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GASTROENTEROLOGIA

NUOVI BIOMARCATORI GENETICI CHE PREVEDONO EVENTI AVVERSI INDOTTI DA 5-AMINOSALICILATI IN
PAZIENTI CON MALATTIE INFIAMMATORIE INTESTINALI

A cura della dott.ssa Alessia Norbedo

Le malattie inflammatorie intestinali (MICI), tra cui la colite ulcerosa (UC), la malattia di Crohn (CD) e la
malattia intestinale di Behget (BD), sono disturbi inflammatori cronici del tratto gastrointestinale. | 5-
aminosalicilati (5-ASA) sono farmaci relativamente sicuri e ben tollerati durante I'uso a lungo termine ed
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efficaci per l'induzione e il mantenimento della remissione clinica. Tra questi, la mesalazina & in grado di
ridurre la sintesi di prostaglandine e leucotrieni, inibendo cosi le risposte inflammatorie associate alle vie
della cicloossigenasi e della lipoossigenasi. | 5-ASA sono in grado di esercitare effetti antiinfiammatori
specificamente a livello della mucosa dell'intestino, il motivo per cui questa classe di farmaci rappresenta
ancora oggi la terapia standard per le MICI. Gli eventi avversi piu comuni dei 5-ASA sono lievi, come diarrea,
dolore addominale, nausea, mal di testa, mialgia e lesioni cutanee e si verificano nel 5-10% dei pazienti
trattati con MICI dopo 1-3 settimane dall’inizio del trattamento. Raramente possono verificarsi eventi avversi
gravi e potenzialmente letali, come febbre, tossicita epatica, pancreatite, polmonite interstiziale, miocardite,
pericardite, anemia emolitica e pancreatite. L’obiettivo di questo studio e stato quello di identificare nuove
varianti genetiche in grado di predire gli eventi avversi gravi indotti da 5-ASA in pazienti della Corea del Sud
affetti da MICI, utilizzando un approccio di tipo genome-wide (GWAS).

Durante le visite ambulatoriali di controllo presso I'IBD Center, Severance Hospital, della citta di Seoul, tra il
2012 e il 2022, sono stati raccolti campioni di sangue da pazienti con diagnosi di MICI. L'analisi GWAS e stata
eseguita sui 286 campioni seguendo le linee guida. | pazienti avevano un’eta media di 28,5 anni e il 66,5%
era di sesso maschile. Il 39,2% avevano una diagnosi di CU, il 60,5% erano affetti da CD e solo un caso
presentava BD. || DNA genomico € stato estratto da campioni di sangue intero utilizzando il kit DNA Blood
Maxi di Qiagen (Santa Clarita, CA, USA). Gli eventi avversi indotti 5-ASA sono stati suddivisi in lievi (diarrea,
dolore addominale, nausea, mal di testa, mialgia, lesioni cutanee) e gravi (febbre, tossicita epatica,
pancreatite, polmonite interstiziale e pancreatite). L’associazione tra gli SNP e la suscettibilita agli eventi
avversi e stata valutata mediante regressione logistica, e la significativita statistica € stata postaap <1xe"
3. La possibile funzione degli SNP identificati & stata determinata mediante analisi di annotazione funzionale
attraverso I'utilizzo del database 3DSNP (database linking non-coding SNP).

Dai dati raccolti & emerso che i pazienti con malattia di Crohn avevano una probabilita significativamente
inferiore di sviluppare eventi avversi da 5-ASA, rispetto ai pazienti con colite ulcerosa [5,3% vs 22,9%, odds
ratio (OR), 0,186; p < 0,001]. Il sesso e |'eta alla diagnosi non erano associati ad eventi avversi da 5-ASA.

Sono emersi tre SNP associati negativamente agli eventi avversi indotti da 5-ASA e solo otto SNP erano
associati positivamente agli eventi avversi del 5-ASA. Degli otto SNP, quattro erano localizzati in prossimita
di geni con ruolo noto. Tra questi € emerso rs12681590, associato ad effetti avversi gravi rispetto a quelli lievi
(p=1,98 x e ), e agli eventi gravi rispetto ai controlli che non presentavano effetti avversi da 5-ASA (p = 1,31
x e ~). Si tratta di una variante intronica del gene ASAP1, che codifica un regolatore della migrazione delle
cellule dendritiche. Inoltre, ASAP1 & una delle proteine hub nelle MICI e nel cancro del colon-retto, ed &
I'unico gene attivamente coinvolto in altre malattie come la tubercolosi, le neoplasie polmonari e della
vescica.

rs10967320 & risultato associato al rischio di effetti gravi rispetto a quelli lievi (p = 4,72 x e =), e al rischio di
effetti lievi (p = 1,40 x e ) o gravi (p = 8,87 x e ™) rispetto ai controlli che non presentavano alcun effetto
collaterale. Si tratta di una variante intronica del recettore delle lipoproteine a densita molto bassa (VLDLR)
localizzato sul cromosoma 9. Studi precedenti hanno suggerito un possibile ruolo di questo gene
nell’ipersensibilita. Inoltre, uno studio ha dimostrato il ruolo antinfiammatorio del gene VLDLR nel modello
di colite murina indotta da destrano e solfato di sodio, suggerendo un suo possibile coinvolgimento anche
nei pazienti con MICI.

rs78726924 é risultato associato allo sviluppo di effetti gravi rispetto a quelli lievi (p = 4,72 x e ™), e al rischio
di effetti lievi (p = 1,38 x e ) o gravi (p =1,21 x e ) rispetto ai controlli che non presentavano alcun effetto
collaterale. Questo SNP & una variante intronica del gene BNC2 che codifica per la proteina Basonuclin 2.
Questo gene e stato identificato in uno studio GWAS precedente come fattore associato all'eruzione cutanea
indotta dalla lamotrigina in pazienti coreani con epilessia. Inoltre, utilizzando un modello di previsione
machine learning, BNC2 é risultato in uno studio precedente uno dei 32 potenziali geni in grado di predire
I'insorgenza di MICI in soggetti sani.
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Infine, lo SNP rs13898676 e risultato associato allo sviluppo di effetti gravi rispetto a quelli lievi (p =3,57 x e
~6), e allo sviluppo di effetti avversi lievi (p = 8,88 x e ) o gravi (p = 9,84 x e ) rispetto ai controlli che non
presentavano alcun effetto collaterale. Questo SNP & localizzato sul cromosoma 12 del gene WSB2 che
codifica per una delle proteine contenenti SOCS (suppressors of cytokine signaling). || gene WSB2 é stato
mostrato avere un ruolo nella diminuzione della cascata del segnalazione delle citochine, come la via JAK
(Janus chinasi)-STAT (trasduttore del segnale e attivatore della proteina di trascrizione). Inoltre, WSB2 € un
noto regolatore negativo del recettore dell'interleuchina-2 che sembra avere un ruolo nella suscettibilita alla
dermatite atopica. Inoltre, WSB2 & uno dei geni sottoregolati da Saccharomyces boulardii nella colite indotta
dall'acido 2,4,6-trinitrobenzenesolfonico.

Utilizzando un approccio di tipo genome-wide, gli Autori di questo studio hanno identificato possibili
predittori genetici degli effetti avversi indotti da 5-ASA in pazienti con MICI. Seppure questo studio abbia
condotto le analisi su un gruppo ristretto di pazienti esclusivamente provenienti dalla Corea del Sud, agli
autori va riconosciuto il merito di aver considerato i possibili predittori genetici di effetti avversi gravi del 5-
ASA, inclusi quelli letali molto rari. Studi futuri dovrebbero essere condotti su ampie casistiche non solo per
confermare i risultati ottenuti in questo studio, ma anche per investigare il significato biologico dei
polimorfismi genetici identificati nel contesto delle malattie infiammatorie intestinali.

In conclusione, questo studio ha identificato nuovi predittori genetici (ASAP1 rs12681590, VLDLR
rs10967320, BNC2 rs78726924 e WSB2 rs13898676) degli eventi avversi indotti da 5-ASA, in pazienti asiatici
affetti da malattie inflammatorie croniche.

Parole chiave: eventi avversi, 5-aminosalicilati, biomarcatori, farmacogenetica, malattie infiammatorie intestinali
croniche, polimorfismi a singolo nucleotide
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NEFROLOGIA

LA FARMACOGENETICA DEL TACROLIMUS NEI PAZIENTI SOTTOPOSTI A TRAPIANTO RENALE:
ASSOCIAZIONE CON TREMORI, DIABETE DI NUOVA INSORGENZA ED ALTRI EVENTI CLINICI

A cura del Dott. Paolo Dalla Zuanna

Il tacrolimus & un potente farmaco immunosoppressore, considerato il pilastro terapeutico dei trattamenti
immunosoppressivi. In particolare, il tacrolimus e utilizzato principalmente nella terapia immunosoppressiva
di prevenzione del rigetto post-trapianto d’organo, tra cui la terapia di prevenzione del rigetto post-trapianto
di rene. L'azione immunosoppressiva del tacrolimus si compie tramite I'inibizione dell’attivazione dei linfociti
T, grazie a diverse pathways farmacodinamiche, tra le quali la pit importante per notorieta e I'inibizione della
proteina calcineurina, un enzima chiave nell’attivazione dei linfociti T. Il tacrolimus viene inattivato
principalmente dall’enzima CYP3A5 (codificato dal gene CYP3A5) e, con minore efficienza catalitica,
dall’enzima CYP3A4 (codificato dal gene CYP3A4). Un altro enzima importante nel metabolismo del
tacrolimus é la CYP450 ossidoreduttasi (codificata dal gene POR). Nella farmacocinetica del tacrolimus svolge
un ruolo predominante anche il trasportatore di efflusso P-glicoproteina (codificata dal gene ABCB1), capace
di estrudere il farmaco dal citoplasma delle cellule nelle quali & penetrato. L'utilizzo del tacrolimus e
ostacolato dal suo ridotto indice terapeutico e dall’elevata variabilita farmacocinetica intra ed inter-
individuale. Sebbene la dose di tacrolimus nel trapianto di rene venga aggiustata sulla base del monitoraggio
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terapeutico del farmaco, questo & possibile solamente al raggiungimento dello stato stazionario, una
settimana dopo il trapianto; sfortunatamente, & dimostrato che i primi giorni dopo il trapianto renale
rappresentano un periodo critico, durante il quale un’esposizione insufficiente agli agenti immunosoppressivi
predispone ad episodi di rigetto mentre la sovraesposizione aumenta l'insorgenza di effetti collaterali.
Numerosi studi hanno trovato associazioni significative tra la risposta ai farmaci immunosoppressori ed il
profilo genetico dei pazienti, suggerendo il possibile utilizzo delle analisi di farmacogenetica nella
personalizzazione della terapia immunosoppressiva. In particolare, per il tacrolimus, il Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) raccomanda lo screening della variante CYP3A5%*3,
associata a minore metabolismo del farmaco, con conseguente diminuzione della sua clearance.

Sulla base di queste premesse, lo scopo di questo studio e indagare I'influenza di 7 polimorfismi gia associati
precedentemente alla risposta al tacrolimus, CYP3A5*3, CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1-C3435T
(rs1045642), ABCB1-G2677T (rs2032582), ABCB1-C1236T (rs1128503) e POR*28, sulla concentrazione pre-
dose del tacrolimus, sulla frequenza di effetti collaterali e sul rischio di rigetto durante il primo periodo post
trapianto di rene. In particolare, oltre al rischio di rigetto acuto e cronico, gli effetti avversi valutati sono stati
nefrotossicita, tremori, diabete di nuova insorgenza post trapianto, irsutismo, leucopenia, anemia, diarrea e
infezioni urinarie.

| criteri per I'inclusione nello studio hanno previsto I'arruolamento di pazienti sia adulti che bambini, riceventi
trapianto di rene da donatore vivo oppure da donatore deceduto ed in terapia con tacrolimus durante il
primo anno post-trapianto. In particolare, nello studio osservazionale retrospettivo, con follow-up per
paziente della durata di un anno, sono stati arruolati 223 pazienti tunisini (190 adulti e 33 bambini; 146
maschi e 77 femmine) di eta media (+ SD) 32,97 + 13,22 anni. | pazienti hanno ricevuto tacrolimus alla dose
iniziale di 0,15 mg/kg/die per gli adulti e 0,2 mg/kg/die per i bambini, in due dosi equivalenti (massimo 16
mg/die sia per gli adulti che per i bambini); la dose & stata poi aggiustata sulla base della concentrazione pre-
dose, al fine di rimanere all'interno dell’intervallo 10-15 pg/mL, 8-12 pg/mL e 5-10 pg/mL rispettivamente
per i periodi dal trapianto a 3 mesi post trapianto, da 3 a 12 mesi post trapianto e dopo 12 mesi. | farmaci
concomitanti erano micofenolato di mofetile, metilprednisolone e, per la terapia di induzione
dell'immunosoppressione, basiliximab o immunoglobuline antitimocita. Le concentrazioni pre-dose di
tacrolimus (due per ogni paziente, dopo 3 e 6 mesi dal trapianto) sono state misurate mediante un
immunodosaggio con tecnica di elettrochemiluminescenza (ECLIA). Le genotipizzazioni sono state effettuate
utilizzando il sistema PROFLEX PCR Applied BiosystemsTM seguito da saggio Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP).

Le associazioni statisticamente significative riscontrate dalle analisi sono riportate di seguito. Per quanto
riguarda I'esposizione al tacrolimus, valutato come livello pre-dose/dose (Co/D), i pazienti portatori di almeno
un allele per CYP3A5*1 e CYP3A4*1B avevano un Co/D minore (rispettivamente: (1,41 £ 0,63 versus 0,99 +
0,47, p =0,01) e (1,46 + 0,66 versus 1,28 £ 0,63, p = 0,04)). Per quanto riguarda il rischio di rigetto acuto, i
pazienti CYP3A5*1/*1 e *1/*3 mostravano un rischio di rigetto acuto maggiore rispetto ai pazienti
CYP3A5*3/*3 (OR = 2,2, 95% CI: 2,63-10, p = 0,03); la stessa associazione si evidenzia per i pazienti
CYP3A4*1B/*1B e *1/*1B rispetto ai pazienti CYP3A4*1/*1 (OR = 3,6, 95% Cl: 1,71-7,95, p = 0,001).
Considerando il rischio di rigetto cronico, i pazienti CYP3A5*1/*1 e *1/*3 mostravano un rischio di rigetto
cronico maggiore rispetto ai pazienti CYP3A5*3/*3 (OR = 2,5, 95% Cl: 1,51-4,34, p =< 0,001). Infine, per
guanto riguarda la frequenza di effetti collaterali, i risultati mostrano che i pazienti portatori di almeno un
allele per CYP3A5*1 avevano una minore insorgenza di nefrotossicita (OR = 0,70, 95% Cl: 0,51-0,98, p =0,03),
tremori (OR = 0,57, 95%: 0,36-0,90, p = 0,01) e diabete di nuova insorgenza post trapianto (OR = 0,44, 95%
Cl: 0,25-0,74, p = 0,002) mentre i pazienti portatori di almeno un allele per CYP3A4*1B avevano una minore
insorgenza di diabete di nuova insorgenza post trapianto (OR = 0,60, 95% Cl: 0,38-0,94, p = 0,026).

Il polimorfismo CYP3A5*3 comporta la formazione di un enzima CYP3A5 ad attivita ridotta, portando ad una
minore metabolizzazione dei substrati di questo enzima, tra cui il tacrolimus; questo potrebbe portare ad
una maggiore esposizione al tacrolimus, un minore rischio di rigetto ed una maggiore probabilita di effetti
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avversi. In accordo con questa premessa, i risultati di questo studio mostrano che i pazienti con genotipo
CYP3A5*3/*3 hanno una maggiore esposizione (Co/D) al tacrolimus. Numerosi studi confermano questa
associazione, riportando che i pazienti CYP3A5*3/*3 richiedono una dose inferiore all’incirca del 50% per
raggiungere il target terapeutico rispetto ai pazienti portatori di almeno un allele per CYP3A5*1. Inoltre, i
pazienti con genotipo CYP3A5*3/*%3 hanno mostrato un numero significativamente minore di episodi di
rigetto rispetto ai pazienti portatori di almeno un allele per CYP3A5%*1, oltre ad un numero significativamente
maggiore di effetti avversi; in particolare nefrotossicita, tremori e, per la prima volta in letteratura, diabete
di nuova insorgenza post trapianto. Anche questi ultimi risultati sono, generalmente, in accordo con quanto
riportato precedentemente in letteratura, confermando che la genotipizzazione del gene CYP3A5 potrebbe
essere utile per la personalizzazione della terapia con tacrolimus. Il polimorfismo CYP3A4*1B determina la
formazione di un enzima CYP3A4 ad attivita aumentata, portando ad una maggiore metabolizzazione del
tacrolimus ed una possibile minore esposizione dei pazienti, un maggiore rischio di rigetto ed una minore
probabilita di effetti avversi. In linea con i risultati di letteratura, queste ipotesi sono state tutte confermate
ed in particolare, per quanto riguarda gli effetti avversi, i pazienti portatori di almeno un allele per CYP3A4*1B
sembrano essere protetti dall’insorgenza di diabete post trapianto.

In conclusione, i risultati di questo studio mostrano, nella popolazione tunisina, I'impatto dei polimorfismi
CYP3A5*3 e CYP3A4*1B sull’esposizione al tacrolimus nella terapia di prevenzione del rigetto post trapianto
di rene, sul rischio di rigetto e sulla frequenza degli effetti avversi. In particolare, il polimorfismo CYP3A5%*3 e
stato associato a maggiore esposizione al tacrolimus, minor rischio di rigetto e maggior rischio di
nefrotossicita, tremori e diabete di prima insorgenza post trapianto mentre il polimorfismo CYP3A4*1B e
stato associato ad una minore esposizione al tacrolimus, un maggior rischio di rigetto ed un minor rischio di
diabete di prima insorgenza post trapianto. | risultati raggiunti confermano, per la popolazione tunisina,
Iutilita della ricerca del polimorfismo CYP3A5%*3 nella personalizzazione della terapia immunosoppressiva
con tacrolimus post trapianto di rene e propongono, a tale scopo, anche la ricerca del polimorfismo
CYP3A4*1B.

Parole chiave: tacrolimus, trapianto, CYP3A5, CYP3A4
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NEUROLOGIA

ASSOCIAZIONE DEI POLIMORFISMI DEL GENE ABCB1 CON LA RISPOSTA CLINICA ALLA MONOTERAPIA CON
CARBAMAZEPINA IN PAZIENTI CON EPILESSIA

A cura della Dott.ssa Martina Giacon

Per I'International League Against Epilepsy (ILAE) l'epilessia farmacoresistente & caratterizzata da una
persistenza delle crisi epilettiche dopo I'assunzione di due differenti farmaci anticonvulsivanti, sia in
monoterapia che in combinazione, per un periodo e una dose adeguati. La farmacoresistenza agli
antiepilettici, che si osserva in circa il 30% dei pazienti trattati, € influenzata da numerosi fattori tra cui le
varianti geniche aventi un ruolo nella farmacocinetica e/o farmacodinamica dei farmaci antiepilettici. La
carbamazepina e uno degli antiepilettici piu comunemente utilizzati per la gestione delle crisi parziali tonico-
cloniche generalizzate e complesse e, come molti altri farmaci antiepilettici, € un substrato del trasportatore
MDR1, codificato dal gene ABCBL1. | livelli plasmatici e la risposta al trattamento con farmaci anticonvulsivanti
come la carbamazepina potrebbero essere associati alle varianti genetiche di ABCB1. Diversi studi hanno
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infatti dimostrato che polimorfismi nel gene ABCB1 possono alterare I'attivita di efflusso del trasportatore a
livello delle cellule endoteliali della barriera emato-encefalica, limitando le concentrazioni dei farmaci
substrato a livello del sistema nervoso centrale e, potenzialmente, causare il fallimento del trattamento
antiepilettico. Obiettivo di questo studio & stato quello di valutare la relazione tra gli SNPs ABCB1 c.C1236T
(rs1128503), c.G2677T (rs2032582) e ¢.C3435T (rs1045642), singolarmente e in combinazione aplotipica, con
i livelli plasmatici di carbamazepina e |'efficacia del trattamento antiepilettico.

In questo studio prospettico sono stati arruolati, tra agosto 2019 a febbraio 2021, 104 partecipanti di eta
compresa tra 17 e 70 anni, con crisi epilettiche parziali o generalizzate e assenza di comorbidita, afferenti
presso il Dipartimento Ambulatoriale di Psichiatria e Medicina dell’Ospedale Universitario Quaid-I-Azam di
Islamabad, in Pakistan. Ogni paziente arruolato e stato intervistato al fine di accertare la tipologia di crisi
epilettica (parziale o generalizzata) e I'eleggibilita al trattamento con carbamazepina. La forma di epilessia e
stata accertata sulla base della storia familiare, delle caratteristiche cliniche e dell'elettroencefalografia. Tutti
i pazienti inclusi nello studio hanno ricevuto carbamazepina in monoterapia, da 200 a 800 mg al giorno, a
seconda del livello di gravita delle crisi e del tipo di forma epilettica. | livelli plasmatici di carbamazepina sono
stati misurati tramite HPLC in campioni di sangue intero (3—5 ml) a 3 e 6 mesi dopo la dose iniziale, insieme
alla valutazione clinica del paziente. | pazienti sono stati stratificati in due gruppi: responsivi al farmaco (liberi
da crisi nei 3 mesi precedenti) e non responsivi (qualsiasi crisi negli ultimi 3 mesi). Il DNA é stato estratto da
campioni di sangue intero utilizzando un protocollo di estrazione con metodo salting-out e I'analisi dei tre
polimorfismi del gene ABCB1 (rs1045642, rs2032582 e rs1128503) é stata effettuata mediante Real-Time PCR
utilizzando sonde TagMan (ThermoFisher Scientific). Ad ogni visita di follow-up, la valutazione clinica e la
risposta al trattamento sono state documentate utilizzando un modulo standard. L'aderenza del paziente al
trattamento & stata valutata mediante metodi indiretti quali I'autodichiarazione del paziente, il conteggio
delle compresse ancora presenti nella confezione, e la ricezione di feedback attraverso un apposito modulo.

Dopo 3 mesi di trattamento antiepilettico, il 66% (n=66) dei pazienti & risultato non responsivo alla
carbamazepina in monoterapia e il 34% (n=34) responsivo. Solo il 24.2% (n=16) dei pazienti appartenenti al
gruppo non responsivo alla carbamazepina ha mostrato livelli plasmatici di farmaco antiepilettico al di sotto
dell'intervallo terapeutico, mentre il 75.7% (n=50) risultava entro l'intervallo terapeutico. | risultati dell’analisi
genotipica hanno mostrato che i genotipi CT (OR:0.24, 95%Cl: 0.074-0.826, P=0.007) e TT (OR:0.08, 95%Cl:
0.02-0.337, P=0.01) della variante rs1045642 conferiscono un probabilita minore di essere un “responder” al
trattamento antiepilettico con carbamazepina, rispetto al genotipo wild-type CC. Analogamente, ai genotipi
GT (OR:0.298, 95%Cl: 0.096-0.922, P=0.03) e TT (OR:0.204, 95%Cl: 0.059-0.702, P=0.01) per rs2032582 ¢
risultata associata una probabilita minore di essere un “responder” rispetto al genotipo wild-type GG, cosi
come per i genotipi CT (OR:0.22, 95%Cl: 0.078-0.663, P<0.001) e TT (OR:0.21 95%Cl: 0.063-0.738, P=0.01)
della variante rs1128503 rispetto al genotipo wild-type CC. Analoghi risultati sono stati ottenuti al sesto mese
di trattamento con carbamazepina. Dall’analisi aplotipica dei polimorfismi rs1045642, rs2032582 e
rs1128503 di ABCB1, i risultati hanno mostrato che I'aplotipo TTT (OR=2.45, 95% Cl=1.345-4.492, P=0.003)
risulta pit frequente nei pazienti non responsivi, mentre I'aplotipo CGC risulta piu frequente (OR:0.35, 95%Cl:
0.194-0.658, P=0.0008) nei pazienti che rispondono al trattamento antiepilettico. Nessuno dei tre
polimorfismi analizzati € emerso essere associato ai livelli plasmatici di carbamazepina.

La ridotta dimensione del campione rappresenta la limitazione piu importante del presente studio. Studi
futuri condotti su ampie coorti di pazienti epilettici, possibilmente con reclutamento multicentrico, sono
pertanto necessari per confermare questi risultati.

| polimorfismi a singolo nucleotide c.C3435T (rs1045642), c.G2677T/A (rs2032582) e c.C1236T (rs1128503)
del gene ABCB1, singolarmente o in combinazione aplotipica, sono emersi significativamente associati alla
farmacoresistenza dopo trattamento antiepilettico con carbamazepina.

Parole chiave: carbamazepina, epilessia, ABCB1
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Riferimento bibliografico
Rashid HU et al. Mol Biol Rep. 2024, 51(1):191

ONCOLOGIA

RUOLO DI POLIMORFISMI A SINGOLO NUCLEOTIDE NEI GENI IMPLICATI NELLA FARMACODINAMICA DELLA
CAPECITABINA SULL’EFFICACIA DELLA CHEMIOTERAPIA ADIUVANTE NEL CANCRO DEL COLON RETTO

A cura della Dott.ssa Francesca Gorini

Il cancro del colon retto (CRC) e una delle neoplasie pil frequentemente diagnosticate e una delle principali
cause di morte cancro-relate nel mondo. |l trattamento per questo tipo di tumore, a seconda dalle
caratteristiche del paziente, pud comprendere resezione chirurgica e/o chemioterapia, terapia target e
immunoterapia. La chemioterapia nella maggior parte dei casi ¢ effettuata con fluoropirimidine, tra cui la
capecitabina, un profarmaco che, dopo assunzione per via orale, viene attivato enzimaticamente alla forma
5-Fluorouracile (5-FU). Tuttavia, la risposta individuale dei pazienti affetti da CRC al trattamento con
capecitabina & molto variabile e studi precedenti hanno dimostrato che polimorfismi a singolo nucleotide
(SNPs) nei geni implicati nei processi di farmacodinamica della capecitabina erano in grado di influenzare
I’outcome clinico dei pazienti. A tal proposito, lo scopo del presente studio & stato quello di valutare I'impatto
di SNPs in geni implicati nella farmacodinamica della capecitabina sul periodo di sopravvivenza libero da
malattia (Disease Free Survival — DSF) in pazienti affetti da CRC, con il fine ultimo di migliorare le strategie
terapeutiche del CRC e I'outcome clinico dei pazienti.

Il presente studio ha coinvolto 142 pazienti affetti da CRC in trattamento presso I'Ospedale Universitario
Virgen de las Nieves di Granada (Spagna) dal 2019 al 2022. Nello studio sono stati inclusi pazienti maggiorenni
affetti da CRC avanzato e candidati al trattamento adiuvante con capecitabina, con performance status >2.
Sono stati, invece, esclusi dallo studio pazienti con pregresse patologie tumorali o di cui non si avevano
informazioni riguardanti il trattamento o persi durante il follow-up, nonche pazienti con alterazioni della
funzionalita epatica e renale. Ai pazienti coinvolti nello studio € stata somministrata capecitabina (750-2150
mg) due volte al giorno per 14 giorni in cicli di 3 settimane, in monoterapia o in combinazione con altri agenti
antineoplastici come radioterapia, oxaliplatino o immunoterapici. | follow-up sono stati eseguiti ogni 3-6 mesi
dal termine del trattamento per il primo anno, e successivamente una volta all’'anno, con un periodo di
follow-up medio di 13,80 mesi. La popolazione in studio si componeva di soli soggetti di origine caucasica e
presentava un’eta media di 65 anni; il 62,68% della popolazione era costituito da uomini e il 59,86% aveva
una storia familiare di tumore. Il 45,77% dei pazienti ha ricevuto capecitabina in monoterapia mentre la
restante parte della popolazione ha ricevuto capecitabina in combinazione con altri agenti antineoplastici,
con un periodo di trattamento medio di 5,43 mesi.

Utilizzando il DNA estratto dai campioni di sangue prelevati ai pazienti, sono stati analizzati 13 SNPs in 7 geni
implicati nella farmacodinamica della capecitabina, scelti sulla base della prevalenza nella popolazione
europea e di studi precedenti: TYMS rs2853741, TYMS-ENOSF1 rs2790, TYMS-ENOSF1 rs699517, ENOSF1
rs2612091, MTHFR rs1801131, MTHFR rs1801133, ERCC1 rs11615, ERCC1 rs3212986, ERCC2 rs1799787,
ERCC2 rs13181, ERCC2 rs1799793, XRCC1 rs25487 e XRCC3 rs861539.
E’ stata riscontrata un’associazione significativa tra il polimorfismo ENOSF1 rs2612091 e la DFS: in particolare,
pazienti con genotipo TT hanno mostrato un’aumentata DFS rispetto ai soggetti con uno o entrambi gli alleli
C (rispettivamente p=0.010 e p=0.040). Tale associazione si & mantenuta significativa anche nell’analisi
multivariata (p=0.009). Nell’analisi bivariata, una ridotta DFS si & osservata nei pazienti con almeno un allele
T della variante MTHFR rs1801131 (p=0.040), mentre nessuna altra associazione & stata osservata tra la DSF
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e gli altri SNPs in studio. L'analisi degli aplotipi, invece, ha mostrato un’associazione tra la presenza
dell’aplotipo ACT nella regione TYMS/ENOSF1 (rs2790, rs699517, and rs2612091) e una ridotta DFS, rispetto
all’aplotipo ACC (p=0.012). Questo studio ha quindi rivelato che il genotipo TT della variante ENOSF1
rs2612091 e I'aplotipo ACT nella regione TYMS/ENOSF1 sono associati ad una pil elevata DFS in pazienti
affetti da CRC in trattamento adiuvante a base di capecitabina. Tuttavia, nonostante approfonditi studi
riguardanti la sua influenza sulla tossicita e I'efficacia dei trattamenti a base di fluoropirimidine, il ruolo di
ENOSF1 nel meccanismo d’azione di questi farmaci non é del tutto chiaro.

| risultati ottenuti in questo studio sullo SNP ENOSF1 rs2614091 sono in linea in letteratura con i risultati di
uno studio effettuato da Meulendijiks e colleghi su una popolazione caucasica di 185 pazienti affetti da cancro
allo stomaco in trattamento con capecitabina, mentre risultati opposti sono stati ottenuti da Arjmandi e
colleghi in una coorte costituita da 97 pazienti iraniani affetti da tumore gastrico in trattamento con 5-FU,
dove il genotipo CC & stato associato ad wuna migliore risposta al farmaco (p=0.017).
| risultati discordanti potrebbero essere spiegati dalla differenza etnica delle popolazioni in esame ma anche
dal tipo di fluoropirimidina utilizzata per il trattamento. Tra i limiti di questo studio si evidenzia la coorte di
pazienti relativamente piccola, costituita esclusivamente da pazienti di etnia europea. Inoltre, la natura
ambispettiva dello studio non ha garantito I'utilizzo degli stessi protocolli per quanto riguarda la durata dei
follow up tra la coorte retrospettiva e quella prospettica, differenza che puo aver influenzato la stima di
sopravvivenza. Infine, il follow-up medio di poco superiore ad un anno puo essere considerato relativamente
breve, e potrebbe costituire una sottostima degli effetti a lungo termine sulla DFS.

Nonostante questi limiti, lo studio ha evidenziato una correlazione tra il polimorfismo ENOSF1 rs2612091 e
tra la regione TYMS/ENOSF1 e |la DFS nei pazienti affetti da CRC trattati con capecitabina, suggerendoli come
potenziali biomarcatori di prognosi. Tuttavia, ulteriori studi sono necessari al fine di superare i suddetti limiti
di questo studio e confermare i risultati ottenuti, considerando una popolazione di etnia mista e anche
I'impatto sulla sopravvivenza globale.

In conclusione, pazienti affetti da CRC in trattamento a base di capecitabina con genotipo TT per ENOSF1
rs2612091 e con aplotipo ACT nella regione TYMS/ENOSF1 hanno mostrato una DFS piu lunga.

Parole chiave: Capecitabina, Cancro del colon-retto, ENOSF1

Riferimento bibliografico
Cura Y et al. Int J Mol Sci. 2023, 25(1):104

| POLIMORFISMI NEI GENI DELLE CICLOSSIGENASI, LIPOSSIGENASI E TP53 PREDICONO LA RIDUZIONE DEL
RISCHIO DI POLIPI AL COLON-RETTO INDOTTA DALL'ASPIRINA NEL seAFOod POLYP PREVENTION TRIAL

A cura della Dott.ssa Anna Parzianello

Da precedenti studi si evince come |'uso regolare di aspirina sia associato ad una riduzione del 15-20% del
rischio di cancro al colon-retto. Tuttavia, l'aspirina non viene impiegata nella prevenzione primaria o
secondaria del cancro al colon-retto specialmente a causa del noto rischio di emorragia gastrointestinale e
intracranica associata al suo utilizzo. Pertanto, volendo sfruttare I'attivita preventiva dell’aspirina, €
opportuno sviluppare un approccio di prevenzione mirato per coloro a pil alto rischio di sviluppare cancro al
colon-retto, ma evitandone al contempo I'utilizzo in coloro a pil alto rischio di sviluppare emorragia. Infatti,
il rischio di sanguinamento indotto da aspirina € uno dei fattori noti per essere associato all’laumento del
rischio di sviluppare cancro al colon-retto. In tale ottica, sebbene con scarsi risultati, un primo approccio e
stato quello di identificare le varianti genetiche che potessero essere associate ad una diversa riduzione del
rischio di sviluppare il cancro al colon-retto indotta dall’aspirina o da altri farmaci antinfiammatori non
steroidei (FANS). Tuttavia, la relazione tra la presenza di SNPs (single nucleotide polymorphisms, polimorfismi
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a singolo nucleotide) in geni deputati al controllo della sintesi e dei livelli delle ossilipine e I'effetto
dell’aspirina sulla riduzione del rischio di cancro al colon-retto non & mai stata valutata in precedenza
mediante uno studio clinico randomizzato. Il seAFOod Trial € uno studio sulla prevenzione dei polipi, di natura
fattoriale 2x2, randomizzato e controllato con placebo. | partecipanti allo studio, aventi un test positivo per
sangue occulto nelle feci eseguito all’'interno dell’English Bowel Cancer Screening Programme, sono soggetti
considerati ad alto rischio di polipi al colon-retto a seguito di colonscopia di screening. | 707 partecipanti sono
stati trattati per 12 mesi o con aspirina 300 mg/die o con acido eicosapentaenoico (EPA) 2000 mg/die o con
una combinazione di aspirina+EPA, oppure con placebo. Dal seAFOod Trial & emerso come |'uso di aspirina
sia associato ad una riduzione significativa del rischio totale di polipi al colon-retto (misurato come numero
medio di polipi totali per partecipante) ad un anno dalla colonscopia di screening, rispetto ai partecipanti
trattati con placebo. Invece, 'uso dell’lEPA é stato associato alla riduzione statisticamente significativa del
rischio di polipi adenomatosi, ma non risulta essere associato alla riduzione del rischio del numero totale di
polipi. In questo lavoro gli autori hanno indagato la relazione tra SNPs di geni coinvolti nel metabolismo delle
ossilipine e responsabili del presunto meccanismo dell’attivita antitumorale dell’aspirina e dell’EPA, come ad
esempio la ciclossigenasi (PTGS) e la lipossigenasi (ALOX), e SNPs di geni gia associati alla riduzione del rischio
di cancro al colon-retto indotta da aspirina (ad esempio TP53), con la riduzione del numero di polipi al colon-
retto all’interno del seAFOod Trial.

Questo lavoro € parte di un piu ampio programma di indagine basato sulla biobanca del seAFOod Trial e i
risultati delle colonscopie dello STOP ADENOMA Trial, ovvero il trial successivo al seAFOod Trial. | campioni
ematici di 647 partecipanti inclusi nel seAFOod Trial erano disponibili per le analisi di genotipizzazione.
Tuttavia, sono stati analizzati solo i campioni dei 542 partecipanti al seAFOod Trial per i quali fossero
disponibili anche gli esiti delle colonscopie del trial successivo. Di questi 542 partecipanti, 138 erano stati
trattati con aspirina, 126 con EPA, 136 con aspirina+EPA e 142 con placebo. All'interno del database del
seAFOod Trial erano disponibili dati relativi a 78 SNPs, ma in questo lavoro ne sono stati considerati
solamente 35 relativi a geni controllanti la sintesi e la degradazione delle ossilipine (7 SNPs per PTGS1; 5 SNPs
per PTGS2; 8 SNPs per ALOX5; 10 SNPs per ALOX12; 3 SNPs per ALOX15; 2 SNPs per HPGD). Inoltre, sono stati
considerati anche altri 7 SNPs gia associati alla riduzione del rischio di cancro al colon-retto indotta da
aspirina. E stato valutato il numero totale di polipi al colon-retto per partecipante, considerando sia i polipi
adenomatosi che quelli iperplastici. E stato anche valutato il numero di polipi adenomatosi per partecipante,
considerando che un risultato secondario dello seAFOod Trial & stato che I'EPA riduce in modo specifico il
rischio di polipi adenomatosi. Tutti gli SNPs sono stati utilizzati per stratificare un modello di regressione
binomiale negativa del numero di polipi al colon-retto. Per gli SNPs con 40 o piu omozigoti rari, i modelli sono
stati stratificati a tre livelli (omozigote comune, eterozigote, omozigote raro). Altrimenti, per SNPs con un
numero di omozigoti rari inferiore alla soglia arbitraria di 40, gli eterozigoti e gli omozigoti rari sono stati
considerati insieme per garantire un numero sufficiente di casi nel modello. | dati sono riportati come
rapporto di incidenza (IRR) e intervallo di confidenza (Cl) al 95%. La significativita statistica e stata fissata a
P<0.05. Data la natura fattoriale dello studio e quindi I’elevato numero di test eseguiti, & stato considerato
anche il tasso di falsi positivi (pFDR), descritto dal valore qg.

Considerando il genotipo degli SNPs relativi ai geni PTGS1, PTGS2 e HPGD, il genotipo omozigote (G:G) per lo
SNP PTGS1 rs4837960, e i genotipi eterozigote (G:A) e omozigote per I'allele minore (A:A) per lo SNP PTGS2
rs2745557, sono stati associati a una riduzione statisticamente significativa del numero totale di polipi colon-
rettali nei partecipanti trattati con aspirina rispetto ai partecipanti trattati col placebo.
Considerando lo SNP PTGS1 rs4837960, |'uso di aspirina & stato associato a una riduzione del rischio totale di
polipi colon-rettali nei soli omozigoti per I'allele maggiore G [IRR: 0,69 (0,53-0,90); P = 0,006; pFDR q = 0,06].
Considerando invece lo SNP PTGS2 rs2745557, la riduzione del rischio totale di polipi colon-rettali & stata
riscontrata solo negli individui con uno o piu alleli minori A [IRR: 0,60 (0,41-0,88); P = 0,009; pFDR g = 0,06].
Per quanto riguarda gli SNPs relativi ai geni ALOX, ALOX5 rs7090328 & stato associato alla riduzione del rischio
totale di polipi colon-rettali negli omozigoti per I'allele minore G [IRR: 0,27 (0,11-0,64); P = 0,003; pFDR q =
0,05] nei soli partecipanti trattati con aspirina. Inoltre, per i 3 SNPs di ALOX12, la riduzione del rischio totale
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di polipi al colon-retto nei partecipanti trattati con aspirina & stata limitata esclusivamente agli omozigoti per
I'allele piu frequente (G:G) (rs2073438 [IRR: 0,57 (0,41-0,80); P = 0,001; pFDR g = 0,05]; rs2920421 [IRR: 0.55
(0,39-0,78); P = 0,001; pFDR g = 0,05]; rs2271316 [IRR: 0,56 (0,38-0,82); P = 0,003; pFDR g = 0,05]).
Considerando infine gli SNPs relativi a geni gia precedentemente associati alla riduzione del rischio di cancro
al colon-retto, I'unico SNP per cui e stata riscontrata una significativita statistica nell’associazione tra uso di
aspirina e riduzione del numero totale di polipi colon-rettali & stato rs104522, SNP localizzato nel gene
soppressore del tumore TP53. Tale associazione € risultata significativa solo per gli omozigoti rari (C:C) [IRR:
0,37 (0,17-0,79); P = 0,01; pFDR q = 0,06]. Nessuno degli SNPs relativi ai geni PTGS1, PTGS2, HPGD, ALOX o
TP53 ha raggiunto la significativita statistica nell’analisi univariata che ha valutato la differenza nel numero
totale di polipi colon-rettali o nel numero di polipi adenomatosi nei partecipanti trattati con EPA o con
placebo.

L'associazione dello SNP PTGS1 rs4837960 e dello SNP PTGS2 rs2745557 con la riduzione del rischio di polipi
colon-rettali indotta dall'aspirina non era mai stata riportata in precedenza. Tuttavia, sia rs4837960 che
rs2745557 sono intronici e le possibili conseguenze funzionali dell'omozigosi per I'allele maggiore (G) dello
SNP rs4837960 o della presenza di almeno un allele minore (A) dello SNP rs2745557 non sono al momento
note. Inoltre, anche il ruolo della p53 nell'attivita chemiopreventiva dell'aspirina e di altri FANS rimane poco
chiaro. La relazione tra gli SNPs evidenziati in questo studio e I'attivita di prevenzione del rischio di polipi
colon-rettali propria dell’aspirina richiede sicuramente una convalida attraverso studi indipendenti che
prevedano un potere statistico sufficiente a distinguere tra i due tipi di polipi colon-rettali (adenomatosi e
iperplastici), i quali hanno una patogenesi molecolare diversa. Data la natura fattoriale dello studio e I’elevato
numero di partecipanti, sono stati condotti un numero molto elevato di test. Inoltre, va sottolineato come i
partecipanti al seAFOod Trial fossero esclusivamente pazienti seguiti all'interno dell’English Bowel Cancer
Screening Programme, rappresentando cosi una coorte prevalentemente maschile e di etnia bianca, aspetto
che limita I'estensione dei risultati ad altre popolazioni.

In sintesi, sono state riscontrate nuove interazioni gene-chemoprevenzione indotta da aspirina all’interno del
seAFOod Polyp Prevention Trial. Gli SNPs relativi ai geni di ciclossigenasi, lipossigenasi e p53 dovrebbero
essere ulteriormente indagati in qualita di biomarcatori dell'efficacia della prevenzione dell’aspirina nella
riduzione del rischio di polipi colon-rettali

Parole chiave: aspirina; EPA; ciclossigenasi; lipossigenasi; p53; polipi colon-rettali; cancro al colon-retto
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La Societa Italiana di Farmacologia € tra i beneficiari dei proventi del 5 per mille dell’'IRPEF.

E sufficiente apporre la propria firma ed indicare, sulla dichiarazione dei redditi, nel riquadro associazioni di
volontariato, onlus, associazioni di promozione sociale e da altre fondazioni e associazioni riconosciute, il
Codice Fiscale della SIF che & 97053420150, per destinare tali fondi a Borse di studio SIF per giovani
ricercatori. Per maggiori informazioni, contattare la segreteria SIF: tel. 02-29520311.
sif.informazione@segr.it; sif.farmacologia@segr.it.
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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 pil 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 'utilizzo del proprio sito, delle informazioni in esso
contenute e delle risposte ai quesiti ed avverte I'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, puod 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.
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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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