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RIASSUNTO

L'attivita di ricerca ha avuto come obiettivo quello di sviluppare due test diagnostici di interesse
commerciale, utili a predire il dosaggio di farmaci utilizzati in ambito clinico (Warfarin e PEG-
IFN/Ribavirina), per i quali si rende necessaria la personalizzazione della terapia ed &
raccomandato eseguire il test genetico.

Il Warfarin (Coumadin®) e uno degli anticoagulanti pil largamente utilizzati in clinica per la
prevenzione e il trattamento di eventi trombotici, il cui utilizzo si associa pero a dei rischi molto
gravi per la salute del paziente a causa sia dell’indice terapeutico molto ristretto sia dell’ampia
variabilita individuale nella risposta al farmaco. Questi aspetti rendono necessaria la
personalizzazione della terapia, attualmente ottenuta a posteriori, con aggiustamenti posologici in
base a misurazioni seriali dell'INR. Durante le fasi iniziali della terapia, tuttavia, & particolarmente
elevato il rischio di eventi trombotici o emorragici dovuti rispettivamente a sotto- e sovra-
dosaggio farmacologico. Recentemente numerosi studi di associazione genome-wide hanno
messo in luce il ruolo chiave di alcuni polimorfismi nei geni CYP2C9 (rs1799853 e rs1057910),
CYP4F2 (rs2108622) e VKORC1 (rs9923231) nell'influenzare I'efficacia anticoagulante del farmaco
modificandone sia la farmacocinetica che la farmacodinamica. La conoscenza del profilo genetico
permette di prevedere un rischio differenziale di manifestare reazioni avverse e quindi di
personalizzare il dosaggio del farmaco, orientandosi verso dosaggi minori nel caso di pazienti che
presentino le varianti alleliche *2 e *3 del gene CYP2C9 o siano omozigoti A/A per il polimorfismo
rs9923231 nel gene VKORC1.

L'utilita di associare alla prescrizione del farmaco un test genetico e stata sottolineata anche
dall’FDA che nel 2010 ha revisionato il foglietto illustrativo del farmaco inserendo una tabella con i
dosaggi (mg/die) raccomandati di farmaco per raggiungere un INR terapeutico sulla base del dato
genetico. L'obiettivo di questo studio e stato quindi quello di sviluppare un test per
I'identificazione dei piu significativi polimorfismi associati alla risposta clinica al Warfarin e di
preparare la documentazione necessaria per poter marcare il kit come dispositivo diagnostico in
vitro commercializzabile nella Comunita Europea. A tal scopo si e proceduto effettuando
un’attivita di benchmarking per valutare i sistemi gia presenti nel mercato e successivamente
definendo la metodica del test. Considerando I'utilita che deriverebbe dall’analisi simultanea di
tutte le varianti alleliche di interesse, si € deciso di sviluppare un test farmacogenetico basato
sulla metodica Reverse Line Blot che combina una multiplex PCR ad un saggio di ibridazione su
strip mediante oligonucleotidi sequenza-specifici adesi ad un supporto di membrana. Per
garantire I'amplificazione univoca delle sequenze target, € stato utilizzato un approccio SSP-PCR
(Sequence Specific Primer — PCR), la cui efficienza e specificita sono state valutate mediante
sequenziamento diretto. Per la detection su strip di ciascun polimorfismo sono state poi
progettate due sonde ASO (Allele-Specific Oligonucleotide), la cui funzionalita & stata valutata su
campioni informativi per i polimorfismi indagati e precedentemente genotipizzati con un metodo
di riferimento. Questa prima fase di definizione del prototipo si & conclusa con la messa a punto
delle condizioni sperimentali del saggio, relative ai protocolli di amplificazione in multiplex e di
rivelazione su strip.

Tale fase ha richiesto un notevole impegno tecnico per superare alcuni dei limiti tecnici sulla
costruzione degli oligonucleotidi, imposti dalle sequenze altamente omologhe dei citocromi e per
la difficolta di riuscire a individuare le giuste condizioni sperimentali che consentono di




discriminare in modo univoco, specifico e sensibile, sequenze che differiscono tra loro di una
singola base (sequenza wild-type Vs. sequenza polimorfica). La fase successiva & stata quella di
definire la sensibilita analitica del metodo e le performance del test, analizzando 125 campioni
precedentemente genotipizzati da un laboratorio di riferimento (Laboratorio di Biochimica Clinica
e Biologia Molecolare Clinica dell’Azienda Ospedaliera di Padova), mediante sistema in Real-Time
(TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay, Life Technologies). Le prove effettuate con
concentrazioni scalari di DNA di partenza hanno permesso di definire una sensibilita analitica di
0,5 ng di DNA/ul e un range di quantita ottimale di DNA di partenza che va da 10 ng/ul a 100
ng/ul, sebbene il test garantisca un risultato corretto anche per quantita di DNA pari a 500
ng/reazione. Inoltre, tutti i 125 campioni analizzati in fase di validazione sono stati correttamente
genotipizzati; per ciascuno dei polimorfismi indagati: rs1799853 (c.430 C>T, Cysl144Arg,
CYP2C9*2), rs1057910 (c.1075 A>C, lle359Leu, CYP2C9*3), rs2108622 (c.1297 C>T, Val433Met,
CYPAF2*3) e rs9923231 (c.-1639 G>A, VKORC1) il dispositivo ha fornito un risultato concorde al
100% al dato ottenuto con il metodo di riferimento ed é stato possibile calcolare un valore di
sensibilita e specificita diagnostica del 100%, esprimibile anche come accuratezza del 100%, ossia
numero di genotipizzazioni corrette sul totale delle genotipizzazioni effettuate (osservato/atteso).
Ai fini della marcatura CE IVD, ¢ stata valutata la stabilita dei reagenti a intervalli di tempo regolari
di 1 mese per 14 mesi e le prove condotte hanno permesso di definire una shelf life di 12 mesi; da
studi di compatibilita effettuati variando le mix di amplificazione e i supporti su cui vengono fatte
aderire le sonde & emerso, inoltre, che il dispositivo risulta compatibile con tre tipi di master mix
di amplificazione disponibili in commercio e due tipologie di materiali usati per il blotting delle
probes (una membrana in nylon e membrana in nitrocellulosa).

Per facilitare l'interpretazione dei risultati, il kit & stato implementato con un software
interpretativo conforme ai requisiti della norma IEC 62304 — “Medical Device Software —
Software Life Cycle Processes” e rispondente alle esigenze di rendere automatico e ripetibile il
processo di lettura e interpretazione del risultato della strip e di archiviare i risultati in un format
stampabile.

Il test sviluppato in questo lavoro di dottorato, GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20
(AB ANALITICA), e stato notificato al Ministero della Salute, & stato marcato come dispositivo
diagnostico in vitro CE IVD e pu0 pertanto essere commercializzato. Il dispositivo rappresenta uno
dei sistemi piu completi per la personalizzazione della terapia in pazienti con disordini
tromboembolici e in cura con Warfarin. Nessuno dei sistemi presenti nel mercato, infatti, analizza
il polimorfismo rs2108622 C>T nel gene CYP4F2 che, pero, soprattutto per la popolazione
caucasica e associato in modo statisticamente significativo ad un incremento del dosaggio di
anticoagulante, necessario per raggiungere un INR terapeutico; lo SNP rs2108622 spiega in media
circa il 10% delle differenze di dosaggio osservate tra i portatori della variante CYP4F2 c.1297 T ei
soggetti CYP4F2 c.1297 C/C e si conferma il terzo locus genico in ordine di importanza come
predittore di risposta terapeutica al Warfarin e ai suoi derivati.

L’epatite C cronica (CHC) & una delle maggiori cause di cirrosi epatica ed epatocarcinoma. Nel
corso degli anni la terapia dell’epatite C ha subito una notevole evoluzione che ha portato a
definire come Standard of Care (SOC) la combinazione di Interferone Peghilato e Ribavirina (PEG-
IFN/RBV, duplice terapia).

L’efficacia di tale associazione, tuttavia, & elevata (80%) nei casi di infezione da HCV di genotipo 2-
3, ma non supera il 50% nei casi di infezione da HCV di genotipo 1. Grazie anche alla migliore




comprensione dei meccanismi molecolari di replicazione virale e dei meccanismi patogenetici
dell’infezione, negli ultimi decenni sono stati sviluppati agenti antivirali di nuova generazione da
utilizzarsi in pazienti intolleranti alla terapia standard oppure da usarsi in combinazione con PEG-
IFN e Ribavirina (triplice terapia) per aumentare l'efficacia della SOC, ridurne la durata e la
tossicita e facilitare la compliance del paziente.

Sia nel caso della duplice che della triplice terapia, pero, il numero e la gravita delle reazioni
avverse non sono trascurabili (anemia e neutropenia gravi, disturbi a carico del sistema nervoso
centrale, reazioni di ipersensibilita) e hanno determinato un notevole interesse
nell’identificazione di fattori prognostici in grado di predire I'efficacia della terapia. La probabilita
di risposta alla terapia antivirale dipende in primis dal genotipo virale, ma sono emersi significativi
anche fattori dell’ospite, sia clinici che genetici.

In particolare, numerosi studi hanno evidenziato un’associazione statisticamente significativa tra i
polimorfismi rs12979860 e rs8099917 nel gene IL28B e il tasso di SVR (Sustained Virological
Response) identificando nel gene 1L28B uno dei pil importanti predittori pretrattamento di
risposta alla terapia. E’ stato riportato che pazienti con genotipo rs12979860-CC e rs8099917-TT
rispondono piu efficacemente alla terapia antivirale rispetto agli eterozigoti o agli omozigoti
rs12979860-TT e rs8099917-GG (tassi di SVR da due a tre volte maggiori). Il polimorfismo
rs12979860 e correlato anche alla probabilita di clearance spontanea del virus, che & tre volte
maggiore nei portatori della variante protettiva rs12979860-C e alla cinetica di declino virale
durante la terapia; indipendentemente dall’etnia, i pazienti CC mostrano un’elevata riduzione dei
livelli di RNA virale nel siero che si riflette in pil alti tassi di RVR (Rapid Virological Response) ed
EVR (Early Virological Response) rispetto a quelli osservabili in pazienti con genotipo rs12979860-
CT o —TT. Da diverse evidenze scientifiche, inoltre, & emersa una correlazione tra il rischio di
manifestare anemia emolitica cronica indotta da Ribavirina e due polimorfismi (rs1127354 e
rs7270101) nel gene ITPA che codifica per I'inosina trifosfatasi, un enzima coinvolto nell’idrolisi di
nucleotidi tri- e difosfato. Sia nel caso del gene IL28B che del gene ITPA, la conoscenza del dato
genotipico puo indirizzare quindi il clinico nella scelta del regime piu adatto e fornisce un’
informazione aggiuntiva per valutare meglio il rapporto rischio/beneficio del trattamento rispetto
al non trattamento.

Con questo studio ci si & quindi proposti di sviluppare un test farmacogenetico per la
discriminazione allelica delle varianti genetiche associate alla resistenza al trattamento antivirale
(duplice o triplice terapia) e al rischio di manifestare anemia emolitica indotta da Ribavirina.
Scopo di questo lavoro e stato anche quello di confermare tali correlazioni nel campione di
pazienti analizzati in questo studio.

Il test si basa sulla metodica del Reverse Line Blot e prevede una prima fase di amplificazione in
multiplex delle regioni a cavallo dei polimorfismi di interesse, una seconda fase di rivelazione
colorimetrica su strip e infine una fase di interpretazione dei dati.

Per assicurare un appaiamento univoco dei primers al genoma, ciascun oligo ¢ stato progettato ed
analizzato in silico utilizzando tools bioinformatici di allineamento con il genoma, come “blat”
(UCSC) e ClustalW, escludendo cosi dalle regioni candidate quelle contenenti SNPs, SINE, LINE o
altri elementi ripetuti e tutte le regioni per le quali esistano sequenze con percentuali di identita
superiori al 95%. Per quanto riguarda il gene IL28B, in particolare, la presenza di un blocco
ripetuto, localizzato sullo stesso cromosoma circa 15000 nucleotidi pit a monte, con omologia di
sequenza estremamente elevata alla regione di interesse, ha portato a scegliere un approccio SSP-




PCR (Sequence-Specific Primer PCR) come metodo di elezione per aumentare la specificita della
reazione di amplificazione.

Una volta messo a punto il protocollo di amplificazione, si sono settate le condizioni sperimentali
del saggio RLB andando a valutare l'influenza di diversi parametri sperimentali (quantita e
tipologia delle probes, temperatura, tipologia delle soluzioni di ibridazione e di lavaggio, tempi di
incubazione) sulle performance del saggio, in termini di sensibilita analitica e specificita
diagnostica. Il prototipo e stato quindi validato e a tal scopo sono stati analizzati 160 campioni
precedentemente genotipizzati con sistemi di riferimento in Real Time (TagMan Allelic
Discrimination Assay, Life Technologies, LightMix in vitro diagnostics kit IL28B, LigthMix rs7270101
ITPA e LigthMix rs1127354 ITPA, Roche). Dai dati raccolti & stato possibile definire una sensibilita
analitica di 0,5 ng/ul e un’accuratezza del test del 100%; per ciascuno dei campioni analizzati,
infatti, i polimorfismi rs12979860 e rs8099917 nel gene IL28B e rs7270101 e rs1127354 nel gene
ITPA sono stati correttamente identificati e genotipizzati dal dispositivo in esame, in accordo al
dato ottenuto con il metodo di riferimento. In prospettiva di marcare il kit CE IVD, ¢ stata poi
valutata la stabilita dei reagenti e dalle prove effettuate finora & stato possibile definire una shelf
life di 8 mesi, da implementare con i dati derivanti dal completamento delle prove di stabilita a 14
mesi, come indicato nel relativo piano di stabilita. Le prestazioni del dispositivo sono state
analizzate anche variando i reagenti di amplificazione oppure il supporto su cui sono adese le
sonde sequenza-specifica, mantenendo inalterati tutti gli altri parametri sperimentali; anche in tal
caso, i risultati ottenuti in ciascuna prova sono stati del tutto equiparabili a quelli ottenuti con i
reagenti usati in fase di validazione. Visti e considerati gli ottimi risultati ottenuti, il test sviluppato
in questo lavoro di dottorato, GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 (AB ANALITICA), e
stato notificato al Ministero della Salute ricevendo la marcatura come dispositivo diagnostico in
vitro CE IVD e puo pertanto essere commercializzato.

L’utilizzo di un saggio mPCR/RLB per I'identificazione dei polimorfismi nei geni IL28B e ITPA risulta
essere un metodo rapido e altamente specifico che trova spazio in ambito diagnostico per la
genotipizzazione dei pazienti in corso di terapia con agenti antivirali standard e di nuova
generazione (PEG-IFN/RBV, Boceprevir, Telaprevir). Attualmente, inoltre, il dispositivo
GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 & l'unico kit sul mercato ad analizzare insieme tutti
i polimorfismi piu significativi per predire la risposta alla terapia antivirale dell’epatite C cronica e
il rischio di reazioni avverse, pertanto rappresenta I'approccio pilu completo per la
personalizzazione della terapia in pazienti con epatite C cronica.

Per 52 dei campioni analizzati & stato possibile ottenere i dati clinici relativi ai parametri
biochimici ed ematologici e all’outcome terapeutico. Il 63% dei soggetti presentava un’infezione a
carico dei genotipi virali 1-4 piu difficili da trattare e la terapia si & dimostrata efficace
(raggiungimento della SVR, negativizzazione dell’'RNA virale nel siero a 24 settimana dalla fine del
trattamento) nel 27% dei pazienti con infezione da HCV GT 1-4 e nel 74% dei soggetti con
infezione da HCV GT 2-3, riflettendo quanto riportato in letteratura. Nel campione analizzato la
maggior parte dei pazienti, indipendentemente dal genotipo virale, era portatore in eterozigosi di
almeno uno dei due polimorfismi del gene IL28B, rs12979860 e rs8099917 (27% dei pazienti era
rs12979860-CC, mentre il 56% e il 17% era C/T o T/T; il 40% dei pazienti era rs8099917-TT, il 48%
T/G e il 12% G/G). La valutazione dei polimorfismi in relazione alla risposta alla terapia non ha
mostrato alcuna correlazione significativa. Su 14 soggetti rs12979860-CC, il 57 % ha raggiunto
I’SVR, mentre il 43% non e riuscito a eradicare il virus e tale situazione di sostanziale equilibrio si &
riscontrata anche nel gruppo di soggetti rs8099917-TT; nel 52% dei casi, infatti, la terapia ha




determinato il raggiungimento della risposta virologica sostenuta, mentre nel 48% dei casi si &
registrato un fallimento terapeutico.

L’analisi di correlazione genotipo-fenotipo nel sottogruppo di pazienti indagati (N=52) ha messo in
luce, invece, un’associazione tra la riduzione media dei livelli di emoglobina e I'aplotipo definito
dalle varianti polimorfiche rs7270101-C e rs1127354-A del gene ITPA. Nei pazienti che
presentavano un’attivita ITPasica inferiore al 30% rispetto al basale, predetta su base genetica, la
riduzione media di Hb e stata inferiore al 5% nelle prime 4 settimane di trattamento e non ha
superato il 15% nell’arco delle 24 settimane, mentre nei soggetti con il 100% di attivita enzimatica
(rs7270101-AA e rs1127354-CC), il declino di Hb ha raggiunto quasi il 20% fin dal primo mese di
trattamento. Il calo di emoglobina nei pazienti con attivita enzimatica ridotta al 60% rispetto al
wild-type (gruppo 60% ITPA) ha assunto nel tempo un andamento intermedio. | pazienti con
deficit enzimatico severo (gruppo <30% ITPA) risultano quindi protetti dalla riduzione di Hb
indotta da Ribavirina e tale associazione e stata confermata anche dall’analisi statistica, condotta
effettuando un confronto multiplo a gruppi tra le tre classi di rischio (100% ITPA, 60% ITPA e <30%
ITPA), in relazione ai livelli di emoglobina dopo 4, 12 e 24 settimane di trattamento (Dunnett’s
Multiple Comparison Test, 100% ITPA Vs. 30% ITPA a 4 settimane: p < 0.001 con a= 0.05, a 24
settimane: p < 0.05 con a = 0.05).




ABSTRACT

The aim of this study was the development and the validation of two pharmacogenetic tests for
determination of the personalized dosage of drugs used in clinical settings (Warfarin and PEG-
Interferone/Ribavirin) in which genetic testing is necessary and recommended.

Warfarin (Coumadin®) is a widely prescribed anticoagulant used for treatment and prevention of
thrombotic disorders. Although highly efficacious, Warfarin’s narrow therapeutic index and wide
inter-individual variability in dose response make its dosing difficult.

The standard procedure to define the personalized dose is an iterative process that can take
weeks or months and exposes the patients to an increased risk of over- or underanticoagulation
and thus to serious side effects like thromboembolism or bleeding. The anticoagulation effect of
the Coumadin® drug therapy is influenced by combination of genetic and non-genetic factors ,
which account for more than half of the inter-individual variation in Warfarin doses required to
achieve a therapeutic level of anticoagulation or therapeutic INR (Prothrombin International
Normalized Ratio). Since 2011, the FDA requires the product label to include a recommended
daily Warfarin dose (mg/day) for therapeutic INR, which is to be based on the genotypes of
CYP2C9 and VKORCI. In addition, Genome-Wide Association Studies (GWAS) have confirmed that
CYP2C9, VKORC1 and CYP4F2 are the main genetic factors determining the effective Warfarin
dose in Caucasians. Therefore, knowledge of the genetic profile provides a means to assess the
differential risk of adverse reactions and allows the personalization of the therapy, e.g. lowering
the dosage for patients with the alleles CYP2C9 *2 and *3 or that are homozygous for the A-allele
(A/A) of the rs9923231 polymorphism in the VKORC1 gene.

The goal of this study was to develop an innovative genotyping system assessing the gene
polymorphisms that mainly determine the clinical response to Warfarin. Four polymorphisms
were investigated: rs9923231 in the VKORC1 gene, rs1799853 and rs1057910 in the CYP2C9 gene
and rs2108622 in the CYP4F2 gene. To evaluate already available systems and decide on the
method to be used for the test we performed a benchmarking of the tests present in the market.
The genotyping is performed using a multiplex PCR in combination with a Reverse Line Blot
hybridization assay (mPCR/RLB). To ensure specific amplification the test uses the SSP-PCR
(Sequence Specific Primer PCR) approach. The high specificity of this PCR method was confirmed
by direct sequencing. The test identifies and differentiates SNPs using ASO probes (Allele Specific
Oligonucleotide) that recognize the different alleles. The hybrid formed between the amplified
target DNA sequence and the complementary probes is detected by a colorimetric reaction using
biotin-streptavidin and alkaline phosphatase.

In the first part of the study several parameters like assay temperature, typology of hybridization
and washing solutions, incubation time and probe design were analyzed in order to assess their
influence on the assay’s performance. Next, the amplification protocol was defined and the
conditions of the RLB assay were set up. The kit prototype was then validated on 125 samples,
which had been previously genotyped with a standard method (TagMan® Drug Metabolism
Genotyping Assay, Life Technologies), and the analytical sensitivity of the assay was determined.
All tested samples were accurately genotyped (100% diagnostic specificity and sensitivity) and the
method efficiently worked in a broad range of DNA concentrations. Sensitivity tests demonstrated
that the method developed in this study, provided reliable results within a DNA concentration
range of 1 ng/reaction to 500 ng/reaction. The shelf life of the reagents was determined to be at
least twelve months. In addition, the assay was shown to work on/with the following




combinations of probe support materials (a nylon membrane and a nitrocellulose blotting
membrane) and PCR master mixes (three commercial available master mixes). A software was
developed that automates and facilitates interpretation of the RLB (strip) patterns.

After completion, the system, GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 (AB ANALITICA),
was notified to the Ministero della Salute and was CE IVD marked for commercialization in the
European Community.

As this system is the only assay on the market that analyzes the CYP4F2 gene in combination with
the CYP2C9 and the VKORCI gene, it represents the most complete approach for determining the
genetic factors influencing Warfarin dosage in Caucasians.

The Hepatitis C virus (HCV) infection is a major health problem with more than 170 million
infected individuals worldwide (2-2.5% of the world’s population).

Approximately 30% of the infections are cleared spontaneously, whereas 40% of the patients
develop a chronic infection that can lead to cirrhosis, hepatocellular carcinoma and end-stage
liver disease. The current standard of care is a combination treatment with pegylated interferon
(PEG-INF) and Ribavirin (RBV), but its efficacy and tolerability are limited. Many efforts have been
made to identify the factors that influence host resistance to HCV infection and treatment
outcome. Several Genome-Wide Association Studies (GWAS) have demonstrated independently
that variations in the /L28B (Interleukin 28B) gene are strongly associated with spontaneous
clearance of the virus, early viral kinetics and with the varying PEG-INF/RBV therapy response in
different populations. Particularly, polymorphism /L28B rs12979860 influences the prospect of
recovery from an HCV infection. Patients homozygous for allele rs12979860-C show a two- to
threefold higher SVR (Sustained Virological Response) rate compared to persons with a non-CC
genotype when undergoing Peg-INF/RBV treatment, have a higher probability of spontaneous
clearance of the virus and, during therapy, display a stronger reduction of virus RNA levels, which
is reflected in higher RVR (Rapid Virological Response) and EVR (Early Virological Response) rates.
Other studies reported an association of certain functional variants of the ITPA (Inosine
Triphosphatase) protein with the reduction of hemoglobin during Peg-INF/RBV therapy. These
allelic variants of the ITPA gene decrease the enzymatic activity of ITPA, thus protecting from RBV-
induced anemia. The aim was to develop an innovative system to genotype the most significant
genetic polymorphisms important for the prediction of treatment response and risk of adverse
reactions in patients infected with HCV. Four polymorphisms were investigated in this study:
rs12979860 and rs8099917 in the /IL28B gene and rs7270101 and rs1127354 in the ITPA gene.
Human genomic DNA was extracted from peripheral blood using an automated system (EZ1,
Qiagen). Genotyping of the genetic variants was performed combining multiplex PCR with a
Reverse Line Blot hybridization assay (mPCR/RLB). For amplification (PCR) of the target sequences,
biotinylated primers were used. The primers were designed and analyzed in silico using
bioinformatics alignment tools like “blat” (UCSC) and ClustalW, excluding genomic sequences that
contain SNPs, SINEs/LINEs or other repetitive elements and all primer binding sites that show a
sequence similarity of more than 95% with other genomic sequences. Due to the fact that a
sequence that is highly homologous to the target region in IL28B gene is located on the same
chromosome 15.000 bp upstream, the SSP-PCR approach was adopted in order to ensure a high
specificity of the amplification. To evaluate the efficacy of the SPP-PCR, the amplification products
were analyzed by direct sequencing. Subsequently, the protocol for the multiplex amplification
was set up. Probes recognizing the different alleles of each investigated SNP (two ASO, Allele




Specific Oligonucleotide, per SNP) were designed and their specificity analyzed under varying
experimental conditions. This allowed estimation of the effect of parameters like temperature
and time of incubation on the assay performance. The analytical sensitivity of the assay was
determined using a range of DNA concentrations between 0.5 ng/ul and 200 ng/ul. The diagnostic
specificity of the test was assessed analyzing 160 samples of a known genotype.

The test provided a result within a DNA concentration of 1 ng/reaction to 400 ng/reaction and all
tested samples were accurately genotyped. This underlines the reliability and specificity of the
assay. The shelf life of the reagents was determined to be at least eight months and the
compatibility of the assay with other amplification master mixes or probe supports (membranes)
was tested. The system, GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 (AB ANALITICA), was
notified to the Ministero della Salute and CE IVD marked for commercialization in the European
Community.

RLB is a convenient way to identify up to 8 targets in 20 individual specimens simultaneously. It is
more flexible and less costly than DNA microarrays while providing the same specificity and
sensitivity. The system developed in this study, GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE, code 04-47A-20
(AB ANALITICA), allows analysis of the most important host genetic factors influencing the efficacy
of the Peg-INF/RBV therapy and determining the risk of RBV-induced anemia. It is the only assay
on the market that analyzes ITPA and IL28B polymorphisms together and therefore represents the
most complete approach for determining the genetic constitution in regard to the /L28B and the
ITPA gene for personalized management of patients with Hepatitis C.

A genotype-phenotype correlation analysis was performed to evaluate the association between
IL28B and ITPA polymorphisms and the therapy outcome in a sub-group of patients (N=52).
Genetic analysis of the IL28B polymorphism rs12979860 revealed that 27% of the patients carried
the C/C genotype, whereas 56% and 17% carried the C/T and the T/T genotype, respectively. The
T/T genotype of the /IL28B polymorphism rs8099917 was in 40% of patients, whereas 48% carried
T/G and 12% the G/G.

No association was found between variants of the IL28B polymorphisms and SVR rates: 57% of
patients with IL28B rs12979860-CC and 52% with 1L28B rs8099917-TT achieved SVR and 43% and
48%, respectively, failed to clear the HCV virus.

For analysis of the influence of ITPA, the patients were subdivided into the following three groups:
normal ITPase activity (100% ITPA), mild ITPase deficiency (60% ITPA- 60% ITPase activity) and
moderate to severe ITPase deficiency (<30% ITPA, <30% ITPase activity). These groups reflected
the individual Composite ITPase Deficiency Variable based on the genotypes of the ITPA
polymorphisms rs7270101 and rs1127354. Patients with normal ITPase activity were compared to
the groups of patients with mild ITPase deficiency and moderate to severe ITPase deficiency by
statistical analysis. The results showed that the predicted ITPase deficiency correlated to a
reduction of median Hb levels at 4, 12 and 24 weeks of treatment. A statistically significant
difference was observed between the groups with normal ITPase activity and moderate to severe
ITPase deficiency (<30% ITPA) at 4 and 24 weeks (Dunnett’s Multiple Comparison Test: T4, p <
0.0001; T24, p < 0.0451). This clearly shows that patients with an at least by 70% decreased ITPase
activity are protected from anemia throughout the treatment.




1. INTRODUZIONE

1.1. DEFINIZIONE di FARMACOGENETICA

Per farmacogenetica (abbreviazione PGt) si intende lo studio delle variazioni nelle caratteristiche
del DNA in relazione alla risposta ai farmaci (dal documento “Note for guidance on definitions for
genomics, pharmacogenetics, genomic data and sample coding categories”). La farmacogenetica
una sottocategoria della farmacogenomica (PGx) la quale si occupa anche delle caratteristiche
dell’RNA correlate alla risposta farmacologica. L'interesse sempre maggiore per questa disciplina
deriva dalla variabilita inter-paziente nella risposta ai farmaci che limita la possibilita di prevedere
I'esito terapeutico di un determinato farmaco: la maggior parte dei pazienti avra un
miglioramento senza o con lievi ed accettabili effetti avversi, alcuni non risponderanno per nulla,
altri mostreranno gravi effetti avversi da richiedere la sospensione del farmaco. Questa variabilita
nella risposta € dovuta ad una combinazione di fattori: costituzionali (eta, sesso, funzioni renale
ed epatica etc.), ambientali (dieta, interazione tra farmaci) e genetici (sovra- o sotto- espressione
di determinati target molecolari, varianti alleliche associate a livelli ridotti o elevati di attivita
enzimatica, varianti funzionali di canali ionici o trasportatori etc., ) che interagiscono tra loro nel
determinare la risposta al farmaco.

Lo sviluppo di questa branca della farmacologia generale & stato promosso e accelerato dalla
notevole quantita di informazioni riguardanti il genoma umano, divenute accessibili all’intera
comunita scientifica al completamento del Progetto Genoma Umano. Gli sviluppi in campo
bioinformatico hanno poi reso possibile organizzare, elaborare e catalogare I'immensa quantita di
dati derivanti dal sequenziamento del genoma umano in database e in tools bioinformatici di
facile utilizzo, rendendo queste informazioni accessibili e fruibili. In ultima istanza I'affermarsi
della medicina personalizzata & stato possibile grazie allo sviluppo di nuove tecniche diagnostiche
(microarray, sequenziamento) altamente sensibili, specifiche e poco costose, in grado di
analizzare in tempi brevi milioni di polimorfismi (STRs, Short Tandem Repeats; SNPs, Single
Nucleotide Polymorphism; CNV, Copy Number Variations) collegati alla suscettibilita ad una certa
malattia (Alzheimer o schizofrenia) piuttosto che al profilo individuale di risposta ad un farmaco
(geni coinvolti nell’assorbimento, nel metabolismo e nell’escrezione di una sostanza) [1].

L'FDA (Food and Drud Administration) ha redatto e aggiorna trimestralmente I'elenco dei “valid
genomic biomarkers in the context of approved drug label” cioé biomarcatori genomici ritenuti
validi ai fini delle informazioni per I'uso dei farmaci. | biomarcatori genomici vengono classificati,
in relazione all’utilizzo clinico dei relativi test, in tre livelli: test obbligatorio, test raccomandato e
test informativo. Tra i test genetici obbligatori vi € per esempio quello che valuta I'espressione
dell’EGFR in riferimento alla somministrazione del farmaco Cetuximab. Un test raccomandato ¢,
invece, la genotipizzazione degli SNPs rs1799853 e rs1057910 nel gene CYP2C9 e del polimorfismo
rs9923231 nel gene VKORC1 per la somministrazione del Warfarin.

La portata del cambiamento che la farmacogenetica puo indurre nella terapia € davvero ampia
dato che per nessun farmaco puo essere esclusa a priori I'influenza, pil 0 meno marcata, di fattori
genetici sulla sua efficacia e sicurezza individuale. Questo é valido soprattutto per quei farmaci
con una banda terapeutica ristretta o per i quali la posologia varia moltissimo da paziente a
paziente (es. Coumadin®); in tal caso, infatti, diventa di fondamentale importanza poter disporre




di un test genetico che a priori possa predire la risposta al farmaco e che quindi permetta di
individuare la dose efficace per ogni individuo. Il razionale dell’introduzione dei test genetici nella
pratica clinica € che da un lato & possibile valutare a priori il rischio di eventi avversi e quindi di
evitare di somministrare farmaci o dosi troppo elevate di farmaci che potrebbero danneggiare il
paziente; dall’altro si somministra al paziente la terapia piu efficace evitando quindi sia la perdita
di tempo collegata alla scelta di regimi terapeutici inadatti, sia ricadute psicologiche negative sul
paziente stesso dovute all'inappropriatezza della terapia prescritta. Non bisogna dimenticare,
infatti, che ogni anno negli USA si verificano piu di 2 milioni di casi di reazioni avverse al farmaco,
che negli Stati Uniti ed in Europa rappresentano la quarta causa di morte. Gli effetti collaterali
gravi costituiscono un problema clinico ma anche economico rilevante, esasperato dal fatto che i
farmaci sviluppati fino ad oggi non tengono conto delle singole individualita dei soggetti bensi
della popolazione media, per cui funzionano per la maggioranza della popolazione ma risultano
inefficaci se non addirittura tossici per una buona parte della stessa. Alla luce di quanto riportato
emerge sicuramente che la farmacogenetica ha consentito la trasformazione della medicina
tradizionale in medicina molecolare, cambiamento di certo legato anche al progresso delle
tecniche e tecnologie delle analisi genetiche e degli strumenti diagnostici [2].

1.2. BIOMARCATORI MOLECOLARI

Un biomarcatore molecolare per definizione € una caratteristica misurabile del DNA e/o dell’RNA,
che e stato dimostrato essere indicatrice di un processo biologico normale, patologico e/o di
risposta alla terapia. Ne sono esempi gli SNPs, gli aplotipi, le modificazioni del DNA come la
metilazione, i riarrangiamenti citogenetici e anche i livelli di espressione dell’lRNA o dei microRNA.
Nel corso degli anni, si & assistito ad un’evoluzione molto rapida sia del tipo di marcatori
molecolari utilizzati per effettuare indagini di mappaggio su tutto il genoma (GWS, Genome-Wide
Search), sia delle tecnologie impiegate per la loro analisi.

| primi marcatori ad essere utilizzati sono stati nel 1975 gli RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), polimorfismi biallelici che differiscono per la presenza o assenza di un sito di
riconoscimento per uno specifico enzima di restrizione. Gli RFLP presentano un’ereditarieta
mendeliana e sono sia numerosi che ben distribuiti in tutto il genoma; il fatto pero di richiedere
tempi di analisi abbastanza lunghi ha determinato la loro sostituzione con le sequenze
minisatellite o VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Le VNTR, utilizzate fin dal 1985, sono
corte sequenze ripetute in tandem di DNA (10-100 bp), caratterizzate sia dalla presenza di molti
alleli che da un’elevata eterozigosi nella popolazione; la loro distribuzione non omogenea nel
genoma e la dimensione notevole degli alleli (da poche centinaia a diverse kb) hanno costituito
perd un limite al loro utilizzo tanto da determinare il passaggio all'uso delle sequenze
microsatelliti. | microsatelliti sono sequenze costituite da ripetizioni di-, tri- e tetra- nucleotidiche
e, a differenza delle precedenti, offrono una copertura omogenea del genoma mantenendo anche
un elevato grado di informativita. Grazie inoltre all'automatizzazione della tecnica di analisi dei
microsatelliti stessi mediante I'impiego di specifici fluorofori coniugati ai primer di PCR e di
sequenziatori automatici a tecnologia fluorescente per la separazione e lettura delle diverse
varianti, e stato possibile aumentare notevolmente il numero di marcatori microsatelliti analizzati,
passando da un minimo di 100 ad un massimo di 900, valore che consente di raggiungere una
distanza media tra marcatori di circa 1 cM.
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Il recente progresso della genomica ha messo il luce, inoltre, come una parte rilevante della
variabilita tra individui (piu del 90%) sia da attribuirsi a polimorfismi a singolo nucleotide: i
cosiddetti SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Gli SNPs sono variazioni di sequenza del DNA
che si verificano quando e alterato un solo nucleotide della sequenza genomica. Sebbene in
principio gli SNPs possano essere polimorfismi di-, tri- o tetra-allelici, questi ultimi nell’'uomo sono
estremamente rari tanto che oramai con il termine di SNPs ci si riferisce a marcatori
esclusivamente biallelici. Tali polimorfismi, presentando solo due alleli, risultano poco informativi,
tuttavia sono molto utili in genetica perché hanno I'enorme vantaggio di essere molto numerosi e
di distribuirsi in modo omogeneo nel genoma, garantendo una copertura non solo nelle sequenze
intergeniche dove sono molto densi, ma anche in quelle intrageniche. L'esistenza, inoltre, di
numerose tecniche in grado di rilevarli, dal sequenziamento diretto a sistemi basati sulla PCR, e
I'implementazione di queste in supporti innovativi come chip ed array hanno reso possibile
I'analisi automatizzata e ad alta processivita di questi marcatori, tanto che in pochi anni il numero
di SNPs genotipizzabili in un singolo esperimento & salito da 6000 a piu di un milione.

Lo sviluppo cosi veloce delle tecnologie di genotipizzazione degli SNPs risiede nell'importanza che
gli SNPs hanno assunto in ambito genetico in questi ultimi anni. In qualita di marcatore
molecolare, infatti, essi permettono di valutare la presenza e I'estensione del Linkage
Disequilibrium all'interno delle popolazioni, consentendo quindi di analizzare la composizione
genetica di una popolazione nonché le relazioni filogenetiche tra popolazioni diverse. Oltre a
questo ambito di applicazione vi € anche quello del mappaggio di geni responsabili di malattie
mendeliane mediante analisi di linkage GWS (Genome Wide Search) in singole famiglie e in ultima
istanza quello degli studi di associazione GWAS (Genome Wide Association Study) per valutare la
predisposizione che alcune varianti geniche conferiscono ad una patologia multifattoriale in
campioni di tipo caso-controllo o per stimare la probabilita di manifestare un determinato tratto
fenotipico essendo portatore di uno specifico aplotipo [3]. Gli studi GWAS, infatti, analizzando
milioni di SNPs, permettono di effettuare una vera e propria scansione dei polimorfismi dell’intero
genoma, andando a individuare correlazioni tra determinati loci e alcuni tratti fenotipici di
interesse. Se i risultati di correlazione ottenuti in uno studio, vengono poi confermati replicando
I'analisi in un gruppo maggiore di pazienti, si pud arrivare alla definizione di un nuovo marcatore
molecolare. Attualmente i database pubblici (dbSNP) contengono circa 27 milioni di SNPs, 10
milioni dei quali sono stati validati (“rs” SNPs). Gli SNPs costituiscono il 90% delle variazioni di
sequenza umane e rivestono un ruolo cruciale come fattori predittivi di rischio nei confronti di
certe malattie multifattoriali. Anche se la maggior parte delle variazioni nel genoma umano sono
sinonime e non hanno dunque effetto sulla regolazione dell’espressione di geni o sulla loro
funzione, in alcuni casi, gli SNPs presenti nelle regioni codificanti (cSNPs) e regolatorie dei geni
possono alterare la funzione genica, determinando variazioni nelle caratteristiche individuali,
come ad esempio una differente suscettibilita ad una malattia o una differente risposta ai farmaci.
Sempre piu studi confermano I'associazione tra gli SNPs e la risposta a farmaci, in particolare
antineoplastici e immunosoppressivi, pertanto I'approfondimento delle conoscenze nell’ambito
della farmacogenetica potra permettere di migliorarne I'efficacia e la tollerabilita garantendo una
personalizzazione delle terapie farmacologiche, specialmente quelle a maggior rischio tossico.
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1.3. TECNICHE DI GENOTIPIZZAZIONE

Negli ultimi anni si & assistito ad un rapido sviluppo sia delle tecniche che degli strumenti volti ad
indagare il profilo mutazionale di geni con un ruolo chiave nello sviluppo di alcune patologie ad
alta incidenza o mortalita come tumori, patologie neurodegenerative e malattie cardiovascolari e
infettive. Attualmente accanto alle procedure “home made” si stanno affiancando un numero
sempre maggiore di kit commerciali basati su procedure standardizzate e appropriati controlli. In
generale le tecniche utilizzate per lo screening diagnostico o per la discriminazione allelica
vengono suddivise in metodi diretti e indiretti a seconda che siano in grado di identificare in modo
preciso il tipo di mutazione o ne mettano semplicemente in luce la presenza senza individuarne la
natura.

1.3.1. METODI DI SCREENING DIRETTI

a. Sequenziamento

Il sequenziamento del prodotto di PCR secondo il metodo di Sanger & un metodo di screening
diretto che consente di conoscere in modo puntuale la successione in basi di un tratto genomico
amplificato mediante PCR. Mentre in passato il sequenziamento veniva condotto con l'ausilio di
isotopi radioattivi, attualmente la marcatura piu utilizzata & quella che prevede l'utilizzo di
terminatori di catena (big dye terminators) rappresentati dai quattro dideossinucleotidi marcati
con molecole fluorescenti. Il sequenziamento diretto & la tecnica sicuramente piu diffusa e
rappresenta il gold standard per evidenziare mutazioni puntiformi o frameshift, tuttavia non é
guella in assoluto piu sensibile; difficilmente una mutazione puo essere evidenziata se presente in
meno del 20% delle molecole di DNA analizzate.

b. Pyrosequencing
Il pyrosequencing € sicuramente la

nuclectide sequence

tecnica piu innovativa ed € un metodo di Sulfurylase sliel [ aled @ vl
sequenziamento del DNA, realizzato APS+PﬂTP

appositamente per studiare gli SNPs o luciferin  oxyluciferin

mutazioni puntiformi. 1|l metodo del A |
pyrosequencing si basa sul dosaggio del Luciferase

pirofosfato liberato in seguito all’attacco Apught 3 B 6B O O @ .
di un dNTP al filamento polimerizzato. nuclectide added

La tecnologia pyrosequencing  dNTP—DBYFAE o uLF + dNMP + phosphate

rappresenta una promettente Apyrase

) ) o ATP ——————p A0F + AMP + phosphate
tecnologia, ampiamente affidabile,

altamente sensibile e facilmente  Fig. 1.1: Schema del metodo di sequenziamento del

implementabile nella routine clinica di  PNA mediante Pyrosequencing.

laboratorio anche per la sua semplicita di utilizzo e per la rapidita di esecuzione complessiva dei
test (1 giorno)[4].
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c. Amplification Refractory Mutation System (ARMS)

Questa metodica identifica sostituzioni nucleotidiche e piccole delezioni o inserzioni e consiste
nell'amplificazione del DNA mediante PCR utilizzando oligonucleotidi/primers complementari sia
alla sequenza normale che a quella mutata/polimorfica. Per ogni campione si eseguono pertanto
due amplificazioni, una con primers che riconoscono la sequenza wild type ed un'altra con primers
complementari alla sequenza mutata o polimorfica di modo che in presenza di mutazioni/SNP allo
stato omozigote |'amplificazione avverra solo con la seconda coppia di primers e viceversa,
mentre i soggetti eterozigoti per la mutazione amplificheranno il loro DNA in entrambe le
condizioni. Una variante di questa tecnica e rappresentata dalla “ARMS multipla” che utilizza piu
primers, in un’unica reazione, in grado di amplificare piu regioni genomiche e quindi di indagare
piu mutazioni contemporaneamente. Questa tecnica e utilizzata correntemente per I'analisi
molecolare della talassemia e della fibrosi cistica.

d. Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

La Real Time PCR rappresenta un’evoluzione della tecnica PCR end-point rispetto alla quale
consente di effettuare un’analisi oltre che qualitativa anche quantitativa del DNA di partenza e di
ridurre le manipolazioni post-amplificazione. Il termine Real Time deriva dal fatto che tale metodo
misura l'amplificazione durante la fase esponenziale della PCR, quando cioe l'efficienza di
amplificazione & influenzata minimamente dalle variabili di reazione, permettendo di ottenere
risultati molto piu accurati rispetto alla PCR tradizionale end-point in cui la valutazione viene
effettuata al termine della reazione di amplificazione. La PCR Real-Time puo essere effettuata con
due differenti chimiche di reazione; la prima vede l'utilizzo di coloranti fluorescenti che si
intercalano in modo aspecifico nella doppia elica del DNA amplificato, la seconda vede invece
I'utilizzo di sonde fluorescenti specifiche per il tratto di DNA da amplificare. L'utilizzo di sonde
sequenza-specifiche viene sfruttato nelle indagini di discriminazione allelica per identificare
polimorfismi di sequenza, cosi come per la tipizzazione di virus e batteri.

e. Reverse Dot Blot (RLB)

Il “Reverse Dot Blot” o “Reverse Line Blot” (RLB) & una tecnica molto versatile che permette la
caratterizzazione molecolare di un’ampia gamma di disordini e patologie a base genetica o virale;
attraverso questa metodologia e possibile, infatti, effettuare lo screening di mutazioni geniche, la
genotipizzazione di polimorfismi di sequenza come SNP o piccole inserzioni/delezioni e anche la
tipizzazione virale. Il saggio RLB si basa sull’ibridazione specifica tra oligonucleotidi sintetici o
probes adesi ad un supporto di nylon o nitrocellulosa e una regione genomica precedentemente
amplificata mediante PCR (Polymerase Chain Reaction). Le probes hanno in genere una lunghezza
che va dai 20 ai 30 nucleotidi e vengono immobilizzate sul supporto sfruttando o I'irradiazione UV
oppure il legame covalente con il supporto; nel primo caso si usano sonde con una coda di poli-T
lunga in genere 30nt, mentre nel secondo caso & necessario utilizzare un supporto carico o
positivamente o negativamente e delle sonde coniugate con dei gruppi chimici specifici (ad
esempio gruppi carbossilici o ammine primarie) che, in seguito ad attivazione chimica, reagiscono
con la membrana. Per poter evidenziare libridazione tra I'amplificato e la sequenza
complementare dell’oligonucleotide, I'amplificazione € condotta utilizzando dei primers coniugati
a biotina che, al termine dell’ibridazione, viene riconosciuta e legata da un complesso
streptoavidina-fosfatasi alcalina. In ambiente alcalino e in presenza di un substrato cromogeno (5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato, BCIP e nitroblu tetrazolio cloruro, NBT), I'enzima catalizza la
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reazione di idrolisi del BCIP, determinando la formazione di un intermedio colorato che riduce
I’'NTB in NTB formazano, un composto di colore blu intenso che si deposita sul supporto formando
dei “dots” o delle “lines” a seconda della tecnica utilizzata per spottare le sonde sul supporto. Il
saggio RLB € completamente automatizzabile grazie alla disponibilita nel mercato di diversi
strumenti sia per la dispensazione delle sonde sulla membrana che per le fasi di ibridazione e
rivelazione colorimetrica; in aggiunta & possibile avvalersi di software interpretativi che leggono il
pattern di bande evidenziabile sulla membrana e ne forniscono un risultato di facile
interpretazione. Oltre a questi aspetti, molti altri fattori rendono tale metodo particolarmente
adatto ad essere usato in ambito diagnostico; primi fra tutti la semplicita di esecuzione, la velocita
(<4h) e I'elevata sensibilita e specificita. Amplificando in multiplex piu regioni genomiche ¢ poi
possibile analizzare simultaneamente piu target molecolari e su piu individui
contemporaneamente [5].

1.3.2. METODI DI SCREENING INDIRETTI

a. High Resolution Melting (HRM)

L’analisi HRM ¢ utilizzata come metodo di screening per la detezione, in amplificati genomici, di
mutazioni nucleotidiche, polimorfismi e differenze epigenetiche. Il metodo HRM risulta
particolarmente adatto ad effettuare analisi di genotipizzazioni (gene-scanning) su larga scala, in
guanto € in grado di caratterizzare campioni di acido nucleico, con estrema accuratezza e in tempi
rapidi. La tecnica si basa sull’analisi della curva di melting o di dissociazione di prodotti di
amplificazione, dalla cui particolare sequenza dipende la forma e I'andamento della curva stessa.
Analizzando quindi il profilo di dissociazione del dsDNA, al variare della temperatura, diventa
possibile discriminare e caratterizzare sequenze di DNA che differiscono anche per una singola
base. Rispetto ad altri metodi molto laboriosi o costosi, 'HRM non richiede la costruzione di
primers allele-specifici o sonde sequenza-complementari ma si serve di marcatori intercalanti
fluorescenti (SYBR® Green 1, SYTO'9, Eva Green™ etc.,) utilizzati comunemente nel sistema di Real
Time PCR; la tecnica risulta pertanto facilmente implementabile nei laboratori diagnostici gia
esistenti e la semplicita operativa del metodo la rendera sicuramente il principale strumento di
analisi molecolare.

b. Analisi Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

L’'SSCP & una tecnica dotata di buona sensibilita (>85%), semplicita di esecuzione e basso costo
che permette di valutare la presenza di mutazioni puntiformi di cui non & nota a priori la
localizzazione, in una sequenza di DNA precedentemente amplificata. La metodica consiste in una
corsa elettroforetica di prodotti di PCR e si basa sul principio che brevi frammenti di DNA (di
lunghezza < 300bp), a singolo filamento e in condizioni non denaturanti, assumono differenti
conformazioni tridimensionali dipendenti da interazioni intramolecolari che a sua volta sono
funzione della loro sequenza nucleotidica. Siccome dalla conformazione e dalle dimensione di una
molecola, dipende la sua mobilita elettroforetica, frammenti genici che differiscono anche di una
base soltanto presenteranno profili di migrazione elettroforetica differenti, se sottoposti ad un
campo elettrico su un gel di poliacrilammide non denaturante. Sebbene apparentemente molto
semplice e intuitiva, I'SSCP presenta dei limiti che ne hanno ridotto I'applicabilita su larga scala; la
capacita, infatti, di evidenziare differenze nucleotidiche tra due sequenze di DNA e fortemente
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dipendente da una serie di parametri strumentali come la concentrazione di acrilamide del gel, la
potenza applicata agli elettrodi, la temperatura e la forza ionica, per cui € necessario
standardizzare la procedura operativa per ogni tipo di sequenza analizzata prima di poter
procedere allo screening mutazionale.

c. Analisi di RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

In biologia molecolare con il termine RFLP si indicano quei polimorfismi, quindi quelle variazioni
nella sequenza del DNA, relativi alla presenza di specifici siti di restrizione tali per cui, in seguito
alla digestione del DNA con specifiche endonucleasi di restrizione, risulta un pattern di frammenti
di differenti lunghezze che puo essere utilizzato per distinguere gli individui tra loro.

La procedura di analisi degli RFLP prevede che i frammenti di DNA, ottenuti dalla digestione con
uno o pil enzimi di restrizione, vengano separati in gel d’agarosio mediante elettroforesi e infine
visualizzati ai raggi X sfruttando l'ibridizzazione con delle sonde marcate con radioisotopi, le
cosiddette RFLP probes, complementari a uno o piu frammenti di DNA.

In campo medico-diagnostico la procedura ha vaste applicazioni, dai test di paternita fino alla
diagnosi dei portatori di geni malattia, sebbene la laboriosita della metodica e la necessita di
impiegare sonde radiomarcate abbiano limitato notevolmente il suo utilizzo su larga scala. Per
ovviare a tali inconvenienti, si sono sviluppate delle varianti dell’lRFLP caratterizzate da maggior
rapidita di esecuzione e sensibilita. Una di queste € la Cleved Amplified Polymorphic Sequence
(CAPS) in cui si supera il problema dell'isolamento di una quantita sufficiente di DNA,
anteponendo alla digestione enzimatica I'amplificazione della sequenza di interesse. La tecnica
perd puod anche essere sfruttata come metodo di screening di mutazioni, scegliendo per esempio
un’endonucleasi di restrizione che riconosca una sequenza presente nella forma wild type e non
nelle varianti alleliche del gene, in modo che dal pattern di frammenti ottenuti dalla digestione
della sequenza di interesse amplificata, sia possibile dedurre lo stato mutazionale del gene.

La tecnica in ogni caso rappresenta un metodo di screening indiretto pertanto e necessario
affiancarla ad un metodo diretto, quale il sequenziamento, per identificare con precisione il tipo
di mutazione che ha determinato la perdita del sito di restrizione. Un ulteriore limite della
metodica riguarda I'applicabilita limitata in quanto solo quei geni le cui mutazioni note cadono in
corrispondenza di un sito di restrizione possono essere analizzati.

1.4. LINEE GUIDA SUI TEST GENETICI

Per test genetico si intende I'analisi a scopo clinico di DNA, RNA, cromosomi, proteine, metaboliti
o altri prodotti genici per evidenziare genotipi, mutazioni, polimorfismi, fenotipi o cariotipi
correlati a patologie ereditabili umane oppure utili a predire la risposta o la resistenza ad un
farmaco.

Lo sviluppo dei test genetici attraversa in generale tre stadi di ricerca; il primo stadio riguarda
I'identificazione della correlazione tra una determinata alterazione genetica ed una data
patologia. Nel secondo stadio sperimentale viene verificata I'accuratezza del test nell’evidenziare
I'alterazione genetica (validita analitica) e lo specifico fenotipo ad esempio una malattia o la
predisposizione ad una patologia oppure la sensibilita ad un farmaco (validita clinica). La validita
analitica di un test genetico & data dalla sua specificita e dalla sua sensibilita. La specificita
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analitica corrisponde alla proprieta del metodo di determinare esclusivamente il marcatore
bersaglio per il quale & stato destinato e quindi rappresenta la capacita del metodo di discriminare
fra diversi componenti di un sistema. La sensibilita analitica corrisponde, invece, al limite di
rilevazione del metodo cioe alla piu piccola quantita di marcatore bersaglio che puo essere
determinata con precisione. La validita clinica € determinata dalla sensibilita clinica, dalla
specificita clinica e dal valore predittivo positivo. La sensibilita clinica o diagnostica corrisponde
alla percentuale di campioni che sono positivi al test sul totale dei campioni che effettivamente
contengono l'analita che il test vuole ricercare e indica la probabilita che il dispositivo fornisca un
risultato positivo in presenza del marcatore bersaglio; un elevato valore di sensibilita clinica indica
quindi la presenza di pochi “falsi negativi”. La specificita clinica o diagnostica corrisponde alla
percentuale di campioni che sono negativi al test sul totale dei campioni che effettivamente non
contengono l'analita che il test vuole ricercare e indica la probabilita che il dispositivo fornisca un
risultato negativo in assenza del marcatore bersaglio; un valore elevato di specificita clinica indica
quindi la presenza di pochi “falsi positivi”. Il valore predittivo positivo & la probabilita che un
individuo risultato positivo al test abbia effettivamente la patologia in esame. La validazione
analitica di un nuovo metodo richiede che esso venga confrontato con il metodo considerato gold
standard o di riferimento per quell’indagine che il test intende effettuare. La validazione richiede
determinazioni ripetute al fine di valutare la riproducibilita e la ripetibilita del test e anche prove
in cieco di campioni gia codificati, cioe campioni che fungono da controllo positivo e negativo e
per i quali sia gia nota I'alterazione che si intende analizzare. |l terzo stadio sperimentale, infine, &
quello della valutazione dell’utilita clinica del test genetico per I'individuo e la collettivita. L'utilita
clinica viene valutata considerando le implicazioni mediche del test, I'esistenza e I|'efficacia di
interventi/cure cui sottoporre gli individui positivi al test, il rapporto costo-beneficio e le ricadute
etico-sociali dell’introduzione del test nella pratica clinica. E' quindi importante analizzare
I'impatto clinico del test cioe stabilire i benefici e i rischi associati sia ai risultati positivi che a quelli
negativi e valutare se il test pud comportare un miglioramento sul piano clinico sia a scopi
preventivi che terapeutici (ad esempio scelta della cura piu efficace).

Sia la validita analitica che la validita e l'utilita clinica debbono essere valutate all'interno di
protocolli sperimentali soggetti al controllo degli organi di consulenza scientifica del Ministero
della Sanita.

In particolare, per poter essere immessi sul mercato e per poter circolare nella Comunita Europea
i test diagnostici devono rispettare ed adempiere una serie di requisiti essenziali di sicurezza e di
efficacia descritti nella direttiva 98/79/CE, recepita dal D.Lgs.332/2000 e riguardanti non solo i
dispositivi in sé ma anche il loro sistema produttivo.

| requisiti generali sono rivolti alla sicurezza intrinseca del dispositivo medico-diagnostico in vitro e
riguardano:

1) lasicurezza e la salute dei pazienti e utilizzatori;

2) [I'analisi del rischio;

3) la minimizzazione dei rischi connessi con I'utilizzo;

4) la valutazione delle prestazioni in termini di sensibilita analitica, sensibilita diagnostica,
specificita analitica, specificita diagnostica, esattezza, ripetibilita e riproducibilia
(performance);

5) Vlinalterabilita delle caratteristiche delle prestazioni sia in relazione all’utilizzo che durante
il trasporto e 'immagazzinamento (stabilita);
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| requisiti relativi alla progettazione e alla fabbricazione sono dedicati agli aspetti tecnologici e

sono divisi in otto gruppi di norme:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

caratteristiche chimiche e fisiche, relative alla qualita dei materiali impiegati per la
produzione del dispositivo;

infezione e contaminazione microbica, riporta i requisiti relativi alla sterilita e al suo
mantenimento applicabili ai dispositivi, agli ambienti di lavoro e all'imballaggio;
caratteristiche relative alla fabbricazione e all’ambiente, elenca i rischi che devono essere
previsti o eliminati in fase di progettazione e di fabbricazione del dispositivo;

dispositivi costituiti da strumenti o apparecchi con funzioni di misura, riguardano la
precisione ed accuratezza delle apparecchiature con funzione primaria di misurazione
analitica;

protezione contro le radiazioni, riguarda i requisiti previsti per i dispositivi destinati ad
emettere radiazioni;

requisiti per i dispositivi medici collegati a, o dotati di, una fonte di energia come software
o sistemi elettronici (rischi elettromagnetici, elettrici, meccanici e termici);

requisiti per i dispositivi per test autodiagnostici, previsti per assicurare la facilita di utilizzo
del dispositivo e la riduzione del rischio di errori da parte di utilizzatori profani;
informazioni fornite dal fabbricante, sezione dedicata all’etichettatura (del dispositivo, dei
flaconi, delle scatole di una entita o di un insieme di componenti) e ai manuali di istruzioni
per I'uso, per un corretto utilizzo sia dei reagenti che dello strumento, che accompagnano
il dispositivo.

Ogni dispositivo deve essere corredato delle informazioni necessarie per garantire
un’utilizzazione appropriata e sicura e per identificare il fabbricante [nome o ragione
sociale e indirizzo del fabbricante, indicazioni per identificare il dispositivo e il contenuto
della confezione, codice del lotto o numero di serie, data di scadenza espressa in
anno/mese/(giorno) entro in cui il dispositivo puo essere utilizzato senza riduzione delle
prestazioni, condizioni specifiche di conservazione e/o manipolazione (T °C, esposizione
alla luce, maneggiabilita del prodotto) per garantire la stabilita del prodotto, dicitura che
indichi I'uso in vitro del dispositivo (IVD), precauzioni e/o avvertenze come simboli di
pericolo, simboli rischio chimico/radioattivo/biologico, appropriate frasi di rischio e di
sicurezzal.

Per soddisfare i requisiti tecnici il fabbricante puo applicare norme armonizzate (art.6 del D.Lgs.

332/2000) la cui applicazione & volontaria ma che comunque conferiscono presunzione di

conformita ai requisiti essenziali fissati dalla direttiva.

Considerando nello specifico i dispositivi medico-diagnostici in vitro, questi possono essere divisi

in quattro categorie:

1)

2)

dispositivi medico-diagnostici in vitro appartenenti all’allegato Il — elenco A;

sono compresi i reagenti e i prodotti reattivi per la determinazione di alcuni gruppi
sanguigni e per la rilevazione di infezionida HIV 1 e 2, HTLV | e |l e da epatiti B, Ce D.
dispositivi medico-diagnostici in vitro appartenenti all’allegato Il — elenco B;

sono compresi una varieta di reagenti e di prodotti reattivi compresi i materiali per la
determinazione di certi gruppi sanguigni, degli anticorpi anti-eritrocitari, del marcatore
PSA, dei gruppi tissutali DR, A, B per la diagnosi di fenilchetonuria, per la diagnosi di
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3)

4)

infezioni da rosolia, toxoplasma, citomegalovirus e clamidia e per il rischio di trisomia 21;
sono inclusi anche i test di autodiagnosi per la misurazione del glucosio nel sangue.
dispositivi medico-diagnostici in vitro per test autodiagnostici;

qualsiasi dispositivo predisposto dal fabbricante per essere usato da persone non esperte.
tutti i dispositivi medico-diagnostici in vitro non compresi nell’allegato Il e non destinati a
test autodiagnostici; sono compresi un grande numero di prodotti che non presentano un
danno diretto al paziente.

L'immissione nel mercato dei dispositivi dell’allegato Il (A e B) richiede una certificazione da parte
di Organismi Notificati (enti pubblici o privati, abilitati all'interno di uno Stato Membro) designati
ed autorizzati a svolgere attivita di certificazione nell’ambito della direttiva.

Per gli

altri tipi di dispositivi il fabbricante stesso pud dichiarare e garantire che i prodotti

soddisfano le disposizioni della direttiva predisponendo la documentazione tecnica relativa al

dispositivo su progettazione, fabbricazione, analisi dei rischi e dati di valutazione delle prestazioni.

Nello specifico le informazioni da riportare nella documentazione tecnica per valutare la
conformita di un IVD ai requisiti essenziali riportati nell’Allegato | del decreto legislativo 332/2000
sono descritte nell’allegato Ill sezione 3. In generale la documentazione (dichiarazione CE di
conformita) deve includere:

1)
2)
3)

4)

5)
6)
7)

8)
9)

10)

11)
12)
13)

nome e indirizzo del fabbricante;

identificazione del dispositivo (nome, marca, modello, numero di lotto, serie);

descrizione del prodotto (intended use o destinazione d’uso, caratteristiche funzionali,
tipologia di appartenenza in base alla norma vigente, modelli e varianti previste,
compatibilita e/o eventuali altri dispositivi e/o accessori);

documentazione del sistema qualita (disposizioni adottate dal fabbricante per garantire il
sistema di qualita documentate sotto forma di strategie e di procedure scritte quali
programmi, schemi, manuali e rapporti riguardanti la qualita);

informazioni di progetto del dispositivo (materie prime, caratteristiche specifiche delle
prestazioni e limiti dei dispositivi e metodi);

informazioni sul metodo di fabbricazione (schema e descrizione delle tecnologie utilizzate,
specifiche dei componenti e dei materiali e procedure dei controlli di qualita);
corrispondenza tra i requisiti essenziali e i documenti nel dossier;

risultati dell’analisi del rischio e azioni intraprese per minimizzare il rischio;

dati adeguati di valutazione delle prestazioni (supportati da informazioni su metodi di
riferimento, materiali di riferimento, valori di riferimento conosciuti, esattezza e unita di
misure utilizzate, dati ottenuti o da studi svolti in ambiente clinico o da riferimenti
bibliografici);

etichette e manuali di istruzione per I'uso (materiali e modalita di confezionamento e
imballaggio, documentazione allegata, esemplari delle etichette per ciascun prodotto);
sterilizzazione (descrizione del processo e validazione);

validazione dei processi (metodi di validazione di particolari processi);

risultati degli studi di stabilita;

Una volta redatta la dichiarazione di conformita CE ai requisiti essenziali (allegato I) in base
all’allegato Il della direttiva 98/79/CE, in cui si dichiara che il prodotto soddisfa le disposizioni
della direttiva, il fabbricante puo marcare CE IVD il prodotto e immetterlo in commercio.
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Riguardo ai test farmacogenetici in particolare, la FDA ha redatto delle linee guida specifiche per
regolamentare le sottomissioni e le notifiche premarket di test farmacogenetici e genetici. La
maggior parte dei test farmacogenetici fornisce informazioni che coadiuvano il medico nella scelta
del regime terapeutico (tipologia e dosaggio di un farmaco) piu adatto per il paziente e
generalmente si basano sull’analisi di polimorfismi/mutazioni implicati nell’attivita catalitica di
enzimi coinvolti nel metabolismo di farmaci o analiti esogeni. | test genetici invece servono a
confermare un sospetto patologico e si applicano a individui a rischio di sviluppare o che si
sospetta abbiano una certa patologia o condizione.

Per ciascun test che si intende immettere nel commercio & necessario fornire alcune
informazioni:

1) intended use (descrizione del marker che il test deve misurare, I'utilita di misurare quel
marker e la popolazione a cui il test si rivolge);

2) indicazioni d’uso (test predittivo o prognostico per una patologia, per il follow-up post
trattamento, test per valutare la sensibilita/resistenza ad un farmaco, test per valutare la
risposta al trattamento);

3) metodologia impiegata (strumentazione richiesta per condurre il test, composizione e
layout delle piattaforme di indagine es. probes o arrays, sequenza di probes, primers o
oligonucleotidi usati, condizioni di ibridazione, lavaggio etc, componenti del saggio come
buffers, enzimi, fluorofori e reagenti, metodi di estrazione del DNA, range delle
concentrazioni di DNA ottimali di partenza per eseguire il saggio, controlli forniti o
richiesti, metodi usati per garantire la specificita delle probes ed evitare il fenomeno della
cross-reattivita tra sonde, stabilita e riproducibilita del saggio);

4) interpretazione dei risultati;

5) limitazioni del saggio e controlli di qualita;

6) performance;

7) validita clinica (falsi positivi e negativi);

8) rapporto rischio-beneficio;

Il test richiede sempre una validazione analitica al fine di valutare le performance del saggio.

Deve essere specificato il materiale di partenza; pertanto vanno valutati diversi metodi di
estrazione del DNA e va indicato il metodo che garantisce sia le migliori performance che la
massima riproducibilita in termini di risultati del test. Le prestazioni del test devono essere
valutate in presenza di concentrazioni elevate di DNA di partenza e deve anche essere
determinato il limite di rilevabilita del test al fine di stabilire il range di concentrazioni di DNA che
garantisce dei risultati riproducibili e accettabili. Va determinata la precisione del test in termini di
ripetibilita (stesso giorno, sito, operatore, lotto e strumenti) e riproducibilita (tra sedute, giorni,
siti, operatori, lotti e strumenti) per assicurarsi di rilevare tutte le possibili fonti di variabilita del
saggio e va valutata la stabilita del test cioé l'intervallo di tempo entro cui il saggio mantiene
inalterate le sue caratteristiche. E’ necessario dimostrare l'abilita del test di differenziare
accuratamente e in modo riproducibile genotipi, alleli o mutazioni usando le concentrazioni iniziali
di DNA minime e massime riportate nel manuale d’uso. La robustezza del test va anche valutata
variando le concentrazioni dei reagenti e/o le condizioni di ibridazione o di amplificazione al fine
di ottimizzare il saggio e di conoscere le condizioni che minimizzano o causano cross-reattivita e/o
cross-ibridazioni aspecifiche tra probes e DNA. Infine vanno specificati i limiti del test sia analitici
che clinici per esempio il numero e i tipi di mutazioni/polimorfismi/alleli indagati. Se il test si
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correda di strumenti o software, ne vanno specificate le caratteristiche e il funzionamento (come
assegna i valori o le variabili che tiene in considerazione, come e con che frequenza va calibrato,
sorgenti di errore); inoltre, sia gli strumenti che i software vanno validati per assicurarne il loro
corretto funzionamento. Naturalmente nel caso di test farmacogenetici o genetici, I'FDA
raccomanda di validare il saggio eseguendo degli studi che confrontano i risultati ottenuti con il
dispositivo medico, con quelli ottenuti con un metodo di riferimento o gold standard o in aggiunta
con un altro dispositivo medico ben caratterizzato; nel caso in cui la popolazione testata fosse
rappresentativa della popolazione sulla quale il test & destinato ad essere usato i dati di
validazione possono essere riportati come sensibilita e specificita clinica.

1.5. TEST GENETICI DI INTERESSE COMMERCIALE

Attualmente grande interesse € rivolto a test genetici in grado di predire la risposta ai farmaci al
fine di personalizzare la terapia, diminuendo il rischio di effetti avversi e riducendo i costi legati
alla gestione clinica dei pazienti. Un esempio € dato dai test per predire il dosaggio di farmaci
anticoagulanti di tipo cumarinico (Warfarin) oppure per l'individuazione del regime terapeutico
piu appropriato in pazienti con epatite C cronica (Interferone, Ribavirina, Agenti DAAs).

1.6. WARFARIN

Il Warfarin e il principio attivo di un farmaco commercialmente noto come Coumadin®, marchio
registrato della Bristol-Myers Squibb Company. Il farmaco & indicato per la profilassi e il
trattamento della trombosi venosa e dell’embolia polmonare, per la profilassi delle complicazioni
tromboemboliche associate alla fibrillazione atriale (AF), alla cardiopatia reumatica e/o
allimpianto di protesi valvolari cardiache e per ridurre il rischio di eventi ischemici e
tromboembolici sistemici, in seguito a un evento primario di infarto del miocardio, che
potrebbero risultare in complicazioni tromboemboliche gravi e fatali.

0]

/_ § '_\_ i -~ . O /_ "-\ N
/ \\\‘ - o // -\\\
: ) :, )
2 I N/
S . ~ et e S S——

S “~ "G~ -
ONa CHyCOCHz

Fig. 1.2: formula chimica strutturale del Warfarin (C1oH1sNaOy,).

FARMACODINAMICA

II Coumadin® (Warfarin sodium) limita la sintesi, Vitamina K - dipendente, dei fattori della
coagulazione IlI, VII, IX e X e delle proteine anticoagulanti C e S attraverso l'inibizione della
subunita C1 dell’enzima VKORC1 (Vitamin K Epoxide Reductase Complex Subunit) deputato al
turnover della Vitamina K dalla forma ossidata a quella ridotta (attiva). La Vitamina K & un
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cofattore dell’enzima GGCX (Y-Glutamyl Carbossilasi) che catalizza la carbossilazione post-
traduzionale, a livello di residui di acido glutammico, dei fattori della coagulazione, determinando
la formazione di residui di acido Y-carbossiglutammico essenziali per I'attivita biologica e
I'attivazione dei fattori stessi. Come cofattore, la vitamina K agisce nella sua forma ridotta e una
volta ossidata viene rigenerata dall’enzima VKORC1, pertanto il Warfarin, agendo da antagonista
competitivo della vitamina K ossidata e inattivando I'enzima VKORC1, limita la disponibilita di
Vitamina K ridotta determinando una riduzione nel tasso di produzione dei fattori della
coagulazione funzionalmente attivi. Gli effetti anticoagulanti del farmaco si apprezzano in genere
dalle 24 alle 72 ore dopo la somministrazione e perdurano da 2 a 5 giorni in modo dipendente
dall’emivita dei fattori stessi: 60 ore per il fattore Il, 4-6 ore per il fattore VII, 24 ore per il fattore
IX, 48-72 ore per il fattore X e 8-30 ore per le proteine Ce S.

R-warfarin ~ S-warfarin CypPzCo

4_/ —— > Metabolites
Metabolites \ J
b

NADH NAD*
VKORC1
Vitamin K Vitamin K CYP4F2  Hydroxy-
(epoxidized) (reduced) —————" vitamin K1
GGCX

Functional clotting factors _)- Hypofunctional clotting factors

CALU

Fig. 1.3: il Coumadin ® viene somministrato come una miscela racemica di due enantiomeri: la forma S e la
forma R. La forma S, maggiormente attiva, € metabolizzata principalmente dal citocromo P450-2C9.
L'effetto farmacologico del farmaco € mediato dall’inibizione dell’enzima VKORC1 che a sua volta limita la
formazione di Vitamina K in forma attiva (ridotta) necessaria alla carbossilazione dei fattori della
coagulazione IlI, VII, IX e X. La dieta puo influenzare la coagulazione aumentando l’intake di Vitamina K;
inoltre, sono noti alcuni polimorfismi nel gene CYP4F2 che diminuiscono l'attivita dell’enzima CYP4F2 e
quindi promuovono un accumulo di vitamina K ridotta [6].

FARMACOCINETICA

Chimicamente il Warfarin si presenta sotto forma di una miscela racemica degli enantiomeri S e R.
La forma S risulta da 3 a 5 volte piu potente della forma R, sebbene sia anche metabolizzata piu
velocemente (I’emivita della forma S e ridotta del 50% rispetto alla forma R, 21-43 ore Vs. 37-89
ore). Il Warfarin & essenzialmente assorbito completamente in seguito alla somministrazione
orale con un picco di concentrazione intorno alle 4 ore. Il volume di distribuzione apparente e di
circa 0.14 L/Kg e circa il 99% del farmaco si trova legato alle proteine plasmatiche. L’eliminazione
del farmaco avviene essenzialmente per metabolismo; il Warfarin € convertito in metaboliti
idrossilati dagli enzimi del citocromo P-450 microsomali e in metaboliti ridotti (alcoli) da reduttasi
epatiche. Diversi isoenzimi del CYP450 sono coinvolti nella clearance del farmaco tra cui CYP2C9,
2C19, 2C8, 2C18, 1A2 e 3A4; I'enantiomero S & metabolizzato principalmente dal CYP2C9 a 7-
idrossiWarfarin mentre la forma R & metabolizzata dal CYP1A2 e CYP3A4. Studi di radiomarcatura
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hanno dimostrato che piu del 92% del farmaco somministrato per os & escreto con le urine nelle
forme idrossilate o ridotte.

FARMACOGENETICA

Differenti varianti polimorfiche dell’enzima CYP2C9 (CYP2C9*2 e CYP2C9*3) sono responsabili di
una modulazione in vivo dell’attivita anticoagulante del Warfarin e di una ridotta clearance dello
stereoisomero S del farmaco. Le varianti CYP2C9*2 e *3 si caratterizzano per una diminuita
attivita enzimatica in vitro, pertanto i pazienti portatori di queste varianti in omo- o eterozigosi
(*2*2, *3*3, *2*3) presentano un rischio maggiore di andare incontro a eventi emorragici in
seguito a terapia anticoagulante con farmaci cumarinici; la frequenza allelica di tali varianti nella
popolazione caucasica e approssimativamente dell’11% e 7% rispettivamente per la variante *2 e
*3. Altre varianti alleliche del gene CYP2C9 (*5, *6 e *11 nelle popolazioni di origine africana e *5,
*9 e *11 nella popolazione caucasica) si associano sempre a una ridotta attivita enzimatica ma
mostrano delle frequenze alleliche molto basse (MAF ~ 0.5%) e sono quindi trascurabili ai fini
clinici. Sono stati correlati ad un maggior rischio emorragico anche altri polimorfismi nel gene
VKORC1I; il polimorfismo rs9923231 in posizione c.-1639 G>A, in particolare, influenza I'efficienza
trascrizionale del promotore del gene VKORC1 determinando una riduzione dell’espressione
genica che si riflette in un aumentato rischio di eventi emorragici e in una maggiore sensibilita al
farmaco nei pazienti portatori in omozigosi dello SNP. Infine, il polimorfismo rs2108622 nel gene
CYP4F2 é stato correlato ad un aumentato rischio protrombotico in quanto si associa a una ridotta
concentrazione microsomiale della proteina P450 4F2 e di conseguenza ad una maggiore
biodisponibilita di Vitamina K ridotta.

INDICAZIONI TERAPEUTICHE

Il dosaggio del Coumadin® e la durata del trattamento devono essere individualizzate per ciascun
paziente in accordo all'INR individuale, allo scopo terapeutico e alle condizioni cliniche del
paziente. In genere viene somministrata una dose iniziale di 3-5 mg/die, basandosi sulla dose di
mantenimento media della popolazione; sulla base della risposta coagulativa del paziente,
valutata misurando I'INR, la dose iniziale viene progressivamente aggiustata fino a definire la dose
di mantenimento che a seconda dei casi puo variare in un range da 4 a 80 mg/settimana.

Tromboembolismo Venoso (incluso DVT deep venous thrombosis e PE pulmonary embolism)

Il dosaggio del farmaco va ottimizzato per raggiungere e mantenere un INR target di 2,5 (2<INR<3)
per tutta la durata del trattamento (3 mesi in caso di DVT o PE secondari a un fattore di rischio,
tempi prolungati in caso di episodi trombotici ricorrenti). Studi condotti in pazienti con
sostituzione valvolare cardiaca hanno dimostrato che l'utilizzo del farmaco evita il verificarsi di
eventi trombotici in un periodo di tempo maggiore rispetto all’aspirina in combinazione con
pentossifillina o dipiridamolo.

Fibrillazione Atriale (AF)
In pazienti con AF non valvolare ed ad elevato rischio di infarto (con precedenti attacchi ischemici

o embolia sistemica o due dei seguenti fattori di rischio: eta maggiore a 75 anni, funzionalita del
ventricolo sinistro severamente compromessa, storia di ipertensione o diabete mellito) e
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raccomandato un trattamento anticoagulante con Warfarin protratto nel tempo. Lo stesso per
pazienti con AF e stenosi mitralica; in caso di pazienti con AF e valvole cardiache meccaniche I'INR
target puo essere maggiore e il regime terapeutico pud prevedere la somministrazione di aspirina
a seconda del tipo di valvola o di altri fattori di rischio. Cinque studi clinici prospettici e
randomizzati, condotti su 3711 pazienti con AF non reumatica, hanno valutato l'effetto del
Warfarin dimostrando una sostanziale riduzione del rischio di eventi tromboembolici sistemici dal
60% all’ 86%.

Tab. 1.1: studi clinici sull’utilizzo del Warfarin in pazienti con AF non reumatica.

N Thromboembolism % Major Bleeding
Warfarin- Warfarin-

Treated Control % Risk Treated Control

Study Patients Patients PT Ratio INR Reduction p-value Patients Patients
AFASAK 335 336 1.5-2.0 2.8-4.2 60 0.027 0.6 0.0
SPAF 210 211 1.3-1.8 2.0-45 67 0.01 1.9 1.9
BAATAF 212 208 1.2-1.5 1.5-2.7 86 =0.05 0.9 0.5
CAFA 187 191 1.3-1.6 2.0-3.0 45 0.25 2.7 0.5
SPINAF 260 265 1.2-1.5 1.4-2.8 79 0.001 2.3 1.5

*All study results of warfarin vs. control are based on intention-to-treat analysis and include ischemic stroke and
systemic thromboembolism, excluding hemorrhagic stroke and transient ischemic attacks.

Infarto Miocardico

Gli individui con infarto miocardico sono pazienti ad alto rischio a cui & raccomandato un
trattamento con Warfarin (talora assieme ad Aspirina <100mg/die, anche se tale associazione
deve essere attentamente e individualmente valutata in relazione al rapporto rischio/beneficio)
per almeno 3 mesi. Lo studio randomizzato WARIS (The Warfarin Re-Infarction Study), condotto in
doppio cieco su 1214 pazienti trattati da 2 a 4 settimane con Warfarin in seguito ad un evento
infartuale (INR compreso tra 2,8 e 4,8) ha valutato la mortalita e il numero di infarti e di eventi
cerebrovascolari dopo trattamento. Al termine dei 37 mesi di follow-up & stato possibile valutare
la riduzione del rischio del 24, 34 e 54%.

CONTROINDICAZIONI

La somministrazione di Coumadin® & controindicata in donne in gravidanza in quanto il farmaco
puo risultare teratogeno; oltrepassa, infatti, la barriera placentare e pud causare embriopatie,
fetotossicita, malformazioni congenite ed emorragie fetali fatali, esponendo quindi ad un
aumentato rischio di aborto spontaneo o mortalita fetale.

Altri rischi associati all’'uso del Warfarin sono: fenomeni emorragici, discrasie sanguigne, maggiore
tendenza a sanguinamenti in caso di ulcere dei tratti gastrointestinale, genitourinario o
respiratorio, di endocarditi batteriche, pericarditi, aneurismi cerebrali ed emorragie cerebrali,
eclampsia, preeclampsia ed ipertensione maligna. Il rischio di eventi emorragici € piu elevato nel
primo mese di trattamento e tra i fattori predisponenti I’'emorragia rientrano in particolare un INR
> 4.0 o INR molto instabili, eta > 65, anamnesi di sanguinamenti gastrointestinali, ipertensione,
patologie cerebrovascolari, gravi malattie cardiache, anemia, insufficienza renale, neoplasie,
traumi, concomitante assunzione di altri farmaci, terapia anticoagulante di lunga durata e
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omozigosi per alcuni polimorfismi genetici nei geni coinvolti nel metabolismo del farmaco. In tutti
i casi sopracitati e in caso di cambiamenti nell’alimentazione o nell’assunzione di farmaci
concomitante al Coumadin® si consiglia un monitoraggio dell'INR da eseguire a intervalli di tempo
ravvicinati nonché un aggiustamento posologico mirato ed una durata della terapia adeguata alle
condizioni cliniche del paziente.

Una reazione avversa relativamente rara (<0.1%) ma molto grave é rappresentata dalla necrosi
e/o cancrena tissutale; la necrosi pud conseguire a una trombosi locale e nei casi piu gravi puo
determinare la sospensione della somministrazione di Coumadin®.

La terapia anticoagulante puo causare anche una destabilizzazione delle placche aterosclerotiche
che si accompagna a un aumentato rischio di rilascio di emboli lipidici di colesterolo; a seconda
del tessuto interessato dall’embolia i segni e i sintomi possono variare in un ampio range di
manifestazioni sebbene gli organi maggiormente interessati siano i reni seguiti da pancreas, milza
e fegato. La formazione di microemboli a livello dei tessuti molli del piede € causa di una sindrome
distinta nota come sindrome della dita porporine (“Purple Toes Syndrome*) che costituisce motivo
di interruzione della terapia anticoagulante.

L'utilizzo di Warfarin puo accompagnarsi a reazioni avverse minori come disordini gastrointestinali
(nausea, vomito, diarrea, dolore addominale, flatulenza), reazioni di ipersensibilita o allergia
(orticaria, reazioni anafilattiche), disordini epatobiliari (epatiti, aumento degli enzimi epatici nel
siero) e del tratto respiratorio, eruzioni cutanee, alopecia e dermatiti.

E’ sconsigliabile l'uso di Coumadin® in pazienti con HIT o HITTS (Heparin-induced
Thrombocytopenia o Heparin-induced Thrombocytopenia with Thrombosis Syndrome) in quanto
la sostituzione dell’eparina con il Warfarin e stata associata a cancrena venosa degli arti inferiori e
ischemia.

Altri fattori clinici associati ad un aumentato rischio di eventi avversi in seguito alla terapia
anticoagulante comprendono disfunzioni epatiche che possono influenzare sia la sintesi dei fattori
della coagulazione che il metabolismo del Warfarin, infezioni o alterazioni della flora intestinale
che influenzano I'assorbimento della vitamina K, ipertensione, vasculite, diabete mellito e deficit
di proteina C o S; il Warfarin riduce la sintesi sia di proteina C che di proteina S, pertanto i pazienti
che presentano deficit ereditario o acquisito (epatopatia, infezioni gravi, coagulazione
intravascolare disseminata, uso di contraccetivi orali, chemioterapia oncologica, intervento
chirurgico) di proteina C o S presentano un rischio piu elevato di andare incontro a necrosi
cutanea dopo somministrazione di Warfarin.

Alcuni farmaci, inoltre, possono dare delle interazioni farmacologiche alterando Ia
farmacocinetica o la farmacodinamica del Warfarin. | meccanismi farmacocinetici interessati sono
principalmente I'induzione enzimatica (carbamazepine, fenobarbital etc.,), I'inibizione enzimatica
(amiodarone, fluconazolo, voriconazolo, fluvastatina e fluvoxamina) e la riduzione del legame alle
proteine plasmatiche come I'albumina (sulfamidici). Da un punto di vista farmacodinamico invece
alcuni farmaci interagiscono con il Coumadin mediante sinergismo (anticoagulanti: dabigatran o
eparina, agenti anti-piastrinici: aspirina, clopidogrel, agenti anti-inflammatori non steroidei:
diclofenac, ibuprofene, naprossene, inibitori del re-uptake della serotonina: fluvoxamina,
paroxetina, sertralina etc.,), antagonismo competitivo o causando alterazioni del pathway
metabolico della Vitamina K. Inibitori degli enzimi CYP2C9, 1A2 e/o 3A4 potenziano I'effetto del
Warfarin mentre induttori dei medesimi enzimi riducono I'effetto del Warfarin. Altri fattori che
agiscono sull’'INR determinandone un aumento sono diarrea, disordini epatici, astenia, deficienza
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di Vitamina K (aumentato INR), mentre un aumentato intake di Vitamina K o la resistenza
ereditaria al Warfarin si associano ad un diminuito INR.

1.6.1. PROSPETTIVE FUTURE

Il Warfarin & uno degli anticoagulanti orali piu utilizzati in Europa e in Nord America nella
prevenzione e nella terapia di fenomeni tromboembolici; ogni anno, infatti, si contano circa 30
milioni di prescrizioni e 2 milioni di nuovi pazienti iniziano la terapia anticoagulante con
Coumadin®. Diversi aspetti, tuttavia, rendono il Warfarin un farmaco di non semplice utilizzo in
ambito clinico. Il Warfarin, infatti, presenta un ristretto indice terapeutico che si riflette in un
range limitato tra la dose terapeutica e la dose tossica; gli effetti avversi sono gravi e non
reversibili e concentrazioni di farmaco subterapeutiche si associano a complicazioni serie e
potenzialmente fatali; la risposta terapeutica varia poi notevolmente considerando pazienti
diversi e a volte anche lo stesso paziente ed inoltre, interazioni multiple con altri farmaci e con gli
alimenti possono determinare variazioni anche ampie dell’effetto anticoagulante pur
mantenendo costante la dose del farmaco. Questi aspetti rendono necessario un continuo
monitoraggio terapeutico dello stato coagulativo del paziente attraverso misurazioni seriali
dell'INR e fanno della TAO (Terapia Anticoagulante Orale) una terapia difficile da attuare e seguire
regolarmente sia per il medico che per il paziente.

Recentemente, & entrato in commercio un nuovo farmaco antitrombotico, il Pradaxa ® con un
meccanismo di azione differente rispetto al Warfarin e ai principali farmaci della categoria
(enoxaparina e aspirina). Il principio attivo di Pradaxa ¢ il dabigatran etexilato, un profarmaco di
piccole dimensioni che una volta metabolizzato per idrolisi a livello epatico agisce da inibitore
competitivo e reversibile della trombina (Fattore Il) e impedisce I’aggregazione piastrinica indotta
dalla trombina. Diversi studi (RE-MODEL e RE-NOVATE e RE-LY) hanno dimostrato e confermato
I’efficacia antitrombotica di Pradaxa nella profilassi del tromboembolismo venoso in seguito a
chirurgia ortopedica e in pazienti con fibrillazione atriale mentre uno studio di fase Il, che ha
messo a confronto il dabigatran etexilato con il Warfarin in 252 pazienti sottoposti a sostituzione
di valvola meccanica, ha registrato un numero maggiore di sanguinamenti e di eventi
tromboembolici con dabigatran etexilato rispetto a Warfarin. Dal marzo 2008, anno in cui 'EMA
(European Medicine Agency) ha approvato la commercializzazione del farmaco nell’Unione
Europea, I'impiego di Pradaxa é limitato a pazienti che rientrano in determinate categorie di
rischio; le indicazioni terapeutiche dell’utilizzo di Pradaxa® sono la prevenzione primaria di episodi
tromboembolici (TEV, Tromboembolismo Venoso) in pazienti adulti sottoposti a chirurgia
sostitutiva elettiva totale dell’anca o del ginocchio e la prevenzione di ictus ed embolia sistemica
in pazienti adulti con fibrillazione atriale non valvolare con uno o piu fattori di rischio (precedente
ictus, attacco ischemico transitorio o embolia sistemica, frazione di eiezione del ventricolo sinistro
<40%, insufficienza cardiaca sintomatica >2, eta 275 anni, eta >65 anni e diabete mellito,
coronaropatia o ipertensione). Sicuramente il Pradaxa®, rispetto al Coumadin, presenta numerosi
vantaggi come la pronta rapidita di azione e I'assenza di interazioni con gli alimenti; il dabigatran,
inoltre, non richiede un monitoraggio continuo dell’attivita anticoagulante e non causa una
riduzione dei livelli di proteina C e S prevenendo cosi la comparsa, in soggetti carenti di tali
proteine su base ereditaria o acquisita, di necrosi cutanea. Tuttavia il dabigatran non & privo di
interazioni farmacologiche (ad esempio con gli inibitori della P-glicoproteina) e pur presentando
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un’efficacia comparabile a quella del Warfarin si associa ad un aumentato rischio di effetti avversi
di tipo non emorragico (soprattutto gastrointestinali come dispepsia) che pongono fondamentale
un’accurata sorveglianza delle condizioni cliniche del paziente in cura con Pradaxa®. Tutt’oggi poi
il Pradaxa, cosi come e i NOACs (New Oral Anticoagulants) che agiscono come inibitori diretti dei
fattori della coagulazione (es. Rivaroxaban o Apixaban) non hanno un antidoto la cui efficacia sia
stata comprovata in clinica e questo e di particolare rilevanza in pazienti con ridotta clearance del
farmaco come soggetti anziani o con insufficienza renale. Per tale farmaco, inoltre, i dati
sull’efficacia e la sicurezza sono ancora limitati in confronto al Warfarin o ad altri anticoagulanti.
Ulteriori dati post-marketing saranno quindi di grande utilita per definire con maggiore
confidenza gli ambiti di utilizzo di Pradaxa in clinica; per ora, considerando anche i costi legati
all’utilizzo del nuovo anticoagulante (3000 dollari/anno rispetto ai 48 dollari/anno del Warfarin) la
TAO con Coumadin rappresenta il regime terapeutico di elezione per pazienti ad alto rischio
tromboembolico.

1.6.2. FATTORI PREDITTIVI PRETRATTAMENTO

L'outcome della terapia anticoagulante e il mantenimento dell’'INR (/nternational Normalized
Ratio) all'interno di una range stabilito che va da 2.0 a 3.0. L'INR & un indice normalizzato che da
una misura del tempo necessario affinché il sangue coaguli. L'INR si esprime come il rapporto tra il
tempo di protrombina del paziente (PTpaziente) € il tempo di protrombina di riferimento (PTiierimento)
elevato alla potenza del fattore ISl (International Sensitivity Index), che tiene conto della
variabilita esistente tra lotti diversi dei reagenti usati per fare I'analisi, per il sistema analitico
utilizzato. L'uso dell'INR e da preferirsi rispetto al PT in quanto e un indice standardizzato e
permette quindi di confrontare e paragonare risultati di laboratori differenti.

Nel caso del Warfarin il range terapeutico & molto ristretto e per INR >4 e INR < 2 i pazienti sono
esposti rispettivamente a un aumentato rischio di sanguinamento e di eventi trombotici.
Un’ulteriore limite della TAO (Terapia Anticoagulante Orale) & data dal fatto che esiste un’ampia
variabilita inter-individuale nella risposta al trattamento che rende necessaria una
personalizzazione della terapia al fine di ottimizzare la posologia e determinare per ciascun
paziente la dose di farmaco efficace.

Attualmente la terapia con Warfarin prevede una fase iniziale di induzione che termina al
raggiungimento dell’INR terapeutico e una fase successiva di mantenimento in cui I'INR viene
mantenuto stabile. Ad oggi perd non esiste una dose iniziale standard che consenta il
raggiungimento dell’INR terapeutico nel 100% dei casi e la dose di mantenimento ottimale per
ciascun paziente viene raggiunta a posteriori attraverso aggiustamenti posologici successivi, sulla
base della risposta del paziente misurata come scostamento dal valore bersaglio di INR; a seconda
dei casi la dose iniziale in genere varia dai 5 ai 10mg/die, mentre la dose di mantenimento puo
variare in un range che va da 3 a 9mg/die. Durante tutta la durata della terapia, inoltre, &
essenziale monitorare I'INR a intervalli di tempo regolari, piu ravvicinati nella fase di induzione e
successivamente ogni 1-4 settimane. Nelle fasi iniziali della terapia il rischio di sovra o
sottodosaggio del farmaco € comunque molto elevato; & noto, infatti, che la probabilita di
reazioni avverse durante le fasi iniziali della terapia & 10 volte maggiore di quella riscontrabile
dopo 12 mesi di trattamento e che piu del 20% dei pazienti in cura con Coumadin® viene
ricoverato per emorragie entro sei mesi dall’inizio della terapia anticoagulante e nei casi piu gravi
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va incontro a morte. Al fine di migliorare la gestione clinica del paziente sono stati condotti
numerosi studi con l'obiettivo sia di identificare fattori predittivi di risposta che di valutare
I'impatto di diversi fattori clinici e genetici sulla variabilita dose-risposta del Warfarin.

| principali fattori di variabilita si sono dimostrati essere I'eta che contribuisce per un 7% alla
variabilita totale, il peso (9%), polimorfismi genetici nel gene VKORC1 (23%) e nel gene CYP2C9
(15%) e medicazioni, patologie concomitanti e altri fattori minori (44%) [7].

L’eta puo influire nella capacita di metabolizzare il farmaco, pertanto a pazienti di eta superiore ai
60 anni e consigliabile ridurre la dose di carico e di mantenimento per ottenere un INR
terapeutico. Tenendo conto della distribuzione delle varianti alleliche VKORC1*3 e CYP2C9*2 -*3,
dosi iniziali e/o di mantenimento minori devono essere considerate anche per pazienti di origine
asiatica. L'azione del farmaco pud essere influenzata anche dalla dieta che pud alterare
I'assunzione di Vitamina K e dalla concomitante somministrazione di altri farmaci che possono
indurre o inibire gli enzimi che metabolizzano il Warfarin.

La capacita predittiva di modelli di dosaggio basati su dati clinici e demografici in genere si attesta
sul 25%, mentre con l'aggiunta del dato genetico relativo alle varianti alleliche dei geni CYP2C9 e
VKORC1 la percentuale sale al 60%; inoltre, incrementando il numero di polimorfismi indagati (per
esempio varianti alleliche dei geni CYP4F2 e GGCX) la capacita predittiva si avvicina al 73% [8].

Tab. 1.2: fattori clinici e demografici associati alla dose di Warfarin [9]

Variable Effect P value
on warfarin
Dose

Demographic variables

Age, per decade -13% <.0001
BSA, per SD +15% <.0001
White (compared to African-American) -15% 0.003
race

Female (compared to male) sex -12% 0.007

Clinical variables

Target INR, per 0.5 increase +17% 0.02
Creatinine clearance, per SD +10% 0.002
Amiodarone —24% 0.007
Number of drugs that raise INR, per drug —5% 0.06
Simvastatin —12% 0.07

BSA = body surface area; SD = standard deviation;
INR = international normalized ratio.

L'utilizzo del dato genetico nella pratica clinica non e ancora del tutto consolidato sebbene
sempre piu studi evidenzino I'importanza della conoscenza del profilo genetico per una corretta
gestione del paziente e siano disponibili in rete anche numerosi algoritmi di dosaggio che
predicono la dose ottimale per ciascun paziente combinando assieme le variabili ad oggi note per
influenzare I'efficacia del farmaco [10][11].

L'FDA, inoltre, nel 2007 ha approvato una revisione del foglietto illustrativo del farmaco,
sottolineando I'opportunita e I'utilita di utilizzare il dato genetico per predire la dose iniziale di
farmaco necessaria a raggiungere un INR terapeutico e nel 2010 ha ulteriormente aggiornato il
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foglietto illustrativo inserendovi una tabella con i dosaggi (mg/die) raccomandati per raggiungere
I'INR terapeutico sulla base del genotipo VKORC1 e CYP2C9 (Tab. 1.3).

Tab. 1.3: tre range di dosaggi di mantenimento giornalieri raccomandati (mg/die) se noto il dato genetico.

VKORCL1 CYP2CY
*1/*1 *1/%2 *1/*3 *2/%2 *2/*3 *3/%3
GG 5-7T mg 5-7T mg 3-4mg 3-4mg 3-4mg 0.5-2 mg
AG 5-7 mg 3-4mg 3-4mg 3-4 mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg
AA 3-4mg 3-4mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg

Un altro dato a favore dell'implementazione della farmacogenetica in ambito clinico & derivato
dalla conclusione di uno studio comparativo, The Medco-Mayo Warfarin Effectiveness Study,
condotto dal 2007 al 2009 su 896 pazienti per valutare se la conoscenza del profilo genetico del
paziente fosse realmente in grado di fornire un’informazione aggiuntiva al clinico e avesse un
impatto favorevole sull’outcome clinico. | risultati dello studio hanno evidenziato che il tasso di
ricoveri ospedalieri per eventi tromboembolici era inferiore del 43% nel gruppo di pazienti
genotipizzati rispetto al gruppo di controllo dimostrando quindi la sostanziale utilita dell’'uso dei
test genetici prima di iniziare |a terapia anticoagulante orale [12].

Non bisogna poi dimenticare che in media piu del 50% della popolazione globale & portatrice di
almeno una delle varianti alleliche del gene CYP2C9 (CYP2C9*2, CYP2C9*3) o del gene VKORC1
(VKORC1 c. -1639 G>A) [13]; considerando anche la variante CYP4F2*3, il 53% di Americani di
origine africana (AA) e ben I'87-95% di Asiatici, Caucasici, Ispanici e AJ (Ashkenazi Jewish) ha
almeno due delle varianti descritte (VKORC1, CYP2C9 e/o CYP4F2*3), pertanto risulta evidente
che la personalizzazione della terapia su base genetica oltre che possibile &€ perlomeno necessaria
per ridurre al minimo gli eventi avversi e garantire al paziente la terapia migliore [14]

Tab. 1.4: frequenze alleliche specificate per etnia [13].

CYP2C9*2 CYP2C9*3 VKORC1 3673

(T) (C) (A)
Reported in the
Literature:
Asian*® 0% 15-28% 89.9-914%
Black’*® 5.2% 1% 8.8-9.5%
Hispanic®'? 48-12% 3-6.0% 45%
White?#7:8.13-15 10.5-131% 58-84% 37.1-43%
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African—-American Asian Caucasian Hispanic Ashkenazi Jewish

21% 18% 21%
CYP2C9
2% 79% 82% 79%
33%
44%
VKORC1 47%
53%
59% 56%
23% 33%
CYP4F2
rs2108622
69% 66% 77% 67%

Fig. 1.4: frequenza allelica combinata delle varianti del gene CYP2C9 associate a una diminuita attivita
enzimatica (*2,*3, *5, *6, *8, *11) dell’enzima P450-2C9 e frequenze alleliche delle varianti VKORC1 c.-1639
G>A (rs9923231) e CYP4F2*3 (rs210822) in diversi gruppi etnici. La frequenza della variante wild-type &
rappresentata in colore grigio scuro, mentre le frequenze delle varianti alleliche sono rappresentate in
grigio chiaro [14].

1.6.3. RUOLO DELLA GENETICA NELLA RISPOSTA ALLA TERAPIA

Gran parte della variabilita inter-individuale osservata nella dose terapeutica di Warfarin ha base
genetica ed & imputabile a polimorfismi genici che influenzano I'efficacia anticoagulante del
farmaco modificandone sia la farmacocinetica che la farmacodinamica.

| polimorfismi genici piu significativi in tal senso sono gli SNPs: rs9923231 nel gene VKORC],
rs1799853 e rs1057910 nel gene CYP2C9 e infine rs2108622 nel gene CYP4F2.

1.6.3.1. VKORC1

VKORC1 € un gene di 11kb, localizzato nel braccio corto del cromosoma 16 in posizione p11.2 che
codifica per la subunita 1 del complesso della vitamina K epossido reduttasi (VKOR), enzima
responsabile del turnover della vitamina K dalla forma ossidata (vitamina K 2,3 epossido) alla
forma ridotta e funzionalmente attiva. Dal momento che I'enzima VKORC1 rappresenta il
bersaglio molecolare del Warfarin diversi studi hanno concentrato I'attenzione su questa proteina
al fine di elucidare i possibili meccanismi farmacodinamici alla base dell’ampia variabilita inter-
individuale nel rapporto dose-risposta, osservato nei pazienti che intraprendono una terapia a
base di farmaci cumarinici. Differenti mutazioni non sinonime sono state identificate in pazienti
resistenti al Warfarin ma non nella popolazione generale, suggerendo l'ipotesi che variazioni
geniche nella regione codificante del gene siano estremamente dannose ed escludendo quindi la
possibilita che esse siano in qualche modo collegate alla diversa sensibilita al farmaco osservata
nei pazienti in cura con Warfarin [15]. Rieder e colleghi hanno condotto uno studio per
determinare se polimorfismi nelle regioni non codificanti del gene potessero contribuire quindi
alla variabilita nella dose di mantenimento con Warfarin arruolando un totale di 554 pazienti. Il
DNA di 186 pazienti di origine europea & stato analizzato mediante sequenziamento a livello della
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regione promotoriale (5kb), intergenica (4,2kb) e 3’'UTR (2kb). | 10 SNPs piu comuni (MAF > 5%)
sono stati genotipizzati in campioni di DNA depositati di diversa origine etnica (americani di
origine europea, africana e asiatica) e, infine, i 4 SNPs risultati piu significativi sono stati utilizzati
per definire degli aplotipi di rischio [16].

*
(381, 3673, 6484, 6853, 7566) 5808—— | CCGATCTCTG H1:| A
L | ccencerere | H2

L | TAGGTCCGCA | HS
9041 TACGTTCGCG | HO

351,— TCGGTCCGCA H'}}
B

Fig. 1.5: aplotipi comuni (H1, H2, H7, H8 e H9) identificati sulla base del genotipo degli SNPs in posizione
381, 861, 2653, 3673, 5808, 6009, 6484, 6853, 7566 e 9041 della sequenza di riferimento del gene VKORC1
(GenBank AN: AY587020). Gli asterischi indicano gli SNPs in linkage disequilibrium, fortemente associati alla
dose di mantenimento di Warfarin (P<0.001), mentre gli SNPs evidenziati in grasetto sono stati utilizzati per
discriminare tra i diversi rami e per distinguere i gruppi di aplotipi A e B.

Dei 9 aplotipi (H1-H9) dedotti dai 10 SNPs piu comuni, solo 5 mostravano una frequenza superiore
al 5% e sono stati quindi presi in considerazione nell’analisi. Tra questi, gli aplotipi H1, H2, H7 e H9
sono risultati essere correlati in modo statisticamente significativo (P<0.05) al dosaggio di
farmaco: in particolare gli aplotipi H1 e H2 sono risultati associati ad una dose di farmaco minore
mentre gli aplotipi H7 e H9 sono risultati associati a dosaggi maggiori di Warfarin. Stratificando i
pazienti per i gruppi di aplotipi A/A, A/B e B/B & stato possibile quindi desumere la dose di
mantenimento attesa di Warfarin, pari a 6.2 * 0.3 mg/die nel caso dei soggetti B/B, 4.9 + 0.2
mg/die nei portatori degli aplotipi A/B e 2.7 £ 0.2 mg/die nei pazienti A/A.

La correlazione tra i polimorfismi del gene VKORC1 e il dosaggio del farmaco puo essere spiegata
anche a livello cellulare considerando i livelli di espressione genica di VKORCI1; saggi di
quantificazione dell’mRNA hanno infatti dimostrato che i livelli di VKORC1 mRNA sono maggiori di
circa tre volte negli individui B/B rispetto ai soggetti A/A (P<0.05).

Tab. 1.5: relazione tra la variante allelica VKORC1 c. -1639 G>A e I'espressione genica [7].

VKORC1 (-1639G>A)
Haplotype Enzyme production Nomenclature
BB Low (higher warfarin dose) Normal, Wild
AB Medium Heterozygote
AA High (lower warfarin dose) Homozygote

Il valore predittivo degli aplotipi H1, H2, H7, H8 e H9 & particolarmente elevato nelle popolazioni
di origine europea e asiatica dove i cinque aplotipi rendono conto rispettivamente del 96% e del
99% di tutti gli aplotipi presenti; nelle popolazioni di origine africana la distribuzione degli aplotipi
€ molto piu diversificata ed eterogenea e i gruppi di aplotipi A e B hanno una frequenza
complessiva del 62% (14% per il gruppo predittivo di una dose bassa e 49% per il gruppo
predittivo di una dose alta di Warfarin). Gli SNPs in posizione 381, 3673 (c.-1639 G>A), 6484 (c.173
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+ 1000 C>T), 6853 e 7566, oltre ad essere in LD, sono risultati poi i polimorfismi maggiormente
predittivi, in grado di spiegare circa il 25%-30% della variabilita inter-individuale nella dose-
risposta al Warfarin. Considerando che tale valore scende al 10% nel caso delle varianti alleliche
del gene CYP2(C9, VKORC1 rappresenta sicuramente il piu importante fattore genetico
nell’influenzare la risposta al Warfarin e nel predire I'outcome terapeutico.

| risultati riportati da Rieder sono stati confermati anche da numerosi altri studi che hanno
dimostrato l'influenza dei polimorfismi localizzati nelle regioni non codificanti del gene VKORC1
nella risposta individuale al Warfarin [10][11][17]. Tuttavia, sebbene i polimorfismi di VKORC1
spieghino dall’11% al 32% della variabilita nella dose efficace di farmaco nella popolazione bianca
e asiatica, negli afroamericani tale percentuale scende al 4%-10%. Per tale ragione, Limdi e
colleghi hanno valutato il valore predittivo di una serie di polimorfismi del gene VKORC1 (-
1639G>A, 1173C>T, 497T>G, 1542G>C, 2255C>T e 3730G>A) in una corte multietnica di 4886
pazienti (1103 asiatici, 670 neri, 3113 bianchi) con I'obiettivo di individuare i polimorfismi che
maggiormente influenzano I'effetto anticoagulante del Warfarin nelle diverse etnie. Tutti e sei gli
SNPs si trovano in LD (Linkage Disequilibrium, R?) e in particolare gli SNPs rs9923231 (c.-1639 G>A)
e rs9934438 (c. 173 + 1000 C>T) mostrano un forte LD in tutti i gruppi etnici considerati (R* = 0.97
in asiatici, R® = 1.00 nei neri e R* =0.99 nei bianchi) [18]

Da analisi univariate e multivariate, condotte considerando fattori clinici e il genotipo CYP2C9, i
polimorfismi rs9923231 e rs9934438 sono poi risultati equamente informativi e in grado di
spiegare circa il 4% di variabilita nella dose-risposta al Warfarin nella popolazione nera, un 18,4%
in quella asiatica e piu del 22% di variabilita nei bianchi. L’aggiunta degli SNPs 497T>G, 1173C>T e
1542G>C in modelli predittivi di dosaggio basati su dati clinici e genetici come I'algoritmo IWPC
(The International Warfarin Pharmacogenetics Consortium) che prende in considerazione il
polimorfismo rs9923231, il genotipo CYP2C9, I'eta, I'altezza e il peso ha permesso di aumentarne
la capacita predittiva di solo lo 0.3%-1%; allo stesso modo l'incorporazione degli aplotipi di
VKORC1 in modelli predittivi di dosaggio non ha migliorato in modo significativo la predizione
della dose di farmaco efficace in asiatici, bianchi e neri rispetto allo SNP rs9923231 da solo,
dimostrando il sostanziale valore del polimorfismo nello spiegare gran parte della variabilita inter-
individuale nel dosaggio del Warfarin nelle diverse etnie.

Tab. 1.6: frequenza allelica del polimorfismo rs9923231 (VKORC1 c. -1639 G>A) in diverse popolazioni [14].

African—American’ Asian Caucasian Hispanic Ashkenazi Jewish?
Allele (n = 600) (n=204) (n=212) (n=202) (n = 1004)

Freq. 95% CI Freq. 95% CI Freq. 95% CI Freq. 95% CI Freq. 95% CI

VKORC1

2-1039G  0.892  0.867-0917 0333 02690398 0594 0.528-0.660 0564 049600633 0533 0.490-0.576

2-1639A  0.108  0.083-0.133 0.667 0.602-0.731 0406 0.340-0.472 0436 0367-0504 0467 04240510
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Tab. 1.7: frequenze genotipiche per la variante VKORC1 c. -1639 G>A [14].

VKORCI Observed (expectedf) frequency (%)
~1639G>A r. . s " 5
genotype African-American® Asian  Caucasian Hispanic  Ashkenazi JewishS
=300 (=102 (n=106  (n=101) (1 = 260)
G/IG 80.3(79.5) 225(11.1) 36.8(353) 30.7(31.8) 29.2 (28.4)
G/A 17.7(19.3)  21.6(44.4) 453(482) 51.5(49.2) 48.1 (49.8)
A/A 2.0(1.2) 559(44.4) 179(16.5) 17.8(19.0) 22.7(21.8)
G/G A/G A/A
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Fig. 1.6: dosi terapeutiche di Warfarin stratificate per etnia e genotipo VKORCI (SNP rs9923231 c. -1639
G>A). La MAF (Minor Allele Frequencies) varia all'interno dei diversi gruppi etnici e cio rispecchia la
differente percentuale di variabilita spiegata dal polimorfismo nella dose di farmaco necessaria per
ottenere un INR terapeutico [18].

1.6.3.2. CYP2C9

Il gene CYP2C9, che mappa nel braccio lungo del cromosoma 10 in posizione 10g24.2, codifica per
I’enzima microsomale della famiglia dei citocromi P450 2C9, responsabile del metabolismo
ossidativo di vari substrati endogeni (acido arachidonico e linoleico) ed esogeni, tra cui numerosi
farmaci come Warfarin, fenitoina, losartan, tolbutamide, torasemide, diclofenac e anti-
inflammatori non steroidei (NSAIDS) [19]. In letteratura si riportano 57 varianti alleliche del gene
CYP2C9 (CYP2C9*1-CYP2C9*57) (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c9), tuttavia solo di alcune sono
noti la frequenza allelica nelle diverse popolazioni e l'impatto sia sull’attivita enzimatica
dell’enzima P450-2C9 che di conseguenza sul metabolismo dei farmaci substrato dell’enzima
P450-2C9 (http://www.pharmkgb.org).

Ogni variante allelica del gene CYP2C9 viene indicata con lo star (*) seguito da un numero
progressivo ed é definita da uno specifico genotipo a livello di uno o piu SNPs (aplotipo).
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La variante *1 rappresenta la forma wild-type del gene, che corrisponde ad un fenotipo “normal

metabolizer”. Il genotipo CYP2C9*1*1 & condiviso da circa il 95% degli asiatici e afroamericani, da

circa I'80% della popolazione Ispanica e da circa il 65% della popolazione caucasica. In queste

ultime, il 30% degli individui porta almeno una o entrambe le varianti *2 e *3 che sono correlate
ad una riduzione dell’attivita enzimatica di circa il 20-30% [20].

Tab. 1.8: lista delle principali varianti alleliche del gene CYP2C9 con un impatto significativo sull’attivita

enzimatica; per ogni variante sono riportati I'allele di

riferimento, il cambiamento aminoacidico

corrispondente e I'effetto sull’attivita enzimatica [6].

Tab. 1.9: frequenze alleliche delle principali varianti del gene CYP2C9 suddivise per etnia [14].

Amino acid Enzymatic
Allele | Constituted by genotypes at: changes Activity
"1 reference allele at all positions Normal
"2 C>T atrs1799853 R144C Decreased
"3 A>C atrs1057910 1359L Decreased
4 T>C at rs56165452 1359T Decreased
"5 C>G at rs28371686 D360E Decreased
"6 delA at rs9332131 27 3frameshift Null
7 C>A atrs67807361 L19I
"8 G>A at rs7900194 R150H Decreased
"9 A>G at rs2256871 H251R
11 C>T atrs28371685 R335W Decreased
"2 C>T at rs9332239 P489s Decreased
"3 T>C at rs72558187 LS0P Decreased
"14 G=>A atrs72558189 R125H Decreased
15 C>A atrs72558190 S162X Null
"16 A>G at rs72558192 T299A Decreased
17 1144C>T P382s

A>C atrs1057910, A>C at rs72558193,

*18 A>T at rs1057911 1359L; D397A Decreased
25 delAGAAATGGAA at rs72558188 118frameshift Null
"33 G=>A atrs72558184 R132Q Decreased

African-American’ Asian Caucasian Hispanic Ashkenazi Jewish?
Allele (n = 600) (n =204) (n=212) (n=202) (n =1004)

Freq. 95% CI Freq. 95% CI Freq. 95% CI Freq. 95% CI Freq. 95% CI
CYP2C9
*7 0.867 0.839-0.894 0.922 0.885-0.958 0.788 0.733-0.843 0.822 0.769-0.875 0.788 0.763-0.813
"2 0.028 0.015-0.042 0.029 0.006-0.053 0.151 0.103-0.199  0.069 0.034-0.104 0.128 0.108-0.149
*3 0.020  0.009-0.031 0.039  0.013-0.066 0.057 0.025-0.088  0.064 0.031-0.098 0.083  0.066-0.100
*4 0.000  0.000-0.000 0.000 0.000-0.000 0.000  0.000-0.000 0.000 0.000-0.000 0.000  0.000-0.000
*5 0.015 0.005-0.025 0.000 0.000-0.000 0.000  0.000-0.000 0.015 0.000-0.032 0.001 0.000-0.003
*6 0.010 0.002-0.018 0.000 0.000-0.000 0.000 0.000-0.000 0.005 0.000-0.015 0.000 0.000-0.000
*8 0.047  0.030-0.064 0.010 0.000-0.023  0.000 0.000-0.000 0.015 0.000-0.032  0.000 0.000-0.000
*J1 0.013  0.004-0.023  0.000  0.000-0.000 0.005 0.000-0.014 0.010 0.000-0.024  0.000  0.000-0.000
*]3 0.000  0.000-0.000  0.000  0.000-0.000 0.000 0.000-0.000 0.000 0.000-0.000 0.000 0.000-0.000
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La genotipizzazione delle varianti alleliche del gene CYP2C9 permette la discriminazione di tre
categorie di pazienti: i metabolizzatori lenti (Poor Metabolizer, PMs) i metabolizzatori intermedi
(Intermediate Metabolizer, IMs) e i metabolizzatori veloci (Extensive Metabolizer, EMs) (Tab.
1.10).

Tab.1.10: correlazione tra le varianti alleliche del gene CYP2C9 e il metabolismo del Warfarin [7].

CYP2CY
Genotype Metabolism Nomenclature
11 Extensive, Rapid, Ultra-metabolizer Normal, Wild
/%2 Intermediate Heterozygote
13 Poor, Slow Heterozygote
*2/%3 Poor, Slow Compound heterozygote
*20%2 Poor, Slow Homozygote
*3/"3 Extremely slow Homozygote

Tab. 1.11: frequenze genotipiche per il gene CYP2C9, suddivise per etnia. n: numero di soggetti; t frequenze
predette sulla base dell’equilibrio di Hardy-Weinberg [14].

Observed (expected"") frequency (%)

Predicted metabolizer
phenotype/genotype African-A mericat: Asian  Caucasian Hispanic  Ashkenazi JewishS

(n=300) (n=102)  (n=106)  (n=101) (n=13502)
Extensive metabolizer
*1/%41 75.7(75.1)  86.3(84.9) 066.0(62.1) 70.3(67.5) 624 (62.1)
Intermediate metabolizer
2 4.3 (4.9) 39(5.4) 15.1(23.8) 9.9(11.4) 20.7(20.2)
*[%3 33(.5) 6.9 (7.2) 9.4(8.9) 8.9(10.6) 12.0 (13.0)
x5 2.7(2.6) 0.0 (0.0) 0.0 (0.0) 20024 0.2 (0.2)
*1/%6 1.7(1.7) 0.0 (0.0) 0.0(0.0) 1.0 (0.8) 0.0 (0.0)
18 8.7(8.1) 1.0 (1.8) 0.0 (0.0) 1.0(2.4) 0.0 (0.0)
111 2.0(2.3) 0.0 (0.0) 09(0.7) 1.0 (1.6) 0.0 (0.0)
['otal 22.7(23.1) 11.8(14.5) 255(334) 23.8(293) 32.9(33.4)
Poor metabolizer
*2%2 0.3(0.1) 1.0 (0.1) 6.6(2.3) 1.0(0.5) 1.2(1.7)
*2/%3 0.3(0.1) 0.0 (0.2) 1.9(1.7) 1.0 (0.9) 2.6 (2.1)
*2%8 0.0(0.3) 0.0 (0.1) 0.0(0.0) 1.0(0.2) 0.0 (0.0)
#3443 0.0 (0.0) 0.0 (0.2) 0.0(0.3) 1.0 (0.4) 1.0 (0.7)
#3545 0.0 (0.1) 0.0 (0.0) 0.0(0.0) 1.0(0.2) 0.0 (0.0)
*3/58 0.0(0.2) 1.0 (0.1) 0.0(0.0) 0.0(0.2) 0.0 (0.0)
*3%11 0.3(0.1) 0.0 (0.0) 0.0(0.1) 0.0 (0.1) 0.0 (0.0)
*5/%6 0.3 (0.0) 0.0 (0.0) 0.0(0.0) 0.0 (0.0) 0.0 (0.0)
*8%11 0.3 (0.1) 0.0 (0.0) 0.0(0.0) 1.0 (0.0) 0.0 (0.0)
Total 1.7(1.0) 2.0 (0.6) 8.5(44) 6.0 (2.5) 5.0 (4.5)
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| PMs sono pazienti che presentano due alleli non funzionali del gene CYP2C9 (es. *2 - *2 oppure
*2 - *3), pertanto mostrano dei deficit enzimatici che si riflettono in una ridotta o assente capacita
metabolica o di attivazione di numerosi farmaci e composti endogeni. | PMs tenderanno ad
accumulare o ad eliminare piu lentamente i substrati o i farmaci che sono maggiormente
metabolizzati dal CYP2C9, avranno quindi una maggiore concentrazione di farmaco a livello
ematico e generalmente, a parita di dosaggio, un maggior effetto rispetto ad individui che
possiedono le forme funzionali dell’enzima. | metabolizzatori lenti sono quindi piu
frequentemente esposti ad effetti indesiderati (ADR) se trattati con dosi standard di questi
composti e necessitano pertanto sia di aggiustamenti posologici personalizzati (riduzioni di circa il
20-60% della dose standard) sia di un monitoraggio frequente per confermare che le
concentrazioni siano comprese nell’'intervallo terapeutico. Gli IMs presentano un allele normale
del gene CYP2C9 ed uno non funzionale (es. *1 - *2) e possono richiedere, per conseguire
un’azione terapeutica ottimale, un dosaggio farmacologico inferiore alla norma. Gli EMs infine,
sono individui con un normale metabolismo farmacologico. Gli EMs presentano due alleli
funzionali del gene (es. *1 - *1) o un allele funzionale ed uno parzialmente attivo (es. *1 - *9) e, di
solito, possono assumere i farmaci che sono substrati dell’enzima CYP2C9 ad un dosaggio
standard.

Dal momento che il Warfarin presenta un ridotta finestra terapeutica e che la risposta al
trattamento farmacologico € non solo altamente variabile, ma anche influenzata da molteplici
fattori come I'et3, la dieta, il consumo di alcolici, comorbidita e medicazioni concomitanti, diversi
studi hanno valutato se le varianti del gene CYP2C9 potessero contribuire alla variabilita inter-
individuale nella risposta anticoagulante andando a influenzare la biodisponibilita del farmaco; in
particolare é stato esaminato I'effetto dei polimorfismi rs1799853 e rs1057910 sulla dose efficace
di farmaco e sul rischio di eventi avversi, soprattutto emorragici e trombotici, legati all’utilizzo del
Warfarin. Numerose evidenze sperimentali hanno messo in luce una correlazione significativa tra
le varianti alleliche CYP2C9*2 (rs1799853, c.430 C>T, Argl44Cys, R144C) e CYP2C9*3 (rs1057910,
c.1075 A>C, lle359Leu, 1359L) ed un’alterata clearance in vitro ed in vivo del Warfarin il cui
metabolismo viene ridotto dal 30% al 50% nel caso di CYP2C9*2 e di circa il 90% per CYP2C9*3
[6][21][22][23].

Sanderson e colleghi hanno esaminato la robustezza e la qualita di tali evidenze conducendo una
revisione sistematica e una meta-analisi (HUGEnetTM) dei dati pubblicati nei maggiori databases
scientifici: PUBMED, EMBASE, the Human Genome Epidemiology Network Database, The
Cochrane Library e the Database of Abstracted Reviews of Effects. Solo 9 studi, per un totale di
2775 pazienti, rispettavano i criteri di inclusione e sono stati pertanto presi in considerazione
nell’analisi. | risultati hanno permesso di concludere che, in effetti, i portatori di almeno una
variante allelica necessitano di una dose minore di Warfarin rispetto ai pazienti wild-type: in
media 0.86 mg in meno per la variante 2C9*2 e 1.92 mg per la variante 2C9*3, pari ad una
riduzione in media rispettivamente del 17% e del 35% della dose standard. Inoltre, i portatori di
almeno una copia di una delle due varianti alleliche mostrano un rischio relativo maggiore di
manifestare reazioni avverse (sanguinamenti ed emorragie) rispetto ai soggetti wild-type: 2C9*2
RR di 1.91, 2C9*3 RR di 1.77 e 2C9*2*3 RR di 2.26. La variante allelica CYP2C9*2 si associa, infatti,
ad una riduzione del 30-60% della clearance del Warfarin, valore che raggiunge il 70%-90% nel
caso della variante CYP2C9*3. Complessivamente la variante CYP2C9*2 contribuisce per il 2,5%
alla variabilita nella dose di farmaco, mentre la variante CYP2C9*3 spiega circa il 10-12% della
variabilita nella dose terapeutica di Warfarin.
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La conoscenza del dato genetico e quindi utile per identificare i pazienti piu sensibili al Warfarin,
che potrebbero beneficiare di dosi di carico e di mantenimento minori, nonché di un
monitoraggio clinico piu frequente al fine di ridurre al minimo il rischio di reazioni avverse e di
massimizzare |'efficacia della terapia anticoagulante. Il genotipo pud anche aiutare il clinico nella
scelta del farmaco anticoagulante pil opportuno, indirizzando per esempio i pazienti 2C9*3*3 o
2C9*2*3 verso un farmaco alternativo come I'aspirina o inibitori diretti della trombina [20].

1.6.3.3. CYP4F2

Il gene CYP4F2 mappa in posizione 19p13.12 e codifica per un enzima appartenente alla famiglia
dei citocromi responsabile dell’ossidazione della vitamina K a livello epatico. L'enzima CYP4F2
metabolizza la vitamina K mediante una reazione di idrossilazione, controbilanciando cosi I'attivita
dell’enzima VKORC1 e limitando I'accumulo eccessivo di Vitamina K ridotta.

% Vitamin K, reductases OH
CH; - NQo CH;
Phytyl Phytyl o}
OH A HN

Vitamin K, (VK1) Vitamin K; dihydroquinone NH~An
CYP4F2 (VKH2) H
Glu
Hydroxyvitamin K, ¥Glutamyl Carboxylase (GGCX) CO:H
0,,CO,
Warfarin 4{ VKORC1
CYP2Co COzH
_.CH, Gla
COzH
Hydroxywarfarin  Phwiyl Activated Blc_:uod
(inactive metabolite) yty Factor Proteins
o
25, 3R-(+)-Vitamin K, epoxide
(KO)

Fig. 1.7: ruolo di CYP4F2 nell’'omeostasi della vitamina K. VKH, (Vitamina K; dihydroquinone) & un cofattore
essenziale della proteina GGCX (Y-glutamil carboxylase), I'enzima deputato alla carbossilazione e attivazione
di diversi fattori della coagulazione. Durante questo processo, VKH, viene ossidato nella forma epossido KO
che deve andare incontro a una doppia riduzione (2e’) per rigenerare il cofattore attivo. VKORC1 (Vitamin K;
Epoxido Reductase), il target molecolare del Warfarin, catalizza almeno la prima di queste reazioni di
riduzione, generando la forma VK; da KO. VKORC], inoltre, & molto verosimilmente coinvolto anche nella
conversione di VK; a VKH, assieme ad altri enzimi come NQO (NADPH quinone oxidoreductase). CYP2C9 e
CYP4F2 influenzano la dose-risposta al Warfarin controllando rispettivamente la clearance e rimuovendo
VK; dal ciclo [24].

Numerosi studi hanno investigato la correlazione tra I’attivita enzimatica di CYP4F2 e il dosaggio
individuale del Warfarin, individuando un’associazione significativa tra il polimorfismo rs2108622
(c.1297 C>T, p.V433M) e la variabilita inter-individuale nella risposta terapeutica ai derivati
cumarinici. Lo SNP rs2108622 influenza la capacita di metabolizzare la vitamina K in quanto
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determina una riduzione delle concentrazioni epatiche dell’enzima P450 4F2 allo stato stazionario
che a sua volta si associa ad un accumulo di Vitamina K ridotta. | portatori della variante allelica
CYP4F2 p.V433M pertanto sono meno sensibili al Warfarin dei soggetti wild-type e necessitano di
un dosaggio maggiore per raggiungere l'effetto anticoagulante desiderato. | meccanismi
molecolari attraverso cui lo SNP influenza il metabolismo della Vitamina K non sono stati del tutto
chiariti, ma da analisi di espressione genica e Western Blot & emerso che il polimorfismo altera
meccanismi post-trascrizionali o andando ad inibire la traduzione proteica o inducendo una
degradazione precoce della proteina [24].

Tab. 1.12: correlazione tra i livelli di CYP4F2 e I'attivita VK; ossidasica sulla base del polimorfismo
rs2108622. ° valori determinati da saggi Western Blot; b VK; attivita ossidasica normalizzata per il totale
delle proteine microsomali. VK, attivita ossidasica normalizzata per la quantita di CYP4F2.

Pool Genotype (r=2108622) CYP4F2 Content® VK1 Met, Formation® VE1 Met. Formation®
pmol/mg protein pmol {min/mg pmol /min/nmol
cc 113 0.85(0.13) 75(11)
CT 7.2 0.44(0.01) 61(1.1)
TT 2.5 0.21(0.02) 84 (6.7)

Una delle prime evidenze di correlazione tra varianti alleliche del gene CYP4F2 e la risposta
terapeutica al Warfarin, risale ad uno studio del 2008 di Caldwell e colleghi volto a identificare
varianti genetiche addizionali, rispetto a quelle gia note, che potessero influenzare il dosaggio di
farmaco richiesto per raggiungere un INR terapeutico. Avvalendosi della piattaforma DMET
Targeted Human 1.0 (Affymetrix) lo studio ha preso in considerazione un totale di 517 su 1228
analizzati, noti per essere dei biomarcatori oppure allocati in geni codificanti per enzimi farmaco-
metabolizzatori/pompe di trasporto. All'interno del pool di polimorfismi selezionati & emerso
come statisticamente significativo lo SNP rs2108622 nel gene CYP4F2 (P value 4.0 x 10™). A parita
di dose i pazienti omozigoti T/T sono meno sensibili al Warfarin dei soggetti omozigoti C/C e
pertanto necessitano di dosi maggiori (di circa 1mg/die) di Warfarin per raggiungere il medesimo
effetto anticoagulante. L’associazione esistente tra la variante CYP4F2 p.V433M e la dose efficace
di Warfarin e stata poi confermata anche da analisi di regressione multipla condotte sulle tre corti
indagate, considerando oltre allo SNP rs2108622, fattori clinici e altri fattori genetici (Tab. 1.13)
[25].

Tab. 1.13: predittori di risposta terapeutica al Warfarin; i fattori clinici da soli (sesso, eta, indice di massa
corporea e INR) spiegano il 17% della variabilita nella dose terapeutica di farmaco necessaria a raggiungere
I’effetto anticoagulante desiderato, mentre la combinazione di fattori clinici e genetici aumenta il grado di
predittivita e rende conto di piu del 50% della variabilita inter-individuale nella dose-risposta al Warfarin.

Predictor/predictor group Adjusted R2
Clinical only 0.17
Clinical plus CYP2C9 and VKORC1 0.54
Clinical plus CYP2C9 and VKORC1 and CYP4F2 0.56
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La frequenza della variante polimorfica ¢.1297 C>T varia considerando gruppi etnici differenti con
una MAF (Minor Allele Frequencies) del 30% nei caucasici ed asiatici e del 7% nella popolazione di
origine africana, suggerendo in quest’ultima un contributo minore dello SNP rs2108622 sulla dose
di mantenimento del Warfarin.

Tab. 1.14: frequenze alleliche per la variante CYP4F2*3 nella popolazione Afromericana, Asiatica, Caucasica,
Ispanica e Ashkenazi Jewish[14].

African—American Asian Caucasian Hispanic Ashkenazi Jewish

Allele (n = 600) (n = 0600) (n = 600) (n = 600) (n=1000)

Freq. 95% ClI Freq. 95% Cl1 Freq. 95% Cl1 Freq. 95% Cl Freq. 95% ClI
. 1297G=A
G 0.883  0.858-0909 0.695 0.658-0.732 0658 0620-0.696 0.767 0.733-0.801 0.672  0.643-0.701
Ap V433M) 0117 0.091-0.142 0305 0.268-0342 0342 0304-0380 0233 0.199-0267 0328  0.299-0.357

Tab. 1.15: frequenze genotipiche osservate in diverse popolazioni per la variante p.V433M del gene CYP4F2.
[14]

Observed (expected”l) frequency (%)
CYP4F2
genotype

African-American Asian  Caucasian Hispanic  Ashkenazi Jewish
(m=3000 @m=3000 (n=300) (n=300) (n=500)

. 1297G>A (p.V433M)

G/G 78.0 (78.0) 48.0(48.3) 42.7(433) 58.7(38.8) 43.4(452)
G/A 207 (20.6)  43.0(42.4) 463 (45.0) 36.0(35.8) 47.6 (44.1)
A/A 13(14)  9.093) 11.0(11.7) 5.3 (5.4) 9.0 (10.8)

La rilevanza dell’effetto dello SNP sulla dose media giornaliera di farmaco € stata valutata anche in
una meta-analisi condotta su 30 studi, su un totale di 2721 reports presi in considerazione.

Lo studio ha analizzato I'associazione tra il polimorfismo rs2108622 (c.1297 C>T) nel gene CYP4F2
e la dose di mantenimento di farmaci cumarinici, in 9,470 pazienti totali: 7,313 pazienti in cura
con Warfarin, 1,838 pazienti in cura con l'acenocumarolo e 319 pazienti in cura con
fenprocumone. L’eta media dei pazienti era di 64.2 + 8.31 anni mentre per quanto riguarda la
composizione etnogeografica 556 individui erano di origine africana, 1889 soggetti erano di
origine asiatica e 6908 pazienti erano di origine caucasica con una frequenza allelica nei tre gruppi
rispettivamente di 0.15, 0.25 e 0.31. | dati raccolti hanno permesso di concludere che il
polimorfismo rs2108622 & associato in modo statisticamente significativo (95% Cl: 5.6-11.1% con
P<0.0001) con un incremento nel dosaggio di anticoagulanti cumarinici necessario per
raggiungere un INR terapeutico, assestando in un 8,3% la percentuale di aumento della dose
media giornaliera nei portatori della variante CYP4F2 p.V433M (omozigoti c.1297 T/T o eterozigoti
€.1297 C/T rispetto a omozigoti c.1297 C/C). Anche dopo stratificazione per le varianti alleliche
CYP2C9*2, CYP2C9*3 e VKORC1 c. -1639 G>A, che e stato calcolato essere associate ad una
riduzione dal 24,1% al 31,5% nel dosaggio di Warfarin nella popolazione oggetto dello studio, lo
SNP rs2108622 & stato in grado di spiegare rispettivamente I’ 11% delle differenze di dosaggio
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osservate tra i portatori della variante CYP4F2 ¢.1297 T e gli individui omozigoti ¢.1297 C/C nei
pazienti CYP2C9*1 e il 6.9% delle differenze nei soggetti VKORC1 c.-1639 G/G.

Il polimorfismo CYP4F2 p.V433M rappresenta quindi sicuramente un fattore genetico significativo
nell’influenzare la dose giornaliera di mantenimento dei farmaci anticoagulanti cumarinici; inoltre,
sebbene I'effetto dello SNP sulla variabilita inter-individuale dose-risposta al Warfarin sia minore
rispetto a quello delle varianti alleliche CYP2C9*2, *3 e VKORC1 c. -1639 A/A , CYP4F2 si conferma
il terzo locus genico in ordine di importanza come predittore di risposta terapeutica al Warfarin e
ai suoi derivati, in grado di spiegare I'1%-2% della variabilita complessiva [26].

1.6.4. VALORE PROGNOSTICO DEL DATO GENETICO

Il valore prognostico dei polimorfismi rs9923231 nel gene VKORC1, rs1799853 e rs1057910 nel
gene CYP2C9 e rs2108622 nel gene CYP4F2 & stato confermato anche da uno studio di
associazione genome-wide (GWAS) condotto da Takeuchi e colleghi nel 2009, su 1053 pazienti
svedesi per determinare in modo conclusivo i polimorfismi capaci di alterare in modo sostanziale
il dosaggio terapeutico del Warfarin [27].

Lo studio ha preso in considerazione 325,997 SNPs non sinonimi, la cui associazione con la dose di
Warfarin & stata valutata inizialmente in un’analisi di regressione univariata. Risultati
statisticamente significativi sono stati ottenuti in primis per SNPs clusterizzati in prossimita del
gene VKORC1 (p<107%) e in secondo luogo per polimorfismi nel gene CYP2C9 (p<10™').

Al fine di potenziare il rilevamento di polimorfismi con un effetto debole ma comunque
significativo sul dosaggio del Warfarin, & stata condotta un’analisi di regressione multipla
includendo i fattori noti per influenzare I'outcome della terapia anticoagualante (VKORCI,
CYP2C9, eta, sesso). Un singolo polimorfismo (lo SNP rs2108622) a livello del gene CYP4F2 e
risultato statisticamente significativo (p < 8.3 x 10™"%) ed & stato confermato in una corte separata
di 588 pazienti svedesi. Le associazioni piu forti sono emerse per lo SNP rs9923231 nel gene
VKORC1 (P=5.4 x 107®), che come riportato in altri lavori si trova in LD con altri due SNPs
(rs9934438 e rs2359612) localizzati nella regione promotoriale/intronica del gene, e per lo SNP
rs4917639 (R’= 0.121, p<3.1 x 10™") che si trova in perfetto linkage disequilibrium con gli SNPs
rs1799853 e rs1057910 che definiscono le varianti alleliche CYP2C9*2 e CYP2C9*3; il risultato per
rs4917639 riflette, infatti, I'effetto combinato dei polimorfismi rs1799853 (CYP2C9*2) (R’=0.038,
p<8.8 x 10™") e rs1057910 (CYP2C9*3) (R*=0.080, p<4.5 x 10™).

| polimorfismi nei geni VKORC1 e CYP2C9 aumentano la sensibilita al Warfarin e in particolare le
varianti alleliche CYP2C9*2 e CYP2C9*3 sono associate a maggiori difficolta nel raggiungere un
INR terapeutico stabile e ad un maggiore rischio di eventi di sanguinamento o emorragici.
Nessuna associazione significativa € emersa per CNV (Copy Number Variations), aplotipi e altri
SNPs noti.
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Tab. 1.16: risultati dell’analisi di regressione multipla.

Predictor WARG GWAS (1053) Replication (588) Combined (1641)
Effect on dose® R P-value Effect on dose” R P-value Effect on dose® I3 P-value
Estimate (95% CI) Estimate (95% ClI) Estimate (95% CI)
VKORC1 rs9923231 —0.96 (—1.03, —0.89) 0283 1.6E-122 —0.99 (—-1.09, —0.88) 0.284 5.0E-62 -097 (—1.02, —091) 0283 2.7E-181
(C-=T, 0.402)*
CYP2C9*3 rs1057910 113 (—1.26, —1.00) 0.075 2.6E-55 1.08 (—1.27, —0.89) 0.089 23E-26 111 (-1.22, —1.00) 0080 2.6E-79
(lle359Leu, 0.070)*
CYP2C9*2 rs1799853 —0.63 (—0.74, —0.52) 0.048 1.7E-28 —0.40 (—0.55, —0.24) 0.023 5.5E-07 —0.54 (—0863, —045) 0038 1.1E-31
(Arg144Cys, 0.109)*
CYP4F2 152108622 0.25 (017, 0.33) 0.016 8.3E-10 0.16 (0.05, 0.27) 0.005 0.0029 0.21 (0.14, 0.27) 0.011 3.3E-10
(Val433Met, 0.240)*
Age —0.04 (—0.04, —0.03) 0170 1.9E-63 —0.03 (—0.04, —0.03) 0.129 1.7E-31 —0.04 (—0.04, —003) 0155 1.2E-111
Sex (male) 0.35 (0.25, 0.45) 0017 7.6E-12 0.25 (0.10, 0.40) 0.009 0001 0.30 (0.22, 0.38) 0013 1.6E-12

®In parenthesis are major/minor allele, and minor allele frequency.

PEffect of individual predictor on dose is indicated by regression coefficient and 95% confidence interval, proportion of explained variance (Rzl and P-value.
“Association in same direction as GWAS was assessed by a one-tailed test.

doi:10.1371/journal pgen. 100043 3.t002

The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) of the National Institutes of
Health Pharmacogenomics Research Network ha sviluppato delle linee guida (peer-reviewed gene-
drug guidelines), aggiornate periodicamente al sito http://www.pharmgkb.org, sulla base dei
nuovi sviluppi nel campo della personalizzazione della terapia anticoagulante con Warfarin. Sulla
base delle evidenze scientifiche pubblicate relativamente alla correlazione tra la dose di Warfarin
e il background genico del paziente emerge una forte indicazione a effettuare il test genetico
prima di iniziare la terapia anticoagulante e la raccomandazione a dosare il farmaco tenendo
conto del genotipo al fine di identificare in modo accurato la dose terapeutica di farmaco.
L'incorporazione delle informazioni genetiche in modelli predittivi di dosaggio ha il potenziale di
accorciare il tempo necessario a raggiungere un INR stabile, aumentare il tempo in cui &
mantenuto un INR terapeutico e ridurre il rischio di sovra- o sotto- dosaggio del farmaco durante
le fasi iniziali della terapia e quindi di reazioni avverse. Tali vantaggi superano i possibili rischi
associati all'implementazione della farmacogenetica in ambito clinico tra cui un monitoraggio
inadeguato dell’INR, alterazioni sulla compliance del paziente, predizioni di dosaggio scorrette a
causa di errori di genotipizzazione.

1.6.5. ALGORITMI FARMACOGENETICI

In seguito all’individuazione dei determinanti genetici della variabilita inter-individuale nel
dosaggio del Warfarin, numerosi modelli predittivi di dosaggio basati su fattori clinici, demografici
e genetici sono stati sviluppati e validati. Tra i piu noti vi sono I'lWPC Dosing Algorithm, il Gage
Dosing Algorithm, lo Sconce Dosing Algorithm, I’Algoritmo Linder, I’Algoritmo WARG, I’Algoritmo
Couma-Gen e I'equazione UCHC.

L'IWPC (International Warfarin Pharmacogenetics Consortium) Dosing Algorithm é stato
sviluppato a partire da dati disponibili nel PharmGKB data set (Accession Number PA162355460)
ed e fruibile sotto forma di foglio di lavoro Excel reperibile al sito:
www.pharmgkb.org/drug/PA451906. L'equazione dell’algoritmo & stata derivata analizzando una
popolazione grande (4043 pazienti totali) ed eterogenea, sia geograficamente che etnicamente e
I"algoritmo e stato validato su una corte di 1009 soggetti; la dose di farmaco si ricava come segue:
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VDose (mg/week)= 5.6044 — (0.2614 x Age in decades) + (0.0087 x Height in cm) + (0.0128 x
Weight in Kg) — (0.8677 x VKORC1 AG) — 1.6974 x VKORC1 AA) — (0.4854 x VKORC1 Genotype
Unknown) — (0.5211 x CYP2C9*1*2) — (0.9357 x CYP2C9*1*3) — (1.0616 x CYP2C9*2*2) — (1.9206 X
CYP2C9*2*3) —(2.3312 x CYP2C9*3*3) — (0.2188 x CYP2C9 Genotype Unknown) — (0.1092 x Asian
Race) — (0.2760 x Black or African American) — (0.1032 x Missing or Mixed Race) + (1.1816 x
Enzyme Inducer Status) — (0.5503 x Amiodarone Status). Le performance dell’algoritmo si sono
dimostrate superiori a quelle sia di modelli basati solo su dati clinici sia di approcci fixed-dose,
riuscendo a identificare accuratamente i pazienti piu a rischio di manifestare reazioni avverse, per
i quali si rendevano necessarie dosi <21mg/week (49.4% vs. 33.3%, P<0.001) o >49mg/week
(24.8% vs. 7.2%, P<0.001)[28].

Il Gage Dosing Algorithm é stato sviluppato analizzando una corte di 1050 pazienti e prende in
considerazione, come predittori indipendenti della dose terapeutica, dati clinici e genetici
combinati in una equazione matematica in cui ogni parametro & pesato per un certo fattore:
VKORC1 c.-1639 G>A (-28% per allele), BSA (+11% per 0.25 m?), CYP2C9*3 (-33% per allele),
CYP2C9*2 (-19% per allele), eta (-7% per decade), INR target (+11% per aumenti di 0.5 unita), uso
di amiodarone (-22%), fumo (+10%), etnia African American (-9%), indicazioni nell’'uso del
Warfarin/eventi trombotici correnti (+7%). L’equazione & stata validata su una corte di circa 300
pazienti e riesce a spiegare il 53-54% (rispettivamente nella corte di derivazione e in quella di
validazione) della variabilita inter-individuale nel dosaggio del farmaco, una percentuale di molto
superiore a quella ottenuta da modelli predittivi basati esclusivamente su dati clinici. Per facilitare
I'uso dell’algoritmo, I'equazione é stata implementata in un software disponibile in rete al sito:
http://www.Warfarindosing.org. Il software viene periodicamente aggiornato sulla base di nuove
evidenze scientifiche riguardanti fattori significativi di predittivita sulla dose-risposta al Warfarin e
rappresenta ad oggi una delle migliori risorse per predire la dose iniziale e di mantenimento di
Warfarin sia per la completezza dei parametri predittivi analizzati (eta, etnia, peso, altezza,
medicazioni concomitanti, INR baseline e target, indicazione terapeutica della TAO, fumo,
VKORC1*2, CYP4F2*2, GGCX rs11676382, CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C9*5, CYP2C9*6) sia perché
e stato testato e validato su piu di 1000 pazienti. Il sito www.Warfarindosing.org, inoltre, mette a
disposizione un ulteriore algoritmo farmacogenetico, I'lWPC Dosing Algorithm, pertanto consente
di ricavare una stima della dose terapeutica anche utilizzando un altro modello predittivo [21].

Lo Sconce Dosing Algorithm & stato uno dei primi modelli predittivi a combinare insieme
parametri clinici e genetici. L'equazione utilizzata per tale algoritmo & la seguente: VDose
(mg/day) = 0.628 - (0.0135 x Age in years) - (0.24 x CYP2C9*2) - (0.37 x CYP2C9*3) - (0.241 x
VKORC1) + (0.0162 x Height in cm). Il dato genotipico viene inserito sotto forma di codice dal
valore 0, 1 o 2 a seconda del numero di varianti alleliche del gene CYP2C9 portate dal paziente e
1, 2 o 3 per VKORC1 GG, GA, AA [10]. L'Algoritmo WARG, sviluppato da Wadelius e colleghi, &
stato validato su una corte di 1496 pazienti di origine caucasica (Nord Europa, Svezia). Il modello
prende in considerazione parametri clinici come l'eta, il sesso e le medicazioni concomitanti e
tutta una serie di parametri genetici, significativamente associati al dosaggio del farmaco
(VKORC1, CYP2C9*2 e CYP2C9*3) che aumentano la capacita predittiva del modello e fanno si che
I'algoritmo spieghi ben il 59% della variabilita inter-individuale nel dosaggio del farmaco, almeno
nella popolazione di derivazione. La dose settimanale predetta e il quadrato del risultato
dell’equazione: [9.46 832 - (0.90112 for rs9923231 A/G) — (2.01863 for rs9923231 A/A) — (0.50836
for ¥*1/*2) — (0.97546 for *1/*3) — (1.10204 for *2/*2) — (1.74761 for *2/*3) — (3.40 061 for *3/*3)
—(0.03686 x age) — (0.27 698 for females) — (0.06 992 x n° of drugs that increase INR)]? [29].
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Secondo il Couma-Gen Algorithm (equazione di Anderson) infine la dose settimanale viene
stimata sulla base della seguente equazione: 1.64 + exp. [3.984 + *1*1(0) + *1*2(-0.197) + *1*3(-
0.360) + *2*3(-0.947) + *2*2 (-0.265) + *3*3(-1.892) + Vk-CT(-0.304)+ Vk-TT(-0.569) + Vk-CC(0) +
age(-0.009) + male sex(0.094) + female sex(0)+ weight in Kg(0.003)], dove exp & la base
esponenziale e; *1, *2, *3 si riferiscono a CYP2C9 wild-type (*1) o alle varianti genotipiche *2 e
*3); Vk si riferisce al polimorfismo c. 173 + 1000 C>T che ¢ in forte linkage disequilibrium con la
variante allelica VKORC1 c. -1639 G>A [30].

Nel 2010 Roper e colleghi svilupparono un modello predittivo alternativo chiamato UCHC
Equation, in base al quale la dose settimanale (espressa in mg) viene ottenuta moltiplicando per
delle costanti, le variabili fisse eta, altezza e varianti alleliche in base alla formula: 46.20 - 8.93
(Numbers of Variants) - 0.461 (Age) + 0.173 (Height, cm) [31]. In uno studio comparativo del 2010
gli stessi autori, inoltre, hanno confrontato le performance di quattro algoritmi pubblicati (Sconce,
Anderson, IWPC e Gage) valutandone la capacita di predire la dose di mantenimento di un pool di
1095 pazienti in cura con Warfarin. L'accuratezza dei modelli & stata valutata calcolando la
differenza assoluta tra la dose stimata dal modello e la dose di mantenimento dei pazienti e
determinando quindi la percentuale di errore e il coefficiente di correlazione R®. L’accuratezza
clinica dei modelli & stata valutata misurando la proporzione di pazienti per i quali la dose
predetta era del 20% al di sopra o al di sotto della dose attuale (under and over dosed patient) o
all'interno un range di variabilita del 20% rispetto alla dose attuale (ideally dosed). Due sets di
pazienti sono stati presi in considerazione: 'UCHC dataset (n=121, popolazione bianca e
prevalentemente maschile) e IIWPC validation dataset (n=974) disponibile al sito
http://www.pharmgkb.org. Nella corte UCHC tutti i modelli si sono dimostrati ugualmente
predittivi spiegando una proporzione di variabilita superiore o uguale al 60% (R* compreso tra 60
e 65); tale valore si e ridotto al 36%-46% considerando il dataset IWPC piu ampio e diversificato
dal punto di vista etnico (Tab. 1.17). Le performances dei singoli algoritmi sono state valutate
anche dopo aver stratificato i pazienti sulla base della dose di mantenimento settimanale. In
generale tutti i modelli tendono a sovrastimare la dose nel caso di individui che richiedono
21mg/week o meno di farmaco e a sottostimare la dose nel caso di dosi di mantenimento
maggiori o uguali a 49mg/week; tutti gli algoritmi, invece, hanno mostrato buone performances
predittive per dosi di mantenimento comprese tra 21mg/week e 49mg/week.

Tab. 1.17: dati di comparazione dei principali algoritmi farmacogenetici.

Absolute error Absclute % error
Model Mean = SD Median Mean = SD Median R® Intercept Slope
Comparison of model prediction
in the UCHC dataset
(n=121)
Sconce® 9.45 + B.83 7.93 280+ 182 269 60.0 2.20 1.20
Gage 7.28 + 722 54 236+ 233 174 64.4 —1.69 114
IWPC=2 713+ 748 45 222+ 200 16.7 64.8 —2.33 1.7
Anderson® 743 + 7.64 559 237+ 220 18.6 64.9 —6.54 1.32
UCHC (derivation set”) 7.26 = 7.00 5.31 252+ 253 18.2 64.0 —4.14 1.16
Comparison of model prediction
in the I'WPC validation
dataset (n = 974)
Sconce® 9.50 £ B.99 6.91 345 + 386 265 377 513 0.97
Gage®® B8.37 = 7.92 6.47 345+ 439 225 458 2.23 0.93
WPC= 8.39 + B8.13 6.41 336+ 427 22.2 445 1.66 0.98
Anderson® 881 +81 6.74 37.8+ 408 236 41.4 —-1.72 1.05
UCHC 9.74 £+ B.43 791 440+ 585 26.0 36.8 1.12 0.88
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A @ Sconce @ Gage OIWFC O Anderson BUCHC Fig. 1.8: confronto dei modelli predittivi
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A: UCHC dataset; B: IWPC dataset.

Dalle analisi condotte & emerso che per i pazienti la cui dose stabile di farmaco & <21mg/week,
I'algoritmo Sconce e i modelli IWPC e Gage hanno fornito le migliori predizioni di dosaggio
rispetto agli algoritmi Anderson e UCHC. Quest’ultimo & particolarmente efficace nel predire il
corretto dosaggio di farmaco in pazienti che necessitano di dosi pari o maggiori a 49mg/week e
che sono quindi ad alto rischio di reazioni avverse in quanto un sottodosaggio € associato ad
un’elevata probabilita di eventi trombotici. Tutti gli algoritmi sono in grado di predire
correttamente la dose di farmaco per I'intermediate-dose group che comprende in genere il 60%
dei pazienti, sebbene sia noto che, per tale gruppo di pazienti, I'aggiunta della componente
genetica non aumenti significativamente la capacita predittiva di approcci fixed-dose o di modelli
basati esclusivamente su dati clinici e demografici. Analizzando la capacita predittiva dei modelli
combinando assieme i due datasets, I'algoritmo IWPG si & dimostrato superiore (R® pari a 45,9)
agli altri seguito dall’algoritmo Anderson (44,9%) e dal modello Gage (44,2%). Il modello
sviluppato da Sconce tende a sottostimare la dose soprattutto nei pazienti che richiedono dosi
elevate di farmaco, mentre il modello UCHC tende a sovrastimare la dose soprattutto nei pazienti
ad alto rischio di sanguinamento.

Lo studio ha evidenziato I'importanza di validare gli algoritmi in un campione sufficientemente
ampio e informativo prima dell'implementazione dei modelli farmacogenetici nella pratica clinica
e ha dimostrato come I'etnia contribuisca a determinare I'accuratezza dei modelli predittivi basati
su dati genetici oltre che clinici. La scelta dell’algoritmo farmacogenetico da utilizzarsi in ambito
clinico dovrebbe quindi tenere conto della popolazione usata per derivare/validare il modello e
della popolazione locale su cui I'algoritmo viene utilizzato.
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Il valore degli algoritmi farmacogenetici & stato dimostrato anche da Finkelman e colleghi che
hanno condotto uno studio su 1378 pazienti in cura con dosi stabili di Warfarin, per comparare
I'accuratezza di modelli clinici, tabelle genetiche e algoritmi farmacogenetici [32]. Sono stati
confrontati un totale di 5 modelli: un metodo basato sulla dose empirica di 5 mg/die (35
mg/week), un algoritmo clinico basato su eta, BSA, etnia, uso di amiodarone, INR target, fumo e
indicazione nell’'uso del Warfarin ([21]) due tabelle genetiche (FDA Warfarin Label Table e
Genotype Mean Table) ed un algoritmo farmacogenetico (www.warfarindosing.org).

Per quanto riguarda I’'FDA Warfarin Table & stato ipotizzato di assegnare ai pazienti una dose pari
alla media delle dosi riportate nel range di dosaggio, mentre in relazione alla Genotype Mean
Table & stato ipotizzato di assegnare ai pazienti una dose media sulla base del genotipo dei geni
VKORC1 e CYP2C9, determinata a partire da una corte di pazienti scelti nella popolazione
considerata dall'lWPC per validare I’algoritmo IWPC (tot:2858 pazienti).

Tab. 1.18: Genotype Mean Table.

VKORCi1639 CYFP2Cg ®1*1 CYP2Cg *1%2 CYP2(g "1*q CYP2(g *z2¥*2 CYP2Cg *2*g CYP2Co*g%g

G & 5 4 4 4 a
Ga 5 4 3 3 z 1
Ad 3 3 z z 1 z

Dai dati raccolti € stato visto che la predizione del dosaggio terapeutico di farmaco basata su dati
genetici garantisce una maggiore accuratezza rispetto a metodi puramente empirici o clinici.
Utilizzando la tabella fornita nel foglietto illustrativo del farmaco o la tabella derivata nella
popolazione IWPC, la dose di mantenimento corretta di Warfarin pud essere predetta
rispettivamente il 43% e il 44% delle volte rispetto alle percentuali del 39%-37% ottenute usando
rispettivamente un algoritmo clinico o un approccio fixed-dose.

L'algoritmo farmacogenetico si dimostra superiore a tutti gli altri modelli, consentendo di predire
accuratamente la dose in piu del 50% delle volte (52%); I'algoritmo farmacogenetico, inoltre,
mostra dei tassi di sotto- o sovradosaggio inferiori a tutti gli altri modelli considerati e consente di
predire accuratamente la dose non solo nel gruppo di pazienti che richiede delle dosi medie di
farmaco, ma anche nei pazienti, ad alto rischio di reazioni avverse, che richiedono dosi o molto
basse o molto alte di farmaco.
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Fig. 1.9: accuratezza dei modelli predittivi di dosaggio; per ciascun metodo viene riportata la percentuale
delle dosi di farmaco predette in modo corretto, sottostimate e sovrastimate rispetto alla dose di
mantenimento terapeutica.

Dosing method

M Empiric dose

& clinical algorithm
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Fig. 1.10: valutazione dell’accuratezza dei metodi di dosaggio del Warfarin dopo stratificazione dei pazienti,
sulla base della loro dose stabile di mantenimento, nel gruppo low dose (£21mg/week), intermediate dose
(>21 e <49 mg/week) e high dose (>49 mg/week).
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La capacita predittiva dei modelli farmacogenetici potrebbe aumentare prendendo in
considerazione altri fattori clinici e genetici che potrebbero in qualche modo avere un impatto sul
metabolismo o sull’efficacia del farmaco, come per esempio polimorfismi nei geni CYP4F2
(codifica per I'enzima Leukotriene-B(4) omega-hydroxylase 1, coinvolto nel turnover della
vitamina K), GGCX (gamma-glutamyl carboxylase, codifica per un enzima coinvolto nella
carbossilazione Vit. K dipendente dei fattori della coagulazione), ApoE (Apolipoprotein E, codifica
per una proteina coinvolta nel trasporto dei lipidi nel plasma e alcune varianti potrebbero essere
responsabili di un alterato trasporto della vitamina K al fegato) ed EPHX1 (microsomal Epoxide
hydrolase 1 , codifica per una subunita della Vitamina K epossido reduttasi e mostra un sito di
legame per la vitamina K-epossido), sebbene I'entita della loro influenza sul dosaggio del farmaco
necessiti di essere confermata da studi prospettici su popolazioni ampie e multietniche.

A tal proposito un gruppo di ricercatori italiani ha sviluppato un algoritmo farmacogenetico con
I'obiettivo di identificare a priori la dose di mantenimento individuale del farmaco sulla base di
dati genetici, demografici e clinici [33]. Il modello € uno dei pochi algoritmi che prende in
considerazione oltre alle varianti CYP2C9*2, CYP2C9*3 e VKORC1 c.-1639 G>A anche la variante
polimorfica CYP4F2*3 che spiega invece circa il 3,3% £ 2.6% della variabilita nella dose efficace di
Warfarin. Il modello & stato sviluppato a partire da una corte di 371 pazienti italiani di origine
caucasica in cura stabile con Warfarin di eta media di 73 anni (29-93) e prende in considerazione
come parametri I'eta, la BSA, i geni VKORC1, CYP2C9 e CYP4F2 combinati nella seguente
equazione: Vdose (mg/week) = (7.39764 — [0.02734 x age] + [1.06287 x BSA (m’)] — [1.04468 x
VKORC1 -1639 AG] — [2.12117 x VKORC1 -1639 AA] — [0.78983 x CYP2C9*1*2] — [1.17138 x
CYP2C9*1*3] —[1.181292 x CYP2C9*2*2 or *2*3 or *3*3] — [0.46723 x CYP4F2*1*3] — [0.71528 x
CYP4AF2*1*1]). ’algoritmo si & dimostrato in grado di assegnare correttamente la dose di farmaco
nel 51,8% dei pazienti rispetto alla percentuale del 31,2% ottenuta con un modello clinico basato
su eta, BSA (m?%) e ALT (U/l) (McNemar test:p<0.0001). Suddividendo i pazienti sulla base della
dose di mantenimento in tre gruppi (< 25mg/week, >25 e <45mg/week, 245mg/week) il modello
farmacogenetico ha predetto correttamente la dose (+ 20% della dose terapeutica di
mantenimento attuale) per gruppo di rischio, rispettivamente nel 36,24%, 66.20% e 55,42% dei
casi contro percentuali del 16,78%, 56,38% e 9,60% ottenute con il modello clinico dimostrandosi
superiore a quest’ultimo soprattutto nel caso dei pazienti in terapia con regimi a basso ed alto
dosaggio. Il coefficiente di correlazione per i due modelli & stato pari a 65.4% e 13.4%.

Le performance del modello farmacogenetico italiano sono state confrontate con quelle di altri
tre algoritmi sviluppati su popolazioni multietniche (IWPC algorithm), americane statunitensi
(Couma-Gen algorithm) e del Nord Europa (WARG algorithm) applicando tali modelli sul
medesimo set di pazienti usato per validare I'algoritmo italiano. Le analisi condotte hanno messo
in luce delle performance simili (MAE, mean absolute errors minori) per I'algoritmo italiano e il
WARG algorithm, imputabili probabilmente a somiglianze nelle popolazioni usate per derivare il
modello. Per tutti i modelli I'entita delle differenze tra la dose di mantenimento osservata e quella
predetta e risultata dipendente dalla dose di mantenimento: per regimi a basso o alto dosaggio le
differenze tra la dose predetta e quella osservata sono maggiori e i modelli tendono
rispettivamente a sovra- e sotto-stimare la dose reale, tuttavia il livello di accuratezza dei modelli
e elevato e tutti gli algoritmi spiegano un’elevata percentuale di variabilita nel dosaggio del
farmaco (R’= 65.4% per I'algoritmo italiano, 60.5% per il WARG, 63.1% per I'lWPC e 61.4% per il
Couma-Gen). Anche in questo studio viene confermato il fatto che ogni algoritmo non &
universale ma garantisce performance migliori sulla popolazione/i da cui & stato derivato.
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1.6.6. TEST FARMACOGENETICI

Attualmente il gold standard per l'identificazione delle varianti alleliche dei geni VKORC1 e
CYP2C9 informative per il dosaggio del Warfarin e il sequenziamento bidirezionale (pag 8 ACCE),
tuttavia in commercio sono disponibili diversi kit diagnostici basati su altre tecnologie, meno
costose e piu rapide. Nel settembre 2007 I'FDA ha approvato la prima notifica per un test
farmacogenetico sviluppato da Nanosphere Inc., “Verigene® Warfarin Metabolism Nucleic Acid
Test” (Verigene® System) per identificare le varianti alleliche dei geni VKORC1 1173C>T e
CYP2C9*2 - *3. Altri tre test diagnostici sono stati approvati dalla FDA nel 2008: “AutoGenomics,
Inc., Infiniti® Warfarin Assay” (sistema Biofilm Chip Microarray), “Paragon DX, Rapid Genotyping
Assay—CYP2C9 & VKORC1” (sistema RT-PCR) e “Osmetech Molecular Diagnostics, eSensor®
Warfarin Sensitivity Test and eSensor XT-8 System” (sistema microarray incluso di estrazione del
DNA, purificazione e ibridazione su chip) e uno nel 2009: “TrimGen Corp., eQ-PCR™ LC Warfarin
Genotyping Kit” (tecnologia Real-Time); tali test indagano gli alleli CYP2C9*2-*3 e VKORC1 c. -
1639 G>A, tuttavia esistono delle versioni estese es. “expanded Infiniti® CYP450 2C9-VKORC1
Multiplex Assay” che include CYP2C9*2, *3, *4, *5, *6, *11, VKORC1 -1639G>A, e sei varianti
VKORC1 addizionali oppure “eSensor® Warfarin Plus Test” che include CYP2C9*2, *3, *5, *6, *11,
*14, *15, *16, VKORC1 -1639G>A e CYP4F2 V433 M.

Nel mercato sono anche disponibili altri test diagnostici che perd non sono stati approvati dalla
FDA: “XTAG™ CYP2C9+VKORC1 Kit, Luminex Molecular Diagnostics” che interroga le varianti
alleliche CYP2C9*2, *3, *4, *5, *6, VKORC1 -1639G>A e sei mutazioni aggiuntive che determinano
resistenza al Warfarin (VKORC1 V29L, V45A, R58G, V66M, R98W, L128R) e “the Simple Probe
Warfarin assay” Idaho Technology Inc. che indaga le varianti alleliche CYP2C9*2, *3 e VKORC1 -
1639G>A. E’ possibile, inoltre, ottenere la genotipizzazione per le varianti alleliche CYP2C9 e
VKORC1 anche da alcuni laboratori riconosciuti (ARUP Laboratories, Genelex o LabCorp) che
utilizzano come metodologie di indagine la PCR-RFLP o il sequenziamento. Per una lista completa
dei test commerciali disponibili si rimanda al sito:
(http://www.pharmgkb.org/resources/forScientificUsers/pharmacogenomic_tests.jsp).

1.6.6.1. RAPPORTO COSTO/BENEFICIO DELLA GENOTIPIZZAZIONE

Non sono ancora disponibili dei dati chiari sul rapporto costo-beneficio della strategia di
genotipizzazione rispetto allo standard. Infatti la FDA non ha formalmente raccomandato
I'introduzione del test genetico né ha approvato o validato alcun algoritmo predittivo e i trials
clinici (COAG, Clarification of Optimal Anticoagulation through Genetics, NCT00839657; EU-PACT,
The European Pharmacogenetics of Anti-Coagulant Therapy, NCT01119300; GIFT The Genetic
Informatics Trial of Warfarin Therapy to Prevent DVT, NCT01006733; Pharmacogenetic dosing of
warfarin: a controlled randomized trial;, Warfarin Adverse Events Reduction for Adults Receiving
Genetic Testing at Therapy Initiation, NCT01305148) volti a valutare |'efficacia e I'utilita della
personalizzazione della terapia su base clinica e genetica non sono ancora stati terminati.
Mancano ancora poi delle linee guida per valutare le performance dei programmi di intervento o
relative ai piani di monitoraggio a lungo termine ed, inoltre, il test genetico impone delle
implicazioni etiche, legali e sociali che devono essere esaminate al fine di garantire un
trattamento equamente distribuito nel territorio, non discriminatorio e confidenziale. Ad oggi
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sono disponibili solo delle stime indicative che valutano il rapporto costo-beneficio della terapia
anticoagulante genetic-guided considerando la percentuale di reazioni avverse evitate e il costo
del test farmacogenetico.

Effetti collaterali della terapia anticoagulante come sanguinamenti o emorragie si verificano in
circa il 5% dei pazienti trattati con Warfarin (Coumadin®), anche in presenza di un intensivo
monitoraggio dell’INR. Il rischio di sanguinamenti aumenta nel periodo iniziale della terapia per
valori di INR pari o maggiori a 4.0 e diminuisce al raggiungimento di un INR terapeutico stabile.
Analizzando le differenze genetiche alla base della variabilita inter-individuale nella risposta al
Warfarin e stato visto che gli individui wild-type per il citocromo P450-2C9 raggiungono lo stato
stazionario in 3-5 giorni, mentre i portatori delle varianti alleliche CYP2C9*2 e CYP2C9*3
impiegano dai 6-8 giorni ai 12-15 giorni per raggiungere un INR terapeutico stabile a seconda della
peculiare combinazione allelica. La sensibilita clinica per CYP2C9 di identificare gravi eventi
emorragici & del 46% (95% Cl 32%-60%), mentre la specificita clinica & del 69% (95% Cl 62%-75%).
Per quanto riguarda l'influenza delle varianti alleliche del gene CYP2C9 e VKORC1 sulla dose di
mantenimento del Warfarin, & riportato che gli individui *1*2, *1%*3, *2*2, *2%3 e *3%*3
necessitano di una riduzione di dose rispettivamente del 22%, 36%, 43%, 53% e 76% rispetto ai
pazienti CYP2C9*1*1 e che, rispetto ai portatori dell’aplotipo VKORC1 BB, la dose di farmaco
debba essere ridotta del 28% e 50% nei pazienti con aplotipo VKORC1 AB e AA. Complessivamente
si stima che I'aggiustamento posologico del farmaco su base genetica consenta di ridurre il rischio
di eventi avversi in una percentuale di casi che va dal 20% all’'80%. Il costo dei test
farmacogenetici & variabile ma rientra in media in un range compreso tra $300 e $500 ($60 per
TrimGen, $622 per LabCorp, $1500 per AutoGenomics). Considerando quindi gli aspetti di validita
e utilita clinica del test farmacogenetico e il prezzo del test, il costo complessivo da fronteggiare
per singolo evento evitato si aggira tra i $14,500 e i $95,900 a seconda della sensibilita clinica del
test. Siccome ogni anno si contano circa 300.000 nuovi pazienti (USA), il costo per estrarre,
genotipizzare e mantenere il DNA & di $350 per paziente ($105 milioni) e il test consente di
ridurre di circa il 50% il numero di eventi di sanguinamento, si stima che introducendo il test
farmacogenetico nella pratica clinica si possano evitare circa 3,465 eventi emorragici, con un
risparmio di $47 milioni. A questo punto risulta ovvio che se il test farmacogenetico avesse un
costo inferiore ai $100 allora il rapporto costo-beneficio sarebbe a favore dell’introduzione del
test nella pratica clinica di routine [7][34][35].
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1.7. IL VIRUS DELL’EPATITE C

1.7.1. STORIA E TASSONOMIA

La scoperta del virus dell’epatite C e relativamente recente e risale a circa 30 anni fa. Nel 1975
circa il 65% delle epatiti “post-trasfusionali” non veniva riferito né al virus dell’epatite A (HAV) né
a quello dell’epatite B (HBV) e Feinstone nomino tali epatiti “non-A, non B” o NANBH. In seguito a
studi condotti su scimpanzé divenne chiaro che le NANBH erano causate da un agente infettivo il
cui genoma fu caratterizzato nel 1989 grazie all’avvento delle strategie di clonaggio per gli acidi
nucleici [36][37][38].

Da un punto di vista tassonomico il virus dell’epatite C (HCV) & un membro del genere
Hepacivirus, appartenente alla famiglia Flaviviridae. Analisi comparative tra sequenze
nucleotidiche di HCV (sia dell'intero genoma che di regioni subgenomiche come E1/core e NS5B)
derivate da individui appartenenti a classi di rischio differenti e provenienti da regioni geografiche
diverse, hanno rivelato la presenza di sei maggiori genotipi (1-6) e di un gran numero di sottotipi
(piti di 70 totali) all’interno di ciascun genotipo [39][40][41].

| genotipi presentano sequenze che differiscono in media per il 30-35%, mentre all’interno di
ciascun genotipo, 'omologia di sequenza tra i diversi sottotipi & di circa il 75-80%. La maggiore
variabilita si riscontra nelle regioni che codificano le proteine E1 ed E2, dal momento che le
sequenze codificanti la proteina core e alcune delle proteine non strutturali come NS3 sono
altamente conservate; la regione 5’ UTR, in particolare, presenta il minor grado di variabilita di
sequenza poiché sequenze specifiche e strutture secondarie del’lRNA sono richieste per la
replicazione e la trascrizione [40]

Russia
Norway ~ Sweden

Finland @ §
Belgium @ @ ‘ Republic

(“ SN \ \ / of Korea
/ Ti

& \ UK Q \ / // Poland s @

p Y A

3 v \

\ Syria >
Germany /
& .4 - o
ffance = 8 a /.// @
{; YRR = =
Portugai P 3 / /‘ ( 1 e
Mexico 25 @/épain // G§é \ By /

‘Egypt \ Pakistan

@ | 3 @/ \ . N P
Genotypes wolombid -1 taly \ | > Vietnam
W G1 “’ Venezuela @ { \ o L ‘G

China

Taiwan

L}

[ Gla \ ‘ , :
@ G1b Prevalence of \_ Brazil 1’ \
W G2 HCV infection 3 v b

i Thailand r

O 63 O <1.0% Saudi Arabia

| G4 B 1o10% Che /88 v
-0-1.9% ( WP\ Argentina South Africa India Australia

mGs M 2.0-2.9% ' N

HGs W >2.9%

b
] Mixed or other [ Not studied Q @ @

Fig. 1.11: stima della prevalenza dell'infezione da HCV nel mondo e distribuzione geografica globale dei
genotipi di HCV. | dati potrebbero rappresentare una sottostima del reale quadro epidemiologico
dell’epatite C in quanto I'infezione decorre spesso in modo asintomatico anche per molti anni [42].
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| genotipi 1, 2 e 3 mostrano una distribuzione globale piuttosto eterogenea con una prevalenza
relativa che varia considerando aree geografiche differenti. | sottotipi 1a e 1b sono i piu comuni
tipi virali negli USA e si riscontrano con una frequenza elevata anche in Europa. Il genotipo 2 &
relativamente comune in Nord America, Europa, Giappone (soprattutto i sottotipi 2a e 2b) e il
sottotipo 2c € comunemente riscontrato nel Nord Italia. | genotipi 3 e 6 sono predominanti nel
Sud-Est Asiatico sebbene il sottotipo 3a stia diventando un’emergenza comune in Europa e USA
dove e riscontrato soprattutto nei tossicodipendenti. Il genotipo 4 € prevalente nel Nord Africa e
nell’Asia Centrale, mentre il genotipo 5 si riscontra principalmente in Sud Africa [43].

Oltre ad aspetti prettamente epidemiologici, la determinazione del genotipo & importante per
riuscire a predire la risposta alla terapia. | dati finora raccolti da diversi studi prospettici hanno
evidenziato, infatti, che il genotipo non influenza né la progressione né la severita della patologia
bensi puo predire I'outcome terapeutico; i genotipi 2 e 3 sono generalmente piu facili da trattare
rispetto ai genotipi 1 e 4 che risultano piu resistenti all’attuale regime terapeutico basato sulla
combinazione di Peg-IFN alfa e Ribavirina. Questo si riflette nel tasso di SVR (Sustained Virological
Response, assenza di RNA virale nel siero dopo 24 settimane dalla fine del trattamento) che
raggiunge il 50% nei pazienti con infezione da HCV genotipo 1 - 4 e I'80% nei pazienti con
infezione da HCV genotipo 2 — 3 [44]. Con l'avvento dei farmaci di nuova generazione DAAs
(Directly Acting Antiviral Agents), rilevante ai fini terapici € anche la distinzione dei diversi
sottotipi: € noto, infatti, che il sottotipo 1a acquisisce molto pil velocemente del sottotipo 1b una
resistenza nei confronti degli inibitori della proteasi NS3 come boceprevir e telaprevir.

1.7.2. STRUTTURA VIRALE

Le possibilita di analizzare la struttura dei virioni di HCV sono state molto limitate a causa della
difficolta di coltivare il virus in sistemi cellulari e dall’associazione delle particelle virali, derivate
dal siero, con le LDL (Low-density Lipoprotein) [45]. Studi su cellule Huh7 usando sistemi
ricombinanti hanno permesso di ricreare in vitro particelle virali replicanti e quindi di studiarne sia
la struttura che i meccanismi di replicazione. Il virus HCV e costituito da un virione rotondeggiante
di 50-55nm di diametro formato da un pericapside lipidico (envelope) al quale sono associate
esternamente le proteine virus-specifiche E1 ed E2; il bilayer lipidico circonda il nucleocapside
virale, una struttura sferica di 30-35nm composta dalla proteina core o HCV core protein,
all'interno del quale & conservato il genoma virale [46].
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Fig. 1.12: struttura di una particella virale.
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HCV e un virus a RNA il cui genoma é costituito da una molecola di RNA single stranded (ssRNA) di
approssimativamente 9,6 kb a polarita positiva che funge da RNA messaggero per la traduzione
delle proteine virali. L'RNA virale contiene una singola ORF (Open Reading Frame) che codifica per
una proteina precursore policistronica di circa 3000 aminoacidi che viene processata co/post-
traduzionalmente da proteasi sia virali che cellulari in tre proteine strutturali (core, E1 ed E2),
sette proteine non strutturali (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5, NS5B) e una proteina aggiuntiva
ARF (Alternate Reading Frame) derivata da frameshifting ribosomale entro la regione del core
durante la trascrizione [47].

| geni codificanti per le proteine strutturali sono localizzati al 5’ dellORF e sono seguiti
downstream dai geni codificanti per le proteine non-strutturali; le prime sono componenti
essenziali della struttura del virione, le seconde invece sono coinvolte nella replicazione dell’RNA.
La ORF e fiancheggiata da regioni 5’ e 3’ non codificanti (NTR o UTR o NCR, non- un- traslated
regions, non coding regions), altamente conservate, che regolano la replicazione virale. La 5’NTR
(341 nucleotidi) si organizza in una complessa struttura secondaria di 4 domini (I-1V) che regolano
la replicazione (I e Il) e la trascrizione virale (lI-IV) attraverso la formazione del sito IRES (Internal
Ribosome Entry Side) di riconoscimento e legame del ribosoma, da cui inizia la trascrizione cap-
indipendente [48]. La 3'NTR consta di tre regioni funzionali: una regione variabile di 40 nucleotidi,
un tratto poly U/UC di lunghezza variabile da 30 a 80nt e una coda X altamente conservata di 98
nucleotidi al 3’ terminale; quest’ultima consiste di tre stem-loops (SL-1-3) e delezioni o mutazioni
all'interno dei loop determinano I'incapacita di replicare per i virus. Entrambe le regioni NTR
cooperano assieme favorendo interazioni RNA-RNA che risultano in una circolarizzazione del
genoma e che oltre a dirigere la replicazione, ne potenziano la traduzione [49].

Durante la traduzione, la poliproteina e trasferita al reticolo endoplasmatico (ER). Le proteine N-
terminali C, E1, E2 e p7 sono processate da una peptidasi del segnale cellulare (SP, cellular signal
peptidase); per la formazione della proteina core matura e pero necessaria I'azione di una
seconda peptidasi (SSP, Signal Peptide Peptidase) che rimuove la sequenza segnale per la
traslocazione di E1 all’ER al C-terminale della proteina core. Le proteine non strutturali da NS2 a
NS5B sono processate da due proteasi codificate dal virus (NS2/NS3 e NS3/NS4A). NS2 e la
porzione N-terminale di NS3 costituiscono una cistein proteasi zinco —dipendente responsabile del
taglio in cis alla giunzione tra NS2 e NS3; la serin proteasi NS3 e il suo cofattore NS4A catalizzano
invece il taglio proteolitico delle proteine a valle contenute nel precursore proteico [50].

La proteina core & responsabile della formazione del nucleocapside ed & deputata anche alla
regolazione del cell-signaling e di fasi come I'assemblaggio e la traduzione dell’RNA. [52][53].

Le proteine E1 ed E2 sono due glicoproteine transmembrana che fanno parte dell’envelope virale;
a livello strutturale si puo riconoscere un grande ectodominio idrofilico che viene N-glicosilato a
livello del lume del reticolo endoplasmatico e un dominio transmembrana (TMD) responsabile
dell’interazione di E1 ed E2 a formare eterodimeri coinvolti nell’interazione virus-recettore (CD81
e rLDL), passaggio chiave per la successiva internalizzazione del virus all'interno della cellula.
Analisi comparative tra le sequenze codificanti per le proteine E1 ed E2 in diversi isolati di HCV
hanno rivelato un limitato grado di conservazione; E1 in particolare mostra un dominio di circa
40aa moderatamente variabile, mentre nella regione codificante per E2 sono state identificate
due regioni ipervariabili (HVR1 e HVR2) che si riflettono in una variabilita di sequenza
aminoacidica maggiore all’80%. La presenza di domini non conservati e delle regioni HVRs riflette
I’esposizione di tali domini agli anticorpi specifici anti-HCV e offre una possibile spiegazione del
meccanismo di evasione del virus dal sistema immunitario. E1 ed E2 sono quindi responsabili della
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gran parte della variabilita genetica osservata tra genotipi e sottotipi virali e dell’alterazione delle
proprieta antigeniche e biologiche del virus che mutando rendono difficile il riconoscimento da
parte degli anticorpi anti-HCV [54]. La proteina p7 forma un canale ionico nel RE che si ipotizza sia
funzionale alla formazione dei virioni.
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Fig. 1.13: genoma di HCV e processamento della poliproteina [51].

NS2 & una autoproteasi (cistein proteasi) le cui attivita funzionali dipendono dal dominio
proteasico al C-terminale, che sembra giocare un ruolo essenziale nelle fasi iniziali di assemblaggio
del virione e nella morfogenesi, probabilmente attraverso I'interazione con le glicoproteine E1-E2
e il complesso NS3/NS4A. NS2 inoltre interagisce con molte proteine cellulari come CIDE-B
alterando il ciclo cellulare e inibendo I'apoptosi.

NS3 & una proteina multifunzione: I'attivita ATPasica/elicasica della porzione C-terminale
permette di svolgere strutture secondarie dell’lRNA, mentre I'attivita serin proteasica del dominio
N-terminale e coinvolta nella processazione della poliproteina virale.

NS4B e una proteina integrale di membrana con un importante ruolo nella formazione di reticoli
membranosi (ER-derived membranous web) che formano una piattaforma su cui assemblare il
complesso di replicazione. NS4B presenta anche un motivo di legame ai nucleotidi che lega e
idrolizza GTP: non & escluso che NS4B possa legare I'RNA virale o strutture polinucleotidiche.
NS5A é una proteina multifunzionale con un ruolo cruciale nella regolazione della replicazione
dell’RNA virale, nell’assemblaggio e rilascio del virus, nella regolazione delle interazioni proteiche
tra proteine virali e tra proteine dell’ospite e molecole virali, nella modulazione dei signaling
pathways cellulari e nella regolazione della risposta mediata dall’IFN I. NS5A, infatti, rappresenta
un sensore dell'lFN grazie alla presenza della regione ISDR (Interferon Sensitivity-Determining
Region) e si pensa giochi un ruolo nella resistenza in vivo all’'IFN-alfa.

NS5B e la polimerasi virale. Un dominio idrofobico la localizza a livello della membrana del RE,
mentre il sito attivo si rivolge al citosol. Come altre polimerasi RNA-dipendenti, NS5B & un enzima
error-prone e privo di meccanismi proof-reading (attivita 5’-3’ esonucleasica) di correzione; cio
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comporta I'incorporazione nel’RNA nascente di ribonucleotidi errati a un tasso di circa 107
/nucleotide/generazione che sommato alla rapida cinetica di replicazione virale, & responsabile
dell’evoluzione rapida del virus sia intra-paziente che inter-paziente. La proteina ARF, prodotta
per frameshift -2/+1, si localizza nel RE e si sa sia espressa in vivo durante I'infezione.
L‘eterogeneita genetica di HCV e la sua elevata capacita di adattamento alla pressione selettiva
esercitata dal sistema immunitario dell’ospite sono coinvolte nella frequente cronicizzazione
dellinfezione, nell‘evasione da parte del virus dalla risposta immunitaria, nella limitata efficacia
della terapia e nella difficolta di preparare un vaccino [55].

1.7.3. CICLO REPLICATIVO VIRALE

La replicazione del virus HCV & un processo multistep molto complesso che coinvolge diversi attori
sia virali che cellulari. L'entrata del virus negli epatociti &€ dipendente dal legame delle proteine E1-
E2 con il recettore tetraspannina CD81. Dopo l'iniziale binding tra le glicoproteine dell’envelope e
il glicosamminoglicano eparan solfato presente sulla superficie cellulare, segue l'interazione di E2
con il recettore SR-BI (Scavenger Receptor B type |), prerequisito per la concomitante o successiva
interazione del virus con CD81. Siccome SR-BI agisce da recettore per le LDL/HDL, I'infezione degli
epatociti puo essere mediata anche dal legame diretto tra SR-BI e i complessi HCV-LDL [54].

Il dato poi che molti tipi cellulari non siano suscettibili all’infezione pur esprimendo CD81 e SR-BI
ha suggerito il coinvolgimento di altri fattori cellulari nell’infezione virale e nel trasferimento cell-
to-cell del virus; tra questi in ordine di importanza le proteine CLDN1 (claudin-1) e OCLN (occludin)
presenti nelle tight junctions degli epatociti e altamente espresse nel fegato, i membri della
famiglia delle claudine CLDN6 e CLDN9 e infine, come cofattori, i recettori RTKs e NPC1L1 [56].

Il legame al recettore induce la formazione di una vescicola endocitica rivestita di clatrina che si
fonde con I'endosoma; il pH acido del’endosoma scatena la fusione dell’envelope con la
membrana endosomiale e provoca il successivo rilascio dell’lRNA virale nel citoplasma della
cellula. L'IRES virale lega la subunita 40S del ribosoma complessata ai fattori di inizio della
traduzione elF2 e elF3, al GTP e al tRNA iniziatore, formando il complesso di preinizio 48S che si
associa alla subunita 60S dando vita al complesso di traduzione attivo. Una volta formato il
complesso di replicazione, I'RNA viene replicato dalla RdRp. La replicazione procede con la
formazione di un intermedio a doppio filamento che viene separato da NS3 formando una
molecola di RNA antisenso che funge da templato per la sintesi di nuove molecole di plus-strad
RNA. Una volta che tutti i componenti della particella virale sono stati sintetizzati, questi vengono
assemblati a formare particelle virali complete a livello del RE; un ruolo chiave nel processo di
assemblaggio é svolto dai lipid droplets (LD) a cui sono associate molte delle proteine virali come
per esempio la proteina core, NS5A e perfino il complesso di replicazione [57] [58][59].
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Fig. 1.14: il ciclo replicativo di HCV pu0 essere riassunto nei seguenti punti: 1, entrata nella cellula ospite
dopo legame a recettori specifici cellulari; 2, espoliazione dell’envelope; 3, traduzione dell’lRNA e
processamento della poliproteina virale; 4 formazione del complesso replicativo e replicazione del genoma
virale; 5, assemblaggio delle particelle virali; 6, rilascio in circolo dei virioni [57].

1.8. INFEZIONE DA VIRUS DELL’EPATITE C

1.8.1. EPIDEMIOLOGIA

L'infezione da virus dell’epatite C (HCV) ha un impatto globale significativo. In accordo alle stime
del WHO (World Health Organization) sono 130-170 milioni i portatori del virus HCV nel mondo,
pari a circa il 2-2,5% della popolazione mondiale, di cui 5 milioni in Europa.

La prevalenza dell’infezione da HCV viene stimata per regione dal momento che per molte nazioni
mancano dati epidemiologici aggiornati; le percentuali variano da <1.0% nel Nord Europa (con una
prevalenza dello 0.1% nel Regno Unito e in Scandinavia) a >2,9% nell’Africa settentrionale, con
una prevalenza del 15-20% in Egitto [60]

La principale via di trasmissione del virus e la via parenterale; infatti, la maggior parte di pazienti
con epatite C cronica in Europa e USA hanno contratto l'infezione attraverso le trasfusioni di
sangue o 'uso di farmaci/droghe somministrati per endovena [61]. L'esposizione al virus e la
trasmissione del virus sono possibili anche attraverso le punture accidentali con aghi o strumenti
taglienti contaminati dal virus, 'uso di materiale sanitario contaminato, le pratiche religiose che
implicano scarificazione, le procedure di body piercing e/o tattoing e in misura minore I'attivita
sessuale non protetta con partner infetti [62]. Il rischio di trasmissione perinatale & basso,
inferiore al 5% e non ci sono evidenze che I'allattamento al seno sia un fattore di rischio nei
neonati [63]. | fattori di rischio menzionati sono variamenti rappresentati da Paese a Paese: in
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Australia ed America, 'uso di sostanze stupefacenti per via endovenosa sembra essere stato il
fattore predominante per l'infezione, mentre in Italia, Spagna, Cina, Giappone ed Egitto ha
contribuito maggiormente I'uso di strumenti e procedure di diagnosi e cura non sicure [64].

Negli ultimi 10-15 anni I'incidenza dell’infezione da HCV si & progressivamente ridotta nei paesi
occidentali soprattutto nella popolazione di eta compresa tra 15 e 24 anni. | fattori che hanno
contribuito ad abbassare il numero di nuove infezioni sono stati I'introduzione dello screening
obbligatorio per Ac anti-HCV in tutti i donatori di sangue dai primi anni 1990, I'utilizzo di test
molecolari per la ricerca dell’lHCV-RNA, I'impiego di dispositivi medici monouso, I'adozione di
pratiche piu sicure nelle procedure a rischio di contaminazione ematica e infine le campagne
educative e di sensibilizzazione sulle modalita di trasmissione dei virus HIV e HCV [65].
Attualmente il rischio di contrarre I'infezione in seguito a trasfusioni di sangue & stimato essere
tra 1:500.000 e 1 : 1.000.000 unita trasfuse e, in Europa, i nuovi casi di infezione derivano per lo
piu dall’'uso di sostanze illecite per endovena, con un incidenza di infezione che varia dal 15% al
30% annuo [64][66].

1.8.2. STORIA NATURALE

Le manifestazioni cliniche dell’infezione da HCV costituiscono un quadro eterogeneo che varia
considerando le forme acute rispetto a quelle croniche. L’epatite acuta € spesso asintomatica e
nel 20% dei casi si risolve spontaneamente. Nell’80% dei pazienti invece I'infezione progredisce
verso una forma cronica, le cui manifestazioni spaziano da condizioni asintomatiche, non
progressive e pressoché stabili a forme progressive caratterizzate da fibrosi epatica che nel lungo
periodo puo evolvere in cirrosi ed epatocarcinoma [62]. Il decorso della patologia & generalmente
lento e progressivo: circa il 20-30% dei pazienti cronicamente infetti sviluppano cirrosi in un arco
temporale di 20-30 anni. La prognosi puo variare fortemente in ciascun paziente in modo
dipendente da numerosi fattori che includono: genotipo virale, sesso, eta, trattamento antivirale
(presenza/assenza e tipologia), uso di alcol, comorbidita, coinfezioni e background genetico
dell’individuo. Questi fattori influenzano anche la durata dell’infezione che puo durare dai 10 ai 30
anni dall’inizio dell’infezione agli stadi finali della patologia. La progressione della patologia &
generalmente piu rapida in pazienti con eta compresa tra i 40 e i 55 anni, di sesso maschile, che
fanno uso di alcol o stupefacenti come marijuana o steroidi, con coinfezioni (HIV o HBV); la
progressione dell'infezione sembra invece essere rallentata e i cambiamenti nell’istologia epatica
meno severi in pazienti Americani di origine africana [67][68].

1.8.2.1. Epatite C Acuta

Il periodo di incubazione varia molto a seconda dell’individuo e dell'importanza dell’inoculo ma in
media e di 8 settimane. | sintomi dell’epatite C acuta sono generalmente aspecifici e
comprendono malessere, nausea e dolore al quadrante superiore destro del fegato; l'itterizia &
presente in meno del 25% dei pazienti mentre un aumento delle aminotransferasi da 10 a 30
volte oltre il limite normale (800 U/l) & comune e insorge dalle 6 alle 12 settimane successive
all’esposizione. Le manifestazioni cliniche durano in genere dalle 2 alle 12 settimane e la loro
risoluzione si accompagna nel 40% dei casi alla normalizzazione dei livelli delle ALT e nel 20% dei
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casi alla guarigione intesa come eradicazione spontanea del virus (HCV-RNA non rilevabile nel
siero). La sieroconversione e rilevabile intorno alla ottava settimana dopo I'esposizione anche se
in alcuni pazienti compare anche dopo parecchi mesi (Fig. 1.15) [69].

1.8.2.1. Epatite C Cronica

L’epatite cronica e definita dalla persistenza dell’lHCV-RNA a livello sierico per piu di sei mesi. La
probabilita di cronicizzazione dipende sia da fattori virali che da fattori legati all’ospite: una
risposta Thl HCV-specifica, titoli anticorpali elevati specifici per le proteine strutturali di HCV,
varianti alleliche del gene IL28B, sono associati alla clearance spontanea del virus. Il rate di
cronicizzazione varia anche in funzione dell’eta, del sesso e dell’etnia: individui giovani e/o di
sesso femminile e/o caucasici-ispanici presentano un minore rischio che l'infezione cronicizzi.
Circa il 25% dei pazienti con epatite C cronica presenta dei livelli di ALT superiori alla norma di 2-5
volte e nel 30-40% dei casi compaiono manifestazioni extraepatiche come disordini autoimmuni,
glomerulonefriti, dermatiti e diabete mellito. Nella maggior parte dei pazienti, tuttavia, I'infezione
cronica si accompagna a sintomi eterogenei ed aspecifici come fatica, debolezza, mialgia e nausea
almeno fino a quando la funzionalita epatica non viene compromessa dall’instaurarsi di uno stato
inflammatorio persistente che porta a sconvolgere I'architettura parenchimale del fegato.
L'evoluzione della malattia epatica verso gli stadi terminali avviene mediante un processo
fisiopatologico che determina I'accumulo di tessuto fibroso come risposta al danno tissutale
ripetuto. La quantita di matrice extracellulare fibrillare (ECM) viene utilizzata nella pratica clinica
per misurare la gravita della progressione attraverso il sistema di punteggio METAVIR. Un
punteggio 0-2 indica una fibrosi lieve non associata ad anomalie funzionali, mentre i punteggi 3 o
4 descrivono situazioni piu gravi in cui il parenchima epatico presenta numerosi setti fibrotici, le
funzioni epatocitarie sono seriamente danneggiate e il flusso sanguigno & alterato (cirrosi).

La cirrosi rappresenta il quadro terminale della degenerazione epatica a cui si associano pressoché
la quasi totalita delle complicazioni dell’epatite C. Le pil comuni manifestazioni cliniche associate
alla cirrosi sono inizialmente la perdita di peso e di appetito e successivamente I'epatomegalia e/o
la splenomegalia, elevate concentrazioni di bilirubina sierica e I'iperalbouminemia, sebbene molti
pazienti cirrotici non manifestino alcun sintomo fintanto che la patologia non evolve in cirrosi
scompensata. Lo scompenso epatico, il cui rischio & del 5% annuo nei pazienti cirrotici, pud
manifestarsi in diverse forme che includono per esempio I'ascite, I'encefalopatia epatica, la
trombosi portale e la piastrinopenia, causa di petecchie, facili sanguinamenti e alterazioni della
coagulazione. | pazienti con cirrosi possono sviluppare anche I'epatocarcinoma il cui rischio e
stimato attorno al 3% annuo. La cirrosi scompensata e |'epatocarcinoma rappresentano le
principali cause di trapianto di fegato, in assenza del quale le prospettive di vita a lungo termine
sono drasticamente ridotte (le prospettive divita a 5 anni sono ridotte del 50%) [70][71].
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Fig. 1.15: storia naturale dell’infezione da HCV [68].

1.9. TERAPIA DELL'INFEZIONE DA HCV

Nella malattia cronica da HCV I‘obiettivo della terapia & |‘eradicazione dell‘infezione con lo scopo
di evitare la progressione dell‘epatite cronica in cirrosi, prevenire le complicanze della cirrosi
epatica e migliorare la qualita della vita. Nel corso degli anni la terapia dell’epatite C ha subito una
notevole evoluzione: la prima molecola utilizzata & stata I'Interferone alfa in monoterapia, ben
presto sostituito da combinazioni pilu efficaci di Interferone alfa e Ribavirina e pil recentemente
dai nuovi tipi di Interferone alfa pegilati in combinazione con Ribavirina. LUefficacia di tale
associazione e stata provata da molti trials clinici che hanno dimostrato la notevole superiorita di
Peg-IFN e Ribavirina rispetto a IFN standard e Ribavirina e a IFN in monoterapia, nell'indurre una
risposta virologica sostenuta in caso di epatite cronica e cirrosi compensata da HCV. La terapia di
combinazione, inoltre, si € dimostrata superiore alla monoterapia in tutti i diversi sottogruppi
virologici e clinici dell‘epatite C, indipendentemente dal tipo di IFN impiegato, dai dosaggi, dalla
frequenza di somministrazione e dalla durata del trattamento. La combinazione PEG-IFN (PEG-a2b
o PEG-02a) e Ribavirina & stata percio indicata dalle linee guide come standard di terapia per
I'epatite C o SOC (Standard Of Care) [72]. La duplice terapia, tuttavia, € efficace nell’80% dei casi
di infezione da HCV di genotipo 2-3 e in meno del 50% dei casi di infezione da HCV di genotipo 1.
Per tale ragione negli ultimi decenni sono stati sviluppati agenti antivirali di nuova generazione da
utilizzare in pazienti intolleranti alla terapia standard (SOC, Standar of Care) oppure da usarsi in
combinazione con Peg-IFN e Ribavirina per aumentare I'efficacia della SOC, ridurne la durata e la
tossicita e facilitare la compliance del paziente [73].
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Tab. 1.19: farmaci approvati per il trattamento dell’epatite C cronica.

Medication

Dosing

Type linterferons

Pegylated interferon a-2a
(Pegasys®)

Pegylated interferon a-2b (PEG-
Intron®)

Interferon a-2a (Roferon®)
Interferon a-2b (Intron A®)

Consensus Interferon (Infergen®)

Subcutaneous injection

180 pg once weekly
1.5 pg/kg once weekly

3-45 Mill IU three times weekly
3 Mill IU three times weekly

9 g three times weekly

Ribavirin
Ribavirin (Copegus®)
Ribavirin (Rebetol®)

Oral tablets or capsules
800 - 1200 mg daily (200 mg or 400 mqg tablets)
600 - 1400 mg daily (200 mg capsules or solution)

HCV protease inhibitors
Boceprevir (Victrelis®)

Telaprevir (Incivek®, Incivo®)

Oral tablets or capsules
800 mg (4 x 200 mg capsules) every 7-9 hours

750 mg (2 x 375 mg tablets) every 7-9 hours™
*3 X 375 mg every 12 hours is as effective in
treatment-naive patients (Buti 2012)

Tab. 1.20: confronto dei tassi di SVR ottenuti con diversi regimi terapeutici dal 1998 al 2011. Il tasso di SVR
€ aumentato dal 5% con IFN in monoterapia a piu del 70% con la triplice terapia PEG-IFN + RBV + PI
(Protease Inhibitor, Boceprevir o Telaprevir) per pazienti trattamento naive.

PEG-IFN/RBV/PI HCV-G1 2011 67-75%
PEG-IFN/RBV HCV-G2/3 2001-2004 |94 \Weeks 76-84%
PEG-IFN/RBY HCV-G12001-2004 | 48 weeks 42-52%
PEG-IFN/RBV 2001-2004 54-63%
IFN'RBV 48 weeks 2001-2004 45-47%
IFN/RBV 48 weeks 1998 38-43%
IFN 48 weeks 1998 13-19%
IFN 24 weeks 1998 6%
0% 2{:;% 40% 60% 80% 1 OID%

Sustained Virological Response (SVR)

| nuovi farmaci presentano un meccanismo d’azione totalmente differente da quello dell'lFN e
della Ribavirina e il loro sviluppo si deve sia alla maggiore comprensione del meccanismo
fisiopatologico di HCV sia a studi di modelling e cristallografia delle principali proteine virali. (Fig.
1.16).
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Fig. 1.16: ciclo vitale del virus HCV e possibili target molecolari della terapia antivirale. a) Il legame al
recettore nella membrana cellulare e I'entrata nella cellula possono essere bloccati da inibitori di fusione
del virus con la membrana cellulare o da anticorpi neutralizzanti diretti contro i fattori di binding virali che
concentrano le particelle virali sulle superficie cellulare. b) il rilascio dell’lRNA virale a seguito dell’'uncoating
attiva il pathway dell’lFN endogeno. c) L'IRES (Internal Ribosome Entry Site) direziona I’'RNA virale al reticolo
endoplasmatico; pertanto IRES-elF3-binding blocker, siRNA, ribozymi (heptazymi) o oligo antisenso
rappresentano metodi potenziali per inibire I'espressione delle proteine virali. d) la traduzione e il
processamento della poliproteina virale pud essere impedito agendo sulla proteasi virale NS3-4A. e) il
processo di replicazione virale puo essere ostacolato o inibendo le proteasi virali o impedendo il legame
del’lRNA e della polimerasi virale al complesso di replicazione (inibitori della ciclofillina) o bloccando
direttamente la polimerasi virale (inibitori delle proteine NS5A e NS5B) oppure prevenendo |'azione
dell’elicasi virale NS3, la cui azione e essenziale per la formazione di RNA single strand + a partire da
intermedi a RNA double strand +/-. f) L’assemblaggio dei virioni e la fuoriuscita del virus dalla cellula puo
essere arrestato ostacolando la glicosilazione e quindi il folding delle proteine dell’envelope (UT-231B,
celgosivir) o inibendo la proteina NS5A [74].

1.9.1. INTERFERONE

Per la terapia dell’infezione cronica da HCV sono stati approvati e sono disponibili diversi tipi di
Interferone alfa (Interferone alfa 2a/2b, IFN alfa 2a/2b) ricombinanti, utilizzabili in combinazione
con Ribavirina. Uno dei limiti degli Interferoni ricombinanti € la breve emivita dopo
somministrazione parenterale che si traduce in una caduta dei livelli di IFN intracellulare e quindi
in una riduzione sostanziale dell’efficacia della terapia; la necessita di mantenere costantemente
elevata |‘attivita antiretrovirale a livello cellulare, per meglio contrastare la rapida cinetica della
replicazione virale, ha portato a sviluppare nuove formulazioni di IFN alfa, a piu lunga emivita.
Queste formulazioni si basano sulla coniugazione dellIFN con polietilenglicole (PEG) mediante
legame covalente, ottenendo composti che presentano piu lento assorbimento ma soprattutto
minor degradazione enzimatica e rallentata clearance.
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Sono stati sino ad oggi sviluppati due diversi tipi di PEG-IFN, che differiscono per il sottotipo di IFN
utilizzato, ma soprattutto per caratteristiche di pegilazione: il PEG-IFN alfa-2b & IFN alfa-2b legato
ad una molecola lineare di PEG di 12kD, mentre il PEG-IFNalfa-2a e alfa-2a legato ad una molecola
ramificata di Peg di 40kD. Da un punto di vista molecolare I'lIFN alfa ricombinante agisce in modo
analogo all’'Interferone endogeno promuovendo la risposta antivirale cellulare.

1.9.1.1. PEG-IFN alfa-2a e PEG-IFN alfa-2b

Il PEG-IFN alfa-2a e disponibile in commercio con il nome di Pegasys, mentre il PEG-IFN alfa-2b si
trova in commercio con il nome di Pegintron.

FARMACOCINETICA

L'assorbimento del Peg-Interferone & sostenuto, con un picco di concentrazione sierica a 72 e 96
ore dopo l'iniezione. La biodisponibilita del Peg-Interferone & alta e simile a quella osservata con
I'Interferone alfa, mentre I'emivita plasmatica & maggiore ( 60-80 ore Vs. 3-4 ore) rispetto a quella
dell'Interferone alfa. L'elevata emivita & controbilanciata perdo da una minore attivita biologica
degli isomeri pegilati, seppur qualitativamente simile, rispetto a quella dell’Interferone alfa libero.
Il metabolismo € a carico principalmente del rene (30%) e la clearance sistemica del Peg-
Interferone & 100 volte pil bassa rispetto all’Interferone. L’attivita del Peg-Interferone alfa-2a non
interferisce sull’attivita metabolica degli isoenzimi del citocromo P450 3A4, 2C9, 2C19 e 2D6 bensi
inibisce I'attivita del citocromo P450 1A2. La somministrazione ripetuta di Peg-Interferone alfa-2b
invece, si accompagna a un aumento dell’attivita degli enzimi del sistema del citocromo CYP2D6 e
CYP2C8/9.

FARMACODINAMICA

LInterferone alfa ricombinante inibisce la replicazione virale in vivo e in vitro mediante
|'alterazione del metabolismo della cellula ospite.

L'efficacia e la sicurezza cliniche di Peg-Interferone sono state valutate in pazienti naive
all'interferone, con epatite C cronica. Per quanto riguarda il PEG-IFN alfa-2a, rilevanti sono
risultati lo studio NV15495 che ha specificamente reclutato pazienti con diagnosi istologica di
cirrosi (circa I'80%) o transizione a cirrosi (circa il 20%) e lo studio clinico NR15961 in cui sono stati
inclusi soltanto pazienti con co-infezione da HIV/HCV.

Per quanto riguarda il PEG-IFN alfa-2b sono stati condotti due studi clinici fondamentali: lo studio
C/197-010 che ha valutato Peg-Interferone in monoterapia in 916 pazienti, trattati per un anno
con un periodo di follow-up di sei mesi e lo studio C/I98-580 che ha valutato I'associazione di Peg-
Interferone con Ribavirina in 1.530 pazienti sottoposti a tre regimi di trattamento [P 1,5/R (Peg-
Interferone 1,5 microgrammi/kg/settimana) + Ribavirina (800 mg/die), P 0,5/R (Peg-Interferone
1,5 microgrammi/kg/settimana per un mese seguito da 0,5 microgrammi/kg/settimana per 11
mesi) + Ribavirina (1.000/1.200 mg/die), I/R (Interferone alfa-2b (3 MUI tre volte a settimana) +
Ribavirina (1.000/1.200 mg/die)per 48 settimane con sei mesi di follow-up].

Nel primo caso, la risposta al trattamento (rate di SVR) e risultata maggiore nei gruppi trattati con
Peg-Interferone alfa-2a rispetto a Interferone alfa-2a (SVR 28-39% Vs. 11-19%) e nei gruppi
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trattati con regime Peg-Interferone alfa-2a + Ribavirina rispetto al regime Interferone alfa-2a +
Ribavirina (54% Vs. 45%, p = 0.003).

Nel secondo caso, gli studi hanno permesso di dimostrare la superiorita di Peg-Interferone
rispetto a Interferone alfa-2b da solo e la maggiore efficacia dell’associazione Peg-Interferone (1,5
microgrammi/kg/settimana) e Ribavirina rispetto all’associazione Interferone alfa-2b e Ribavirina
(SVR 54% Vs. 23%, p = 0.014). Un fattore di mancata efficacia del farmaco ¢ la presenza di fattori
neutralizzanti I'Interferone come anticorpi anti-IFN che possono insorgere in seguito al
trattamento, si € visto, con una incidenza dell’1% (in pazienti trattati alla dose di Peg-Interferone
di 0,5 microgrammi/kg).

In pazienti adulti con CHC, precedentemente non responsivi alla terapia con Peg-Interferone alfa-
2b, I'efficacia del ritrattamento con PEG-IFN alfa-2a e stata valutata nello studio MV17150; le
analisi condotte hanno chiaramente identificato la durata del trattamento di 72 settimane come il
principale elemento, determinante il conseguimento di una risposta virologica sostenuta.

Per quanto riguarda il PEG-IFN alfa 2b, dati di efficacia della duplice terapia sono stati resi
disponibili dal completamento di uno studio non comparativo e di due studi clinici (C95-144 e 195-
145) condotti su pazienti gia trattati, relapser o non responder; complessivamente sono stati
analizzati 2.293 pazienti, con fibrosi da moderata a grave, gia precedentemente trattati con
Interferone alfa (pegilato e non) + Ribavirina, che sono stati ritrattati con Peg-Interferone alfa-2b
1,5 microgrammi/kg per via sottocutanea, una volta alla settimana, in associazione a Ribavirina,
dosata in base al peso corporeo. In questo gruppo di pazienti, in media il 55% ha raggiunto la SVR
dopo un trattamento di 48 settimane (59% se pretrattati con Interferone, 50% se pretrattati con
PEG-IFN). In generale i non responders ad una precedente terapia con Interferone pegilato
alfa/Ribavirina ottengono meno facilmente una risposta al ritrattamento alla settimana 12
rispetto ai non responders a Interferone alfa non pegilato/Ribavirina (12,4 % vs. 28,6 %). Invece,
nel caso di pazienti recidivanti dopo un precedente trattamento con Interferone alfa-2b in
monoterapia, il ritrattamento con Interferone alfa-2b e Ribavirina permette di raggiungere una
SVR nel 10% di casi in piu rispetto al trattamento precedente.

PREDITTIVITA ALLA RISPOSTA

Il parametro predittivo di risposta (SVR) alla terapia di associazione con Peg-Interferone e
Ribavirina 800-1400 mg, in pazienti trattamento naive, € il livello di HCV-RNA misurato alla
settimana 4 e alla settimana 12. Tali momenti temporali sono predittivi di una risposta sostenuta
nel caso in cui, alla 4° settimana, si sia raggiunta la negativizzazione della viremia oppure il
decremento della carica virale sia di almeno 1-log e nel caso in cui, alla 127 settimana, il
decremento della carica virale sia di almeno 2—log o I'RNA virale non sia piu rilevabile. In pazienti
non responder e ritrattati per 48 o 72 settimane invece e predittiva di SVR una soppressione virale
alla settimana 12 (livelli non rilevabili di HCV-RNA definiti come <50 Ul/ml).

Dati ottenuti dallo studio IDEAL (Individualized Dosing Efficacy Vs. Flat Dosing to Assess Optimal
Pegylated Interferon Therapy) condotto in pazienti con epatite C da HCV GT-1, sul rate di SVR,
hanno evidenziato, inoltre, una correlazione tra la percentuale di risposta alla terapia e la
distribuzione del polimorfismo rs12979860 del gene IL28B in diverse etnie (Afroamericani,
Ispanici, Asiatici). Tassi di SVR maggiori si riscontrano tra i soggetti rs12979860-CC, suggerendo un
possibile ruolo predittivo del polimorfismo nei confronti dell’outcome terapeutico.
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INDICAZIONI TERAPEUTICHE

Il PEG-IFN e indicato in duplice terapia con RBV, per il trattamento di pazienti adulti affetti da
epatite C cronica (CHC), trattamento naive, che siano positivi per I'RNA del virus dell’epatite C
(HCV-RNA), inclusi pazienti con cirrosi compensata e/o co-infetti con HIV clinicamente stabile.
L'Interferone pegilato & anche indicato in pazienti adulti precedentemente trattati, in cui il regime
di trattamento Interferone alfa in monoterapia o quello di associazione Interferone alfa (pegilato
o nonpegilato) e Ribavirina abbiano fallito.

In triplice terapia con Ribavirina e boceprevir o telaprevir, il farmaco e indicato per il trattamento
della CHC di genotipo 1, in pazienti adulti con malattia epatica compensata, che non siano stati
trattati in precedenza o che non abbiano risposto ad una precedente terapia.

In monoterapia, I'utilizzo del Peg-Interferone € indicato solo in caso di intolleranza alla Ribavirina.
La dose di farmaco raccomandata, in unica somministrazione settimanale per via sottocutanea, &
di 180 microgrammi/settimana nel caso del PEG-IFN alfa-2a, mentre per PEG-IFN alfa-2b &
calcolata sul peso corporeo del paziente (1,5 mcg/kg/settimana).

Confrontando i dati di studi che hanno valutato I'efficacia (intesa come percentuale di SVR) del
trattamento combinato Peg-Interferone + Ribavirina e la percentuale di ricaduta, per genotipo
virale, carica virale basale e durata del trattamento, e stato possibile rilevare che la durata
ottimale del trattamento & di 48 settimane per pazienti infetti da genotipo virale 1/4 e 24
settimane per i pazienti con genotipo 2/3. Nel caso di pazienti gia precedentemente trattati, &
opportuno protrarre il trattamento a 72 e 48 settimane, rispettivamente nel caso di infezioni da
GT 1-4 e GT 2-3 (PEG-IFN alfa-2a). La durata del trattamento dipende naturalmente anche dalla
tollerabilita alla terapia e da fattori prognostici aggiuntivi come il grado di fibrosi; & stato
comungue osservato che il trattamento combinato, se associato ad una durata di 24 settimane
nel caso di infezione da genotipo 1 e 4 o di 16 settimane nel caso di infezioni da genotipo 2-3 si
associa a una maggiore frequenza di ricadute. Sebbene, inoltre, per il buon esito della terapia sia
fondamentale che la dose assunta sia il pil vicino possibile a quella standard raccomandata, in
caso di gravi reazioni avverse o anormalita dei valori di laboratorio, & opportuno comunque
modificare i dosaggi di Peg-Interferone e Ribavirina (scalo di Ribavirina di 200mg se Hb < 10 g/dl,
sospensione se Hb < 8,5 g/dl). La dose di Peg-Interferone in monoterapia va ridotta della meta nel
caso in cui la conta dei neutrofili sia < 0,75 x 10°/ o la conta piastrinica sia < 50 x 10°/I e il
trattamento va sospeso se i valori di laboratorio di neutrofili e piastrine sono inferiori
rispettivamente a 0,5 x 10°/1 e 25 x 10%/I. Particolari accorgimenti posologici devono essere presi
in considerazione in pazienti con una funzionalita renale alterata: in monoterapia, la dose iniziale
di Peg-Interferone deve essere ridotta del 25% per valori di clearance della creatinina di 30-50
ml/minuto e del 50% per valori di clearance della creatinina di 15-30 ml/minuto.

EFFETTI INDESIDERATI E CONTROINDICAZIONI

Gli effetti avversi osservati in pazienti trattati con PEG-IFN alfa sono del tutto sovrapponibili a
quelli registrati in soggetti trattati con associazione di PEG-IFN alfa e Ribavirina, soprattutto per
quanto riguarda la sintomatologia a carico del sistema nervoso centrale (SNC) (cefalea,
neuropatia, depressione), gli effetti sulla crescita (rallentamento) e sullo sviluppo di bambini ed
adolescenti e i rischi sul sistema cardiovascolare in pazienti con anamnesi positiva. Raramente si
sono osservate reazioni di ipersensibilita acuta (orticaria, broncocostrizione), alterazioni tiroidee
(sia ipo- che iper-) o disturbi oftalmici (emorragie retiniche, occlusione dei vasi retinici); comuni
invece la piressia, i disturbi dentali e I'ipotensione dovuta a deplezione di liquidi.
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Tab. 1.21: dosi e durata raccomandate per la terapia di associazione Peg-Interferone alfa-2a e Ribavirina in
pazienti con HCV. Per LVL si intende una carica virale <800.000 Ul/ml al basale; per HVL si intende una
carica virale > 800.000 Ul/ml al basale. a dai dati raccolti non & stato possibile stabilire se una dose piu
elevata di Ribavirina (ad esempio 1000/1200 mg/die in base al peso corporeo) comporti tassi di SVR piu alti
rispetto alla dose di 800 mg/die, quando il trattamento é ridotto a 16 settimane. *RVR: HCV-RNA non
rilevabile alla settimana 4 e alla settimana 24; **RVR HCV-RNA negativo alla settimana 4.

Genotipo

dose di Pégasys

dose di ribavirina

Durata

Genotipo 1
LVL con RVR*

180 microgrammi

<75 kg = 1000 mg
>75 kg =1200 mg

24 settimane o
48 settimane

Genotipo 1

180 microgrammi

<75 kg = 1000 mg

48 settimane

HVL con RVR* >75 kg = 1200 mg
Genotipo 4 180 microgrammi <75 kg = 1000 mg 24 settimane o
con RVR* =75 kg = 1200 mg 48 setfimane
Genotipo 1 0 4 180 microgrammi <75 kg = 1000 mg 48 settimane
senza RVR* =75 kg =1200 mg
Genotipo 2 0 3 180 microgrammi 800 mg 24 settimane
senza RVR**
Genotipe 203 180 microgrammi 800 mg® 16 settimane'® o
LVL con RVR** 24 settimane
Genotipo 2 0 3 180 microgrammi 800 mg 24 settimane
HVL con RVR**
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Fig. 1.17: cinetica virale durante il trattamento e definizione della risposta on-treatment.

RVR: Rapid Virological Response, HCV-RNA non misurabile nel siero dopo 4 settimane di terapia;

EVR: Early Virological Response, declino dell’HCV-RNA > 2-log,, alla settimana 12 di trattamento;

eRVR: Extended Rapid Virological Response, titolo virale non rilevabile nel siero alla settimana 4 di

trattamento e mantenimento della soppressione virale almeno fino alla settimana 12 di terapia;

NR: Null Response, declino dei livelli di HCV-RNA inferiore a 2-logyo IU/mL alla settimana 12 di trattamento;

PR: Partial Response, declino dell’HCV-RNA di almeno 2-log;, IU/mL, alla settimana 12 di trattamento, ma
con livelli detettabili di HCV RNA alla settimana 24 di terapia;

VB: Virological Breakthrough, raggiungimento della soppressione della viremia seguita da un aumento a 100
Ul/mL o ad un incremento di 1-logqqIU/mL o maggiore a qualsiasi time point nel corso del trattamento;

RR: Relapse, titolo virale (HCV-RNA) rilevabile nel siero durante il periodo di follow-up in pazienti con HCV-
RNA non rilevabile al termine del trattamento [75].
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If baseline HCV-RNA <6 x 10° IU/ml
|* 24 weeks therapy*

If baseline HCV.RNA 26 x 10° IU/ml
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>
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Fig. 1.18: ottimizzazione del trattamento con PEG-IFN/RBV in pazienti con CHC da virus HCV GT 1 (A), 2/3
(B) e 4 (C) [76]. “HCV-RNA negative” indica che il titolo virale non e rilevabile nel siero, ossia € al di sotto del
limite di rilevabilita (LLD, Lower Limit of Detection) del sistema utilizzato per quantificare I'RNA virale nel
siero. Per valutare I’eRVR, I'LLD di riferimento deve essere pari o inferiore a 10-15 1U/ml; per valutare gli
altri tipi di risposte virologiche (SVR, RVR, etc.,) devono essere usati saggi con LLD pari o inferiori a 50 IlU/ml.

1.9.2. RIBAVIRINA

La Ribavirina si ritrova in commercio sotto il nome di Rebetol (Shering-Plough Corporation per
Merck Sharp & Dohme) o Copegus (Roche) ed

. . - NH,
e stato autorizzato dalla Commissione Europea
e . . . 0
all'immissione in commercio il 7 maggio 1999.
La Ribavirina & un farmaco antivirale, ad azione N/ § 1,2,4-triazolo-3-carbossamide
b
diretta, di tipo nucleosidico; si tratta, infatti, di N
un composto sintetico, analogo strutturale HOH.C o
della guanosina che in vitro esplica un’attivita ribosio
contro 'RNA e il DNA di alcuni virus con
meccanismi virus-statici differenti a seconda OHOH
del virus su cui agisce. Fig. 1.19: struttura chimica della ribavirina.

64



La forma mono-fosfato (RMP) inibisce I'enzima inosina mono-fosfato deidrogenasi (IMPDH)
competendo con il suo substrato, I’acido inosinico (IMP), strutturalmente simile all’lRMP.

Siccome I'IMPDH catalizza lo step rate-limiting della sintesi de novo del GTP, I'azione dell’'RMP si
traduce in una riduzione della disponibilita cellulare di GTP, in una alterazione della composizione
del pool di nucleotidi purinici e quindi nell’inibizione della sintesi degli acidi nucleici e dell’'RNA
virale. La forma trifosfato (RTP), invece, oltre ad ostacolare la sintesi delle proteine virali, inibendo
due enzimi coinvolti nel capping dell’mRNA: la guanililtransferasi e la mRNA metiltransferasi,
inibisce I'attivita della polimerasi virale sostituendosi ai substrati canonici dell’enzima e causando
cosi la prematura terminazione della catena ribonucleica e I'inibizione della replicazione dell’RNA.
L'RTP, inoltre, appaiandosi con la citidina e la uridina/timidina, puo sostituirsi sia alla guanosina
che all’adenosina, determinando errori nella replicazione del genoma virale. Secondo quanto
riportato da Crotty et al., la Ribavirina agisce da agente mutageno, causando un aumento della
frequenza di mutazione e la formazione di “quasispecies” dalla ridotta capacita replicativa e
infettiva [77]. La Ribavirina infine, modula la risposta immunitaria adattativa determinando un
aumentato rilascio di citochine di tipo 1 (IL-2, IFN-gamma e TNF-alfa) promuovendo una potente
risposta antivirale mediata da Th1 e CTLs [78].
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thavirt - Defective HCW
(_-_\ a Immunomodulation particles
| I_:]
ﬁ IFM=v TMF-ox {f\w%}
aw
I'. ". Hepatocyte
W e, transporter
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a o *
). ) =" A
IMP Py PP 4
GMP o™ RMA
el HCVRNA  RdRp HEVIRNA e
AV AVAVAY., AVAVAV,
AVA VA WV AV AV A VAV, W
GTP Replication
b Inhibition of IMPDH € Inhibition of HCV RdRp d ENA mutagenesis

Fig. 1.20: riassunto dei meccanismi d’azione della Ribavirina [44].

Trials clinici hanno dimostrato che la Ribavirina in monoterapia non ha alcuna effetto
nell’eliminare il virus dell’apatite C o nel migliorare I'istologia epatica nei 12 mesi di terapia;
I’efficacia massima del farmaco si esplica in associazione a Interferone o Peg-Interferone alfa-2b.
In due studi clinici (C95-132 e 195-143), in cui pazienti naive sono stati trattati un anno con duplice
terapia, la risposta virologica sostenuta (SVR) a fine trattamento é stata raggiunta nel 50% di casi
in pil rispetto a quanto osservato in monoterapia con Interferone alfa-2b.

Nello studio clinico C/I98-580, che ha valutato I'efficacia di tre diversi regimi di trattamento
(P1,5/R; PO,5/R e I/R) in 1.530 pazienti naive, & stato poi osservato che |'associazione di Ribavirina
a Peg-Interferone alfa-2b (1,5 microgrammi/kg/settimana) & stata significativamente piu efficace
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dell’associazione di Ribavirina e Interferone alfa-2b (3 MUI/3 volte a settimana), in particolare in
pazienti infettati da HCV genotipo 1, valutando la risposta dopo sei mesi di trattamento. Tuttavia,
oltre al genotipo di HCV e ai valori basali di carica virale anche la dose di Ribavirina rappresenta un
valore prognostico di risposta: dosi di Ribavirina >10,6 o >13,2 mg/kg si associano a SVR maggiori
rispetto a quelle osservate in pazienti trattati con dosi < 10,6 mg/kg (Tab. 1.22).

Tab. 1.22: frequenza di risposta sostenuta con Ribavirina + Peg-Interferone alfa-2b per dose di Ribavirina
[mg/kgl, genotipo e carica virale. La dose di Ribavirina (mg/kg) di 10,6 corrisponde alla dose di 800 mg/die.

Genotipo HCV Dose di P 1.5/R PO.5/R 'R
Rebetol
(mg/kg)

Tutti i Genotipi All 54 % 47 % 47 %
<10.6 50 % 41 % 27 %
> 10,6 61 % 48 % 47 %

Genotipo 1 All 42 % 34 % 33 %
<10.6 38% 25 % 20 %
> 10,6 48 % 34 % 34 %

Genotipo 1 All 73 % 51 % 459
< 600.000 UVml <10.6 74 % 25 % 33%
> 10,6 71 % 52 % 45 %
Genotipo 1 All 30 % 27°¢ 29 %
= 600.000 ULml <10.6 27 % 25 % 17 %
> 10,6 37 % 27 % 29 %

Genotipo 2/3 All 82 % 80 % 79 %
=10.6 79 % 73 % 50 %
> 10,6 88 % 80 % 80 %

P 1,5/R (Peg-Interferone 1,5 microgrammi/kg/settimana) + Ribavirina (800 mg/die).

P 0,5/R (Peg-Interferone 1,5 microgrammi/kg/settimana per un mese seguito da 0,5 microgrammi/kg/settimana per 11
mesi) + Ribavirina (1.000/1.200 mg/die).

I/R (Interferone alfa-2b [3 MUI tre volte a settimana] + Ribavirina (1.000/1.200 mg/die).

In un ampio studio randomizzato condotto su 3.070 pazienti adulti mai trattati in precedenza, con
epatite C cronica genotipo 1, si sono confrontati la sicurezza e |'efficacia del trattamento di tre
regimi a base di Peg-Interferone alfa-2b/2a e Ribavirina per un totale di 48 settimane (Tab. 1.23).
In tutti i tre gruppi di trattamento, i tassi di SVR erano simili e si abbassavano in pazienti con
cirrosi o carica virale al basale >600.000 Ul/ml o eta > 40 anni.

Percentuali di SVR maggiori si sono riscontrate in pazienti caucasici in confronto agli afro-
americani, i quali € noto abbiano un basso fattore prognostico per I'eradicazione del virus. Tra i
pazienti con HCV-RNA non rilevabile alla fine del trattamento, il tasso di ricaduta & stato del 24 %.
Studi prospettici hanno poi evidenziato che il trattamento per 48 settimane puo essere associato
ad una piu elevata percentuale di risposta e ad un pil basso rischio di recidiva, ma € meno
tollerato e si associa ad una piu alta frequenza di interruzione (5% Vs. 14%) del trattamento o a
modificazioni di dose (18% Vs. 49%).
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Tab. 1.23: risposta virologica alla settimana 12 di trattamento, risposta alla fine del trattamento, tasso di
ricaduta e SVR (Risposta virologica Sostenuta). Il Peg-Interferone & stato somministrato per via
sottocutanea, 1 volta a settimana; la Ribavirina & stata somministrata per os sulla base del peso corporeo
(800 — 1400 mg) in due dosi giornaliere.

Gruppo di trattamento % di pazienti (numero)
peginterferone alfa- | peginterferone alfa- | peginterferon alfa-2a
2b 1.5 ng'kg 2b 1 png/kg 180 ng
+ Rebetol + Rebetol + ribavirina
HCV-RNA non
rilevabile alla y e AR AR -
settimana 12 di 40 (407/1.019) 36 (366/1.016) 45 (466/1.035)
traftamento
Risposta alla fine del 53 (542/1.019) 49 (500/1.016) 64 (667/1.035)
trattamento™
Ricaduta* 24 (123/523) 20 (95/475) 32(193/612)
RVS* 40 (406/1.019) 38 (386/1.016) 41 (423/1.035)

RVS in pazienti con
HCV-RNA non
rilevabile alla 81 (328/407) 83 (303/366) 74 (344/466)
settimana 12 di
trattamento
*HCV-RNA PCR test, con un limite inferiore di quantificazione di 27 UL/'ml

La mancanza di una risposta virologica precoce alla Settimana 12 di Trattamento (HCV-BRNA rilevabile con una
riduzione < 2 log)g nispetto al basale) € stato un criterio per ['interruzione del trattamento.

In pazienti gia trattati con Interferone alfa/Ribavirina, relapser o non responder (HCV-RNA
positivo alla fine di 12 settimane di trattamento), la duplice terapia per 48 settimane con regime
Peg-Interferone alfa-2b, 1.5 microgrammi/kg per via sottocutanea, una volta alla settimana +
Rebetol dosato in base al peso corporeo, si € dimostrata efficace e ha consentito di raggiungere
una SVR nel 55% dei casi, nel sottogruppo di pazienti con HCV-RNA non rilevabile alla 12°
settimana di trattamento e nel 12% dei casi, in pazienti con riduzione della carica virale > 2 log ma
con virus rilevabile alla settimana 12 (studio non comparativo su 2.293 pazienti con fibrosi da
moderata a grave).

L’efficacia della duplice terapia & stata valutata anche in pazienti che avevano recidivato a un
precedente trattamento con Interferone alfa-2b, in altri due studi clinici (C95-144 e 195-145) che
hanno arruolato un totale di 345 pazienti con epatite C cronica. La terapia di associazione Rebetol
+ Interferone alfa-2b per 6 mesi con sei mesi di follow up ha permesso di raggiungere una SVR in
un numero di casi 10 volte maggiore a quelli osservati con Interferone alfa-2b in monoterapia
(49% Vs 5%).

Per quanto riguarda i dati di efficacia a lungo termine, sono stati condotti due ampi studi di
follow-up di almeno 5 anni, su 1.071 + 567 pazienti precedentemente trattati rispettivamente con
IFN alfa-2b non pegilato (con o senza Rebetol) e Interferone pegilato (con o senza Rebetol);
rispettivamente il 97% e il 99% dei pazienti trattati ha mantenuto la negativita virale dopo aver
raggiunto I'SVR; I'SVR, dopo il trattamento dell’epatite cronica con Interferone alfa-2b e
Ribavirina, produce una clearance del virus a lungo termine che porta alla risoluzione
dell’infezione epatica e ad una cura clinica o guarigione dall’epatite C cronica, anche se questo
non preclude il verificarsi di eventi epatici in pazienti con cirrosi (compreso epatocarcinoma).
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INDICAZIONI TERAPEUTICHE

La Ribavirina & un farmaco indicato come componente di un regime di terapia combinata con Peg-
Interferone alfa-2b o Interferone alfa-2b per il trattamento dell'infezione da virus dell’epatite
cronica C in adulti, bambini dai 3 anni in su e adolescenti, senza scompenso epatico, sia naive (non
trattati) che precedentemente trattati con insuccesso (null responder o relapser).

La dose di Ribavirina & tarata sul peso corporeo del paziente mentre la scelta del regime di
associazione e basata sulle caratteristiche cliniche del paziente.

La durata del trattamento dipende in generale dal genotipo virale che a sua volta e predittivo
della risposta virologica sostenuta.

Nel caso di duplice terapia con Peg-Interferone & previsto un trattamento della durata di 48
settimane per pazienti infetti con HCV genotipo 1 o 4, che abbiano HCV-RNA non rilevabile alla
12esima settimana di terapia e di 24 settimane nel caso di infezione a carico dei genotipi 2 e 3.

In pazienti naive o in ritrattamento, il trattamento con Ribavirina va continuato per un periodo
complessivo di 1 anno in caso di genotipo 1 (con negativizzazione di HCV-RNA dopo sei mesi di
trattamento) o, nel caso di genotipo non-1 (con negativizzazione di HCV-RNA dopo sei mesi di
trattamento), qualora il paziente abbia > 40 anni, sia di sesso maschile oppure presenti fibrosi
epatica.

EFFETTI INDESIDERATI E CONTROINDICAZIONI

Rebetol € controindicata in caso di ipersensibilita al principio attivo, gravidanza, allattamento,
anamnesi di grave malattia cardiaca, insufficienza renale cronica, cirrosi scompensata,
emoglobinopatie, coinfezione HIV-HCV e cirrosi, malattie autoimmuni (in associazione a
Interferone).

La Ribavirina causa un calo dei livelli di emoglobina (anche fino a <10g/dl) ed emolisi eritrocitaria
che possono portare a un deterioramento della funzionalita cardiaca o a esacerbazione di sintomi
cardiopatici.

Studi clinici hanno evidenziato, inoltre, gravi effetti sul SNC (Sistema Nervoso Centrale) sia
durante il trattamento che soprattutto nei 6 mesi di follow-up dopo il trattamento con Ribavirina
associata a Peg-IFN alfa 2b/IFN alfa 2b e con una maggiore incidenza fra i bambini e gli adolescenti
rispetto ai pazienti adulti (2,4% Vs. 1%). Nel caso di duplice terapia con Peg-IFN alfa-2b o IFN alfa-
2b e Ribavirina si sono osservati depressione, ideazione suicidaria, labilita emotiva e sonnolenza.
A causa degli effetti di tossicita riscontrati sugli elementi del sangue (anemia con riduzioni di Hb >
4 g/dl, anemia emolitica, leucopenia e trombocitopenia) prima di iniziare il trattamento con
Ribavirina €& importante valutare diversi parametri ematologici e ematochimici (esame
emocromocitometrico completo e con formula leucocitaria, conta delle piastrine, dosaggio di
elettroliti, creatinina sierica, test di funzionalita epatica, acido urico). Valori basali ottimali pre-
trattamento sono: Hb > 12g/dl , piastrine > 100.000/mm?, neutrofili > 1.500/mm?. Le valutazioni
di laboratorio devono essere eseguite alla 2° e 4° settimane di trattamento e sono da ripetere
periodicamente se clinicamente indicato.

Durante il trattamento possono manifestarsi reazioni di ipersensibilita come orticaria,
broncocostrizione o esantemi e in alcuni casi si sono riportati casi di retinopatie come emorragie
retiniche o neuropatia ottica. Oltre a quanto gia citato, tra le piu comuni (<1/10) reazioni avverse
si riscontrano anoressia, cefalea, disturbi visivi, vertigini, diarrea, vomito, ittero, alopecia rash
cutanei e astenia.

68



1.9.3. MECCANISMI MOLECOLARI DI EVASIONE DEL SISTEMA
IMMUNITARIO DA PARTE DEL VIRUS HCV

Una delle possibili spiegazioni della parziale efficacia della terapia con Interferone risiede nella
comprensione del meccanismo patogenetico del virus HCV. Un’ipotesi propone che la proteasi
virale NS3-4 non solo processi le proteine virali ma anche inattivi per clivaggio, componenti
dell’antiviral signaling pathway, come TRIF (TIR domain containing Adaptor-Inducing IFN), Cardiff
(CARD Adaptor Inducing IFN-8), e RLHs (RNA-sensing RIG-like helicases), che rilevano il virus e
inducono la trascrizione degli IFN | endogeni. Foy e colleghi dimostrarono che I'attivita proteasica
di NS3/4A impedisce la fosforilazione e I'attivazione di IRF-3 un fattore di trascrizione che media la
produzione di IFN indotta dal virus [79].

Un’altra proteina virale, NS5A (non-structural-protein 5A), induce I'espressione di IL-8
(Interleuchina 8), una chemochina pro-inflammatoria che perd interferisce con la risposta
antivirale indotta da IFN probabilmente riducendo I'attivita dell’enzima OAS (2'-5' oligoadenylate-
synthetase) [80]. Gale e collaboratori hanno, inoltre, dimostrato che una variante della proteina
NS5A, che presenta un gruppo carbossi-terminale aggiuntivo di 26 aminoacidi, puo legare e
inattivare PKR (Protein Kinase R), proteina chiave nell’inibizione della replicazione virale [81].
L'attivita di PKR puo anche essere influenzata dalla proteina virale E2 (envelope 2); E2 & in grado di
legare PKR inattivandolo per mezzo di un dominio proteico omologo al dominio PePHD (PKR-elF2«
phosphorylation homology domain) presente su elF2a e riconosciuto da PKR. L’'omologia di E2 con
PePHD é piu alta nei virus di genotipo 1 [82]. Altri dati indicano che HCV interferisce con il segnale
dell’lFN-alfa up-regolando la proteina PP2A (Protein Phosphatase 2A) che causa una riduzione del
legame di STAT1 al DNA attraverso I'ipometilazione della proteina STAT1 e la sua associazione a
PIAS1 (protein inhibitor of activated STAT) [83]. Il virus HCV riesce quindi ad instaurare una
infezione cronica, inattivando il sistema IFN | e compromettendo la risposta antivirale endogena.
E’ stato osservato, inoltre, che pazienti con un’espressione al basale (pre-trattamento) elevata
delle proteine ISGs tendono a rispondere meno alla terapia se comparati con pazienti con
un’espressione basale bassa. E’ verosimile supporre che i soggetti con una risposta antivirale up-
regolata siano refrattari alla stimolazione del sistema immunitario mediata dall'IFN esogeno e
quindi pil propensi a non rispondere alla terapia o a recidivare (pazienti partial responders o non-
responders). La pre-attivazione dei geni ISGs si riscontra poi piu frequentemente in pazienti infetti
da HCV di genotipo 1 e 4, la cui eradicazione & molto piu difficile rispetto ai genotipi 2 e 3 (rate di
successo della terapia < 30% Vs. 60%). E’ quindi possibile che I'infezione da genotipo 2 e 3 si associ
a una minore attivazione dell'immunita innata e quindi ad una minore induzione dell’IFN
endogeno, rendendo il soggetto piu suscettibile alle terapie a base di IFN-alfa che in tali pazienti
indurrebbero uno stato antivirale molto rapido. Nei pazienti resistenti alla terapia e con elevati
livelli pre-trattamento delle ISGs ¢ inoltre possibile che siano attivi dei sistemi inibitori, o virali o
endogeni, della risposta antivirale mediata dall’'IFN [84].

1.9.4. AGENTI ANTIVIRALI DI NUOVA GENERAZIONE

Il gruppo di composti di nuova generazione piu studiati e anche piu efficaci nel trattamento
dell’infezione cronica da HCV & sicuramente quello dei farmaci chiamati collettivamente STAT-C
(Specifically Targeted Anti-Viral Therapy for Hepatitis C) o DAAs (Directly Acting Antiviral Agents)
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che attualmente sono in valutazione in studi di fase I-IV (Tab. 1.24). Lo sviluppo dei composti
DAAs é stato inizialmente focalizzato verso il genotipo 1 di HCV sia per difficolta di trattamento
delle infezioni a carico di tale genotipo, sia per la disponibilita di modelli in vitro (il modello del
replicone di HCV) specifici solo per il genotipo 1. | DAAs agiscono a differenti livelli, nell’inibire in
modo specifico e selettivo molecole coinvolte direttamente o indirettamente nella replicazione
virale, determinando un rapido declino dei livelli di RNA virale nel siero [73].

| principali target molecolari degli DAAs sono rappresentati dalle proteine non strutturali del virus
e includono: la RNA polimerasi RNA-dipendente NS5B (RdRp), la serin proteasi NS3 e il suo
cofattore NS4A e la proteina NS5A. Gli inibitori di NS5B si suddividono in due classi: nucleosidici
(NI) e non nucleosidici (NNI). | primi, nella forma trifosfato, competono con i substrati nucleotidici
naturali della HCV NS5B RdRp e riducono l'efficienza di elongazione della polimerasi, agendo da
terminatori della catena ribonucleica in crescita. Molti NI sono in fase di studio clinico e alcuni
come il PSI-7977 (Sofosbuvir) di Pharmasset/Roche & in fase Ill. Gli inibitori non nucleosidici
agiscono in modo allosterico sull’enzima NS5B, ostacolando il legame allosterico di cofattori della
polimerasi virale.

Tra gli agenti DAAs, quelli maggiormente studiati sono gli inibitori peptido-mimetici della serin-
proteasi NS3/4A, proteina con funzioni chiave nella replicazione virale e nella modulazione della
risposta immunitaria dell’ospite. Esistono due classi principali di inibitori: quelli macrociclici e i
derivati lineari del tetra-peptide alfa-chetoamide, caratterizzati entrambi da una notevole attivita
antivirale e da una modesta-bassa barriera genetica alla resistenza. Un’ altra caratteristica
comune agli inibitori proteasici & la selettivita verso specifici genotipi di HCV, legata al fatto che
genotipi e sottotipi virali diversi presentano lievi differenze nella sequenza aminoacidica del
dominio proteasico della proteina NS3. Alcuni (es. BILN 2061) non hanno superato la fase clinica di
sperimentazione a causa dell’elevata tossicita in vivo, altri invece sono in corso di approvazione
(Simeprevir), altri ancora (VX-950 o Telaprevir e SCH-503034 o Boceprevir) hanno superato le fasi
di sperimentazione clinica e sono stati approvati per I'immissione in commercio in USA e
nell’'Unione Europea, compresa I'ltalia.

Uno dei principali limiti nell’utilizzo dei nuovi composti & lo sviluppo di resistenza associata al
trattamento. La resistenza ai composti antivirali & legata all’elevata variabilita genetica del virus
che a sua volta dipende dalle caratteristiche replicative di HCV. La replicazione dell’lRNA virale ¢,
infatti, un processo errore-prone, con un tasso di errore di circa 103-10" mutazioni/sito/ciclo di
replicazione. Come conseguenza dell’elevato tasso di replicazione e di mutazioni spontanee, HCV
presenta un notevole turn-over virale e circola nell’ospite come un insieme di virioni “quasi-
species” geneticamente differenti, ma strettamente correlati caratterizzati da una diversa fitness
o capacita di adattamento. La presenza di mutanti trattamento-resistenti determina nella maggior
parte dei casi il fallimento della terapia e rappresenta la ragione per cui i DAAs in monoterapia
non sono raccomandati.

Nell’lambito degli antivirali di nuova generazione risultati incoraggianti si sono ottenuti anche con
altri composti che sono attivi verso targets cellulari coinvolti nel ciclo replicativo di HCV o con
proprieta immuno-modulatorie oppure che presentano una differente attivita antivirale rispetto
agli DAAs; alcuni tra questi agiscono come inibitori di proteine cellulari con funzione regolatoria
(inibitori delle cyclofilline), altri invece bloccano i meccanismi di legame-entrata del virus nella
cellula (antagonisti di recettori cellulari come SR-B1 o CD81) o di assemblaggio-rilascio del virus
dalla membrana cellulare (inibitori dell’a-1 glucosidasi I) [85].
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Tab. 1.24: agenti DAAs in sviluppo [86].

Drug name Company Target/active site Phase

NS3-4A protease inhibitors
Ciluprevir (BILN 2061) Boehringer Ingelheim Active site/macrocyclic Stopped
Telaprevir (VX-950) Vertex Active site/linear v
Boceprevir (SCH503034) Schering-Plough Active site/linear v
Simeprevir (TMC435) Janssen/Medivir Active site/macrocyclic 1
Danoprevir (R7227) Roche/InterMune Active site/macrocyclic 1
Vaniprevir (MK-7009) Merck Active site/macrocyclic Halted/ll
MK-5172 Merck Active site/macrocyclic I
BI201335 Boehringer Ingelheim Active site/linear 1
MNarlaprevir (SCH200518) Schering-Plough Active site/linear Halted
Asunaprevir (BMS-650032) Bristol-Myers Squibb Active site I
PHX1766 Pheromix Active site Halted
GS-9256 Gilead Active site 1
GS-9451 Gilead Active site |
ABT450 Abbott Active site I
IDX320 Idenix Active site I
ACH-1625 Achillion Active site/macrocyclic? 1

Nucleoside analogue NS5B polymerase inhibitors
Valopicitabine (NM283) ldenix/Novartis Active site Stopped
Mericitabine (R7128) Roche/Pharmasset Active site 1
R1626 Roche Active site Stopped
Sofosbuvir (GS-7977) (former PSI-7977) Pharmasset Active site 1
PSI-938 Pharmasset Active site Stopped
IDX184 Idenix Active site Halted
ALS-220 Alios/Vertex Active site |

Non-nucleoside NS5B polymerase inhibitors (NNI)
BILE 1941 Boehringer Ingelheim NNI site 1/thumb 1 Stopped
BI207127 Boehringer Ingelheim NNI site 1/thumb 1 I
MK-3281 Merck NNI site 1/thumb 1 Stopped
TMCB47055 Janssen NNI site 1/thumb 1 |
Filibuvir (PF-00868554) Pfizer NNI site 2/thumb 2 I
VX-759 Vertex NNI site 2/thumb 2 Halted
VX-916 Vertex NNI site 2/thumb 2 Halted
WX-222 Vertex NNI site 2/thumb 2 1
Setrobuvir (ANA598) Anadys MNNI site 3/palm 1 I
ABT-0O72 Abbaott NNI site 3/palm 1 Halted
ABT-333 Abbott NNI site 3/palm 1 1
HCV-796 ViroPharma™Vyeth NNI site 4/palm 2 Stopped
Tegobuvir (GS-9190) Gilead MNNI site 4/palm 2 I
IDX375 Idenix NNI site 4/palm 2 I

NS5A inhibitors
Daclatasvir (BMS-790052) Bristol-Myers Squibb NS5A domain 1 inhibitor 1
BMS-824393 Bristol-Myers Squibb NS5A protein |
PPI-461 Presidio Pharmaceuticals  NS5A protein |
G53-5885 Gilead NS5A protein 1
ABT-267 Abbott NS5A protein 1
MK-8742 Merck MNS5A protein |

Drugs targeting host factors
Alisporivir (Debio-025) Movartis Cyclophilin inhibitor Halted
NIMB811 MNovartis Cyclophilin inhibitor Halted
SCY-635 Scynexis Cyclophilin inhibitor 1
Miravirsen Santaris miRNA122 antisense RNA I
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1.9.4.1. BOCEPREVIR

Victrelis® & un farmaco sviluppato dalla Merck Sharp & Dohme LTD disponibile in Europa dal 18
luglio 2011, quando I'European Medicines Agency (EMA) ne ha autorizzato I'immissione in
commercio; in Italia il farmaco e divenuto disponibile a partire da gennaio 2013 (Determina n.
715/2012).

L'autorizzazione alla commercializzazione di Boceprevir in combinazione con la terapia standard
attuale si basa sui risultati di efficacia e sicurezza di due grandi studi clinici di fase Ill condotti in
Europa e Nord America. Questi studi hanno esaminato circa 1.500 pazienti adulti affetti
dall’infezione causata dal genotipo 1 del virus dell'epatite C cronica (HCV) precedentemente non
trattati (studio HCV SPRINT-2, Serine Protease Inhibitor Therapy 2, 1097 pazienti) o gia sottoposti
ad una terapia a base interferonica senza pero aver raggiunto I'SVR (studio HCV RESPOND-2,
Retreatment with HCV Serine Protease Inhibitor Boceprevir and Pegintron/Rebetol 2, 403
pazienti). Entrambi gli studi hanno incluso due bracci di trattamento con Boceprevir: un braccio
RGT (Response-Guided Teraphy), in cui i pazienti con virus non rilevabile (HCV-RNA) all’'ottava
settimana di trattamento erano idonei per una durata piu breve della terapia (28 o 32 settimane)
e un braccio di trattamento a 44 settimane. Gli studi hanno compreso anche un braccio di
controllo in cui i pazienti hanno ricevuto un trattamento a 48 settimane con solo Peg-Interferone
alfa-2b e Ribavirina (P/R). In entrambi gli studi, tutti i pazienti hanno seguito la strategia di lead-
in, ovvero sono stati trattati con 1.5 pg/kg/settimana di Peg-Interferone alfa-2b (P) e una dose
sperimentale di Ribavirina (R) pari a 600-1400 mg/die per 4 settimane, al termine delle quali
hanno assunto 800mg di Boceprevir tre volte al giorno per 44 settimane.

Il parametro di efficacia era il numero di soggetti in cui, a distanza di 24 settimane dalla
conclusione del trattamento, non rimaneva traccia dell’infezione virale all’esame del sangue
(assenza di RNA virale alla 24a settimana del periodo di follow-up).

Dagli studi effettuati, Victrelis® si & dimostrato efficace nel trattamento di pazienti con epatite C
cronica in associazione alla terapia con Peg-IFN alfa-2b e Ribavirina. L’aggiunta di Boceprevir alla
terapia standard ha determinato un aumento sostanziale e significativo della percentuale di
pazienti in grado di raggiungere la SVR (Sustained Virological Response) e una diminuzione del
tempo complessivo di trattamento rispetto allo Standard of Care (SOC), stabilito in 48 settimane
in pazienti adulti con infezione da HCV di genotipo 1.

Nello studio SPRINT-2 si e registrato un incremento di circa il 30% nel tasso di SVR: circa il 70% dei
pazienti ha raggiunto una risposta virologica sostenuta, rispetto al 40% dei pazienti trattati con la
terapia standard. Nello studio RESPOND-2 ¢ stato osservato che nei gruppi di pazienti trattati con
Boceprevir pil del 60% dei pazienti raggiungeva I'SVR rispetto al 21% del gruppo di controllo;
inoltre, tra i pazienti con HCV-RNA non individuabile all’8® settimana, il tasso di SVR & stato
dell’86% dopo 32 settimane di Boceprevir + P/R e dell’'88% dopo 44 settimane. Fra i 102 pazienti
con un decremento dei livelli di RNA virale inferiore a 1-log,, IU/ml alla 4° settimana di
trattamento, il tasso di SVR ¢ stato dello 0% nel gruppo di controllo e 33% in quelli che hanno
ricevuto la triplice terapia, ad indicare che Boceprevir pud essere utile in tutti quei pazienti che
non rispondono o rispondono in modo parziale alla terapia standard, per ottenere I'eradicazione
del virus. Basandosi sui dati di letteratura, relativi alla correlazione tra variante genetica descritta
dallo SNP rs12979860 C>T a monte del gene IL28B (Interferone Lambda 3) e la risposta alla terapia
combinata con Peg-IFN alfa-2b e Ribavirina, & stata condotta un’analisi retrospettiva dei dati
genetici ottenuti dallo screening di tale variante nei pazienti arruolati nei trials clinici SPRINT-2 e
RESPOND-2; dai dati raccolti & emerso che '89% dei pazienti C/C per lo SNP rs12979860
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riuscivano a eradicare il virus gia entro le prime 8 settimane di trattamento con triplice terapia e,
di conseguenza, erano eleggibili per una terapia di piu breve durata rispetto al 52% dei pazienti
non C/C.

Le reazioni avverse si sono verificate in circa il 98% dei pazienti, sebbene gli effetti collaterali piu
severi si siano riscontrati nel 10% dei pazienti. Gli effetti indesiderati piu comuni riscontrati sono
stati affaticamento, anemia, nausea, mal di testa, disgeusia e rash cutanei. Di questi, 'anemia si &
manifestata piu frequentemente in pazienti che hanno ricevuto Boceprevir in combinazione con
P/R rispetto al controllo (49% Vs. 29%): il 43% ha manifestato anemia di grado 1(9,5-10,9 g/dl), il
31% di grado 2 (8-9,4 g/dl), il 3% di grado 3 (6,5-7,9 g/dl) e I'1% di grado 4 (<6,5 g/dl) rispetto al
gruppo di controllo in cui le percentuali rispettive erano del 36%, 17%, 2% e 0%.

L'aggiunta di Victrelis a Peg-Interferone alfa-2b/2a e Ribavirina ha dato luogo, inoltre, a piu alte
incidenze di neutropenia e neutropenia di grado 3-4 (conta dei neutrofili < 0.75 x 10%/I) e ad una
diminuzione della conta piastrinica in un numero maggiore di pazienti (3% Vs. 1%) rispetto a
guanto osservato con la terapia standard.

Il principio attivo di Victrelis, Boceprevir, & un inibitore dell’enzima NS3, una proteasi del virus
HCV, implicata nella duplicazione virale. Boceprevir si lega in modo covalente, ma reversibile, al
sito attivo della serina proteasi NS3 (Ser139) tramite un gruppo funzionale alfa-chetoamidico,
inibendo cosi la replicazione virale nelle cellule ospiti infettate da HCV, determinando un
rallentamento del tasso di duplicazione virale e favorendo quindi I’eliminazione del virus. La
potenza di Boceprevir viene ridotta da alcune varianti aminoacidiche della proteasi NS3 associate
a resistenza (RAV): V36M, T54A, R155K, A156S e V170A. L'utilizzo di Victrelis® in monoterapia non
e quindi consigliabile in quanto si associa alla selezione di ceppi virali resistenti verso i quali il
farmaco ha efficacia limitata o nulla.

Victrelis® & un farmaco indicato per il trattamento dell’epatite C cronica (CHC) da virus HCV di
genotipo 1 in associazione con Peg-Interferone a e Ribavirina. L'utilizzo del farmaco é limitato a
pazienti adulti con malattia epatica compensata, cioe il cui fegato pur danneggiato mantiene la
propria funzionalita epatica, che non siano stati precedentemente trattati oppure che non
abbiano risposto a una precedente terapia.

Attualmente il regime standard di trattamento prevede la combinazione di Peg-IFN alfa plus
Ribavirina per 4 settimane da integrare poi con Victrelis per un periodo non superiore alle 44
settimane: un trattamento di 28 settimane complessive (4 settimane di lead-in con Peg-IFN/R + 24
settimane di triplice) & previsto per i naive, senza cirrosi, che raggiungono la eRVR (HCV-RNA non
rilevabile tra la 8 e la 24ima settimana); un trattamento di 48 settimane complessive (4 settimane
di lead-in con Peg-IFN/R + 32 settimane di triplice + 12 settimane di Peg-IFN/RBV) & previsto per i
pazienti naive non cirrotici che presentano livelli di HCV-RNA rilevabili alla settimana 8 di
trattamento ma non alla 24 e per pazienti non cirrotici partial responders o relapser o null
responders; un trattamento di 48 settimane complessive (4 settimane di lead-in con Peg-IFN/R +
44 settimane di triplice) & previsto infine per tutti i pazienti cirrotici e per quelli non responders a
un precedente trattamento. La dose raccomandata & di 800 mg (quattro capsule) per tre volte al
giorno da assumere per os in concomitanza dei pasti.

Il trattamento con Victrelis in associazione a Peg-Interferone alfa-2b e Ribavirina va interrotto
qualora il paziente abbia valori di acido ribonucleico del virus HCV superiore a 100UI/ml alla 12°
settimana o se presenta valori di HCV-RNA rilevabili alla 24° settimana.
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1.9.4.2. TELAPREVIR

Incivo® e un farmaco sviluppato dalla casa farmaceutica Janssen-Cilag International N.V.,
contenente il principio attivo Telaprevir; 'EMA ne ha raccomandato I'approvazione per la
commercializzazione in data 22 Luglio 2011 e il 19 settembre 2011 e stata rilasciata
|'autorizzazione da parte della Commissione europea all'immissione in commercio in tutta
I’'Unione Europea. In ltalia il farmaco é divenuto disponibile dal gennaio 2013 (Determina del 26
novembre 2012 n°® 713/2012).

Telaprevir, noto anche con la sigla VX-950, & farmaco simil-peptidico in grado di inibire la serin-
proteasi NS3/4A del virus HCV, impedendo al virus HCV di replicarsi e, in associazione a Peg-
Interferone alfa e Ribavirina, aumenta la possibilita di eliminazione del virus.

Telaprevir presenta un’attivita antivirale molto elevata controbilanciata perdo da una bassa
barriera genetica alla resistenza: il farmaco non e attivo in presenza di alcune sostituzioni
aminoacidiche nell’enzima NS3, pertanto I'utilizzo in monoterapia puo rapidamente far emergere
varianti farmaco-resistenti. Da studi di mutagenesi localizzata in vitro é risultato che Telaprevir &
relativamente efficace in presenza delle varianti V36A/M, T54A/S, R155K/T e A156S (aumento di
3-25 volte della IC50) presenti nelle 4 posizioni nella regione della proteasi NS3-4A compatibili con
il meccanismo d’azione di Telaprevir.

Il farmaco e stato esaminato in tre importanti studi clinici di fase Ill su pazienti affetti da epatite C
cronica di genotipo 1. | dati ottenuti su 2290 pazienti hanno attestato la maggiore efficacia del
regime a base di Telaprevir rispetto al solo trattamento standard. In uno di questi, lo studio 108
(ADVANCE) nel gruppo trattato con Telaprevir per dodici settimane in associazione a Peg-
Interferone alfa-2a e Ribavirina (T12/PR), la percentuale di SVR & stata del 72% rispetto al gruppo
di controllo (Pbo/PR48). Inoltre, le percentuali di SVR sono state maggiori (differenza di circa il
30%) per il gruppo raccomandato T12/PR (1.125 mg/12ore [T12(b.i.d.)/PR] ) rispetto al gruppo di
controllo in tutti i sottogruppi analizzati, stratificando i pazienti per eta, sesso, etnia, indice di
massa corporea, genotipo virale, HCV-RNA basale (> o < di 800.000 Ul/ml) ed entita di fibrosi
epatica, confermando quindi la superiorita della triplice terapia rispetto all’attuale Standard of
Care. Dati ottenuti dallo studio C216 REALIZE hanno, inoltre, dimostrato la sostanziale superiorita
dei regimi a base di telaprevir rispetto alla terapia standard nei pazienti relapser o non responders
con tassi di risposta rispettivamente dell’'84% e del 31% contro tassi del 22% e 5% ottenuti con la
combinazione Peg-IFN/RBV.

La risposta alla terapia in termini di SVR, e stata anche valutata nello studio di fase Ill C211,
stratificando i pazienti in base al genotipo a livello del polimorfismo rs12979860 del gene IL28B.
Come gia osservato per la terapia standard, il tasso di SVR nei pazienti rs12979860-CC é risultato
pari al 92% rispetto al 66% osservato nei soggetti rs12979860-TT.

Il profilo di efficacia & stato valutato in uno studio di follow-up (studio 112 EXTEND) della durata di
tre anni da cui € emerso che piu del 99% dei pazienti aveva mantenuto il proprio status nei tre
anni dalla fine del trattamento.

Telaprevir € indicato nel trattamento dell’Epatite C cronica di genotipo 1, in associazione a Peg-
Interferone alfa-2a o -2b e Ribavirina, in pazienti adulti con epatopatia compensata (compresa la
cirrosi), che siano naive al trattamento o che siano stati precedentemente trattati con IFN-alfa
(non o pegilato) da solo o in associazione a Ribavirina, compresi i pazienti recidivanti, i partial
responder e i null responder. In pazienti naive, & previsto un trattamento T/PR della durata di 12
settimane; sulla base dei dati di cinetica virale alla settimana 4 e 12 di trattamento, ai pazienti
vengono somministrati Peg-Interferone/Ribavirina per un totale di 48 o 24 settimane a seconda
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che i livelli di HCV-RNA siano o meno rilevabili. In pazienti partial responder o null responder il
trattamento con INCIVO deve essere iniziato in associazione a Peg-Interferone alfa e Ribavirina e
somministrato per 12 settimane, seguito da una terapia con soli Peg-Interferone alfa e Ribavirina
(senza INCIVO), per una durata complessiva del trattamento di 48 settimane. Se i livelli di HCV-
RNA risultano maggiori a 1000 Ul/mL alla settimana 4 o 12 di trattamento, & consigliato
interrompere la terapia.

Come gia descritto per Boceprevir, gli effetti indesiderati pil comuni sono I'anemia, la nausea e
I’eruzione cutanea. In particolare I'incidenza e la gravita dell’anemia sono risultate maggiori del
doppio rispetto a quanto osservato con la terapia standard (SOC).

Boceprevir HCV RNA
detected
at week 87

PIFN/R/BOC

Cirrhosis: 48 weeks PIFN/R with 44 weeks boceprevir

PIFN/R/BOC

Stop if

Weeks of Treatment

Telaprevir HCV RNA
detected
at week 127

PIFN/R/TVR Cirrhosis: 48 weeks PIFN/R with 12 weeks telaprevir

Stop if
HCV/RNA
detected

0 4 8 12

24 28 36 48

Weeks of Treatment

Fig. 1.21: stopping (futility) rules valide per la triplice terapia con Boceprevir (BOC) e Telaprevir (TVR) in
pazienti trattamento naive [75].

1.9.4.3. CONSIDERAZIONI SULLA TRIPLICE TERAPIA

Attualmente la triplice terapia con BOC o TLV e il trattamento di riferimento per pazienti
experienced (relapser o partial responder), cioé in cui un precedente trattamento con Peg-IFN e
RBV abbia fallito soprattutto in presenza di fibrosi severa (F3-F4) o cirrosi compensata.

Candidati alla triplice terapia sono anche i pazienti trattamento naive con fibrosi severa (F3) o
cirrosi (F4) compensata.

In ogni caso, sia in pazienti naive che in pazienti experienced, I'indicazione al trattamento con
triplice deve essere ponderata nel singolo paziente in funzione dell’urgenza terapeutica (rischio
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evolutivo della malattia epatica), delle probabilita di successo e dal rapporto rischio/beneficio del
trattamento che e legato principalmente all’incidenza e alla gravita degli effetti collaterali della
terapia e alla disponibilita di cure alternative (es. IFN-As).

La probabilita di successo € condizionata oltre che dal tipo di trattamento, dall’eta, dallo stadio
della malattia, dal profilo virologico (livelli viremici, genotipo virale, sottotipo virale) e dal
genotipo IL28B, la cui rilevanza & inversamente proporzionale alla potenza antivirale dei farmaci.
Considerare i polimorfismi nel gene IL28B ¢ utile per valutare I'eleggibilita a trattamenti di durata
inferiore o al trattamento antivirale in casi particolari per i quali l'uso della triplice terapia non &
raccomandato o controverso. Per esempio pazienti rs12979860-CC potrebbero essere trattati per
24 settimane nel caso di duplice terapia e 12 settimane o meno nel caso di triplice (TLV) o
quadruplice terapia (PEG-IFN/RBV + 2 DAAs); dall’altro lato i pazienti portatori delle varianti
alleliche sfavorevoli rs12979860-CT/TT, seppur asintomatici o con fibrosi assente o lieve (FO-F1),
potrebbero trarre giovamento da un trattamento precoce per evitare la progressione della
patologia e per aumentare la probabilita di eradicazione del virus [75]. La valutazione delle
varianti alleliche del gene IL28B, inoltre, potrebbe aiutare il clinico nell’individuazione dei pazienti
per i quali un regime a base di IFN potrebbe essere utile e sufficiente a eradicare il virus a da quelli
invece che trarrebbero pil beneficio da regimi combinati con Peg-IFN/RBV e DAA, come nel caso
di pazienti che sono portatori delle varianti alleliche associate a una ridotta risposta (rs12979860-
TT e rs8099917-GG) [87]. Non bisogna infatti dimenticare che il genotipo rs12979860-CC &
associato a una migliore cinetica virale precoce e si correla significativamente oltre che alla SVR
anche alla RVR e alla cEVR (Complete Early Virological Response, HCV-RNA negativo o titolo virale
non rilevabile nel siero, alla 12esima settimana di trattamento) pertanto la sua valutazione & di
estrema importanza per la gestione clinica del paziente prima di intraprendere il trattamento per
poter scegliere il regime terapeutico piu efficace [88].

1.9.5. PROSPETTIVE FUTURE

| limiti terapeutici della terapia standard e della triplice terapia hanno portato i ricercatori a
valutare altri regimi di trattamento /FN-free basati sulla combinazione di DAAs specifici per target
virali differenti e per i quali non ci siano evidenze di cross-resistenza. Sia la SOC che la triplice
terapia si associano, infatti, a spiacevoli effetti avversi e mostrano una limitata efficacia in pazienti
con fibrosi in stadio avanzato e/o cirrosi scompensata o non responsivi a precedenti trattamenti;
inoltre, la somministrazione di DAAs con una barriera bassa alla resistenza non puo essere slegata
da quella di IFN/Ribavirina e la responsivita all'IFN, in tali casi, rimane un fattore chiave per il
successo della triplice terapia e per evitare di selezionare varianti virali resistenti (RAVs).

Da dati preliminari, le combinazioni di DAAs che si sono rivelate piu efficaci in regimi IFN-free sono
state quelle di composti ad ampio spettro di azione virale, con un’elevata barriera genetica alla
resistenza e/o una potente attivita antivirale (inibitori NI NS5B, inibitori diretti a fattori dell’ospite
e inibitori NS3-4A e NS5A). La combinazione di un inibitore della proteina NS5A, Daclatasvir (60
mg /die) e un inibitore di NS3-4A, Asunaprevir (1200-400 mg/die) in pazienti con infezione da HCV
di genotipo 1b e non responders a Peg-IFN /RBV ha permesso di raggiungere dei tassi di SVR del
90%.

E’stato poi osservato che I'aggiunta di Ribavirina in regimi IFN-free svolge un ruolo importante nel
prevenire fenomeni di recidiva a lungo termine e potenzia I'efficacia della terapia. A tal proposito

76



si sono rivelati chiarificatori i dati clinici raccolti nello studio ELECTRON per il farmaco Sofosbuvir
(GS-7977), un inibitore NI della polimerasi virale. In pazienti trattamento-naive, trattati con
Sofosbuvi e Ribavirina per 12-24 settimane e con genotipo 1, 2 e 3 si sono raggiunti tassi di SVR
rispettivamente dell’80 e del 100%. Il trattamento con Sofosbuvir in monoterapia, in pazienti
trattamento-naive con HCV genotipo 2 e 3, ha consentito di raggiungere una rate di SVR di solo il
60%. Risultati simili sono stati ottenuti anche nello studio SOUND-C2 che ha confrontato il regime
di associazione di BI-201335 (inibitore NS3-4A) con BI-207127 (inibitore NNI), con o senza
Ribavirina, per 16-40 settimane. La co-somministrazione della Ribavirina ha determinato una
aumento 30% nella percentuale di pazienti con SVR.

Attualmente nuovi inibitori della proteasi NS3-4A, di seconda e terza generazione, sono in fase di
sviluppo (Vaniprevir, Asunaprevir, Simeprevir etc.,) e potrebbero apportare notevoli vantaggi
come una migliorata tollerabilita, un’attivita antivirale a pilu ampio spettro d’azione, profili di
resistenza migliorati e parametri farmacocinetici ottimizzati.

Per abbassare il rischio di fallimento terapeutico, soprattutto in pazienti a rischio di recidiva, non
responders a IFN/Ribavirina o con cirrosi non compensata e fibrosi grave, si & ipotizzato I'uso di
IFN/RBV in associazione a DAAs con un’elevata barriera genetica alla resistenza e un’attivita
antivirale potente ed estesa a piu genotipi oppure l'uso di regimi basati su PEG-IFN alfa e
Ribavirina in combinazione con due DAAs appartenenti a classi molecolari differenti (quadruplice
terapia). Alcuni di questi approcci sono stati gia testati in studi clinici di fase | e Il e si sono
dimostrati efficaci. Dati raccolti nello studio ZENITH, hanno dimostrato la netta superiorita del
regime IFN/Ribavirina in associazione a Telaprevir e VX-222 (NNI) in pazienti naive con infezione
da genotipo 1 rispetto all’associazione Telaprevir + VX-222 con o senza Ribavirina; stesso discorso
per il regime IFN/RBV + GS-9256 (inibitore NS3-4A) e tegobuvir (NNI) rispetto all’associazione GS-
9256 + Tegobuvir, con o senza Ribavirina [86].

Dai dati ottenuti negli studi clinici e stato possibile individuare dei fattori predittivi di successo dei
nuovi regimi basati sui farmaci DAAs. Sicuramente pazienti in cui la terapia a base di IFN/RBV ha
fallito, difficilmente riusciranno a raggiungere una SVR in seguito al ritrattamento con un regime
IFN-free, indipendentemente dall’inclusione o meno di Ribavirina. Una buona risposta
immunitaria, innata e adattativa, € poi sicuramente essenziale per assicurare una clearance totale
e duratura del virus anche in presenza di varianti resistenti e anche il genotipo IL28B pud
rappresentare un fattore predittivo di risposta in alcuni tipi di regimi terapeutici (NNI + inibitori
NS3-4A + Ribavirina). Naturalmente, anche le caratteristiche genetiche del virus HCV sono
importanti: il genotipo 1, e in particolar modo il genotipo 1a rispetto all’lb, determina delle
infezioni molto piu difficili da trattare rispetto a quelle sostenute dai genotipi 2 e 3 e le varianti
virali (quasispecies) che si producono spontaneamente durante la replicazione di HCV assumono
particolare rilievo nell’ambito della resistenza alla terapia con gli agenti antivirali di nuova
generazione. Ulteriori studi sono necessari per determinare il profilo di efficacia e di sicurezza a
lungo termine di tali regimi IFN-free e soprattutto per individuare il regime piu efficace anche
rispetto ad una stratificazione dei pazienti per genotipo-sottotipo virale, genotipo IL28B e status
terapeutico (naive-relapse-non responder) [89].
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Tab. 1.25: riassunto degli studi clinici che esaminano regimi IFN-free [86].

DAA combination Study name Patient population Major endpoints
MNucleoside NS5B inhibitor * ribavirin
GS-7977 + ribavirin Electron [51, Treatment-naive and expe- SVR (11-88% in HCV genotype 1 patients,
52], rienced HCV Gt1-6 dependent on previous treatment outcome, HCV

Quantum [50]

GS-7977 monotherapy Electron [51]

Treatment-naive HCV Gt2,3

Nucleoside NS5B inhibitor + NS3-4A inhibitor * ribavirin

Mericitabine + danoprevir

Mericitabine + danoprevir/ritonavir
+ ribavirin

Inform-1 [49]

MNucleoside NS5B inhibitor + NS5A inhibitor £ ribavirin

GS-7977 + daclatasvir £ ribavirin Al-444040 [60]

Treatment-naive HCV Gt1

Inform-SVR [30] Treatment-naive HCV Gt1

Treatment-naive HCV
Gt1,2,3

Non-nucleoside NS5B inhibitor + NS3-4A inhibitor % ribavirin

BI-207127 + BI-201335 + ribavirin

BI-207127 + BI-201335 # ribavirin

Tegobuvir + GS-9256 + ribavirin
ABT-332 + ABT-450/ritonavir +

n.a. [55]
CO-PILOT [57]

ribavirin

ABT-072 + ABT-450/ritonavir + PILOT [58]
ribavirin

VX-222 + telaprevir + ribavirin ZENITH [56]

NS3-4A inhibitor + NS5A inhibitor % ribavirin
Asunaprevir + daclatasvir Al447011 [6]

Asunaprevir + daclatasvir
Asunaprevir + daclatasvir

Al447017 [7]
Al447017 [59]

Multiple DAA agent combinations
NS5A-inhibitor (GS-5885) + NS3-4A QUAD [61]
inhibitor (GS-9451) + NNI (tegobu-
vir) + ribavirin

Cyclophilin-inhibitor  ribavirin

Alisporivir + ribavirin VITAL-1 [62]

SOUND-C1 [53] Treatment-naive HCV Gt1

SOUND-C2 [54] Treatment-naive HCV Gt1,

including 10% of patients
with compensated liver
cirrhosis

Treatment-naive HCV Gt1
HCV Gt1, treatment-naive
and non-responders
Treatment-naive HCV Gt1
with good-response [L28B
genotype
Treatment-naive HCV Gt1

HCV Gt1 null responders

HCV Gt1b null responders

HCV Gt1b, null responders
and patients intolerant/ineli-
gible to IFN

Treatment-naive HCV Gt1

subtype, IL28B genatype; 80-100% in HCV
genotype 2/3 patients, dependent on previous
treatment outcome)

SVR (60%)

HCV RNA decline at week 2 (5.2 log, )

SVR (26% in HCV Gt1a, 71% in HCV Gtib;
significantly lower without ribavirin)

SVR (100% and 91% in HCV genotype 1 and 2/3
patients, respectively)

RVR (73-100%, depending on dosage of BI-
207127)

SVR (56-68% + ribavirin, 39% - ribavirin; HCV
Gt 1b and good-response [L28B genotype were
additional predictors of SVR)

RVR (37% + ribavirin, 7% - ribavirin)*
SVR (93% and 47% in treatment-naive and non-
responders, respectively)

SVR (91% at week 24, a late relapse was ob-
served at week 36)

SVR**

SVR (36%, relapse only in HCV genotype 1a but
not 1b patients)*

SVR (100%)

SVR (91% and 64% in null responders and
intolerant/ineligible patients, respectively. This
result highlights the importance of adherence to
IFN-free regimens).

SVR (77% and 89% in HCV genotype 1a and 1b,
respectively; approx. 30% of patients required
IFN-based rescue therapy due to failure of HCV
RMA <LOD at week 2)

SVR (approx. 90% of patients eligible for all-oral
therapy, 29-42% of all patients, remaining pa-
tients received additional PeglFN-a).

*These studies include quadruple therapies resulting in 100% SVR [G] and 100% RVR [55], respectively.
*SVR rates for all-oral arms have not yet been presented for this study. Quadruple-therapy arms in ZENITH resulted in high SVR rates.
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1.9.6. FATTORI PREDITTIVI PRETRATTAMENTO

Visti e considerati la significativa tossicita e i costi della terapia antivirale, si & sviluppato un
notevole interesse nell’identificazione di fattori prognostici in grado di predire I'esito della
terapia. | fattori predittivi finora individuati risultano collegati sia al virus che all’ospite.

GENOTIPO VIRALE

Il genotipo virale € uno dei principali fattori in grado di influenzare il successo terapeutico. Il
genotipo virale € uno dei piu forti predittori di SVR: il tasso di risposta virologica sostenuta in
pazienti infettati dal genotipo 2 e 3 del virus HCV e trattati per 24 settimane con terapia standard
(Peg-IFN-alfa + RBV) si attesta attorno all’80% in confronto a circa il 40% osservato in pazienti
infettati da genotipo 1 e 4 e trattati per 48 settimane con duplice terapia [90]. Anche il sottotipo
virale, in particolare la distinzione tra 1a e 1b, € importante per la corretta gestione del paziente
soprattutto per regimi terapeutici basati su triplice terapia con Peg-IFN/RBV/BOC o TLV. Pazienti
con HCV genotipo 1a hanno un rischio maggiore di sviluppare resistenza alla terapia con inibitori
delle proteasi (Pl) rispetto a pazienti con HCV genotipo 1b; la mutazione associata piu
frequentemente alla resistenza, infatti, & una sostituzione aminoacidica in posizione 155 (R155K)
della proteina NS3 e nel caso di HCV GT1a, é sufficiente la sostituzione di un singolo nucleotide
per sviluppare resistenza, mentre nel caso di HCV GT1 sono necessarie due sostituzioni [91].

CINETICA VIRALE

La cinetica virale durante la terapia rappresenta un parametro importante per monitorare la
risposta alla terapia nel tempo; il declino dell’ HCV-RNA & sicuramente uno dei predittori piu
fortemente associati alla risposta terapeutica. La rilevazione dell’lHCV-RNA viene effettuata
all'inizio della terapia per misurare la carica virale al basale, alla 4° e alla 12° settimana di
trattamento per valutare la risposta iniziale alla terapia (RVR ed EVR/cEVR), a fine trattamento (24
o 48 settimane a seconda del genotipo virale) per stabilire la EOTR o ETR (End-Of-Treatment
Response, titolo virale non rilevabile alla fine del trattamento di 24 o 48 settimane) e dopo 6 mesi
dal termine della terapia per definire la SVR (Sustained Virological Response). La presenza di RVR
correla positivamente con I'SVR; diversi studi hanno dimostrato che in pazienti con genotipo 1/4,
trattamento naive, il raggiungimento dell’RVR si associava a un tasso di SVR di circa il 78-100%
dopo sole 24 settimane di trattamento con PEG-IFN/RBV [92]. Purtroppo in caso di infezione da
genotipo 1, solo il 20% dei pazienti presenta una RVR, mentre nei pazienti infetti da HCV genotipo
2/3 la percentuale sale al 60%. Dall’altro lato I'assenza di EVR & altamente predittiva di fallimento
terapeutico: circa il 99% dei pazienti che non raggiungono tale risultato di norma non raggiungono
nemmeno la SVR. L’elevato valore predittivo dell’'EVR viene considerato pertanto nella scelta di
interruzione della terapia (futility rules) [75][93].

CONCENTRAZIONE HCV-RNA

Anche la concentrazione basale dellHCV-RNA & associata all'outcome terapeutico: una
concentrazione dell’HCV-RNA inferiore a 600,000-800,000 IU/ml correla positivamente con I'SVR
[90].
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VARIABILITA GENOMICA VIRALE

L'ampia variabilita genomica dell’RNA virale, infine, costituisce un parametro ambivalente rispetto
alla risposta al trattamento: singole mutazioni in posizioni differenti possono diminuire la fitness
del virus facilitandone I'eradicazione oppure determinare una resistenza alla terapia antivirale e di
conseguenza influire negativamente sull’outcome terapeutico.

| principali determinanti genetici virali della risposta alla terapia si localizzano nelle sequenze
codificanti per la proteina NS5A e per il core di HCV. Mutazioni non sinonime nella regione che
codifica per I'ISDR (IFN Sensitivity Determining Region) sono strettamente associate al successo
della terapia standard; solo un piccolo numero di mutazioni sono correlate al fallimento
terapeutico [94]. Si ipotizza che le varianti funzionali reprimano I'attivita della proteina NS5A,
inibendo la sua capacita di bloccare I'espressione dei geni indotti dall’Interferone. Numerosi studi
riportano poi che sostituzioni aminoacidiche nelle posizioni 70 (R70Q o R70H) e 91 (L91M) del
core proteico di HCV sono associate al fallimento del trattamento combinato: la resistenza al
trattamento e conferita in particolare, da residui di glutamina o istidina in posizione 70 e da
residui di metionina a livello dell’aminoacido 91.

Evidenze recenti riportano una correlazione anche tra la proteina dell’envelope E2 e il fallimento
terapeutico; E2, infatti, contiene una regione ipervariabile chiamata HVR1 caratterizzata da un
alto tasso di mutazione. Virioni mutanti sarebbero in grado di sfuggire ai meccanismi
dell'immunita cosi come all’azione di anticorpi neutralizzanti determinando nell’ospite uno stato
di viremia costante [95].

IL28B

Diversi studi multicentrici, condotti su individui infetti da epatite C cronica da genotipo 1, di
diversa estrazione etnica (caucasici, ispanici, africani-americani, latino americani e asiatici) hanno
portato ad individuare una associazione significativa tra due polimorfismi a monte del gene 1L.28B
(rs12979860 [C/T] 3kb upstream e rs8099917 [T/G] 8kb upstream) e il tasso di SVR.

E’ stato osservato che individui rs12979860-CC mostrano una piu elevata probabilita di eradicare
il virus rispetto a portatori dei genotipi CT o TT, nel caso di infezione acuta, e un tasso di SVR di
circa 3 volte maggiore di quello osservato in pazienti CT o TT, nel caso di epatite C cronica. Un
discorso analogo é valido anche per lo SNP rs8099917: il genotipo rs8099917-TT si riscontra pil
frequentemente nei pazienti che raggiungono I'SVR, mentre individui rs8099917-TG o GG
presentano un rischio di circa due volte maggiore di non rispondere alla terapia [87].
Recentemente, inoltre, il valore predittivo negativo dello SNP rs12979860 ma non di rs8099917, e
stato confermato anche in pazienti con epatite C da genotipo 2 e 3 che raggiungono I'RVR. [96].

FATTORI CLINICI

Alcuni parametri demografici e clinici sono correlati positivamente alla probabilita di rispondere
efficacemente alla terapia e di raggiungere I'ETR, la RVR e la SVR; un elenco comprende: il sesso
femminile, I'eta (<40 anni), I'assenza di steatosi, fibrosi (3-4 stage), cirrosi epatica e insulino-
resistenza, valori bassi di BMI e di peso corporeo e infine I'etnia (caucasici e asiatici rispondono
con pil successo alla terapia degli africani o degli afro-americani).

Naturalmente, l'infezione da HCV in presenza di un quadro clinico compromesso (diabete,
obesita, abuso di alcol, steatosi, insufficienza renale e coinfezioni virali) si associa ad una maggior
probabilita di fallimento terapeutico [67].
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COMPLIANCE

La compliance del paziente, infine, & di fondamentale importanza per assicurare I'efficacia della
terapia. Nel caso in cui la mancata aderenza al regime terapeutico dipendesse da intolleranza ai
principi attivi & sempre opportuno somministrare una dose il pil vicino possibile alla dose
standard e/o eventualmente affiancare alla terapia standard una terapia di supporto per ridurre il
rischio di effetti collaterali gravi.

Tab. 1.26: fattori correlati alla SVR in combinazione alla terapia con Peg-Interferone e Ribavirina in pazienti
con epatite C. L'outcome terapeutico & influenzato sia da fattori virali (genotipo virale e sostituzioni
aminoacidiche nella regione ISDR e nel core proteico in posizione 70 e 91) che da fattori clinici e genetici
legati all’ospite (polimorfismi nel gene IL28B) [44].

Host IL28B genotype (rs12979860)
TIT CIT c/c
Other important pretreatment factors
Genotype 1 Viral genotype Genotypes 2 and 3
>600,000 Viral load (IU/ml) <600,000
African American (AA) Race Non-AA
F3 and F4 Fibrosis (METAVIR FOand F1
grade)
Male Gender Female
=40 Age (years) <40
Less likely to & Mare likely to
respond ® 4 respond

Nel caso della triplice terapia con Peg-IFN/RBV/BOC-TLV molti predittori perdono di significato in
virtu del maggiore potere antivirale dei farmaci di nuova generazione; evidenze derivate dallo
studio IDEAL hanno indicato I’eRVR come un parametro predittivo di SVR ed attualmente I'’eRVR
(HCV-RNA non rilevabile alla settimana 4 e mantenimento della negativizzazione virale fino alla
settimana 12) viene utilizzata per personalizzare la triplice terapia sulla base del principio:
“Response-guided Therapy”; la definizione di “stopping rules” che tengono conto della cinetica
virale precoce, infatti, permette di ridurre la durata della terapia in un 45%-60% di pazienti e di
evitare di esporre gli stessi a terapie inutili nonché a un rischio maggiore di eventi avversi.

La conoscenza dei parametri individuali associati alla risposta terapeutica prima di iniziare il
trattamento & quindi importante in quanto offre la possibilita di predire I'efficacia della terapia
(SVR, eradicazione del virus) e di conseguenza consente di indirizzare il clinico verso il regime
terapeutico pil adatto per il paziente. E’ stato riportato, infatti, che la personalizzazione della
terapia in termini di tipologia (SOC Vs. triplice terapia) durata, dosaggio puo incrementare
notevolmente il tasso di SVR rispetto a quanto si otterrebbe seguendo linee guida standard e
ridurre i costi di gestione clinica dei pazienti con CHC di circa il 20% [75].
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1.10. GENETICA DELL’OSPITE NELL'INFEZIONE DA HCV

1.10.1.GENE 1L28B

IL28B ¢ un gene di 6 esoni che mappa nel cromosoma 19 in posizione 19913 dove forma con i geni
IL28A e IL29 un cluster genico. | tre geni codificano per tre diversi tipi di citochine, strutturalmente
e funzionalmente correlate, classificate sulla base della loro funzione come IFN di tipo Il o IFN-As.
Il gene IL28A codifica per la citochina IFN-A1, /L29 codifica per IFN-A2 e il gene IL28B codifica per
una citochina funzionalmente correlata agli IFN di tipo | e strutturalmente omologa all'lL-10,
chiamata IFN-A3 [97].

1.10.1.1. TIPI DI INTERFERONE

A partire dal 1957, anno in cui Isaac e Lindenmann scoprirono I'Interferone, enormi progressi
sono stati compiuti nell’ambito sia della conoscenza delle funzioni dell’Interferone sia nella
caratterizzazione delle diverse specie di Interferone prodotte dalle cellule umane. Gli Interferoni
attualmente noti, vengono classificati in tre gruppi distinti, il tipo I, 1l e lll, sulla base della
sequenza aminoacidica. Tra i mammiferi, gli Interferoni di tipo | comprendono un totale di 8
sottoclassi, di cui 5 sono caratteristiche del genere umano: I'lFN-a (di cui esistono 13 sottotipi),
I'IFN-B, I'IFN-g, I'lFN-k e I'IFN-w. Gli IFN di tipo Il comprendono un solo sottotipo, I'IFN-Y,
codificato da un gene che mappa nel cromosoma 12. La scoperta degli IFN di tipo Ill &€ avvenuta in
tempi relativamente recenti grazie ad analisi computazionali di predizione genica. | geni che
codificano per gli IFN-As infatti, presentano una struttura genica simile (5 esoni per /L29 e 6 esoni
per IL28A e IL28B) e a livello aminoacidico un’omologia di sequenza maggiore all’'80% (96% per
IFN- A1 e — A3 e dell’81% per IFN- A1 con IFN- A2) che si riflette in notevoli analogie sia strutturali
che funzionali [98]. Recentemente Ray e colleghi hanno scoperto una nuova variante
interferonica, la proteina IFNL4, codificata da un gene a monte di /L28B. Le analogie strutturali e i
dati preliminari ottenuti da esperimenti in vitro fanno supporre un meccanismo d’azione
comparabile a quello di IFN-A3, tuttavia ulteriori studi sono necessari per chiarirne la funzione e il
meccanismo molecolare in vivo [99][100].

1.10.1.2. MECCANISMO DI AZIONE DEGLI INTERFERONI

Gli interferoni sono proteine solubili appartenenti alla famiglia delle citochine, prodotte da un
ampio spettro di cellule, che inducono una resistenza antivirale in molti stipiti cellulari in relazione
ad un’ampia varieta di virus. In realta gli interferoni presentano uno spettro estremamente
eterogeneo e ampio di azioni tra cui spiccano I'attivita antivirale, I’attivita antiproliferativa e
citomodificatrice e I'attivita immunomodulatrice.

L'attivita antivirale si esplica attraverso linibizione della sintesi proteica necessaria alla
replicazione virale, la modificazione della membrana cellulare in modo da inibire la fusione virale
e infine I'attivazione del sistema immunitario incrementando I'attivita macrofagica (aumentata
espressione di recettori Fc), stimolando I'attivita citotossica delle cellule NK (natural killer) e del
linfociti T citotossici (aumento dei recettori di superficie per TNF-a e IL-2), regolando I'attivita dei
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linfociti B e aumentando I'espressione di molecole del complesso MHC di classe | sulla superficie
cellulare in modo da promuovere la presentazione antigenica [101].

Gli effetti antivirali degli Interferoni dipendono dall’espressione dei geni ISGs (IFN-stimulated
genes) mediata dall’attivazione del pathway Jak-STAT (Janus Kinase-Signal Transducer and
Activator of Transcription) in seguito al legame degli IFN con i rispettivi recettori di superficie
cellulari. | partner recettoriali differiscono considerando famiglie di IFN diverse (1, I, IIl). Gli IFN di
tipo | a e B riconoscono rispettivamente il recettore IFN di tipo | che & un eterodimero
transmembrana formato dalle subunita IFNAR1 e IFNAR2. L'IFN-Y lega invece il recettore
omodimerico IFNGR1/2, mentre gli IFN-A interagiscono con il recettore eterodimerico formato
dalle catene IL10Rp e IL28Ra. Una volta legato il proprio recettore IFNR (/IFN cell-surface-receptor),
ne determinano la dimerizzazione e I'attivazione delle tirosin-chinasi Jak1 (Janus-activated kinase
1) e Tyk2 (Tyrosine kinase 2) associate al recettore stesso. Le chinasi fosforilano e attivano i
trasduttori del segnale STAT1 e STAT2; il complesso STAT1/2 lega IRF-9 (IFN-regulatory factor 9)
formando il complesso ISGF3 che, una volta traslocato nel nucleo, riconosce e lega gli ISRE o /IFN-
stimulated response elements, sequenze specifiche nel promotore dei geni I1SGs, determinandone
la trascrizione. (Fig. 1.22).

Le proteine ISG stabiliscono non solo uno stato generale antivirale, ma anche intervengono in altri
processi come |'apoptosi, la risposta infiammatoria e il metabolismo lipidico; un esempio di
proteina ISGs e I'enzima PKR (Protein Kinase R) che blocca la sintesi delle proteine virali inibendo il
fattore eucariotico di inizio della trasduzione elF2 [84][102].
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Fig. 1.22: Espressione dei geni stimolati dall'lFN attraverso il pathway JAK/STAT [102].
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1.10.1.3. INTERFERONI di TIPO Il

La relazione esistente tra alcuni polimorfismi posti a monte del gene IL28B e la probabilita di
eradicare il virus HCV spontaneamente o in seguito al trattamento, ha portato i ricercatori a
indagare meglio il ruolo degli IFN-As o IFN tipo Ill.

FUNZIONI DEGLI INTERFERONI DI TIPO 1l

E’ stato osservato che I'attivita biologica degli IFN-As & parzialmente sovrapponibile a quella degli
IFN-a e IFN-B e include un’attivita antivirale, una antitumorale (antiproliferatrice) e un’azione
immunomodulatrice.

Diversi studi supportano un ruolo diretto di IFN-A nel controllo della replicazione di HCV
attraverso la stimolazione dell'immunita adattativa (aumento dell’espressione di molecole MHC |,
stimolazione dell’attivita citotossica delle cellule NK e CTL) e I'induzione della trascrizione di geni
ISGs come le proteine OAS, la GTPasi MxA e la proteina chinasi R (PKR).

Le proteine OAS (2'-5' oligoadenylate-synthetase) si attivano in presenza di dsRNA virali formando
dei tetrameri che attivano le RNAsi L, enzimi deputati al taglio degli RNA virali. La proteina PKR
viene anch’essa attivata da dsRNA e gioca un ruolo chiave nell’inibizione della sintesi proteica
cellulare e quindi virale. MxA ¢ presente nel citoplasma a livello del reticolo endoplasmatico dove
forma degli oligomeri che intrappolando sia particelle che componenti virali, ostacolano cosi la
replicazione e la trascrizione virale. Da studi in vitro su epatociti umani & emerso, inoltre, che gli
effetti indotti sull’espressione delle ISGs dagli IFN-As sono piu marcati e di piu lunga durata
rispetto a quelli indotti da IFN-a e che, inoltre, gli effetti degli IFN-As sinergizzano con 'azione di
IFN-a garantendo un’efficace soppressione della replicazione virale [103].

ESPRESSIONE DEGLI INTERFERONI DI TIPO 1l

Gli IFN-As, come gli IFN di tipo |, vengono espressi a bassi livelli in diversi tessuti umani che
comprendono il polmone, I'ovaio, il testicolo, il tessuto cerebrale, I'ipofisi, il pancreas e il sangue;
in risposta a infezioni virali I'espressione degli IFN-As viene significativamente indotta, soprattutto
nei PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells), nelle MD-DC (Monocyte-Derived Dendritic Cells) e
nelle pDCs (Plasmacytoid Dendritic-Cells), in modo del tutto simile a quanto avviene per gli IFN
tipo I. La trascrizione dei geni che codificano per gli IFN di tipo Ill, infatti, dipende dagli stessi
fattori trigger e dai medesimi pathways intracellulari che determinano I'espressione degli IFN di
tipo |, ossia la stimolazione dei recettori TLR3 e TLR4 nelle cellule dendritiche e nei macrofagi da
parte dei loro agonisti (es. LPS, lipopolisaccaride o poly[l:C], un immunostimolante dsRNA-like).
Siren et al., ha poi dimostrato che sia I'[FN-a che I'IFN-A sono in grado di autopotenziare la loro
produzione attraverso meccanismi a feedback positivo mediati dal legame al corrispettivo
recettore; a differenza perd del recettore per IFN a/B o di ILLORB che sono espressi
ubiquitariamente, I'espressione del recettore IFNAR1 o IL28Ra & tessuto dipendente ed e
confinata alle cellule epiteliali, agli epatociti e alle cellule mononucleate del sangue, pertanto
I'azione dell’'IFN-A ¢ limitata a pochi target cellulari [104].

Studi di Tissari et.al, inoltre, hanno permesso di individuare in cellule esposte a poly[l:C] una
regolazione positiva dell’IFN-a sull’espressione di IFN-B e IFN-A [105]. L‘induzione degli IFN di tipo
| sembra quindi oltre che simile anche collegata all'induzione degli IFN di tipo Ill e puo essere
presa a modello per la spiegazione del pathway di induzione dell’espressione dei geni IL28A, IL28B
e IL29. La produzione degli IFN di tipo | e Il & controllata soprattutto a livello trascrizionale dove
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un ruolo cruciale & svolto da fattori di trascrizione chiamati IRFs (Interferon Regulatory Factors). La
famiglia degli IRFs comprende 9 membri, di cui 4 (in primis IRF3 e IRF7 e poi IRF1 e IRF5) agiscono
come regolatori positivi della trascrizione. IRF3 & espresso in modo costitutivo ma rimane nel
citosol in una forma latente; in seguito all’'infezione virale e quindi all’ingresso nella cellula di
componenti virali (dsRNA, ssRNA, proteine virali) IRF3 viene fosforilato a livello del dominio C-
terminale, dimerizza con altre molecole di IRF3 o IRF7 (per mezzo del dominio idrofobico IAD) e
I'omo/etero dimero cosi formato trasloca nel nucleo dove forma un complesso, con i coattivatori
della trascrizione CBP o p300, che lega il promotore di geni degli IFNs (soprattutto IFN-B e 1L29), di
citochine e chemochine inducendo un cambiamento locale della cromatina e promuovendone la
trascrizione. IRF7 & espresso a livelli basali bassi e la sua espressione e indotta dall’Interferone
stesso in un meccanismo a feedback positivo che amplifica la trascrizione dei geni per gli IFNs.
Come descritto per IRF3, IRF7 si attiva per fosforilazione di residui di serina posti nel dominio C-
terminale formando omodimeri o eterodimeri con IRF3 che traslocano nel nucleo, inducendo la
trascrizione di geni della risposta infiammatoria (IFN-a/B, IL28A/B, IL29, citochine e chemochine).
Sia nel caso di IRF3 che di IRF7, la piccola quantita di IFNs prodotti, viene secreta e va a stimolare
il recettore per gli IFNs (IFNAR1/IFNAR2 o IL28Ra/IL10RB) sia con meccanismi autocrini che
paracrini determinando I'attivazione di un fattore di trascrizione etero-trimerico (ISGF3) formato
da IRF9, STAT1 e STAT2 che promuove l'ulteriore trascrizione del gene per IRF7. IRF3 e IRF7
agiscono quindi con tempistiche differenti; IRF3 & responsabile principalmente dell'induzione
iniziale di IFN-B e IFN-A e in misura minore di IFN-a, mentre IRF7 entra in gioco in una fase tardiva
e induce in modo equalmente efficiente I'espressione di IFN-I e IFN-IIl (two-steps model).

La trascrizione dei geni che codificano per gli IFN di tipo Ill & guidata dalla presenza di sequenze
regolatrici chiamate PRD (positive regulatory elements) a livello delle quali IRFs, NF-kB (nuclear
factor kB), AP-1 (eterodimero tra c-JUN e ATF2) e HMG-I formano il cosiddetto “enhanceosoma”.
Quest’ultimo recluta le proteine HATs (Histone Acetyl Transferases) GCN5 e CBP che, acetilando
residui di lisina negli istoni H3 e H4, rimodellano la cromatina e promuovono il reclutamento di un
complesso di modificazione del nucleosoma: (BRG)-Brahma (BMR)-associated factor (BAF)
complex che forza I'apertura del nucleosoma al sito di inizio della trascrizione e il legame del
fattore di trascrizione TFIID al promotore.

Il legame degli IRFs alle sequenze PRD & mediato dalla presenza nel dominio N-terminale di un
motivo a doppia alfa-elica che riconosce e lega specifiche sequenze consensus; il legame induce
una distorsione del DNA che favorisce il legame cooperativo di altri IRFs. E’ possibile che gli IRFs
interagiscano in modo cooperativo anche con altri fattori di trascrizione (come AP-1 o NF-kB)
contribuendo cosi a un’attivazione efficiente della trascrizione dei geni per gli Interferoni.
Dall’altro lato, I'over-espressione degli IFNs, che potrebbe essere dannosa per I'ospite, & garantita
dalla breve emivita degli IRFs (30-60 min per IRF7) [106].

1.10.1.4. STUDI DI CORRELAZIONE GENOTIPO-FENOTIPO

Studi GWAS (Genome-Wide Association Studies) hanno identificato delle varianti genetiche
dell’ospite che risultano predittive sia della clearance spontanea del virus HCV che della risposta al
trattamento combinato Peg-IFN alfa e Ribavirina. Due polimorfismi localizzati nel cromosoma 19
in una regione a monte del gene IL28B, identificano queste varianti e sono associati ad una
riduzione del tasso di guarigione (SVR) di circa il 50%. Inoltre, le differenze osservate nel rate di
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SVR raggiunto in pazienti caucasici, africani americani e asiatici con epatite C cronica correlano
con le frequenze alleliche di tali varianti nelle diverse etnie [107]. Ne consegue che per ciascun
paziente & possibile stabilire a priori la probabilita di successo della terapia e quindi predire
I'outcome terapeutico fornendo al clinico un’informazione aggiuntiva per valutare meglio il
rapporto rischio-beneficio del trattamento rispetto al non trattamento. Pazienti con genotipo
sfavorevole (rs12979860-TT), in assenza di indicazioni di danno epatico serio, potrebbero essere i
candidati ottimali per una terapia con agenti antivirali di nuova generazione (DAAs) perché la loro
sensibilita all'IFN € bassa; al contrario, in pazienti con genotipo sfavorevole e con una condizione
clinica compromessa, che non hanno raggiunto I'RVR, sarebbe indicato interrompere il
trattamento [108].

Il primo e il piu ampio studio GWAS é stato eseguito sfruttando i dati dello studio IDEAL, che si
proponeva di comparare due regimi di trattamento basati I'uno su Peg-IFNalfa-2b/RBV e l'altro
Peg-IFN alfa-2a/RBV. L’analisi genetica & stata compiuta su un totale di 1.137 pazienti con
infezione da HCV di genotipo 1 suddivisi per etnia (Caucasici, Ispanici, Africani Americani o AA) e
ha portato ad individuare una correlazione significativa tra la risposta alla terapia e 7 SNPs di cui
uno, I'rs12979860 C>T, fortemente associato alla SVR. Inoltre, il genotipo IL28B é risultato avere
valore predittivo anche in quei pazienti che non avevano raggiunto I'RVR: i pazienti rs12979860-
CC, infatti, mostravano tassi di SVR maggiori piu del doppio rispetto ai non-CC. Nell’analisi
condotta, sono emersi come significativi anche altri SNPs tra cui rs8099917, ma la loro
associazione era legata al linkage disequilibrium con lo SNP rs12979860; in numerosi studi, infatti,
lo SNP rs8099917 e risultato correlato all’'outcome terapeutico, tuttavia in analisi multivariate
I'impatto dello SNP rs12979860 & stato talmente forte da mascherare |'effetto dello SNP
rs8099917 sulla SVR [109]. Il ruolo di rs12979860 ¢ stato valutato anche da McCarthy e colleghi
che ne hanno confermato il valore di forte predittore pretrattamento di risposta virologica,
indipendente da altri fattori clinici basali e dal genotipo virale [110].
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Fig. 1.23: tassi di SVR stratificati per genotipo ed etnia. | pazienti con il genotipo rs12979860-CC
raggiungono tassi di SVR maggiori di due o tre volte rispetto a quelli ottenuti dai pazienti rs12979860-CT o
TT, indipendentemente dall’etnia [109].
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Il polimorfismo rs12979860, inoltre, mostra una distribuzione differenziale tra diversi gruppi etnici
molto marcata che spiegherebbe circa la meta delle differenze inter-popolazioni osservate nel

rate di SVR [109].
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Fig. 1.24: percentuale di SVR per popolazione rispetto alla frequenza dell’allele rs12979860 C [109].
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Fig. 1.25: distribuzione delle frequenze alleliche delle varianti rs12979860 C e rs12979860 T [112].

Il valore predittivo dello SNP rs12979860 si mantiene anche nel caso di pazienti in trattamento
con triplice terapia (PEG-IFN, RBV, BOC o TVR). Da un’analisi post-hoc del trial PROVE-2 & emerso,
infatti, che il 100% dei pazienti nel braccio di trattamento a 12 settimane, con genotipo
rs12979860-CC, hanno raggiunto I’'SVR suggerendo che i portatori dell’allele C rappresentano un
gruppo di pazienti che potrebbero raggiungere elevati tassi di guarigione in periodi di trattamento
relativamente brevi. Dal momento pero che la triplice terapia & generalmente piu efficace della
duplice terapia, la rilevanza dello SNP rs12979860 come marker predittivo di risposta al

trattamento e di efficacia del trattamento & meno significativa [111].
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L'associazione dello SNP rs8099917 con la risposta alla terapia & stata valutata da Tanaka et al in
uno studio GWAS condotto su piu di 300 pazienti Giapponesi usando la piattaforma di
genotipizzazione Affymetrix 6.0, che non includeva lo SNP rs12979860; il polimorfismo é risultato
fortemente associato al fallimento terapeutico (riduzione inferiore a 2 log dell’lHCV-RNA dopo 12
settimane di trattamento) con un rischio 2 volte maggiore per gli omozigoti G/G di non rispondere
al trattamento in confronto agli eterozigoti G/T e agli omozigoti T/T [113]. Suppiah et al., e Rauch
et al., hanno replicato i risultati ottenuti da Tanaka su una corte eterogenea di pazienti
confermando lo SNP rs8099917 un forte predittore di risposta alla terapia, indipendente da altre
variabili (P<0.0001) [114][115].

La predittivita del polimorfismo rs8099917 é stata valutata anche nel caso di triplice terapia con
Peg-IFN alfa 2b/RBV e Telaprevir; 94 pazienti giapponesi con infezione da HCV genotipo 1, sia
trattamento naive che precedentemente gia trattati, sono stati genotipizzati per lo SNP e i dati
raccolti hanno permesso di confermare I'associazione tra il genotipo rs8099917-TT e la probabilita
di raggiungimento dell’'SVR (Fig. 1.26) [89]. Da un’analisi multivariata € emerso, inoltre, che
individui rs8099917-GT/TT avevano comunque una buona probabilita di raggiungere I'SVR in
presenza di sostituzioni aminoacidiche a livello della proteina core del virus (Arg70) (50% Vs. 12%,
P=0.038) [116].
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Fig. 1.26: SVR rates in pazienti in trattamento con triplice terapia, raggruppati sulla base della risposta ad un
eventuale precedentemente trattamento e stratificati sulla base del genotipo a livello del polimorfismo
rs8099917 nel gene I1L28B.

Gran parte degli studi effettuati per confermare il valore predittivo dei polimorfismi nel gene
IL28B sono stati condotti in pazienti con infezioni da HCV GT1; ulteriori dati stanno tuttavia
emergendo riguardo la rilevanza dei medesimi polimorfismi in pazienti con infezione da HCV di
tipo 2 0 3. Lo SNP rs12979860, ma non lo SNP rs8099917, correla significativamente con la SVR in
seguito a trattamento combinato di Peg-IFN/RBV. Naturalmente, dal momento che il trattamento
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e generalmente piu efficace verso i genotipi 2 e 3, in questi casi la capacita dei polimorfismi del
gene 1L28B di predire l'efficacia della terapia e ridotta (tasso di SVR =90% per il genotipo
rs12979860-CC Vs. =70% per i genotipi rs12979860-TT); valutando pero la percentuale di non
risposta, i dati sono piu consistenti: ben I'85% dei pazienti che non hanno raggiunto I'SVR erano
rs12979860-CT o —TT rispetto al 47,5% dei pazienti con genotipo rs12979860-CC [96]. Inoltre, la
capacita predittiva del polimorfismo rs12979860 & maggiore nei pazienti che non raggiungono
I’'RVR; esiste quindi una correlazione significativa tra il genotipo rs12979860-CC e la probabilita di
raggiungere I’'SVR in pazienti con HCV GT 2/3 che non eradicano il virus entro le prime 4 settimane
di trattamento (SVR rates in non RVR: CC, 87%; CT, 67%; and TT, 29%; P = .0002 Vs. SVR rates in
RVR: CC, 82%; CT, 75% e TT, 58% P = 0.0046) [117].

Per quanto riguarda la clearance spontanea del virus, & stata valutata la relazione tra il
polimorfismo rs12979860 e la capacita di eradicare il virus in uno studio condotto da Thomas e
colleghi su 1.008 individui gia precedentemente arruolati in altri studi clinici. | risultati ottenuti
hanno permesso di dimostrare che i portatori del genotipo rs12979860-CC avevano una
probabilita tre volte maggiore di guarigione spontanea dall’infezione di fase acuta rispetto ai non-
CC (rs12979860-CC Vs. CT + TT, OR 0.33 p < 10™). L'allele rs12979860 C correla quindi
significativamente con la clearance spontanea del virus e questo trova riscontro anche nella sua
frequenza allelica che & piu alta in coloro che eradicano spontaneamente il virus rispetto a coloro
che cronicizzano, anche considerando gruppi etnici differenti (80.3% vs. 66.7% in bianchi, p
=7x107%; 56.2% vs. 37% in neri, p = 1x107) [118].
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Fig. 1.27: tassi di clearance spontanea del virus HCV suddivisi per etnia e totali, rispetto al genotipo
rs12979860.

Anche la cinetica virale sembra essere influenzata dal genotipo IL28B. Thompson e colleghi hanno
confrontato i dati della cinetica virale in individui con genotipo rs12979860-CC, -CT e -TT dopo due
settimane dall'inizio della terapia con PEG-IFNa e RBV individuando una correlazione tra il
genotipo rs12919860-CC e i livelli di HCV RNA nel siero; indipendentemente dall’etnia, i pazienti
CC mostravano un’elevata riduzione dei livelli di RNA virale nel siero che si rifletteva in piu alti
tassi di RVR ed EVR rispetto a quelli osservabili in pazienti con genotipo rs12979860-CT o —TT (Fig.
1.28) [119]. La caduta dei livelli di RNA virale & evidente soprattutto nelle prime 24-48 ore
dall’inizio del trattamento ed e caratterizzata da un declino della carica virale rapido e dose
dipendente che riflette I'inibizione della replicazione virale; in seguito a questa prima fase segue
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una seconda fase (7-28 giorni) di declino esponenziale dei livelli di RNA virale meno accentuato

che rappresenta I’eliminazione delle cellule infettate (Fig. 1.29) [108].
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Fig. 1.28: andamento della cinetica virale in risposta al
trattamento con PEG-IFN e RBV sulla base del genotipo
IL28B rs12979860 in diverse etnie (A) Caucasici, (B)
African American, (C) Ispanici. EOTR, End-Of-Treatment
Response dopo 48 settimane di terapia.

Il genotipo rs12979860-CC rappresenta il piu potente
predittore di RVR, EVR, ETR e SVR in pazienti con epatite
C cronica da HCV GT1 trattati con PEG-IFN/RBV. |
pazienti rs12979860-CC mostrano tassi di RVR, cEVR e
SVR maggiori di quelli riscontrabili in pazienti con
genotipo rs12979860-non CC indipendentemente
dall’etnia; in generale, quindi, il genotipo rs12979860-CC
@ associato a piu alti tassi di risposta al trattamento a 4,
12 e 48 settimane (da 2 a 3 volte maggiori).

Stratificando i pazienti sulla base delllRVR, che
rappresenta il pil importante predittore di SVR, nei
pazienti che raggiungono I'RVR, i tassi di SVR sono
elevati indipendentemente dallo SNP, invece nei pazienti
che non raggiungono I'RVR i tassi di SVR sono maggiori
nei pazienti CC IL28B (es. Caucasici non-RVR:SVR = 66%
for CC vs 31% for CT vs 24% for TT; P <.0001). La variante
rs12979860-C si associa, quindi, ad un maggiore tasso di
RVR che generalmente prelude al raggiungimento della
SVR e ad un aumento di circa 2 volte nel rate di SVR in
circa I'80% dei pazienti C/C che non mostrano I'RVR.
L’effetto del polimorfismo si mantiene in tutte le etnie
sebbene la diversa distribuzione dell’allele C contribuisca
in modo sostanziale alle differenze inter-etnia nel tasso
di risposta alla terapia.
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Fig. 1.29: cinetica della soppressione virale sulla base dello SNP rs12979860. Dopo l'inizio della terapia con
PEG-IFN e RBV, i pazienti con genotipo CC mostrano un declino dei livelli di HCV RNA nel primo mese di
trattamento maggiore di quello osservato nei pazienti con genotipo rs12979860-CT o —TT. Nei pazienti di

origine caucasica, inoltre, le differenze sono piu marcate nelle infezioni da HCV genotipo 1 (A) rispetto ad
HCV genotipo 2 o 3 (B).
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La base biologica della relazione tra i polimorfismi di /L28B e la risposta al trattamento antivirale
non € ancora stata chiarita e soprattutto non € noto il modo in cui gli SNPs esercitino la loro
influenza. E’ stato ipotizzato che rs12979860 e rs8099917, essendo localizzati in una regione posta
rispettivamente a 3kb e a 8kb dal gene IL28B, possano modulare |'espressione genica: in effetti
livelli ridotti dell’ IFN-A3 mRNA sono stati riscontrati in individui omozigoti per I’allele rs8099917-
G, sia con epatite C che sani. | genotipi rs12979860-TT e rs8099917-GG si associano poi, in pazienti
con epatite cronica, ad elevati livelli epatici pretrattamento delle proteine ISGs che & noto essere
correlati a una parziale risposta alla terapia standard.

E’ stato quindi proposto un modello secondo cui nei soggetti rs12979860-CC o rs8099917-TT, la
presenza del virus provochi un’induzione forte dei geni IFN-a e IFN-A3 che si riflette in
un’aumentata espressione delle ISGs e quindi nella clearance spontanea del virus. Nel caso in cui il
virus riuscisse a instaurare un’infezione cronica (legata per esempio ad un’elevata carica virale,
oppure a fattori sfavorevoli dell’ospite come l'eta o la presenza di coinfezioni), si avrebbe
un’espressione continua di IFN-a endogeno e un’attivazione downstream delle ISGs, minore pero
nei pazienti con genotipo rs12979860-CC e rs8099917-TT. In tal caso i livelli basali bassi delle I1SGs
associati ai genotipi rs12979860-CC e rs8099917-TT garantirebbero una potente attivazione del
signaling pathway dell’IFN in seguito al trattamento; viceversa, nei soggetti portatori delle varianti
alleliche “non response”, I'espressione basale gia elevata delle I1SGs impedirebbe ['ulteriore
stimolazione del sistema dell'lFN indotta dalla terapia, determinando invece |'attivazione di
pathways inibitori della cascata del segnale innescata dall’Interferone [87].

1.10.2.GENE ITPA

ITPA (Inosine Triphosphatase Nucleoside Triphosphate Pyrophosphatase) € un gene di 8 esoni che
mappa nel cromosoma 20 in posizione 20p13 e codifica per un enzima di 194 aa che catalizza
I'idrolisi dell’inosina trifosfato (ITP), un nucleotide purinico non canonico e della sua forma deossi
(dITP), cosi come della 2’-deossi-N-6-idrossi-amino-purina trifosfato (1HAPTP) e della xantosina 5’-
trifosfato (XTP) nei rispettivi derivati nucleotidici monofosfato e difosfato. L’enzima non distingue
tra la forma deossi e quella ribosio, pertanto & probabile che la sua funzione sia quella di
escludere nucleotidi purinici non canonici dal pool di precursori nucleotidici prevenendone la loro
incorporazione nell’lRNA e nel DNA. Il profilo di espressione rivela un certa eterogeneita sebbene
I’enzima sia particolarmente abbondante negli organi/tessuti metabolizzatori (fegato, rene, pelle,
sangue) come & suggerito dal ruolo che ITPA ha nel metabolismo delle purine, dell’ATP/ITP e dei
nucleotidi. [Arenas]

1.10.2.1. CORRELAZIONI GENOTIPO-FENOTIPO

Studi di popolazione hanno evidenziato che circa il 5% degli individui di una popolazione “sana”
mostra un deficit di attivita ITPasica a livello eritrocitario che determina un accumulo di ITP [120].
Studi GWAS hanno permesso di individuare due varianti alleliche del gene ITPA associate a una
diminuita attivita ITPasica: una sostituzione missenso nell’esone 2 (rs1127354, c.94C>A, P32T) e
una variante di splicing (rs7270101, c.124+21A>C) nel secondo introne del gene ITPA [121].
Arenas e colleghi hanno proposto un modello in base al quale la sostituzione da citosina ad

91


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000125877

adenina in posizione c.94, distruggendo un elemento ESS (Exonic Splicing Silencer) nell’esone 2,
causi I'attivazione di due siti di splicing vicini e I'esclusione degli esoni 2 e 3 dal’mRNA maturo.
Anche il polimorfismo rs7270101 determina alterazioni dello splicing che risultano perod
nell’eliminazione dell’esone 3 dal’mRNA maturo. In entrambi i casi la proteina che ne deriva é
strutturalmente e funzionalmente alterata [122].
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Fig. 1.30: localizzazione cromosomica del gene ITPA e dei polimorfismi rs1127354 e rs7270101.

Fellay e colleghi hanno individuato un’associazione significativa e indipendente tra i medesimi
polimorfismi e la protezione dallo sviluppare un’anemia emolitica indotta da Ribavirina, in pazienti
con epatite C cronica e in trattamento con duplice terapia (IFN/RBV) (Fig. 1.31) [123]. Il razionale
della protezione non e del tutto noto; si ipotizza che I'eccesso di ITP determinato dalla riduzione
di attivita ITPasica, sia usato nella via dell’adenilsuccinato sintasi per produrre ATP, contribuendo
cosi a ristabilire il pool di nucleotidi trifosfato nell’eritrocita; la Ribavirina, infatti, inibendo
I’enzima IMPDH (Inosina Monofosfato Deidrogenasi), blocca la sintesi di GTP a partire da GMP e
quindi compromette il bilancio energetico intra-cellulare innescando una serie di eventi che
culminano nella lisi eritrocitaria (Fig. 1.32) [124][125]. Un altro modello propone che I'emolisi
indotta da RBV derivi da un danno ossidativo indotto dalla forma trifosfato della Ribavirina e che
I'accumulo di Inosina trifosfato riduca lo storage eritrocitario di fosfato libero, limitando la
reazione di conversione della Ribavarina alle forme 5’-mono/di/tri-fosfato (RMP-RDP-RTP)
catalizzata dall’adenosina chinasi [126]. Questi meccanismi potrebbero spiegare perche individui
omozigoti AA per lo SNP rs1127354 o omozigoti CC per lo SNP rs7270101, manifestino una minore
se non assente riduzione dei valori di emoglobina (Hb) rispetto a individui rispettivamente CC-CA
e AA-AC, durante il trattamento combinato IFN/RBV.
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Fig. 1.31: stratificazione dei pazienti sulla base del deficit predetto di attivita ITPasica; viene riportata anche
la percentuale di pazienti, stratificati in accordo al genotipo dei polimorfismi rs1127354 e rs7270101, con
riduzioni > 3 g/dl (blu) o con concentrazioni di Hb < 10 g/dl (rosso) alla settimana 4 di trattamento con
duplice terapia [123].
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Fig. 1.32: modello che spiega la correlazione tra I'accumulo di ITP che si verifica in presenza delle varianti
alleliche del gene ITPA e la protezione nei confronti dell’lanemia indotta da Ribavirina. A: in presenza della
forma wild-type dell’enzima, I'IlTP non si accumula negli eritrociti che pertanto manifestano una severa
riduzione dello storage di ATP indotto dalla Ribavirina. B: in presenza delle varianti funzionali dell’enzima,
I'ITP si accumula negli eritrociti e viene usato dall’enzima ADSS per produrre ATP in condizioni in cui il GTP
viene a mancare, per cui la riduzione di ATP indotta da RBV e mitigata. ENTs: trasportatori di adenosina,
inosina e guanosina. RBV inibisce sia glio ENTs che I'’enzima IMPDH (Inosina Monofosfato Deidrogenasi).

L’associazione individuata da Fellay et. al., € stata valutata da Thompson e colleghi in una coorte
di pazienti infetti da HCV genotipo 1 [127]. | dati ottenuti hanno permesso di confermare la
predittivita indipendente dei due polimorfismi per la protezione dall’anemia emolitica RBV-
indotta, alla 4a settimana di trattamento (P = 10”7 per rs7270101, P = 10°® per rs1127354). Inoltre,
combinando i singoli polimorfismi all'interno di un’unica variabile definita “ITPase-deficiency”, i
ricercatori hanno osservato un’associazione significativa e ancora maggiore rispetto a quella
ottenuta considerando i polimorfismi singolarmente, in grado di spiegare circa il 20% della
variabilita nella riduzione di Hb in pazienti in corso di trattamento (Tab. 1.27).
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Tab. 1.27: livello predetto di attivita enzimatica dell’inosina trifosfatasi in accordo all’aplotipo definito dai
polimorfismi rs1127354 e rs7270101. Non esistono aplotipi definiti dalla presenza sullo stesso cromosoma
degli alleli minori per entrambi gli SNPs.

Prediction
ITPase ITPase
rs1127354 rs7270101 Activity (%) Deficiency
Wild type (C/C) Wild type (A/A) 100 -
Wild type (C/C) Heterozygosity (A/C) 60 }

Heterozygosity (C/A) Wild type (A/A) 30 4
Wild type (C/C) Homozygosity (C/C) 30 -+
Heterozygosity (C/A) Heterozygosity (A/C) 10 4
Homozygosity (A/A) Wild type (A/A) <b -+

Siccome l'anemia & una reazione avversa abbastanza frequente, la cui gravita richiede o
I'interruzione della terapia quando I'emoglobina scende sotto ai 8,5 g/dl o scali della dose di
Ribavirina che possono anche compromettere I'efficacia della terapia, nella corte di pazienti
analizzata & stato valutato anche se gli aplotipi protettivi correlassero con I'outcome clinico
(pazienti portatori dell’aplotipo protettivo mostrassero tassi di SVR maggiori);
associazione tuttavia e stata riscontrata tra il tasso di RVR o SVR e I'ITPase-deficiency.

nessuna

In conclusione I'ITPasi-deficiency correla con una cinetica di declino di Hb ritardata durante le
prime 12 settimane di trattamento e con una riduzione assoluta di Hb minore, considerando le 48
settimane di trattamento, rispetto a quanto osservato in pazienti con attivita ITPasica wild-type
(calo HB >3g/dl: 45% wild-type e 2% ITPase-deficiency). Cio si riflette anche in una maggiore
probabilita di terminare il trattamento e/o di ricevere un dosaggio di RBV quanto piu vicino (>80%
della dose prevista) a quello stabilito in pazienti con ITPasi deficiency rispetto a quelli con attivita
ITPasica normale.

Ribavirin dose reduction - Kaplan-Meier survival estimates

1.004
0.90 4
0.804

0.70

Proportion

ITPA deficiency it

0.60

0.501

0 12 24 36 48
Treatment time (weeks)

Fig. 1.33: proporzione di individui che sono andati incontro ad uno scalo di Ribavirina durante il trattamento
combinato di Peg-IFN/RBV, stratificati per la variabile “ITPase-Deficiency”.
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Thompson e colleghi hanno poi condotto uno studio retrospettivo per investigare |'associazione
tra le varianti alleliche del gene ITPA che causano deficienza enzimatica e I'anemia emolitica
indotta dal trattamento, in una corte di pazienti con epatite C cronica da genotipi 2-3 di HCV e in
cura con Peg-IFN alfa-2b e RBV. Le varianti alleliche sono state messe in correlazione con la
riduzione di emoglobina alla settimana 4 di trattamento e durante tutta la durata del trattamento
(12 o 24 settimane sulla base della RVR), con la necessita di riduzione di dose di RBV e con la SVR.
| dati raccolti hanno permesso di estendere I'associazione individuata e dimostrata
precedentemente in pazienti con HCV genotipo 1 anche a pazienti con CHC infetti da genotipo 2 e
3. Nella coorte studiata, le varianti funzionali del gene ITPA sono state associate con la protezione
dal rischio di anemia alla 4° settimana di trattamento e per tutta la durata del trattamento;
inoltre, sebbene non si sia individuata alcuna correlazione tra l'attivita enzimatica e il tasso di
riduzione di dose di RBV nei pazienti anemizzati, il deficit enzimatico & stato associato ad un
ritardo nello scalo di RBV rispetto ad individui con un’attivita normale dell’inosina trifosfatasi. Le
varianti funzionali del gene ITPA non sembrano invece correlate all’'outcome terapeutico e alla
probabilita di raggiungere I'SVR [126].

L'effetto delle varianti funzionali del gene ITPA & stato considerato anche in pazienti con epatite C
cronica, trattati con PEG-IFN/RBV per 24 settimane di cui le prime dodici in associazione a
Telaprevir. Anche in questo studio, € emersa un’associazione positiva tra la protezione
dall’anemia RBV-indotta e il polimorfismo rs1127354 (I'unico presente nella corte di individui
giapponesi indagata). La protezione conferita dal polimorfismo & maggiore nelle prime settimane
di trattamento con Telaprevir; infatti, sebbene tutti i pazienti indagati nello studio abbiano
sperimentato un calo nei livelli di emoglobina, i pazienti con genotipo CA/AA hanno necessitato di
un aggiustamento posologico (scalo della dose di RBV) ritardato di circa 2 settimane rispetto ai
pazienti CC. Da un’analisi multivariata &, inoltre, emerso che lo SNP rientra tra i fattori che
influenzano il livello di Hb assieme all’eta, alla BMI e al sesso. Le varianti funzionali del gene ITPA
possono quindi fornire delle informazioni aggiuntive per stabilire il corretto regime posologico in
pazienti trattati con triplice terapia. Siccome la somministrazione di Telaprevir in associazione a
IFN/RBV comporta un aggravamento delle reazioni avverse e una diminuzione dei livelli di Hb piu
marcata rispetto a quanto osservato con la duplice terapia, in pazienti privi delle varianti
funzionali, sono consigliabili sia un monitoraggio a intervalli di tempo piu ravvicinati che una
riduzione maggiore della dose di RBV durante le 12 settimane iniziali di trattamento [128].

| dati raccolti dai trials clinici e pubblicati in letteratura propendono per una indicazione ad
effettuare il test genetico prima di iniziare la terapia con IFN/RBV. Lo screening genetico pre-
trattamento del gene dell’ITPA in pazienti con epatite C cronica (CHC), infatti, si dimostra utile per
individuare i pazienti maggiormente esposti a manifestare un’anemia emolitica cronica,
soprattutto all'interno di categorie gia “a rischio” come anziani, pazienti con altre co-morbidita,
disfunzioni renali o emoglobinopatie. La conoscenza dello stato genetico e sicuramente
un’informazione importante anche per la gestione del paziente con CHC perché consente di
individuare i soggetti che potrebbero beneficiare di una terapia di supporto a base di acido folico
e/o vit. B12 e/o eritropoietina oppure che necessitano di un monitoraggio piu frequente dei
parametri biochimici ed ematologici, prima del manifestarsi di gravi eventi avversi che potrebbero
anche determinare l'interruzione della terapia antivirale. La validita e I'utilita del test possono
essere considerate globali. Sebbene, infatti, ciascuna delle due varianti funzionali mostri una
distribuzione geografica eterogenea e le frequenze alleliche dei due polimorfismi varino in misura
molto marcata considerando gruppi etnici differenti, I’attivita ITPasica € piu 0 meno simile nelle
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varie popolazioni ad indicare che le due varianti funzionali non predispongono a differenze inter-
popolazioni nella suscettibilita all’lanemia. Da dati riportati in letteratura, I’allele minore per lo
SNP rs1127354 ha una frequenza maggiore negli asiatici (MAF: 0.11 - 0.16) rispetto ai caucasici
(MAF: 0.07 — 0.08), alle popolazioni latino americane (MAF: 0.04 — 0.06) e agli africani (MAF: 0.03
— 0.05); viceversa lo rs7270101 & quasi assente negli asiatici (MAF: 0.00 — 0.03) ed & piu comune
negli ispanici (MAF: 0.07 — 0.08), negli africani (MAF: 0.08 — 0.09) e nei caucasici (MAF: 0.11 —
0.12) [123].

Tab. 1.28: distribuzione delle varianti alleliche del gene ITPA in diverse popolazioni (MAF, Minor Allele
Frequencies) e grado di associazione con la protezione dal rischio di manifestare anemia indotta da
Ribavirina [123].

ITPA variant Population MAF (%) P value Independent
P value
rs1127354  European-Americans 7.6 46x107°% 23x10°%8
African-Americans 46 27%x107 51x10 7
Hispanics 4.0 1.2x10°3 56X 107°
All (combined) 6.9 1.7x10 °® 59x10 *°
rs7270101  European-Americans  12.3 68x 10 % 36x10 B
African-Americans 7.9 3.0x10°° 6.6 X 10"
Hispanics 8.0 38x10°%  19x10°°
All (combined) 11.2 85x107° 26x10 %

Tab. 1.29: riassunto dei dati pubblicati sull'impatto delle varianti funzionali del gene ITPA sull’attivita
ITPasica dell’'inosina trifosfatasi in diverse popolazioni. RBC:Red Blood Cells; MAF: Minor Allele Frequencies;
Mut: homozygous for the minor allele; cHet: combined heterozygous, heterozygous for both rs7270101 e
rs1127354; wt: wild-type [123].

Reference Measures Subjects rs1127354 rs7270101
ITPA  ITPin . :
activity RBC | N Population | MAF  effectonTPA  effecton ITPinRBCs | MAF effect on ITPA
Sumi et al. yes no | 100 Caucasian | 0.06 Mut: N/A 0.13 Mut: N/A
Hum Genet
2002 Controls Het: 23% of wt Het: 60% of wi
cHet: 9% of wt cHet: 9% of wi
yes yes 15 Mixed na. Mut: 0% of wt na. Mut: 63% of wt
ITPA Het 30% ofwt  VEry high concentration Het: 79% of wt
deficient B in Mut (253 +-151 ul) S
families cHet: 11% of wt__vs <0.1 for Het or wt cHet: 11% of wt
Maeda et al. _
yes yes | 100  Japanese | 0.16 Mut: 0% of wt 0
Mol Gen Metab i i
s Het 27% ofwt  ETY high concentration

in Mut (110 +/-63 uM)
vs <01 for Het or wit

Shipkova et al.

onipkova ¢ yes no | 130 Caucasian | 0.06  Mut: 0% of wi 0413 Mut 30% of wi
2006 Het: 26% of wt Het: 61% of wi
cHet: 8% of wi cHet: 8% of wi
{?Eier;agf:;ﬁgﬁ'ﬁ yes no | 185  Bulgarian | 0.04 Mut: N/A 013 Mut 27% of wt
2007 Het: 27% of wt Het: 61% of wi
cHet: 7% of wt cHet: 7% of wi
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2. SCOPO DELLA RICERCA

L’attivita di ricerca ha avuto come oggetto di studio la progettazione e lo sviluppo di due test
farmacogenetici per predire il dosaggio di farmaci utilizzati in ambito clinico e per i quali si rende
necessaria la personalizzazione della terapia su base genetica.

La prima parte dell’attivita tecnico-scientifica & stata rivolta allo sviluppo di un dispositivo
diagnostico in vitro, per I'analisi simultanea dei quattro polimorfismi piu significativi per predire il
corretto dosaggio del farmaco Warfarin: rs9923231 nel gene VKORC1, rs1799853 e rs1057910 nel
gene CYP2C9 e infine rs2108622 nel gene CYP4F2.

Il secondo progetto invece, ha riguardato lo sviluppo di un sistema diagnostico per la
discriminazione allelica delle varianti genetiche associate alla variabilita inter-individuale nella
risposta alla terapia con Peg-Interferone (PEG-IFN) e Ribavirina (RBV) in pazienti con Epatite C
cronica: rs12979860 e rs8099917 nel gene IL28B e rs7270101 e rs1127354 nel gene ITPA.

A tal scopo, per ciascun test, si & proceduto mediante:

1) Attivita di Benchmarking: analisi della concorrenza per valutare i sistemi diagnostici gia
presenti nel mercato e le loro caratteristiche (metodica, numero di target, limiti
diagnostici, costo);

2) Definizione della Metodica: saggio di discriminazione allelica mPCR-RLB (Multiplex PCR -
Reverse Line Blot) che combina una multiplex PCR a un saggio di ibridazione su strip
mediante oligonucleotidi sequenza-specifici adesi ad un supporto di membrana;

3) Definizione del Prototipo: in questa fase sono stati progettati i primers e le sonde
funzionali rispettivamente all’'amplificazione delle regioni di interesse e all’'identificazione
delle varianti alleliche analizzate dal test, e sono state definite le condizioni sperimentali
del saggio;

4) Valutazione del Prototipo su campioni informativi per i polimorfismi indagati;

5) Validazione del Saggio su almeno 100 campioni informativi e precedentemente
genotipizzati con un metodo di riferimento;

6) Analisi delle Performance del Saggio: specificita analitica, sensibilita analitica, specificita
diagnostica, sensibilita diagnostica, riproducibilita;

7) Studio di Compatibilita: analisi delle performance del saggio cambiando reagenti di
amplificazione o supporto per le probes;

8) Studio di Stabilita: prove per valutare e definire la shelf life del dispositivo;

9) Sviluppo di Software Interpretativi nel caso si rendesse necessario facilitare la lettura del
pattern di bande evidenziato su strip;

10) Preparazione dei Documenti necessari alla Marcatura CE IVD del Kit (dossier di prodotto,
analisi del rischio);

11) Marcatura CE IVD del Kit: notifica al ministero della Salute e marcatura CE IVD come
dispositivo diagnostico in vitro;
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3. MATERIALI E METODI

3.1. RACCOLTA E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI

GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20

| campioni analizzati in questo studio sono stati forniti dal Laboratorio di Biochimica Clinica e
Biologia Molecolare Clinica dell’Azienda Ospedaliera di Padova.

| campioni derivano da pazienti italiani di origine caucasica e di eta media di 73 anni (29-93), in
terapia con anticoagulanti orali (OAT) e sotto monitoraggio clinico (target INR di 2.5, INR range:
2.0 —-3.0) presso il Dipartimento di Medicina di Laboratorio dell’Azienda Ospedaliera di Padova da
Aprile 2008 a Dicembre 2008. Le indicazioni al trattamento comprendevano principalmente
fibrillazione atriale e trombosi venosa profonda.

Tutti i campioni sono stati processati dal laboratorio di provenienza. Il DNA & stato estratto da
sangue intero periferico, raccolto in apposite provette contenenti una soluzione anticoagulante
(Potassio-EDTA 0.78M), utilizzando il sistema semiautomatico BioSprint 15 DNA Blood Kit
(QIAGEN) che sfrutta la tecnologia della particelle magnetiche (KingFisher®; ThermoLabSystems,
Vantaa, Finland) ed é stato conservato a -20°C.

Per ciascun paziente, inoltre, sono stati genotipizzati i polimorfismi di interesse (rs1799853 e
rs1057910 nel gene CYP2C9, rs2108622 nel gene CYP4F2 e rs9923231 nel gene VKORC1) mediante
metodica Real Time a sonde Tagman (TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay,
(C_25625805_10, C_27104892_10, C_16179493 40 e C_30403261_20 Life Technologies) su
strumento ABI Prism® 7900 HT.

Tab. 3.1: numerosita, dato genetico e provenienza dei campioni analizzati in questo studio.

Tipizzazione Fornita dal Laboratorio di Provenienza .
Numero Laboratorio
Campioni CYP2C9 CYP2C9 CYP4F2 VKORC1 di Provenienza
rs1799853 C>T rs1057910 A>C rs2108622 C>T rs9923231 G>A

77 X X X X Azienda Osp.Padova

47 X X X X Azienda Osp. Padova

1 X X X X AB ANALITICA
Tot. 125 Tot. 125 Tot. 125 Tot. 125 Tot. 125
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GENEQUALITY 1L28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20

| campioni analizzati in questo studio sono stati forniti dal Dipartimento di Medicina-DIMED
dell’Universita Ospedaliera di Padova e dal Laboratorio di Epatologia Molecolare dell’Istituto
Veneto di Medicina Molecolare (V..M.M.).

Tutti i campioni indagati sono stati precedentemente processati dai laboratori di provenienza.

Nel caso dei campioni fornitici dal Dipartimento di Medicina-DIMED dell’Universita Ospedaliera di
Padova il DNA é stato estratto con metodiche standard home made a partire da sangue intero e la
genotipizzazione dei polimorfismi rs12979860 e rs8099917 nel gene IL28B & stata eseguita con
tecnologia Real Time a sonde Tagman® utilizzando il TagMan Allelic Discrimination Assay (Life
Technologies, Foster City, CA).

Per quanto riguarda i campioni provenienti dal Laboratorio di Epatologia Molecolare dell’Istituto
Veneto di Medicina Molecolare (V.I.M.M.), il DNA é stato estratto da sangue intero mediante il kit
commerciale Qiamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), utilizzando 200 ul di campione e seguendo il
protocollo fornito dalla ditta. La genotipizzazione dello SNP rs12979860 del gene IL28B é stata
eseguita utilizzando il LightMix in vitro diagnostics kit IL28B (Roche), mentre per gli SNPs
rs7270101 e rs1127354 nel gene ITPA si sono utilizzati i kit LigthMix rs7270101 ITPA (Roche)
e LigthMix rs1127354 ITPA (Roche).

Tab. 3.2: numerosita, dato genetico e provenienza dei campioni analizzati in questo studio.

NUmero Tipizzazione Fornita dal Laboratorio di Provenienza Laboratorio
Campioni IL28B IL28B ITPA ITPA di Provenienza
rs12979860 C>T rs8099917 T>G rs7270101 A>C rs1127354 C>A
107 X X X VIMM
52 X X DIMED
1 X X X X AB ANALITICA
Tot. 160 Tot. 160 Tot. 53 Tot. 108 Tot. 108

Per alcuni dei campioni (1_DIMED — 52_DIMED, 53_LEM — 79 _LEM, Appendice B) & stato
necessario riestrarre il DNA.

Il DNA e stato estratto da sangue intero periferico, raccolto in apposite provette contenenti una
soluzione anticoagulante, utilizzando il kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) e da pellet
linfocitario utilizzando il sistema automatico EZI Advanced XL System (QIAGEN) in associazione
all’EZ1 DSP DNA Blood Kit (QIAGEN) e alla EZ1 Advanced DSP DNA Blood Card (QIAGEN).

L'EZ1 Advanced XL System (QIAGEN) & una workstation robotizzata in grado di processare fino a
14 campioni contemporaneamente; il sistema € basato sulla tecnologia delle particelle
magnetiche e consente di isolare e purificare acidi nucleici a partire da quantita iniziali di
campione che variano in una range da 200 pl a 350 pl. Una volta estratto, il DNA e stato dapprima
quantificato allo spettrofotometro mediante lettura della densita ottica (OD) alla lunghezza
d’onda di 260nm e in seguito stoccato a -20°C. Per ciascun campione si sono ottenute
concentrazioni di DNA comprese tra 50ng/ul e 100ng/ul.
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Fig. 3.1: piano di lavoro di un BioRobot EZ1 DSP. 1] provette di eluizione (1.5ml); 2] porta-puntali e puntali;
3] provette contenenti una soluzione all’80% di etanolo per le fasi di lavaggio; 4] provette dei campioni
(2ml); 5] reagenti di estrazione (RCB, Reagent Cartridges); 6] blocco riscaldante con provette vuote da 2ml.

Fig. 3.2: RCB, Reagent Cartridges. | reagenti sono pre-dosati e sigillati in provette da 1.5ml. Una cartridge e
sufficiente a processare un campione e viene caricata in un apposito rack che viene poi inserito nello
strumento.
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3.2. PROGETTAZIONE DEI PRIMERS

In questo progetto di dottorato sono stati genotipizzati 8 polimorfismi a singolo nucleotide (SNP)
che hanno richiesto la progettazione di un totale di 15 primers necessari all'amplificazione delle
sequenze genomiche di interesse a cavallo dei medesimi SNPs (Tab. 3.3).

Come riferimento per la costruzione dei primers sono state utilizzate le RefSeq dei geni presenti
nel database UCSC (Human Genome Browser, release GRCh37/hg19). Nel caso in cui fossero
disponibili in rete pil RefSeq e stato verificato che le sequenze nucleotidiche fossero le medesime
e differissero solo nel numero di esoni/introni.

Nello specifico per i polimorfismi dei geni CYP2C9, CYP4F2 e VKORC1 si & fatto riferimento
rispettivamente alle RefSeq NM_000771.3, NM_001082.3 e NM_024006.4; per i polimorfismi dei
geni IL28B e ITPA si e fatto riferimento alle RefSeq rispettivamente NC_000019.9 e NM_033453.3.
| primers sono stati progettati avvalendosi dei programmi Primer3 v0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) ed Olygo Analyzer v1.0.2.

Primer3 & una risorsa on-line gratuita in grado di progettare coppie di primers a partire da una
sequenza target scelta dall’operatore. L'operatore, inoltre, pud modificare diversi parametri
(lunghezza dell’amplificato e dei primers, temperatura di annealing etc.) in modo da selezionare la
coppia di primers che meglio garantisce I'amplificazione ottimale della sequenza bersaglio.

Oligo Analyzer v1.0.2 € un programma in grado di individuare eventuali regioni di auto-annealing
e di valutare la formazione di dimeri tra primers, che potrebbero precludere la reazione di PCR,
fornendo un corrispettivo valore di AG. Oltre a cio il programma rileva eventuali siti di
appaiamento interni alla sequenza bersaglio che potrebbero portare alla produzione di amplificati
aspecifici durante la reazione.

Una volta progettate, le sequenze dei primers sono state allineate con l'intera sequenza del
genoma umano per escludere l'appaiamento dei primers a regioni diverse dalla sequenza
bersaglio o ad altri elementi ripetuti interspersi quali le sequenze LINE e SINE. Sempre per
assicurare un’amplificazione specifica i primers sono stati progettati escludendo dall’analisi tutte
le regioni genomiche in cui mappavano SNP noti sulla base delle releases del database dpSNP
132-138.

Nel rispetto e nelle tutela del segreto industriale, le sequenza dei primers utilizzati nel dispositivo
GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 e nel dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA
TYPE cod.04-47A-20 non vengono di seguito riportate.

HUMAN GENOME BROWSER (UCSC)

Human Genome Browser (UCSC, http://genome.uscs.edu € un database creato dall’Universita di
Santa Cruz (California) che riporta I'annotazione delle sequenze del genoma umano e di altri
organismi modello. Per ogni regione vengono riportate le posizioni di geni, mRNA, EST, SNPs,
marcatori molecolari etc. ad oggi conosciuti e per ciascuno di essi viene fornita una serie di links
ipertestuali che permettono di ottenere informazioni da diversi databases disponibili in rete,
come per esempio PubMed, AceView, OMIM e GeneCards. UCSC consente, quindi, di accedere
all’enorme quantita di informazioni che riguardano il genoma e di selezionare e visualizzare in
maniera rapida tutto cio che e inerente a una specifica sequenza o annotazione.
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Nel database UCSC sono implementati, inoltre, diversi tools bioinformatici per facilitare il
confronto o l'analisi di specifiche regioni nucleotidiche. In particolare, il tool “In-Silico PCR”
permette di effettuare una PCR virtuale e fornisce come output un file, in formato FASTA,
contenente una lista di tutte le sequenze presenti nel database incluse tra la coppia di primers
scelta e inserita in input nel tool. Un altro strumento bioinformatico molto utile € “blat”, un tool di
allineamento che permette di individuare tra tutte le sequenze presenti nel database quelle con
identita di sequenza superiore al 95% alla sequenza di interesse, definendone per ciascuna la
posizione e la regione di omologia.

DbSNP

DbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) & un
database creato nel 1998 dal National Center for Biotechnology Information (NCBI) in
collaborazione con il National Human Genome Research Institute (NHGRI). DbSNP rappresenta un
archivio completo non soltanto di tutti i polimorfismi di sequenza ad oggi individuati nelle diverse
specie, ma anche di una serie di variazioni molecolari che comprendono corte delezioni, corte
inserzioni e marcatori microsatelliti. Il database, inoltre, fornisce informazioni aggiuntive circa lo
stato di validazione, i metodi impiegati per I'analisi e la frequenza allelica popolazione-specifica
dei diversi polimorfismi. Attraverso il link al'lMMDB (Molecular Modeling Database), € poi
possibile visualizzare su modelli proteici tridimensionali gli aminoacidi che risultano modificati a
seguito della presenza di SNPs [129].
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Tab. 3.3: descrizione dei polimorfismi indagati nei dispositivi diagnostici sviluppati in questo studio: GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 per i polimorfismi dei
geni CYP2C9, CYP4F2 e VKORC1 e GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 per i polimorfismi dei geni IL28B e ITPA. * descrizione delle varianti alleliche riportate per
ciascun polimorfismo nel database dbSNP. ** localizzazione cromosomica dei polimorfismi come riportato in UCSC (Human Genome Browser). *** frequenza riportata nel
database UCSC per ciascuna variante allelica.

ALTERNATE NAMES REFERENCE SEQUENCE GENIC ALLELE AMPLIFIED
SNP GENE xx
(Allelic Variant)* (RefSeq-GeneBank ID) GENOMIC POSITION FUNCTION FREQUENCIES*** PRODUCT VD
CYP2C9*2
hr10:96,702,047-96,702,047
1700853 | cypace | ©430C>T NM_000771.3 f)arn do_ 1906' 22 32 96,702,0 missense C: 91.548% .
p.Arg144Cys NP_000762.2 ~Hss. variant T: 8.452% P "
exon 3 a
p.R144C S
=2
CYP2C9™3 chr10:96,741,053-96,741,053 <
(1057910 | CYP2C9 €.1075A>C NM_000771.3 band'.lo' 23 '33 o missense A: 95.426% 236 b L Q
p.lle359Leu NP_000762.2 P qes. variant C: 4.574% P < <
exon 7 =
p. 1359L g g'
CYP4F2¥3 chr19:15,990,431-15,990,431 £ 8
12108622 CYPAE2 c.1297G>A NM_001082.3 band'.19' 13 '12 e missense C:77.943% 173b g‘ O
p.Val433Met NP_001073.3 FoIps. variant T:22.057% P 3
exon 11 w
p.V433M Z
(U]
chr16:31,107,689-31,107,689 Lostream C. 56.524%
rs9923231 | VKORCL | ¢.-1639G>A NM_024006.4 band: 16p11.2 pstrea PO02L 301 bp
. gene variant T:43.476%
promoter region
hr19:39,738,787-39,738,787
1po7ose0 | 11288 £.39738787C>T NC_000019.9 Earn dg_ ig' 1338'2 87-39,738,78 upstream C: 65.078% 8
£.12007005C>T NT 011109.16 F22453.4 gene variant T:34.922% P !
promoter region =
hr19:39,743,165-39,743,165 =
090017 | 1288 £.39738787T>G NC_000019.9 (k:)aLd' lon1s A upstream T:87.212% eb Eo
g.12007005T>G NT_011109.16 F 29423 gene variant G: 12.788% P o<
promoter region ® 5
) 1
20:3,1 3,1 =3
270101 oA .124+21A5C NM_033453.3 :;; d‘? ;O 9133'893 3,193,893 intron variant A: 90.379% Jath £ 2
c.73421A>C NM_181493.2 . ) p. . (splicing variant) C:9.621% P <0
intron region (intron 2) 8 O
w
C.94C>A chr20:3193842-3193842 _ ' . =
rs1127354 ITPA p.Pro32Thr NM_033453.3 band: 20p13 missense €:93.274% 241 bp ©
P3IT NP_258412.1 exon 2 variant A: 6.714%



http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr10%3A96702047-96702047
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr10%3A96741053-96741053
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr19%3A15990431-15990431
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr16%3A31107689-31107689
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr19%3A39738787-39738787
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr19%3A39743165-39743165
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr20%3A3193893-3193893
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=194625404&db=hg19&position=chr20%3A3193842-3193842

3.3. AMPLIFICAZIONE DI SEQUENZE SPECIFICHE DI DNA MEDIANTE
PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) € una metodologia che permette I'amplificazione specifica ed
esponenziale di sequenze di DNA di lunghezza variabile a partire da una quantita esigua del DNA
in esame. La specificita si deve all’utilizzo di corte sequenze nucleotidiche (15-30 nt), dette
primers, che si appaiano in maniera specifica su filamenti opposti di DNA delimitando la sequenza
da amplificare. Esse, inoltre, fungono da innesco per la DNA Polimerasi che catalizza I'addizione di
deossinucleotidi al filamento nascente.

La reazione di PCR si svolge in tre fasi: denaturazione, annealing ed estensione; la ripetizione di
gueste per un numero di volte che va da 30 a 35 permette di aumentare in modo esponenziale la
popolazione di sequenze amplificate di DNA di interesse.

Nei protocolli di amplificazione sono state utilizzate tre diverse Taq polimerasi di tipo Hot Start,
cioeé enzimi forniti in stato inattivo, grazie al legame o con inibitori chimici o con anticorpi, che
richiedono un’attivazione di tipo termico perché si inneschi I'attivita polimerasica. L'utilizzo di
guesto tipo di enzimi evita I'amplificazione aspecifica durante le fasi che precedono I'incubazione
della PCR e semplifica la procedura di allestimento delle reazioni che pud essere compiuta a
temperatura ambiente. Il tempo di attivazione & diverso per le singole Taq ed e specificato nella
Tabella 3.5. Per garantire un’amplificazione efficiente di alcune sequenze che presentavano
un’elevata percentuale di guanine e citosine, € stato impiegato un buffer di reazione specifico
fornito insieme alla Tag DNA Polimerasi contenente I'agente denaturante dimetilsolfossido
(DMSO). Per tutte le amplificazioni € stato utilizzato un protocollo di PCR Multiplex che garantisse
I'amplificazione contemporanea di tutte le regioni genomiche di interesse (Tab. 3.4 - 3.5, Tab. 3.6
- 3.7). A tutela del segreto aziendale non vengono riportati i nomi delle Mix di Reazione e delle
Taq polimerasi impiegate, la composizione qualitativa e quantitativa delle oligomix e i protocolli di
amplificazione utilizzati per ciascuna Taq Polimerasi: Le Taqg polimerasi e/o le mix di reazione
impiegate verranno pertanto indicati come M1, M2 e M3.

Per 'amplificazione delle regioni a cavallo dei polimorfismi nei geni CYP2C9 e IL28B si & proceduto
con una PCR-SSP (Specific Primer PCR) al fine di aumentare la specificita della reazione di PCR ed
evitare I'amplificazione aspecifica di sequenze omologhe a quelle di interesse.

Le sequenze che codificano per i citocromi P450, infatti, presentano un’elevata omologia di
sequenza, evidente soprattutto per i geni CYP2C9, CYP2C19, CYP2C8 e CYP2C18, che ne rende
difficile la discriminazione (Fig. 3.3 e Fig. 3.4). Nel caso del gene 1L28B invece, a circa 15.000 basi a
monte della sequenza di interesse, & presente un blocco ripetuto con un’omologia di sequenza
maggiore al 90% (Fig. 3.5).

La PCR-SSP, nota anche come PCR ARMS (Amplification Refractory Mutation System), impiega
primers la cui estremita 3’ si allinea esattamente in corrispondenza di basi discriminanti tra
sequenze omologhe come mutazioni a singolo nucleotide o SNPs, permettendo cosi
I'amplificazione selettiva della variante allelica identificata da quella specifica variazione di
sequenza.

Le sequenze omologhe sono state allineate avvalendosi del tool bioinformatico ClustalWw,
individuando cosi le basi corrispondenti ai punti di mismatch tra le sequenze e su questi ultimi
sono stati progettati ad hoc i primers.

105



hgl9 refGene NM 000771 2
hgl9 refGene NM 000769 2
hgl9 refGene NM 000770_2
hgl9 refGene NM 000772 2

hgl9 refGene NM 000771 2
hgl9 refGene NM 000769 2
hgl9 refGene NM 000770_2
hgl9 refGene NM 000772 2

hgl9 refGene NM 000771 2
hgl9 refGene NM 000769 2
hgl9 refGene NM 000770_2
hgl9 refGene NM 000772 2

hgl9 refGene NM 000771 2
hgl9 refGene NM 000769 2
hgl9 refGene NM 000770 2
hgl9 refGene NM 000772 2

TGTTAGGAATTGTTTTCAGCAATGGAAAGAR
TGTTAGGAATCGTTTTCAGCAATGGAAAGA
TATTAGGAATCATTTCCAGCAATGGAAAGA
TGCTAGGAATCCTTTTCAGCAATGGAAAGA

* Kk kk kKKK Kkkk Kkkkkkhkkhk kKK

GGAAGGAGATCCGGCGT 244
GGAAGGAGATCCGGCGT 244
GGAAGGAGATCCGGCGT 244
GGAAGGAGATCCGGCGT 244

Kk Kk k Ak Ak kA Ak Ak A A A A A A A KKK

TTCTCCCTCATGACGCTGCGGAATTTTGGGATGGGGAAGAGGAGCATTGA 294
TTCTCCCTCATGACGCTGCGGAATTTTGGGATGGGGAAGAGGAGCATTGA 294
TTCTCCCTCACAACCTTGCGGAATTTTGGGATGGGGAAGAGGAGCATTGA 294
TTCTGCCTCATGACTCTGCGGAATTTTGGGATGGGGAAGAGGAGCATCGA 294

KA A A A A A A A A A A A A Ak hA kA hkhk, * Ak ko ko hkkhkkkkk kA Ak kA kkk kK%

GGAfCETGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAGAAAAA 344
GGAfCETGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAGAAAAA 344
GGALCATGTTCAAGAGGAAGCTCACTGCCTTGTGGAGGAGTTGAGAAAAA 344
GGALCATGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAGAAAAA 344

* KAKKAK KA AAAKAAAA A A, K K Ak A A A A A A A A A A A A AR A AR A A A A, AK

CCAAGGGTGGGTGACCCTACTCCATATC----ACTGACCTTACTGGACTA 390
CCAAGGGTGGGTGAACATACTCTCTATC----ACTGACCTTTCTGGACTG 390

CCAAGGGTGGGTGACTCTACTCTGCGTC----ATTGACCTTAACAGTTAC 390
CCAATGGTGGGTGACTTTTTTTTTTCCTGAAAAATGTTTTCTAAAATTTA 394
Kkokokok kkkkkkkkk * ok * koK *

Fig. 3.3: parte dell’ allineamento multiplo tra le sequenze dei geni CYP2C9 (NM_000771_2), CYP2C19 (NM_000769_2),
CYP2C8 (NM_000770_2), CYP2C18 (NM_000772_2). La base in verde rappresenta il mismatch tra le sequenze omologhe
sfruttato per realizzare I'SSP-PCR, mentre la base evidenziata in rosso rappresenta lo SNP rs1799853. Le basi evidenziate
in grigio rappresentano il codone interessato dal polimorfismo [CYP2C9 (NM_000771): missense_variant R (CGT) --> C
(TGT)].

hgl9 refGene NM 000771 6
hgl9 refGene NM 000769 6
hgl9 refGene NM 000772 6
hgl9 refGene NM 000770 _6

hgl9 refGene NM 000771 6
hgl9 refGene NM 000769 6
hgl9 refGene NM 000772 6
hgl9 refGene NM 000770 _6

hgl9 refGene NM 000771 6
hgl9 refGene NM 000769 6
hgl9 refGene NM 000772 6
hgl9 refGene NM 000770 6

hgl9 refGene NM 000771 6
hgl9 refGene NM 000769 6
hgl9 refGene NM 000772 6
hgl9 refGene NM 000770 6

hgl9 refGene NM 000771 6
hgl9 refGene NM 000769 6
hgl9 refGene NM 000772 6
hgl9 refGene NM 000770_6

hgl9 refGene NM 000771 6
hgl9 refGene NM 000769_6
hgl9 refGene NM 000772_6
hgl9 refGene NM 000770 6

TTATCAGCTAAAGTCCAGGAAGAGATTGAACGTGNGATTGGCAGAAACCG 243
TTGTCAGCTAAAGTCCAGGAAGAGATTGAACGTGICGTTGGCAGAAACCG 243
TTATCAGCTAAAGTCCAGGAAGAGATTGAATGTGIAGTTGGCAGAAACCG 243
TTGTCAGCTAAAGTCCAGGAAGAGATTGATCATGIAATTGGCAGACACAG 243

KK KA AKAAAAA A A A A AR A A A AR AKX XXX KK * x ER Rk ki S o S

GAGCCCCTGCATGCAAGACAGGAGCCACATGCCCTACACAGATGCTGTGG 293
GAGCCCCTGCATGCAGGACAGGGGCCACATGCCCTACACAGATGCTGTGG 293
GAGCCCCTGTATGCAGGACAGGAGTCACATGCCCTACACAGATGCTGTGG 293
GAGCCCCTGCATGCAGGATAGGAGCCACATGCCTTACACTGATGCTGTAG 293

KA A A A Ak hkk Ak hkhkk dhk khkk * *hkhkhkhkhkhkd *hkhkhkkx *hkkrkkrkkrkkx*x %

TGCACGAGGTCCAGAGATALATTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCCCCAT 343
TGCACGAGGTCCAGAGATACATICGACCTCATCCCCACCAGCCTGCCCCAT 343
TGCACGAGATCCAGAGATACATTGACCTCCTCCCCACCAACCTGCCCCAT 343
TGCACGAGATCCAGAGATALAQIGACCTTGTCCCCACCGGTGTGCCCCAT 343

KA Ak Ak kkkxfx * Kk Kk Kk Kk * Kk Kk kkkkKk * Kk kkkkkKk

GCAGTGACCTGTGACATTAAATTCAGAAACTATCTCATTCCCAAGGTAAG 393
GCAGTGACCTGTGACGTTAAATTCAGAAACTACCTCATTCCCAAGGTAAG 393
GCAGTGACCTGTGATGTTAAATTCAAAAACTACCTCATCCCCAAGGTAAG 393
GCAGTGACCACTGATACTAAGTTCAGAAACTACCTCATCCCCAAGGTAAG 393

Rk * kK KKKk KAAAK KAAAAAKX KAAAA*x AAAAAAAA KKK

TTTGTTTCTCCTACACTGCAACTCCATGTTTTCGAAGTCCCCAAATTCAT 443
TTTGTTTCTCCTACACTGCAACTCCATGTTCTTTTATTCCTCAAATTCAC 443
CTTGTTTCTCCTACACTACATCTCCATGCTCTTCAAGTCCCCAAATTCAT 443
CTTGTTTCTCTTACACTATATTTCTGTACTTCTGAAATTTCCATAGTGCT 443

*hkkkkkkkk Ak kkkk * * * * * *  x **x x  *x

AGTATCATTTTTAAACCTCTACCATCACCGGGTGAGAGAAGTGCATAACT 493
AGTATGATTCTTAC-CCTCTACCATCACTGGGTGAGAGAAGTGCATTACT 492
AGTATAGTCCCAAT-CCTCTAACAACACATGATGAGAGAAGTGTAAAATT 492
GGTTTGGTTCCAAC-CCTCTAACAACACAAGATGAGAGAAGTGCAAAACT 492

* Kk Kk * * KAk KkKkKkKk kK KKk Kk EEE k3 kb ok S * %

Fig. 3.4: parte dell’ allineamento multiplo tra le sequenze dei geni CYP2C9 (NM_000771_2), CYP2C19 (NM_000769_2),
CYP2C8 (NM_000770_2), CYP2C18 (NM_000772_2). La base in verde rappresenta il mismatch tra le sequenze omologhe
sfruttato per realizzare I'SSP-PCR, mentre la base evidenziata in rosso rappresenta lo SNP rs1057910. Le basi evidenziate
in grigio rappresentano il codone interessato dal polimorfismo [CYP2C9 (NM_000771): missense_variant | (ATT) --> L
(€TT)].
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A ACTICNS

QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND START END SPAN
browser details Yourleq 1000 1 1000 1000 100.0% 19 + 39735287 39735256 1000
browser details Yourleq 810 1 1000 1000 91.7% 19 = 39754964 39755953 990
browser details Yourdeg 33 673 770 1000 94.8% 9 + 95965660 595965522 163
bhrowser details Yourleq 31 91 347 1000 51.8% 7 + 99097385 99097483 89
B chris (al3.2) 15pis = iopis. 2 FETFEIETTEIRE]  ionic | S iSGic  EREREENCEETS R ECVETE HIENEE ais 5% e | b
scale 18 kb} | hate
chrig: 39,748, 8e8| 33,745, 008 39,758, pan| 39,755, pes| 39,768, 8e8|
Your Sequence from Blat Search
vourzed N vourzeq N
UCEC Genes (RefSed, GenBank, CCDE, Rfam, tRMAS & Compararive Genomics)
IFHLS HH- TFNLS m— o oo TFHLE Hi-L
IFMLE - TP mmmmm -
TFHL 4 m—
TFNL < mff—
IFNL 4+ Brhcfimm
RefSeq Genes
IFHLS HE--B  IFHL+ e - 1FHLE HE-HL
TFHL m— o
Humah mEMAS from GenBank
HUMH MRNAS HHH . H—H
Simple Hucleotide Polumorghisms (dbSNP 135) Foumd in 5= 1% of Samples
rs198853512 | rs71356549 | PST4491268|  rsSO211976| rST7249460|  rsle423172| rs18417556| rs139512565 | rsT4836151| rs777S187S| rSEE4593 | rsE54971 |
PS143720757 | FPSLIZTESET4|  rS11i7E45444 | seewerIoy &LOO556 | rSST44465 |  rSSE116512| rsS111243973|  rsT77E20556 | rS18415746 | rsS73930766 | rsE7E532 |
rS4E83217 | rss1a7638| rsizovose]  rs12083635| 113867 | rs16853728 | rsB181517 | rs18424687 | rsesesasa | rs139381188 | rS2596867 | rssleaiea
rEl39876671 rE11582571 | rsiTveess o 63559 | rs16612351 r=73S41972 | rs141637556 | rs65e5553 | rsl13198278|  rsSOTI6684
rs188855762 | rS3E9378115 | rS114947955 PSTEA64126 G775 an r=148527574 | PETERSB4ES | r=9783385 | rs1S1175335 |
rs2a8457171 | PSTa54424 | rs8a9991%] rs281539814 | rE142632916 | rs12958662 | ra7247144 | PS144868671 |
rs11851222 | rs198452850 |  rs18853727 | rS73541955 rs1 5 rs25496385 | rE18547578 | rE1EEE2TEST |
rs112585693 | rs111531283 | rSEEB18539 | ro6e404557 | rs75193945 | rs116236515 | rSL14763115 ] rS183396675 | rs114635396 |
rs5162355 | rel42051501 | rETI4EE6E5 | re149153534 | rs115430742 | rS261255458 | re115134558 |
rs116454989 | rs148241572|  rs4563223 | rs4E83224 | r=62120535 |
rsS165142 | rs11522755 | r=16975255 | r=199569791 | rs114995263 |
rS148459651 | rS3EE234515 | r=2ee155429 | r=281970869 | rs117460515 |
rs628973 | rE7ISES6 4 | PE7IR58457 | rs117789288 |
rS629885 | rs4gp32az | rS73541964 |
rs142118782 | r=1995 64565 | rE114863785 |
rs146178451 | rSTEEESTLS |
r=138595424 | PS1LTTT2646 |
rSEE479955 |
ra145817158 | rs35811883 |
rs2E416515 | rs114665515 |
rs149779555 |
Fepeat ing Elements by RepeatMasker
RepeatMasker NI | | |01} I I ) | | . 1N I N [ | 1| I |

C 911224514627 12006600-12007400
gil224514627 12023300-12024000

gi|224514627 12006600-12007400
911224514627 12023300-12024000

gi|224514627 12006600-12007400
911224514627 _12023300-12024000

gi|224514627 12006600-12007400
911224514627 _12023300-12024000

gi|224514627 12006600-12007400
gi|224514627 12023300-12024000

gi|224514627 12006600-12007400
gi|224514627 12023300-12024000

gil224514627 12006600-12007400
gi|224514627 12023300-12024000

gil224514627 12006600-12007400
gi|224514627 12023300-12024000

CCTCCTGGGGCGGAAGGAGCAGTTGCGCTGCCCCCAGCTCAGCGCCTCTT
CCTCCTGGGGCGGACGGAGCAGTTGCGCGACCTCCAACTCAGCGCCTCTT

Kkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhhk K,k khkhhk Ak khk k)% *Kk kkk Kkhkkkkkkkkkkkk

CCTCCTGCGGGACAAGCGGCGCTTATCGCATACGGCTAGGCCCCCTCGCC
CCGCCTGCGGGACAAGCGGCGCTTATCGCATACGACTGGGCCCCCTCGCC

Kk KA KAAAAAKAAAA A A A A A A A A A K, *k hAhkkkhkh A A A kK

AGGGCCCCTAACCTCTGCACAGTCTGGGATTCCTGGACGTGGATGGGTAC
AGGGCCCCTAACCTCTGCACAGTCTGGGATTCCTGGACGTGGATGGGTAC

R R R R R R R I R I S

TGGCAGCECACGGTCGTGCCTGTCGTGTACTGAACCAGGGAGCTCCCCGA
TGGCAGCETACGGTCGTGCCTGTCGTGTACTGAACCAGGGAGCTCCCCGA

Kk Kk kKKK LR R R R R R R R I I S S S

AGGC
AGGC

R

CGRACCAGGGTTGAATTGCACTCCGCGCTCCCCCAGCRAAAGCCCC
TGRACCAGGGTTGAATTGCATCCCGCTCTCCCCCGGC GCCCT

R AR R R R R R I I 3 *kkk kkkkkkk kK * Kk K Kk

TCGCCC-CGACCTGGAGCCGAGTCCTCCCGGCAGGGCTCCCTTCTGTGAT
GCGCCCGCGACCTGGAGCCGAGTCCGCCCTGCAGGGCTCC-TTTTGTGAC

KAk Kkhkk KAAAAAA A A A A A Ak ,, Kk k K hkkhkhhkkhkhkhk )k K%k K,k kk%

TGACCCTGAGCCTGCGTTCGCGCTGACGACGGGGACTGCGGGGGTCTCGT
TGACCCTGAGCCTGCGTTCGCGCTGACGACGGGGACTGCGGGGATCTCGT

R R R R R R R R R R S S S

GGTGGGAATTGTGGGCGCTGACATAGGAGAGGCGCCTGCTGGGCGCTAGG
GGTGGGAACTGTGGGCTCTGACGTACAAGAGGCGCCTGCTGGGCGCTAGG

Kkhkhkhkhk Ak kK KAk hkhkkk Kkhkkkk KKk R R R R

250
174

300
224

350
274

400
324

450
374

499
423

549
473

599
523

Fig. 3.5: A - output del database UCSC della ricerca su tutto il genoma di sequenze con identita maggiore al 90% alla
sequenza di interesse posta a cavallo del polimorfismo rs12979860. B - visualizzazione grafica di quanto riportato in A.
C - allineamento tra la sequenza relativa al gene IL28B in cui mappa lo SNP rs12979860 (>gi|224514627:12006600-
12007400 Homo sapiens chromosome 19 genomic contig, GRCh37.p5) e la corrispettiva sequenza omologa
(>gi|224514627:12023300-12024000 Homo sapiens chromosome 19 genomic contig, GRCh37.p5). Le basi in verde
rappresentano i mismatches tra le sequenze sfruttati per realizzare I'SSP-PCR, mentre la base evidenziata in rosso
rappresenta lo SNP rs12979860 (intron variant).
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Nelle tabelle sottostanti sono riportati le miscele di reazione e i protocolli termici delle reazioni di
amplificazione, utilizzati per I'amplificazione in multiplex dei geni CYP2C9, CYP4F2 e VKORC1 e
separatamente dei geni IL28B ed ITPA.

Tab. 3.4: condizioni utilizzate nelle reazioni di amplificazione con le Tag DNA Polimerasi M1, M2 e M3. La
Master Mix e costituita da: Taq Polimerasi, Buffer di Reazione, dNTPs, Magnesio (MgCl,) e Acqua milli-Q

(H,0), in proporzioni variabili a seconda della Miscela di Reazione.

PROTOCOLLO DI AMPLIFICAZIONE DEI GENI CYP2C9 - CYP4F2 - VKORC1

Miscela di Reazione | Miscela di Reazione | Miscela di Reazione
M1 M2 M3
Master Mix 32 ul 17,5 ul 17,5 ul
Oligomix 16 ul 2.5 ul 2.5 ul
DMSO // 3l 3l
DNA 2 ul 2.0 pl 2.0 ul
Volume Finale 50 ul 25 ul 25 ul

Tab. 3.5: programma di amplificazione standard relativo alle Mix di Reazione (M1, M2 eM3) testate ed
utilizzate nel dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20. * il tempo di Hot start e di 10
minuti per la Taq Polimerasi M1 e di 5 minuti per le Tag Polimerasi M2 e M3.

PROGRAMMA DI AMPLIFICAZIONE MULTIPLEX
DEI GENI CYP2C9 - CYP4F2 — VKORC1

Temperatura Tempo Numero di Cicli
Hot start 95°C 5-10 minuti* 1
Denaturazione 95°C 30 secondi
Annealing 61°C 60 secondi 40
Estensione 72°C 30 secondi
Estensione Finale 72°C 10 minuti 1
Storage 10°C oo 1
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Tab. 3.6: condizioni utilizzate nelle reazioni di amplificazione con con le Tag DNA Polimerasi M2 e M3. La
Master Mix & costituita da: Taq Polimerasi, Buffer di Reazione, dNTPs, Magnesio (MgCl,) e Acqua milli-Q
(H,0), in proporzioni variabili a seconda della Miscela di Reazione .

PROTOCOLLO DI AMPLIFICAZIONE DEI GENI IL28B - ITPA

Miscela di Reazione | Miscela di Reazione
M2 M3
Master Mix 19 ul 19 ul
Oligomix 2.5 ul 2.5 ul
DMSO 1,5 ul 1,5 ul
DNA 2.0 pl 2.0 pl
Volume Finale 25 ul 25 ul

Tab. 3.7: programma di amplificazione standard relativo alle Mix di Reazione testate ed utilizzate (M2 e M3)
nel dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20.

PROGRAMMA DI AMPLIFICAZIONE MULTIPLEX DEI GENI IL28B - ITPA

Temperatura Tempo Numero di Cicli
Hot start 95°C 5 minuti 1
Denaturazione 95°C 30 secondi
Annealing 64°C 90 secondi 40
Estensione 72°C 30 secondi
Estensione Finale 72°C 10 minuti 1
Storage 10°C oo 1

3.4. SEQUENZIAMENTO DEL DNA

La specificita della reazione di amplificazione & stata valutata mediante sequenziamento diretto
dei prodotti di amplificazione di ciascun polimorfismo ottenuti, usando come DNA, il controllo
positivo incluso in ciascun kit (campione 125_AB, Appendice A; campione 160_AB, Appendice B).
Gli amplificati sono stati dapprima purificati da dNTPs in eccesso e residui di primers non appaiati
attraverso un metodo enzimatico (ExoSap-IT®, usb-Affymetrix) e successivamente sottoposti a
sequenziamento. Il sequenziamento & stato effettuato dal servizio di sequenziamento del BMR
Genomics, attraverso I'impiego della tecnologia dei Big Dye terminator v3.1 e dei sequenziatori
automatici ABI 3730XL a 96 capillari e ABI 3100 a 16 capillari (Applied Biosystem). | risultati, forniti
sotto forma di cromatogrammi in formato *.abi, sono stati analizzati con il programma SegManll,
allineando le sequenze ottenute con le rispettive sequenze di riferimento ottenute dall’NCBI.
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3.5. REVERSE LINE BLOT

Il metodo Reverse Line Blot (RLB) si basa sul principio dell’ibridazione molecolare tra acidi nucleici
di sequenza complementare; in particolare il metodo sfrutta l'ibridazione specifica tra
oligonucleotidi sintetici o probes adesi ad un supporto di nylon o nitrocellulosa ed una regione
genomica precedentemente amplificata mediante PCR.

La tecnica si compone di diverse fasi che comprendono: la denaturazione dei prodotti di
amplificazione; l'ibridazione specifica dei filamenti di DNA single-strand agli oligonucleotidi
sintetici complementari, in specifiche condizioni di temperatura, agitazione e pH; una fase di
lavaggio stringente per eliminare I'eccesso di amplificato non legato ed infine una fase di
detection o rilevazione colorimetrica.

La visualizzazione dell’ibrido DNA-probe avviene sfruttando il sistema della biotina-streptavidina-
fosfatasi alcalina; a tal scopo I'amplificazione & condotta utilizzando dei primers coniugati a
biotina che, al termine dell'ibridazione, viene riconosciuta e legata da un complesso
streptoavidina-fosfatasi alcalina. In ambiente alcalino e in presenza di un substrato cromogeno (5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato, BCIP e nitroblu tetrazolio cloruro, NBT), I'enzima catalizza la
reazione di idrolisi del BCIP, determinando la formazione di un intermedio colorato che riduce
I'NTB in NTB formazano, un composto di colore blu intenso che si deposita sul supporto formando
dei “dots” o delle “lines” a seconda della tecnica utilizzata per spottare le sonde sul supporto.

Cromogeno Precipitato
NBT/BCIP violetto

Fosfatasi alcalina

( Streptavidina
5

Biotina

Amplicone L7171 '

Strip di nitrocellulosa

Fig. 3.6: visualizzazione grafica dell’ibridazione allele specifica su strip.

Tutte le varie fasi analitiche del saggio possono essere condotte sia manualmente che in
automatico, a seconda del numero di campioni da processare, utilizzando rispettivamente lo
strumento Thermoshaker PST-60HL (Biosan) o lo strumento AUTOBLOT 3000H (MedTEC).

Lo strumento Thermoshaker PST-60HL (Biosan) & un agitatore ed incubatore termostatato che
permette di processare contemporaneamente fino a un massimo di 16 campioni garantendo il
mantenimento della temperatura impostata (da +25°C a +60°C, incremento. 0.1°C), un’agitazione
costante e a velocita regolabile (250 -1200 rpm, incr. 10 rpm) e la possibilita di settare il tempo
dell'incubazione (1min — 96 h, incr. 1min). Lo strumento AUTOBLOT 3000H rappresenta un
sistema chiuso e programmabile che permette di svolgere in automatico tutte le fasi del saggio
RLB. Lo strumento pud memorizzare fino ad un massimo di 10 programmi, per ciascuno dei quali &
possibile stabilire il numero di fasi del saggio, i volumi delle soluzioni da dispensare, i tempi di
incubazione (1min — 24h), la velocita di agitazione della piattaforma e la temperatura (30°C - 60°C,
+0.1°C). La capacita di processamento dello strumento & di 20 campioni.
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PROGETTAZIONE DELLE SONDE

Per ciascun polimorfismo indagato sono state progettate due sonde ASO (Allele Specific
Oligonucletide), una sonda specifica per la sequenza wild-type e una sonda specifica per la
variante allelica, per un totale di 16 probes. Per motivi di segreto industriale le sequenze degli
oligonucleotidi non vengono riportate. Per il disegno delle sonde sono stati utilizzati tre tools
bioinformatici: mfold (http://mfold.rna.albany.edu) per I'analisi del folding degli amplificati e
quindi per valutare se I'amplificato formasse forcine o loop che avrebbero potuto limitare
I’appaiamento con la sonda, blastn (http://genome.ucsc.edu) per valutare I'univocita/specificita
degli oligo e DNA Mate (http:// http://melolab.org/dnaMATE/index.html) per il calcolo della
temperatura di melting degli oligo.

Come supporti sono state usate due tipologie di membrana: una membrana in nylon,
funzionalizzata con gruppi amminici a carica positiva ed una membrana in nitrocellulosa di natura
idrofoba. Anche in questo caso non vengono riportati i nomi commerciali delle membrane per
questioni di segreto industriale.

Le sonde sono state depositate sul supporto per mezzo di un dispensatore automatico ad alta
precisione e sono state immobilizzate esponendo la membrana a raggi UV che inducono Ia
formazione di legami covalenti tra le sonde e la membrana.

In ciascuna strip sono presenti 8 sonde

specifiche per la genotipizzazione dei
polimorfismi di interesse, un controllo di
colorazione che attesta il corretto

funzionamento degli step  post-
ibridazione e un riferimento colorato
fisso per I'allineamento di lettura.

Per [linterpretazione del risultato e
quindi del pattern di bande ottenuto su
strip,

interpretativa da sovrapporre a ciascuna

€ stata creata una maschera

striscia allineando la banda del controllo
di colorazione, presente sul lucido, con
quella della strip (Fig. 3.7). Una banda
viene considerata positiva quando, al
termine della fase di colorazione, essa
viola/marrone;

appare di colore

I'intensita di colorazione delle bande
pud comunque differire su una stessa

striscia.

Maschera di interpretazione

GENEQUALITY
AB WARFARIN TYPE
Cod. 04-74A-20

CONTROLLO DI COLORAZIONE
CYP2C9 c.430 C
CYP2C9 c.430 T

CYP2C9 ¢.1075 A
CYP2C9 c.1075 C

CYP4F2 ¢.1297 C
CYP4F2 ¢c.1297 T

VKORC1 c.-1639 G
VKORC1 c.-1639 A

Master per CQ
Rev. 250313
Lotto. XXXXX

@ANALlTlCA

Maschera di interpretazione

GENEQUALITY
IL28B-ITPA TYPE
Cod. 04-47A-20

CONTROLLO DI COLORAZIONE
1L28B rs12979860 C
1L28B rs12979860 T

IL28B rs8099917 T
1L28B rs8099917 G

ITPA rs7270101 A
ITPA rs7270101 C

ITPA rs1127354 C
ITPA rs1127354 A

Master per CQ
[Rev. 050713
Lotto. XXXXX

ANALITICA

DVANCED BIOMEDICINE

Fig. 3.7: maschere di interpretazione dei kit GENEQUALITY
AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 e GENEQUALITY IL28B-

ITPA TYPE cod. 04-47A-20.
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POSIZIONE
SONDA GENE CASI POSSIBILI PER CYP2C9
A B C D E F
1 Control line I S - I I
2 CYP2C9c.430C
3 CYP2C9c.430T
4 CYP2C9c.075A
5 CYP2C9c.1075C
6 CYP4F2 c.1297C
7 CYP4F2 c. 297 T
8 VKORC1c.-1639 G
9 VKORCl1c.-1639 A
CYP2C9 c. 430 CE 1T CC CT CE cr
CYP2C9 c. 1075 AA AA cc AA AC AC
cvpeco | [ara]  [2r2] [rsr8]  [far2]  [rars| s
POSZELZNE GENE CASI POSSIBILI PER CYP4F2 CASI POSSIBILI PER VKORCL
G H L M N
1 Control line I S - I I
2 CYP2C9c.430C
3 CYP2C9c.430T
4 CYP2C9c.1075A
5 CYP2C9c.1075C
6 CYP4F2 c.297C
7 CYP4F2 c.1297T
8 VKORC1c.-1639 G
9 VKORC1c.-1639 A
CYP4F2 cC CT T
CYP4F2 x1#1|  [*1r3]  |*3*3

= [@ [=

Fig. 3.8: visualizzazione schematica di tutti i possibili esiti del test per ciascun polimorfismo. Per quanto
riguarda il gene CYP2C9, i casi geneticamente possibili sono sei, mentre per gli altri geni i casi possibili sono
tre; per il gene CYP4F2 un individuo puo essere Wild Type (caso G) oppure portatore del polimorfismo in
eterozigosi (caso H) o in omozigosi (caso 1). Per il gene VKORC1 il campione puo risultare Wild Type (caso L)
oppure essere eterozigote (caso M) o omozigote (caso N) per il polimorfismo. Nella figura sono riportati
tutti i possibili pattern di bande ottenibili dal test, corredati dal corrispettivo genotipo e dalla relativa
configurazione allelica.
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POSIZIONE
SONDA GENE CASI POSSIBILI PER 1L28B
A B c D E F

1 Control line s s s s s -
2 IL28B rs12979860 C
3 IL28B rs12979860 T
4 IL28B rs8099917 T
5 IL28B rs18099917 G
6 ITPA rs7270101A
7 ITPA rs7270101C
8 ITPA rs1127354 C
9 ITPA rs1127354 A

| woemrsiooraseo | [ee| [er]| [T

| 1L28rs8099917 | [17] [16] [cG]|

POSS()Ii:JOANE GB\IE CASl POSSIBILI PER rs7270101 CAS| POSSIBILI PER rs1127354
G H | L M N

1 Control line n s s | s s -
2 IL28B rs12979860 C
3 IL28B rs12979860 T
4 IL28B rs8099917 T
5 IL28B rs18099917 G
6 ITPA rs7270101A
7 ITPA rs7270101C
8 ITPA rs1127354 C
9 ITPA rs1127354 A

| mearszrmon | [ma]| [ac]| [ec]

Fig. 3.9: visualizzazione schematica di tutti i possibili esiti del test suddivisi per polimorfismo. La presenza di
una sola banda indica lo stato di omozigosita; i casi A, D, G e L si riferiscono ad individui Wild Type, mentre i
casi C, F, | e N si riferiscono ad individui che sono omozigoti per i polimorfismi. La presenza di due bande
indica lo stato di eterozigosita per il polimorfismo corrispondente (casi B, E, H e M).

| ITPA rs1127354 |

[cc] [ca] [m]
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PROTOCOLLO RLB

La messa a punto di un protocollo RLB richiede il settaggio di numerosi parametri, tra loro
interdipendenti, che definiscono la stringenza e la specificita del saggio stesso (Tab. 3.8).

Uno dei prerequisiti della metodica RLB & che tutte le probes utilizzate nel saggio, siano sequenza-
specifiche sotto le medesime condizioni di ibridazione. A tal scopo il disegno delle sonde deve
tener conto di alcuni criteri relativi: alla lunghezza delle probes, al contenuto in G:C degli oligo,
alla temperatura di melting (T,,) dell’oligo, alla differenza di T,, tra oligo discriminanti la sequenza
wild-type e la corrispettiva variante allelica, alla differenza di T, tra coppie di oligo che
discriminano varianti alleliche differenti, alla quantita di sonda spottata sulla membrana ed infine
al grado di omologia target-probe che pud essere ridotto inserendo dei mismatch; a tal proposito
e importante definire sia la tipologia che la posizione degli stessi, in quanto alcuni mismatch sono
meno destabilizzanti di altri sull'ibrido target-probe (es. appaiamento G:T oppure mismatch in
prossimita delle estremita 5’ e 3’ dell’oligo).

Per minimizzare il rischio di cross-ibridazioni e di ibridazioni aspecifiche, senza compromettere
pero il legame tra la sonda e il corrispettivo filamento di DNA complementare, € necessario che le
sonde abbiano una lunghezza di circa 20 bp e una temperatura di melting (T,,) maggiore della
temperatura a cui si svolge il saggio di circa 3°C — 4°C e tale per cui la differenza di temperatura di
melting dell’oligo con la sequenza ad esso complementare (wild-type o variante allelica) sia
maggiore di almeno 4°C rispetto alla temperatura di melting dell’oligo con la sequenza che
identifica rispettivamente o la variante allelica o la sequenza wild-type. A parita di temperatura,
sonde di lunghezza maggiore alle 20bp formeranno degli ibridi con il DNA complementare molto
piu stabili e quindi meno facilmente dissociabili rispetto a sonde di lunghezza inferiore alle 20bp.
La stabilita termica degli ibridi sonda/DNA-target puo comunque essere alterata variando la forza
ionica delle soluzioni di ibridazione e lavaggio e/o la temperatura a cui svolgere il saggio; infatti,
una bassa forza ionica ed una temperatura alta hanno un effetto destabilizzante sugli ibridi
sonda/DNA-target e, pertanto, tali condizioni favoriscono i legami specifici.

Nel caso di sequenze particolarmente ricche in G:C (o in A:T) che rendono difficile il disegno di
sonde aderenti ai requisiti standard & possibile o progettare le probes sul filamento
complementare di DNA oppure utilizzare dei reagenti come la formammide o il TMAC che
agiscono sulla stabilita degli ibridi DNA-DNA. La formammide € un agente denaturante che
destabilizza i DNA duplex abbassando la temperatura di melting del DNA, aumentando cosi la
specificita dell’ibridazione sonda/DNA-target. || TMAC & un sale d’ammonio quaternario che
elimina la dipendenza della temperatura di melting dal contenuto G:C della sequenza riducendo
I’energia dei legami ad idrogeno tra le coppie di basi G/C; inoltre il TMAC, legandosi in modo
specifico alle coppie di basi A/T, & in grado di aumentarne la stabilita termica. Per tali ragioni il
TMAC viene usato per ridurre la temperatura di melting e soprattutto per minimizzare le
differenze nella composizione nucleotidica delle sonde, causata dall’eterogeneita della sequenza
genomica. Per calcolare la temperatura di melting si puo fare riferimento alla classica formula: T,
=4(G + C) + 2(A + T) °C, che perd non & molto accurata, oppure utilizzare uno dei tanti algoritmi
implementati in software disponibili on-line (es. dnaMATE-server, Oligo Analyzer 3.1).

Nelle Tabelle 3.9 e 3.10 sono riportati i protocolli di rivelazione su strip messi a punto per i
dispositivi rispettivamente GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 e GENEQUALITY
IL28B-ITPA cod. 04-47A-20.
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Tab. 3.8: elenco dei parametri che condizionano la stringenza del saggio RLB. La messa a punto di un
protocollo RLB richiede il settaggio di una serie di parametri interconnessi tra loro che comprendono: la
temperatura a cui svolgere il saggio (che per limiti della strumentazione va in genere dai 42°C ai 52°C), la
tipologia delle soluzioni (a minore o a maggiore forza ionica), il tempo di incubazione delle strip con le
medesime soluzioni (mai superiore ai 60’) e infine la quantita di probe spottata sulla membrana (optimum
per 5uM). La temperatura del saggio & funzione della temperatura a cui il DNA riconosce e lega la sonda
complementare, che a sua volta dipende dalla temperatura di melting dell’oligo. Quest’ultima varia in
funzione di diversi fattori e pud diminuire inserendo dei mismatch vicino alla base che identifica la
variazione di sequenza che si vuole indagare. In genere affinché il saggio sia specifico € importante che la T,
della sonda superi la Ty, di 3°C e che la differenza di T, della sonda (es. quella che identifica la sequenza
wild-type) con la sua sequenza target rispetto alla sequenza polimorfica o mutata sia maggiore o al massimo
uguale a 4°C.

PARAMETRI SPERIMENTALI che DEFINISCONO LA STRINGENZA DEL SAGGIO RLB

1. Temperatura (°C) del saggio [preferibilmente inferiore a 52°C];
* Temperatura di Ibridazione (Topt) sonda-DNA;
9 Tm 0ligo (Topt = Trm = Topt + 3°C);

¢ Lunghezza oligo (min 15bp - max 25bp);

+ Contenuto G:C oligo (50%);

+ Omologia di sequenza oligo-DNA target;
¢+ Numero di mismatch;
¢ Tipo di mismatch;
¢+ Posizione dei mismatch;

2. Tipologia delle Soluzioni di Ibridazione e Lavaggio;
=  Forza lonica (concentrazione NaCl [0.3M-0.75M]);
= Presenza Formammide o Trimetilammoniocloruro (TMAC) [=3M];

3. Tempo di Incubazione (min 5’-max 1h);

4. Concentrazione degli oligo sulla membrana [0,35uM - 40uM];

5. AT,, dell’oligo con la sequenza wild-type rispetto alla sequenza polimorfica/mutata
(=2 4°C);
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Tab. 3.9: protocollo di rilevazione su strip del kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20. |
reagenti utilizzati sono home made ad eccezione del colorante NBT-BCIP e del Coniugato e comprendono:
HYB2, soluzione di ibridazione; COND2, soluzione di lavaggio stringente; CON, streptavidina coiugata a
fosfatasi alcalina; RIN, soluzione di lavaggio a pH basico; STOP, soluzione di lavaggio a pH acido. Per ciascun
reagente vengono dispensati 2ml.

GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20

CONDIZIONI TEMPO DI
STEP REAGENTI DA UTILIZZARE D’INCUBAZIONE INCUBAZIONE
1) Denaturazione amplificato 10 pl amplificato + 20 ul DEN Temp. ambiente 5
o 51°C+0.5°C
2) Ibridazione HYB-2 (2 ml) o 30
In agitazione (250 rpm)
. . 51°C+0.5°C
Lavaggio stringente CON-D2 (2 ml) o 5’
In agitazione (250 rpm)
. . 51°C+0.5°C
Lavaggio stringente CON-D2 (2 ml) o 5’
In agitazione (250 rpm)
Incubazione con o 51°C+0.5°C
o ) CON diluito (1 pl CON+ 2 ml CON-D2) o 30
Streptavidina AP-Coniugata In agitazione (250 rpm)
o Temp. ambiente
Risciacquo RIN (2 ml) o 2
In agitazione (250 rpm)
. Temp. ambiente
Risciacquo RIN (2 ml) o 2’
In agitazione (250 rpm)
. Temp ambiente
) ) o COLORAZIONE (1 tavoletta NBT/BCIP in o o
8) Rivelazione colorimetrica L In agitazione (250 rpm) 10’- 15
10 ml H,0 distillata, 2 ml)
AL BUIO
. . Temp. Ambiente ,
9) Bloccaggio della reazione STOP (2 ml) L 2
In agitazione (250 rpm)
Temp. ambiente
10) Risciacquo finale H,0 distillata (2 ml) emp 7%
In agitazione (250 rpm)
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Tab. 3.10: protocollo di rilevazione su strip del kit GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20. | reagenti
utilizzati sono home made ad eccezione del colorante NBT-BCIP e del Coniugato e comprendono: HYB2,

soluzione di ibridazione; COND2, soluzione di lavaggio stringente; CON, streptavidina coniugata a fosfatasi

alcalina; RIN, soluzione di lavaggio a pH basico; STOP, soluzione di lavaggio a pH acido. Per ciascun reagente

vengono dispensati 2ml.

GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20

CONDIZIONI TEMPO DI
STEP REAGENTI DA UTILIZZARE D’INCUBAZIONE INCUBAZIONE
1) Denaturazione amplificato 10 pl amplificato + 20 ul DEN Temp. ambiente 5
. 46°C+0.5°C
2) lbridazione HYB-2 o 30’
In agitazione (250 rpm)
o 46°C + 0.5 °C
Lavaggio stringente CON-D2 L 5’
In agitazione (250 rpm)
Incubazione con o 46°C+0.5°C
o ) CON diluito (1 p! CON + 2ml CON-D2) e 30’
Streptavidina AP-Coniugata In agitazione (250 rpm)
. Temp. ambiente
Risciacquo RIN o 2’
In agitazione (250 rpm)
. Temp. ambiente
Risciacquo RIN o 2’
In agitazione (250 rpm)
. Temp ambiente
i X i X COLORAZIONE (1 tavoletta NBT/BCIP in .
7) Rivelazione colorimetrica . In agitazione (250 rpm) 10’- 15’
10 ml H,0 distillata)
AL BUIO
. . Temp. Ambiente ,
8) Bloccaggio della reazione STOP o 2
In agitazione (250 rpm)
Temp. ambiente
9) Risciacquo finale H,0 distillata P 2’

In agitazione (250 rpm)
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3.6. AB WARFARIN TYPE STRIP READER

Il kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE é stato corredato da un software interpretativo costituito
da un sistema per la lettura delle strip (strip lector) e da un modulo diagnostico per
I'interpretazione del dato di genotipizzazione dei geni CYP2C9, CYP4F2 e VKORCL1.
Il software risponde ai requisiti della norma IEC 62304 — “Medical Device Software — Software Life
Cycle Processes” — Ed.1.0 2006-05 e rappresenta un sistema di interpretazione automatica per le
strip Reverse Line Blot che risponde alle esigenze di:

a) rendere automatico e ripetibile il processo di lettura e interpretazione del risultato

della strip;
b) archiviare i risultati e prevedere una reportistica stampabile.

Il programma si configura come una finestra principale che contiene l'interfaccia utente di utilizzo

comune. Il programma é utilizzabile in modo semplificato da questa interfaccia per una

valutazione rapida dei risultati, senza inserire informazioni relative al paziente o alla strip, ma solo

come ausilio alla lettura manuale. Una finestra secondaria, accessibile via menu, permette invece

di inserire i dati relativi al paziente e alle strip. |l salvataggio dei dati, il loro recupero e la stampa

sono gestite da voci di menu apposite.

Il sistema di acquisizione dei dati € stato realizzato con una semplice interfaccia “point and click”

in cui 'utente vede un’immagine a schermo della strip che si presenta con un numero di bande

pari al numero delle sonde presenti sulla striscia, ciascuna identificata dal nome e da un numero

progressivo che ne indica la posizione sulla strip (Fig. 3.10).

Ciascuna banda si trova in uno stato “off’ o non attivo e cliccando con il mouse su di essa, questa

cambia di stato passando da non attiva ad attiva, stato “on”, e viceversa.

Per ottenere il risultato, I'utente non deve far altro che riportare sull’interfaccia grafica del

software il pattern di bande rilevato su strip; utilizzando un comando apposito dell’interfaccia, i

dati relativi alle bande vengono poi passati al modulo di lettura diagnostico che interpreta i

risultati. La valutazione esprime sia un risultato sintetico sia, dove applicabile, le informazioni di

base che hanno portato al risultato stesso, al fine di consentire all'operatore di controllare il

processo di valutazione.

L'algoritmo implementato sul software agisce su piu step:

a) verifica, per ogni coppia di bande, la presenza di almeno una delle due bande; se per almeno
una coppia di bande si verifica il caso che entrambe le bande siano assenti, il risultato del test
e invalidato; tale risultato, infatti, & indice di un problema in fase di amplificazione (mancata
amplificazione del gene in questione).
b) determinazione, per ogni coppia di bande, dei dettagli di valutazione secondo lo schema in A,

c) determinazione della configurazione allelica per i geni CYP2C9 e CYP4F2 e del genotipo di
VKORC1, secondo lo schema in B;

Per ciascun paziente il sistema di lettura archivia, sotto forma di report stampabile, le seguenti
informazioni:

a) idati identificativi del paziente;

b) il lotto della strip in esame;

c) il pattern di bande rilevato su strip (lettura delle bande attive/non attive della

strip);
d) i dati identificativi dell’operatore che effettua il test;
e) le valutazioni diagnostiche espresse dal programma, sia in sintesi che in dettaglio;
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Il report contiene, inoltre, una rappresentazione della strip in termini di bande attive e non attive
e lo spazio per archiviare la strip reale fissandola al foglio di carta; il risultato della valutazione &
stampabile con modalita standard di Windows.

Il dispositivo & compatibile con Windows XP, Vista e Seven, nelle varie versioni desktop e viene
installato mediante pacchetto distribuito su CD o USB Stick.

Cobbia Variante Gruppo Bande Risultato di
PP Allelica Bande Presenti Dettaglio
o CYP2C9 2 cc
Control Line 1 1 c.430 C>T (2,3) 3 T
CYP2C9 ¢.430 C 2 ' 23 T
c.
CYP2C9c.430T 3 2° CYP2CS (4,5) : éé
c.
¢.1075 A>C ’
4,5 AC
CYP2C9¢.1075 A 4 . CYP4F2 6 cc
3 1297 C>T (6,7) ! Ll
CYP2C9 ¢.1075 C 5 c. > 6.7 cT
. - VKORCL S ii
CYP4F2c.1297C c-1639G>p (89
8,9 GA
CYPAF2¢.1297 T 7
A
VKOC1 c.-1639 G 8
VKOC1 c.-1639 A 9
Gene Gruppo Bande Risultato
Target Bande Presenti Principale
2,4 *1*1
3,4 *2%2
2,5 *3*3
2,34 *1%2
. ) I CYP2C9 e
Flg'. 3 10: .cfare?tterlstlchel della *) (2,3,4,5) 2,4,5 *1%3
s.trlp. un ri erm.mento co oratc? 2345 *9%3
fisso per [I'allineamento d! e non
lettura, un controllo di _ __ geneticamente
colorazione (1) e 8 bande combinazioni possibili
diagnostiche (2-9). 6 *1%]
CYP4F2 (6,7) 7 *3*3
6,7 *1*3
Tab. 3.11 A: descrizione
. , . 8 GG
schematica dell’output fornito
dal software; B: descrizione VKORC1 (8,9) 9 GA
schematica della valutazione di 8,9 AA
dettaglio fornita dal software.
(*) Per quanto riguarda il gene B

CYP2C9, a causa del linkage
disequilibrium, solo 6 casi sono
geneticamente possibili.
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4. RISULTATI

4.1. PRESTAZIONI DEL DISPOSITIVO DIAGNOSTICO IN VITRO
GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20

SPECIFICITA ANALITICA

La specificita analitica del kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 e stata assicurata
dalla scelta di primers e probes specifici, nonché dall’utilizzo di condizioni di genotipizzazione
stringenti. La specificita dei primers e delle probes & stata analizzata utilizzando il tool
bioinformatico di allineamento “blat” implementato nel database UCSC (Human Genome
Browser) al fine di escludere appaiamenti aspecifici con sequenze omologhe o con identita di
sequenza superiore al 90% alle sequenze di interesse.

La sequenza a cavallo di ciascun polimorfismo & stata poi amplificata utilizzando una PCR SSP e i
prodotti di amplificazione sono stati analizzati mediante sequenziamento diretto per confermare
I"'appaiamento univoco dei primers al genoma e la specificita della reazione di amplificazione.
Come appare evidente dalle Fig. 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4, I'output del sequenziamento rivela un
elettroferogramma definito e chiaro, indice dell’assenza di prodotti di amplificazione multipli e
quindi garanzia che I'amplificazione delle sequenze di interesse & avvenuta in modo specifico.

SENSIBILITA ANALITICA

La sensibilita analitica del dispositivo diagnostico GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-
20 e stata valutata eseguendo delle prove con concentrazioni scalari di DNA a partire da 500
ng/reazione fino ad 1 ng/reazione. || DNA & stato ottenuto da campioni informativi per tutti i
polimorfismi indagati nel kit al fine di valutare da un lato I'effettiva funzionalita di ciascuna probe
spottata sulla strip e dall’altro I'assenza di segnali aspecifici e/o cross-reattivita da parte delle
sonde in presenza di concentrazioni di DNA di partenza superiori a quelle indicate nel manuale di
utilizzo del kit (25 ng/ul — 100 ng/ul).

La sensibilita & stata valutata su campioni informativi per tutti e quattro i polimorfismi analizzati
dal kit (Fig. 4.5 e Fig. 4.6). Per le prove di sensibilita, il DNA & stato amplificato utilizzando la
miscela di reazione M2, secondo il protocollo riportato al Paragrafo 3.3 (Tab. 3.4). |l saggio RLB &
stato condotto con lo strumento automatico AUTOBLOT 3000H (MedTEC) secondo il protocollo
riportato al Paragrafo 3.5 (Tab. 3.9), utilizzando come supporto di spottaggio delle probes la
membrana per blotting in nylon a carica positiva.

Il kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 ha dimostrato di garantire una corretta
genotipizzazione di tutti i polimorfismi indagati a partire da quantita di DNA di partenza molto
eterogenee, comprese in un range che va da 0,5 ng/ul a 250 ng/ul. | risultati ottenuti hanno
permesso di definire una sensibilita analitica di 1 ng di DNA/reazione e un range di quantita
ottimale di DNA di partenza che va da 20 a 200 ng di DNA/reazione (Fig. 4.5 e Fig. 4.6).
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Fig. 4.1: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs1799853 c.430 C>T, evidenziato in rosso, del gene CYP2C9. Il probando & omozigote C/C (wild-type)
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Fig. 4.2: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs1057910 ¢.1075 A>C, evidenziato in rosso, del gene CYP2C9. Il probando & omozigote A/A (wild-type).
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Fig. 4.3: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs2108622 ¢.1297 C>T, evidenziato in rosso, del gene CYP4F2. Il probando & omozigote C/C (wild-type).
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Fig. 4.4: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs9923231 c.-1639 G>A, evidenziato in rosso, del gene VKORCL. Il probando &€ omozigote A/A.
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Fig. 4.5: risultati di sensibilita analitica del saggio RLB su DNA genomico (campione 125_AB, Appendice A, controllo positivo del kit).
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Fig. 4.6: risultati di sensibilita analitica del saggio RLB su DNA genomico. Lane 1, 2 e 3: campione 5_LBM; lane 4, 5 e 6: campione

32 _LBM; lane 7, 8 e 9: campione 54_LBM.



SPECIFICITA DIAGNOSTICA E SENSIBILITA DIAGNOSTICA

Sono state condotte una serie di prove sperimentali volte a definire le condizioni ottimali di
amplificazione in multiplex e di rivelazione su strip.

A tal scopo sono stati valutati differenti profili termici di amplificazione e, per quanto riguarda il
saggio RLB, sono state testate le performance del metodo utilizzando diverse combinazioni di
reagenti (tipologia delle soluzioni di ibridazione e di lavaggio stringente), variando i tempi di
incubazioni delle strip con i prodotti di amplificazione, cambiando le quantita di sonda spottata ed
infine, usando diverse coppie di sonde sequenza-specifiche al fine di garantire la massima
specificita ed evitare cross-ibridazioni aspecifiche.

Tale fase di messa a punto ha richiesto un notevole impegno sia progettuale che tecnico in quanto
il metodo, essendo un saggio di discriminazione allelica basato su sonde che discriminano
sequenze che differiscono per una singola base, & fortemente influenzato da tutta una serie di
parametri sperimentali che condizionano il legame probe/DNA-target (Par. 3.5).

Una volta progettate le otto sonde ASO, due per ciascun polimorfismo indagato, sono state quindi
condotte numerose prove sia per valutare I'influenza dei parametri descritti in Tabella. 3.8 sul
risultato finale che per definire la temperatura ottimale a cui svolgere il saggio.

Particolare attenzione e stata focalizzata sulla progettazione delle sonde: nel caso delle probes
volte ad identificare i polimorfismi del gene CYP2C9, infatti, & stato necessario disegnare piu volte
gli oligonucleotidi adottando particolari accorgimenti tecnici, a causa di problemi di segnale
evidenti soprattutto con alcuni campioni (assenza di segnale probe 3: campioni 6_LBM e 32_LBM;
segnale aspecifico probe 3: campioni 27_LBM e 54_LBM).

Una volta messo a punto il protocollo sperimentale (Tab. 3.9) e definita la sensibilita analitica del
metodo (Fig. 4.5 e Fig. 4.6) si & proceduto valutando le performance del saggio analizzando un
totale di 77 campioni geneticamente eterogenei e precedentemente genotipizzati con sistema in
Real-Time come gia descritto nel Paragrafo 3.1.

Le prove sono state effettuate sia in manuale utilizzando lo strumento Thermoshaker PST-60HL
(Biosan) sia in automatico con lo strumento AUTOBLOT 3000H (MedTEC).

Per ciascuno dei campioni indagati, il dato genetico é stato confermato dal saggio RLB sviluppato
in questo lavoro di dottorato (Fig. 4.7).

La genotipizzazione dei polimorfismi: rs1799853 (c.430 C>T, Cys144Arg, CYP2C9*2), rs1057910
(c.1075 A>C, lle359Leu, CYP2C9*3), rs2108622 (c.1297 C>T, Val433Met, CYP4F2*3) e rs9923231
(c.-1639 G>A, VKORC1) con il dispositivo in esame é risultata concorde al 100% al dato fornito dal
laboratorio di provenienza per tutti i 77 campioni analizzati.

Per valutare la riproducibilita del saggio, un prototipo del kit & stato inviato al Laboratorio di
Biochimica Clinica e Biologia Molecolare Clinica dell’Azienda Ospedaliera di Padova dove sono
stati testati 47 campioni precedentemente genotipizzati e selezionati per essere informativi ad
indagare la capacita del test di identificare correttamente tutte le varianti alleliche possibili. Le
prove sono state condotte in manuale con lo strumento Thermoshaker PST-60HL (Biosan). Anche
in tal caso, per tutti i campioni analizzati e stato riportato dal kit GENEQUALITY AB WARFARIN
TYPE un risultato identico a quello ottenuto con il metodo di riferimento utilizzato presso il
Laboratorio di Biochimica Clinica e Biologia Molecolare Clinica dell’Azienda Ospedaliera di Padova.
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Per il dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE e stato quindi possibile calcolare un valore di
sensibilita e specificita diagnostica del 100%, esprimibile anche come accuratezza del 100% ossia
numero di genotipizzazioni corrette sul totale delle genotipizzazioni effettuate (osservato/atteso).
Sia nel caso della validazione interna che di quella esterna il DNA genomico e stato amplificato
utilizzando la miscela di reazione M2 secondo il protocollo riportato nel Paragrafo 3.3 (Tab. 3.4),
mentre Il saggio RLB e stato condotto secondo il protocollo riportato nel Paragrafo 3.5 (Tab. 3.9)
utilizzando come supporto di spottaggio delle probes la membrana per blotting in nylon a carica
positiva.

Per tutti i 125 campioni indagati (77 campioni usati per la validazione interna, 47 campioni usati
per la validazione esterna, 1 controllo positivo) e stato possibile analizzare la distribuzione dei
genotipi di ciascun polimorfismo e calcolare le relative frequenze genotipiche ed alleliche (Tab.
4.1). Le frequenze alleliche attese sono state calcolate sulla base dei dati riportati nei database
UCSC e dbSNP.
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Fig. 4.7: esempi di risultati ottenuti su 30 campioni utilizzati in fase di validazione utilizzando la mix reazione M2 e la membrana per blotting in nylon a carica positiva. Lane 1-
15: campioni 20_LBM, 27_LBM, 46_LBM, 59_LBM, 57_LBM, 61_LBM, 64_LBM, 53_LBM, 72_LBM, 73_LBM, 75_LBM, 1_LBM, 2_LBM, 3_LBM, 4_LBM. Lane 16-30: campioni
5_LBM, 8_LBM, 9_LBM, 10_LBM, 12_LBM, 13_LBM, 21_LBM, 26_LBM, 6_LBM, 38 LBM, 49_LBM, 41_LBM, 45_LBM, 58_LBM, 69_LBM (Appendice A).



Tab. 4.1: tabella riassuntiva della distribuzione dei polimorfismi rs1799853 e rs1057910 del gene CYP2C9, rs2108622 del gene CYP4F2 e rs9923231 del gene VKORC1 e delle

corrispettive frequenze genotipiche ed alleliche.

N° Campioni N° Campioni N° Frequenza Frequenza Frequenza
Interna Esterna Totali Osservata Osservata Attesa
1799853 e > 28 - 057 f(c)=0.82 | f(C)=0.91
rs cT 21 17 38 0.30 T e
(CYP2C9 c.430 C>T) f(T)=0.18 f(T) =0.09
TT 2 2 4 0.03
1057910 AR 32 °0 92 0.74 f(A) = 0.82 f(A) = 0.95
rs AC 10 11 21 0.16 e e
(CYP2C9 c.1075 A>C) f(C) =0.18 f(C) = 0.05
CC 6 6 12 0.10
2108622 e 2! 2 >° 0:45 f(C) = 0.66 f(C)=0.78
rs cT 15 38 53 0.42 e e
(CYP4F2 c.1297 C>T) f(T)=0.34 f(T)=0.22
TT 6 10 16 0.13
9923231 os o~ 2 > -39 f(G) = 0.5 f(G) = 0.57
rs GA 15 36 51 0.40 e e
(VKORC1 c.-1639 G>A) f(A)=0.5 f(A) =0.43
AA 20 17 37 0.30
125
Composizione N° Campioni N° Campioni N - Frequcien.za Frequf:nza Frequenza
GENE . Validazione Validazione Campioni Genotipica Allelica .
Allelica . Allelica Attesa
Interna Esterna Totali Osservata Osservata
*1*1 40 16 56 0.45
f(*1)=64% | f(*1) = 80% - 100%
*1*2 18 14 32 0.26
*1*3 8 7 15 0.12
CYP2C9 f(*2)=18% | f(*2)=10% - 20%
*2%2 2 2 4 0.03
*3%3 6 6 12 0.09
f(*3) = 18% f(*3) = < 10%
*¥2%3 3 3 6 0.05
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4.2. STUDIO DI COMPATIBILITA

Le performance del dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 sono state
anche analizzate variando i reagenti utilizzati sia nella fase di amplificazione che nella fase di
rivelazione su strip, al fine di garantire una maggiore fruibilita di utilizzo del kit stesso.

In particolare sono state testate due differenti Taq Polimerasi (mix di reazione M1 e M3) secondo
i protocolli riportati al Paragrafo 3.3 (Tab. 3.4) e una membrana in nitrocellulosa idrofoba come
supporto solido su cui spottare le sonde sequenza-specifiche.

Le prove sperimentali sono state quindi condotte utilizzando la membrana in nylon in
combinazione o con la mix di reazione M1 o con la mix di reazione M3 e la Mix di Reazione M2 in
combinazione con la membrana per blotting idrofoba.

Complessivamente sono stati analizzati 50 campioni selezionati ad hoc, tra quelli
precedentemente testati nelle prove di validazione interna, per essere informativi ad indagare
tutte le possibili combinazioni dei quattro polimorfismi (Appendice A).

Le analisi eseguite utilizzando sia la mix di reazione M1 che la mix di reazione M3, lasciando
invariati tutti gli altri componenti del kit, hanno mostrato risultati del tutto comparabili a quelli
ottenuti in fase di validazione interna (Fig. 4.8 - Fig. 4.9). Dai dati ottenuti, inoltre, € emerso che la
mix di reazione M3 garantisce delle migliori performance, in termini di efficienza di
amplificazione, rispetto alla mix di amplificazione M1; questo & visibile valutando l'intensita del
segnale delle bande che nel secondo caso &€ minore.

Le analisi eseguite utilizzando la membrana per blotting idrofoba, lasciando inviariati gli altri
parametri hanno evidenziato dei risultati addirittura migliori di quelli ottenuti in fase di
validazione interna in termini di qualita del segnale su strip; le bande accese sono risultate, infatti,
di colore piu intenso assicurando una migliore discriminazione tra bande accese e bande spente e
garantendo cosi una migliore interpretazione dei risultati (Fig. 4.10).

| dati ottenuti sono riportati nelle figure sottostanti.
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Fig. 4.8: risultati ottenuti dalle prove di compatibilita del dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 utilizzando la mix di amplificazione M1 e la membrana in
nylon a carica positiva. Lane 1-10: campioni 21_LBM, 22_LBM, 23_LBM, 24_LBM, 25_LBM, 26_LBM, 27_LBM, 6_LBM, 61_LBM, 125_LBM. Lane 11-20: campioni 32_LBM,

33_LBM, 35_LBM, 36_LBM, 37_LBM, 38_LBM, 40_LBM, 42_LBM, 43_LBM, 45_LBM (Appendice A).
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Fig. 4.9: risultati ottenuti dalle prove di compatibilita del dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 utilizzando la mix di amplificazione M3 e la membrana in
nylon a carica positiva. Lane 1-10: campioni 31_LBM, 32_LBM, 40_LBM, 52_LBM, 54 LBM, 56_LBM, 62_LBM, 66_LBM, 77_LBM, 42_LBM. Lane 11-20: campioni 59_LBM,
61_LBM, 64_LBM, 72_LBM, 73_LBM, 75_LBM, 57_LBM, 53_LBM, 46_LBM, 60_LBM (Appendice A).
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P L LFR IR Ll Ll

Fig. 4.10: risultati dello studio di compatibilita del dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20, utilizzando la mix di reazione M2 e la membrana per blotting
in nitrocellulosa idrofoba. Lane 1-10: campioni 44_LBM, 18_LBM, 125 _LBM, 3_LBM, 48 LBM, 29 LBM, 53 _LBM, 66_LBM, 19 _LBM, 37_LBM. Lane 11-20: campioni 70_LBM,
2_LBM, 42_LBM, 52_LBM, 51_LBM, 57_LBM, 1_LBM, 6_LBM, 54_LBM, 27_LBM (Appendice A).



4.3. STUDIO DI STABILITA

In riferimento alla norma europea EN 13640:2002 relativa alle prove di stabilita dei reagenti
diagnostici in vitro, & stato stilato un piano di stabilita allo scopo di poter definire la shelf life del
prodotto GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20.

Le prove di stabilita sono state condotte a intervalli regolari di 1 mese per un periodo complessivo
di 14 mesi e sono state effettuate in triplo variando I'operatore e i lotti dei reagenti utilizzati
(primers, mix di amplificazione, DNA di riferimento, supporto di membrana, probes e soluzioni).
Sono stati, quindi, allestiti tre kit di tre lotti diversi (A, B e C) utilizzando come reagenti quelli usati
in fase di validazione (mix di reazione M2 e membrana in nylon a carica positiva), ma con lotti
differenti in modo tale da favorire la massima variabilita possibile tra kit.

Come DNA di riferimento é stato utilizzato il campione 125_AB (controllo positivo del kit).
L'insieme dei dati ottenuti ha permesso di definire una shelf life di 12 mesi (Fig. 4.11).

TO T6 T12 T14
Lotto Lotto Lotto Lotto
A|B|C AlB|C A|B|C A|B|C

Fig. 4.11: risultati delle prove di stabilita del kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20. Sono
riportati i dati relativi al controllo di qualita (TO) e alle prove di stabilita effettuate dopo 6 mesi (T6), 12 mesi
(T12) e 14 mesi (T14). A 14 mesi, le prestazioni del dispositivo non sono conformi all’atteso in quanto la
banda relativa alla sonda che identifica la variante allelica CYP4F2 ¢.1297 C e quasi del tutto assente in tutti
e tre i lotti A, B e C. Per ciascun lotto, sono riportati il controllo positivo (campione 125_LBM) e il controllo
negativo.

4.4. AB WARFARIN STRIP READER V1.0.0

E’ stato sviluppato un software interpretativo da abbinare al dispositivo diagnostico
GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 al fine di facilitare I'interpretazione del pattern
di bande evidenziate sulla strip.

Per valutare 'operativita di tutte le funzioni del programma, & stato condotto un processo di
validazione testando dei casi reali ed ipotetici in modo tale da vagliare sia ogni possibile
combinazione genetica sia i casi per i quali e prevista una non idoneita del campione.

Sono stati testati un totale di 86 casi e per ciascuno I'esito della diagnosi € risultato congruente
con I'atteso. La fase di validazione é stata quindi superata con successo.
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W AB ANALITICA 5.r.L - AB WARFARIN Strip Reader Yer. 1.0.0 - Internal Use Only E|

File | Dati Campiane ? File  DatiCampione  Mote ?
D etz _.- ID Campione:
1 ID Campione 25 LBM

Strip AB WARFARIN Strip AB WARFARIN
TYPE TYPE
1 = Gortrol line Codice dilsboralorio LBM 0 gy Gl
2 = CYP2CHc 40 C 2 = CYP2CIc i G
3 = CYRICICBIT Numeso stip g 3 CYPICHCEIT
4 == CYP2CY o076 A Data Accettaz, O AT v 4 mmm CYP2CcA0TS A
§ = CYPICHCITIEG slafeestan Sanplne 5 == CYPICHeINISC

Origine C. e
E = CYPIRc1297 C e sampine S e 6 mmm CYPARZ 1297 C
7 = GYRAR 0T 7 = CYRAR AT

Operatore [Mome/ID) EB
8 == VKORC!cEH G 8 == YKORCH oG G
9 = VKORCIc-1639 A Latta kit 02122013 g RVKOR“ c-1639 A

MNote: "

feeste i l
ATTENZIONE: Leggere attentamente le note prima dell'uso. ANALITICA ATTENZIONE: Leggere attentamente le note prima dell'uso. ANALITICA
DVANCED BIOMEDICINE DVANCED BIOMEDICINE

Fig. 4.12: il software si configura come una finestra principale che rappresenta l'interfaccia di utilizzo
comune. Per mezzo di una finestra secondaria, accessibile via menu, e possibile inserire i dati identificativi
del campione: codice identificativo del campione, laboratorio di provenienza del campione, data di
accettazione del campione, origine del campione, lotto del kit, codice assegnato alla strip, codice
identificativo dell’operatore che ha eseguito il test ed eventuali note aggiuntive. Cliccando con il mouse sul
pulsante “Accetta” i dati del campione vengono inseriti nel software; & quindi possibile procedere
riportando su file il pattern di bande visibile sulla strip semplicemente andando a cliccare con il mouse le
bande virtuali, facendole passare da uno stato “off” incolore ad uno stato “on” di colore viola.

¥ AB ANALITICA s.1.L - AB WARFARIN Strip Reader Yer. 1.0.0 - Internal Use Only

File  DatiCampione  Nate 7 File | DatiCampione  Nate 7
ID Campione: =
&= Stampa
Strip AB WARFARIN VALUTAZIONE ~ © Esai RIN VALUTAZIONE &
TYPE Il campione é risultato idoneo. Il campione é risultato idoneo.
1w Cortrol fine . . 1w Cortrol fine B .
2 mmm CYPIC 30 C Configurazione allelica per CYP2C9 e CYP4F2: 2 mmm CYPICHcAIC Configurazione allelica per CYP2C9 e CYP4F2:
3 == CYP2CICHIT CYP2C9: *1°2 3 == CYP2CICHIT CYP2C9: *1°2
CYP4F2: *1*1 CYP4F2: *1*1
4 == CYP2CHGANTE A 4 == CYP2CHGANTE A
5 = CYPICHcl0f5C Genotipo VKORC1: 5 = CYPICHcl0f5C Genotipo VKORC1:
VKORCT: GA VKORCT: GA
B mmm CYPIF2eOTC 2 B mmm CYPIF2eOTC 3
7= CYPARZGIMTT 7= CYPARZGIMTT
DETTAGLI VALUTAZIONE: DETTAGLI VALUTAZIONE:
8 == YKORGCTc-1639 G 8 == YKORGCTc-1639 G
9 == VKORCIc-639 A CYP2CO c43%:  CT 9 === VKORC] c-1630 A CYP2C9 c.430:  CT
CYP2C9 c.1075: AA CYP2C9 c.1075: AA
CYP4F2 c.129T: cc CYP4F2 c.129T: cc
VHORC1c.-1639: GA VHORC1c.-1639: GA
ATTEMNZIONE: Leggere attentamente le note prima dell'uso. ANALITICA ATTEMNZIONE: Leggere attentamente le note prima dell'uso. ANALITICA
DVANCED BIOMEDICINE DVANCED BIOMEDICINE

Fig. 4.13: cliccando sul pulsante “Valutazione”, I'algoritmo interpretativo implementato sul software,
verifica la compatibilita dei dati inseriti e fornisce una prima valutazione sintetica relativa alle varianti
alleliche portate dal paziente ed anche un risultato dettagliato riguardante la configurazione genotipica per
ciascuna posizione genomica indagata. E’ possibile salvare e/o stampare la valutazione sotto forma di report
in formato *.pdf.
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i 25_LBM.pdf - Adobe Reader

File Modifica Wista Documento  Strumenti

Finestra

7

Data: 30/12/10/01/2014 - 10.00

Report - Test di supporto per la definizione del dosaggio del Warfarin
GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE

ID Campione: 25_LBM |ID Operatore:  EB
Codice laboratorio: LBM Lotto kit 02122013
Mumera strip: 1
Data accettaz. campione: 10/01/2014
Origine campione: sangue intero
Note: i
Lettura Campione
Control line 1 1 M Control line
CYP2C2 c430 C 2 2 CYP2CH c.430 C
CYP2C0c430 T 3 3 CYP2CO0 0430 T
CYP2CP ¢.1075 A 4 4 CYP2CO c.1075 A
CYP2CO c.1075 C 5 5 CYP2CH c.1075 C
CYP4F2c. 1207 C ] ] CYP4F2 c.1287 C
CYP4F2c 1207 T 7 7 CYP4F2 1207 T
VKDRC1 ¢.-1839 G ] ] VKORC! ¢.-1638 G
VKORCT c-1638 A a a VKORC1 ¢.-1638 A

VALUTAZIONE

Il campione & risultato idoneo.

Configurazione allelica per CYP2C9 e CYP4F2:
CYP2C3: *1*2
CYP4FZ: ™M1

Genotipo VKORC:
VKORC1: GA

Report ad uso esclusivo del personale di laboratorio autorizzato.
AB ANALITICA s.rl. - AB WARFARIN Strip Reader Ver. 1.0.0 - Internal Use Only

Pagina: 1

Fig. 4.14: esempio di report, in versione stampabile, fornito dal software.
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AB WARFARIN 5

Internal Use Only

Fle  Dati Campione F\— -
ID Campione: ) Messaggi del Software

@ Letteratura

® Note relalive alla letteratura

BEAA

Strip AB WARFARIN VALUTAZIONE ~
TYPE Il campione é risultato idoneo.
1 - Corirol ine . .
2 mmm CYPICHcdi C Configurazione allelica per CYP2C9 e CYP4F2:
3 e CYP2COCAIT CYP2C9: *1°2
CYP4F2: *1*1
4 == CYP2CHCANTSA
5 == CrPCicilfsic Genotipo VKORC1:
VKORC1: GA
5 mmm CYPIRZCITC 2
7= CYPIR2c 12T T
DETTAGLI'VALUTAZIONE:
8 == YKORCTc-1633 G
9 == YKORCH o163 A CYP2CO 430 CT
CYP2C9 c.1075: AR
CYP4F2 c.129T: cc
VKORC1c.-1639: GA

ANALITICA

ATTENZIOME: Leggere attentamente le note prima dell'uso.
DYANCED BIOMEDICINE

Fig. 4.15: accedendo via menlu alla sezione

“Letteratura” e possibile risalire a citazioni, note
bibliografiche e tabelle esplicative, per ciascun

polimorfismo  indagato, che riassumono le
conoscenze ad oggi sull’'argomento e costituiscono
una base scientifica di supporto al clinico per

utilizzare al meglio il dato genetico.

¥4 AB ANALITICA s.r.L - ABWARFARIN Strip Reader Yer. 1.0.0 - Internal Use Only

File  DatiCampione  Mote B

ID Campione:

Strip AB WARFARIN VALUTAZIONE
TYPE Risultato del test non valideo.
1 wem Corollfne 77T

2 = CrPcicdilC

3 == CYP2C8cM0T

4 == CYP2CHCANTSA

5 = CYPXCIcATE G

5 mmm CYPIRZC 12T G

7= CYPIR2c 12T T

8 == YKORCTc-1633 G

9 = YKORCT c-1639 A

ANALITICA

ATTENZIOME: Leggere attentamente le note prima dell'uso.
DYANCED BIOMEDICINE

ANALITICA

ADVANCED BIOMEDICINE

PHARMACOGENETIC FACTORS

TO PREDICT THE THERAPEUTIC DOSE OF WARFARIN

CYP2C9

The cytochrome P450 complex is @ group of hepatic microsomal enzymes responsible for the
oxidative metabolism of various substrates and the synthesis of cholesteral and other lipids.
Argund 12 CYP2CS variants have now been identified and two variants are known to reduce the
metabolism of warfarin: CYP2C372 by 30% to 50% and CYP2C2"3 by around 30%.

There is strong and consistent evidence for 2 lower maintenance dase for patisnts with sither 29
wariant, with on average, the lowest requirement for patients with 2C3*3,

Patients with CYP2C3*2 and CVP2CS*2 alisles have lower mean daily warfarin dosss and a grestar
risi of bleading. Mean differance in daily warfarin dose: for CYP2C9°2, the raduction was 0.85 mg
[0.60-1.11 mg), 2 17% reduction. Far CYP2CS°3, the reduction was 1.92 mg (1.37-2.47 mg), 2 37%
reduction. For CYP2C9°2 or *3, the reduction was 1.47 mg (1.24-1.71 mg, a 27% reduction. The
relative bleeding risk for CYP2C9*2 was 1.91 (1.16-3.17) and for CYP2C9°3 177 (L07-291). For
sither variant, the ralative risk was 2.26 [1.26-2.75)

Testing for gene variants could potentially akter clinical management in patients commancing
warfarin. There are two passible roles for genatyping. First, CYP2CA testing could identify high-risk
patients wha might benefit fram consarvative induction regimens, lower maintenance doses, and
mare frequent clinicel and laboratory monitaring. Second, gznotyping may also assist the choice
of drug for patients considering “slective” anticoagulation; for sxemple, for nonrheumatic strial
fibrillztion. Patients with variant ganctypes

[especially thase with the 209°3 allele] may choose an alternative drug, such as aspirin. Direct
thrombin inhibitars are 2iso in development and these could provide another alternative once
zvailable.

For mare informations:
“Siman Sanderson, Jon Emery and Julian Higgins, CYP2ES gene variants, drug dose, and bleeding

risk in warforin-treated patients: A HuGEnet™ systematic review and meto-analysis. Genef Med
2005°7(2):97-104"

AB WARFARIN Strip Reader Ver. nternal Use Only

File  Dati Campione | Mate ?

ID Campione: O Messaggi del Software QJ

AT R L

Strip AB WARFARIN VALUTAZIONE

TYPE Verificare i dati inseriti: Aplotipo CYP2C9 non
1w Contol e contemplato.

2 mmm OYP2CO 30 G Contattare il servizio tecnico.
F e CYPACHCHNT |

4 == CYPICHcAITaA

5 == CYPICHcA0TAC

6 mmm CYPAF 1297 C

7 = CYPIF2cIMTT

& == YKORCT 16396

9 = WKORCTc-1639 A

ANALITICA

ATTENZIONE: Leggere attentamente le note prima dell'uso.
DVANCED BIOMEDICINE

Fig. 4.16: nel caso in cui i dati inseriti fossero incompleti o non contemplati dall’algoritmo interpretativo, il

software non fornisce alcun risultato parziale e invalida il test. Per approfondire il significato delle frasi

riportate dal software e possibile cliccare su “Note” accedendo cosi alla sezione “Messaggi del Software”.
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*® Note relative ai messaggi del software AB WARFARIN TYPE

< > B BLELE

ANALTICA

Spiegazioni delle frasi di valutazione fornite dal software

AB WARFARIN Strip Reader

Frase riportata dal
Software

Interpretazione

Azione

Risultato del test non valido.

Verificare i dati inseriti: Aplotipo
CYP2C9 non contemplato.
Contattare il servizio tecnico.

Sulla strip non & verificata
la condizione per cui per
ogni coppia di bande ((2,3),
(4,5),(6,7)e(8,9)e
presente almeno una delle
due bande.

Il pattern di bande relativo
al gene CYP2C9 (bande
2,3,4,5) non appartiene
allinsieme dei 6 pattern
geneticamente possibili (*).

(*) Casi geneticamente possibili per il gene CYP2C9

Verificare eventuali problemi di
digitazione.

Se sulla strip si verifica che per una
0 pid coppie di bande entrambe le
bande sono effettivamente assenti,
ripetere la seduta di amplificazione
e di visualizzazione su strip.

Verificare eventuali problemi di
digitazione.

Fig. 4.17: esempi dei messaggi riportati dal software. A causa del linkage disequilibrium, le varianti alleliche
CYP2C9*2 e CYP2C9*3 identificano due aplotipi caratterizzati rispettivamente dal polimorfismo rs1799853
(c.430 C>T) e rs1057910 (c.1075 A>C). L'annotazione genetica per I'aplotipo identificato dalla variante
allelica CYP2C9*2 e definita come segue: CYP2C9*2 (c.430 T, c.1075 A) mentre I'aplotipo identificato dalla
variante allelica CYP2C9*3 e definito come: CYP2C9*3 (c.430 C, c.1075 C). Ne deriva che, prendendo in
considerazione tutti i possibili casi di combinazioni genetiche per le varianti *2 e *3, su nove combinazioni
genetiche possibili, solo sei casi sono geneticamente verificati a meno di eventi mutazionali o di
ricombinazione genetica che potrebbero modificare gli aplotipi noti. | casi attesi ma non osservati

PosIoe GENE CASIPOSSIBILIPER CYP2CY
(2] [e] [c] [e] [] [¥]
1 Control ine D D D D D D
2 CvP2CEc. 4200
3 CYP2C0c 420T
4 CYPZCEc. WTEA
5 CYP2CEC. 07T
6 CYP4FZ ¢ 1207C
7 CYP4FZ ¢ 1267T
g \KORG1 .- 1628 G
] VKORG1c. - 1828 A
CYP2C9 c. 430 GC T CC CT CC CT
CYP2C9 c. 1073 AA AA cC AA AC AC
CYP2cy ] s3] [2] [

riguardano le combinazioni di bande in posizione: 3,5; 2,3,5; 3,4,5.

<
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4.5. MARCATURA CE IVD

Il kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 é stato marcato CE ai sensi della direttiva
98/79/CE, come dispositivo diagnostico in vitro appartenente all’allegato III.

La marcatura CE indica la conformita del prodotto ai requisiti di efficacia e di sicurezza esposti
nell’allegato | della normativa suddetta, recepita dal D.Lgs.332/2000 (Paragrafo. 1.4).
Per i dispositivi diagnostici non compresi nell’allegato Il e non destinati ad essere usato come test

autodiagnostici, la marcatura CE IVD segue un processo di autovalutazione da parte del

fabbricante, di conformita CE, secondo le disposizioni elencate nell’allegato Ill, che garantiscono

I’'adempimento e il rispetto della normativa 98/79/CE.

L'autodichiarazione di conformita & stata predisposta preparando i seguenti documenti:

1)

2)

3)

4)
5)
6)
7)
8)

9)

la descrizione del prodotto (destinazione d’uso e caratteristiche funzionali: kit per
I'identificazione simultanea dei polimorfismi piu significativi per la determinazione della
risposta farmacologica ai derivati cumarinici mediante ibridazione inversa allele specifica);

la documentazione del sistema di qualita (requisiti e disposizioni adottati dal fabbricante
per garantire il sistema di qualita, documentati sotto forma di strategie e di procedure:
parte dei documenti costituenti il dossier di prodotto);

le informazioni di progetto del dispositivo (materie prime, prestazioni e limiti del
dispositivo);

le informazioni sul metodo di fabbricazione (descrizione delle tecnologie utilizzate);

il dossier di prodotto;

i risultati dell’analisi del rischio;

i dati di valutazione delle prestazioni (specificita e sensibilita analitiche e diagnostiche);
le etichette e il manuale di istruzione per I'uso;

la validazione di processo;

10) i risultati degli studi di stabilita;
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ANALITICA

ADVANCED BIOMEDICINE
www.abanalitica.it

DICHIARAZIONE DI CONFORMITA’ DEL FABBRICANTE*
Declaration of conformity of the manufacturer*®

Noi

We
AB ANALITICA srl
via Svizzera, 16
35127 Padova ltaly

dichiariamo sotto la nostra esclusiva responsabilita, che il prodotto
declare in our own responsibility, that the following products:

GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE

Cod. n° 04-74A

Ce

ai quali questa dichiarazione si riferisce, € conforme alla direttiva
98/79/CE del 27 Ottobre 1998 relativa ai dispositivi medico-diagnostici
in vitro.

to whom this certificate refers are manufactured according to the
regulations of the Directive 98/79/EC of 27 October 1998 on in vitro
diagnostic medical device.

Data di notifica al Ministero della Salute: Padova 15 novembre 2013

Dott. Vincenzo Putrone
Amministratore Unico

[ ~Rebronme

* In base all'allegato Il
according to annex Ill

AB ANALITICA srl

via Svizzera, 16 - 35127 Padova

Tel ++39 049 761698 - Fax ++39 049 8709510 —
E-mail: info@abanalitica.it Sito: www.abanalitica.it

dichconform tipo rev290310

Fig. 4.18: dichiarazione di conformita del fabbricante per il dispositivo diagnostico in vitro GENEQUALITY AB
WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20. La dichiarazione comprende i dati relativi al fabbricante, i dati utili a
identificare/classificare il dispositivo (nome commerciale) e i dati relativi alla conformita CE (allegato Ill).
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C € [vo)ner 0474420
GENEQUALITY
IARF)

MANUALE DUSO

GENEQUALITY

AB WARFARIN TYPE

cod BATAA
simultanes

quticazione
witper I el gen

a o
2C9, CYPAF
T fante Fover:

T

{

VKORCT

Fig. 4.19: presentazione del kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 nelle sue componenti
costituenti: BOX P, BOX R e AB WARFARIN STRIP READER.

I BOX P include i reagenti necessari all’'amplificazione del DNA in formato premix: 20 provette da 0,2 ml
pre-aliquotate con la mix di amplificazione + 1 aliquota di oligomix sufficiente per 20 test + 1 DNA di
controllo.

I BOX R contiene i componenti necessari alla fase di rilevazione su strip: soluzione di ibridazione HYB2,
soluzione di lavaggio stringente COND2, soluzioni di lavaggio RIN e STOP, colorante NBT-BCIP sotto forma di
tavolette da sciogliere in acqua, 20 strip saggio specifiche, 1 aliquota di soluzione denaturante DEN, 1
aliquota di streptavidina coniugata all’enzima fosfatasi alcalina CON, 3 vassoi, 1 manuale d’uso, 1 lucido
interpretativo e 1 foglio per I'archivio delle strip.

Ciascun BOX e contraddistinto da un’etichetta informativa che riporta: I'Intended Use del dispositivo, il lotto
e la scadenza del kit, i reagenti inclusi nel box, i lotti, la scadenza e la quantita dei reagenti, la temperatura
di conservazione dei reagenti, il numero di test che il kit permette di effettuare, eventuali frasi o simboli di
rischio in base alla norma EN 980:2003, il simbolo CE, I'indicazione IVD e i dati del fabbricante (ragione
sociale).

Il software AB WARFARIN STRIP READER V1.0.0 & fornito sotto forma CD-ROM.
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4.6. PRESTAZIONI DEL DISPOSITIVO DIAGNOSTICO IN VITRO
GENEQUALITY 1L28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20

SPECIFICITA ANALITICA

La specificita analitica del kit GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 e stata assicurata e
garantita dalla scelta accurata e specifica di primers e probes, nonché dall’utilizzo di condizioni di
genotipizzazione stringenti.

| primers e le probes sono stati allineati con l'intero genoma utilizzando il software “blat”
implementato nel database UCSC (Human Genome Browser) al fine di escludere appaiamenti
aspecifici con sequenze omologhe o con identita di sequenza superiore al 90% alle sequenze di
interesse.

La sequenza a cavallo di ciascun polimorfismo e stata poi amplificata utilizzando una PCR SSP e i
prodotti di amplificazione sono stati analizzati mediante sequenziamento diretto per confermare
I’'appaiamento univoco dei primers al genoma.

Come appare evidente dalle Fig. 4.20, 4.21, 4.22 e 4.23, in cui sono riportati i risultati del
sequenziamento, per ciascun polimorfismo indagato, |'elettroferogramma e definito e privo di
rumore di fondo ad indicare che la reazione di amplificazione & stata specifica e sono state
amplificate solo le regioni di interesse

SENSIBILITA ANALITICA

Sono state condotte sia delle prove di sensibilita analitica che di sovraccarico del test al fine di
valutare da un lato la concentrazione minima di DNA con cui il saggio € in grado di fornire una
corretta genotipizzazione di tutti i polimorfismi indagati e dall’altro la concentrazione di DNA
massima con cui il test permette di identificare in modo univoco e senza cross-ibridazioni
aspecifiche ciascuna variante allelica indagata.

La sensibilita analitica del metodo e stata indagata su amplificati ottenuti da diluizioni seriali di
DNA genomico umano concentrato 100 ng/ul successivamente amplificato utilizzando, come
miscela di reazione, la mix M3 secondo il protocollo riportato nel Paragrafo 3.3 (Tab. 3.6). || DNA &
stato ottenuto da campioni eterogenei e informativi per i polimorfismi rs12979860 e rs8099917
nel gene IL28B e rs7270101 e rs1127354 nel gene ITPA (campioni 160_AB, 14 DIMED, 25_DIMED,
27_DIMED e 55_LEM, Appendice B).

Il saggio RLB e stato condotto con lo strumento automatico AUTOBLOT 3000H (MedTEC) secondo
il protocollo riportato nel Paragrafo 3.5 (Tab. 3.10), utilizzando come supporto di spottaggio delle
probes la membrana per blotting in nitrocellulosa idrofoba.

Come si puo notare dalle Figure 4.24 e 4.25, il kit GENEQUALITY I1L28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20
ha dimostrato di garantire una corretta genotipizzazione di tutti i polimorfismi indagati,
utilizzando quantita di DNA di partenza molto eterogenee, comprese in un range che va da 0,5
ng/ul a 200 ng/ul. | risultati ottenuti hanno permesso di definire una sensibilita analitica del test di
1ng/reazione e un limite massimo di concentrazione di DNA di 400 ng/reazione (Fig. 4.24 e 4.25).
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240 | 250 ] ‘ 260 | 270 | 280 | 290 |
Sequenza Consensus e G CTCCCCGAUALTGGSGTCG G|C|G A ACCAGEGGTTTE GAATTTGCOCACTTCTCGCGCTTCTCTGCTECTCATGTC CARAALTSGT ECTCTCC
G T T G 4 A T TG CACTTCCGC G C C C C C C AGC A MAAGSGTCTCECTCEC

Sequenza di Riferimento —» G CTcCcCcCcCGAAGG GCG|lC[e A acceac .

A G C A A& & G C C C C

G 4 A C C & G G G T TG A & T TG C & C T CCGC G C T CCC CC

Sequenza del Probando . 5 C T CCCC B A AGGE C B[O

Fig. 4.20: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs12979860 C>T, evidenziato in rosso, del gene IL28B. Il probando & eterozigote C/T.

| 100 | 110 | Jeu | 130 | 140 ‘ 150
Sequenza Consensus —» T TTTGETTTTCCTTTTCTGTGATGTECAGALT|T|TCACCCALAALTT G GAATCT CATGCTGTATG ATCECAGTTT
TIT C 4 C CC & A ATTG G AATCTCATG G C TG T ATALTL A G TTT

SequenzadiRiferimento ——% T 1 T T 6 T T T T ccTTTCTOGTOGAGLC AKT

T C & C C C & & & T T G G 4L &4 C C & T G C T G T & T & C &4 G T T T

SequenzadeIProbando—>TTTTGTTTT:cTTTcTsTsAscAgTT

Fig. 4.21: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs8099917 T>G, evidenziato in rosso, del gene IL28B. Il probando & omozigote T/T (wild-type).
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Sequenza Consensus —» T TG6ACCGETATGTCTCTOGTTTTGTTTT|A[TTTTTGAGAGAEGELTSEG AT GOGTTGSGGATTTECTCTGTE CT
SequenzadiRiferimento — 57T 3 ¢ ¢ 6 1 2T s T c T T 6T T T T 5T T T T[AlT T T T T A& & A G AT GG T T 66 AT TTCT T T 6T 0T

b

Wt

Sequenza del Probando T T G A C CGTATGEG T CTCTB T T T T G TTT T

I

T T T T T & 4 & & G & T G G T T G & & T T T C T C T G T L T

Fig. 4.22: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs7270101 A>C, evidenziato in rosso, del gene ITPA. |l probando & omozigote A/A (wild-type).

110 | 120 ‘ 130 s 140 | 150 | 160 |
Sequenza Consensus —>» GG TCGTTTCATGATTTCTAG GATGATAALTGTTT|(C|C ATGCACTTTG GOGTG O GCATECA AT GAALGAGAEZTTTE GGAT
SequenzadiRiferimento —— & 6 T c 6 T T C A G A4 TTCTAGGAGATAGULTGTTT|C|c AT GG CACTTTGEGGTG GG C ACGATG GGASGULGELA ATTGGALCE
Sequenza del Probando —» GG TC 6T TCAGATTC CTGALG G AG ATAGRTGTOTT|C|C ATGCECACGCTTTG G G TG G C A C A G A ALGERTTOUG AC

Fig. 4.23: elettroferogramma della sequenza a cavallo dello SNP rs1127354 C>A, evidenziato in rosso, del gene ITPA. |l probando & omozigote C/C (wild-type).
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Fig. 4.24: risultati di sensibilita analitica del saggio RLB su DNA genomico (campione 160_AB, Appendice B, controllo positivo del kit).
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Fig. 4.25: risultati di sensibilita analitica del saggio RLB su DNA genomico. Lane 1, 2 e 3: campione 55_LEM; lane 4, 5 e 6: campione 14_DIMED; lane 7, 8 e 9: campione
27_DIMED; lane 10, 11 e 12: campione 25_DIMED.



SPECIFICITA DIAGNOSTICA E SENSIBILITA DIAGNOSTICA

Le condizioni sperimentali della metodica sono state messe a punto per mezzo di numerose prove
condotte testando da un lato profili termici di amplificazione in multiplex differenti e dall’altro
modificando ad uno ad uno i parametri noti per influenzare le performance del saggio RLB (Tab.
3.8).

In particolare sono stati paragonati i risultati ottenuti usando profili di amplificazione Touch Down
Vs. Standard e profili Standard che differivano nella temperatura di annealing o nel numero di
cicli; sono state confrontate, inoltre, le prestazioni del saggio RLB variando la temperatura di
incubazione di +2°C rispetto alla temperatura di ibridazione predetta sulla base della sequenza
delle sonde ASO e variando i tempi e il numero dei lavaggi stringenti. Al fine poi di ottenere un
segnale intenso abbassando al minimo il rischio di cross-ibridazione ed ibridazioni aspecifiche e
stata testata la funzionalita di diverse coppie di sonde per ciascun polimorfismo calibrando
attentamente la quantita di sonda spottata.

Una volta messo a punto il protocollo sperimentale e definita la sensibilita analitica del metodo,
sono state valutate le prestazioni del metodo su 160 campioni geneticamente eterogenei e
precedentemente genotipizzati con un metodo di riferimento come descritto nel Paragrafo 3.1.

La validazione del dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA cod. 04-47A-20 é stata condotta
utilizzando come miscela di reazione M3 secondo il protocollo riportato nel Paragrafo 3.3 (Tab.
3.6) e, come supporto per le probes, la membrana per blotting in nitrocellulosa idrofoba secondo
il protocollo riportato nel Paragrafo 3.5 (Tab. 3.10).

Le prove sono state effettuate sia in manuale utilizzando lo strumento Thermoshaker PST-60HL
(Biosan) sia in automatico con lo strumento AUTOBLOT 3000H (MedTEC).

Nella Fig. 4.26 é riportata una parte dei risultati ottenuti.

Per tutti i campioni analizzati, il dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 ha
fornito un risultato identico a quello ottenuto con il metodo di riferimento. Il polimorfismo
rs12979860 nel gene IL28B e stato correttamente genotipizzato dal dispositivo in esame in tutti i
160 campioni utilizzati nello studio; la genotipizzazione del polimorfismo rs8099917 nel gene
IL28B e risultata concorde a quella fornita dal laboratorio di riferimento per tutti i 53 campioni di
cui era noto il dato genetico; infine i polimorfismi rs7270101 e rs1127354 nel gene ITPA sono stati
correttamente identificati nei 108 campioni per i quali era disponibile la genotipizzazione degli
SNPs in esame.

E’ stato pertanto possibile calcolare per il dispositivo in validazione un valore di
sensibilita/specificita diagnostica del 100%.

Per tutti i 160 campioni indagati e stato possibile analizzare la distribuzione dei genotipi di ciascun
polimorfismo e calcolare le relative frequenze genotipiche ed alleliche (Tab. 4.2).

147



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Control line H A h = J h set e | ﬂ [Ty h = == 1 r
rs12979860 o == = Ll o = e wur e e
812979860 T - ; - e . P - - - = -
rs8099917 T Pt = =
reRNQ9917 3 = -
rs7270101 A = =a == == =1 == [
187270101
rs1127354 C e = =a = = = = = = = =
rs1127354 A =]
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Control line [asta] |2 ﬂ ey =t d |ESenm ﬂ F == T H [Rdte=—r]
rS$12979860 ¢ o - e . e b - - . - Bl - = o -
112076860 1
rsR0GA917 T =] = = o
rsRNS9S17 (5
rs7270101 A o= =3
7270101 _
r§1127354 (G = e = = = =) = ol - == =
re1127354 A
! Lot i b 34 - U L. 41 R L el e L U b L U . e

Fig. 4.26: esempi di risultati ottenuti con il dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 su 30 campioni, analizzati in fase di validazione, utilizzando la mix di
reazione M3 e la membrana in nitrocellulosa idrofoba. Lane 1-15: campioni 80_LEM, 14_DIMED, 82_LEM, 83_LEM, 84_LEM, 85_LEM, 86_LEM, 87_LEM, 88_LEM, 89_LEM,

90_LEM, 91_LEM, 92_LEM, 93_LEM, 94_LEM. Lane 16-30: campioni 95_LEM, 96_LEM, 97_LEM, 98_LEM, 99 LEM, 100_LEM, 101_LEM, 102_LEM, 103_LEM, 104_LEM,
105_LEM, 106_LEM, 107_LEM, 108_LEM, 109_LEM (Appendice B).



Tab. 4.2: tabella riassuntiva della distribuzione dei polimorfismi dei geni IL28B ed ITPA nel campione indagato e delle corrispettive frequenze genotipiche
ed alleliche. Le frequenze alleliche attese sono state calcolate sulla base dei dati riportati nel database UCSC.

N° Campioni Frequenza Frequenza Frequenza
GENE SNP Genotipo Validazione Genotipica Allelica Allelica
Interna Osservata Osservata Attesa
cC 37 0.23
rs12979860 f(C)=0.49 f(C)=0.65
cT 85 0.53
C>T f(T)=0.51 f(T) =0.35
T 38 0.24
IL28B
T 66 0.41
rs8099917 f(T) =0.67 f(T) =0.88
TG 81 0.51
TG f(G) = 0.43 f(G)=0.12
GG 13 0.08
AA 127 0.80
rs7270101 f(A) =0.89 f(A)=0.91
AC 30 0.18
A>C f(C)=0.12 f(C) =0.09
cc 3 0.02
ITPA
cC 141 0.88
rs1127354 f(C)=0.93 f(C)=0.94
CA 18 0.11
C>A f(A) = 0.07 f(A) = 0.06
AA 1 0.01
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4.7. ANALISI DI CORRELAZIONE GENOTIPO-FENOTIPO

Per i campioni 1_DIMED — 52_DIMED e stato possibile risalire al dato clinico relativo all’outcome
terapeutico ed ai livelli di emoglobina nel corso del trattamento con PEG-IFN/RBV.

Si & quindi proceduto eseguendo un’analisi di correlazione genotipo-fenotipo al fine di
confermare i dati riportati in letteratura sulla correlazione tra polimorfismi rs12979860 e
rs8099917 del gene IL28B e la risposta alla terapia e tra i polimorfismi rs7270101 e rs1127354 del
gene ITPA e il rischio di manifestare un’anemia emolitica cronica indotta da Ribavirina.

Per valutare la prima ipotesi € stata compilata una tabella di contingenza inserendo i dati relativi
al genotipo in corrispondenza dei polimorfismi rs12979860 e rs8099917 del gene IL28B e
all'outcome terapeutico, stratificando i pazienti per genotipo virale (GT HCV) (Tab. 4.3).

Tab. 4.3: outcome terapeutico della popolazione suddivisa sulla base del genotipo virale.

HCV GT 1-4 HCV GT 2-3 TOT
N° Pazienti 33 19 52
SVR 9 14 23
% SVR 27% 74% 44%
NR (Non Responders) 16 0 16
% NR 48% 0% 31%
RR (Relapsers) 8 5 13
% RR 24% 26% 25%

Dall’analisi dei tipi di risposta ottenuti con la terapia antivirale standard (SOC), 23 pazienti (44%)
hanno raggiunto la SVR (Sustained Virological Response, HCV-RNA negativo alla 24ima settimana
dalla fine del trattamento), mentre in 29 pazienti la terapia si € dimostrata inefficace (16 soggetti
non responders e 13 pazienti relapsers).

Stratificando i pazienti per genotipo virale, il 74% dei pazienti HCV GT 2-3 ha raggiunto la SVR
contro il 27% dei soggetti HCV GT 1-4 e, tra questi, rispettivamente il 48% e il 24% non ha risposto
o ha risposto solo parzialmente al trattamento.

| dati raccolti riflettono quindi le evidenze riportate in letteratura in merito alla maggior efficacia
della terapia standard nei pazienti HCV GT 2-3; le infezioni a carico dei genotipi HCV 1-4 sono pil
difficili da trattare e di conseguenza i soggetti con epatite C da HCV GT 1-4 risultano con pil
probabilita refrattari al trattamento.
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Tab. 4.4: outcome terapeutico della popolazione stratificando i pazienti sulla base del genotipo virale (HCV
GT 1-4) e dei genotipi a livello dei polimorfismi del gene I1L28B.

SVR NR RR
. HCV : HCV : HCV
Popolazione Intera GT1.4 | intera | 5", |intera | ~r5', | Tot
c/c 8 2 1 1 5 3 14
rs12979860
c/T 11 6 11 11 7 5 29
T
T/T 11 3 3 3 7 4 21
rs8099917
156 T/G 10 5 10 10 5 4 25
G/G 2 1 3 3 1 0 6

Nella valutazione dello SNP rs12979860, il 27% (14/52) , il 56% (29/52) e il 17% (9/52) dei pazienti
presenta rispettivamente il genotipo C/C, C/T e T/T. Per quanto riguarda lo SNP rs8099917 invece,
il 40% (21/52) dei pazienti presenta il genotipo T/T, il 48% (25/52) € T/G e il 12% (6/52) &€ G/G. Nel
campione analizzato, quindi, la maggior parte dei pazienti, indipendentemente dal genotipo
virale, € portatore in eterozigosi di almeno uno dei due polimorfismi.

L'SVR é stata raggiunta nel 57% dei pazienti rs12979860-CC, nel 38% dei soggetti rs12979860-CT e
nel 44% dei soggetti rs12979860-TT; per quanto riguarda lo SNP rs8099917, invece, I'SVR é stata
raggiunta nel 52% dei soggetti T/T, nel 40% dei soggetti T/G e nel 33% dei soggetti G/G.

Per il 43% e il 48% dei pazienti omozigoti per la variante allelica favorevole rispettivamente
rs12979860-C e rs8099917-T, la terapia si € dimostrata inefficace.

La numerosita esigua della popolazione analizzata non ha permesso di trarre delle conclusioni
statisticamente significative in merito all’associazione tra i genotipi del gene IL28B e la risposta
alla terapia; dai dati raccolti € possibile evidenziare semplicemente un trend positivo tra i soggetti
rs12979860-CC e la probabilita di rispondere alla terapia e quindi di eradicare il virus in seguito a
trattamento (57% SVR Vs. 43% RR + NR).

E stata anche analizzata la distribuzione dei genotipi favorevoli a raggiungere I’SVR (rs12979860-
CC e rs8099917-TT) rispetto al genotipo virale; in entrambi i casi pero, non si & evidenziata alcuna
correlazione significativa tra i due gruppi, analizzati separatamente, e il genotipo del virus HCV (6
soggetti rs12979860-CC sono HCV GT 1-4 e 8 sono HCV GT 2-3; 10 soggetti rs8099917-TT sono
HCV GT 1-4 e 11 sono HCV GT 2-3) (Tab. 4.4).

Analizzando la risposta alla terapia virale in relazione agli aplotipi del gene IL28B, i dati non hanno
permesso di confermare quanto riportato in letteratura; non vi &, infatti, una vera e propria
correlazione tra gli SNPs del gene IL28B e il rate di SVR. E' comunque possibile evidenziare una
tendenza a raggiungere I'SVR, in seguito a trattamento, nei soggetti con aplotipo favorevole
(aplotipo 1: rs12979860-CC/rs8099917-TT e aplotipo 5: rs12979860-CT/rs8099917-GT) (Tab. 4.5).
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Tab. 4.5: outcome terapeutico in relazione agli aplotipi del gene IL28B determinato dai polimorfismi
rs12979860 e rs8099917.

RISPOSTA ALLA TERAPIA
APLOTIPI IL28B
SVR NR RR
rs12979860 | rs8099917 | HCV HCV HCV HCV HCV HCV
CT T>G GT1-4 | GT2-3 | GT14 | GT2-3 | GT1-4 | GT2-3
1 c/c T/T 2 6 1 0 3 2
2 c/c T/G 0 0 0 0 0 0
3 c/T T/T 1 1 2 0 1 1
4 c/c G/G 0 0 0 0 0 0
5 c/T T/G 5 4 9 0 4 1
5 T/T T/T 0 1 0 0 0 0
6 c/T G/G 0 0 0 0 0 0
7 T/T T/G 0 1 1 0 0 0
8 T/T G/G 1 1 3 0 0 1

In merito ai polimorfismi del gene ITPA, per valutare I'associazione tra gli SNPs rs7270101 e
rs1127354 e il rischio di sviluppare anemia emolitica cronica indotta da Ribavirina, i pazienti sono
stati stratificati in tre classi di rischio in base alla percentuale di attivita ITPasica predetta su base
genetica (100% ITPA, 60% ITPA, < 30% ITPA) e si & graficata la percentuale di riduzione media di
emoglobina (Hb) a intervalli di tempo regolari, dopo 1, 3 e 6 mesi dall’inizio del trattamento. Nella
Tabella sottostante vengono riportate le percentuali di attivita ITPasica predetta sulla base
dell’aplotipo ITPA (Tab. 4.6).

Tab. 4.6: entita predetta di deficit enzimatico in accordo all’aplotipo ITPA e a studi in vitro [126]. Si e
riportato il numero di soggetti portatori di ciascun aplotipo.

PREDIZIONE
rs7270101 A>C | rs1127354 C>A | Attivita ITPasica (%) | ITPasi Deficit | N°soggetti

A/A c/C 100 - 36
A/C c/C 60 + 8
A/A C/A 30 ++ 4
c/C c/C 30 ++ 1
A/C C/A 10 +++ 2
A/A A/A <5 +++ 1

52

Come si puo apprezzare dalla Figura 4.27, il calo maggiore di Hb si evidenzia nelle prime settimane
di trattamento, mentre dopo 6 mesi i livelli di emoglobina tendono ad equipararsi nei tre gruppi di
rischio.
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La caduta maggiore nei livelli di emoglobina si registra per il gruppo di rischio 100% ITPA, dopo 4
settimane di terapia; nei soggetti con il 100% di attivita enzimatica, il declino di Hb raggiunge
quasi il 20% fin dal primo mese di trattamento, mentre nei pazienti che presentano un’attivita
enzimatica inferiore al 30% rispetto al basale, la riduzione media di Hb & minore del 5% nelle
prime 4 settimane di trattamento e non supera il 15% nell’arco delle 24 settimane. E’ stata
pertanto condotta un’analisi statistica per valutare se I'entita della riduzione media dei livelli di Hb
potesse essere correlata in modo significativo all’attivita enzimatica ITPasica, predetta su base
genetica dall’aplotipo definito dalle varianti polimorfiche rs7270101 e rs1127354 del gene ITPA.

% Riduzione Media Hb nel Tempo

5
O "v T T T T 1
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€
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N=52 N=51 N=33

Fig. 4.27: rappresentazione grafica della riduzione media percentuale di emoglobina (Hb) nelle tre classi di
rischio (100% ITPA, 60% ITPA e < 30% ITPA) a 4, 12 e 24 settimane dall'inizio del trattamento. Le barre
verticali rappresentano il valore medio per ciascun gruppo + SEM. N: numero di soggetti compresi
nell’analisi a ciascun time-point.

L’analisi statistica e stata eseguita confrontando la riduzione media di emoglobina nel gruppo con
attivita enzimatica “wild-type” (100% ITPA) rispetto ai gruppi di pazienti con un deficit enzimatico
lieve (60% ITPA) o moderato (< 30% ITPA) a 4, 12 e 24 settimane dall’inizio del trattamento, e dai
risultati ottenuti & emersa un’associazione statisticamente significativa tra il deficit severo di
attivita ITPasica (<30% ITPA), predetto su base genetica, e la protezione dalla riduzione di
emoglobina (Hb) indotta da Ribavirina, a 4 e 24 settimane dall’inizio della terapia (Dunnett’s
Multiple Comparison Test, *** p < 0.001 con a= 0.05, * p < 0.05 con a = 0.05) (Fig. 4.28).

| pazienti con profili genetici per le varianti polimorfiche rs7270101 e rs1127354 del gene ITPA,
associati ad una riduzione maggiore o uguale al 70% di attivita ITPasica, sono quindi protetti dal
manifestare una severa anemia emolitica durante la terapia combinata PEG-IFN/RBV, rispetto ai
pazienti con attivita enzimatica “normale” (100% ITPA, rs7270101-AA e rs1127354-CC) e questo &
evidente soprattutto nelle prime settimane di trattamento.
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Fig. 4.28: rappresentazione grafica della riduzione % media di Emoglobina (Hb) a 1, 3 e 6 mesi dall’inizio del
trattamento, per le tre classi di rischio (100% ITPA, 60% ITPA e < 30% ITPA) in cui sono stati raggruppati i
pazienti, sulla base del deficit enzimatico predetto dell’enzima ITPA (Dunnett’s Multiple Comparison Test,
*** p < 0.001 con a=0.05, * p < 0.05 con a = 0.05). Le barre di errore indicano il valore medio per ciascun
gruppo + SEM; N: numero di soggetti compresi nell’analisi a ciascun time-point.

4.8. STUDIO DI COMPATIBILITA

E stato condotto uno studio di compatibilita del dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod.
04-47A-20 con reagenti diversi da quelli usati in fase di validazione. Le performance del dispositivo
sono state valutate utilizzando: la mix di amplificazione M2 in combinazione sia con la membrana
per blotting in nitrocellulosa idrofoba che con la membrana in nylon a carica positiva e la mix di
reazione M3 in combinazione con la membrana in nylon a carica positiva.

Le prove sono state condotte utilizzando 50 campioni informativi per i polimorfismi indagati, scelti
tra quelli usati per la validazione interna (Appendice B), secondo i protocolli di amplificazione e di
rivelazione su strip descritti rispettivamente al Paragrafo 3.3 (Tab. 3.6 e Tab. 3.10).

Come si puo apprezzare dalle Figure 4.29, 4.30 e 4.31 le analisi eseguite sia cambiando o la mix di
amplificazione o la membrana per blotting, lasciando inviariati tutti gli altri componenti del kit, sia
modificando la mix di amplificazione e la membrana per blotting, hanno permesso di ottenere dei
risultati conformi a quelli ottenuti in fase di validazione interna.

Le prestazioni migliori si sono ottenute utilizzando la membrana per blotting idrofoba; inoltre,
dalle prove incrociate effettuate & stato possibile capire che entrambe le master mix di
amplificazione garantiscono delle performance equiparabili e che le principali differenze in
termini di intensita del segnale sono determinate dalla tipologia del materiale su cui sono spottate
le sonde.
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Fig. 4.29: risultati ottenuti dalle prove di compatibilita del dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA cod. 04-47A-20 utilizzando la mix di amplificazione M3 e
la membrana in nylon a carica positiva. Lane 1-10: campioni 1_DIMED, 2_DIMED, 3_DIMED, 4 _DIMED, 5_DIMED, 6_DIMED, 7_DIMED, 8 DIMED,

14_DIMED, 15_DIMED. Lane 11-20: campioni 21_DIMED, 22_DIMED, 23_DIMED, 24_DIMED, 25_DIMED, 26_DIMED, 27_DIMED, 28_DIMED, 29_DIMED,
30_DIMED (Appendice B).
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Fig. 4.30: risultati ottenuti dalle prove di compatibilita del dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA cod. 04-47A-20 utilizzando la mix di amplificazione M2 e
la membrana in nylon a carica positiva. Lane 1-10: campioni 80_LEM, 81_LEM, 82_LEM, 83_LEM, 84_LEM, 85_LEM, 86_LEM, 87_LEM, 88_LEM, 89 _LEM.
Lane 11-20: campioni 90_LEM, 91_LEM, 92_LEM, 93_LEM, 94 LEM, 53 _LEM, 54_LEM, 55_LEM, 56_LEM, 14_DIMED (Appendice B).
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Fig. 4.31: risultati ottenuti dalle prove di compatibilita del dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA cod. 04-47A-20 utilizzando la mix di amplificazione M2 e
la membrana per blotting idrofoba. Lane 1-10: campioni 140 _LEM, 15 _DIMED, 142 LEM, 14 DIMED, 144 _LEM, 145 LEM, 146_LEM, 26_DIMED,

148 LEM, 149_LEM. Lane 11-20: campioni 150 _LEM, 151_LEM, 152_LEM, 153_LEM, 154_LEM, 155_LEM, 156_LEM, 157_LEM; 158_LEM, 159 _LEM
(Appendice B).



4.9. STUDIO DI STABILITA

In riferimento alla norma europea EN 13640:2002 relativa alle prove di stabilita dei reagenti
diagnostici in vitro, € stato redatto un piano di stabilita che prevede uno studio della durata
complessiva di 14 mesi, allo scopo di poter definire la shelf life del prodotto GENEQUALITY 1L28B-
ITPA TYPE cod. 04-47A-20.

Le prove di stabilita sono state condotte a intervalli regolari di 1 mese per un periodo complessivo
di 8 mesi e sono state effettuate in triplo allestendo tre kit di lotti diversi (A, B e C), ognuno
costituito da reagenti della stessa tipologia, ma di lotti differenti.

Il saggio RLB e stato condotto seguendo il protocollo riportato al Paragrafo 3.5 (Tab.3.10),
utilizzando la mix M3 come reagente di amplificazione e la membrana per blotting idrofoba in
nitrocellulosa come supporto delle probes; come DNA di riferimento € stato utilizzato il campione
160_AB (controllo positivo del kit).

Come riportato in Fig. 4.32, a 8 mesi dall’inizio delle prove di stabilita, tutti e tre i kit sono risultati
funzionanti e hanno permesso di ottenere dei risultati riproducibili ed equiparabili in termini di
intensita del segnale. Sulla base dei risultati ottenuti fino ad ora e stato quindi possibile definire
una shelf life del dispositivo di 8 mesi che dovra essere implementata con i dati ottenuti dal
completamento delle prove di stabilita a 14 mesi.
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Fig. 4.32: risultati delle prove di stabilita del kit GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20. Sono
riportati i dati relativi al controllo di qualita (TO) e delle prove di stabilita effettuate dopo 6 mesi e 8 mesi
(Te, T8). Dopo 8 mesi, il kit mantiene inalterate le sue prestazioni per tutti e tre i lotti A, B e C sottoposti
all’analisi. | risultati ottenuti sono conformi all’atteso. Per ciascun lotto, sono riportati il controllo positivo
(campione 160_LBM) ed il controllo negativo.
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4.10. MARCATURACE IVD

Il kit GENEQUALITY 1128B-ITPA TYPE & stato marcato CE ai sensi della direttiva 98/79/CE, come
dispositivo diagnostico in vitro per lidentificazione e la genotipizzazione simultanea di
polimorfismi nei geni IL28B e ITPA mediante ibridazione inversa allele specifica, secondo le
disposizioni riportate nell’allegato Ill.

La marcatura CE & garanzia della conformita del prodotto ai requisiti di efficacia e di sicurezza
esposti nell’allegato | della normativa 98/79/CE, recepita dal D.Lgs.332/2000 e, in modo del tutto
equivalente a quanto descritto per il kit GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE, la procedura di
marcatura e conseguita all’autodichiarazione di conformita da parte del fabbricante.
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ANALITICA

ADVANCED BIOMEDICINE
www.abanalitica.it

DICHIARAZIONE DI CONFORMITA’ DEL FABBRICANTE*

Declaration of conformity of the manufacturer®

Noi

We
AB ANALITICA srl
via Svizzera, 16
35127 Padova ltaly

dichiariamo sotto la nostra esclusiva responsabilita, che il prodotto
declare in our own responsibility, that the following products:

GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE

Cod.n° 04-47A

Ce

ai quali questa dichiarazione si riferisce, € conforme alla direttiva
98/79/CE del 27 Ottobre 1998 relativa ai dispositivi medico-diagnostici
in vitro.

to whom this certificate refers are manufactured according to the
regulations of the Directive 98/79%/EC of 27 October 1998 on in vitro
diagnostic medical device.

Data di notifica al Ministero della Salute: Padova 4 ottobre 2013

Dott. Vincenzo Putrone
Amministratore Unico

* In base all'allegato I
according to annex Ill

AB ANALITICA srl

via Svizzera, 16 - 35127 Padova

Tel ++39 049 761698 - Fax ++39 049 8709510 —
E-mail: info@abanalitica.it Sito: www.abanalitica.it

dichconform tipo rev290310

Fig. 4.33: dichiarazione di conformita del fabbricante per il dispositivo diagnostico in vitro GENEQUALITY
IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20. La dichiarazione comprende i dati relativi al fabbricante, i dati utili a
identificare/classificare il dispositivo (nome commerciale) e i dati relativi alla conformita CE (allegato Ill).
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Fig. 4.34: presentazione del kit GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 nei suoi componenti
costituenti: BOX P e BOXR.

I BOX P include i reagenti necessari all’'amplificazione del DNA in formato premix: 20 provette da 0,2 ml
pre-aliquotate con la mix di amplificazione + 1 aliquota di oligomix sufficiente per 20 test + 1 DNA di
controllo.

Il BOX R contiene i componenti che compongono il saggio RLB: soluzione di ibridazione HYB2, soluzione di
lavaggio stringente COND2, soluzioni di lavaggio RIN e STOP, colorante NBT-BCIP sotto forma di tavolette da
sciogliere in acqua, 20 strip saggio specifiche, 1 aliquota di soluzione denaturante DEN, 1 aliquota di
streptavidina coniugata all’enzima fosfatasi alcalina CON, 3 vassoi, 1 manuale d’uso, 1 lucido interpretativo
ed 1 foglio per I'archivio delle strip.

Ciascun BOX e contraddistinto da un’etichetta informativa che riporta: I'Intended Use del dispositivo, il lotto
e la scadenza del kit, i reagenti inclusi nel box, i lotti, la scadenza e la quantita dei reagenti, la temperatura
di conservazione dei reagenti, il numero di test che il kit permette di effettuare, eventuali frasi o simboli di
rischio in base alla norma EN 980:2003, il simbolo CE, I'indicazione IVD ed i dati del fabbricante (ragione
sociale).
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5. CONCLUSIONI

L’attivita Tecnico-Scientifica del dottorato di ricerca e stata svolta come parte integrante del
progetto “BIO.ME.P” (Biotecnologie per la Medicina Personalizzata), finanziato dalla regione
Veneto. L'attivita di ricerca ha avuto come obiettivo quello di sviluppare due test diagnostici di
interesse commerciale, utili a predire il dosaggio di farmaci utilizzati in ambito clinico, per i quali si
rende necessaria la personalizzazione della terapia ed & raccomandato eseguire il test genetico.
Nel corso dei tre anni di dottorato sono stati sviluppati due dispositivi diagnostici in vitro, il kit
GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 (AB ANALITICA) e il kit GENEQUALITY IL28B-
ITPA TYPE cod. 04-47A-20 (AB ANALITICA), che sono stati notificati al ministero della Salute
ricevendo la marcatura CE IVD che ne consente la commercializzazione nella Comunita Europea.
Entrambi i sistemi sviluppati si basano sul saggio Reverse Line Blot (RLB) e presentano un
protocollo automatizzabile e di semplice esecuzione che permette di ottenere un risultato in
meno di 4 ore totali. L'output del test & inoltre immediatamente fruibile e facilmente
interpretabile grazie alla creazione di maschere di interpretazione e di un software interpretativo
nel caso del dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 (AB ANALITICA).
Ciascun dispositivo permette I'esecuzione di 20 test (1 test = 1 paziente) e si presenta sotto forma
di kit commerciale costituito da due box: il Box P ed il Box R. Il Box P contiene tutti i reagenti per
I'amplificazione in multiplex: la Master Mix di amplificazione pre-aliquotata in provette monodose
pronte all'uso, I'Oligomix e un DNA di riferimento che funge da controllo positivo del kit. Il Box R
contiene, invece, le strip e tutti i reagenti per la visualizzazione su strip degli amplificati mediante
metodica RLB.

5.1. GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20

Il Warfarin & uno degli anticoagulanti piu largamente utilizzati in clinica per la prevenzione e il
trattamento di eventi trombotici, il cui utilizzo si associa pero a dei rischi molto gravi per la salute
del paziente a causa sia dell’'indice terapeutico molto ristretto, sia dell’ampia variabilita
individuale nella risposta al farmaco.

Numerosi studi, volti a identificare i fattori predittivi di risposta alla terapia, hanno dimostrato che
circa il 40% della variabilita inter-individuale, osservata nella dose terapeutica del farmaco, ha
base genetica ed e imputabile a polimorfismi genici che influenzano I'efficacia anticoagulante del
farmaco modificandone sia la farmacocinetica che la farmacodinamica; tali polimorfismi sono gli
SNPs rs9923231 nel gene VKORC1, rs1799853 e rs1057910 nel gene CYP2C9 e rs2108622 nel gene
CYPAF2.

La conoscenza del profilo genetico del paziente permette di prevedere un rischio differenziale di
manifestare reazioni avverse e quindi di personalizzare il dosaggio di farmaco, orientandosi verso
dosaggi minori nel caso di individui che presentino le varianti alleliche *2 e *3 del gene CYP2C9 o
siano omozigoti A/A per il polimorfismo rs9923231 nel gene VKORCL.

L'utilita di associare alla prescrizione del farmaco un test genetico & stata sottolineata anche
dall’FDA che nel 2010 ha revisionato il foglietto illustrativo del farmaco introducendovi una tabella
con i dosaggi (mg/die) raccomandati di farmaco per raggiungere un INR terapeutico sulla base del
dato genetico.
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Si & quindi deciso di sviluppare un test farmacogenetico, basato sulla metodica Reverse Line Blot,
per la discriminazione delle varianti alleliche associate alla risposta al Warfarin. La prima fase del
lavoro ha riguardato la definizione del prototipo (progettazione di sonde e primers) e si & conclusa
con la messa a punto delle condizioni sperimentali del saggio relative ai protocolli di
amplificazione in multiplex e di rivelazione su strip. Tale fase ha richiesto un notevole impegno
tecnico per superare alcuni dei limiti progettuali sulla costruzione degli oligonucleotidi, imposti
dalle sequenze altamente omologhe dei citocromi e per la difficolta di riuscire ad individuare le
giuste condizioni sperimentali che consentono di discriminare in modo univoco, specifico e
sensibile, sequenze che tra loro differiscono di una singola base (sequenza wild-type Vs. sequenza
polimorfica). Successivamente e stata settata la sensibilita analitica del test e si e validato il
prototipo su 125 campioni precedentemente genotipizzati con un metodo di riferimento in Real-
Time. Le prove effettuate hanno permesso di definire una sensibilita analitica di 0,5 ng di DNA/pl,
e ottime performance si sono ottenute utilizzando una quantita iniziale di DNA da 10 a 100 ng/ul.
Tutti i 125 campioni analizzati in fase di validazione sono stati correttamente genotipizzati; per
ciascuno dei polimorfismi indagati: rs1799853 (c.430 C>T, Cysl144Arg, CYP2C9*2), rs1057910
(c.1075 A>C, lle359Leu, CYP2C9*3), rs2108622 (c.1297 C>T, Val433Met, CYP4F2*3) e rs9923231
(c.-1639 G>A, VKORC1) il dispositivo ha fornito un risultato concorde al 100% al dato ottenuto con
il metodo di riferimento ed & stato possibile calcolare un valore di sensibilita e specificita
diagnostica del 100%, esprimibile anche come accuratezza del 100%, ossia numero di
genotipizzazioni corrette sul totale delle genotipizzazioni effettuate (osservato/atteso).

Il dispositivo & caratterizzato da una shelf life di 12 mesi e risulta, inoltre, compatibile con tre tipi
di master mix di amplificazione disponibili in commercio e due tipologie di materiali usati per il
blotting delle probes (una membrana in nylon e membrana in nitrocellulosa).

Il saggio sviluppato in questo lavoro si € quindi dimostrato affidabile e in grado di discriminare in
molto altamente specifico e sensibile i polimorfismi indagati; questo risultato non & da
sottovalutare considerando che geni che codificano per i citocromi presentano una sequenza
altamente simile e che le regioni in cui mappano gli SNPs rs1799853 e rs1057910 nel gene CYP2C9
presentano un grado di identita con le corrispettive sequenze omologhe dei geni CYP2C19,
CYP2C8 e CYP2C18 maggiore al 90%.

Per facilitare linterpretazione dei risultati, il kit & stato implementato con un software
interpretativo conforme ai requisiti della norma IEC 62304 — “Medical Device Software — Software
Life Cycle Processes” e rispondente alle esigenze di rendere automatico e ripetibile il processo di
lettura e interpretazione del risultato della strip e di archiviare i risultati in un format stampabile.

Il dispositivo GENEQUALITY AB WARFARIN TYPE cod. 04-74A-20 (AB ANALITICA) e stato notificato
al Ministero della Salute e ha ricevuto la marcatura come dispositivo diagnostico in vitro CE IVD;
puo pertanto essere commercializzato nella Comunita Europea.

La metodica RLB & una tecnica che ben si adatta ad essere utilizzata in ambito diagnostico sia per
la semplicita d’esecuzione sia per la possibilita di analizzare contemporaneamente piu target
molecolari garantendo un’elevata specificita e dei costi piu contenuti rispetto ad altri sistemi di
discriminazione allelica come microarrays o next-generation sequencing.

Il test sviluppato in questo lavoro di dottorato rappresenta uno dei sistemi piu completi per la
personalizzazione della terapia in pazienti con disordini tromboembolici e in cura con Warfarin.
Nessuno dei sistemi presenti nel mercato, infatti, analizza il polimorfismo rs2108622 C>T nel gene
CYPA4F2 che, pero, soprattutto per la popolazione caucasica € associato in modo statisticamente
significativo ad un incremento del dosaggio di anticoagulante, necessario per raggiungere un INR
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terapeutico; lo SNP rs2108622 spiega in media circa il 10% delle differenze di dosaggio osservate
tra i portatori della variante CYP4F2 c.1297 T e i soggetti CYP4F2 c.1297 C/C e si conferma il terzo
locus genico in ordine di importanza come predittore di risposta terapeutica al Warfarin e ai suoi
derivati [26].

5.2. GENEQUALITY 1L28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20

L'infezione da virus dell’epatite C (HCV) ha un impatto globale significativo. In accordo alle stime
del WHO (World Health Organization) sono 130-170 milioni i portatori del virus HCV nel mondo,
pari a circa il 2-2,5% della popolazione mondiale totale, di cui 5 milioni in Europa. Le
manifestazioni cliniche dell’infezione da HCV costituiscono un quadro eterogeneo che varia
considerando le forme acute rispetto a quelle croniche.

L’epatite acuta e spesso asintomatica e nel 20% dei casi si risolve spontaneamente. Nell’80% dei
pazienti, invece, I'infezione progredisce verso una forma cronica, le cui manifestazioni spaziano da
condizioni asintomatiche, non progressive e pressoche stabili a forme progressive caratterizzate
da fibrosi epatica che nel lungo periodo pud evolvere in cirrosi ed epatocarcinoma. L'epatite C
cronica, ancora oggi, rappresenta la prima causa di cirrosi e la quinta causa di morte tra le
patologie croniche [67][68].

L'obiettivo della terapia € I‘eradicazione dell‘infezione con lo scopo di eliminare il virus, evitare la
progressione dell‘epatite cronica in cirrosi e migliorare la qualita della vita. Nel corso degli anni la
terapia dell’epatite C cronica ha subito una notevole evoluzione: la prima molecola utilizzata &
stata I'Interferone alfa in monoterapia, ben presto sostituito da combinazioni piu efficaci di
Interferone alfa e Ribavirina e piu recentemente dai nuovi tipi di Interferone alfa pegilati in
combinazione con Ribavirina. La combinazione PEG-IFN (PEG-alfa 2a o PEG-alfa 2b) e Ribavirina,
indicata dalle linee guide come standard di terapia per I'epatite C cronica o SOC (Standard Of
Care), e efficace, tuttavia, nell’'80% dei casi di infezione da HCV di genotipo 2-3 e in meno del 50%
dei casi di infezione da HCV di genotipo 1; per tale ragione negli ultimi decenni sono stati
sviluppati agenti antivirali di nuova generazione da utilizzare in pazienti intolleranti alla terapia
standard oppure da usarsi in combinazione con PEG-IFN e Ribavirina per aumentare I'efficacia
della SOC, ridurne la durata e la tossicita e facilitare la compliance del paziente.

L'utilizzo dei nuovi farmaci € comunque limitato a determinate categorie di pazienti, come i casi di
infezione da genotipo 1 g, sia in caso di terapia standard che di triplice terapia, la tossicita e i costi
sono elevati e hanno determinato un notevole interesse nell’identificazione di fattori prognostici
in grado di predire I'esito e la probabilita di successo della terapia stessa. | fattori predittivi finora
individuati risultano collegati sia al virus (genotipo virale, cinetica di declino dell’RNA virale, carica
virale) che all’ospite (eta, sesso, background genetico); diversi studi multicentrici, in particolare,
hanno dimostrato un’associazione significativa tra due polimorfismi a monte del gene 1L28B
(rs12979860 C>T e rs8099917 T>G) in linkage disequilibrium e la clearance spontanea del virus, la
cinetica virale e il tasso di SVR. Studi condotti da Thomas e colleghi, inoltre, hanno permesso di
individuare una correlazione significativa tra il rischio di sviluppare anemia emolitica indotta da
Ribavirina e due polimorfismi nel gene ITPA che codifica per l'inosina trifosfatasi, un enzima
coinvolto nell’idrolisi di nucleotidi tri- e difosfato. Gli SNPs rs1127354 e rs7270101 si trovano
rispettivamente a livello esonico ed intronico del gene ITPA ed alterano lo splicing determinando
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la produzione di proteine strutturalmente e funzionalmente alterate e quindi influenzando
I"attivita ITPasica della cellula.

Lo scopo di questo lavoro di dottorato e stato quindi quello di sviluppare un dispositivo medico
diagnostico per genotipizzare i polimorfismi piu significativi per predire la risposta al trattamento
e il rischio di reazioni avverse in pazienti con epatite C cronica. Considerando, infatti, i costi di
gestione clinica dei pazienti, che vanno dai 2.500 — 5.000 euro/anno in caso di terapia antivirale
standard, fino a 100.000 euro/anno nei casi di trapianto di fegato, risulta di fondamentale
importanza poter disporre di un test genetico il cui risultato possa: 1) indirizzare il clinico nella
scelta del regime terapeutico pill adatto; 2) permettere di valutare con pili accuratezza il rapporto
rischio/beneficio del trattamento rispetto al non trattamento; 3) aiutare ad individuare i pazienti
per i quali & utile una terapia di supporto a base di acido folico e/o vit. By, e/o eritropoietina
oppure che necessitano di un monitoraggio piu frequente dei parametri biochimici ed
ematologici, prima del manifestarsi di gravi eventi avversi che potrebbero anche determinare
I'interruzione della terapia antivirale.

E stato messo a punto un saggio Reverse Line Blot che sfrutta I'ibridazione specifica tra
oligonucleotidi sintetici o probes adesi ad un supporto di nylon o nitrocellulosa e una regione
genomica precedentemente amplificata mediante PCR (Polymerase Chain Reaction).

Le prestazioni del metodo in termini di sensibilita analitica, specificita analitica, sensibilita e
specificita diagnostica sono state valutate analizzando 160 campioni precedentemente
genotipizzati con un metodo di riferimento CE IVD Real-Time a sonde Tagman.

Il test & stato in grado di fornire un risultato corretto usando quantita iniziali di DNA molto
eterogenee (da 1 ng/reazione a 400 ng/reazioni), permettendo cosi di definire una sensibilita
analitica di 0,5 ng DNA/ul. Inoltre, il test & risultato compatibile con diversi sistemi di estrazione
manuali ed automatici [home made, DNA Blood Mini Kit (Qiagen) ed EZ1 (Qiagen)].

| dati raccolti in fase di validazione hanno permesso poi di definire una specificita-sensibilita
diagnostica del 100%: per ciascuno dei campioni analizzati, infatti, i polimorfismi rs12979860 e
rs8099917 nel gene IL28B e rs7270101 e rs1127354 nel gene ITPA sono stati correttamente
identificati e genotipizzati dal dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE, in accordo al dato
ottenuto con il metodo di riferimento.

In riferimento alla norma europea EN 13640:2002 & stata valutata la stabilita dei reagenti che
compongono il kit e dalle prove effettuate finora & stato possibile definire una shelf life di 8 mesi,
da implementare con i dati derivanti dal completamento delle prove di stabilita a 14 mesi, come
indicato nel relativo piano di stabilita.

Le prestazioni del dispositivo sono state analizzate anche variando i reagenti di amplificazione
oppure il supporto su cui sono adese le sonde sequenza-specifica, mantenendo inalterati tutti gli
altri parametri sperimentali; in ogni condizione, i risultati ottenuti con il dispositivo GENEQUALITY
IL28B-ITPA TYPE sono stati del tutto equiparabili a quelli ottenuti con i reagenti usati in fase di
validazione.

Viste e considerate le ottime performance dimostrate dal kit GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod.
04-47A-20 (AB ANALITICA), il dispositivo & stato marcato CE IVD ai sensi della direttiva 98/79/CE
come dispositivo diagnostico in vitro per l'identificazione e la genotipizzazione simultanea di
polimorfismi nei geni IL28B e ITPA mediante ibridazione inversa allele specifica e pud pertanto
essere commercializzato.

In conclusione quindi e stato sviluppato un kit diagnostico per personalizzare il trattamento dei
pazienti con epatite C cronica, basato sulla metodica RLB. Il protocollo & automatizzabile e
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prevede quattro fasi: I'estrazione del DNA, I'amplificazione in multiplex, I'ibridazione su strip e
I'interpretazione dei risultati. L’'RLB si & dimostrata una tecnica di semplice esecuzione e versatile:
permette, infatti, la caratterizzazione molecolare di piu polimorfismi (fino ad un massimo di 30) e
su pill campioni contemporaneamente (massimo 20 con sistema automatico) risultando meno
costosa di molti sistemi di genotipizzazione presenti in commercio, ma non meno sensibile o
specifica. Attualmente il dispositivo GENEQUALITY IL28B-ITPA TYPE cod. 04-47A-20 e I'unico kit sul
mercato ad analizzare insieme tutti i polimorfismi piu significativi per predire la risposta alla
terapia antivirale dell’epatite C e il rischio di reazioni avverse, pertanto rappresenta I'approccio
piu completo per la personalizzazione della terapia in pazienti con epatite C cronica.

Per 52 dei 160 campioni & stato possibile ottenere i dati clinici relativi ai parametri biochimici ed
ematologici e all’outcome terapeutico. Il 63% dei soggetti presentava un’infezione a carico dei
genotipi virali 1-4 piu difficili da trattare (Vs. 37% con epatite da HCV GT 2 o 3). La terapia si &
dimostrata efficace (raggiungimento della SVR corrispondente alla negativizzazione dell’lRNA
virale nel siero a 24 settimane dalla fine del trattamento) nel 27% dei pazienti con infezione da
HCV GT 1-4 e nel 74% dei soggetti con infezione da HCV GT 2-3, confermando quanto riportato in
letteratura in merito alla maggior efficacia della terapia standard verso le infezioni a carico dei
genotipi virali 2 e 3 rispettoa 1 e 4.

Prendendo in considerazione lo SNP rs12979860 nel gene IL28B, il genotipo rs12979860-CC &
stato riscontrato nel 27% dei soggetti, mentre il 56% e il 17% dei pazienti era rispettivamente C/T
e T/T. Per quanto riguarda lo SNP rs8099917, il 40% dei pazienti presentava il genotipo T/T, il 48%
era T/G e il 12% era G/G. Nel campione analizzato, quindi, la maggior parte dei pazienti,
indipendentemente dal genotipo virale era portatore in eterozigosi di almeno uno dei due
polimorfismi. La valutazione dei polimorfismi in relazione alla risposta alla terapia non ha
mostrato alcuna correlazione significativa. Su 14 soggetti rs12979860-CC, il 57 % ha raggiunto
I’'SVR, mentre il 43% non e riuscito a eradicare il virus. Tale situazione di sostanziale equilibrio si &
riscontrata anche nel gruppo di soggetti rs8099917-TT; nel 52% dei casi, infatti, la terapia ha
determinato il raggiungimento della risposta virologica sostenuta, mentre nel 48% dei casi si &
registrato un fallimento terapeutico. La numerosita della popolazione analizzata e quindi
probabilmente troppo esigua per poter trarre delle conclusioni statisticamente significative in
merito all’associazione tra i genotipi del gene IL28B e I'outcome terapeutico.

Successivamente e’ stata valutata I'entita della riduzione di emoglobina in relazione all’aplotipo
ITPA. La maggior parte dei pazienti (70%) mostrava un aplotipo sfavorevole (rs7270101-AA,
rs1127354-CC) associato al 100% di attivita ITPasica e ad un rischio elevato di sviluppare
un’anemia emolitica cronica indotta da Ribavirina, mentre un’uguale proporzione di soggetti era
portatrice degli aplotipi associati ad un deficit, da severo a lieve, di attivita enzimatica ITPasica,
che si correla con la protezione dal manifestare un calo clinicamente significativo dei livelli di
emoglobina in seguito a trattamento combinato Peg-IFN/RBV. Queste correlazioni, riportate in
letteratura, in effetti sono state osservate anche nel campione analizzato; il calo maggiore nei
livelli di Hb si & evidenziato nelle prime 4 settimane di trattamento ed e stato piu accentuato nel
gruppo di rischio 100% ITPA rispetto ai gruppi 60% ITPA e soprattutto < 30% ITPA. Nei pazienti con
un’attivita enzimatica inferiore al 30% rispetto al basale, la riduzione media di Hb & stata inferiore
al 5% nelle prime 4 settimane di trattamento e non ha superato il 15% nell’arco delle 24
settimane, mentre nei soggetti con il 100% di attivita enzimatica, il declino di Hb ha raggiunto
quasi il 20% fin dal primo mese di trattamento.
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L’analisi statistica, condotta effettuando un confronto multiplo a gruppi tra le tre classi di rischio
(100% ITPA, 60% ITPA e <30% ITPA), in relazione ai livelli di emoglobina dopo 4, 12 e 24 settimane
di trattamento, ha confermato come significativa I'associazione osservata tra il deficit severo di
attivita ITPasica (<30% ITPA), predetto su base genetica, e la protezione dalla riduzione di Hb
indotta da Ribavirina, a 4 e 24 settimane dall’inizio della terapia (Dunnett’s Multiple Comparison
Test, 1 mese: p < 0.001 con a= 0.05, 6 mesi: p < 0.05 con a = 0.05); pertanto, si puo concludere
che in effetti I'attivita enzimatica ITPasica puo predire |'entita della riduzione di Hb in seguito a

duplice terapia.
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APPENDICE A

Tab. A: genotipo per ciascun polimorfismo indagato dei campioni analizzati in questo studio.

[DNA] CYP2C9 CYP2C9 CYP4F2 VKORC1 Variante Variante
ID campione ng/ul (rs1799853 C>T) (rs1057910 A>C) (rs2108622 C>T) (rs9923231 G>A) Allelica Allelica
CYP2C9 CYP4F2
IVD R. IVD AB IVD R. IVD AB IVD R. IVD AB IVD R. IVD AB
1 LBM 68 c/C c/C A/A A/A c/C c/c G/G G/G *1*1 *1*1
2_LBM 85 c/C c/C A/A A/A c/C c/c G/A G/A *1*1 *1*1
3_LBM 74 c/C c/c A/C A/C Cc/T c/T A/A A/A *1*3 *1*3
4 |LBM 42 c/c c/c A/C A/C Cc/T Cc/T G/A G/A *1*3 *1*3
5_LBM 80 c/T c/T A/C A/C Cc/T Cc/T A/A A/A *2%*3 *1*3
6_LBM 28 T/T T/T A/A A/A T/T T/T G/G G/G *2%2 *3%3
7_LBM 120 c/C c/C c/C c/C C/T Cc/T A/A A/A *3%*3 *1*3
8 _LBM 35 c/C c/C A/C A/C C/T Cc/T G/A G/A *1*3 *1*3
9_LBM 61 c/T c/T A/A A/A Cc/T Cc/T G/A G/A *1%2 *1*3
10_LBM 177 c/c c/c A/A A/A c/C c/c G/G G/G *1*1 *1*1
11 LBM 178 c/c c/c A/C A/C C/T C/T G/A G/A *1*3 *1*3
12_LBM 52 c/C c/C A/A A/A T/T T/T G/G G/G *1*1 *3%3
13_LBM 50 c/C c/C A/A A/A c/C c/C A/A A/A *1*1 *1*1
14 _LBM 40 c/C c/C A/A A/A C/T Cc/T G/G G/G *1*1 *1*3
15 _LBM 40 c/C c/c A/A A/A Cc/T Cc/T A/A A/A *1*1 *1*3
16_LBM 38 c/T c/T A/A A/A c/C c/c G/A G/A *1%*2 *1*1




17_LBM 32 /T c/T A/A A/A T/T T/T G/G G/G *1%2* *3%3
18_LBM 25 /T c/T A/C A/C c/c c/c G/G G/G *2*3 *1*1
19_LBM 35 c/c c/c A/A A/A c/c c/c G/G G/G *1*1 *1*1
20_LBM 37 c/c c/c c/C c/c T/T T/T G/G G/G *3%*3 *3%3
21_LBM 35 c/c c/c A/C A/C c/c c/c G/A G/A *1%*3 *1*1
22_LBM 45 c/c c/C A/C A/C c/T c/T G/A G/A *1*3 *1*3
23_LBM 41 /T c/T A/A A/A c/c c/C G/A G/A *1%*2 *1*1
24_LBM 40 c/T c/T A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*2 *1*3
25_LBM 43 c/T c/T A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*2 *1*3
26_LBM 39 c/T c/T A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1%*2 *1*3
27_LBM 26 c/c c/C c/c c/C c/C c/C A/A A/A *3*3 *1*1
28_LBM 7,9 c/c c/C A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1*1 *1*3
29_LBM 48,5 c/c c/C A/A A/A c/C c/C G/G G/G *1*1 *1*1
30_LBM 13,5 c/c c/c A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
31_LBM 14,5 c/C c/c A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
32_LBM 75 T/T T/T A/A A/A T/T T/T G/G G/G *2%2 *3%3
33_LBM 25 /T c/T A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*2 *1*3
34_LBM 33 c/c c/C A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
35_LBM 17,5 c/c c/C A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1*1 *1*1
36_LBM 35 c/T c/T A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1%*2 *1*3
37_LBM 30 c/T c/T A/C A/C c/c c/c G/G G/G *2%*3 *1*1
38_LBM 20 c/T c/T A/A A/A c/c c/c G/A G/A *1%*2 *1*1
39_LBM 9 c/C c/C A/A A/A T/T T/T G/G G/G *1*1 *3*3
40_LBM 22,5 c/C c/C A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*1 *1*3
41_LBM 7,5 c/C c/C A/C A/C c/C c/C A/A A/A *1*3 *1*1




42_LBM 40,5 c/c c/c A/A A/A c/C c/c A/A A/A *1*1 *1*1
43_LBM 34,5 c/c c/c A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
44_1BM 28 c/c c/c A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1*1 *1*3
45_LBM 18 c/T c/T A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1%*2 *1*3
46_LBM 27,5 c/c c/c A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1*1 *1*1
47_LBM 12,1 c/c c/C A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1*1 *1*1
48_LBM 21 c/c c/C A/A A/A T/T T/T A/A A/A *1*1 *3%3
49_LBM 22 c/T c/T A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*2 *1*3
50_LBM 53 c/c c/c A/A A/A c/c c/c G/A G/A *1*1 *1*1
51_LBM 36,4 c/C c/c A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
52_LBM 36,2 c/c c/C A/C A/C c/C c/C G/A G/A *1*3 *1*1
53_LBM 24 /T c/T A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1%*2 *1*3
54_LBM 90 c/c c/C c/c c/C T/T T/T G/A G/A *3%3 *3*3
55_LBM 85 /T c/T A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1%2 *1*3
56_LBM 70 c/C c/c c/c c/c c/c c/c G/A G/A *3%*3 *1*1
57_LBM 76,5 c/c c/c A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1*1 *1*3
58_LBM 66,5 c/c c/C A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
59_LBM 56,5 c/c c/C A/A A/A c/C c/C G/G G/G *1*1 *1*1
60_LBM 67 c/c c/C A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1*1 *1*1
61_LBM 31,2 c/c c/c A/A A/A T/T T/T G/A G/A *1*1 *3%3
62_LBM 52,5 c/T c/T A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1%2 *1*3
63_LBM 25 c/T c/T A/A A/A c/c c/c G/A G/A *1%*2 *1*1
64_LBM 24,3 c/C c/C A/A A/A c/C c/C A/A A/A *1*1 *1*1
65_LBM 43,5 c/C c/C A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
66_LBM 22,5 c/C c/C c/C c/C c/T c/T G/G G/G *3%*3 *1*3




67_LBM 27 c/C c/C A/A A/A c/C c/C G/G G/G *1*1 *1*1
68_LBM 23,5 c/C c/C A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
69_LBM 29 c/C c/C A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1*1 *1*1
70_LBM 28 c/T c/T A/A A/A T/T T/T G/G G/G *1%*2 *3%3
71_LBM 30 c/C c/C A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
72_LBM 25,5 c/C c/C A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1*1 *1*1
73_LBM 7,7 c/C c/C A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1*1 *1*3
74_LBM 21,5 c/C c/C A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
75_LBM 27 c/C c/C A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*1 *1*3
76_LBM 32 c/C c/C A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*1 *1*3
77_LBM 20,5 c/T c/T A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1*2 *1*1
78_LBM 28 c/c c/c A/C A/C c/C c/c A/A A/A *1%3 *1*1
79_LBM 46 c/T c/T A/C A/C c/C c/c G/G G/G *2%3 *1%1
80_LBM 30 c/c c/c A/A AJA c/c c/C G/G G/G *1*1 *1%*1
81_LBM 25 c/C c/C c/C c/c c/C c/C G/G G/G *3%3 *1*1
82_LBM 20 T/T T/T A/A A/A c/C c/C G/A G/A *2%2 *1*1
83_LBM 30 c/C c/C c/C c/C T/T T/T G/G G/G *3%3 *3%3
84_LBM 24,5 c/T c/T A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1*2 *1*1
85_LBM 26,5 c/C c/C A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1*1 *1*1
86_LBM 12 c/T c/T A/A A/A c/C c/C G/G G/G *1*2 *1*1
87_LBM 17 c/T c/T A/A A/A c/C c/C G/G G/G *1*2 *1*1
88_LBM 30,5 c/C c/C A/A A/A c/C c/C A/A A/A *1*1 *1*1
89_LBM 24 c/c c/C A/C A/C c/T c/T G/A G/A *1*3 *1*3
90_LBM 7 c/T c/T A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1*2 *1*3
91_LBM 25 c/T c/T A/A A/A c/T c/T G/A G/A *1%*2 *1*3




92_LBM 15 /T c/T A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1%2 *1*3
93_LBM 22 c/C c/c A/C A/C c/T c/T G/G G/G *1*3 *1*3
94_LBM 24,5 c/C c/C A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*1 *1*3
95_LBM 32 c/T c/T A/C A/C c/C c/c G/A G/A *2*3 *1*1
96_LBM 25 c/C c/C A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1*1 *1*1
97_LBM 20 T/T T/T A/A A/A c/T c/T G/A G/A *2%2 *1*3
98_LBM 19 /T c/T A/A A/A c/c c/C G/G G/G *1%*2 *1*1
99_LBM 28 c/T c/T A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*2 *1*3
100_LBM 24 c/c c/C A/A A/A c/C c/c A/A A/A *1*1 *1*1
101_LBM 25 c/C c/C A/A A/A c/C c/c G/A G/A *1*1 *1*1
102_LBM 20 c/T c/T A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1%*2 *1*1
103_LBM 32,5 c/C c/C c/c c/C T/T T/T G/A G/A *3*3 *3%3
104_LBM 37 c/c c/C c/c c/c c/c c/C G/A G/A *3%3 *1*1
105_LBM 34 c/C c/C A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1*1 *1*1
106_LBM 20,5 c/C c/c A/C A/C c/T c/T A/A A/A *1*3 *1*3
107_LBM 23 c/C c/C A/C A/C c/T c/T G/A G/A *1*3 *1*3
108_LBM 10 c/c c/c A/C A/C T/T T/T G/G G/G *1*3 *3*3
109_LBM 19 c/T c/T A/A A/A c/C c/C G/G G/G *1*2 *1*1
110_LBM 11 c/c c/C A/A A/A c/C c/C A/A A/A *1*1 *1*1
111_LBM 54,5 c/T c/T A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1%2 *1*1
112_LBM 25 c/c c/c A/C A/C c/T c/T A/A A/A *1*3 *1*3
113_LBM 48 c/c c/c A/A A/A c/c c/c G/A G/A *1*1 *1*1
114_LBM 45 c/T c/T A/A A/A c/T c/T G/G G/G *1*2 *1*3
115_LBM 22 c/C c/C A/A A/A T/T T/T G/G G/G *1*1 *3*3
116_LBM 14 c/T c/T A/A A/A c/C c/C G/A G/A *1*2 *1*1




117_LBM 30,5 c/T c/T A/A A/A c/C c/c G/A G/A *1%2 *1*1
118_LBM 20 c/C c/c A/A A/A T/T T/T A/A A/A *1*1 *3%3
119_LBM 45 c/C c/C A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1*1 *1*1
120_LBM 34 c/C c/C A/A A/A c/T c/T A/A A/A *1*1 *1*3
121_LBM 42 c/C c/c A/A A/A T/T T/T A/A A/A *1*1 *3%3
122_LBM 30 c/C c/C c/c c/C c/C c/C A/A A/A *3*3 *1*1
123_LBM 60 c/C c/C c/c c/C c/c c/C A/A A/A *3*3 *1*1
124_LBM 55 c/T c/T A/C A/C c/C c/c G/A G/A *2*3 *1*1
125_AB 100 c/c c/C A/A A/A c/c c/c A/A A/A *1*1 *1*1




APPENDICE B

Tab. B: genotipo per ciascun polimorfismo indagato dei campioni analizzati in questo studio. *VR: Virologic Response, risposta virologica alla fine del trattamento;

*SVR: Sustained Virological Response; *NR: Non-Response; *RR: Relapse; *nd: dato non disponibile.

IL28B IL28B ITPA ITPA Hb Hb Hb
ID campione rs12979860 rs8099917 rs7270101 rs1127354 bt | sesso | ST | vR* | basale T3 T6
cT T>G A>C C>A Hcv
g/dl g/dl g/dl
IVDR. IVDAB | IVDR. IVDAB | IVDR. IVDAB | IVDR. IVDAB
1 _DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/A nd c/C 60 M 2 SVR* 14,2 10,1 98
2_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 65 M 1 NR* 16,0 12,9 //
3_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/C nd c/C 61 F 3 SVR 11,6 11,9 //
4 _DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 52 F 1 NR 15,3 10,7 108
5 DIMED c/T C/T T/T T/T nd A/A nd c/C 58 M 1 NR 14,3 13,3 126
6_DIMED T/T T/T G/G G/G nd A/A nd c/C 56 F 1 NR 14,0 12,0 //
7_DIMED c/T C/T T/T T/T nd c/C nd c/C 65 F 1 NR 14,2 12,3 //
8 DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 54 M 1 NR 17,3 14,4 //
9 DIMED T/T T/T G/G G/G nd A/A nd c/C 65 M 1 NR 15,6 12,2 //
10_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 62 F 2 SVR 13,7 12,1 //
11 _DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/A nd C/A 52 M 1 RR* 15,2 11,5 124
12_DIMED C/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 55 M 4 SVR 14,1 11,9 116
13_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/A nd C/A 58 M 3 SVR 16,1 14,5 137
14 _DIMED c/T c/T T/T T/T nd A/A nd A/A 59 M 1 SVR 15,1 13,3 129
15_DIMED T/T T/T G/G G/G nd A/A nd c/C 52 M 2 RR 15,3 // //




16_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/c 58 M 1 RR 16,6 14,5 145
17_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/C nd c/C 60 F 1 NR 13,9 10,9 //
18_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/c 55 M 1 NR 16,5 12,2 //
19_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/c 60 M 1 NR 15,7 12,3 //
20_DIMED c/T c/T T/T T/T nd A/A nd c/c 53 M 2 RR 15,8 12,2 127
21_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/C nd c/c 64 M 1 RR 15,9 13,7 137
22_DIMED T/T T/T T/G T/G nd A/A nd c/C 60 F 1 NR 15,2 12,1 //
23_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/C nd C/A 65 M 1 SVR 15,9 14,0 145
24_DIMED T/T T/T T/T T/T nd A/C nd c/C 58 F 2 SVR 12,9 12,1 125
25_DIMED c/c c/C T/T T/T nd A/A nd c/C 52 F 2 SVR 14,5 10,5 //
26_DIMED T/T T/T G/G G/G nd A/A nd c/C 37 M 2 SVR 16,1 13,6 128
27_DIMED T/T T/T G/G G/G nd A/C nd C/A 33 F 1 SVR 13,8 12,6 129
28_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/C nd c/C 48 F 1 RR 15,9 12,0 122
29_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/A nd c/c 43 F 2 SVR 12,6 11,8 115
30_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/A nd c/C 41 M 3 RR 16,4 12,0 121
31_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/C nd c/C 49 M 1 SVR 16,6 13,0 116
32_DIMED c/c c/C T/T T/T nd A/A nd c/C 37 M 1 SVR 14,5 11,7 113
33_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/c 30 M 2 RR 15,7 12,6 //
34_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/c 49 M 4 SVR 15,2 11,9 122
35_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 46 M 1 RR 17,7 11,2 120
36_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 42 M 3 SVR 16,4 14,6 //
37_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/C nd c/C 55 F 1 RR 14,5 12,0 124
38_DIMED c/T c/T T/T T/T nd A/A nd c/c 32 F 3 SVR 14,2 10,9 //
39_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd C/A 58 M 1 RR 14,6 14,3 144
40_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/c 59 F 2 SVR 13,2 11,6 110




41 DIMED T/T T/T T/G T/G nd A/A nd c/C 52 F 2 SVR 12,9 10,9 106
42_DIMED c/T c/T T/T T/T nd A/A nd c/C 58 F 1 RR 13,7 10,4 94
43_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 60 M 1 NR 13,8 10,8 //
44 DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/A nd c/C 47 F 2 SVR 12,6 10,5 98
45_DIMED Cc/T Cc/T T/G T/G nd A/A nd c/C 55 F 1 NR 13,9 10,9 108
46_DIMED c/C c/C T/T T/T nd A/A nd c/C 60 F 2 RR 14,0 10,9 116
47 _DIMED Cc/T Cc/T T/G T/G nd A/A nd c/C 53 F 1 SVR 13,6 10,2 109
48 DIMED c/C c/c T/T T/T nd A/A nd c/C 45 F 2 SVR 13,6 10,3 108
49_DIMED c/C c/c T/T T/T nd A/A nd c/C 60 M 1 NR 14,6 10,8 136
50_DIMED c/T c/T T/G T/G nd A/C nd c/C 65 F 1 NR 14,2 10,8 //
51_DIMED Cc/T Cc/T T/G T/G nd A/A nd C/A 58 M 1 SVR 15,1 12,7 129
52_DIMED T/T T/T G/G G/G nd A/A nd c/C 42 M 1 NR 16,0 13,8 //
53_LEM C/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 43 M 1b nd* nd nd nd
54 _LEM C/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 65 M 1b nd nd nd nd
55_LEM T/T T/T nd T/G c/C c/C c/C c/C 58 M 1b nd nd nd nd
56_LEM T/T T/T nd G/G A/A A/A c/C c/C 54 F 1b nd nd nd nd
57_LEM T/T T/T nd G/G A/A A/A c/C c/C 58 F 1b nd nd nd nd
58 LEM C/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 61 M 1b nd nd nd nd
59 LEM C/T Cc/T nd T/T A/C A/C c/C c/C 62 F la nd nd nd nd
60_LEM c/T c/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 54 M 1b nd nd nd nd
61 _LEM C/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 62 F 1b nd nd nd nd
62_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C 70 M 1b nd nd nd nd
63_LEM T/T T/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 72 M 1b nd nd nd nd
64 _LEM Cc/T Cc/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 49 M 1b nd nd nd nd
65_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 64 F 1b nd nd nd nd




66_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 43 M 1b nd nd nd nd
67_LEM c/C c/C nd T/T A/C A/C c/C c/C 50 M la nd nd nd nd
68_LEM C/T C/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 55 M 1b nd nd nd nd
69_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A C/A C/A 70 M la nd nd nd nd
70_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 67 M 1b nd nd nd nd
71_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/A A/A C/A C/A 51 M la nd nd nd nd
72_LEM Cc/T Cc/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 49 M 1b nd nd nd nd
73_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C 56 F 1b nd nd nd nd
74_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 40 F 1b nd nd nd nd
75_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 40 F 1b nd nd nd nd
76_LEM C/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 50 M 1b nd nd nd nd
77_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 49 F la nd nd nd nd
78_LEM C/T Cc/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 60 M 1b nd nd nd nd
79_LEM C/T C/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 71 M 1b nd nd nd nd
80 _LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
81 _LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
82_LEM c/C c/c nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
83_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
84 _LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
85 LEM c/T c/T nd T/G A/A A/A C/A C/A nd nd nd nd nd nd nd
86_LEM c/T c/T nd T/G A/A A/A C/A C/A nd nd nd nd nd nd nd
87 _LEM c/T c/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
88 LEM c/T c/T nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
89_LEM C/T c/T nd T/G A/A A/A C/A C/A nd nd nd nd nd nd nd
90_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd




91 _LEM T/T T/T nd T/T A/A A/A C/A C/A nd nd nd nd nd nd nd
92 _LEM T/T T/T nd T/T A/C A/C c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
93 LEM T/T T/T nd G/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
94 _LEM T/T T/T nd G/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
95_LEM c/c c/c nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
96_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
97_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
98 _LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
99 LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
100_LEM c/C c/C nd T/T A/C A/C c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
101_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
102_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
103_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
104_LEM c/C c/C nd T/T A/C A/C c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
105_LEM c/T C/T nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
106_LEM c/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
107_LEM c/T Cc/T nd T/T A/C A/C c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
108_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
109 _LEM Cc/T Cc/T nd T/T A/C A/C c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
110 _LEM c/T c/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
111 _LEM c/T c/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
112 _LEM c/T c/T nd T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
113_LEM c/T c/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
114_LEM T/T T/T nd T/G A/C A/C c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
115_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd




116_LEM T/T T/T nd G/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
117_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
118_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A C/A C/A nd nd nd nd nd nd nd
119_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
120_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A C/A C/A nd nd nd nd nd nd nd
121 LEM T/T T/T nd T/G A/C A/C c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
122 _LEM T/T T/T nd G/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
123 _LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd
124 LEM T/T T/T nd G/G A/A A/A c/C c/C 68 F 1b nd nd nd nd
125_LEM c/T C/T nd T/G A/A A/A C/A C/A 70 M 1b nd nd nd nd
126_LEM Cc/T Cc/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 51 M 1b nd nd nd nd
127_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 53 M la nd nd nd nd
128 _LEM c/T Cc/T nd T/T A/C A/C c/C c/C 51 F la nd nd nd nd
129 LEM c/T C/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 74 M 1b nd nd nd nd
130_LEM c/T C/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 46 M la nd nd nd nd
131_LEM c/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 50 M 1b nd nd nd nd
132_LEM C/T Cc/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 64 M la nd nd nd nd
133_LEM C/T Cc/T nd T/T A/C A/C c/C c/C 67 M 1b nd nd nd nd
134 _LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C 68 F 1b nd nd nd nd
135_LEM c/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 57 M 1b nd nd nd nd
136_LEM c/T c/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 43 M la nd nd nd nd
137_LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 50 F 1b nd nd nd nd
138_LEM C/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 49 M 4 nd nd nd nd
139_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 50 M la nd nd nd nd
140_LEM C/T C/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 63 M 3a nd nd nd nd




141 _LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 48 M la nd nd nd nd
142_LEM c/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 58 M 2 nd nd nd nd
143_LEM c/T C/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 53 M la nd nd nd nd
144 _LEM c/T C/T nd T/G A/A A/A C/A C/A 60 M 1b nd nd nd nd
145_LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 60 F 2 nd nd nd nd
146_LEM T/T T/T nd T/G c/C c/C c/C c/C 48 M la nd nd nd nd
147 _LEM Cc/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 45 M 1b nd nd nd nd
148 LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A C/A C/A 48 F 1b nd nd nd nd
149 LEM c/C c/C nd T/G A/A A/A c/C c/C 51 M la nd nd nd nd
150_LEM c/T C/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 44 M 1b nd nd nd nd
151 LEM Cc/T Cc/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 64 F 1b nd nd nd nd
152 _LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A C/A C/A 60 M 1b nd nd nd nd
153_LEM c/C c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C 54 M la nd nd nd nd
154 _LEM T/T T/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 56 M 1b nd nd nd nd
155_LEM c/T C/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 52 F 3 nd nd nd nd
156_LEM c/c c/C nd T/T A/A A/A c/C c/C 57 F 1b nd nd nd nd
157_LEM C/T Cc/T nd T/G A/C A/C c/C c/C 46 M 1b nd nd nd nd
158 _LEM C/T Cc/T nd T/G A/A A/A c/C c/C 58 M 1b nd nd nd nd
159 _LEM C/T Cc/T nd T/T A/A A/A c/C c/C 55 M la nd nd nd nd
160_AB c/T c/T T/T T/T A/A A/A c/C c/C nd nd nd nd nd nd nd




