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Abstract

1l trapianto renale rappresenta la terapia d’elezione per la malattia renale allo stadio terminale, una con-
dizione clinica caratterizzata da gravi alterazioni biologiche/biochimiche che richiedono una terapia so-
stitutiva della funzione renale per garantire la sopravvivenza dei pazienti. Il trapianto & seguito, nella
maggior parte dei casi, da un significativo miglioramento della qualita di vita dei pazienti, da una ri-
duzione delle spese mediche e da un prolungamento della vita. Tuttavia i pazienti nefro-trapiantati
devono assumere diversi farmaci immunosoppressori (inibitori della calcineurina, inibitori di mTOR e an-
timetaboliti) caratterizzati da un basso indice terapeutico, che, in alcuni casi, potrebbero determinare
importanti effetti collaterali. Per evitare tossicita e reazioni avverse al farmaco, & importante che gli im-
munosoppressori siano somministrati correttamente sulla base dei livelli ematici degli stessi. Tuttavia
questa metodologia risulta spesso poco riproducibile e poco efficiente. Inoltre, come in gran parte de-
scritto, differenze ereditarie nel metabolismo e nella disposizione dei farmaci, e la variabilita genetica
nei bersagli terapeutici (es recettori) possono inficiare significativamente i loro effetti e la tossicita. Per-
tanto, numerosi studi si stanno focalizzando sulla identificazione di biomarcatori utili per personalizzare
la terapia sulla base delle caratteristiche genetiche dei pazienti. In questo contesto, riteniamo che le tec-
niche "omiche" potrebbero rappresentare in futuro potenti strumenti che, se impiegate regolarmente,
potrebbero contribuire a raggiungere questo obiettivo.

Parole chiave: biomarcatore, farmacogenetica, immunosoppressione, medicina personalizzata

Pharmacogenetics: a promising tool to personalize immunosuppressive
therapy in renal transplantation

Renal transplantation is the gold standard therapy for patients affected by end stage renal disease. It
is a clinical condition characterized by severe biological/biochemical alterations that requires renal re-
placement therapy to ensure patients’ survival. In most cases, it is followed by a significant improvement
of patients’ quality of life, reduction in medical expenses and prolongation of life. However, to reach
these positive clinical effects, patients need to take several immunosuppressive medications (calcineurin
inhibitors, mTOR inhibitors and antimetabolites) characterized by a narrow therapeutic index, that, in
some cases, could cause important adverse effects. To avoid toxicities and adverse drug reactions, im-
munosuppressors should be correctly administered, according to the blood trough levels. Nevertheless, in
most of the times, this methodology to adjust drug doses gives inadequate and non-reproducible results.
Additionally, as largely described, inherited differences in drug metabolism and disposition and genetic
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variability in therapeutic targets (e.g. receptors) need to be taken into account because of their role in
modulating drug effects and toxicities. Therefore, worldwide researchers are working together to identify
biomarkers, useful to personalize therapy based on genetic characteristics of patients. In this context,
we believe that the “omics” techniques could represent a future powerful instruments that, whether em-
ployed routinely, could help to reach this objective.

Key words: biomarker, immunosuppression, personalized medicine, pharmacogenetics, renal transplantation

Assicurare una sopravvivenza a lungo termine dell’organo nel
trapianto renale: una questione di adeguata
immunosoppressione

Il trapianto renale e la migliore terapia sostitutiva della funzione renale per i pazienti affetti
da insufficienza renale cronica terminale, una condizione clinica caratterizzata da gravi al-
terazioni biologiche/biochimiche che necessita di un trattamento sostitutivo per garantire
la sopravvivenza del paziente. Il trapianto renale determina nella maggior parte dei casi,
un significativo miglioramento della qualita di vita, una riduzione del costo sanitario e un
prolungamento della vita del paziente [1] [2] [3] (full text). Infatti, subito dopo il trapianto,
i pazienti subiscono un rapido e significativo miglioramento delle loro condizioni cliniche
[4] (full text) [5]. Tuttavia, a volte, possono verificarsi complicanze cliniche importanti (ad
esempio, infezioni, tumori e malattie cardiovascolari), il piti delle volte indotte dai farmaci
[6] (full text) [7] [8]. Infatti, i farmaci immunosoppressori attualmente impiegati, anche se
in grado di limitare le complicanze a breve termine (compreso il rigetto acuto), sono ancora
deficitari nel garantire la sopravvivenza a lungo termine dell’organo. Come riportato dal re-
gistro americano, il tasso annuo di decessi con rene funzionante e con CAD (chronic allo-
graft dysfunction) risulta del 3-5% [9]. Per tali ragioni la comunita scientifica internazionale
sta lavorando per identificare biomarcatori utili per personalizzare la terapia sulla base di
caratteristiche genetiche/genomiche dei singoli pazienti, per selezionare strumenti mole-
colari atti al monitoraggio farmacologico e per studiare biomarcatori in grado di identi-
ficare i pazienti ad alto rischio di danno cronico, in cui una variazione precoce della terapia
immunosoppressiva puo sicuramente modificare gli esiti del trapianto. Si ipotizza che, nei
prossimi anni, l'uso di tecniche "omiche" possa avere un impatto significativo nel facilitare
il raggiungimento di questi obiettivi cruciali.

Genetica e personalizzazione della terapia
immunosoppressiva nel trapianto renale

2.1 Inibitori della calcineurina

Ciclosporina (CsA) e tacrolimus (TAC) rappresentano nella maggior parte dei casi i farmaci
cardine della terapia antirigetto e presentano un meccanismo d’azione simile. CsA agisce
mediante la formazione di un complesso con la ciclofillina e successivamente, inibendo
I'attivita fosfatasica della calcineurina, impedisce la traslocazione nel nucleo dei fattori nu-
cleari delle cellule T attivate (NFAT) e quindi la trascrizione dei geni codificanti per nu-
merose citochine e altri mediatori dell'immunita, tra cui IL-2. TAC agisce invece attraverso
il legame con FKBP-12 (FK binding protein 12), inibendo a valle la stessa via di segnale.
L'inibizione della calcineurina indotta da queste molecole blocca I'attivazione dei linfociti T
e quindi 'amplificazione della risposta immune [10]. Sebbene entrambi i farmaci presentino
un meccanismo d'azione simile, usino lo stesso trasportatore e gli stessi enzimi metabolici,
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esistono differenze importanti. TAC & metabolizzato principalmente da due enzimi appar-
tenenti alla famiglia del citocromo P450, CYP3A5 e CYP3A4 [11] (full text) [12]. Le varianti
genetiche dei geni codificanti per queste due forme enzimatiche influenza quindi il livello
ematico e I'attivita del farmaco. Il principale determinante e un polimorfismo a singolo nu-
cleotide (SNP) a livello dell’introne 3 di CYP3A5 (6986 A>G; rs776746 SNP), anche noto come
CYP3A5*3. L’allele CYP3A5*3 & una variante di splicing con un codone di stop prematuro
e codifica per un enzima con attivita ridotta. I pazienti omozigoti per questa variante ri-
chiedono una dose di TAC inferiore di circa il 50% per raggiungere la concentrazione target
nel sangue rispetto ai portatori dell’allele CYP3A5*1 (wild-type) [13] [14] [15] [16]. Questa
condizione ha un notevole impatto clinico considerando che circa il 5-15% degli individui
bianchi esprimono CYP3A5*1, rispetto a circa il 30% degli asiatici, e al 70% degli individui
di origine africana [17]. Pertanto, una corretta genotipizzazione per CYP3A5, da effettuare
insieme agli accertamenti per la lista trapianto, potrebbe essere utile per ottimizzare il
dosaggio di TAC nel periodo post-trapianto [18] (full text) [19]. Anche i polimorfismi del
CYP3A4 possono influenzare la farmacocinetica di TAC. Lo SNP CYP3A4*22 (rs35599367;
€.522-191 C>T nell'introne 6) & stato associato ad una ridotta espressione del’'mRNA di
CYP3A4 e ad una minore attivita in vitro dello stesso [20]. Nei pazienti sottoposti a trapianto
renale, la variante allelica CYP3A4*22 ¢ associata ad una ridotta dose terapeutica di TAC, in-
dipendentemente dal genotipo CYP3A5 [21] (full text). Lo SNP CYP3A4*1B comporta la so-
stituzione di una A con una G sulla regione del promotore del CYP3A4 (-392A>G), ed ¢ stata
associata ad un aumento dell'attivita del CYP3A4. Lo studio condotto da Tavira e coll., ha
evidenziato come, ad un anno dal trapianto, i pazienti che erano CYP3A5*3/*3 + CYP3A4*1B
avevano valori TAC al CO compresi nell'intervallo di riferimento, mentre il 6% dei soggetti
CYP3A5*3/*3 + CYP3A4*1/*1 presentavano valori al di fuori del range terapeutico [22]. La
maggior parte delle varianti di CYP3A4 trovata nella regione codificante hanno una fre-
quenza allelica <1%. Una eccezione & rappresentata dal CYP3A4*2, uno SNP nell'esone 7
(15713T>C) con conseguente variazione Ser222Pro, che presenta una frequenza del 5% tra i
caucasici, ma non e stato stabilito il suo effetto sulla biodisponibilita di TAC. Questo allele &
stato associato ad una ridotta clearance del substrato della nifedipina del CYP3A4, per cui i
portatori di tale allele possono essere classificati come “slow metabolizers” [23] [24]. ABCB1
(0o MDR-1) ¢ il gene codificante per la P-glicoproteina, una pompa transmembrana che de-
termina il passaggio di farmaco dal dominio intra al dominio extracellulare, influenzando
cosi 'assorbimento, il metabolismo cellulare e la tossicita di diversi agenti farmacologici
[25] (full text). I pit comuni e ampiamente studiati sono gli SNPs ABCB1 che includono una
transizione da C a T in posizione 3435 all'interno dell'esone 26 (rs1045642), da C a T in posi-
zione 1236 all'interno dell'esone 12 (rs1128503) e da G a T in posizione 2677 all'interno esone
21 (rs2032582) del gene ABCB1 [26]. Il ruolo degli SNPs ABCB1 sulla farmacocinetica del TAC
rimane incerto in quanto diversi studi hanno ottenuto risultati contrastanti [18] (full text)
[27] [28] [29] [30] [31] [32]. CsA & metabolizzata principalmente dal CYP3A4, ma né i poli-
morfismi di questo gene, né del gene ABCB1, sembrano avere un effetto rilevante sul rap-
porto dose farmacologica/concentrazione ematica [33] [34] [35]. Tuttavia, la misurazione
dell'attivita ABCB1 in linfomonociti del sangue periferico dei pazienti nefrotrapiantati ha
rilevato che i pazienti portatori di TT sugli SNPs C3435T, G2677T, e C1236T presentano una
attivitd ABCB1 inferiore rispetto ai non portatori [36]. La ridotta attivita di ABCB1, soprat-
tutto collegata alla variante allelica 3435T, determina un aumento della concentrazione in-
tracellulare di CsA, esponendo cosi i pazienti ad un rischio maggiore di effetti collaterali
correlati al farmaco [37]. Altri autori hanno riportato un'associazione tra ridotta concentra-
zione intracellulare CsA nei linfociti T ed episodi di rigetto [38]. Diversi studi hanno inoltre
documentato la presenza di associazione tra polimorfismi ABCB1 nel donatore e la soprav-
vivenza del trapianto a lungo termine. In particolare, la presenza della variante allelica TT
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in posizione 3435 del gene ABCBL1 sia nel donatore che nel ricevente & stata associata ad
una ridotta funzionalita dell’'organo oppure ad una perdita del trapianto a lungo termine
[39] (full text) [40] (full text) [41] (full text) [42] [43] [44] [45]. Inoltre & stato riportato che il
polimorfismo ABCB1 1199G>A si associa ad una migliore funzionalita renale a lungo termine
[46]. Tuttavia, anche se la maggior parte degli studi farmacogenetici sul tacrolimus hanno
prodotto risultati incoraggianti, I'unico studio randomizzato controllato pubblicato fin ora
(TACTIC study) ha documentato che I'aggiustamento della dose di TAC secondo il genotipo
CYP3AS5 nei pazienti portatori di trapianto renale non reduce I'incidenza di ritardata ripresa
funzionale, né il numero di sedute dialitiche nel post-trapianto né il numero di episodi di
rigetto acuto rispetto al regime di dose standard [47].

2.2. Inibitori di mTOR

Gli Inibitori di mTOR (mTOR-I), sirolimus e everolimus, rappresentano una classe di inibitori
della proliferazione cellulare utilizzati nel trapianto renale, dotati di un ampio spettro di at-
tivita, tra cui la soppressione della proliferazione delle cellule T e la riduzione della crescita
tumorale. Il principale meccanismo di azione di questi farmaci & l'inibizione della mam-
malian target of rapamycin (mTOR). mTOR & una protein-chinasi regolatoria coinvolta nella
proliferazione dei linfociti, nei processi di sviluppo neurologico e muscolare e nella crescita
delle cellule tumorali. Sirolimus (SRL, Rapamune, Wyeth Pharmaceuticals, New York, NY)
e stato il primo mTOR-I approvato nei pazienti sottoposti a trapianto renale. Esso agisce
legando la FKBP-12. Everolimus (EVR), commercializzato come Certican, & stato approvato
piu recentemente ed ¢ strutturalmente simile a SRL con 1'aggiunta di un gruppo idrossie-
tilico in posizione 40. Anche se le caratteristiche farmacocinetiche sono simili tra i due
inibitori di mTOR, EVR e stato sviluppato nel tentativo di migliorare le caratteristiche far-
macocinetiche di SRL e la sua biodisponibilita orale; presenta infatti una emivita pit breve e
pertanto deve essere assunto due volte al giorno [48]. EVR e SRL sono metabolizzati princi-
palmente dalla famiglie enzimatiche CYP3A [49] [50] e ABCB1. Diversi studi hanno indagato
l'influenza di SNPs a carico dei geni codificanti per CYP3A4 e CYP3A5 sulla dose neces-
saria e sulla clearance dell'immunosoppressore. In particolare, un basso rapporto tra con-
centrazione e dose di SRL & stato osservato nei portatori di CYP3A5*1 (CYP3A5 expresser)
rispetto ai portatori di CYP3A5%3/*3 (non expressers), suggerendo che i CYP3A5 non ex-
pressers richiedono una dose giornaliera di SRL inferiore per ottenere una adeguata con-
centrazione ematica. I pazienti con CYP3A5%1/*1 hanno una probabilita superiore di avere
un metabolismo epatico maggiore e quindi richiedono una dose giornaliera piu elevata per
raggiungere adeguati livelli ematici di SRL [51] (full text) [52]. Inoltre, i pazienti portatori
di CYP3A4*1B (-392A>G), associato ad un’attivita enzimatica superiore, richiedono una dose
maggiore di SRL per ottenere adeguate concentrazioni ematiche [51] (full text). Questi ri-
sultati sono stati evidenziati solo per SRL, ma non in tutti gli studi e solo in pazienti non
in terapia con CNI [53]. Di recente, sono stati documentati nuovi polimorfismi: CYP3A4*22
nell’introne 6 del gene CYP3A4, POR*28 [P450 (citocromo) ossidoreduttasi] (rs1057868-C>T),
e PPARA (peroxisome proliferator-activated receptor alpha) (rs4253728-G>a), ma questi non
sembrano avere alcun impatto sulla farmacocinetica di SRL o sullo sviluppo di eventi av-
versi da SRL in pazienti sottoposti a trapianto di rene [54]. Inoltre, lo studio condotto da
Sam e coll., ha documentato che il rapporto tra concentrazione e dose di SRL era supe-
riore del 48% nei pazienti con genotipo ABCB1 3435CT/TT rispetto a quelli con genotipo
3435CC, ed era piu alto del 24% nei soggetti omozigoti in IL-10 -1082GG rispetto a quelli con
-1082AG/AA [55]; questi risultati evidenziano come in pazienti con questo genotipo sia pre-
sente una espressione maggiore di IL-10 con conseguente riduzione della attivita di CYP3A
e riduzione del metabolismo di SRL [56] [57]. In un altro lavoro gli stessi autori suggeriscono
un'associazione tra i medesimi SNPs e la presenza di livelli di trigliceridi piu elevati dopo
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trattamento con SRL [58]. Come per i CNI, gli inibitori di mTOR presentano diversi effetti
collaterali (compresi ipertrigliceridemia, iperlipidemia, edema, fibrosi polmonare e anemia)
ed una maggiore escrezione urinaria di proteine con conseguente nefrotossicita [59] (full
text) [60].

2.3. Micofenolato Mofetile

Micofenolato Mofetile (MMF) & un profarmaco che viene rapidamente idrolizzato in me-
tabolita attivo, I'acido micofenolico (MPA), e che agisce bloccando la sintesi nucleotidica
mediante una inibizione potente, selettiva e non competitiva dell’enzima IMPDH (inosine
monophosphate dehydrogenase) che svolge un ruolo chiave nella sintesi de novo delle
purine. Attraverso I'inibizione della sintesi de novo delle purine, che viene utilizzata prin-
cipalmente dai linfociti, questo farmaco determina una riduzione significativa e selettiva
della proliferazione di linfociti B e T. Infatti, gli altri tipi cellulari a rapido turnover sono in
grado di utilizzare la via di “salvataggio” per la sintesi delle purine che non viene inibita da
MPA [61]. MPA ¢ metabolizzato a MPAG (7-O-mycophenolic acid MPA glucuronide) inattiva
dall’enzima epatico UDP-glucuroniltransferasi (UGT), in particolare da UGT1A9, e successi-
vamente viene deglucuronidato a livello del tratto gastrointestinale e riconvertito a MPA
nel lume intestinale dove viene riassorbito attraverso la circolazione enteroepatica [61]
[62] [63]. Lacil glucuronide (AcMPAG) & un altro metabolita di MPA con attivita immu-
nosoppressiva, prodotto per effetto dell'enzima UGT2B7 [63]. MPA ¢& legato per 97-98%
all’albumina sierica. Nei pazienti con disfunzione renale severa & presente un accumulo di
MPAG che puod competere con MPA nel legame all’albumina, determinando un incremento
della concentrazione di MPA libero [33] [64]. Al momento non sono state identificate chiare
associazioni farmacogenetiche per MPA, anche se appaiono promettenti alcuni risultati ot-
tenuti dall’associazione tra specifici polimorfismi, la farmacocinetica e I'incidenza di eventi
avversi. In particolare, diversi studi hanno dimostrato che la presenza di due SNP nella re-
gione del promotore del gene UGT1A9, -2152C>T e -275T>A sono associati ad una maggiore
glucuronidazione dell'MPA in MPAG [65] e ad una significativa riduzione dei livelli di MPA
nelle prime fasi post-trapianto [66] [67]. Lo studio condotto da Van Schaik e coll., [68] ha
confermato che i polimorfismi UGT1A9 -275T>A e -2152C>T sono associati ad una riduzione
media del 20% dei livelli di MPA (in accordo con una attivita enzimatica superiore) e ad
un aumento significativo del rischio di rigetto acuto nei pazienti trattati con MMF a dose
fissa in associazione a TAC. L'effetto di questi polimorfismi sui livelli di MPA sono stati con-
fermati da altri lavori scientifici [65] [66] [69] [70]. Lo SNP UGT1A9*3 & presente in meno del
5% della popolazione bianca ed & stato associato ad un incremento dei livelli di MPA, per
effetto di una riduzione della attivita enzimatica in vitro [65] [66] [67]. Anche se sono stati
identificati polimorfismi in altri geni che influenzano la farmacocinetica dell'MPA, & evi-
dente che gli SNPs a carico di UGT1A9 hanno una influenza maggiore [66] [71] [72]. Inoltre,
i polimorfismi dei geni codificanti per trasportatori farmacologici (compresi ABCB1 e SL-
CO1B1) o per enzimi coinvolti nel metabolismo dei farmaci (UGT1A8 e UGT2B7) sono stati
associati alla comparsa di eventi avversi, in particolare diarrea e tossicita ematologica, nei
pazienti trattati con MMF [73] [74] [75] [76] [77] [78]. Tuttavia, nessuno di questi risultati
ha trovato applicazione nella pratica clinica. Una parte della farmacogenetica del MMF ¢
stata incentrata su IMPDH, un enzima chiave nella sintesi de novo delle purine. IMPDH
esiste in due isoforme IMPDH-1 e IMPDH-2 codificate da geni diversi e per cui sono stati evi-
denziati diversi SNPs [79] [80] (full text) [81] [82]. E stata dimostrata una associazione tra
alta attivita di IMPDH prima del trapianto e rigetto acuto [83], suggerendo che i pazienti
che presentano una alta attivita enzimatica possono necessitare di una dose piu elevata di
MMF per ottenere la medesima immunosoppressione. [ pazienti con bassa attivita IMPDH
richiederebbero invece un dosaggio MMF inferiore per ottenere lo stesso effetto immuno-
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soppressivo [83] (full text). Lo studio condotto da Wang e coll., ha evidenziato che gli SNPs
rs2278293 e rs2278294 a livello dell'introne 7 di IMPDH1 sono significativamente associati
ad una aumentata incidenza di rigetto acuto nelle biopsie eseguite ad un anno post-tra-
pianto [82] [84]. Sebbene la causa di questa associazione non sia stata determinata, gli autori
suggeriscono un possibile collegamento con altri SNPs [82]. IMPDH-2 & pil conservato di
IMPDH-1; ¢ stata documentata una associazione tra il polimorfismo 3757T>C ed una mag-
giore attivita enzimatica in pazienti nefrotrapiantati in terapia con MMF [85]. I pazienti con
almeno una variante allelica IMPDH-2 3757C presentavano una attivita media superiore del
48% rispetto ai pazienti con IMPDH-2 3757TT wild-type; tuttavia ancora contrastanti sono
i dati che valutano I'impatto di questa variante sul rischio di rigetto acuto [86]. Lo studio
condotto nel 2012 da Shah e coll., analizzando 1000 pazienti sottoposti a trapianto di rene,
non ha documentato alcuna associazione tra varianti di IMPDH, rischio di rigetto e soprav-
vivenza del trapianto [87]. Nel complesso, al momento non vi sono dati sufficienti per sug-
gerire che I'utilizzo routinario dei test di farmacogenomica nel migliorare 'outcome dei
pazienti trattati, in rapporto alla sicurezza ed efficacia del micofenolato stesso.

2.4. Azatioprina

Azatioprina (AZA) & uno dei pitt vecchi farmaci immunosoppressivi utilizzati in nefrologia,
nel trattamento della malattia inflammatoria intestinale e in diverse malattie autoimmuni.
AZA viene convertito principalmente nel fegato in 6-mercaptopurina (6-MP), probabil-
mente grazie all’enzima glutatione-S-transferasi (GST) [88]. La successiva conversione di
6-MP ad opera dell’enzima ipoxantina guanina fosforibosiltransferasi porta alla formazione
di 6-tioguanina-nucleotide (6-TGN) che, una volta incorporato nel DNA, svolge azione ci-
totossica diretta e sopprime la sintesi de novo delle purine [89] (full text). L’enzima tio-
purina S-metil-transferasi (TPMT) determina invece la metilazione di 6-MP formando
6-metilmercapotpurina, una forma inattiva di AZA [90] [91] [92]. Questo enzima & codificato
dal gene TPMT e la sua attivita & legata ad un polimorfismo genetico: circa il 90% degli in-
dividui e dotato di una alta attivita, il 10% di una attivita intermedia per una eterozigosi,
e lo 0,3% della popolazione ¢ dotato di bassa o assente attivita enzimatica, poiché ha ere-
ditato due alleli di TPMT non funzionale [93]. Ad oggi sono state identificate 20 varianti
alleliche (TPMT*2*18) associate ad una ridotta attivita enzimatica rispetto a TPMT*1 wild-
type [94]. Tre alleli, TPMT*2, *3A, e *3C, rappresentano fino al 95% dei casi di attivita en-
zimatica intermedia o bassa [95]. 1l tipo e la frequenza di alleli mutanti di TPMT & diverso
tra i vari gruppi etnici [96]. L'allele TPMT*3A presenta due mutazioni puntiformi: G460A
sull’esone 7 e A719G sull’esone 10 che portano rispettivamente alle sostituzioni amminoa-
cidiche Ala154Thr e Tyr240Cys, I'allele TPMT*3C ha un’unica trasversione A719G, e l'allele
TPMT*2 invece una trasversione G238C, producendo una sostituzione Ala80Pro [97] (full
text) [98]. Sono state identificate altre varianti alleliche che sono tuttavia molto rare (*3B) o
presenti solo in singoli individui (*4-*18) [99]. La ridotta o assente capacita di metabolizzare
AZA attraverso I'enzima TPMT porta all'incremento dei livelli ematici di tioguanina e al con-
seguente aumento del rischio di mielotossicita, potenzialmente pericolosa se non si effettua
una riduzione della dose [100] [101] [102] [103] (full text) [104] (full text) [105]. Lo studio
condotto da Dervieux e coll., [106], che prevedeva una valutazione della attivita TPMT nei
globuli rossi di pazienti pediatrici dopo trapianto renale, ha dimostrato che una elevata at-
tivita di TPMT era correlata ad un aumentato rischio di rigetto acuto. Inoltre Thervet e coll.,
hanno osservato che l'induzione di TPMT (determinata dall’aumento della concentrazione
del suo substrato, 6-MP) & associata ad una minore incidenza di rigetto acuto [107] (full text).
La genotipizzazione dei polimorfismi di TPMT, prima dell’avvio di terapia con AZA, € uno dei
pochi esempi di applicazione a livello clinico di un test di farmacogenetica, soprattutto nella
terapia delle malattie autoimmuni [108]. Questo test & in grado di migliorare la sicurezza
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della terapia evitando un trattamento ad alte dosi in pazienti con deficit enzimatico anche
solo parziale [105]. A causa della associazione tra genotipo omo- ed eterozigote e attivita
di TMPT da bassa a moderata con conseguente incremento della soppressione midollare, la
Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium Guidelines for Thiopurine Methyl-
transferase Genotype and Thiopurine Dosing ha approvato I'utilizzo della genotipizzazione
prima di avviare trattamento con AZA per poter valutare il dosaggio adeguato ed eventual-
mente la necessita di utilizzo di altri farmaci [109].

Scienze omiche: ricerca di nuovi target terapeutici

Negli ultimi dieci anni, i ricercatori in ambito nefrologico hanno iniziato ad impiegare
le tecniche "omiche" per selezionare nuovi potenziali bersagli terapeutici di immunosop-
pressione [110] (full text) [111] (full text). Nel 2003 Sarwal e coll., hanno dimostrato che
una analisi di espressione genica e in grado di rivelare una specifica impronta biologica
e patogenetica del rigetto d’organo. I campioni bioptici di pazienti con rigetto acuto che
presentano caratteristiche istologiche indistinguibili in base alle analisi istologiche conven-
zionali, hanno dimostrato notevoli differenze di espressione genica, associate a differenze
nelle caratteristiche cellulari, immunologiche e di decorso clinico. La presenza di densi clu-
sters di cellule B in un campione bioptico & stata strettamente associata con 'insorgenza di
rigetto severo, suggerendo un ruolo centrale delle cellule B nel rigetto acuto. Sulla base di
questi risultati, gli autori hanno ipotizzato che, nei pazienti in cui e presente un importante
infiltrato B, potrebbe essere indicato il trattamento precoce con un anticorpo monoclonale
anti-CD20 (Rituximab) [112] (full text). Successivamente, un approccio metodologico simile
e stato intrapreso allo scopo di riconoscere gli elementi biologici specificamente coinvolti
nello sviluppo della tolleranza immunologica nel trapianto renale. Alcuni pazienti sotto-
posti a trapianto, infatti, mostrano una funzione renale stabile senza immunosoppressione,
definibile come “operational tolerance” [113] (full text) [114]. L'identificazione dei "biomar-
catori di tolleranza" potrebbe consentire di riconoscere nella pratica clinica i pazienti in
cui la terapia anti-rigetto potrebbe essere ridotta al minimo o interrotta. Il pacchetto "tol-
lerogenico" attualmente proposto, contiene geni che codificano per proteine implicate in
apoptosi, quiescenza immunitaria e risposta T-mediata [113] (full text). Piti recentemente lo
studio condotto da Newell e coll., attraverso la tecnologia microarray e I'analisi funzionale,
ha dimostrato che i pazienti tolleranti presentano un numero aumentato di cellule B totali
e naive e sono dotati di una maggiore espressione dei geni responsabili della differenzia-
zione e attivazione delle cellule B, rispetto ai soggetti trattati con immunosoppressione. In
particolare, gli autori hanno identificato tre geni predittori di tolleranza (IGKV4-1, IGLLA,
e IGKV1D-13) con una precisione del 100%, che potrebbero essere utili come marcatori di
tolleranza. Questi geni sono tutti espressi durante la differenziazione delle cellule B o du-
rante la transizione attivazione-indotta. Tali risultati suggeriscono che le cellule B in tran-
sizione o in maturazione sono coinvolte nell'induzione e nel mantenimento della tolleranza
[115]. Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per valutare I'utilita clinica dei fattori biologici
e cellulari sopra identificati. Recentemente, il nostro gruppo, utilizzando una strategia high-
throughput combinata con metodologie classiche biomolecolari, ha rivelato che endopep-
tidasi neutra (NEP), un enzima che catalizza la degradazione di alcuni peptidi vasodilatatori
endogeni, come dell'angiotensina II, & significativamente iper-espresso nei pazienti nefro-
trapiantati dopo la conversione da AZA a MPA. L'analisi immunoistochimica ha confermato
i risultati ottenuti dal microarray e ha rivelato che I'espressione glomerulare di NEP era in-
versamente correlata con I'entita di glomerulosclerosi e proteinuria, mentre quella di NEP
tubulare era inversamente associata alla presenza di fibrosi interstiziale. Questi risultati
suggeriscono che una iper-espressione di NEP indotta da MPA potrebbe ridurre I'entita della
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proteinuria e ritardare la progressione del danno renale cronico in pazienti sottoposti a tra-
pianto renale [116] (full text). Inoltre, attraverso la stessa metodologia, abbiamo scoperto
che le carioferine, proteine adattatorie che riconoscono i segnali di localizzazione nucleare
(NLS), che possono avere un ruolo fondamentale nello sviluppo della delay graft function
(DGF); tali proteine potrebbero rappresentare un nuovo e importante bersaglio terapeutico.
Infatti, negli ultimi anni, si & evidenziato come diversi farmaci agiscano inibendo lattivita
delle carioferine (ad esempio Importazole e Ivermectina) [117] (full text) [118] [119]. Sono
stati intrapresi inoltre diversi studi basati sulla tecnologia microarray volti a selezionare po-
tenziali bersagli farmacologici utili per ridurre al minimo l'insorgenza di rigetto acuto. Lo
studio condotto da Kainz e coll., basato su una complessa analisi genomica di materiali nu-
cleici prelevati da reni prima del trapianto e ad un anno post-trapianto, ha identificato 52
geni in grado di discriminare con precisione i pazienti con funzione renale ottimale rispetto
a soggetti con funzione renale non soddisfacente. Nel gruppo con funzione renale ridotta
risultavano up-regolati i geni coinvolti nella risposta immune, nella trasduzione del segnale
e nella risposta allo stress ossidativo, mentre erano down-regolati i geni coinvolti nel meta-
bolismo, nel trasporto e nel legame ionico [120]. Infine, in un recente lavoro pubblicato da
Saint-Mezard e coll., attraverso una analisi comparativa fra tre differenti set di microarray
(GSE343, GSE9493 e GSE1563), ¢ stato individuato uno specifico “acute rejection transcript

Una corretta gestione della terapia immunosoppressiva ha un impatto significativo sulla
sopravvivenza dell’organo trapiantato e del paziente. Numerosi studi in vivo e in vitro
hanno sottolineato come la dose farmacologica abbia un ruolo importante nel minimizzare
il danno cronico del graft, ma purtroppo, al momento, ad eccezione della valutazione del
trough level del farmaco, non vi sono strumenti clinici utili per gestire correttamente la
terapia immunosoppressiva. A questo proposito, riteniamo che le tecniche "omiche" po-
trebbero rappresentare in futuro un strumento importante che, se impiegato routinaria-
mente, potrebbe aiutare i medici nella personalizzazione del trattamento, evitando cosi
gravi effetti collaterali ed incrementando invece gli effetti terapeutici. Tuttavia, in base agli
attuali dati di letteratura, siamo ancora lontani da un impiego clinico di queste strategie in
tema di nefrologia e trapianti d’organo; & pertanto necessario che medici e ricercatori colla-
borino per superare gli ostacoli scientifici, economici, educativi e giuridici che ancora sussi-

Nefrologia
set” comprendente 70 geni [121].
Conclusioni
stono.
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