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ONCOLOGIA

RUOLO DEL POLIMORFISMO rs873601 NELLA PROGNOSI DEI PAZIENTI CON CANCRO AL POLMONE
TRATTATI CON CHEMIOTERAPIA A BASE DI PLATINO

A cura della Dott.ssa Martina Giacon

Il cancro al polmone € uno dei tumori pil diffusi e letali al mondo e si distingue in cancro polmonare a piccole
cellule (SCLC) e cancro polmonare non a piccole cellule (NSCLC). Il NSCLC rappresenta quasi I'80% dei casi
totali, includendo I'adenocarcinoma, il carcinoma polmonare a cellule squamose e il carcinoma polmonare a
grandi cellule. La strategia di trattamento comprende chirurgia, radioterapia oncologica, chemioterapia,
immunoterapia e terapia mirata. Nonostante i progressi degli ultimi anni, la chemioterapia a base di platino
combinata con I'immunoterapia rappresenta ancora il trattamento di prima linea per i pazienti affetti da
cancro al polmone. |l verificarsi di resistenza ai farmaci e tossicita del trattamento crea notevoli barriere nel
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controllo della malattia: nello specifico, tossicita gastrointestinale ed ematologica si traducono in una scarsa
sopravvivenza a cinque anni. | risultati della chemioterapia differiscono da individuo a individuo, il che
significa che i polimorfismi genetici potrebbero svolgere un ruolo importante nell’efficacia del trattamento
chemioterapico. Fino ad ora, numerosi polimorfismi genetici sono emersi associati all'esito della
chemioterapia, come varianti della subunita A del fattore 3 di iniziazione della traduzione eucariotica (elF3A),
della piccola GTPasi 1 della famiglia RAC (RAC1) e della proteina 1 della via di segnalazione inducibile WNT1
(WSP1).

In letteratura € inoltre noto che i polimorfismi dei geni coinvolti nelle vie di riparazione del DNA influenzano
significativamente la risposta al trattamento con cisplatino nei pazienti con cancro al polmone. Tra questi
geni, I'Excision Repair Cross-Complementation 5 (ERCC5) e lo Xeroderma Pigmentosum gruppo A (XPA)
risultano svolgere un ruolo essenziale negli eventi e negli esiti clinici del cancro del polmone, cosi come altri
geni coinvolti nel sistema di riparazione per escissione di nucleotidi (NER). In tale contesto si inserisce lo
scopo dello studio, ovvero indagare la possibile correlazione tra i polimorfismi dei geni coinvolti nei sistemi
di riparazione del DNA con la prognosi nei pazienti con cancro al polmone trattati con chemioterapia a base
di platino. Si sono quindi selezionati, sulla base delle evidenze scientifiche, 17 polimorfismi a singolo
nucleotide (SNPs) dei geni ERCC5, PNKY, ERCC1, SIRT1, XPA, XRCC3 e XRCC5, coinvolti nel sistema NER. Con
questo studio si mira quindi alla ricerca di nuovi biomarcatori per prevedere |'efficacia del trattamento nei
pazienti affetti da cancro al polmone, contribuendo cosi ad una diagnosi piu approfondita e alla scelta dei
trattamenti clinici.

Sono stati arruolati 345 pazienti a cui e stato diagnosticato un cancro ai polmoni per la prima volta presso
|'ospedale Xiangya della Central South University o il Hunan Province of Cancer Hospital (Changsha, Hunan,
Cina) tra agosto 2009 e gennaio 2013 e che hanno ricevuto almeno due cicli di chemioterapia a base di
platino. La genotipizzazione ¢ stata condotta con il sistema Sequenom's MassARRAY (Sequenom, San Diego,
CA, USA) sui campioni di DNA ottenuti da 5 mL di sangue intero mediante il kit FlexiGene DNA (Qiagen, Hilden,
Germania). | dati di sopravvivenza dei pazienti sono stati raccolti tramite follow-up telefonico. Gli endpoint
comprendevano la sopravvivenza libera da progresso (PFS) e la sopravvivenza globale (OS). La PFS é stata
calcolata come il tempo intercorso tra la data di diagnosi di cancro al polmone e la data della prima recidiva
locale o metastasi nell'ultimo follow-up. La OS é stata calcolata considerando il tempo intercorso tra la
diagnosi di cancro ai polmoni e la data dell'ultimo follow-up o del decesso.

Il polimorfismo ERCC5 rs873601 (G>A) é risultato associato alla OS dei pazienti con cancro al polmone nel
modello recessivo (p=0.031). Cio significa che i pazienti portatori del genotipo ERCC5 rs873601 GG
presentano un tempo mediano di sopravvivenza globale piu breve rispetto ai pazienti portatori del genotipo
ERCC5 rs873601 GA o AA. Per chiarire ulteriormente I'associazione tra i polimorfismi candidati e la prognosi
nei pazienti con cancro al polmone, si sono poi effettuate successivamente analisi di sottogruppi basate su
eta, sesso, abitudine al fumo, istologia, stadio clinico e metastasi. Nell’analisi per sottogruppi, ERCC5
rs873601 & emerso correlato alla OS nel modello additivo e recessivo nei pazienti con cancro al polmone di
eta > 56 anni (modello additivo: p=0.032; modello recessivo: p=0.004) e nei pazienti fumatori, sia nel modello
additivo che recessivo (modello additivo: p=0.048; modello recessivo: p=0.018). PNKY rs2444933 é risultato
significativamente associato alla OS in pazienti con eta < 56 anni (modello additivo: p=0.043; modello
recessivo: p=0.036), nei pazienti con metastasi (modello additivo: p=0.019; modello recessivo: p=0.035), nei
non fumatori (modello recessivo: p=0.042) e nei pazienti con diagnosi in stadio avanzato lI/IV/ED (modello
additivo: p=0.040). Inoltre, il polimorfismo STIR1 rs3740051 & emerso significativamente associato alla OS
nei pazienti con SCLC (modello additivo: p=0.018; modello dominante: p=0.023) e con metastasi (modello
additivo: p=0.048). Si € poi anche analizzata I'associazione tra i polimorfismi e la PFS nei sottogruppi. |
polimorfismi ERCC5 rs873601 (modello additivo: p=0.031; modello dominante: p=0.027), PNKY rs2444933
(modello recessivo: p=0.007) e PNKY rs1869641 (modello recessivo: p=0.028) sono emersi significativamente
associati alla PFS in pazienti con SCLC. Infine, XRCC5 rs1051685 e risultato significativamente associato alla
PFS nei pazienti senza metastasi (modello additivo: p=0.037; modello dominante: p=0.037).
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Tra i polimorfismi emersi significativi in questo studio, I'unico SNP risultato associato alla OS nell’intera coorte
di pazienti con carcinoma polmonare € il polimorfismo rs87360, una variante funzionale localizzata a livello
del 3'UTR nel gene ERCCS. E’ pertanto plausibile che ERCC5 rs87360 possa avere un ruolo nella risposta clinica
al trattamento chemioterapico e nella prognosi dei pazienti, tuttavia tale risultato deve essere interpretato
alla luce di alcune limitazioni dello studio. Innanzitutto, la dimensione campionaria & limitata, essendo
composta da soli 345 pazienti. Inoltre, nessuno degli SNPs con P<0.05 risulta significativo anche dopo
correzione per test multipli. Pertanto, sono necessari ulteriori studi al fine di confermare i risultati in
un’ampia casistica, comprendenti pazienti con carcinoma polmonare di origine multietnica.

ERCC5 rs873601, STIR1 rs3740051, XRCC5 rs1051685, PNKY rs2444933 e PNKY rs1869641 sono emersi
significativamente associati alla prognosi nei pazienti con carcinoma polmonare dopo trattamento con
chemioterapia a base di platino.

Parole chiave: chemioterapia a base di platino, cancro al polmone, ERCC5, STIR1, XRCC5, PNKY
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POLIMORFISMI DEI GENI IMPLICATI NEI MECCANISMI DI RISPOSTA E DI RIPARAZIONE ALLA ROTTURA A
DOPPIO FILAMENTO DEL DNA POSSONO INFLUENZARE LA RISPOSTA ALLA TERAPIA E LA PROGNOSI DI
PAZIENTI AFFETTI DA CANCRO DELLA TESTA E DEL COLLO

A cura della Dott.ssa Francesca Gorini

Negli ultimi anni, I'incidenza del tumore della testa e del collo (Head and Neck Cancer — HNC), di cui I'istotipo
piu comune ¢ il carcinoma a cellule squamose (HNSCCs), ha registrato un aumento in tutto il mondo.
Questo tumore viene spesso diagnosticato in fase avanzata e i trattamenti in uso al momento inducono
frequentemente alti livelli di tossicita e resistenza, impattando notevolmente sulla qualita della vita del
paziente. Il gold standard per il trattamento del HCN & costituito da radioterapia e chemioterapia a base di
cisplatino, il cui effetto & prodotto dall'induzione di danni al DNA, tra i quali rotture a doppio filamento
(Double-Strand Breaks — DSBs) e reticolazione dei filamenti opposti. Le DSBs vengono generalmente riparate
mediante due meccanismi: I'unione delle estremita non omologhe (Non-Homologous End Joining — NHEJ),
piu veloce ma meno accurato e la riparazione omologa (Homologous Repair — HR), pill accurata ma piu lenta.
Precedenti studi hanno dimostrato come i polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) sono in grado di modulare
la capacita di riparazione di DSBs, ma anche la suscettibilita al cancro e la risposta alla terapia e, in particolare,
nel HNC e stata osservata un’importante differenza interindividuale nella risposta alla chemioterapia e alla
radioterapia, che puo essere imputabile anche a fattori genetici, tra cui gli SNPs. Fino ad oggi, nel HNC, i
polimorfismi dei geni implicati in HR e NHEJ sono stati poco studiati in relazione all’efficacia del trattamento
farmacologico; pertanto, lo scopo del presente studio e stato quello di valutare I'impatto di SNPs localizzati
nei geni di riparazione di DSB sull’efficacia della terapia antitumorale e sulla prognosi del paziente affetto da
HNSCC non resecabile in terapia con un agente in grado di provocare danni al DNA.

Lo studio ha coinvolto 505 pazienti caucasici affetti da HNSCC, di eta media 59 anni, in cura presso I'ospedale
Maria Sklodowska di Gliwice (Polonia). In particolare, sono stati arruolati pazienti affetti da tumori in sede di
laringe, orofaringe e ipofaringe, che non sono stati sottoposti a chirurgia per HNC né a terapia pregressa per
altro tipo di tumore. Della coorte totale, 244 pazienti (il 48%) sono stati sottoposti a trattamento
radioterapico mentre i restanti hanno ricevuto trattamento radioterapico e chemioterapia a base di
cisplatino (da solo o in combinazione con docetaxel e 5-fluorouracile). Dei pazienti arruolati, 362 (il 72%)
presentavano HNC di stadio lll o IV e il 79% erano uomini; inoltre, il 78% aveva una storia precedente di fumo
di sigaretta.
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L’analisi dei 31 SNPs nei 20 geni di riparazione DSBs é stata effettuata su campioni di sangue periferico. Gli
endpoint clinici valutati sono stati la sopravvivenza globale (0S), la sopravvivenza libera da recidive
locoregionali (LRFS) e la sopravvivenza libera da metastasi (MFS).

Durante il periodo di follow-up (81,3 mesi mediamente), 251 pazienti sono deceduti (il 50%), 152 hanno
sviluppato recidive locoregionali (30%) e 60 hanno sviluppato metastasi (12%). 6 SNPs sono risultati essere
significativamente associati agli endpoint di sopravvivenza nell’analisi univariata: considerando l'intera
popolazione in esame. Nello specifico, i pazienti con almeno un allele C della variante XRCC5 rs1051677
hanno mostrato un periodo di MFS piu breve rispetto agli omozigoti TT (p = 0.048); soggetti omozigoti CC per
TP53 rs1042522 hanno mostrato LRFS ridotta rispetto ai soggetti GC e GG (p = 0.008). Nel gruppo di pazienti
trattati con radioterapia e chemioterapia, invece, il genotipo CC per LIG4 rs10131 é stato associato a OS e
LRFS sfavorevoli, rispettivamente con p = 0.020 e p =0.038. Inoltre, i soggetti CA e AA per PRKDC rs7003908
hanno mostrato una riduzione di LRFS rispetto agli omozigoti CC (p = 0.040), mentre soggetti omozigoti GG
per NBN rs2735383 e RAD51 rs12593359 hanno mostrato una minore MFS (rispettivamente p =0.005 e p =
0.033).

L’analisi multivariata aggiustata per parametri clinico-patologici ha mostrato un’associazione tra 14 SNPs in
10 geni e gli endpoint clinici considerati: TP53 rs1042522, PRKDC rs7003908, NBN rs2735383 e RAD51
rs12593359 hanno confermato la loro correlazione, e RAD51 rs12593359 é stato anche associato ad OS.
Considerando l'intera popolazione, i genotipi LIG4 rs1805388 GG, MRE11 rs2155209 TT, XRCC5 rs828907 T e
RAD51 rs1801321 GG sono risultati associati ad un aumentato rischio di morte, rispettivamente con p =
0.028, p=0.019, p=0.022, p =0.016. A differenza di quanto emerso nell’analisi univariata, soggetti portatori
del genotipo CC per TP53 rs1042522 sono risultati associati ad un aumentato rischio di sviluppare recidive
locoregionali, cosi come la presenza di almeno un allele A in ATM rs1801516 (p = 0.013 e p = 0.029).

Per quanto riguarda il rischio di sviluppare metastasi distanti dal primo tumore, soggetti omozigoti CC per
XRCC6 rs2267437 e NBN rs1805787 e soggetti con variante GA o AA in ATM rs189037 o variante CG o GG in
NBN rs1805794, hanno mostrato un rischio maggiore di sviluppare metastasi, rispettivamente con p = 0.023,
p = 0.036, p =0.049, p = 0.020). Considerando solamente il gruppo in trattamento combinato, un rischio
maggiore di morte si € osservato nei pazienti MRE11 rs2155209 TT, XRCC5 rs828907 GT + TT, RAD51
rs1801321 GG e rs12593359 GG (p = 0.024, p = 0.012, p = 0.018, p =0.041). Per quanto riguarda il LRFS,
solamente la variante PRKDC rs7003908 A & emersa associata ad un maggiore rischio di recidiva locoregionale
con p = 0.045, mentre i genotipi XRCC6 rs2267437 CC, RAD51 rs12593359 GG, NBN rs1805794 GG e
rs2735383 GG hanno mostrato un maggiore rischio di sviluppo di metastasi a seguito del trattamento
radioterapia + chemioterapia, rispettivamente con p = 0.022, p = 0.004, p = 0.017, p = 0.005. Considerando,
invece, solamente il gruppo di persone in trattamento con radioterapia, soggetti TT per CHEK1 rs558351
mostravano un rischio di morte 2,5 volte maggiore rispetto ai portatori di almeno un allele C (p = 2 *10-5) e
soggetti CC per TP53 rs1042522 mostravano un rischio circa 2 volte maggiore di sviluppare recidive
locoregionali (p = 0.047), ma dopo aggiustamento per test multipli, solamente il polimorfismo rs558351 del
gene CHEK1 é rimasto significativo.

Questo studio, il primo a focalizzare I'attenzione su polimorfismi in geni implicati nei meccanismi di
riparazione di DSBs e il loro impatto sulla sopravvivenza nel HNC, presenta diverse limitazioni tra cui il limitato
numero di pazienti arruolati, apprezzabile soprattutto nella distinzione nei due bracci di trattamento, e il
coinvolgimento di pazienti esclusivamente di etnia caucasica. Per questi motivi, sono necessari ulteriori studi
condotti su una popolazione pil ampia, possibilmente multietnica al fine di avvalorare i suddetti risultati, cosi
come saranno necessari ulteriori studi funzionali al fine di meglio comprendere i risultati ottenuti.

In conclusione, specifici SNPs in geni implicati nei meccanismi di riparazione di DSBs possono costituire
biomarcatori predittivi e prognostici in pazienti affetti da HNSCC in trattamento con agenti in grado di
provocare danni al DNA.
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Parole chiave: cisplatino, tumori della testa e del collo, DSBs
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AUTOIMMUNITA

ADATTAMENTO DELLA DOSE DI AZATIOPRINA IN BASE ALLE INFORMAZIONI FARMACOGENETICHE:
APPROFONDIMENTI SULL'IMPLEMENTAZIONE CLINICA

A cura della Dott.ssa Debora Curci

Le tiopurine, tra cui la 6-tioguanina, la 6-mercaptopurina (6-MP) e il suo pro-farmaco azatioprina, sono
analoghi purinici comunemente utilizzati come antimetaboliti immunosoppressivi, da soli o in combinazione
con altri farmaci, in genere corticosteroidi, nel trattamento della leucemia linfoblastica acuta, dei disturbi
autoimmuni (come il morbo di Crohn e I'artrite reumatoide) e nei pazienti sottoposti a trapianto d'organo.
L'azatioprina ha un indice terapeutico ristretto e la dose varia a seconda delle esigenze cliniche e della
tolleranza ematologica. Tuttavia, nella maggior parte dei casi, si raccomanda di iniziare con una dose di 0,5-
1,5 mg/kg/die e di aumentare le dosi di mantenimento fino a 2-2,5 mg/Kg/die. Inoltre, ogni volta che si
verifica un evento avverso (ADE), la dose deve essere ridotta o il trattamento interrotto. La tiopurina-S-
metiltransferasi (TPMT) & una transmetilasi citoplasmatica che catalizza la S-metilazione delle tiopurine. |
metaboliti attivi tioguaninici (TGN) ottenuti sono idrolizzati in forme inattive dalla Nudix idrolasi 15 (NUDT15).
L'azatioprina ottiene il suo effetto immunosoppressivo attraverso I'integrazione dei TGN nel DNA e nell'RNA,
con conseguente alterazione della struttura ribonucleica e apoptosi delle cellule target, i linfociti. Diversi
studi hanno dimostrato che esiste una relazione tra i livelli di TGN, dipendenti dall’attivita di TPMT, e I'effetto
terapeutico o tossico dell'azatioprina. Se l'attivita di TPMT e carente, verra trasformata una maggiore
guantita di substrato, con conseguente aumento dei livelli di TGN e della tossicita. Al contrario, un'elevata
attivita di TPMT é associata a livelli piu bassi di TGN e a una perdita dell'effetto del farmaco, nonché a un
aumento di metaboliti metilati inattivi, con conseguente danno epatico e inibizione della biosintesi delle
purine.

Nell'uomo, I'enzima TPMT é codificato dal gene TPMT, situato sul braccio corto del cromosoma 6 (regione
6p22.3). Il gene TPMT e altamente polimorfico, con piu di 30 polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs)
descritti, la maggior parte dei quali non sinonimi, ereditati in modo codominante, che influenzano I'attivita
dell'enzima, ma che mostrano frequenze variabili nella popolazione generale. Le varianti genetiche TPMT*2
(definita da rs1800462), *3A (definita da rs1800460 e rs1142345), *3B (definita da rs1800460), *3C (definita
da rs1142345), *6 (definita da rs75543815) e NUDT15 rs116855232 sono state associate, con il massimo
livello di evidenza (PharmGKB, livello di evidenza 1A), alla risposta all'azatioprina, Inoltre, le principali linee
guida (linee guida DPWG e CPIC) sul dosaggio farmacogenetico raccomandano di iniziare con dosi iniziali
ridotte di azatioprina nei pazienti metabolizzatori intermedi di TPMT (IM, definiti dai genotipi TPMT*1/* 2,
*1/*3Ce *1/*3A) e di considerare un trattamento alternativo nei pazienti metabolizzatori lenti di TPMT (PM).
Tuttavia, né le linee guida del DPWG né quelle del CPIC forniscono raccomandazioni diverse per i pazienti con
fenotipi TPMT IM/PM e NUDT15 IM/PM rispetto a quelli con fenotipi TPMT NM e NUDT15 IM/PM.

Questo studio si propone quindi di valutare I'impatto clinico dell'adattamento della dose di azatioprina in
base alla genotipizzazione di TPMT, studiando la tossicita e I'efficacia dell'azatioprina, I'inizio del trattamento
e gli aggiustamenti della dose durante il follow-up, confrontando pazienti TPMT IM/PM e metabolizzatori
normali (NM). E stata inoltre studiata I'associazione di NUDT15 rs116855232 con la risposta all'azatioprina
nei pazienti che ricevevano un trattamento personalizzato basato sul genotipo di TPMT.
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Con questo obiettivo sono stati arruolati presso I'ospedale Universitario Clinico San Cecilio (Granada,
Spagna), 877 pazienti adulti a cui & stata prescritta I'azatioprina. In totale, sono stati richiesti 149 test
farmacogenetici (PGx), ma solo 102 pazienti sono stati infine trattati con azatioprina. Il DNA é stato isolato
ed estratto utilizzando le procedure standard e la genotipizzazione per TPMT e NUDT15 é stata effettuata
mediante metodica TagMan®.

Tra i 149 pazienti testati per TPMT*2, *3A, *3B e *3C, 134 pazienti sono risultati TPMT*1/* 1 (wild-type), 2
pazienti ¥*1/*2, 4 pazienti *1/*3C e 9 pazienti *1/*3A. Nessun paziente era omozigote recessivo per le varianti
testate. Per quanto riguarda i 47 pazienti non trattati con azatioprina, 40 pazienti erano wild-type (TPMT
NM), nessuno TPMT*1/*2, 3 pazienti erano *1/*3C e 4 pazienti *1/*3 (7 IM). Per quanto riguarda invece i
102 pazienti sottoposti a test TPMT e infine trattati con azatioprina: 2 pazienti sono risultati TPMT*1/*2, 1
paziente *1/*3C e 5 pazienti *1/*3A. Sono risultati quindi in totale 94 pazienti NM, 8 pazienti IM e nessun
paziente PM.

Nello studio di associazione degli SNP TPMT con |'endpoint di tossicita, non sono state riscontrate differenze
significative nella distribuzione degli ADE in relazione alle varianti TPMT utilizzate per I'adattamento delle
dosi di azatioprina. Anche tra gli 8 pazienti TPMT IM e la dose aggiustata in base ai risultati del PGx, solo 1
paziente (12,5%) ha avuto un ADE durante il follow-up. Si evince che il possesso di almeno un allele mutato
TPMT (TPMT*2, *3°, *3B o0 *3C) e la ricezione di dosi iniziali ridotte di azatioprina sono correlati (ma non in
maniera statisticamente significativa) a un minor numero di ADE durante un follow-up di 3 mesi (OR=0,21;
95% Cl=0,02 - 1,78; p = 0,09) e a nessun aggiustamento della dose di azatioprina dall'inizio del trattamento
(p =0,042), senza differenze nell'efficacia (OR=0,48; 95% Cl= 0,09 - 2,65; p = 0,42) rispetto al genotipo TPMT
wild-type.

Tra i 149 pazienti analizzati, € emerso che TPMT*3B (definito da rs1800460) e *3C (definito da rs1142345)
sono in linkage disequilibrium tra loro (p < 0,001). Se un paziente & portatore della variante TPMT*3B (definita
da rs1800460), anche la variante TPMT*3C (definita da rs1142345) e ereditata, ma un paziente puod essere
portatore della sola variante TPMT*3C (definita da rs1142345).

| risultati hanno mostrato che la presenza di almeno una variante TPMT e associata al mancato adeguamento
delle dosi di azatioprina dall'inizio del trattamento (p = 0,042) rispetto alla mancata presenza di varianti
TPMT. Cio significa che la genotipizzazione di TPMT condiziona la scelta del farmaco e I'aggiustamento della
dose, e l'aggiustamento della dose non & dannoso per i pazienti con IM, anzi, & vantaggioso, in quanto
raggiungono l'efficacia con minori ADE. Oltre a cio, sono state riscontrate alcune incongruenze relative al
processo di assegnazione del genotipo TPMT. Dal momento che le varianti TPMT rs1800460 e rs1142345, che
caratterizzano rispettivamente *3B e *3C, entrambe presenti sullo stesso allele, costituiscono I'allele
TPMT*3A (rs1800460 + rs1142345); i pazienti portatori di TPMT rs1800460 e rs1142345 non possono essere
assegnati ai genotipi TPMT*1/*3A o TPMT*3B/*3C. Questo & particolarmente importante perché il
TPMT*1/*3 Assi traduce nel fenotipo TPMT IM e in una riduzione del 50% della dose, mentre il TPMT*3B/*3C
nel TPMT PM e in una dose giornaliera ridotta di 10 volte o in un trattamento alternativo. D'altra parte, non
e stato possibile valutare lI'impatto di NUDT15, che non spiega i restanti eventi di tossicita, poiché tra i pazienti
trattati € stato trovato un solo paziente portatore di questa variante e non & stata trovata alcuna associazione
con l'endpoint di tossicita. Questo potrebbe essere spiegato sulla base di due diverse ipotesi. In primo luogo,
I'azatioprina viene sovradosata, I'adattamento della dose basato sulla TPMT e inutile e la somministrazione
di dosi ridotte dovrebbe essere raccomandata indipendentemente dal genotipo. In secondo luogo, molte
altre varianti genetiche non testate nella pratica clinica potrebbero influenzare la risposta all'azatioprina.

In conclusione, i risultati di questo studio mostrano che la riduzione della dose di azatioprina nei pazienti
TPMT IM (genotipi TPMT*1/*2, *1/*3A o0 *1/*3C) & correlata a minori eventi di tossicita rispetto ai pazienti
TPMT NM (genotipo TPMT *1/*1) e a minori aggiustamenti della dose di azatioprina durante il follow-up
senza mostrare differenze nell'efficacia. | risultati supportano l'ipotesi dell'esistenza di altre varianti
genetiche che influenzano la tossicita dell'azatioprina e dimostrano I'importanza delle analisi
farmacogenetiche nella pratica clinica.
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INFLUENZA DEL GENOTIPO HLADQA1*05 IN ADULTI AFFETTI DA MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE
INTESTINALI IN TRATTAMENTO CON FARMACI ANTI-TNF E IN REGIME DI MONITORAGGIO TERAPEUTICO
PROATTIVO: UNO STUDIO RETROSPETTIVO DI COORTE

A cura della Dott.ssa Antonella Muzzo

L'impiego degli antagonisti del fattore di necrosi tumorale (TNF) costituisce una pietra miliare nel
trattamento delle malattie infiammatorie croniche intestinali, sebbene la perdita di risposta primaria o
secondaria rimanga un problema importante. In particolare, I'immunogenicita risulta essere una delle cause
principali della perdita di risposta: si stima che fino al 65,3% e 38% dei pazienti trattati con infliximab e
adalimumab, rispettivamente, possano sviluppare anticorpi anti-farmaco. Per limitare questo rischio sono
state adottate diverse strategie. Il co-trattamento con immunomodulatori si € rivelato efficace nel ridurre
I'immunogenicita e incrementare i tassi di remissione. E stato inoltre proposto I'impiego del monitoraggio
terapeutico utilizzando una strategia proattiva (PTDM, dall’'inglese proactive therapeutic drug monitoring), in
cui i livelli di farmaco vengono misurati indipendentemente dai sintomi e dai biomarcatori di infiammazione.
Negli anni tale approccio sta prendendo sempre pil piede poiché diversi studi osservazionali sembrerebbero
suggerire che I'impiego del PTDM sia in grado di diminuire i tassi di ricaduta e di interruzione del farmaco e
incrementare la guarigione della mucosa intestinale. Recentemente, € stato osservato che i pazienti portatori
della variante dell'antigene leucocitario umano (HLA) di classe Il (HLADQA1*05, rs2097432) presentano un
aumentato rischio di sviluppare anticorpi anti-farmaco e una ridotta persistenza degli antagonisti del TNF.
Alla luce di tali considerazioni, lo scopo di questo studio € stato quello di valutare I'influenza della variante
HLADQA1*05 in una coorte di pazienti in trattamento con antagonisti del TNF e in regime di PTDM.

A tal fine & stato eseguito uno studio retrospettivo monocentrico che ha previsto I'arruolamento di 112
pazienti di eta uguale o maggiore ai 14 anni affetti da rettocolite ulcerosa o malattia di Crohn e in trattamento
con farmaci anti-TNF (infliximab o adalimumab) fra gennaio 2017 e marzo 2020. Sono stati inclusi nello studio
anche i pazienti riceventi i seguenti farmaci concomitanti: immunosoppressori (tiopurine o metotressato) e
mesalazina per via orale nella rettocolite ulcerosa. | criteri di esclusione prevedevano: mancanza di PTDM,
inizio della terapia con antagonisti del TNF in altri centri o per indicazioni terapeutiche diverse dalle malattie
inflammatorie croniche intestinali o in seguito a prescrizione da parte di un medico non gastroenterologo,
mancanza di valutazione dello stato di HLA. Lo screening della variante HLADQA1*05 e stato effettuato
durante una delle visite di controllo fra settembre 2020 e agosto 2021, mediante la metodica PCR-SSO
(dall'inglese polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide probe). | pazienti sono stati cosi
suddivisi in due gruppi: non portatori di HLADQA1*05 e portatori di HLADQA1*05 (1 o 2 alleli). | pazienti sono
stati sottoposti a visite di controllo alla settimana 0, dalla 6 alla 8, e dalla 12 alla 16 in seguito all'induzione,
mentre le successive visite sono state programmate ogni 4-6 mesi. In caso di sospetti di ricaduta o perdita
primaria di risposta, gli intervalli sono stati accorciati. Ad ogni visita sono stati controllati i valori
dell’emocromo completo, della proteina C reattiva e di calprotectina. L’endpoint primario era costituito dalla
persistenza del trattamento alla fine del follow-up, definito come continuazione dell’assunzione
dell’antagonista del TNF. Gli esiti secondari, misurati alle settimane 14 e 54 sono stati: persistenza del
trattamento con remissione clinica (definita come un indice di Harvey-Bradshaw <5 nella malattia di Crohn o
con un punteggio parziale Mayo Clinic inferiore o uguale a 2 e nessun subscore superiore a 1 nella rettocolite
ulcerosa), remissione clinica senza impiego di steroidi, e persistenza del trattamento con remissione clinica
e biochimica (definita con valori di calprotectina fecale <250 mg/kg). Il PTDM & stato definito come la
misurazione periodica dei livelli di farmaco (2 o piu determinazioni durante il primo anno di trattamento e 1
o piu alanno nel periodo successivo), indipendentemente dalle condizioni cliniche, seguita
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dall’ottimizzazione della dose. Durante la fase di induzione, sono state impiegate le seguenti concentrazioni
target: 25-30 mcg/mL (settimana 2) e 20 mcg/mL (settimana 6) per l'infliximab e >10 mcg/mL (settimana 2 e
4) per adalimumab. | controlli sono stati eseguiti sistematicamente alla settimana 6 (infliximab) e alla
settimana 4 (adalimumab). L’analisi & stata ripetuta anche in seguito a ogni modifica del dosaggio. La
tempistica dei controlli rimanenti variava a seconda del numero delle precedenti modifiche del dosaggio,
delle precedenti concentrazioni raggiunte, dell'estensione e gravita della malattia e dei marcatori
inflammatori. Durante il mantenimento, gli obiettivi erano 5-10 mcg/mL per infliximab e 8-12 mcg/mL per
adalimumab. Gli anticorpi anti-farmaco sono stati misurati solo nei pazienti con concentrazioni di antagonista
del TNF non rilevabili. | dati demografici e quelli relativi alla diagnosi e alle valutazioni analitiche e cliniche
durante il follow-up sono stati ottenuti in maniera retrospettiva.

| 112 pazienti arruolati sono stati caratterizzati da un follow-up con una mediana pari a 517,5 giorni (248-
932) e fra di essi 52 (46.4%) erano portatori della variante HLADQA1*05. Trentuno pazienti (27,7%) erano in
trattamento con steroidi quando ¢ iniziato il trattamento con gli antagonisti del TNF. La maggior parte dei
pazienti (100 su 112) ha iniziato la terapia con anti-TNF in seguito alla conferma endoscopica e/o radiologica
dell’attivita di malattia, e il 38% di loro era in remissione clinica alla prima somministrazione. La terapia con
tiopurine e metotressato é risultata meno frequente tra i portatori di HLADQA1*05 (23,1%) rispetto ai non
portatori (46,7%; P = 0,01), sebbene i portatori di HLADQA1*05 mostrassero una percentuale maggiore di
precedenti terapie con immunomodulatori prima di iniziare gli antagonisti del TNF (25% vs 11,7%; P = 0,07).
Durante il primo anno di trattamento, entrambi i gruppi sono stati sottoposti a un numero molto simile di
controlli delle concentrazioni minime (3 [2-3,5] nei non portatori e 3 [2-4] nei portatori). Anche il numero
mediano complessivo di controlli annuali durante il follow-up era equivalente: 3,3 (2,1-4,8) vs 3,3 (2,2-4,3),
rispettivamente. Complessivamente, sono stati eseguiti 497 controlli: 247 nei non portatori di HLADQA1*05
e 250 nei portatori. La percentuale di controlli che hanno portato a modifiche della dose € risultata simile nei
due gruppi (31,6% vs 28,4%; P = 0,44). Le modifiche della dose sono state effettuate frequentemente in
pazienti in remissione clinica (52,6% nei non portatori di HLADQA1*05 e 63,4% nei portatori; P = 0,18). Le
concentrazioni minime alla settimana +6 nei pazienti trattati con infliximab erano 17 (7-20) mcg/mL nei non
portatori di HLADQA1*05 e 17,5 (13-26) mcg/mL nei portatori della variante (P = 0,27), mentre le
concentrazioni di adalimumab alla settimana +4 erano anch’esse comparabili (13 [10-18] mcg/mL e 12 [10-
14] mcg/mL; P = 0,43). Non ci sono state differenze significative nella percentuale di pazienti con
un’intensificazione maggiore alla fine del follow-up: 45 su 60 (75%) tra i non portatori e 36 su 52 (69,2%) tra
i portatori di HLADQA1*05 (P = 0,67). L'ultima concentrazione minima disponibile determinata durante il
follow-up é risultata essere leggermente piu bassa tra i portatori di HLADQA1*05, sia nei soggetti trattati con
adalimumab (10,5 [8-15] vs 15 [11-18,5]; P = 0,14) che con infliximab (8,5 [6-22,5] vs 12,5 [7-18,5]; P = 0,04).
La percentuale di pazienti che hanno raggiunto la remissione clinica alla settimana 14 & stata del 73,9% tra i
non portatori e del 77,9% tra i portatori di HLADQA1*05 (P = 0,69). Anche la remissione clinica senza
assunzione di steroidi e la remissione clinica/biochimica sono risultate simili fra i due gruppi. La valutazione
effettuata alla settimana 54 non ha mostrato differenze tra i due gruppi di pazienti per quanto riguarda la
remissione clinica (68,4% vs 73,2%; P = 0,64), la remissione clinica senza assunzione di steroidi (68,4% vs
73,2%; P = 0,64) e la remissione clinica/biochimica (65,8% vs 61%; P = 0,66). Complessivamente, sono stati
osservati eventi avversiin 3 (5%) pazienti non portatori di HLADQA1*05 e in 8 (15,4%) portatori della variante
(P=0,11).

Tra i 60 pazienti non portatori di HLADQA1*05, 23 (38,3%) hanno interrotto il trattamento per i seguenti
motivi: 10 (16,7%) a causa della perdita di risposta; 5 (8,3%) per fallimento primario del trattamento; 3 (5%)
per eventi avversi; 3 (5%) hanno deciso di interrompere il trattamento contro il parere del medico; 1 (1,7%)
in trattamento combinato ha interrotto I'anti-TNF mantenendo la tiopurina; 1 (1,7%) a causa di un difficile
accesso venoso. Il trattamento & stato sospeso in 8 (15,4%) pazienti portatori di HLADQA1*05: 5 (9,6%) a
causa della perdita di risposta e 3 (5,8%) per eventi avversi. Inoltre, i portatori di HLADQA1*05 presentavano
una maggiore persistenza dei farmaci rispetto ai non portatori (P = 0,003). La persistenza a 12 mesi & stata
del 93,6% tra i portatori di HLA-DQA1*05 e del 79,8% tra i non portatori.
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L'analisi di regressione univariata ha identificato come potenziali fattori di rischio di persistenza del
trattamento: il trattamento steroideo all'inizio dell’assunzione dell’anti-TNF, il tipo di antagonista del TNF,
valori basali di calprotectina >250 mg/ kg, lo stato HLADQA1*05 e I'eta alla diagnosi. L'analisi di regressione
multivariata di Cox ha identificato come fattori di rischio I'assunzione degli steroidi (HR, 4,01; 95% Cl, 1,66-
9,68) e come fattore protettivo nei confronti della cessazione del trattamento la presenza della variante
HLADQA1*05 (HR, 0,31; 95% Cl, 0,12- 0,81).

Questo ¢ il primo studio che ha valutato I'effetto del PTDM della terapia anti-TNF sull'immunogenicita
associata a HLADQA1*05 negli adulti in uno scenario di vita reale con un follow-up esteso. Vi sono pero delle
limitazioni: il fatto che si tratti di uno studio retrospettivo, monocentrico e con un campione di dimensioni
ridotte, la mancanza di un follow-up clinico standardizzato per la valutazione degli esiti radiologici o
endoscopici, la mancanza del dosaggio degli anticorpi anti-farmaco.

In conclusione, nei pazienti adulti sottoposti a PTDM la presenza della variante HLADQA1*05 non risulta
essere associata a un incrementato rischio di interruzione del trattamento con farmaci anti-TNF né a un
peggioramento degli esiti clinici. Questi risultati sembrano supportare I'impiego del PTDM come strumento
per superare la ridotta sopravvivenza al trattamento attesa nei portatori di HLADQA1*05, sebbene questi
dati debbano ancora essere confermati in studi prospettici e specificamente progettati.

Parole chiave: farmaci anti-TNF, malattie infiammatorie croniche intestinali, HLADQA1*05
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DISCLAMER - Leggere attentamente

SIF, Societa Italiana di Farmacologia, si propone di pubblicare sul proprio sito internet www.sifweb.org
informazioni precise ed aggiornate, ma non si assume alcuna responsabilita né garantisce la completezza ed
esaustivita delle informazioni messe a disposizione. In particolare, SIF precisa che le risposte fornite ai quesiti
medico / tossicologici sono fornite sulla base della raccolta di fonti bibliografiche esistenti (rispetto alle quali
non si garantisce la esaustivita). Pertanto, dalle risposte ai quesiti non devono essere tratte conclusioni se
non un mero richiamo alle fonti presenti in letteratura. La SIF, inoltre, avvisa gli utenti che le informazioni
contenute nel proprio sito e le risposte ai quesiti hanno finalita meramente divulgative, informative ed
educative e non possono in alcun modo sostituire la necessita di consultare il Ministero della Salute, I'Istituto
Superiore di Sanita e piu in generale le Istituzioni nazionali ed internazionali attive in materia. IL SITO
INTERNET DI SIF E LE RISPOSTE Al QUESITI NON DEVONO IN ALCUN MODO ESSERE CONSIDERATI PARERI
MEDICI. SIF, quindi, declina ogni responsabilita circa I'utilizzo del proprio sito, delle informazioni in esso
contenute e delle risposte ai quesiti ed avverte |'utente che ogni e qualsiasi contenuto ed informazione del
sito (comprese le risposte ai quesiti) sara utilizzata sotto diretta e totale responsabilita dell’'utente stesso. Né
SIF, né alcuna altra parte implicata nella creazione, realizzazione e pubblicazione del sito internet di SIF e
nella redazione delle risposte ai quesiti possono essere ritenute responsabili in alcun modo, né per alcun
danno diretto, incidentale, conseguente o indiretto che deriva dall’accesso, uso o mancato uso di questo sito
o di ogni altro ad esso collegato, o di qualunque errore od omissione nel loro contenuto. Le informazioni
fornite nelle newsletters, le eventuali nozioni su procedure mediche, posologie, descrizioni di farmaci o
prodotti d’uso sono da intendersi come di natura generale ed a scopo puramente divulgativo ed illustrativo.
Non possono, pertanto, sostituire in nessun modo il consiglio del medico o di altri operatori sanitari. Nulla su
http://www.sifweb.org, sulle relative newsletters, e-mails, o qualsiasi dei progetti della SIF, pud essere
interpretato come un tentativo di offrire o rendere un’opinione medica o in altro modo coinvolta nella pratica
della Medicina. La Societa Italiana di Farmacologia, i suoi Soci od altre parti ed essa connesse non possono,
quindi, essere ritenuti responsabili circa risultati o conseguenze di qualunque utilizzo o tentato utilizzo di una
qualsiasi delle informazioni riportate. Non sono ammesse la divulgazione e la diffusione di “SIF—
Farmacogenetica” senza precedente autorizzazione scritta della Societa Italiana di Farmacologia.

RICEZIONE NEWSLETTER

La Societa dichiara che i dati personali comunicati dall'utente sono trattati in conformita alle disposizioni del
D. Lgs. 196/2003 ed alla normativa comunitaria secondo quanto indicato specificamente nell'informativa
privacy reperibile sul sito internet della Societa all'indirizzo https://sif2022-
production.s3.amazonaws.com/uploads/attachment/file it/2231/Informativa_Privacy SIF Generica.pdf
che l'utente, con la sottoscrizione del presente Contratto, dichiara di aver compiutamente visionato,
compreso e accettato. Qualora non intendeste ricevere ulteriori comunicazioni vi preghiamo di inviare una
risposta all'indirizzo sif.farmacologia@segr.it con oggetto: CANCELLA.
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