagy (baltymy (IL-3, IL-4,
IL-5,1L-13,IL-25, IL-33, eotaksino (CCL11), CCL17,
GM-CSE, TSLP, periostino, ezrino) koncentracijos
kraujo serume buvo i$matuotos imunosorbentinés
analizés (angl. the enzyme linked immunosorbent assay,
ELISA) badu pagal gamintojo pateikiamas instrukci-
jas, eksperimentams naudojant kiekvienai medziagai
specializuotus ELISA rinkinius.

EOZINOFILY B GRANDINES CITOKINY

RECEPTORIV IR INTEGRINY RAISKA

Istirti 32 nertukantys suaugusieji. SNEA grupés tiria-
mieji iSsiskyré ne tik didesniu kraujo eozinofily kiekiu,
bet ir vyresniu amziumi, prastesne plauciy funkcija ir
didesne FeNO. Atopijos komponentas buvo nustatytas
tik AA grupés tiriamiesiems. IgE koncentracija buvo

= 85 E3 SNEA
5 4 p<0,05 OO AA
=
o
:— 6
=
EF 44 p<0,05
g2 pa—
S8 34 2
£ 9 ¥ p<0,05
& I 1
8 1 e B e il :
& e : R
T T T T T
IL-3Ra IL-5Ru GM-CSFRa

3 pav. IL-3, IL-5 ir GM-CSF receptoriy raiska eozinofiluose

Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartiné vidurkio paklaida.

SNEA grupé n =8, AA grupé n = 12, sveiki asmenys (kontroliné grupé) n=12.
*p<0,05, palyginus su sveikais asmenimis (kontroline grupe).

Statistinei analizei, palyginti SNEA ir AA grupes, naudotas Mann-Whitney
U-testas, palyginti su sveikais asmenimis — Wilcoxon suderinty pory ran-
ginis testas.

Santrumpos: AA - alerginé astma; GM-CSFRa - granulocity-makrofagy
kolonijas stimuliuojamojo veiksnio receptorius a; IL-3Ra - interleukino 3
receptorius g; IL-5Ra - interleukino 5 receptorius a; SNEA - sunki nealerginé
eozinofiliné astma.

didziausia AA grupéje ir reik§mingai skyrési nuo SNEA
grupeés (p<0,05).

IL-3, IL-5, GM-CSF receptoriy raiska eozinofiluose

ir Siy citokiny koncentracija serume

SNEA grupéje IL-3Ra ir IL-5Ra geny raiskos buvo
zymiai didesnés, atitinkamai - 2,5%0,3 ir 5,3+0,7
karto (p<0,05), palyginus su sveikais asmenimis, o
GM-CSFRa raiska tarp tiriamyjy grupiy nesiskyré
(1,1£0,2 karto, p=0,56). Palyginus AA grupe su svei-
kais asmenimis, pastebéta, kad IL-3Ra geno raiska
didesné 1,5+0,2 karto (p<0,05), taciau IL-5Ra ir GM-
CSFRa reik$mingai mazesneés, atitinkamai - 3,1+1,2
ir 2,4+0,4 (p<0,05; 3 pav.). Be to, nustatyti reik§mingi
geny raiskos skirtumai tarp SNEA ir AA grupiy. SNEA
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4 pav. Eozinofily brendimui ir aktyvinimui jtakos turinciy citokiny koncentracijos serume: (A) IL-3 koncentracija; (B) IL-5
koncentracija; (C) GM-CSF koncentracija.

Rezultatai pateikiami kaip mediana, nurodant maziausia bei didziausig vertes.

SNEA grupé n =5, AA grupé n = 11, sveiki asmenys (kontroliné grupé) n = 10.

Statistiné analizé - Mann-Whitney U testas.

Santrumpos: AA - alerginé astma; GM-CSF - granulocity-makrofagy kolonijas stimuliuojantysis veiksnys; IL-3 - interleukinas 3; IL-5 - interleukinas 5;
SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma.
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serganciyjy eozinofilai turéjo reiksmingai didesnes
IL-3Ra, IL-5Ra ir GM-CSFRa geny raiskas, atitin-
kamai - 1,7£0,2, 8,0+1,0 ir 2,1+0,3 karto (p<0,05).

Lygiagreciai jvertintos ir minéty citokiny koncent-
racijos serume. IL-3 koncentracija tarp visy trijy
grupiy reik$mingai nesiskyré: 7,8 [7,3-8,1] pg/ml
SNEA grupéje, 7,7 [6,9-8,6] pg/ml, sergant AA, ir
7,9 [6,9-10,0] pg/ml sveikiems asmenims (4 pav., A).
Nustatyta didesné IL-5 koncentracija sergant SNEA
(14,5 [12,6-18,8] pg/ml), palyginus su AA ir sveiky
asmeny grupémis (atitinkamai - 9,3 [1,7-17,03] pg/ml
ir 3,2 [0,2-11,5] pg/ml, 4 pav., B). Nustatyta GM-CSF
koncentracija buvo didesné pacientams, sergantiems
SNEA ir AA (atitinkamai - 64,2 [56,1-81,2] pg/ml ir
59,1 [44,2-112,8] pg/ml, p>0,05, be reik§mingo skir-
tumo tarp grupiy), palyginus su sveikais asmenimis —
(45,91 [41,7-63,4] pg/ml; 4 pav,, C).

Tyrimo metu nustatyta, kad SNEA sergantiems
pacientams eozinofily IL-3, IL-5, GM-CSF receptoriy
rai$ka yra zymiai didesné, palyginus su serganciaisiais
nesunkia, IGK dar negydyta AA. Be to, pastebéta, kad
IL-5Ra receptoriaus raiska, sergant AA, yra nuslopinta,
taciau, sergant SNEA, stipriai aktyvinta, todél galima
manyti, jog su IL-5 susijes signalinis kelias yra labai
svarbus eozinofily aktyvinimui sergant SNEA.

Eozinofily integriny raiska

Istirta dviejy pagrindiniy eozinofily integriny a4f1 ir
aMB2 geny raiska sergant SNEA ir AA, gauti duomenys
palyginti su sveiky asmeny. Tiek SNEA, tiek AA grupé-
se pacientai turéjo daug daugiau integriny subvieneto
a4 mRNR (3,5 + 0,7 karto ir 1,8 + 0,2 karto, p<0,05), aM
mRNR (10,2 +4,9ir 2,7 + 1,3 karto, p<0,05), 32 mRNR
(2,5+ 0,7 ir 1,8 + 0,3 karto, p<0,05) bei p1 mRNR tik
SNEA grupéje (4,2 + 2,0), palyginus su sveiky asmeny
eozinofiluose nustatomomis atitinkan¢iomis mRNR
reik§mémis (p<0,05). Raiska tarp astma serganciyjy
taip pat nebuvo vienoda: sergant SNEA, eozinofilai
turéjo didesne integriny subvienety a4, B1 ir aM raiska
nei sergant AA (atitinkamai - 2,1 + 0,4 karto, 3,1 + 1,5
karto ir 3,8 + 1,8 karto, p<0,05; 5 pav.).

Taigi, tyrimo metu nustatyta, kad, sergant SNEA,
eozinofily a4, p1 ir aM integriny subvienety raiska
yra didesné, palyginus su nesunkia, IGK dar negydyta
AA. Todél manoma, kad, sergant SNEA, eozinofily
adheziniy savybiy poky¢iai yra dél pakitusios a4fp1
integrino raiskos.

Periostino, eotaksino ir CCL17 koncentracijos

serume

Periostino koncentracija astma sergantiems paci-
entams buvo reik§mingai didesné (atitinkamai — 66,5
[54,2-131,5] ng/ml SNEA grupéje ir 86,3 [63,3-
161,7] ng/ml AA grupéje, be reik§mingo skirtumo
tarp grupiy, p > 0,05), palyginus su sveikais asmenimis

Disertacijos
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Geny raiska
{kartais, virSijan¢iais sveiky asmeny)

5 pav. Eozinofily integriny raiska

Rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartiné vidurkio paklaida.

SNEA grupé n =8, AA grupé n = 12, sveiki asmenys n = 12.

* p<0,05, palyginus su sveikais asmenimis.

Analizuojant skirtumus tarp SNEA ir AA, naudotas Mann-Whitney U testas;
analizuojant skirtumus su sveikais asmenimis — Wilcoxon suderinty pory
ranginis testas.

Santrumpos: AA - alerginé astma; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné
astma.

(40,0 [30,3-45,0] ng/ml, p<0,05; 6 pav., A). Vertinant
eotaksino koncentracijg, $i buvo daug didesné sergant
SNEA, palyginus su serganciaisiais AA ir sveikais
asmenimis (atitinkamai — 224,2 [183,7-275,1] pg/ml,
164,7 [116,1-184,7] pg/ml ir 89,2 [47,1-168,5] pg/
ml, atitinkamai; 6 pav., B). CCL17 koncentracijos
skirtumai buvo panasus j eotaksino - didziausia
CCL17 koncentracija nustatyta SNEA grupéje (246,1
[135,6-300,4] pg/ml), maziausia — sveikiems asme-
nims (73,7 [53,7-144,2] pg/ml, o sergant AA, uzémé
tarpine pozicija (167,0 [63,2-279,9] pg/ml; 6 pav., C).

Apibendrinus gautus duomenis, nustatyta padidéjusi
eotaksino bei CCL17 koncentracija kraujo serume.
Juos derinant su jau patvirtintais eozinofilinio kvépa-
vimo taky uzdegimo biologiniais Zymenimis, galima
lengviau atskirti sunkia eozinofiline astmg bei numa-
tyti ligos eiga, gydymo veiksminguma ir baigtis.

BRONCHY EPITELIO PAZAIDOS ZYMENYS

IR JY REIKSME

Tyrimo metu analizuota, kaip poveikis D. pteronys-
sinus alergenu (praéjus 24 val.) keicia epitelio citokiny
IL-25,1L-33, TSLP ir citovilino ezrino bei pagrindiniy
IL-4/IL-13 signalinio kelio citokiny koncentracijas,
imituojant bronchy pazaidg sergant AA. Taip pat ver-
tinta, kaip kinta epitelio citokiny koncentracija gydant
antikanu prie$ IL-5 mepolizumabu (po vienkartinés
vaisto dozés) eozinofilinio uzdegimo slopinimo metu.

Istirta 18 suaugusiy neritkanciy asmeny. AA sergan-
tiems asmenims nustatytas padidéjes periferinio kraujo
eozinofily kiekis ir bendrojo IgE koncentracija, taip pat
nustatyta aukstesné FeNO. Atopijos komponentg turé-
jo tik AA grupés pacientai. Po bronchy provokacinio
méginio alergenu AA grupéje pastebétas reik§mingas
kraujo eozinofily skaic¢iaus ir FeNO padidéjimas.
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6 pav. Periostino, eotaksino ir CCL17 koncentracijos serume: (A) periostino koncentracija; (B) eotaksino koncentracija;

(C) CCL17 koncentracija.

Rezultatai pateikiami kaip mediana, nurodant maziausia bei didzZiausig vertes.

SNEA grupé n =5, AA grupé n = 11, sveiki asmenys n = 10.
Statistinei analizei naudotas Mann-Whitney U testas.

Santrumpos: AA - alerginé astma; CCL11 - chemokino C-C motyvo ligandas 11; CCL17 — chemokino C-C motyvo ligandas 17; SNEA - sunki nealerginé

eozinofiliné astma.

Siekiant jvertinti, kaip kinta epitelio citokiny koncent-
racijos, gydant antikiinu prie$ IL-5 mepolizumabu (po
vienkartinés vaisto dozés) eozinofilinio uzdegimo slopi-
nimo metu, i$tirti 9 SNEA pacientai dviejuose atskaitos
taskuose: pries skiriant humanizuotg monokloninj
antik@ing pries IL-5 mepolizumabg ir praéjus keturioms
savaitéms po pirmos 100 mg mepolizumabo dozés
suleidimo po oda. Tiriamieji, sergantys SNEA, buvo
vyresnio amziaus, turintys polinkj j antsvorj, gydomi
didelémis IGK dozémis. Visiems nustatyta sutrikusi
plauciy funkcija ir padidéjes eozinofily kiekis kraujyje
(>0,15x10°/1) bei padidéjes FeNO. Per stebésenos laiko-
tarpj (nuo pirmos vaisto dozés suleidimo iki praéjo ke-
turios savaités) astmos paiméjimy nefiksuota. Praéjus
keturioms savaitéms po mepolizumabo skyrimo (prie$
sekancig vaisto doze), pastebéta reik§mingai sumazéjusi
kraujo eozinofilija, pageréjusi plauciy funkcija, nors
FeNO lygis isliko Zymiau nepakites.

IL-25, IL-33, TSLP ir ezrino koncentracijy

pokyc¢iai serume po bronchy provokacinio

meginio D. pteronyssinus alergenu

Disertacinio darbo metu vertinta, kaip kinta IL-
25, IL-33 ir TSLP koncentracijos serume sveikiems
bei sergantiems AA asmenims, praéjus 24 val. po
bronchy provokacinio méginio D. pteronyssinus
alergenu. Nustatyta, kad prie§ provokacija alergenu
IL-25 koncentracija abiejose tiriamosiose grupése
buvo panasi: 37,4 + 2,2 pg/ml AA grupéje ir 37,4 +
6,5 pg/ml sveikiems asmenims. Po bronchy provoka-
cinio méginio D. pteronyssinus alergenu IL-25 kon-
centracija AA grupéje reik§mingai padidéjo iki 63,5 £
13,1 pg/ml (p<0,05), kai sveikiems asmenims Zymiau
nekito — 44,6 + 9,1 pg/ml (p>0,05) (7 pav., A).

IL-33 koncentracija serume dar prie$ atliekant pro-
vokacija D. pteronyssinus alergenu AA grupéje buvo
beveik dukart didesné — 65,7 + 10,9 pg/ml, palygi-
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nus su sveiky asmeny - 37,8 + 12,2 pg/ml (p<0,05).
Bronchy provokacija alergenu neturéjo reik§mingos
jtakos IL-33 koncentracijos padidéjimui abiejose
tiriamosiose grupése ir buvo atitinkamai - 63,4 +
6,8 pg/ml bei 38,0 £ 9,3 pg/ml (7 pav., B). Vertinant
TSLP koncentracijg serume, nustatyta, kad, prie$
atliekant bronchy provokacija alergenu, tiek sergan-
tiems AA, tiek sveikiems asmenims $io citokino kiekis
reik§mingai nesiskyré ir buvo 311,7 + 39,9 pg/ml AA
grupéje bei 319,1 + 43,8 pg/ml sveiky asmeny grupéje.
Po bronchy provokacinio méginio D. pteronyssinus
alergenu reik§mingi poky¢iai pastebéti tik AA grupé-
je — TSLP koncentracija pakilo iki 383,5 + 65,4 pg/ml
(p<0,05), o sveikiems asmenims reiksmingai nepakito
(304,2 + 39,2 pg/ml) (7 pav., C). Pradinio vizito metu
ezrino koncentracija tarp serganciyjy AA ir sveiky
asmeny reik§mingai nesiskyré, atitinkamai — 112,1 +
10,3 pg/ml bei 82,7 £ 9,1 pg/ml, ta¢iau po bronchy
provokacinio méginio D. pteronyssinus alergenu
reik§mingai padidéjo iki 131,3 + 12,7 pg/ml tik AA
serganciyjy grupéje (p<0,05), o sveikiems asmenims
reik§mingai nekito (86,2 + 9,4 pg/ml, 7 pav., D).

Taigi, nustatytas reik§mingas IL-25, TSLP ir ezrino
koncentracijy serume padidéjimas praéjus 24 val. po
bronchy provokacinio méginio D. pteronyssinus aler-
genu, o tai siejama su ankstyvuoju bronchy epitelio
pazeidimu. IL-33 reik§mingai nekito, ta¢iau jo serumo
koncentracija pradinio vizito metu buvo beveik du
kartus didesné uz sveiky asmeny.

IL-4/IL-13 signalinio kelio aktyvumas po bronchy

provokacinio méginio alergenu

Nustatyta, kad iki bronchy provokacinio méginio
metacholinu IL-4 koncetracija buvo Zenkliai didesné
sergant AA (46,7 £ 7,3 pg/ml), palyginus su sveikais
asmenimis (11,3 * 2,3 pg/ml). Po alergeno poveikio
AA grupéje reik§mingai padidéjo iki 62,8 + 7,2 pg/ml
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(p<0,05), be reiksmingy poky¢iy sveikiems
asmenims (10,2 + 3,3 pg/ml) (8 pav.,
A). IL-13 issiskyré didziausiai nustatyta
koncentracija: prie§ bronchy provokacinj
meéginj su alergenu sieké 889,1 + 177,5 pg/
ml, po alergeno poveikio dar labiau padi-
déjo — 1121,0 + 218,4 pg/ml (p<0,05) be
reik§mingy pokyc¢iy sveikiems asmenims
(atitinkamai - 218,5 + 67,8 pg/ml ir 230,6
+ 91,6 pg/ml (8 pav., B).

Taigi, nustatytas reik§mingas IL-4 ir
IL-13 koncentracijy skirtumas tarp ser-
ganciyjy AA ir sveiky asmeny, o bronchy
provokacija alergenu dar labiau padidino
ju koncentracijas. Tai rodo IL-4/IL-13 sig-
nalinio kelio svarbg vystantis 2-ojo tipo
kvépavimo taky uzdegimui sergant AA.

IL-25 ir TSLP koncentracijy pokyciai
serume slopinant eozinofilinj
uzdegima

Praéjus keturioms savaitéms po vien-
kartinés mepolizumabo dozés, eozinofily
kiekis kraujyje reik§mingai sumazéjo nuo
0,55 £ 0,20x10°/1 iki 0,14 + 0,04x10%/1
(p=0,01, 9 pav., A). Tyrimo metu nusta-
tyta, kad jau po vienos mepolizumabo
dozés IL-25 koncentracija serume zZymiai
sumazéjo nuo 48,0 + 17,2 pg/ml iki 34,8 +
17,1 pg/ml (p=0,02, 9 pav., B). Serumo
TSLP koncentracijos pokytis buvo pa-
nasus: 359,8 + 71,3 pg/ml prie§ paski-
riant 100 mg mepolizumabo ir 275,6 £
47,8 pg/ml, praéjus keturioms savaitéms
po vienkartinés mepolizumabo dozés
(p=0,02, 9 pav., C).

Nustatytos Sios reik§mingos korelia-
cijos: tarp eozinofily skai¢iaus kraujyje
poky¢iy ir IL-25 koncentracijos serume
poky¢iy po vienos mepolizumabo dozés
(r=0,81, p=0,008; 10 pav.); taip pat tarp
IL-25 koncentracijos serume ir TSLP
koncentracijos serume poky¢iy (r=0,93,
p=0,004; 11 pav.). Tacdiau koreliacija
tarp eozinofily kiekio kraujyje ir TSLP
koncentracijos serume pokyc¢iy nebuvo
reik§minga (r=0,49, p>0,05).

Taigi, atlikto tyrimo metu nustatyta, kad
SNEA sergantiems asmenims, papildzius

skiriamg gydyma humanizuotu monokloniniu antikiinu
pries IL-5 mepolizumabu, jau po vienkartinés vaisto do-
zés Zymiai sumazéjo IL-25, TSLP koncentracija serume,
0 IL-25 pokytis dar ir koreliavo su kraujo eozinofily bei

TSLP poky¢iais.

Pulmonologija ir alergologija, 2020 m. Tomas 4 Nr. 1

Disertacijos

A B
a4
E o
2 150 p<005 E 150 p <005
e p<0,05 = p=0035
EE 100 = gE 100
E 87
ge £2
S 50 |J-—t g7 50
- =]
Wy 7 —
o : [ | o _
o Ty s : _,I e :
Sveiki AA = Swveiki AN
ASmeEnys asmenys
C D
2 p<005 g p<00s
2 p— E 0 <005
2 80 p<0,05 § 20 Pk
= )
5: H—J s _— i
52 a0 52 100
g
2 2w Z 50
= E
Z 0 - 5 P
' Sveiki AN - Sveiki AA
asmenys asmenys

= Pries bronchy provokacijg ). preronyssinus alergenu
em 24 val. po bronchy provokacijos D preromyssinus alergenu

7 pav. Bronchy epitelio citokiny koncentracijy pokytis praéjus 24 val. po
bronchy provokacinio méginio Dermatophagoides pteronyssinus alerge-
nu: (A) IL-25 koncentracija; (B) IL-33 koncentracija; (C) TSLP koncentracija;
(D) ezrino koncentracija.

Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ir standartiné vidurkio paklaida. Alerginés astmos (AA)
grupé n=9, sveiky asmeny grupé - n=9.

Statistiné analizé - Mann-Whitney U testas.

Santrumpos: AA - alerginé astma; D. pteronyssinus — Dermatophagoides pteronyssinus;
IL-25 - interleukinas 25; IL-33 —interleukinas 33; TLSP — uzkricio liaukos stromos limfopoetinas.
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8 pav. IL-4irIL-13 koncetracija serume pries ir praéjus 24 val. po bronchy
provokacinio méginio Dermatophagoides pteronyssinus alergenu: (A) IL-4
koncentracija; (B) IL-13 koncentracija.

Rezultatai pateikiami kaip vidurkis ir standartiné vidurkio paklaida.

Statistiné analizé - Mann-Whitney U testas.
AA grupé n=9, sveiky asmeny grupé n=9.

Santrumpos: AA - alerginé astma; D. pteronyssinus — Dermatophagoides pteronyssinus; IL-4 —
interleukinas 4; IL-13 - interleukinas 13.

APIBENDRINIMAS

Atlikto tyrimo metu nustatyta, kad eozinofily p gran-
dinés citokiny IL- 3, IL-5, GM-CSF receptoriy raiska
buvo reik§mingai didesné SNEA serganciy asmeny,
palyginus su nesunkia A A serganciais pacientais. Verti-
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9 pav. Kraujo eozinofily kiekio ir bronchy epitelio citokiny - IL-25 ir TSLP - pokytis, sergant SNEA po vienkartinés mepo-
lizumabo dozés: (A) kraujo eozinofily pokytis; (B) IL-25 pokytis; (C) TSLP pokytis.

Statistiné analizé — Wilcoxon suderinty pory ranginis testas.

Pateikiami kiekvieno tiriamojo duomenys (n=9) konkreciomis vertémis, pazymint bendra vidurkj.
Santrumpos: IL-25 - interleukinas 25; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma; TSLP — uzkracio liaukos stromos limfopoetinas.
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10 pav. Koreliacija tarp eozinofily skaiciaus kraujyje poky-
¢iy ir IL-25 koncentracijos serume pokyciy, sergant SNEA
ir praéjus keturioms savaitéms po vienos mepolizumabo
dozés

Pateikiami 9 SNEA serganciy pacienty duomenys.

Santrumpos: A - pokytis; IL-25 - interleukinas 25; r - Spearman’o ranginés
koreliacijos koeficientas; SNEA - sunki nealerginé eozinofiliné astma.
nant $iy citokiny koncentracijas serume, nustatytas tik
IL-5 reik$mingas kiekio padidéjimas SNEA tiriamie-
siems, palyginus su nesunkia AA serganciais pacien-
tais. Ir SNEA, ir AA grupiy tiriamiesiems nustatytos

F

Dokt. V. Kalinauskaités-Zukauskés (kairéje) disertacijos gynimas.

Disertacijos gynimo taryba: is kairés prof. M. Humbert (profesoriaus desi-
néje vertéjavo LSMU MA Pulmonologijos klinikos gyd. dr. D. Hoppenot),
prof. L. Malinauskiené, prof. habil. dr. V. Lesauskaité (pirmininké), prof.
V. Borutaté, prof. R. Daugelavicius.
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11 pav. Koreliacija tarp IL-25 koncentracijos serume ir TSLP
koncentracijos serume pokyciy, sergant SNEA ir praéjus
keturioms savaitéms po vienos mepolizumabo dozés
Pateikiami 9 SNEA serganciy pacienty duomenys.

Santrumpos: A - pokytis; IL-25 —interleukinas 25; r - Spearman‘o ranginés
koreliacijos koeficientas; SNEA — sunki nealerginé eozinofiliné astma; TSLP -
uzkracio liaukos stromos limfopoetinas.

reik§mingai didesnés eotaksino, CCL17 ir periostino
koncentracijos serume, palyginus su sveikais asmeni-
mis, o eotaksino bei CCL17 koncentracijos reik§mingai
skyrési ir tarp tirty astmos grupiy - didziausi jy kiekiai
nustatyti sergant SNEA. Taip pat SNEA
sergantiems asmenims nustatyta didesné
eozinofily integriny subvienety a4, aM ir
B1 raigka, palyginus su pacientais, sergan-
Ciais nesunkia AA.

Vertinant bronchy epitelio pazaida, AA
sergantiems pacientams po bronchy provo-
kacinio méginio alergenu D. pteronyssinus
IL-25, TSLP, ezrino, taip pat IL-4 ir IL-13,
koncentracijos serume reik§mingai padidé-
jo, 0 IL-33 — nepakito. SNEA sergantiems
pacientams, skyrus humanizuota mono-
kloninj antikang pries IL-5 mepolizumabg,
bronchy epitelio IL-25 ir TSLP koncen-
tracijos serume reik§mingai sumazéjo.
Taip pat nustatytos reik§mingos sasajos
tarp IL-25 ir TSLP koncentracijy serume
poky¢iy bei IL-25 koncentracijos serume
ir kraujo eozinofily skaiciaus poky¢iy.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Didesné eozinofily § grandinés citokiny IL-3, IL-5,
GM-CSF receptoriy ir integriny subvienety a4, f1, aM
raiska yra susijusi su sunkesne 2-ojo tipo astmos eiga.
IL-25, TSLP ir ezrinas gali bati bronchy epitelio pazai-
dos, o eotaksinas ir CCL17 - 2-ojo tipo kvépavimo taky
uzdegimo biologiniai Zymenys sergant astma. Bronchy
epitelio pazaidos zymeny IL-25, TSLP, ezrino kiekio
serume, IL-5 ir IL-4/IL-13 signaliniy keliy aktyvumo
jvertinimas gali buati svarbis parenkant individuali-
zuotg 2-ojo tipo astmos gydyma.
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