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Introduzione

Attualmente molti anticorpi monoclonali e inibitori delle tirosin-chinasi sono utilizzati in
varie aree terapeutiche; numerosi, inoltre, sono in attesa di essere approvati.

Dal momento che il loro impiego & ormai consolidato nelle pratica clinica, conoscere le
possibili interazioni di questi farmaci e essenziale per ottimizzare il loro effetto terapeutico
ed evitare la comparsa di effetti collaterali.

L'obbiettivo principale di questa tesi e fare, sulla base delle evidenze scientifiche
attualmente disponibili, una ricognizione sulle interazioni farmacologiche di questi farmaci
enfatizzando i meccanismi di base attraverso cui si verificano.

La comprensione dei principi farmacologici che conducono ad interazioni tra farmaci é di
fondamentale importanza in quanto consente di tracciare parallelismi tra farmaci che hanno
caratteristiche simili, cio rende prevedibili nuove interazioni e permette di ipotizzare gli

esiti delle interazioni gia note.



1 La farmacodinamica degli anticorpi monoclonali

1.1 Anticorpi monoclonali nella terapia antitumorale

1.1.1 Anticorpi monoclonali che causano diretta inibizione della crescita
tumorale tramite blocco della cascata dei segnali.

Il cancro e una malattia complessa e multifattoriale in cui I'attivazione di oncogeni,
I'inattivazione di geni oncosoppressori, la sovraespressione di fattori di crescita e dei
relativi recettori insieme alla disfunzione delle vie di segnalazione cellulari, giocano un
ruolo chiave nello sviluppo e nella progressione (Seshacharyulu et al., 2012).

Il recettore per il fattore di crescita epidermico (EGFR) contribuisce alla complessa cascata
di segnalazione che modula la crescita, la comunicazione, la differenziazione, I'adesione, la
migrazione e la sopravvivenza delle cellule cancerose che esprimono in modo aberrante
questo recettore. Visto il ruolo nella progressione del cancro, i membri della famiglia
EGFR sono divenuti presto dei bersagli per la terapia anticancro (Seshacharyulu et al.,
2012).

La famiglia dei recettori ErbB comprende quattro membri: ErbB1/EGFR/HER1,
ErbB2/HER2/Neu, ErbB3/HER3 e ErbB4/HER4 meglio noti rispettivamente come EGFR,
HER2, HER3 e HERA4.

Questi recettori sono delle glicoproteine transmembrana con peso molecolare compreso tra
170 e 185 Kda nella cui struttura si possono ritrovare vari domini:

-il dominio extracellulare N-terminale ricco di cisteina deputato al legame con il ligando
che contiene un braccio che consente la dimerizzazione. Questa regione contiene quattro

sottodomini (1, 11, 11, 1V)



-il dominio trasmembrana ricco di amminoacidi idrofobici che attraversa il doppio strato
fosfolipidico e funge da connessione tra il dominio extracellulare e quello intracellulare.
-un dominio C-terminale dove si trova la porzione catalitica responsabile dell'attivita
tirosin chinasica, che possiede molti siti di fosforilazione e nel recettore attivato lega vari
trasduttori intracellulari del segnale.

Mentre il sito intracellulare & altamente conservato tra i membri appartenenti alla stessa
famiglia, la porzione extracellulare é variabile e puo presentare diversi motivi strutturali
che consentono l'interazione con differenti ligandi (Seshacharyulu et al., 2012) .

Il recettore puo assumere due distinte conformazioni: una conformazione chiusa e inattiva
(in cui il dominio Il e IV interagiscono l'uno con laltro a livello intramolecolare
impedendo cosi ai domini | e Il di poter interagire con i ligandi) e una aperta e attiva. Le
due conformazioni sono tra loro in equilibrio.

La conformazione aperta é facilitata dall'allontanamento dei domini | e IV, consentendo
cosi I'esposizione dei domini I e 11l e della tasca deputata al legame con il ligando, inoltre,
il braccio di dimerizzazione contenuto nel dominio Il restera libero di interagire con il
braccio di dimerizzazione di un' altro recettore consentendo la formazione di omodimeri.
La conformazione chiusa e favorita in assenza di ligando, quando invece esso arriva
cambia I'equilibrio e si stabilizza la conformazione aperta (Bouyain et al., 2005; Dawson et
al., 2005).

EFGR puo dare eterodimeri legandosi con altri recettori attivati della famiglia HER
(Yarden e Sliwkowski 2001).

L'attivazione della segnalazione di EGFR é innescata dalla dimerizzazione indotta dal
ligando, al seguito della quale i residui di tirosina presenti nel dominio ad attivita catalitica
di un recettore andranno a cross fosforilare specifici residui nella coda C-terminale

dell'altro recettore. Si crea cosi un'impalcatura che consente il reclutamento di proteine



effettrici della trasduzione (Siwal et al., 2010; Tzahar et al., 1996). Uno dei residui
tirosinici fosforilati diventa il punto di ancoraggio per il dominio SH2 della proteina Grb
che catalizza la sostituzione di GDP con GTP nella proteina Ras, attivandola, cominciando
cosi la segnalazione a cascata che prevede il coinvolgimento delle vie di RAF, MEK, ERK.
Il segnale proveniente dall'esterno della cellula attiva un processo complesso che prevede
la sua trasmissione prima ad intermediari citoplasmatici e poi a livello nucleare, dove verra
promossa l'espressione genica di proteine fondamentali per la proliferazione cellulare
(Seshacharyulu et al., 2012).

Una volta terminata la segnalazione, il complesso recettore-ligando (EGF-EGFR) é
internalizzato tramite la formazione di vescicole rivestite da clatrina (CCP) che poi si
fonderanno con I'endosoma precoce (EE). Dopo la traslocazione negli endosomi, i recettori
possono andare incontro a due diversi destini: essere “riciclati” e quindi nuovamente
esposti sulla superficie della membrana o essere condotti ai lisosomi dove verranno
degradati (Seshacharyulu et al., 2012).

Questi processi cellulari sono spesso alterati nelle cellule tumorali a causa di varie

mutazioni accumulate nei geni codificanti le proteine coinvolte in queste vie.

1.1.1.1 Anticorpi monoclonali anti-EGFR

Gli anticorpi monoclonali anti-EGFR sono specificamente progettati per essere diretti
contro la regione extracellulare di EGFR, impedendo in modo competitivo l'interazione
recettore-ligando e bloccando cosi la dimerizzazzione del recettore, lI'autofosporilazione e
la segnalazione a valle (Burgess et al., 2003).

Inoltre, gli mAb promuovono l'internalizzazione, l'ubiquitinazione, la degradazione e la

down regulation dei recettori (Sunada et al., 1986).



L'anticorpo monoclonale pud anche stimolare la citotossicita cellulo-mediata anticorpo
dipendente, indirizza cioe le cellule immunitarie effettrici contro le cellule tumorali che
esprimono EGFR, e in misura minore, pud stimolare la citotossicita mediata

dall'attivazione del sistema del complemento (Kimura et al., 2007).

Cetuximab € un anticorpo monoclonale chimerico IgG anti-EGFR che agisce legando il
dominio Il della porzione extracellulare del recettore impedendo l'interazione recettore-
ligando (Ennis et al., 1991).

Diversi studi hanno mostrato che il 60% dei pazienti che esprimono KRAS wild-type
rispondono positivamente alla terapia, per questo KRAS e usata come biomarker per
predire la risposta al tumore nei pazienti EGFR positivi (Van Krieken et al., 2008).
Cetuximab e stato approvato per il trattamento del cancro avanzato del colon-retto positivo
all'espressione del EGFR per il 75%, e che non mostra mutazioni del gene che codifica per
la proteina K-RAS, e usato in monoterapia nei pazienti che non rispondono alla
chemioterapia con irinotecan e oxalinplatino.

Il farmaco é stato anche approvato per il trattamento del carcinoma a cellule squamose
della testa e del collo in combinazione con radioterapia per la malattia localmente
avanzata, o in combinazione con chemioterapia a base di platino nella malattia metastatica

(Seshacharyulu et al., 2012).

Panitumumab (o ABX-EGF) & il primo anticorpo monoclonale completamente umano
approvato per il trattamento del cancro del colon-retto in fase metastatica esprimente
EGFR (U.S. Food and Drug Administration, 2009).

Diversi studi hanno dimostrato da tempo che mutazioni attivanti nel gene KRAS

conducono all'attivazione della proteina MAPK indipendentemente dall'attivazione di



EGFR, per questo solo i portatori del fenotipo wild-type di KRAS rispondono al

trattamento con cetuximab o panitumumab (Seshacharyulu et al., 2012).

1.1.1.2 Anticorpi monoclonali anti-HER-2

Trastuzumab e un anticorpo umanizzato IgG1 indicato nel trattamento del cancro al seno in
cui e dimostrata un'amplificazione dell'oncogene HER-2 o la sovraespressione della
proteina HER-2 (solo quando il target e sovraespresso la terapia risulta efficace). La
sovraespressione di HER-2 € associata ad una prognosi avversa della malattia (Boekhout et
al., 2011).

Trastuzumab é stato approvato per la terapia del cancro al seno metastatico HER-2+: in
monoterapia, in combinazione con paclitaxel, in combinazione con docetaxel, in
combinazione con inibitori delle aromatasi in donne in post-menopausa con cancro al seno
ormone-sensibile non precedentemente trattato con con trastuzumab.

E inoltre approvato per il trattamento del cancro al seno localizzato come trattamento
coadiuvante, nonché per il trattamento dell'adenocarcinoma dello stomaco o
gastroesofageo metastatico HER-2+ in combinazione con capecitabina o 5-fluorouracile e
cisplatino in pazienti non precedentemente trattati con terapia chemioterapica (Boekhout et

al., 2011).
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Figura 1. A la trasduzione del segnale dei recettori della famiglia HER. B la struttura di trastuzumab. C
trastuzumab lega HER-2 nel suo dominio extracellulare impedendo ['attivazione del recettore. D
trastuzumab blocca la dimerizzazione del recettore. Si ha il blocco della trasduzione del segnale. E media
I'attivazione della citotossicita cellulo mediata anticorpo dipendente. F promuove l'internalizzazione del
recettore. (Boekhout et al., 2011).
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1.1.2 Anticorpi monoclonali che impediscono l'interazione stroma-tumore.

Il cancro & un tessuto che ha alti tassi metabolici e un'alta domanda di nutrienti ed
ossigeno. Una delle conseguenze dirette & I'ipossia tissutale, uno dei principali fattori in
grado di controllare I'angiogenesi (Kazazi-Hyseni et al., 2010).

In condizioni di ipossia, il fattore trascrizionale HIF (hypoxia inducible factor) lega
specifiche regioni del gene VEGF inducendo la trascrizione della proteina VEGF
(Tanimoto et al., 2003).

Le proteine VEGF circolanti possono cosi legare i propri recettori (VEGFR) espressi sulla
superficie delle cellule endoteliali, promuovendo I'angiogenesi e stimolando il
reclutamento e la proliferazione delle cellule endoteliali (Mancuso et al., 2006).
L'angiogenesi conduce alla formazione di nuovi vasi sanguigni tramite il rimodellamento e
I'espansione di vasi preesistenti, questo processo riveste notevole importanza in molti
processi fisiologici come la crescita dei tessuti, la guarigione delle ferite e lo sviluppo
fetale ed avviene tramite una serie di passi complessi (Herbst et al., 2005). Ogni fase del
processo risulta ben regolata da fattori pro-angiogenetici. Nei normali processi fisiologici
troviamo anche fattori anti-angiogenetici che permettono di mantenere un equilibrio tra
processi opposti. Nelle cellule neoplastiche, spesso, il controllo sull'angiogenesi viene
perso e sono attivi solo sistemi proangiogenetici che conducono alla crescita caotica di
nuovi vasi anormali sia strutturalmente che funzionalmente (Shih e Lindley, 2006).
L'angiogenesi € fondamentale per la crescita tumorale e la formazione di metastasi. Senza
nuovi vasi sanguigni il tumore € limitato nelle proprie capacita di crescita e nella
proliferazione cellulare e va incontro ad apoptosi (Zondor e Medina, 2004).

Il fattore di crescita dell'endotelio vascolare VEGF € un potente fattore proangiogenetico in

grado di stimolare la proliferazione, la migrazione e la sopravvivenza delle cellule
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endoteliali ed € una tra le proteine sovraespresse dalle cellule tumorali, per questo & un

importante target della terapia antitumorale (Mancuso et al., 2006).

Bevacizumab & anticorpo monoclonale unanizzato 1gG1 anti-VEGF. Questo farmaco e in
grado di legare selettivamente il fattore VEGF circolante impedendo il legame tra
quest'ultimo e il proprio recettore espresso sulla superficie cellulare. Tale inibizione
conduce ad una riduzione della crescita microvascolare dei vasi sanguigni del tumore,
limitando cosi l'arrivo di sangue nel tessuto. Inoltre si ha una riduzione della pressione
interstiziale ed incremento della permiabilita vascolare che migliora la penetrazione degli
agenti chemioterapici e favorisce I'apoptosi delle cellule endoteliali tumorali (Shih e
Lindley, 2006).

Bevacizumab é stato approvato in combinazione con chemioterapici per il trattamento del
cancro avanzato del colon-retto, del cancro avanzato del polmone non a piccole cellule e
del cancro metastatico al seno. Inoltre é stato approvato dalla FDA negli USA come
singolo agente terapeutico per il trattamento di seconda linea del glioblastoma multiforme

avanzato (Kazazi-Hyseni et al., 2010).

1.1.3 Anticorpi monoclonali che legano antigeni espressi sulla superficie
delle cellule tumorali e attivano selettivamente meccanismi effettori (es.
Rituximab)

Rituximab é un anticorpo monoclonale chimerico approvato per il trattamento dei linfomi
non-Hodgkin a cellule B CD20 positivo (Reff et al., 1994).

Il CD20 e una proteina idrofobica transmembrana con un peso molecolare di 35 kD
localizzata sulle cellule pro-B e sui linfociti B maturi ed & un antigene che spesso viene
espresso nel linfoma non di Hodgkin, mentre non é stato trovato sulle cellule staminali,

nelle plasmacellule o in altri tessuti normali (Pescovitz, 2006 ).
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CD20 regola le prime fasi del processo cellulare che conduce all'attivazione e
differenziazione del linfocita B e pare funzioni da canale ionico per il calcio.

Rituximab si lega al cluster di differenziazione 20 (CD20) fin dalla fase precoce della
differenziazione e conduce all'eliminazione delle cellule B dell'organismo permettendo lo
sviluppo di una nuova popolazione cellulare sana dalle cellule staminali della linea
linfoide.

Il meccanismo d'azione di rituximab non é del tutto chiaro ma si pensa sia dovuto a
citotossicita complemento dipendente (CDC), citotossicita anticorpo dipendente (ADCC) e

stimolazione della via apoptotica (Pescovitz, 2006).

1.1.4 Anticorpi monoclonali trifunzionali (biscefici) in grado di legare due
antigeni differenti pur mantenendo le funzioni immunitarie effettrici
(es. Catumaxomab)

Catumaxomab e un anticorpo monoclonale ibrido ratto/topo, trifunzionale, bispecifico anti
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) e anti CD3, che e stato approvato per il
trattamento dell'ascite maligna in pazienti EpCAM positivi (Frampton, 2012).

L'ascite maligna consiste in un‘anormale accumulo di fluido nella cavita peritoneale. Molti
tumori epiteliali possono causare ascite, i pazienti affetti da cancro alle ovaie sono quelli
che piu frequentemente la sviluppano (37%) seguiti da pazienti affetti da cancro
pancreatobiliare (21%), cancro allo stomaco (18,3%), cancro all'esofago (4%), cancro al
colon-retto (3,7%) e cancro al seno (3%) (Ayantunde e Parsons, 2007). L'ascite maligna é
una manifestazione che si ha nel cancro avanzato e metastizzato e percio € associata ad una
prognosi negativa.

EpCAM ¢ espresso nella maggior parte dei tumori epiteliali, inclusi quelli che piu

comunemente causano l'ascite maligna, ma non viene espresso nelle cellule mesoteliali che
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ricoprono la cavita peritoneale (Linke et al., 2010), per questo e un target molto attrattivo
per la terapia con anticorpi monoclonali.

Catumaxomab ha una porzione Fab (frammento legante I'antigene) di derivazione murina
diretta contro I'antigene EpCAM espresso dalle cellule tumorali e una regione Fab, che
deriva dal ratto, diretta contro le cellule T CD3 positive. Inoltre, la regione ibrida Fc ¢ in
grado di legare e attivare macrofagi, natural killer e cellule dentritiche (Chelius et al.,
2010). Questo anticorpo e stato dunque messo a punto per legare simultaneamente cellule
tumorali, linfociti T e cellule accessorie. Il risultato di questo triplice legame & la
formazione di un complesso tri-cellulare che € in grado di eliminare le cellule tumorali
attraverso vari meccanismi che comprendono lisi cellule T mediata, fagocitosi e
citotossicita cellulo-mediata anticorpo dipendente (Frampton, 2012). L'induzione di cellule
T secernenti citochine come interferone-y (INFy) e il fattore di necrosi tumorale (TNF)-a,
contribuisce all'attivita antitumorale di catumaxomab, il complesso tri-cellulare & un
sistema che si auto sostiene e non necessita di ulteriori costimolatori di cellule effettrici per

attaccare le cellule tumorali (Frampton, 2012) .

1.1.5 Immunoconiugati: anticorpi monoclonali coniugati a radionucleotidi (*°
y-ibritumomab tiuxetan e " i-tositumomab)

La radioimmunoterapia é usata per il trattamento di linfomi e consiste nell'uso di mAb che
sono chimicamente coniugati con radioisotopi. L'anticorpo, diretto contro uno specifico
antigene tumorale, € in grado di eliminare le cellule maligne tramite CDC o ADCC. La
presenza di un radioisotopo potenzia notevolmente l'attivita antitumorale vista l'alta
sensibilita delle cellule del linfoma nei confronti delle radiazioni (lllidge e Morschhauser,
2011).

%y_ibritumomab tiuxetan e **'I-tositumomab sono due esempi di immunoconiugati,
entrambi sono stati progettati per avere come target tumorale la proteina CD20, mentre i
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radioisotopi usati sono rispettivamente l'ittrio 90 e lo iodio 131 (lllidge e Morschhauser,

2011).

1.2 Terapia immunosopressiva con anticorpi monoclonali nei trapianti
d'organo

La funzione fisiologica del sistema immunitario ¢ di distinguere il “self” (se stesso) ¢ il

“non self” (I'estraneo) proteggendo cosi gli individui dai patogeni infettivi.

I meccanismi responsabili di questa protezione comprendono I'immunita innata e quella

acquisita.

L'immunita innata (chiamata anche naturale o congenita) & la prima linea di difesa, ha

un‘affinita relativamente bassa e un ampio spettro d'azione. | principali effettori

dell'immunita innata sono le cellule fagocitiche (principalmente neutrofili e macrofagi), le

cellule natural killer e numerose proteine plasmatiche, comprese le proteine del sistema del

complemento.

L'immunita acquisita (chiamata anche adattativa o specifica) € antigene specifica e puo

avere un‘affinita molto alta. | principali effettori dell'immunita acquisita sono le cellule B e

le cellule T (Robbin e Cotran, 2006, pp. 194-199)

Le cellule B producono anticorpi, le cellule T fungono da cellule adiuvanti, citolitiche e

regolatrici (soppressori) e sono specificamente programmate per riconoscere specifici

antigeni peptidici presentati da molecole del complesso maggiore di istocompatibilita

(MHC; chiamato HLA negli esseri umani), grazie a recettori di superficie antigene

specifici (antigen-specific T-Cell Receptor, TCR). Queste cellule, fondamentali per la

risposta immunitaria diretta contro infezioni e tumori, sono le responsabili del rigetto dei

trapianti (Robbin e Cotran, 2006, pp. 194-199) .
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Il rigetto del trapianto € causato dal riconoscimento del tessuto trapiantato come estraneo
da parte dell'ospite. Gli antigeni responsabili di tale rigetto nell'uomo sono quelli del
sistema HLA, poiché i geni HLA sono altamente polimorfi due soggetti esprimeranno
proteine HLA diverse e quindi ogni individuo riconoscera come estranee le molecole HLA
di un altro individuo (allogenico) e reagira contro di esse (Robbin e Cotran, 2006, pp. 218-
222) .

Il rigetto & un processo complesso in cui hanno un ruolo sia la 'immunita cellulo-mediata
che gli anticorpi circolanti.

L'importante ruolo ruolo delle cellule T nei rigetti di trapianto & stato ampiamente
documentato. Il rigetto di trapianto linfocita T mediato € detto rigetto cellulare ed é indotto
da due diversi meccanismi, uno diretto e uno indiretto.

-Nella modalita diretta i linfociti T citotossici, principalmente i CD8+, lisano direttamente
le cellule endoteliali e parenchimali del trapianto.

-Nella cosiddetta via indiretta il danno al tessuto trapiantato avviene attraverso una
reazione di ipersensibilita ritardata scatenata da cellule T helper CD4+ attivate (Robbin e
Cotran, 2006, pp. 218-222) .

Sebbene ci siano pochi dubbi che le cellule T siano il cardine del rigetto di organi
trapiantati, anche gli anticorpi evocati contro gli alloantigeni posso mediare la reazione di
rigetto. In questo processo, chiamato rigetto umorale, gli alloanticorpi si legano
rapidamente sull'endotelio vascolare dell'organo trapiantato ed attivano il sistema del
complemento che causera trombosi dei vasi e morte ischemica del trapianto (Robbin e
Cotran, 2006, pp. 218-222).

Sulla base della morfologia e del meccanismo d'azione con cui avvengono le reazioni di

rigetto sono distinte in iperacute, acute e croniche.
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Rigetto iperacuto. Questa forma di rigetto si verifica dopo minuti o ore dal trapianto, le
lesioni precoci sul tessuto trapiantato dipendono da una reazione antigene anticorpo a
livello dell'endotelio vascolare.

Rigetto acuto. Si puo verificare entro pochi giorni dal trapianto in individui non trattati,
oppure manifestarsi mesi o anni piu tardi in individui che hanno interrotto
I'immunosoppressione. |l rigetto acuto di trapianto € un processo combinato nel quale
concorrono lesioni cellulari e umorali dei tessuti e puo essere predominante I'uno o l'altro
meccanismo.

Il rigetto cellulare acuto si osserva pit comunemente nei primi mesi dopo il trapianto ed e
caratterizzato da necrosi delle cellule parenchimali mediata dall'attivazione dei linfociti
CD4+ e CD8+.

Il rigetto acuto umorale (vasculite da rigetto) e mediata principalmente da anticorpi
antidonatore e quindi si manifesta soprattutto con lesione dei vasi sanguigni.

Il rigetto cronico e caratterizzato da un processo di fibrosi progressiva che conduce alla
perdita della normale architettura dell'organo, la sua patogenesi € meno chiara di quanto
non lo sia quella del rigetto acuto. La terapia immunosoppressiva negli ultimi anni é
diventata sempre piu efficace nel controllare il rigetto acuto e attualmente e il rigetto
cronico ad essere la causa piu importante di insuccesso di trapianto (Robbin e Cotran,

2006, pp. 218-222) .

La principale strategia per ridurre I'immunogenicita di un trapianto & quella di ridurre al
minimo le differenze alloantigeniche tra donatore e ricevente mediante un‘opportuna
selezione del donatore. Ad esempio, per evitare il rigetto iperacuto e necessario che il
gruppo sanguigno del donatore sia identico a quello del ricevente, inoltre, bisogna

minimizzare al minimo la disparita tra I'HLA del donatore e quella del ricevente,
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prendendo in considerazione le differenze alleliche delle molecole HLA, sia per quanto
riguarda i loci di classe | che quelli di classe II.

Tuttavia anche donatori HLA-compatibili sono probabilmente differenti dall'ospite in uno
0 piu antigeni minori di istocompatibilita in grado di evocare una reazione di rigetto debole
0 piu lenta che necessita comungue di immunosoppressione.

La terapia immunosoppressiva € dungque una necessita pratica in tutte le combinazioni
donatore-ricevente, e ha come principale target i linfociti T (Robbin e Cotran, 2006, pp.
218-222) .

Sono stati sviluppati molti anticorpi monoclonali in grado di prevenire il rigetto dell'organo
trapiantato. | meccanismi d'azione di questi farmaci sono vari, ma tutti hanno come target
specifiche proteine CD espresse sulla superficie cellulare delle cellule T o B.

Questi mAbs possono essere usati nella terapia di induzione nel periodo immediatamente
successivo al trapianto, come immunoterapici di mantenimento o per la terapia di un
rigetto in atto, dal momento che sono efficaci sulle cellule T gia attivate (Mahmud et al.,

2010).

1.2.1 Anticorpi monoclonali anti-CD3

Muromonab-CD3 é un anticorpo 1gG2a murino, € stato il primo anticorpo monoclonale ad
essere approvato per il trattamento del rigetto d'organo acuto.

Muromonab-CD3 lega il CD3, un componente del complesso recettoriale delle cellule T
coinvolto nel riconoscimento dell'antigene, implicato nella segnalazione e nella
proliferazione cellulare. Le cellule T opsonizzate oltre a non essere piu in grado di
riconoscere l'antigene, sono incapaci di proliferare e differenziarsi e vanno incontro a

morte per lisi cellulare (Hong e Kahan, 2000).
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Il principale effetto collaterale della terapia anti-CD3 ¢ “la sindrome da rilascio da
citochine”, caratterizzata da febbre alta, tremori, nausea, vomito, diarrea, dolori
addominali, ipotensione, dispnea e in alcuni casi edema polmonare (Sevmis et al., 2005).
La sindrome é dovuta a un aumento dei livelli sierici di citochine (come il TNF-a, IL-2,
IL-6 ¢ l'interferone vy) rilasciate dalle cellule T attivate transitoriamente dal legame con
I'anticorpo monoclonale (Chatenoud e Bach, 1991).

Inoltre, I'uso ripetuto di questo farmaco puo determinare I'immunizzazione del paziente che
sviluppa anticorpi anti-murini rendendo il trattamento controindicato in molti soggetti
(Jensen et al., 1996).

Nonostante la sua efficacia nel trattamento del rigetto acuto sia ampiamente dimostrata, il
farmaco é stato recentemente ritirato dal commercio dal momento che il suo uso era ormai
in declino visti i numerosi effetti collaterali e la presenza sul mercato di farmaci meglio

tollerati (Mahmud et al., 2010).

1.2.2 Anticorpi monoclonali anti-CD25

Le numerose complicazioni dovute all'uso di trattamenti anti-CD3 hanno condotto allo
sviluppo di trattamenti immunosoppressivi specifici per altri target.

Dal momento che le cellule T attivate producono grandi quantita di I1L-2, un importante
fattore di crescita per le cellule T, sono stati sviluppati anticorpi monoclonali chimerici che
selettivamente interagiscono con la subunita alfa del recettore per IL-2 (CD25) e la legano
con alta affinita. 1l recettore per IL-2 & presente sulla superficie dei linfociti T attivati ma
non su quella dei linfociti T a riposo. Inibendo il legame tra IL-2 e il proprio recettore
viene bloccata I'attivazione nonché impedita la crescita delle cellule T (Amlot et al., 1995;

Wiseman e Faulds 1999).
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Tra gli mAbs che agiscono con questo meccanismo d'azione troviamo BASILIXIMAB e
DACLIZUMAB, con questi anticorpi non e stata osservata sindrome da rilascio di
citochine, inoltre essendo chimerici e non di origine murina hanno una minore
immunogenicita e una maggiore emivita di eliminazione rispetto a muromonab-CD3

(Mahmud et al., 2010).

1.3 Anticorpi monoclonali nel trattamento delle malattie autoimmuni

Le malattie autoimmuni sono dovute a danni tissutali provocati da cellule T o anticorpi che
reagiscono contro auto-antigeni. L'artrite reumatoide, la spondilite anchilosante e l'artrite
psorisiaca sono solo alcuni esempi di malattie autoimmuni.

L'artrite reumatoide € una patologia cronica progressiva ad eziologia ignota che colpisce le
articolazioni. Nel tessuto sinoviale delle articolazioni affette si trovano infiltrati di cellule
che mediano l'inflammazione, come macrofagi e linfociti, che conducono a iperplasia e
neovascolarizzazione (Mihara et al., 2011). Il risultato & gonfiore, dolore e rigidita
articolare. Con il progredire della patologia, I'inflammazione conduce al danno permanente
delle cartilagini, ossa, tendini, legamenti e a disabilita articolare dovuta alla distruzione
della cartilagine e dal riassorbimento osseo (Smolen e Steiner, 2003). | sintomi sistemici
includono febbre, affaticamento, anemia, perdita di peso, anoressia, debolezza muscolare,
osteoporosi e possibile danneggiamento dei polmoni, fegato e pelle (Mihara et al., 2011).
La spondilite anchilosante colpisce soprattutto lo scheletro assiale coinvolgendo le
articolazioni sacro-iliache e la spina dorsale (Gladman, 2003) mentre l'inflammazione
comporta dolore e gonfiore che sono i principali sintomi (Rudwaleit e Baeten, 2006). Le
manifestazioni non assiali comprendono artrite delle articolazioni periferiche (le ginocchia

ne sono molto colpite), entesite e dattilite (Lee et al., 2002). Le manifestazioni extra-
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articolari sono molto comuni nella spondilite anchilosante e possono riguardare gli occhi, il
tratto gastrointestinale, i polmoni, il cuore e le ossa (Brophy e Calin, 2001).

L'artrite psorisiaca € caratterizzata dal danno alle articolazioni associato a dolore e
gonfiore, € una patologia simile all'artrite reumatoide ma i sintomi sono molto meno severi.
Anormalita alle unghie, lesioni psoriasiche alle pelle, entesite e dattilite sono molto
frequenti (McGonagle et al.,, 2009). La psorisi ungueale e associata ad un alto
coinvolgimento delle articolazioni e puo rappresentare un indice di gravita della malattia
(Serarslan et al., 2007). Le lesioni cutanee si manifestano generalmente prima rispetto ai
segni artritici (Mease, 2002).

L'artrite reumatoide, la spondilite anchilosante e l'artrite psoriasica sono tutte patologie
immunomediate, ognuna innescata da meccanismi fisiopatologici diversi ma che
conducono a una via comune, lo sviluppo di un'inflammazione cronica. Questa risposta
inflammatoria € caratterizzata da una sovraespressione di citochine pro-inflammatorie

soprattutto TNF-a, IL-1 e IL-6 (Smolen e Steiner, 2003).

1.3.1 Anticorpi monoclonali diretti contro il TNF-o.

Il TNF-a ¢ la citochina proinfiammatoria predominante in molte malattie autoimmuni.
Questa citochina ha sia effetti diretti che indiretti sul processo infiammatorio, € infatti in
grado di indurre i macrofagi e altre cellule a secernere altre citochine pro-inflammatorie,
per esempio IL-1, IL-6, IL-8, promuove l'attivazione delle cellule T e induce le cellule
endoteliali a esprimere sia molecole d'adesione, le quali incrementano l'infiltrazione di
cellule T, sia il fattore di crescita dell'endotelio vascolare che promuove I'angiogenesi e la
proliferazione dei cheratinociti (Smolen e Emery, 2011). Il TNF-a ¢ anche coinvolto nella
differenziazione e maturazione degli osteoclasti che nell'artrite svolgono un ruolo centrale

nella distruzione dell'osso (Redlich et al., 2002) e stimola i fibroblasti, osteoclasti e
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condrociti a rilasciare proteasi che demoliscono I'articolazione, la cartilagine e le ossa

(Smolen e Steiner, 2003; Choy e Panayi, 2001).

T Pro-inflammatory cytokines INCREASED
Macrophages + cpemokines INFLAMMATION

. INCREASED
Endothelium | Adhesion molecules CELL INFILTRATION

T Vascular endothelial
growth factor (VEGF) INCREASED

ANGIOGENESIS
Keratinocytes T Pro-inflammatory cytokine

Figura 2. meccanismo d'azione del TNF-a nel processo infiammatorio (Jackson, 2007).

Infliximab & un anticorpo monoclonale chimerico composto da una regione costante che
deriva dalla 1gG1 umana e due regioni variabili di derivazione murina specificamente
progettate per legare il TNF-a. Infliximab ¢ stato approvato dalla FDA per il trattamento
dell'artrite reumatoide, la spondilite anchilosante, lI'artrite psoriasica, la psoriasi, la malattia

di Crohn e la colite ulcerosa. Viene somministrato per via endovenosa (Jackson, 2007).

Adalimumab & un anticorpo monoclonale completamente umano in cui sia la regione
costante che quella variabile derivano dalle immunoglobuline umane. Anche questo
anticorpo é specificamente diretto contro il TNF-a. Adalimumab é somministrato tramite
iniezione sottocutanea, € stato approvato dalla FDA per il trattamento dell'artrite
reumatoide, l'artrite psoriasica, la spondilite anchilosante e la malattia di Crohn (Jackson,

2007).
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Infliximab e adalimumab sono entrambi in grado di legare in maniera altamente selettiva
sia il TNF-a solubile che il TNF-a legato alla membrana, impedendone il legame con il
recettore cellulare e prevenendo cosi la sua azione pro-infiammatoria. Questi anticorpi,
inoltre, sono in grado di fissare il complemento e condurre alla lisi complemento-mediata

delle cellule che esprimono il recettore per il TNF (TNFR) (Jackson, 2007) .

1.3.2 Anticorpi monoclonali diretti contro IL-6

Alti livelli di 1L-6 si ritrovano nel fluido sinoviale e nel sangue dei pazienti affetti da artrite
reumatoide e sono correlati con la gravita della malattia (Houssiau et al., 1988; Madhok et
al., 1993). Alcuni degli aspetti clinici della malattia come la produzione di proteine di fase
acuta, I'induzione degli osteoclasti, la produzione di autoanticorpi, I'incremento della conta
piastrinica e dei neutrofili, sono mediati dall'attivita di IL-6 (Akira et al., 1993). Questa
citochina & dunque un potenziale target terapeutico per il trattamento dell'artrite
reumatoide.

TOLICIZUMAB ¢ un anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro il recettore per
IL-6 approvato per il trattamento dell'artrite reumatoide. L'anticorpo € in grado di legare
sia il recettore solubile che quello legato alla membrana, questa inibizione competitiva
impedisce il legame tra il IL-6 e il proprio recettore bloccandone l'attivita proinfiammatoria
(Mihara et al., 2011).

L'inibizione di IL-6 mediata da tolicizumab impedisce la progressione della distruzione
dell'articolazione, migliora le anomalie ematologiche e riduce i sintomi sistemici (Mihara

etal., 2011).
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1.4 Anticorpi monoclonali per il trattamento dell'asma allergico

L'asma, come tutte le malattie allergiche, e innescato da una risposta immunitaria anormale
nei confronti di materiale normalmente innocuo presente nell'ambiente (antigeni). Dunque,
il primo passo che conduce allo sviluppo di questa patologia € la sensibilizzazione a un
particolare allergene. L'esposizione a tale allergene causa una risposta immediata
caratterizzata da vasodilatazione, edema e bronco costrizione a cui fa seguito una risposta
tardiva che consiste in una risposta infiammatoria resa possibile dall'influsso di eosinofili,
cellule mononucleate e neutrofili (Boushey, 2001).

Da tempo e noto che le IgE sono le responsabili della risposta immediata dovuta al contatto
di un allergene specifico. Le IgE legano I'antigene e si ancorano al recettore espresso sulla
superficie cellulare delle mastcellule che vengono cosi attivate e indotte a degranulare,
rilasciando mediatori attivi tra cui istamina, triptasi e chemochine (Boushey, 2001).

Le mastcellule contribuiscono alla fase ritardo tramite la liberazione di chemochine, che
richiamano altre cellule infiammatorie, nonché attraverso il rilascio di citochine come il
TNF-0, il quale induce I'espressione di molecole d'adesione cellulare da parte delle cellule
endoteliali consentendo il legame e la migrazione di cellule infiammatorie dal
compartimento vascolare alla mucosa delle vie aeree. E probabile che le IgE siano
coinvolte nella stimolazione di altre cellule per produrre citochine come ad esempio IL-5
(Pirron et al., 1990).

Visto il ruolo chiave nelle patologie allergiche le IgE sono un attrattivo target terapeutico.

| recettori per IgE, localizzati su diversi tipi di cellule, sono di due tipi: il recettore ad alta
affinita ( FceRI) e il recettore a bassa affinita ( FceRII/CD23) (Rosenwasser ¢ Meng,

2005).
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OMALIXUMAB é un anticorpo umanizzato anti-lgE, approvato per il trattamento
dell'asma allergico, in grado di legare I'immunoglobulina E nel sito deputato al legame con
il recettore FceRI, il dominio Fce3. Il legame tra omalixumab e le IgE porta alla
formazione di un trimero costituito da due molecole di omalixumab e una IgE, questo
complesso impedisce l'interazione tra I'immunoglobulina e il recettore. In questo modo il
farmaco riduce la quantita di IgE circolanti disponibili a legare il recettore ad alta affinita

espresso su mastcellule, basofili e altre cellule (Boushey, 2001).

1.5 Anticorpi monoclonali per il trattamento della degenerazione maculare
neovascolare

La degenerazione maculare senile (ADM) € una patologia che colpisce la macula, la zona
centrale della retina, ed € la prima causa di perdita irreversibile della vista negli anziani
(Enter et al., 2006).

Esistono due tipi di ADM, la secca 0 non essudativa e lI'umida o essudativa o neovascolare.
La degenerazione maculare essudativa e caratterizzata dallo sviluppo di nuovi vasi
sanguigni al di sotto della retina, questa nuova rete di vasi € chiamata neovascolarizzazione
coroideale (CNV) (Comer et al., 2004) ed e ritenuta la principale responsabile della
progressiva perdita della vista nella ADM umida (Ng e Adamis, 2005). Sebbene siano
molteplici i meccanismi coinvolti nella formazione di questa nuova vascolarizzazione, il
VEGF-A é la molecola chiave nello sviluppo della CNV, pertanto la terapia anti-VEGF-A
sembra essere una delle strategie migliori per il trattamento di tale patologia (Blick et al.,
2007).

RANIBIZUMAB ¢ un frammento (Fab) di anticorpo monoclonale umanizzato 1gG1
approvato per il trattamento della degenerazione maculare senile neovascolare (umida) da

somministrare per via intravitreale. L'anticorpo € in grado di legare il VEGF-A nel sito
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deputato al legame con il proprio recettore espresso sulla superficie delle cellule
endoteliali. L'inibizione dell'interazione recettore-ligando comporta la riduzione della
proliferazione delle cellule endoteliali, della permeabilita vascolare e la formazione di

nuovi vasi (Blick et al., 2007).
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2 La farmacodinamica degli inibitori delle tirosin-chinasi (TKI)

2.1 TKI che hanno come target i recettori della famiglia EGFR

Gli inibitori della tirosin chinasi sono piccole molecole progettate per essere analoghi
dell'adenosina trifosfato (ATP) con cui competono per il legame con il dominio
intracellulare ad attivita catalitica del recettore per EGF (EGFR). Questo legame previene
l'autofosforilazione e I'attivazione della trasduzione del segnale a valle (Ciardiello, 2000).

I TKI possono essere: inibitori reversibili che competono con le molecole di ATP e
riconoscono la conformazione attiva della chinasi, o inibitori irreversibili che si legano al
sito chinasico attivo covalentemente tramite una reazione specifica con i residui di cisteina.
Gli inibitori irreversibili hanno effetti prolungati e non necessitano di frequenti

somministrazioni (Seshacharyulu et al., 2012).

GEFINITIB

Gefinitib € un inibitore di EGFR verso cui mostra un‘affinita 200 volte maggiore rispetto
agli altri membri della famiglia ErbB (Thomas e Grandis, 2004). Quando lega il recettore
ne blocca l'autofosforilazione, in questo modo impedisce che il legame tra recettore e
ligando possa attivare la segnalazione a valle (Wakeling et al., 1996).

Vista la sovraespressione di EGFR, gefinitib é stato approvato per il trattamento di pazienti
affetti da NSCLC che non rispondono alla chemioterapia con docetaxel o ai derivati del

platino (Seshacharyulu et al., 2012).
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ERLOTINIB

Erlotinib e un potente inibitore reversibile di EGFR. Come gefinitib, & un analogo dell’
ATP con cui compete per il legame con il recettore. Questo farmaco é in grado di inibire la
proliferazione cellulare EGF dipendente, blocca il ciclo cellulare nella fase G1 mostrando
cosi effetti antiproliferativi (Seshacharyulu et al., 2012).

E stato approvato per il trattamento di pazienti con NSCLC in stato avanzato e nel cancro
al pancreas localizzato o0 metastatico in combinazione con gemcitabina (Bareschino et al.,

2007).

LAPATINIB

Lapatinib e un inibitore specifico e reversibile sia di EGFR che di HER2 ed inoltre ha
mostrato avere attivita contro la proteina AKT.

E stato approvato per il trattamento del tumore metastatico alla mammella HER-2 positivo

in monoterapia o in combinazione con trastuzumab (Seshacharyulu et al., 2012).

2.2 TKI che bloccano le proteine della trasduzione.

Le alterazioni che causano l'attivazione delle proteine MAP (proteine attivate dai mitogeni)
giocano un ruolo chiave nello sviluppo di molti tumori. Le MAP chinasi sono proteine
serina/treonina chinasi che normalmente regolano molte attivita cellulari importanti come
la proliferazione e I'apoptosi (Xie et al., 2012).

Nei tumori la via RaffMEK/ERK pud essere sovra-attivata tramite l'alterazione di vari
meccanismi. La sovra-espressione di fattori di crescita e dei loro recettori 0 mutazioni

attivanti dell'oncogene Ras sono tutti eventi in grado di attivare Raf (Xie et al., 2012).
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L'attivazione della via di Raf/MEK/ERK incrementa direttamente la proliferazione
cellulare e indirettamente puo stimolare I'angiogenesi tramite I'incremento della produzione
di fattori di crescita come PDGF (fattore di crescita derivato dalle piastrine) e VEGF
(fattore di crescita dell'endotelio vascolare) (Gollob et al., 2006).

Questi processi sono necessari per la crescita tumorale, per cui, i componenti di questa via

di segnalazione sono target terapeutici attrattivi per la terapia antitumorale.

SORAFENIB ¢ in grado di inibire la proteina serina/treonina chinasi Raf, soprattutto le
isoforme C-Raf e B-Raf, bloccando cosi tutta la via RaffMEK/ERK (Wilhelm et al., 2004).
Inoltre ha un attivita antiagiogenica grazie alla sua capacita di bloccare VEGFR-2,
VEGFR-3, PDGFR-beta e Kit (Wilhelm et al., 2008).

Questo farmaco e stato approvato per il trattamento dell'epatocarcinoma e del carcinoma a

cellule renali (U.S Food and Drug Administration, 2011).

2.3 TKI inibitori della proteina BCR-ABL

La leucemia mieloide cronica (LMC) é un disordine mieloproliferativo causato
dall'acquisizione di mutazioni da parte di cellule staminali ematopoietiche (An et al.,
2010).

Piu del 90% dei pazienti affetti da LMC sono portatori del cromosoma Philadelfia (Ph)
(Erikson et al., 1986). Il cromosoma Ph e generato dalla traslocazione del gene Abelson
tirosin chinasi (ABL-abl) che passa dal cromosoma 9 alla regione di raggruppamento dei
punti di rottura (breakpoint cluster region BCR) del cromosoma 22 (Rowley, 1973), con
formazione di un oncogene chimera Bcr-Abl. La proteina di fusione che deriva
dall'espressione di questo gene € una tirosin chinasi costitutivamente sempre attiva che non
necessita del ligando endogeno per attiavarsi (Deininger e Goldman, 2010). La sede di
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rottura sul cromosoma 22 € variabile e determina la gravita della malattia: piu e corto il
gene di fusione piu é grave la patologia derivante (Sawyers, 1999).

La proteina di fusione media lo sviluppo e il mantenimento della CML attraverso
I'interazione con varie proteine che portano il segnale a valle, I'attivazione di segnali
mitogeni e l'inibizione dell'apoptosi (Sawyers, 1997).

La conoscenza dettagliata del meccanismo che porta alla LMC ha consentito lo sviluppo di

farmaci in grado di inibire selettivamente la tirosin chinasi aberrante BCR-ABL .

IMATINIB, approvato per il trattamento della LMC Ph+, & il primo TKI messo in
commercio in grado di inibire la via di segnalazione di BCR-ABL.

Imatinib & un analogo dell’ATP che lega il recettore quando si trova nella forma inattiva
bloccando competitivamente la tasca deputata a legare I'ATP, prevenendo cosi il cambio
conformazionale che conduce alla forma attiva (figura 3) (An et al., 2010). Questo
farmaco conduce all'inibizione della proliferazione cellulare senza indurre apoptosi (Holtz
et al., 2002). Imatinib & anche inibitore di PDGFR, Arg e c-Kit (Druker et al., 1996),
inoltre, riduce I'angiogenesi del midollo osseo e decrementa le concentrazioni plasmatiche
del VEGF (Legros et al., 2004; Kvasnicka et al., 2004).

Imatinib da completa remissione ematologica nel 97% delle diagnosi fatte nella fase
cronica della malattia, per questo subito dopo la sua approvazione € impiegato come
trattamento di prima linea per la LMC (An et al., 2010). Tuttavia, alcuni pazienti con la
malattia in fase cronica e molti pazienti in fase avanzata vanno in contro, dopo mesi 0 anni
di trattamento, a resistenza nei confronti di imatinib (Druker et al., 2001; Ottmann et al.,

2002).
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Questo ha portato i ricercatori a sviluppare farmaci simili ma in grado di superare le
resistenze ad imatinib portando cosi alla nascita di TKI anti-BCR-ABL di seconda

generazione.

NILOTINIB, come imatinib, lega la conformazione inattiva del recettore ABL impedendo
I'attivazione catalitica promossa dal legame con L'ATP (Manley et al., 2005). Studi
cristallografici hanno indicato che nilotinib ha una piu alta affinita per i domini tirosin-
chinasici di Abl rispetto a imatinib, il che si traduce in una grande potenza e selettivita del
farmaco nei confronti della BCR-ABL wild type (Manley et al., 2005; Weisberg et al.,
2006). In vitro, ad esempio, il farmaco si &€ mostrato 30 volte piu affine al recettore rispetto
all'imatinib (O'Hare et al., 2005) ed inoltre attivo contro 32 delle 33 mutazioni a singolo
nucleotide che creano resistenza contro imatinib (O'Hare et al., 2005). Nilotinib e anche
inibitore di Arg, Kit e PDGFR (Weisberg et al., 2005; Weisberg et al., 2006).

E approvato per il trattamento di pazienti affetti da CML Ph+ resistenti o intolleranti al

trattamento di prima linea con imatinib (An et al., 2010).

DASATINIB € in grado di inibire la proteina ABL sia nella conformazione attiva che in
quella inattiva ed ¢ I'unico TKI anti- ABL approvato ad essere in grado di inibire anche la
proteina chinasica Src (An et al., 2010). Risulta attivo nelle forme di LMC resistenti o
intolleranti ad imatinib rispetto al quale € molto piu potente nell'inibire il recettore Abl
(O'Hare et al., 2005). Questo farmaco € inoltre in grado di inibire altre proteine ad attivita
tirosin chinasica oltre a Abl e src: PDGFR-B, Lck, YES ¢ EPH receptor A2 (Kvasnicka et
al., 2004; O'Hare et al., 2005).

E approvato per il trattamento di pazienti affetti da LMC intolleranti o resistenti al

trattamento con imatinib (An et al., 2010).
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Figura 3. Rappresentazione schematica del meccanismo d'azione dei BCR-ABL TKI. La tirosin chinasi BCR-
ABL ¢ attiva costitutivamente ed € in grado di legare ATP e trasferire gruppi fosfato dall'ATP a residui
tirosinici su vari substrati. Questo pu0 causare alterazioni nell'adesione cellulare, attivazione di segnali
mitogeni e inibizione dell'apoptosi conducendo all'anormale proliferazione delle cellule mieloidi. 1 TKI,
come per esempio imatinib, impediscono il legame tra I'ATP e il recettore inibendo cosi I'attivita tirosin
chinasica di BCR-ABL e la possibilita di trasferire il segnale a valle. L'inibizione di queste vie di
segnalazione riduce significativamente I'eccessiva proliferazione delle cellule LMC. (An et al., 2010).
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3 La farmacocinetica degli anticorpi monoclonali (mAb)

La comprensione dei meccanismi farmacocinetici degli anticorpi monoclonali che
differiscono da quelli dei farmaci tradizionali, & di fondamentale importanza nella pratica
clinica, ad esempio nello sviluppo e nell’ottimizzazione dei dosaggi terapeutici di questi

farmaci.

3.1 Somministrazione e assorbimento.

Gli anticorpi monoclonali sono somministrati per via parenterale. La somministrazione
orale e preclusa dalla natura proteica di questi farmaci, degradabili nel tratto digerente.
Inoltre, anche le grandi dimensioni e la loro polarita impedirebbero il raggiungimento di
una biodisponibilita adeguata attraverso questa via.

La maggior parte degli anticorpi terapeutici oggi in commercio sono somministrati per via
endovenosa, pochi per via intramuscolare o sottocutanea. L’assorbimento tramite queste
ultime vie, pur facilitato dal sistema linfatico, € lento. Generalmente sono necessari un paio
di giorni per il raggiungimento del picco di concentrazione plasmatica dopo una singola
dose. La biodisponibilita ¢ da bassa ad intermedia, si presume che cio dipenda dalla
degradazione proteolitica che questi anticorpi possono subire gia a livello del fluido
interstiziale o nel sistema linfatico (Baumann, 2006).

Esistono anche delle altre possibili vie di somministrazione, come la via intravitreale (usata
per la somministrazione di ranibizumab, un frammento di anticorpo monoclonale che é
stato approvato per il trattamento della degenerazione maculare umida senile), o la via

intraperitoneale (usata ad esempio per somministrare catumaxomab, approvato per 1’ascite
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maligna), inoltre la via polmonare € attualmente sotto studio ed & una via promettente per
anticorpi terapeutici che hanno un certo target di distribuzione come, ad esempio, nel

trattamento del cancro ai polmoni (Keizer et al., 2010)

3.2 Distribuzione

Le grandi dimensioni e I’idrofilicita degli anticorpi monoclonali ostacolano la loro
distribuzione ai tessuti. Il passaggio dai vasi sanguigni ai tessuti periferici avviene,
probabilmente, prevalentemente tramite meccanismi di pinocitosi o endocitosi mediati
dalle cellule endoteliali (Flessner e Dedrick, 1994; Baxter e Jain 1991).

La distribuzione & dungue un processo lento, questo comporta bassi volumi di
distribuzione approssimativamente pari al volume del plasma (Lobo et al., 2003).

I frammenti di anticorpi monoclonali, che consistono solo della parte legante I’antigene
(frammenti Fab) o frammenti a catena singola variabile, riescono a passare la barriera
rappresentata dalle cellule endoteliali e andare ai tessuti piu facilmente. Inoltre, a
differenza degli anticorpi interi, si dimostrano capaci di passare la barriera
ematoencefalica, mostrando proprieta di distribuzione migliori di quelle degli mAbs

(Keizer et al., 2010).

3.3 Metabolismo ed eliminazione

Gli anticorpi monoclonali approvati e quelli in fase di sperimentazione sono
immunoglobuline isotipo G e, come le IgG endogene, sono eliminati tramite vie
cataboliche in contrasto con i farmaci tradizionali eliminati invece attraverso vie non

cataboliche che comprendono il metabolismo epatico e I’escrezione renale e biliare.
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Il metabolismo delle IgG si verifica in vari tessuti (33% nella pelle, 24% nel muscolo, 16%
nel fegato, 12% nell’intestino) ¢ nel plasma, dove sono metabolizzate a peptidi e
amminoacidi che possono essere nuovamente utilizzati dal corpo per produrre nuove
proteine o essere escreti (Garg e Balthassar, 2007).

Le vie di eliminazione degli mAbs sono ancora oggetto di studio, i meccanismi che
sembrano essere coinvolti sono essenzialmente tre: proteolisi da parte del sistema reticolo
endoteliale (RES), eliminazione target-mediata ed endocitosi non specifica.

Il RES- Le cellule fagocitarie del sistema immunitario, come macrofagi e monociti,
svolgono un ruolo chiave nell’eliminazione delle IgG endogene (Waldamann e Strober,
1969), questo fa presumere che siano chiamati a svolgere un ruolo anche nell’eliminazione
di anticorpi terapeutici.

L’internalizzazione ¢ la successiva degradazione delle 1gG da parte dei lisosomi, avviene
dopo il legame tra la regione Fc dell’anticorpo e il recettore Fcy, espresso su queste cellule
del sistema immunitario (Comber et al., 1989).

Dato che la quantita di mAb somministrati & nettamente inferiore alle IgG endogene, alle
dosi terapeutiche, questo meccanismo di eliminazione & improbabile che possa saturarsi.
L’importanza che questa via ha sull’eliminazione degli mAb non € ancora conosciuta ma si
presume possa differire tra i vari anticorpi (Keizer et al., 2010).

Eliminazione target-mediata- Consiste nella degradazione all’interno della cellula
bersaglio.

L’internalizzazione avviene solo dopo il legame tra la parte Fv dell’anticorpo e I’antigene,
successivamente si ha la degradazione nei lisosomi della cellula (Mellman e Plutner, 1984;

Press et al., 1988).
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Alcuni dati suggeriscono che questa e probabilmente la via d'eliminazione piu importante
per gli anticorpi terapeutici, come dimostrato per Efalizumab che viene quasi totalmente
eliminato dalle cellule T che esprimono CD11a, il target del farmaco (Coffey et al., 2004).

Dal momento che questa via é saturabile a causa del numero finito di antigene bersaglio,
alcuni mAb potrebbero avere una cinetica di eliminazione non lineare.

Endocitosi non specifica- Degradazione da parte delle cellule di vari tessuti.

A livello intracellulare esiste un meccanismo che protegge tutte le IgG, dunque anche gli
mAbs, dall’immediato catabolismo cellulare mediato dal recettore neonatale Fc (FCRn,
chiamato anche recettore di Brambell) (Ghetie ¢ Ward, 2000). L’aggettivo neonatale
assegnato al recettore deriva dal ruolo biologico che esso ha nei neonati: facilitare
I’assorbimento delle IgG contenute nel latte materno nella prima settimana di vita
(Brambell, 1966).

Il meccanismo protettivo mediato dal recettore Fc ha gran rilevanza nella farmacocinetica
degli anticorpi monoclonali, poiché e il responsabile della lunga emivita delle 1gG
endogene e terapeutiche.

Il legame tra FcRn e le IgG & completamente pH dipendente, avviene in ambiente
debolmente acido (pH 6-6,5), mentre non si verifica in ambiente basico (pH 7-7,5)
(Raghavan et al., 1995). Il recettore Fc lega le IgG con alta affinita nell’ambiente
leggermente acido degli endosomi e ne impedisce il rilascio nei lisosomi. In seguito, il
complesso 1gG-FcRn, viene trasportato nuovamente nella circolazione sistemica, dove il

pH fisiologico (7,4) portera alla liberazione della IgG.
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Senza questo meccanismo, le IgG, dopo ’internalizzazione e la fusione tra endosomi e
lisosomi, verrebbero subito catabolizzate come avviene per le altre proteine che infatti,

hanno un’emivita notevolmente piu breve (Keizer et al., 2010).

Figura 4. Meccanismo di protezione delle IgG mediato dal recettore neonatale Fc(FcRn). 1 Assorbimento
nelle cellule endoteliali tramite endocitosi. 2 Legame pH dipendente di IgG e FcRn.3 Trasporto delle IgG
legate fuori dalla cellula. 4 Rilascio delle IgG nella matrice extracellulare( pH fisiologico).5 Trasporto
delle IgG non legate ai lisosomi. 6 Degradazione delle IgG nei lisosomi. (Keizer et al., 2010).

Si presume che il meccanismo di protezione sia presente in vari tessuti, ma principalmente
nelle cellule endoteliali e nelle cellule dell’epitelio renale (Borvak et al., 1998; Kobayashi
et al., 2002).

Dato che il meccanismo non e saturato dalle 1gG endogene, che raggiungono
concentrazioni nettamente superiori rispetto alle dosi somministrate in clinica di IgG-mADb,
¢ improbabile che alle dosi terapeutiche questo meccanismo venga saturato dagli mAb
(Getman e Balthasar, 2005).

Oltre ai meccanismi sopra citati, molti altri fattori possono influenzare la disponibilita

degli mADb nei pazienti, tra questi il verificarsi di reazioni immunitarie.
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La formazione di anti-globuline endogene, cioé la formazione di anticorpi contro gli
anticorpi monoclonali, come ad esempio: anticorpi umani contro anticorpi murini
(HAMA), anticorpi umani contro anticorpi chimerici (HACA) o anticorpi umani contro
anticorpi umani (HAHA), possono legare 1’anticorpo somministrato e alterarne i tassi di
eliminazione (Denardo et al., 2003).

A causa di differenze individuali nelle risposte immunitarie risulta difficile predire in che
modo queste possono influenzare la velocita di eliminazione degli mAbs e se tale
cambiamento ha implicazioni cliniche. In linea generale, I’impatto della risposta
immunitaria ¢ inversamente proporzionale al grado di umanizzazione dell’anticorpo
(Shellekens, 2002), anche se pure gli mAbs completamente umani possono causare questo
fenomeno.

La formazione di anticorpi contro gli mAb somministrati, pud avere un impatto
sull’efficacia della terapia dipendente da modifiche della farmacocinetica, come
esemplificato da diversi studi su Infliximab.

In uno studio farmacocinetico di popolazione é stata osservata una maggiore velocita di
eliminazione di infliximab alla presenza di HACA (Xu et al., 2008). Inoltre, in uno studio
effettuato su 34 pazienti affetti da spondilite anchilosante, sono stati riscontrati anticorpi
contro infliximab nel 36% dei pazienti non rispondenti alla terapia e solo 8% nei pazienti
rispondenti (de Vries, 2007). Similmente, uno studio effettuato su pazienti affetti da artrite
reumatoide, ha mostrato che lo sviluppo di HACA, verificatosi nella meta dei pazienti oltre
ad essere correlato ad un decremento delle concentrazioni era anche causa di tassi di non
risposta piu elevati (Wolbink, 2006).

In contrasto con quanto riscontrato per infliximab studi effettuati su panitumumab, un mAb
completamente umano, mostrano che l’influenza della risposta immunitaria sulla

farmacocinetica e sull’efficacia risulta essere modesta, solo 1’8% dei pazienti che hanno
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sviluppato HACA hanno riportato una diminuzione dell’AUC (area sotto la curva

concentrazione plasmatica/tempo) (Ma et al., 2009).

Le IgG endogene mostrano sempre una farmacocinetica lineare con incremento dei tassi di
clearance a concentrazioni piu elevate. Questo & attribuibile alla saturazione del
meccanismo di salvataggio mediato dal recettore FcRn, che protegge le 1gG dalla
degradazione.

Come detto precedentemente, alle dosi terapeutiche, gli mAb non saturano il meccanismo
di salvataggio, anche per questa ragione molti mAb, ad esempio efalizumab e
alemtuzumab, mostrano una cinetica non lineare con diminuzione della clearance ad alte
concentrazioni. La diminuzione della clearance dipende per0 soprattutto
dall’internalizzazione degli mAb all’interno delle proprie cellule target, dato che ad alte
concentrazioni questo meccanismo € saturo, si osserva tale diminuzione (Keizer et al.,
2010).

Come esempio di quanto detto ¢ stato dimostrato che nel trattamento dell’artrite
reumatoide, quando sono stati riscontrati alti livelli di Proteina C-reattiva (CRP), marker
surrogato del fattore di necrosi tumoralea ( TNFa), la clearance di infliximab e stata
incrementata (Wolbink et al., 2005).

Analogamente, in oncologia, la massa tumorale é stata inversamente correlata con la
clearance degli anticorpi, come nel trattamento di tumori solidi con trastuzumab (Bruno et
al., 2005) e nei linfomi con rituximab (Berinstein et al., 1998). La clearance di quest'ultimo
decresce di 4-volte nella quarta somministrazione rispetto alla prima, dimostrando
I’importanza della quantita di target presente e la rilevanza del meccanismo di

eliminazione target mediato.
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Nonostante quanto detto sopra non tutti i mAb hanno tassi di eliminazione concentrazioni
dipendenti, molti mAb, infatti mostrano clearance lineari, come nel caso di mAb che hanno
come target un antigene solubile (non legato alle cellule). Probabilmente, per questi mADb,
le concentrazioni plasmatiche raggiunte alle dosi terapeutiche non saturano l’antigene
target oppure I’eliminazione target mediata risulta meno importante rispetto ad altre vie di

eliminazione (Keizer et al., 2010).

I frammenti Fab sono eliminati molto piu velocemente degli mAb interi, il che é legato alla
mancanza della porzione Fab che impedisce il meccanismo protettivo mediato dal recettore
FcRn.

Inoltre, questi frammenti, possono in qualche misura essere escreti per via renale (Tabrizi
et al., 2006). Per esempio, abciximab, un frammento Fab ricombinante, ha un emivita di
soli 30 minuti (Keizer et al., 2010) .

La coniugazione con polietilenglicole (pegilazione) offre 1’opportunita di produrre
frammenti di anticorpi che hanno una emivita piu lunga e migliori proprieta di
distribuzione senza perdere la capacita di legare I’antigene. Infatti, certolizumab pegol, un
frammento Fab pegilato, ha una emivita di eliminazione di 14 giorni, mantenendo il
vantaggio rispetto agli mAb di non indurre I’attivazione del complemento o I’apoptosi di
cellule T e monociti grazie all’assenza della regione Fc che ha la possibilita di indurre
tossicita tramite questi meccanismi (Nesbitt et al., 2007).

Prolungare 1’emivita dei mADb potrebbe avere dei vantaggi terapeutici, infatti, il
prolungamento del tempo di permanenza nell’organismo consentirebbe 1’uso di dosi piu
basse o ridotte frequenze di somministrazione.

La diminuzione del tasso di eliminazione si potrebbe ottenere modificando la regione Fc

dell’anticorpo (Kenanova et al., 2005), in modo da rendere piu stabili i complessi che il
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mAb forma con il recettore FCRn e la maggiore affinita tra i due si tradurrebbe in una
diminuzione della degradazione consentendo di prolungare 1’effetto terapeutico del mAb .
In alcuni casi perdo un tempo di permanenza lungo potrebbe essere svantaggioso, ad
esempio quando il trattamento con mAb e associato a tossicita, come nel caso di reazioni
allergiche che hanno bisogno di supporto. In tali situazioni, accelerare 1I’eliminazione del
mADb potrebbe essere una strategia per trattare effetti avversi severi. Anche in questo caso,
si potrebbero sfruttare le proprieta protettive del recettore FcRn per fini terapeutici. La
somministrazione di anticorpi diretti specificamente contro il recettore FCRn, o in grado di
formare legami piu stabili con esso, possono ad esempio aumentare il metabolismo e
I’eliminazione di mAb e di IgG endogene (Vaccaro et al., 2005; Yu e Lennon, 1999).
Questo puo trovare delle applicazioni nel trattamento di reazioni avverse legate all’uso di
mADb o nel trattamento di malattie autoimmuni quali il lupus eritematoso o la miastenia
gravis. Quest'approccio, ancora da valutare nell’uomo, ha dato risultati promettenti nella
sperimentazione su animali. La somministrazione di anticorpi contro il recettore FCRn in
ratti affetti da miastenia gravis ha ridotto del 60% il livello di IgG il che e coinciso con una

notevole riduzione dei sintomi della malattia (Liu et al., 2007).
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4 La farmacocinetica degli inibitori delle tirosin-chinasi (TKI)

4.1 Assorbimento

Gli inibitori delle tirosin-chinasi sono somministrati per via orale e raggiungono il picco di
concentrazione plasmatica relativamente in fretta (3-6 ore), unica eccezione sunitinib (6-12
ore) (tabella 1) (van Erp et al., 2009).

Dato che la maggior parte delle informazioni sulla farmacocinetica di questi farmaci
provengono da studi post-marketing, sono meglio studiati i TKI che sono stati approvati da
pit tempo, ad esempio la biodisponibilita assoluta € un parametro noto solo per i primi tre
TKI messi in commercio (imatinib, gefitinib, erlotinib).

I TKI sono ben solubili in ambiente acido e la solubilita diminuisce rapidamente a valori
di pH maggiori di 4-6, per questa ragione era stato previsto che il cibo potesse influire
negativamente sull’assorbimento di tutti questi farmaci essendo in grado di tamponare
rapidamente 1’acidita dello stomaco. Tuttavia ci sono stati risultati inattesi, infatti il cibo
influisce sull’assorbimento solo di alcuni TKI e spesso nel versante opposto a quello
ipotizzato, aumentandolo. Questo indica che I’assorbimento ¢ influenzato da molti fattori e
alcuni di questi hanno un peso maggiore rispetto alla solubilita. Si pensa che il cibo,
ritardando lo svuotamento gastrico, possa offrire piu tempo alle compresse per sciogliersi,
ma la formazione di micelle o veicoli idrofobi € ritenuto il meccanismo principale con cui
esso e in grado di influire sulla biodisponibilita (van Erp et al., 2009) .

Il cibo € in grado di aumentare notevolmente la biodisponibilita di lapatinib (Koch et al.,
2009), erlotinib (Johnson et al., 2005) e nilotinib (U.S. Food and Drug Administration.
2010) che, per questo motivo, devono essere assunti lontano dai pasti. Inoltre anche la
biodisponibilita di dasatanib (Brave et al., 2008) e gefitinib (Swaisland et al., 2001) risulta

maggiore se la somministrazione risulta vicina all’assunzione di alimenti, ma in questo
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caso I’aumento non ¢ significativo da un punto di vista clinico. L’assorbimento di imatinib
(Sparano et al., 2009), sunitinib (Bello et al., 2006) e sorafenib (Strumberg et al., 2005)
invece non e influenzato dalla concomitante assunzione di cibo.

Sorafenib ed imatinib mostrano un incremento dell’esposizione sistemica non
proporzionale con 1’aumento della dose che li distingue dagli altri TKI, il meccanismo che
conduce a questa non linearita non & ancora noto ma si pensa sia il frutto di molteplici
fattori, come ad esempio interazioni con le proteine che trasportano i farmaci, aspetti legati
alla solubilita o saturazione del sito di assorbimento (van Erp et al., 2009).

La variabilita dell’assorbimento di questi farmaci tra 1 pazienti risulta spesso alta e
inspiegabile: 40% per imatinib, 40-70% per gefinitib, 60% per erlotinib, 40% per
sumatinib, 32-112% per dasatinib, 68% per lapatinib, 32-64% per nilotinib (van Erp et al.,
2009).

Ulteriori futuri studi avranno il compito di colmare le molte lacune presenti nelle

conoscenze attuali.

4.2 Distribuzione

| TKI mostrano proprieta di distribuzione molto simili tra loro. Tutti si legano fortemente
alle proteine plasmatiche (>90%), soprattutto all’albumina e alla al-glicoproteina acida
(AGP), questo rende conto delle ottime caratteristiche di distribuzione di queste molecole
che mostrano pertanto grandi volumi di distribuzione e un’emivita di eliminazione
relativamente lunga (tabella 1).

Alcuni TKI tra cui imatinib, gefitinib, erlotinib, dasatinib e lapatinib mostrano limitate
capacita di passare la barriera ematoencefalica (BEE) ed arrivare al sistema nervoso

centrale. Studi in vitro e studi condotti su animali suggeriscono le proteine di efflusso ABC
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(ATP- binding cassette), in particolar modo ABCBL e in misura minore ABCG2, come le
responsabili di questa limitata penetrazione nel SNC (van Erp et al., 2009) .

Per alcuni TKI alcune importanti proprieta come I’affinita per le proteine plasmatiche, il
volume di distribuzione o la capacita di passare la BEE non sono note, tuttavia poiché essi
hanno numerose caratteristiche in comune, in attesa di risultati provenienti da studi al
riguardo, si potrebbero tracciare parallelismi. Inoltre approfondire il ruolo che ha la
proteina AGP, le conseguenze cliniche di eventuali variazioni delle sue concentrazioni
plasmatiche sulla farmacocinetica, ed eventualmente sull’efficacia dei TKI, sarebbe
importante, dal momento che essi si legano preferenzialmente a questa proteina plasmatica

che spesso risulta in concentrazioni elevate nei pazienti oncologici.
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Tabella 1. Parametri farmacocinetici degli inibitori delle tirosin chinasi.(van Erp et al., 2009)

Farmaco Biodisponibilita Legame con Tmax t1/2 AUC (ug Volume di

(%) le (h) (h) h/ml) Distribuzione (L)
proteine (%)
Imatinib 98 ~95 2-4 18 40.1 295
Gefitinib 60 ~91 3-7 48 5.6 1400
Erlotinib 60-100 ~93 4 36.2 26.5 232
Sorafenib  Sconosciuta  ~99 5 3 25 1434 Sconosciuto
48
Sunitinib Sconosciuta ~95 6-12 40- 111 2230
60
Dasatinib  Sconosciuta  ~96 0.5-6 35 Sconosciuta 2505
Lapatinib  Sconosciuta  >99 34 24 14.3-36.2 >2200
Nilotinib Sconosciuta  ~98 3 17 36.0 579
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4.3 Metabolismo

Tutti i TKI sono metabolizzati in modo simile dagli enzimi appartenenti alla famiglia del
citocromo P450 (CYP450), I’isoforma maggiormente coinvolta ¢ il CYP3A4, ma anche
altre isoforme sembrano svolgere ruoli rilevanti. Gli enzimi che mostrano affinita per
questi substrati sono stati individuati tramite studi in vitro, mentre gli effetti clinici che
questi enzimi possono avere sulla farmacocinetica dei vari TKI sono stati studiati in vivo
su volontari sani. Spesso la rilevanza clinica dell’attivita svolta da enzimi minori €
sconosciuta al momento della registrazione dei farmaci e deve essere affrontata in studi
supplementari posteriori all’immissione in commercio.

Diversi TKI sono in grado di inibire gli stessi enzimi responsabili del proprio metabolismo,
questo potrebbe portare ad alterazioni del metabolismo dopo ’uso prolungato del farmaco.
Altri TKI sono inibitori di isoforme del CYP450 non responsabili del proprio metabolismo,
mentre alcuni TKI pare non influiscano sull’attivita di questi enzimi ma non si esclude che
ulteriori studi possano dimostrare il contrario.

Ricerche supplementari sulle interazioni tra TKI e gli enzimi del metabolismo sono

essenziali.

IMATINIB

Imtinib & metabolizzato principalmente dagli enzimi CYP3A4 e CYP3A5 mentre gli
enzimi CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP1A2 giocano un ruolo minore (Rochat et al.
2005). Uno studio ha identificato due enzimi extraepatici (CYP1Al e CYP1B1) e la
monoossigenasi contenente flavina 3(FMO-3) come enzimi in grado di metabolizzare il
farmaco (Rochat et al., 2008).

Pazienti portatori di un polimorfismo nel CYP2D6 (*4 allele) mostrano un’evidente

riduzione della clearance di imatinib, questo potrebbe significare che I’isoforma in vivo
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svolge un ruolo di maggiore importanza rispetto a quanto € emerso in vitro (Gardner et al.,
2006).

Imatinib € in grado di inibire le isoforme CYP3A4 e CYP2D6 (Cohen et al., 2002; O'Brien
et al., 2003).

Il principale metabolita del farmaco e CGP74588 che rappresenta approssimativamente il
10% della AUC di imatinib e che in vitro ha mostrato una simile potenza (Gschwind et al.,

2005).

GEFITINIB

Gli studi in vitro indicano che gefitinib € metabolizzato dal CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6 e
dall’enzima extraepatico CYP1A1 (Choen et al., 2004).

Il farmaco é in grado di inibire gli enzimi CYP2C9 e CYP2D6 ma non & nota la rilevanza
clinica di tali interazioni (Swaisland et al., 2005).

Il principale metabolita di gefinitib ¢ M523595, O-dismetile derivato, che si forma
attraverso il metabolismo del CYP2D6 (Li et al., 2007). Studi in vitro hanno dimostrato
che questo metabolita ha stessa capacita di bloccare il recettore del fattore di crescita
epiteliale (EGFR) del farmaco da cui deriva, in saggi enzimatici isolati. Tuttavia, saggi
effettuati su cellule mostrano una bassa attivita a causa della scarsa capacita che il
metabolita ha di penetrare nelle cellule, per questo si ritiene improbabile che possa
contribuire in maniera significativa all’attivita terapeutica (McKillop et al., 2005).

| dati ottenuti da studi in vitro indicano il CYP3A4 come il principale responsabile del
metabolismo di gefitinib (McKillop et al., 2004; Li et al., 2007; Swaisland et al., 2005),
mentre 1 dati provenienti da studi in vivo suggeriscono che anche I’attivita del CYP2D6 ¢
significativa (Swaisland et al., 2006). Nei metabolizzatori lenti del CYP2D6 é stata

osservata una maggiore esposizione al farmaco mentre il suo principale metabolita
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M523595 risulta assente, sottolineando 1’importanza di questa via metabolica (Swaisland

et al., 2006).

ERLOTINIB

Il metabolismo di erlotinib dipende principalmente dall’attivita degli enzimi CYP3A4 ¢
CYP3AS5 che conducono all’ O-dismetile derivato OSI-420. Un contributo minore al
metabolismo & dato dalle isoforme extraepatiche CYP1Al e CYP1A2, oltre che da
CYP2D6 e CYP2C8 (Johnson et al., 2005; Li et al., 2007; Lu et al., 2006 ).

L’induzione degli enzimi CYP1A1 e CYP1A2 ha degli effetti pronunciati sull’esposizione
al farmaco, suggerendo che queste isoforme in vivo hanno un ruolo maggiore di quanto era
stato riscontrato in vitro (Li et al., 2006).

Erlotinib € un moderato induttore del recettore X del pregnano (PXR) e un forte induttore

del CYP 3A4 (Hamilton et al., 2006)

SORAFENIB

Il metabolismo ossidativo di sorafenib € mediato dal CYP3A4, inoltre una piccola
percentuale subisce metabolismo di fase Il grazie all’attivita dell’enzima UDP glucuronil-
trasferasi (UGT) 1A9 (Kane et al., 2006).

Circa il 50% della dose somministrata & eliminata nella forma non metabolizzata, questo

potrebbe essere il risultato di scarso metabolismo o di limitato assorbimento intestinale.

SUNITINIB
Il CYP3A4 é responsabile della formazione del suo metabolita principale, il SU12662,
farmacologicamente attivo che subisce ulteriore ossidazione da parte del CYP3A4

trasformandolo cosi in un composto inattivo (Faivre et al., 2006).
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Non ci sono dati indicanti I’eventuale coinvolgimento di altri enzimi.

DASATINIB

Dasatinib & estesamente metabolizzato e pertanto solo una piccola frazione di farmaco
viene escreta immodificata (Christopher et al., 2008). Il principale metabolizzatore del
farmaco ¢ I’enzima CYP3A4 che produce i suoi metaboliti dotati ancora di attivita
farmacologica: M4, M5, M20 e M24.

La monossigenasi contenente flavina 3 ( FMO-3) e UGT sono coinvolti, in misura minore,
nel metabolismo del farmaco (Brave et al., 2008).

Dati provenienti da studi in vitro mostrano il coinvolgimento di altri enzimi (ad esempio
CYP1A1, CYP1B1 e CYP3AbG), ma non si conosce il coinvolgimento di queste isoforme in

vivo, futuri studi avranno il compito di chiarire il loro ruolo (Wang et al., 2008).

LAPATINIB

Studi in vitro indicano che lapatinib € metabolizzato in prodotti ossidati dagli enzimi
CYP3A4, CYP3AS, CYP2C9 e CYP2CS. Il CYP3A4 ¢ I’enzima principalmente coinvolto
dato che da solo contribuisce approssimativamente al 70% del metabolismo (Medina e
Goodin, 2008).

Il metabolita GW690006 é attivo contro il recettore EGFR, ma non ha attivita contro HER-
2, mentre gli altri metaboliti sono tutti inattivi (Medina e Goodin, 2008).

Il farmaco € un inibitore degli enzimi CYP3A4 e CYP2C8, sono in corso studi che

indagano sugli effetti clinici di questa interazione (Medina e Goodin, 2008).

NILOTINIB

I1 principale metabolizzatore di nilotinib ¢ I’enzima CYP3A4.
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Dati provenienti da studi in vitro mostrano che il farmaco & un inibitore competitivo di
CYP3A4, CYP2C9, CYP2C8 e UGTAL (Hazarika et al., 2008). Dati provenienti da uno
studio sull’interazione tra nilotinib e midazolam mostrano la rilevanza clinica
dell’inibizione del CYP3A4 (van Erp et al., 2009). Inoltre uno studio sui polimorfismi
genetici dell’enzima UGT1A1 descrive un aumento del rischio di iperbilirubinemia nei

pazienti con UGT1AL *28 genotipo che fanno uso di nilotinib (Singer et al., 2007).
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Tabella 2. Enzimi coinvolti nel metabolismo.

Farmaco  Enzima di fase I-ossidazione Enzima di fase II-coniugazione
Imatinib Principali: CYP3A4, CYP3A5 FMO-3( minori)
Minori:  CYP1A2, CYP2D6, CY P2C9,
CYP2C19, CYP1A1, CYP1B1.
Gefinitib Principali: CYP3A4 ,CYP3A5, CYP2D6,
CYP1A1.
Erlotinib Principali: CYP3A4, CYP3A5
Minori: CYP1A1, CYP1A2, CYP2CS8,
CYP2D6
Sorafenib CYP3A4 UGT1A9
Sunitinib CYP3A4
Dasatanib CYP3A4 FMO-3, UGT( minori)
Lapatanib  Principdi : CYP3A4, CYP3A5
Minori :  CYP219, CYP2C8.
Nilotinib CYP3A4
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Figura 5. Gli inibitori delle tirosin chinasi, i loro metaboliti attivi (quelli inattivi non sono mostrati) e gli
enzimi coinvolti. (van Erp et al., 2009)

4.4 Eliminazione

I TKI sono eliminati prevalentemente tramite le feci, solo una piccola frazione e escreta
con le urine.

La frazione di farmaco che si pud ritrovare integra nelle feci, varia notevolmente tra i vari
TKI, ad esempio solo 1’1% di dasatanib ed erlotinib si ritrova immodificato, mentre la
quota inalterata di sorafenib, lapatinib e nilotinib ¢ molto alta (pit del 50% della dose
somministrata) e si pensa che cio dipenda da un assorbimento inefficace o da metabolismo
ridotto (van Erp et al., 2009).

Per molti TKI mancano dati che possano descrivere la farmacocinetica nei pazienti con
alterazioni epatiche o renali. | pochi studi effettuati al riguardo hanno dato risultati inattesi,
e poiché i pazienti trattati con questi farmaci sono spesso a rischio di sviluppare
insufficienza renale o epatica in qualsiasi fase della loro malattia, & necessario avere

maggiori informazioni al riguardo.
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IMATINIB

Il farmaco viene eliminato quasi esclusivamente con le feci, solo una piccola frazione e
eliminata tramite le urine (Gschwind et al., 2005), questo fa presumere che la clearance
potrebbe essere influenzata piu dall’insufficienza epatica che da quella renale (le Coutre et
al., 2004). Sorprendentemente, in due gruppi di studio indipendenti, e stato riscontrato che
in soggetti con compromissioni renali (lievi ¢ moderate) I’eliminazione del farmaco
risultava ridotta, e la farmacocinetica profondamente modificata (Widmer et al., 2006;
Naldini et al., 1986). Un caso studio su un paziente con insufficienza renale all’ultimo
stadio riporta dei risultati che contrastano con quanto era emerso nei due studi precedenti,
infatti, I’eliminazione di imatinib era si ridotta rispetto ai pazienti con normali funzionalita
renali ma non al punto da incidere sulla farmacocinetica del farmaco (Pappas et al., 2005).
In tre studi indipendenti ¢ stato dimostrato che 1’insufficienza epatica lieve o0 moderata non
influenza la farmacocinetica del farmaco, mentre I’insufficienza epatica grave aumenta
notevolmente I’esposizione all’imatinib (Eckel et al., 2005; Treiber et al., 2008).

Nei soggetti che hanno compromissioni epatiche o renali il trattamento con imatinib non
viene sospeso, ma vengono ridotte le dosi somministrate. | pazienti con insufficienza
renale iniziano il trattamento con una dose ridotta al 50%, nell’insufficienza epatica grave

la dose é ridotta al 25% (U.S. Food and Drug Administration, 2009).

GEFITINIB

L'escrezione renale gioca un ruolo marginale nell'eliminazione del farmaco che infatti

viene eliminato prevalentemente attraverso le feci (Swaisland et al., 2001).
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| pazienti con alterazioni epatiche moderate o0 severe, inaspettatamente, non mostrano
alterazioni della farmacocinetica.
Non ci sono dati sull’influenza dell’insufficienza renale sulla farmacocinetica (Cohen et

al., 2004).

ERLOTINIB
La via principale di eliminazione del farmaco e quella epatica (Ling et al., 2006).
Non ci sono dati riguardanti l'influenza delle disfunzioni epatiche e renali sulla

farmacocinetica del farmaco.

SORAFENIB

Il farmaco, eliminato quasi esclusivamente tramite il fegato, si ritrova per il 50% inalterato
nelle feci a causa di un assorbimento limitato o da metabolismo ridotto (Kane et al., 2006).
Gli effetti dell’insufficienza renale ed epatica sono stati studiati solo di recente fornendo
delle preziose informazioni sull’utilizzo del farmaco che ¢ usato nel trattamento del
carcinoma epatocellulare, spesso accompagnato da una grave insufficienza epatica.

La somministrazione di una singola dose contenente 400 mg di farmaco non produce
alterazioni dell’AUC, indipendentemente dalla gravita dell’insufficienza epatica o renale.
Tuttavia, solo i pazienti che hanno lieve insufficienza renale o epatica tollerano, senza
manifestare tossicita, una dose di 400mg due volte al giorno. | pazienti con insufficienza
renale o epatica moderata necessitano di una dose ridotta del 50%, mentre i pazienti con
gravi disfunzioni epatiche non tollerano il farmaco. Inaspettatamente, i pazienti con
disfunzioni renali ed epatiche molto gravi tollerano 200 mg di farmaco una volta al giorno.
Non é stata trovata nessuna spiegazione che possa chiarire tale contraddizione (Miller et

al., 2009).
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SUNITINIB

Non sono stati effettuati studi su pazienti con grave insufficienza epatica o renale. Tuttavia,
in un case report, le concentrazioni plasmatiche di sunitinib di due pazienti in emodialisi in
terapia con il TKI, sono paragonabili a quelle dei pazienti con normale funzionalita renale

(Izzedine et al., 2009).

DASATINIB
Non ci sono dati riguardanti gli effetti I'insufficienza renale o epatica sulla farmacocinetica

del farmaco.

LAPATINIB

Il farmaco é eliminato principalmente per via epatica. Una cospicua parte della dose orale
somministrata non viene assorbita ed e eliminata tramite le feci (Medina et al., 2008).

Nei pazienti affetti da insufficienza epatica grave ¢ stato osservato un aumento dell’AUC
del 60%, mentre I’emivita di eliminazione ¢ incrementata di 3 volte (Medina et al., 2008).

Non ci sono dati riguardanti pazienti affetti da insufficienze renali.

NILOTINIB

Piu del 50% del farmaco viene eliminato inalterato con le feci, che rappresentano la via
principale di eliminazione del farmaco (van Erp et al., 2009).

Non ci sono dati riguardanti gli effetti dell'insufficienza renale o epatica sulla
farmacocinetica di nilotinib. Tuttavia la scheda tecnica del farmaco mette in guardia i

pazienti che hanno compromissioni epatiche da eventuali rischi (Hazakira et al., 2008)
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Tabella 3. Effetti della compromissione renale ed epatica sulla farmacocinetica degli inibitori delle tirosin

chinasi. DLT=Dose limitante la tossicitd. ?= sconosciuto. 7=aumento. Y=diminuzione (van Erp et al.,

20009).
Compromissione epatica Compromissione renale
Farmaco |Lieve |Moderata | Grave Lieve Moderato Grave
Imatinib |Nessun|Nessun | Tesposizione a |Tesposizione |Tesposizione
effetto |effetto imatinib e a imatinib. a imatinib. ?
CGP74588. Nessun { dose (200
ddose aggiustamento | mg/giorno)
(300mg/giorno) | della dose.
Gefinitib | Nessun | Nessun Nessun effetto ? ? ?
effetto |effetto
Erlotinib ? ? ? ? ? ?
Sorafenib | Nessun | DLT si DLT si Nessun effetto | DLT si DLT si
effetto | manifesta | manifesta a manifestaa |manifesta
a dosi dosi ridotte. dosi ridotte. |a dosi
ridotte. Dati discordanti ldose (200 | ridotte.
ddose non consentono mg) Ldose
(200 mg) | di definire una (200 mg)
dose adeguata
Sunitinib | ? ? ? ? ? ?
Dasatinib | ? ? ? ? ? ?
Lapatinib | ? Nessun T esposizione ? ? ?
effetto a lapatinib
(60%).
J dose (750
mg/giorno)
Nilotinib ? ? ? ? ? ?
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4.4 Trasportatori di farmaci

I trasportatori di farmaci sono in grado di influenzare 1’esposizione ai medicinali attraverso
vari meccanismi. A causa della loro espressione nell’intestino, nel fegato e nei reni sono in
grado di influenzare 1’assorbimento dei farmaci nel tratto gastrointestinale, il metabolismo
epatico e I’climinazione biliare e renale (figura 6; Ho and Kim, 2005; Funk, 2008). Inoltre
sono in grado di influenzare la penetrazione dei farmaci in certi tessuti in quanto sono
espressi nelle barriere sangue/tessuto. Nel cervello, ad esempio, molti farmaci raggiungono
concentrazioni molto piu basse di quelle riscontrabili negli altri tessuti a causa dell’alta
espressione di trasportatori di efflusso nella barriera ematoencefalica. | trasportatori di
farmaci sono espressi anche sulle cellule tumorali, dunque potrebbero essere determinanti
nel garantire il raggiungimento delle giuste concentrazioni di farmaco nel sito d’azione; un
esempio ben noto é rappresentato dalla sovraespressione di ABCB1 (nota anche come
MDR1, multidrug resistance 1) nelle cellule tumorali, uno dei meccanismi coinvolti nella
resistenza alle terapie con agenti antitumorali. Infine non si esclude che si possano
verificare interazioni farmacocinetiche, durante la somministrazione concomitante di due o
piu farmaci, causate dall’inibizione o induzione di questi trasportatori (Shitara et al., 2005;
Miiller and from, 2011).

Dal punto di vista funzionale questi trasportatori possono essere divisi in due gruppi, nel
primo troviamo 1 trasportatori che mediamo I’efflusso dei farmaci trasportando i farmaci
dall’interno delle cellule verso il compartimento extracellulare, nel secondo troviamo 1

trasportatori di influsso che mediano 1’assorbimento dei farmaci nelle cellule (figura 6).
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Figura 6. espressione dei trasportatori di farmaci nei tessuti. A enterociti. B epatociti. C cellule
tubulari renali. D cellule endoteliali del cervello. E cellule tumorali. (Mandery et al., 2012)

Le proteine transmembranarie appartenenti alla famiglia ABC (ATP-binding cassette)
come ABCBL1 (P-glicoproteina; P-gp), ABCC1 (multidrug resistance-associated protein;
MRP1) e ABCG2 (breast cancer resistance protein; MXR), sono trasportatori di efflusso in
grado di influenzare significativamente [’assorbimento nel tratto gastrointestinale e
I’eliminazione renale e biliare di molti farmaci. Questi trasportatori sono infatti localizzati
nelle membrane apicali degli enterociti, epatociti e cellule del tubulo prossimale del rene
(Fromm, 2004; Keppler, 2011).

I trasportatori per 1’estrusione di farmaci e tossine 1 (MATEI) e 2-K (MATE2-K) sono
altri trasportatori di efflusso per cationi localizzati nel fegato e nei reni (Minematsu e

Giacomini, 2011).

Le proteine SLC sono invece trasportatori di influsso. Appartengono alla superfamiglia
SLC la famiglia dei trasportatori degli anioni organici OATP (tra cui le proteine

OATP1B1, OATP1B3 e OATP2B1), la famiglia dei trasportatori dei peptidi (pepT1), la
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famiglia dei trasportatori dei cationi organici OCT (tra cui OCT1, OCT2 e OCT3) e la
famiglia dei trasportatori degli anioni organici OAT.

| trasportatori OATP, OAT e OCTL1 sono tutti localizzati nella membrana basolaterale
degli epatociti dove mediano ’assorbimento dei farmaci dal sangue portale agli epatociti
(figura 6; Konig, 2011; Niemi et al., 2011).

OCT?2 e stato localizzato nella membrana basolaterale delle cellule del tubulo prossimale
del rene, dove si ritrovano anche i trasportatori OATP, che mediano il primo passo

dell’escrezione renale di alcuni farmaci (figura 6; Niemi et al., 2011).

Tabella 4. Proteine di influsso e i rispettivi geni.

proteina | OATP1B1 | OATP1B3 | OATP2B1 | OAT OCT1 OCT2

gene SLCO1B1 [SLCO1B3 | SLCO2B1 | SLC22A6 | SLC22A1 | SLC22A2

Tabella 5. Proteine di efflusso e i rispettivi geni.

proteina | P-gP BCRP |MRP2 |MATEl |MATE2-K

gene ABCB1 |ABCG2 | ABCC2 |SLC47A1|SLC47A2

IMATINIB

E il TKI per cui si hanno maggiori informazioni riguardanti il rapporto con i trasportatori

di farmaci.
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E dimostrano che imatinib & un substrato di OCT1 (Thomas et al., 2004), ma il
trasportatore contribuisce all’assorbimento del farmaco in maniera modesta (Hu et al.,
2008).

Esperimenti in vitro dimostrano che il farmaco non e trasportato da OATP1B1, OCT2,
OCT3, OATL1, OAT2, OAT3 e OCTNL1, mentre risulta essere un substrato di OATP1A2,
OATP1B3 e OTCN2 ma la rilevanza in vivo di questo trasporto non & stata ancora
dimostrata (Mandery et al., 2011).

Diversi studi confermano che imatinib é substrato ed inibitore della P-glicoproteina e di
BCRP (Mandery et al., 2011). In uno studio condotto usando come modello cellule umane
di osteosarcoma, imatinib ha ridotto la resistenza al topecan mediata da BCRP (Houghton
et al., 2004). In un altro studio in vitro € stato osservato un aumento dell’assorbimento
cellulare di nilotinib se cosomministrato con imatinib, riconducibile alla capacita di
quest’ultimo di inibire la P-glicoproteina e BCRP (White et al., 2007).

Sono stati condotti parecchi studi per chiarire il ruolo che i polimorfismi di geni che
codificano per i trasportatori di farmaci possono avere sulla farmacocinetica dei TKI e/o
sul risultato clinico (tabella 5), anche perché la presenza di trasportatori altamente
polimorfici potrebbe spiegare, almeno in parte, la grande variabilita interindividuale
dell’esposizione al farmaco.

In uno studio recente é stata osservata una diminuzione della clearance di imatinib nei
pazienti affetti da LMC con genotipo SLCO1A2 —361GG rispetto ai pazienti con genotipi
—361GA 0 —361AA (Yamakawa et al., 2011).

Il trasportatore OTCL1 é stato individuato come uno dei fattori in grado di influenzare
I’esito clinico del trattamento con imatinib, infatti una maggiore espressione di questo
trasportatore € associata ad una migliore risposta al trattamento rispetto ai pazienti che

hanno una bassa espressione del gene o la cui proteina é scarsamente funzionante (White et
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al., 2006; White et al., 2007; White et al., 2010; Wang et al., 2010 ). Esiste dunque una
correlazione tra 1’espressione e I’attivita di OTC1 con la prognosi della malattia ma il
meccanismo che sta alla base di cio non & ancora chiaro. Da un ulteriore studio infatti &
emerso che OTCL1 e solo un trasportatore modesto di imatinib (Hu et al., 2008). Lo studio
mostra anche che I'espressione del gene SLC22A1 nelle cellule leucemiche & interconnesso
con I'espressione di SLCO1A2, ABCB1 e ABCG2 (Hu et al., 2008).

Visto il grande interesse per questo trasportatore, sono stati effettuati molti studi
farmacogenetici sul gene SLC22A1 che codifica per OTCL i cui risultati pero sono spesso
conflittuali. Uno studio ha dimostrato un aumento del rischio di resistenza al farmaco in
pazienti portatori del polimorfismo ¢.480GG nel gene SLC22A1 (Kim et al., 2009) mentre
in uno studio successivo non e stato provato che questo polimorfismo possa influenzare la
risposta al farmaco (Takahashi et al., 2010). Il genotipo ¢.1222GG del gene SLC22A1,
invece, e associato ad aumento delle risposte molecolari nel trattamento della LMC
(Takahashi et al., 2010).

Come gia discusso in precedenza, imatinib € un substrato di della P-glicoproteina e di
BCRP, pertanto polimorfismi riguardanti i loro geni potrebbero influenzare I’assorbimento
e I’eliminazione del farmaco, ma anche in questo caso i risultati degli studi condotti sono
spesso in contrasto tra loro ed € necessario procedere con ulteriori ricerche. Per il gene
ABCG?2, ad esempio, sono stati condotti due studi sul polimorfismo ¢.421>A e I’impatto
che esso puo avere sul risultato clinico del trattamento della LMC con imatinib. Dal primo
studio € emerso che tale polimorfismo causa un decremento della risposta, mentre nel
secondo studio non é stato osservato nessun decremento (Takahashi et al., 2010).

Risultano interessanti degli studi effettuati sul gene ABCBL riguardanti il polimorfismo

€.3435C>T. Il genotipo ¢.3435TT conduce a un decremento della sopravvivenza generale
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dei pazienti con LMC (Kim et al., 2009), invece il genotipo ¢.3435CC mostra una bassa

resistenza ad imatinib (Ni et al., 2011).

GEFITINIB

Il farmaco € un substrato della P-glicoproteina e di BCRP (Agarwal et al., 2010). Studi
condotti su animali hanno dimostrato che le basse concentrazioni di farmaco riscontrabili
nel cervello dipendono dall’attivita di queste proteine che limitano il passaggio di gefitinib
attraverso la BEE (Agarwal et al., 2010; Kawamura et al., 2009) .

Diversi studi indicano che gefinitib e in grado di inibire la P-glicoproteina; si e infatti
dimostrato capace di ridurre in vitro, in modo dose dipendente, la resistenza a paclitaxel e
docetaxel mediata proprio dalla P-gP (Kitazaki et al., 2005).

Gefinitib sembra essere inibitore anche della proteina BCRP (Yang et al., 2005) e del
trasportatore MATE2-K (Minematsu e Giacomini, 2011).

Studi su cellule che sovraesprimevano OTC1 E OTC2 hanno dimostrato che il farmaco
non € un substrato di questi trasportatori, ma & un loro inibitore come dimostrato in uno
studio in cui ha ridotto 1’assorbimento di MPP+ (1metil-4 fenil piridinio) normalmente
mediato da questi trasportatori (Galetti et al., 2010).

| pazienti portatori del polimorfismo ABCG2 c¢.421C>A mostrano una maggiore
esposizione al farmaco e hanno maggior rischio di avere diarrea rispetto a coloro che
hanno il genotipo ABCG2 wild-type (Li et al., 2007; Cusatis et al., 2006). Gli aplotipi di

ABCG2 ¢-15622C>T e ¢.1143C>T incrementano il rischio di diarrea (Lemos et al., 2010).
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ERLOTINIB

Gli esperimenti in vitro hanno dimostrato che erlotinb e il suo metabolita OSI-420 sono
substrati dei trasportatori OAT3 e OCT2 (Elmeliegy et al., 2011).

Il farmaco in vitro si € dimostrato substrato della P-glicoproteina e di BCRP (Marchetti et
al., 2008; Kodaira et al., 2010; Elmeliegy et al., 2011), mentre in topi deficitari di queste
proteine € stato osservato un aumento significativo della biodisponibilita orale (Marchetti
et al., 2008; Kodaira et al., 2010; Elmeliegy et al., 2011). Oltre ad essere un loro substrato,
erlotinib ¢ anche un inibitore di questi trasportatori d’efflusso, ¢ stato infatti dimostrato in
studi in vitro che il farmaco e in grado di ridurre la resistenza a certi farmaci mediata da P-
gP e BCRP (Shi et al., 2007; Noguchi et al., 2009). Inoltre , erlotinib e in grado di inibire
anche MATE2-K e OCT1 (Minematsu e Giacomini, 2011).

Sono stati effettuati alcuni studi di farmacogenetica, tra questi uno studio sul polimorfismo
€.421C>A del gene ABCG2 che e stato associato ad una diminuzione del 24% della
clearance del farmaco (Thomas et al., 2009). In uno studio condotto su 80 pazienti e stato
dimostrato che il diplotipo di due loci polimorfici di ABCG2, ¢.1143C/T e -15622C/T,
causa una riduzione dell’espressione del trasportatore BCRP ed ¢ associato ad un
incremento dell’AUC di erlotinib (Rudin et al., 2008). In contrasto con quanto dimostrato
da Thomas et al. (2009), in questo studio il polimorfismo di ABCG2 c.421C>A non &

associato a variazioni della clearance di erlotinib (Rudin et al., 2008).
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SUNITINIB

In vitro sunitinib si & dimostrato sia substrato che inibitore della P-gP e di BCRP, mentre il
suo assorbimento pare non sia mediato dai principali trasportatori di influsso (OATP,
OCT1, OAT1, OAT3 e OCTN) (Hu et al., 2009; Tang et al., 2012; Shukla et al., 2009).

Il genotipo ABCG2 c.421AA e associato ad elevate concentrazioni plasmatiche di diversi
farmaci; recentemente, in un paziente affetto da carcinoma renale portatore di tale
polimorfismo, sono state riscontrate concentrazioni plasmatiche di sunitinib molto piu alte
di quelle normalmente riscontrate in pazienti aventi genotipo CA o CC (Mizuno et al.,
2010).

In uno studio condotto su 136 pazienti affetti da carcinoma renale metastatico, 1’aplotipo
TCG di ABCB1 (c.3435C>T, ¢.1236C>T, ¢.2677G>T) € associato con un aumento
significativo della sopravvivenza libera da progressione (van der Veldt et al., 2011).

In uno studio condotto su 219 pazienti trattati con sunitinib, in pazienti con aplotipo TT di
ABCG2 (-15622C>T, ¢.1143C>T) si € osservato un aumento del rischio di manifestare
tossicita di grado superiore a 2. Inoltre la presenza di una copia di TTT nell’aplotipo
ABCB1 (c.3435C>T, ¢.1236C>T, ¢.2677G>T) aumenta significativamente il rischio di

sviluppare la sindrome mano-piede (van Erp et al. 2009a).

SORAFENIB

In studi in vitro ¢ stato osservato che 1’assorbimento di sorafenib non ¢ influenzato dai
principali trasportatori di influsso (Hu et al., 2009), e invece emerso che il farmaco é
trasportato marginalmente dalla P-glicoproteina (Hu et al., 2009; Agarwal et al., 2011) e in

misura maggiore da BCRP (Lagas et al., 2010; Agarwal et al., 2011). In studi condotti su
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topi, le concentrazioni plasmatiche di sorafenib risutano inalterate in animali carenti di P-
gP e/o BCRP, mentre le concentrazioni del farmaco nel cervello risultano aumentate nei
topi deficitari di entrambe le proteine rispetto ai topi wild-type (Hu et al., 2009; Lagas et
al., 2010; Agarwal et al., 2011).

Il ruolo del trasportatore MRP2 & per il momento poco chiaro, infatti in uno studio e
emerso che sorafenib e un substrato di questo trasportatore (Shibayama et al., 2011), ma
cio non e stato riscontrato in uno studio successivo (Hu et al., 2009); é stato pero
dimostrato che ¢ in grado di inibire MEP2 in vitro come anche MEP4 e P-gP (Hu et al.,

2009; Agarwal et al., 2011).

NILOTINIB

Nilotinib non e un substrato di OCT1 ma e un suo inibitore (Davies et al., 2009), questa
interazione probabilmente non e clinicamente rilevante poiché, affinché possa verificarsi,
sono necessarie concentrazioni molto piu alte di quelle normalmente usate nella pratica
clinica (Minematsu e Giacomini, 2011).

In uno studio in vitro il farmaco ha inibito 1’assorbimento cellulare della metformina
mediato da OCT3 (Minematsu e Giacomini, 2011).

Sono stati effettuati molti studi per chiarire il ruolo svolto dalle proteine BCRP e P-g P, da
cui sono emersi dati molto conflittuali. Uno studio condotto in vitro riporta che nilotinib &
un substrato della P-glicoproteina dal momento che quando somministrato con verapamil,

inibitore del trasportatore, non si ha piu resistenza al TKI (Mahon et al., 2008). Tuttavia, in
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uno studio piu recente, 1’inibizione della P-glicoproteina non ha modificato 1’assorbimento
cellulare di nilotinib (Haouala et al., 2010).

In uno studio nilotinib viene descritto come un substrato ad alta affinita per la proteina
BCRP (Hegedus et al., 2009), ma in uno studio precedente I’affinita risultava modesta
(Brendel et al., 2007). Infine altri dati indicano che nilotinib non é trasportato da P-gP,
BCRP o MRP1 (Davies et al., 2009).

| risultati di vari studi indicano nilotinib come un potente inibitore sia della P-glicoproteina
che di BCRP (Davies et al., 2009; Tiwari et al., 2009). Nilotinib € un inibitore di P-gP e
BCRP piu potente di dasatinib e imatinib (Dohse et al., 2010). Alcuni dati dimostrano che
I’inibizione della P-g P mediata da nilotinib in cellule leucemiche ha portato ad un
aumento dell’accumulo intracellulare di dasatinib, con delle implicazioni importanti per la
combinazione dei due TKI nella pratica clinica.

Nilotinib e anche in grado di limitare la resistenza al paclitaxel mediata dalla proteina

MRP7 tramite 1’inibizione di questo trasportatore di efflusso (Shen et al., 2009)

LAPATANIB

Lapatanib e trasportato in vitro da BCRP e P-glicoproteina (Polli et al., 2008), ed € in
grado di inibire in vitro P-g P, BCRP e MRP7 (Dai et al., 2008; Molina et al., 2008).
Queste proprieta potrebbero essere sfruttate in terapia; I’attivita dei chemioterapici
convenzionali & spesso limitata da resistenza mediata proprio da questi trasportatori,
pertanto ’associazione di questi farmaci con lapatanib potrebbe aumentare 1’efficacia del
trattamento. Molina et al. (2008) hanno dimostrato che la combinazione di lapatanib con il
topecan, substrato di BCRP e P-gliciproteina, ha una maggiore efficacia nel trattamento del

cancro alla mammella.
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L’inibizione della proteina P-gP mediata da lapatanib puo modificare la farmacocinetica di
farmaci che sono substrati del trasportatore, come e stato osservato in vitro per la digossina

la cui AUC ¢ stata aumentata di circa 1’80% (Fachinformation, 2010).

DASATINIB

Dasatanib € trasportato in vitro dalla P-glicoproteina e da BCRP (Chen et al., 2009;

Hegedus et al., 2009), ma non & un potente inibitore di questi trasportatori (Hiwase et al.,

2008).
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Tabella 6. Principali trasportatori degli inibitori delle tirosin-chinasi.

Farmaco |Trasportatore | In vitro Animali
Imatinib | OATP1A2 cellule HeLa( Eechoute et al.,
2011)
oociti Xenopus laevis( Hu et
al., 208 ;Yamakawa et al.,
2011; Eechoute et al., 2011)
OATP1BB3 Oociti Xenopus laevis( Hu et
al., 2008)
OCT1 Cellule CEM (Thomas et al.,
2004)
Cellule CML (white et al.,
2006 ; Wang et al., 2008 )
Cellule HEK293 (Hu et al.,
2008)
OCTN2 Cellule HEK293( Hu et al.,
2008)
P-gp Cellule K562( Mahon et al., | Topi Abcbla/lb(-/-) (Dai et al., 2003,
2003) Zhou et al., 2009)
Cellule LLC-PK1(Hu et al., | Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) (Zhou et
2008) al., 2009)
Cellule MDCKII (Dai et al.,
2003; Thomas et al., 2004)
MRP4 Cellule Saos2 (Hu et al., 2008)
BCRP Cellule HEK293( Burger et al., | Topi Abcg2(-/-) (Zhou et al., 2009)
2004) Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) (Zhou et
Cellule MCF7( Burger et al., |al., 2009)
2004)
Cellule MDCKII( Breedveld et
al., 2005)
Cellule Saos2( Hu et al., 2008)
Gefitinib |P-gp Cellule MDCKII( Agarwal et | Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-)
al., 2010) (Kawamura et al., 2009; Agarwal et al.,
2010)
BCRP Cellule HEK293( Li et al., | Topi Abcbla/1b(-/-) Abcg2(-/-)
2007) (Kawamura et al., 2009; Agarwal et al.,
Cellule MDCKII( Argarwal et | 2010)
al., 2010)
Erlotinib |OAT3 Cellule HEK293( Elmeliegy et
al., 2011)
OCT2 Cellule HEK293( Elmeliegy et
al., 2011)
P-gp Cellule LLC-PK1( Marchetti et | Topi Abcbla/lb(-/-) (Marchetti et al.,
al.,2008; Kodaira et al., 2010) | 2008)
Cellule MDCKII( Marchetti et | Topi Abcbla/ib(-/-) Abcg2(-/-)
al 2008) (Marchetti et al., 2008; de Vries et al.,
2010 ; Kodaira et al., 2010)
BCRP Cellule HEK293( Li et al., | Topi Abcg2 (-/-) (Kodaira et al., 2010)

2007)
Cellule MDCKII( Marchetti et
al.,2008; Kodaira et al., 2011)

Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-)
(Marchetti et al., 2008; de Vries et al.,
2010 ; Kodaira et al., 2010; Elmeliegy et
al., 2011.)
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Sunitinib |P-gp Cellule K562( Haouala et al., | Topi Abcbla/ib(-/-) ( Hu et al,
2010) 2009 ;Tang et al., 2011)
Cellule LLC-PK1 (Hu et al., | Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) ( Tang et
2009) al., 2011)
Cellule MDCKII ( Tang et al.,
2011)
BCRP Cellule MDCKII ( Tang et al., | Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) ( Tang et
2011) al., 2011)
Sorafenib | P-gp Cellule epiteliali di| Topi  Abcbla/lb(-/-) (Hu et al,
adenocarcinoma  colorettale | 2009 ;Gnoth et al., 2010)
umane (Caco-2, Gnoth et al., | Topi Abcbhla/lb(-/-) Abcg2(-/-) (Lagas et
2010) al., 2010 Asakawa et al.,2011)
Cellule K562 (Haouala et al.,
2010)
Cellule LLC-PK1( Hu et al.,
2009 ; Gnoth et al., 2010)
Cellule MDCKII( Lagas et al.,
2010
MRP2 Cellule LLC-PK1( Shibayama
etal., 2011)
BCRP Cellule MDCKII( Lagas et al., | Topi Abcg2(-/-) (Lagas et al., 2010
2010 ; Agarwal et al., 2011) Agarwal et al.,2011)
Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) (Lagas et
al., 2010 ;Agarwal et al 2011 ;Asakawa et
al.,2011)
Nilotinib |P-gp Cellule K562( Mahon et al.,
2008)
BCRP Cellule K562(Haegedus et al.,
2009)
Lapatinib | P-gp Cellule MDCKII( Polli et al., | Topi Abcla/lb(-/-)( Polli et al., 2009)
2008) Topi Abchla/lb(-/-) Abcg2(-/-) ( Polli et
al., 2009)
BCRP Cellule MDCKII( Polli et al., | Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) ( Polli et
2008) al., 2009)
Dasatinib | P-gp Cellule CCRF-CEM( Hiwase | Topi Abcbla/lb(-/-) (Lagas et al., 2009)
et al., 2008) Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) (Chen et
Cellule K562( Hiwase et al., |al., 2009 ; Lagas et al., 2009)
2008 ; Hegedus et al., 2009
Haouala et al., 2010)
Cellule MDCKII (Chen et al.,
2009 ; Lagas et al., 2009)
BCRP Cellule K562( Hiwase et al., | Topi Abcbla/lb(-/-) Abcg2(-/-) (Chen et

2008 ; Hegedus et al., 2009)
Cellule MDCKII (Chen et al.,
2009 ; Lagas et al., 2009)

al., 2009 ; Lagas et al., 2009)
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Tabella 7. Effetto dei polimorfismi dei trasportatori sulla farmacocinetica e/o farmacodinamica
degli inibitori delle tirosin chinasi.

Farmaco Proteina | Gene Polimorfismo | Effetto sulla PK | Effetto sulla
PD(esito/tossicita)
OATP1A2 | SLCO1A2 |-361GG Riduce la
clearance (LMC)
J della risposta. T del
€.480GG rischio di resistenza
IMATINIB |OCT1 SLC22A1
.1222GG Non influenza le |1 il tasso di risposta
concentrazioni
minime
Non influenza la | Non influenza le
BCRP ABCG2 |c.421C>A clearance( GIST) | risposte molecolari
Incrementa le
Concentrazioni
minime( LMC)
P-gP ABCB1 |c.3435TT dSopravvivenza
generale
BCRP ABCG2 |[c.421C>A TAccumulo di | TRischio di diarrea(
farmaco tumori solidi)
GEFITINIB
Aplotipo TT PRischio di diarrea(
€.1143C>T tumore al polmone non
-15622C>T a piccole cellule)
{ Della
C.421>A clearance del
24%( tumore al
ERLOTINIB | BCRP ABCG2 polmone non a
piccole cellule)
c.1143/ - TEspressione | Non c¢’¢ Tdi tossicita
15622diplotipo | BCRP (diarrea o tossicita
CC/TTo TAUC e Cmax | cutanea)
TTTT
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SUNITINIB

C.421AA TConcentrazioni
plasmatiche

BCRP ABCG2
Aplotipo PRischio tossicita
TT-15622C>T >grado 2(GIST)
c.1143C>T
Aplotipo TCG TSopravvivenza libera
€.3435C>T da

P-gP ABCB1 |c.1236C>T profressione(carcinoma
C.2677G>T renale metastatico)
Aplotipo TTT Prischio di sindrome
€.1236C>T mano piede(GIST,
C.2677G>T carcinoma metastatico)
€.3435C>T
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5 Le interazioni farmacologiche degli anticorpi monoclonali (mAb)

Le interazioni tra farmaci di sintesi e anticorpi monoclonali rappresentano una nuova
aerea di ricerca farmacologica. A differenza delle interazioni tra i farmaci convenzionali i
meccanismi con cui si verificano sono piuttosto complessi e, allo stato attuale, poco
compresi.

Ad oggi, si conoscono pochi cambiamenti nell'esposizione sistemica di farmaci
cosomministrati con anticorpi monoclonali terapeutici e in pochi casi ¢ stato necessario
uno specifico aggiustamento delle dose. Tuttavia, sono necessarie ricerche piu ampie che
possano delucidare i meccanismi che stanno alla base di interazioni farmacologiche dirette
o indirette e che chiariscano I'impatto che queste possono avere sull'uso clinico degli mAb.
E infatti ormai importante per gli scienziati che sviluppano farmaci, per l'industria
farmaceutica e per le agenzie di regolamentazione, conoscere le possibili interazioni di
questi farmaci. Tale necessita sara ancora piu pressante quando saranno messi in
commercio mAb somministrabili attraverso vie di somministrazione alternative quali, ad

esempio quella inalatoria e nasale.

5.1 mAb come promotori di interazioni

L'eliminazione degli mAb avviene attraverso vie diverse da quelle utilizzate per i farmaci
di sintesi, cosi da un punto di vista meccanicistico, sembra improbabile che si possano
verificare interazioni farmacologiche durante la somministrazione concomitante dei due.
Alcuni anticorpi monoclonali, tuttavia, possono alterare in modo indiretto la clearance dei
farmaci di sintesi attraverso le loro proprieta farmacologiche. E stato infatti dimostrato che
le citochine proinfiammatorie hanno effetti significativi sull'espressione di alcune isoforme
enzimatiche del citocromo P450. Cosi, gli mAbs che hanno come target citochine in grado
di modulare I'espressione di certe isoforme CYP possono alterare il metabolismo e dunque
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la clearance di quei farmaci metabolizzati da queste vie enzimatiche (Figura 7) (Zhou e

Mascelli, 2011).

CITOCHINE CITOCHINE
PROINFIAMMATORIE PROINFIAMMATORIE
TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y TNF-o, IL-1B, IL-6, INF-y
mADb
anticitochine
4 CYP450 T CYP450

Figura 7. Effetto degli mAb sull attivita del CYP450.

Il fegato risponde alle infezioni e alle inflammazioni aumentando i livelli di proteine di
fase acuta e diminuendo I'espressione delle proteine coinvolte nel metabolismo dei farmaci.
Il processo infiammatorio conduce alla down-regulation degli enzimi del CYP450,
principali responsabili del metabolismo dei farmaci (Morgan, 1997). Cio pud essere causa
di decremento della clearance e aumento del rischio di tossicita di alcuni farmaci. Una
delle prime osservazioni al riguardo si ebbe in uno studio condotto su topi nei quali era
stata indotta epatite virale. L'infezione, modulando I'espressione enzimatica, aveva
modificato il metabolismo della stricnina e dello exobarbital (Kato et al., 1963).
Successivamente nell'uomo é stato osservato che l'infezione influenzale pud ridurre la
clearance della teofillina (Chang et al.,,1978), determinando in alcuni casi

I’ospedalizzazione di pazienti che hanno manifestato effetti tossici sul sistema nervoso
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centrale (cefalea, crisi epilettiche). In uno studio clinico condotto su pazienti affetti da
epatite cronica €& stato poi dimostrato che la somministrazione di interferone (INF)-a
diminuisce la clearance della teofillina, confermando I'ipotesi che I'interferone endogeno é
in grado di modulare I'espressione di certe isoforme enzimatiche (Williams et al., 1987).
Inoltre, in pazienti sottoposti a trapianto allogenico di midollo osseo, la produzione di
citochine inflammatorie e stata correlata con un significativo incremento dell’esposizione
sistemica alla ciclosporina (Chen et al.,1994).

I livelli plasmatici di IL-6 sono stati collegati ad una diminuzione del metabolismo CYP-
dipendente di alcuni farmaci in pazienti oncologici (Rivory et al., 2002) e in pazienti affetti
da insufficienza cardiaca congestizia (Frye et al., 2002).

Un aumento della produzione endogena di citochine proinfiammatorie si ha anche dopo
alcuni interventi chirurgici. E stato riscontrato un aumento delle concentrazioni sistemiche
di carbamazepina, correlate ad un aumento della concentrazione di IL-6, successivamente
a interventi di chirurgia dell’epilessia (Gidal et al.,1996).

Sono stati condotti numerosi studi che documentano gli effetti delle citochine sul CYP450.
Quello condotto da Aitken e Morgan analizza gli effetti di vari agenti proinfiammatori
quali interleuchina-(IL) 1B, IL-6, fattore di necrosi tumorale (TNF)-a, fattore di crescita
trasformante (TGF)-B e lipopolisaccaride batterico (LPS), sull'espressione genica del
CYP450 negli epatociti umani, caratterizzando le isoforme CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C18, CYP2C18 e CYP3A4, precedentemente valutate negli epatociti dei roditori.
Aitken e Morgan (2007) indicano che le singole isoforme enzimatiche rispondono in
maniera diversa alle varie citochine, suggerendo che nell'uomo la regolazione sul sistema
CYP dipende dalla natura dello stimolo infiammatorio e che il fine controllo che hanno le
citochine sugli enzimi CYP, puo avere effetti critici sulla risposta ai farmaci durante i

diversi stadi di malattia.
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Per effettuare lo studio sono state utilizzate colture di epatociti umani provenienti da 9
donatori diversi di eta compresa tra i 15 mesi e gli 84 anni, i risultati sono stati presentati
come media dei dati provenienti dai singoli preparati (Aitken e Morgan, 2007).

In questo studio e stato dimostrato che I'espressione dell’enzima CYP2C8 subisce una
notevole riduzione in tutti i trattamenti saggiati (Figura 8A). Il lipopolissaccaride ¢ la
sostanza con cui si verifica la maggiore riduzione dei livelli di mRNA (circa I'80% rispetto
al controllo), mentre tutte le citochine causano una riduzione dell’espressione genica
compresa tra il 40% e il 60%.

L’espressione genica delle isoforme CYP2C9 e CYP2C19 si riduce in modo significativo
(circa del 30-50%), solo in presenza rispettivamente delle citochine IL-6 e TGF (Figura
8B e 8D).

Sebbene I'enzima CYP2C18 sia poco espresso negli epatociti umani (Aitken e Morgan
2007), i livelli di mRNA di questa isoforma enzimatica non sono modificati dal trattamento
con citochine (Figura 8C).

L'enzima CYP3A4 é modulato da tutte le citochine. La risposta ai trattamenti & dunque
simile a quella del CYP2C8, ma molto piu ampia. Infatti, LPS, IL-1 e IL-6 ne riducono i
livelli al di sotto del 5% del valore ottenuto nei controlli (Figura 8E).

Il CYP2B6 subisce un decremento significativo di circa I'80% solo in presenza di IL-6 e
IFNy (Figura 8F), mentre le cellule trattate con TGF mostrano un incremento di circa 2,5
volte dell'espressione genica di questo isoenzima (non statisticamente significativo).
Quindi, tutti i trattamenti con citochine causano una significativa down-regulation delle
isoforme CYP2C8 e CYP3A4. L'isoforma CYP2C18, che é espressa a bassi livelli nel
fegato, € I'unica a non essere regolata da citochine, mentre, tutte le altre isoforme CYP2C e
quella CYP2B6 sono regolate solo da citochine specifiche. CYP2C9 e CYP2C19, in

maniera simile tra loro, vanno incontro a down-regulation in presenza di IL-6 e TGF,
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mentre la loro espressione genica non viene modificata. CYP2B6 risponde solo a IL-6 e
IFN. E interessante notare che la citochina IL-6 & in grado di causare down-regulation di

tutte le isoforme enzimatiche studiate (Aitken e Morgan, 2007).
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Figura 8. Effetti delle citochine sull'espressione dell'mRNA del CYP negli epatociti umani. Le cellule sono
trattate con un tampone fosfato salino (1 ul/ml, controllo), lipopolisaccaride (LPS, 10 ug/ml), interleuchina-6
(IL-6, 10 ng/ml), fattore di necrosi tumorale-a (TNF-o, 10 ng/ml), interferone-y (INF-y 10 ng/ml), fattore di
crescita trasformante-g (zgf, 10 ng/ml) o interleuchina-1 (IL-1, 5ng/ml) per 24 ore per poi determinare i
livelli di mRNA di (A) CYP2C8, (B) CYP2C9, (C) CYP2C18, (D) CYP2C19, (E) CYP3A4 (F) e CYP2B6.
Tutti i trattamenti sono stati portati a termine in triplice copia e ogni risultato & la media di 9 preparati in
ogni gruppo. Differenze significative comparate con il controllo sono denotate da *=p <0,05 e
**=p<0,005. (Aitken and Morgan, 2007).

78



Tabella 8. Sommario degli effetti di citochine proinfiammatorie sull 'espressione genica del CYP450
(Aitken and Morgan, 2007).

CYP LPS IL-6 TNF-o IFN TGF IL-1
mRNA

CYP2C8 ! ! ! 1 ! |
CYP2C9 o ! o ! PR PR
CYP2CI8 | o o PN PR PR
CYP2C19 | o ! o PN | PR
CYP3A4 ! l ! I 1 !
CYP2B6 o ! o | PR PR

I meccanismi molecolari attraverso cui l'inflammazione e le singole citochine
proinfiammatorie sopprimono gli isoenzimi CYP non sono stati ancora del tutto stati
chiariti. Gli studi condotti su animali indicano che le citochine sono in grado di modificare
I'espressione e l'attivita di specifici fattori di trascrizione (Figura 9). Dunque, la
diminuzione della trascrizione genica conduce ad una diminuzione del'mRNA e alla sua
traduzione in proteine, con conseguente diminuzione dell'attivita enzimatica.

Altri meccanismi proposti coinvolgono processi post-trascrizionali, come ad esempio un
aumento della degradazione dellmRNA o delle proteine stesse. Inoltre, le citochine
attivano I’ossido nitrico sintetasi 2 (NOS2), l'enzima responsabile della produzione di
ossido nitrico (NO) il quale sembra inibire direttamente l'attivita del CYP (Morgan et al.,

2007).
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Figura 9. Le malattie che stimolano la produzione di citochine da parte dei macrofagi, monociti e
cellule stromali, conducono alla modulazione dell'attivita dei fattori di trascrizione epatici
causando la down regulation dei geni che codificano per alcune isoforme del CYP450. Le
citochine inoltre attraverso I'attivazione di NOS2 conducono ad un aumento dei livelli di NO che
inibisce direttamente I'attivita delle proteine CYP tramite la loro destabilizzazione. Abbreviazioni:
CAR, recettore costitutivo dell'androstano; HNF, fattore nucleare epatocitario; NF-«xB nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; NO, ossido nitrico; NOS2, ossido nitrico
sintetasi 2; PXR, recettore X del pregnano. (Morgan et al., 2007).

Recentemente, sulla base di dati provenienti da studi in vitro, studi clinici o condotti su
tessuti umani, é stata stilata una lista delle isoforme enzimatiche la cui attivita e alterata in
presenza di citochine o da modulatori di citochine, come certi mAb. Da questo lavoro si

evince che IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, basiliximab (mAb anti IL-2), muromonab-CD3 e
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tolicizumab (mAb anti IL-6), possono tutti alterare l'attivita del CYP450 (Huang et al.,
2010).

Anche infliximab, un anticorpo monoclonale anti-TNFa ¢ in grado di modulare 1'attivita di
certe isoforme CYP nei ratti (Ling e Jamali, 2009).

L'artrite indotta da adiuvante (AlA) nei ratti, essendo associata ad alti livelli di citochine
proinflammatorie, € un buon modello sperimentale per valutare I'impatto delle malattie
inflammatorie sull'attivita del sistema del CYP450. Nei ratti AIA é stata osservata una
diminuzione della clereance di verapamil, dovuta ad una diminuzione dell'attivita del
CYP450 (Ling e Jamali, 2005), e un aumento del tempo di addormentamento durante il
trattamento con pentobarbital (Dipasquale et al., 1974) ed exobarbital (Baumgartner et al.,
1974). Inoltre, e stata osservata una significativa riduzione della clearance del
propranololo (Guirguis e Jamali, 2003).

Infliximab si & dimostrato in grado di modulare l'attivita del CYP450 ripristinandone
parzialmente i livelli nel modello AIA. Tuttavia, la somministrazione di infliximab nei ratti
affetti da artrite indotta da adiuvante non ha effetti significativi sulla clearance di
verapamil che rimane diminuita (Ling e Jamali, 2009).

Dal momento che infliximab nel modello AIA si dimostra comunque in grado di
aumentare significativamente i livelli totali del CYP1A e del CYP3A (Ling e Jamali,
2009), e necessario continuare ad investigare sugli effetti che questo pud comportare

sull'uomo e sulla clearance di altri farmaci.

Diversi studi scientifici mostrano le capacita di 11-6 di ridurre lI'espressione dei principali

enzimi del metabolismo. Inoltre, le concentrazioni plasmatiche di IL-6 sono inversamente

correlate con la clearance di alcuni farmaci metabolizzati da certe isoforme del CYP450.
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Lo studio condotto da Aitken e Morgan (2007) ha dimostrato come IL-6 sia in grado di
inibire I'espressione di CYP3A4, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C9 e CYP2C8. Uno studio in
vitro successivo ha confermato le capacita inibitorie di IL-6 su varie isoforme enzimatiche,
dimostrando che IL-6 € in grado di ridurre notevolmente la trascrizione in mMRNA del gene
che codifica per I'enzima CYP3A4 e, in misura minore, di CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19 e CYP2D6. Inoltre, il trattamento delle colture cellulari con tolicizumab, un
mADb anti-IL6, previene la diminuzione dell'espressione di mRNA indotta dalla citochina
(Zhang et al., 2009).

Il blocco della via di segnalazione di IL-6, dunque, puo alterare la farmacocinetica di
farmaci che subiscono metabolismo epatico mediante il CYP450. L'incremento dell'attivita
enzimatica che deriva da questa interazione, pud quindi ridurre la biodisponibilita dei

farmaci e, in alcuni casi, condurre al fallimento terapeutico.

Tabella 9. Studi in vitro che valutano I'interazione tra IL-6 e gli enzimi del CYP450.

Autori Isoforma CYP450 Effetti di IL-6 Effetti di tolicizumab
sull’attivita enzimatica

Zhang et al.(2009) CYP1A2 ! il co-trattamento con
CYP2B6 ! tolicizumab  previene
CYP2C9 ! queste variazioni
CYP2C1 !
CYP2D6 !
CYP3A4 !
Aitken e Morgan (2007) CYP2B6 | al 20% del controllo  non valutato
CYP2C8 | al 50% del controllo
CYP2C9 | al 65% del controllo
CYP2C18 Invariato
CYP2CI19 | al 35% del controllo
CYP3A4 | al 5% del controllo
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Zhang e colleghi, in una seconda fase del loro studio, hanno anche valutato I'effetto di
tolicizumab sulla simvastatina, substrato dell'isofoma enzimatica CYP3A4, e del
destromorfano, substrato di CYP2D6 e CYP3A4, in pazienti affetti da artrite reumatoide.
La biodisponibilita della simvastatina (AUC) é stata ridotta del 57% dopo una singola
infusione di 10 mg/kg di tolicizumab (la scheda del farmaco prevede una dose standard di
8 mg/kg). La biodisponibilita del destromorfano non ha subito variazioni significative
(Zhang et al., 2009).

In un altro studio é stato confermato che la biodisponibilita della simvastatina e del suo
metabolita subisce una riduzione significativa durante il trattamento con tolicizumab
(Schmitt et al., 2011).

Infine, uno studio ha evidenziato una riduzione di circa il 30% della biodisponibilita
dell'omeprazolo, substrato dell'enzima CYP2C19, dopo quattro somministrazioni di
tolicizumab (dose 8 mg/kg). Nello stesso studio era stata valutata anche la biodisponibilita

del destromorfano che invece non ha subito variazioni (Terao et al., 2010).

Tabella 10. Studi clinici sulle interazioni tra tolicizumab e farmaci metabolizzati dal CYP450

Bibliografia Farmaco IsoformaCYP450 AUC del farmaco dopo
responsabile trattamento con
metabolismo tolicizumab

Zhang et al. 2009 Simvastatina CYP3A4 !

Destromorfano CYP2D6, CYP3A4 invariata

Terao et al. 2010 Omeprazolo CYP2C19 !

Destromorfano CYP2D6, CYP3A4 invariata
Schmitt et al. 2011 ~ Simvastatina ~ CYP3A4 !

La diminuzione della biodisponibilita della simvastatina riscontrata nei due studi in vivo ha

una potenziale importanza clinica dal momento che il 24% dei pazienti riceventi
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tolicizumab durante gli studi clinici ha avuto un aumento significativo del colesterolo
totale ( > 6,2 mmol/L) e il 15% ha mostrato un incremento delle LDL ( > 4,1mmol/L). |
pazienti affetti da artrite reumatoide hanno una tendenza maggiore a sviluppare malattie
cardiovascolari, cosi, un aumento di un fattore di rischio come l'iperlipidemia puo essere
critico e va evitato. Nel caso di co-prescrizione di tolicizumab e simvastatina sarebbe

opportuno procedere con un aggiustamento della dose della statina (Kim et al., 2012).

La biodisponibilita dell'omeprazolo ¢ diminuita a causa dell’induzione esercitata da
tolicizumab sul CYP2C9, ma in misura minore rispetto a quanto osservato per la
simvastatina (Terao et al., 2010). Questo € in accordo con i dati in vitro che indicano che la
riduzione dell'attivita del CYP3A4, causata dall'esposizione a IL-6, &€ molto piu elevata se
confrontata con la riduzione dell'attivita delle altre isoforme enzimatiche. Anche I'assenza
di interazione tra tolicizumab e il destromorfano, la cui biodisponibilita rimane invariata, si
puo spiegare con il minore potere induttivo di tolicizumab sull'isoforma CYP2D6,
principale responsabile del metabolismo del destrometorfano.

Dal momento che il CYP3A4, che rappresenta il principale sistema enzimatico coinvolto
nel metabolismo dei farmaci, € indotto in maniera significativa da tolicizumab, é
ragionevole pensare che la biodisponibilita di molti altri farmaci, possa essere ridotta dal
trattamento con questo anticorpo monoclonale.

I farmaci che inducono gli enzimi CYP3A4, come ad esempio la rifampicina, sono
associati ad una riduzione dell'efficacia o al fallimento della contraccezione orale con 17a-
etinilestradiolo.

Dato che l'attivita del CYP3A4 e incrementata, anche se indirettamente, dal tolicizumab, e
importante considerare le potenziali implicazioni cliniche della co-somministrazione dei

due farmaci nelle donne che assumono contraccettivi orali.
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Non va comunque sottovalutata la capacita di tolicizumab di indurre le altre isoforme
enzimatiche, seppur in maniera minore rispetto al CYP3A4.

Il warfarin, noto anticoagulante orale usato per prevenire la formazione di trombi, e
metabolizzato principalmente dall'enzima CYP2C9, ed e noto che polimorfismi a carico
del gene che codifica per questa isoforma possono alterare il metabolismo del farmaco. Al
momento non sono note interazioni tra il warfarin e tolicizumab, tuttavia, dal momento che
gli studi in vitro indicano che anche CYP2C9 subisce una notevole riduzione di attivita in
presenza di IL-6, si puo dedurre che tolicizumab possa incrementare molto l'attivita di
questo enzima, causando un aumento del metabolismo del warfarin che potrebbe rendere
necessario l'aggiustamento della dose da somministrare e un monitoraggio piu frequente

dell'INR (Kim et al., 2012).

Tabella 11. Alcuni farmaci metabolizzati dalle isoforme CYP450 che in vitro sono state
inibite da tolicizumab.

Isoforma enzimatica Farmaci

CYP1A2 Teofillina e warfarin

CYP2C9 Fenitoina e warfarin

CYP2C19 Benzodiazepine e warfarin

CYP3A4 Ciclosporina, atorvastatina,
simvastatina,

bloccanti dei canali al Ca*"

La capacita di tolicizumab di ridurre la biodisponibilita di alcuni farmaci puo avere delle
serie implicazioni, pertanto, &€ necessario continuare ad effettuare studi che possano
determinare la reale sicurezza di tolicizumab in queste situazioni cliniche. Nel frattempo,

bisogna usare cautela quando si prescrivono altri farmaci durante il trattamento con
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tolicizumab. Inoltre, € importante procedere con la ricerca di eventuali interazioni tra altri

anticorpi monoclonali e farmaci metabolizzati dal complesso enzimatico CYP450.

5.2 mAb come vittime di interazioni farmacologiche

Le interazioni farmacologiche difficilmente possono alterare processi di grande
complessita, come ad esempio la fagogitosi, I'endocitosi o il catabolismo. Mentre processi
piu specifici, quali lo sviluppo di anticorpi contro il farmaco, I'eliminazione target-mediata
e linterazione tra IgG e recettore FcRn, hanno una maggiore propensione a causare
interazioni (Zhou et al., 2011).

Per esempio, il metotrexato riduce in modo significativo la clearance di infliximab (un
anticorpo chimerico impiegato nel trttamento di patologie autoimmuni) e [’effetto ¢
direttamente correlato con 1’effetto immunosoppressore del farmaco (Maini et al., 1998). 1l
trattamento ripetuto con infliximab, senza metotrexato, alle dosi di 1, 3 e 10 mg/ kg fa
registrare tassi di immunogenicita rispettivamente del 53%, 21% e 7%. La co-
sommimistrazione con metotrexato riduce notevolmente questi tassi (che arrivano al 15%,
7% e 0%), come consequenza dell'effetto immunosoppressivo del metotrexato. Effetti
simili sono stati riscontrati con altri farmaci immunosoppressivi come l'azatioprina e la
mercaptopurina, che prevenendo la formazione di anticorpi contro infliximab ne
aumentano la durata della risposta (Baert et al., 2003). Il metotrexato ha effetti analoghi su
golimumab (Xu et al., 2009), un altro mADb anti-TNFa.

E stato riportato che I'azatioprina e il micofenolato mofetile riducono rispettivamente del
22% e 51% la clearance di basiliximab in pazienti sottoposti a trapianto renale, un risultato
che non dipende dai meccanismi di interazioni convenzionali (Kovarik et al., 2001). Anche

in questo caso si ritiene che i farmaci in questione rallentino I'eliminazione di basiliximab
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sopprimendo la produzione di anticorpi contro il mAb (Kimbal et al., 1995; Smith et al.,

1998).

5.3 Interazioni tra mAb

Il recettore FcRn svolge un ruolo fondamentale nella farmacocinetica delle 1gG endogene e
dei mAD. Il tasso di eliminazione delle IgG aumenta quando aumentano le concentrazioni
plasmatiche delle stesse 1gG, fenomeno attribuito alla saturazione del recettore FcRn che
ha quindi un ruolo protettivo nei confronti della clearance anticorpale (Junghans e
Anderson, 1996). Sebbene la capacita di riciclaggio attribuita al recettore sia limitata, e
difficile che un anticorpo monoclonale possa saturare questo meccanismo. Infatti, la
quantita di 1gG endogene & di circa 50-100 g mentre gli mAb solitamente sono
somministrati a dosi inferiori di 10 mg/ kg, incrementando il carico totale di 1gG solo del
1- 2% (Wang et al., 2008). Dunque, teoricamente, quando si co-somministrano due mAb
non si dovrebbero verificare interazioni con questo meccanismo. Le seppur limitate
osservazioni cliniche disponibili ad oggi, confermano questa ipotesi.

Quando bevacizumab, mAb umanizzato diretto contro il VEGF-A, é stato somministrato
per via endovenosa ad una dose di 15 mg/ kg seguito da una dose di 375 mg m? di
rituximab, mAb chimerico che ha come target il CD20, non sono state osservate interazioni
(Ganjoo et al., 2006).

I risultati di un trial clinico condotto su pazienti affetti da cancro al seno metastatico
indicano che la co-somministrazione per via endovenosa di trastuzumab, a dosi di 3, 5, 0
10 mg/ kg ogni due settimame, e bevacizumab settimanale, alle dosi di 4 mg/Kg (carico) e
2 mg/kg (mantenimento), non hanno evidenziato alcun effetto sulla farmacocinetica di

entrambi i farmaci (Barni et al., 2007).
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Come previsto, la saturazione del sistema FCRn dopo somministrazione endovenosa di una
dose elevata di 1gG (2 g/kg), incrementa di circa tre volte la clearance di 7E3, un
frammento Fab di un mAb diretto contro la glicoproteina umana Ilb/Illa, e di una IgG1l

murina anti-metotrexato (Hansen e Balthasar, 2002).
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6 Le interazioni farmacologiche degli inibitori delle tirosin-chinasi

La maggior parte pazienti oncologici trattati con agenti chemioterapici sono sottoposti a
regimi di politerapia con lo scopo di controllare i sintomi della malattia, ridurre al minimo
la tossicita legata alla chemioterapia e curare eventuali malattie concomitanti. Circa 1'80%
dei pazienti malati di cancro che hanno piu di 65 anni al momento della diagnosi, sono
affetti da malattie concomitanti (Yancik et al., 2001). Pertanto, I'introduzione sul mercato
di nuovi farmaci con diversi meccanismi d'azione rispetto ai chemioterapici, ma che
vengono metabolizzati dalle stesse vie dei farmaci tradizionali, pud condurre a interazioni

non desiderate.

6.1 Interazioni in fase di assorbimento

A differenza dei chemioterapici tradizionali, somministrati per via parenterale, i TKI sono
somministrati per via orale. La somministrazione orale ha molti vantaggi, ma rende
possibili interazioni con altre sostanze nella fase di assorbimento.

La biodisponibilita di alcuni TKI e fortemente influenzata dalla contemporanea assunzione
di cibo.

L'esposizione sistemica a lapatinib, erlotinib e nilotinib, aumenta enormemente se questi
farmaci vengono assunti durante i pasti, con conseguente aumento del rischio di tossicita
del farmaco (van Erp et al., 2009).

L'incremento dell'esposizione sistemica € dovuto ad una maggiore solubilizzazione
micellare dei farmaci, come conseguenza dell’aumentata secrezione biliare e dal

rallentamento dello svuotamento gastrico.
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Molti TKI sono facilmente solubili in ambiente acido, mentre si riscontra una consistente
riduzione della solubilita a valori di pH maggiori di 5 (van Erp et al., 2009). Pertanto, le
sostanze in grado di causare un innalzamento significativo del pH gastrico, potrebbero
ridurre la solubilita di questi farmaci, portando ad una diminuzione dell'assorbimento e
dungue della biodisponibilita del farmaco, con conseguente possibile diminuzione
dell'efficacia del trattamento farmacologico. E necessario, quindi, prestare attenzione alla
somministrazione concomitante di inibitori di pompa protonica (PPI), antagonisti dei

recettori H2 istaminergici e antiacidi contenenti idrossido di alluminio o magnesio.

IMATINIB

L'assorbimento di questo farmaco non sembra essere influenzata dal cibo (Reckmann et al.,
2001). In uno studio condotto per verificare gli effetti di antiacidi come idrossido di
alluminio e idrossido di magnesio sull'assorbimento di imatinib, non sono stati osservati

effetti significativi (Sparano et al., 2009).

GEFITINIB

I livelli di esposizione al farmaco variano moderatamente quando € somministrato in
concomitanza con i pasti, ma queste variazioni sono considerate clinicamente irrilevanti
(Cohen et al., 2004).

Le sostanze che causano un aumento del pH gastrico possono ridurre le concentrazioni
plasmatiche del farmaco e pertanto ridurne I'efficacia; uno studio ha, infatti, dimostrato che
la co-somministrazione di gefitinib e alte dosi di ranitidina, un antagonista dei recettori H2
istaminergici, conduce a una riduzione del 44% delllAUC di gefitinib a causa
dell'innalzamento del pH a valori maggiori di 5 (U.S. Food and Drug Administration,

2005).
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ERLOTINIB

Il cibo é in grado di incrementare le concentrazioni plasmatiche di erlotinib in maniera
rilevante, pertanto il farmaco deve essere assunto 1 ora prima, o 2 ore dopo i pasti (Ling et
al., 2008).

La solubilita di erlotinib diminuisce sensibilmente a valori di pH maggiori di 5. Quando
somministrato insieme all'omeprazolo, la biodisponibilita del farmaco diminuisce di circa
il 50%, mentre la co-somministrazione con ranitidina produce una riduzione compresa tra
il 30% e il 50%. La concomitante somministrazione di erlotinib e PPl andrebbe evitata
(Food and Drug Administration, 2010); nel caso in cui la terapia con antiacidi fosse
necessaria durante il trattamento con il TKI, dovranno essere assunti 4 ore prima, o 3 ore

dopo l'assunzione di erlotinib (Pajares et al., 2012).

SORAFENIB

Ad oggi, i dati pubblicati riguardanti I'effetto del cibo sulla farmacocinetica di sorafenib
sono molto contraddittori. Sebbene in alcuni trial clinici non sia stata osservata una
sostanziale modifica della biodisponibilita del farmaco, se assunto in concomitanza ai pasti
(Strumberg et al., 2007), la FDA riporta una riduzione di assorbimento del farmaco pari al
30% e raccomanda l'assunzione di sorafenib senza cibo (U.S. Food and Drug
Administration, 2009).

Non sono noti gli effetti di farmaci antiacidi, come inibitori di pompa protonica 0
antagonisti del recettore istaminergico H2, sulla biodisponibilita del farmaco, pertanto la
co-somministrazione non & raccomandata.

La neomicina, interferendo con la circolazione enteroepatica, € in grado di ridurre

I'esposizione a sorafenib di circa il 54%. Non si conosce il valore clinico di questa
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riduzione e non ci sono dati riguardanti altri agenti antimicrobici. L'interazione sembra
dipendere dalla capacita dell'antibiotico di ridurre l'attivita delle glucuronidasi intestinali

(U.S. Food and Drug Administration, 2009).

SUNITINIB

La biodisponibilita di sunitinib non e influenzata dall'assunzione di cibo e non sono state
osservate interazioni con altri farmaci in fase di assorbimento (Pajares et al., 2012).

In un caso e stata riportata la riduzione dell’AUC in un paziente obeso (Desar et al., 2009),
suggerendo che l'indice di massa corporea puo incidere sull'esposizione sistemica al

farmaco.

DASATINIB

Il cibo modifica in maniera marginale I'AUC del farmaco tanto che l'effetto si ritiene
clinicamente irrilevante (Brave et al., 2008).

Farmaci in grado di modificare il pH gastrico riducono sensibilmente la biodisponibilita di
dasatinib, pertanto va evitata la co-somministrazione. Se proprio necessari, sono da
preferire gli antiacidi ai PPI o agli antagonisti del recettore istaminergico H2. Tali farmaci
vanno comungue assunti 2 ore prima o dopo I'assunzione di dasatinib (U.S. Food and Drug

Administration, 2011).

LAPATINIB
La biodisponibilita del farmaco é incrementata di 4 volte se esso viene assunto durante i
pasti soprattutto se il cibo é particolarmente ricco di grassi. Per questo &€ raccomandata

I'assunzione di lapatinib 1 ora prima o 1 ora dopo i pasti (Medina e Goodin, 2008).
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La solubilita del farmaco e pH dipendente e si riduce con I'aumento del pH (Bence et al.,
2005), pertanto, va evitata l'assunzione di antiacidi. La tossicita gastrointestinale, che si
manifesta con diarrea, € associata a un mancato assorbimento del farmaco, poiché I'effetto
e proporzionale alla dose ma non alle concentrazioni plasmatiche del farmaco (Burris,

2004).

NILOTINIB

L'esposizione sistemica al farmaco € aumentata dell'82% quando nilotinib € assunto in
concomitanza a cibi particolarmente ricchi di grassi (van Erp et al., 2009). Si consiglia
I'assunzione 2 ore prima o 1 ora dopo i pasti (U.S. Food and Drug Administration, 2012).

Non sono note interazioni tra nilotinib e farmaci in grado di modificare il pH gastrico.

Tabella 12. Influenza del cibo sull'assorbimento dei TKI.

Farmaco Variazioni PK Somministrazione

IMATINIB TAUC non clinicamente rilevante  con o senza cibo

GEFITINIB TAUC non clinicamente rilevante  con o senza cibo

ERLOTINIB  tAUC clinicamente rilevante 1 h prima o 2 h dopo I'assunzione di cibo
SORAFENIB  fTAUC (dati clinici contraddittori) ~ 1h prima o 2h dopo I'assunzione di cibo
SUNITINIB AUC invariata con o senza cibo

DASATINIB  tAUC non clinicamente rilevante  con o senza cibo
LAPATINIB TAUC clinicamente rilevante 1h prima o 1 h dopo 1'assunzione di cibo
NILOTINIB TAUC clinicamente rilevante 2h prima o 1 h dopo 1'assunzione di cibo

93



Tabella 13. Effetti dei farmaci in grado di modificare il pH gastrico.

Farmaco Effetto di modificatori del pH Co-somministrazione di
gastrico modificatori del pH gastrico
IMATINIB AUC modificata in modo clinicamente Possibile.
irrilevante
GEFITINIB 1 AUC (44%) Sconsigliata.
ERLOTINIB 1 AUC (50%) Sconsigliata.
JAUC (30%-50)
SORAFENIB 7 AUC Sconsigliata.
SUNITINIB AUC non modificata Possibile.
DASATINIB lAUC E consigliabile I'uso di idrossido di Al o

Mg al posto di antagonisti H, o PPIL. Da
assumere 2 ore prima o 2 ore dopo l'uso
di dasatinib.

LAPATINIB JAUC Sconsigliata.

NILOTINIB AUC non modificata Possibile

6.2 Interazioni in fase di metabolismo.

I TKI sono substrati di diversi trasportatori di farmaci ed enzimi del metabolismo su cui
spesso esercitano un effetto induttivo o inibitore. Gli enzimi responsabili del metabolismo
dei TKI sono isoenzimi CYP450. Questa complessa superfamiglia enzimatica ha numerosi
substrati, inibitori, induttori e sono state riportate diverse varianti alleliche in grado di
modificarne I’espressione e/o ’attivita.

Gli isoenzimi CYP450 possono condurre a interazioni tra farmaci tradizionali e TKI,
spesso difficili da prevedere, per la scarsita di studi pubblicati a riguardo e per la grande
variabilita interindividuale nella biodisponibilita. Risulta, inoltre, complicato estrapolare

queste informazioni dalla pratica clinica, dove i TKI sono utilizzati per trattare pazienti
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oncologici che frequentemente assumono molteplici farmaci e, spesso, hanno funzionalita
epatica o renale ridotta (Pajares et al., 2012).

Molto rimane da chiarire sui profili di sicurezza di questa nuova classe di farmaci.

IMATINIB

Imatinib € metabolizzato nel fegato dagli enzimi CYP450, l'isoforma piu coinvolta e
I'enzima CYP3A4 che converte il farmaco nel metabolita circolante CGP74588. Al
metabolismo partecipa anche I'enzima CYP2D6 ma in misura minore rispetto a CYP3A4

(Pajares et al., 2012).

Effetti di altri farmaci sulla farmacocinetica di imatinib

Induttori del CYP3A4. Alcuni farmaci antiepilettici come la carbamazepina e la fenitoina o
I'antibiotico rifampicina sono dei potenti induttori del CYP3A4 e il loro uso ha fatto
osservare una riduzione di circa il 70% delle concentrazioni plasmatiche di imatinib
(Pusche et al., 2008; Bolton et al., 2004). Risultati simili sono stati osservati quando
imatinib & stato somministrato insieme all'hypericum perforatum (erba di San Giovanni)
(Smith et al., 2004). Alla luce di questi dati, la co-somministrazione di induttori del
CYP3A4 e di imatinib, quando possibile, va evitata. L'interazione pud rendere le
concentrazioni plasmatiche di imatinib insufficienti per ottenimento dell'effetto
terapeutico.

Inibitori del CYP3A4. La co-somministrazione di imatinib e ketoconazolo ha determinato
un aumento del 40% della AUC e del 26% di Cmax (Dutreix et al., 2004).

In un altro studio, dove erano valutati gli effetti del ritonavir, un altro potente CYP3A4
inibitore, non sono stati osservati effetti significativi sulla clearance e la biodisponibilita
del farmaco. Questo fa ipotizzare che durante la soppressione del CYP3A4, imatinib possa

essere metabolizzato da vie alternative (van Erp et al., 2007).
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Rimane sconosciuto l'effetto di altri inibitori del CYP3A4, come itraconazolo, eritromicina
o claritromicina, sulle concentrazioni plasmatiche di imatinib. Fino a quando non ci
saranno dati sufficienti, la somministrazione concomitante con questi farmaci va evitata

(Pajares et al., 2012).

Effetti di imatinib sulla farmacocinetica di altri farmaci

Substrati di CYP3A4. Uno studio ha evidenziato un incremento dell’AUC della
simvastatina quando somministrata insieme ad imatinib, dimostrando che quest'ultimo e un
inibitore del CYP3A4. Questa interazione non ha rilevanza clinica, tuttavia é necessaria
cautela nel caso di substrati del CYP3A4 che hanno una finestra terapeutica ristretta, come
nel caso della ciclosporina o della pimozide (O' Brien et al., 2003).

Non ci sono dati sugli effetti della combinazione di imatinib e altri substrati di CYP3A4
come le benzodiazepine e i calcio antagonisti (Pajares et al., 2012).

Substrati CYP2D6. In vitro imatinib si & dimostrato un inibitore dell'isoenzima CYP2D6. E
stato valutato l'effetto della co-somministrazione di imatinib e del substrato CYP2D6,
metoprololo, i risultati dello studio indicano un leggero aumento delle concentrazioni
plasmatiche del beta bloccante che perd sono da considerarsi clinicamente irrilevanti
(Wang et al., 2008).

Substrati CYP2C9. E sconsigliabile la co-somministrazione con warfarin (U.S. Food and

Drug Administration, 2010).

Studi in vitro hanno mostrato che imatinib impedisce la O-glucuronidazione del

paracetamolo che pertanto va somministrato con cautela, evitando alte dosi (U.S. Food

and Drug Administration, 2010).
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GEFITINIB
Gefinitib e metabolizzato nel fegato dagli enzimi CYP3A4, CYP3A5 e CYP2D6 e
dall'enzima extraepatico, CYP1AL. Il farmaco é un inibitore del CYP2C19 e CYP2D6 ma

la rilevanza clinica di questa inibizione rimane da determinare (van Erp et al., 2009).

Effetto di altri farmaci sulla farmacocinetica di gefitinib

L'esposizione sistemica a gefitinib (AUC) e incrementata del 78% quando somministrato
insieme al kateconazolo o itraconazolo e ridotta del 73% se co-somministrato con
rifampicina (Swaisland et al., 2005).

Il sorafenib riduce le concentrazioni plasmatiche di gefinitib del 38% mentre gefitinib non

modifica la biodisponibilita di sorafenib (Adjei et al., 2007).

Effetto di gefitinib sulla farmacocinetica di altri farmaci

Studi in vitro hanno dimostrato che il metabolismo del midazolam e incrementato quando
somministrato insieme a gefitinib (Li et al., 2007).

Quando gefinitib € co-somministrato con metoprololo, le concentrazioni di quest'ultimo
aumentano del 35%, indicando che il TKI € un inibitore del CYP2D6 (Swaisland et al.,

2005 ).

ERLOTINIB

Erlotinib é estesamente metabolizzato nel fegato principalmente dal CYP3A4, CYP3AS e,
in misura minore, da CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9 e CYP2D6. Il suo principale metabolita
e OSI-420. A livello extraepatico il metabolismo pu0 verificarsi per opera del CYP3A4

nell'intestino, del CYP1A1 nei polmoni, o nel tessuto tumorale grazie al CYP1B1.
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L'induzione del CYP1A1 e del CYP1AZ2 ha considerevoli effetti sulla clearance di erlotinib
indicando che questi enzimi svolgono un ruolo piu importante nel metabolismo del
farmaco in vivo rispetto a quanto sia emerso dagli studi in vitro (van Erp et al., 2009).

Il farmaco é un moderato inibitore del CYP3A4 e CYP2CS, e in vitro un potente inibitore

del CYP3A4 e UGT1AL (Pajares et al., 2012).

Effetti di altri farmaci sulla farmacocinetica di erlotinib

Inibitori del CYP3A4. Da uno studio € emerso che 'uso di ketoconazolo durante la terapia
con erlotinib incrementa le concentrazioni plasmatiche di quest'ultimo di circa due volte.
Non e stato osservato un aumento della tossicita del farmaco, ma bisogna sottolineare che
lo studio e stato condotto su un numero ristretto di pazienti. Si stima che una crescita del
33% delle concentrazioni di erlotinib sia associato ad aumento della tossicita del farmaco,
per cui, quando si assumono potenti inibitori del CYP3A4 la dose di erlotinib andrebbe
ridotta (Rakhit et al., 2008).

Induttori del CYP3A4. Da un trial clinico e emerso che la concomitante somministrazione
di erlotinib e rifampicina causa un decremento del 60% dell'esposizione a erlotinib, cio
indica che quest'ultimo non pud essere somministrato insieme ad un induttore del
CYP3A4. Qualora la co-somministrazione risultasse necessaria, la dose di erlotinib
andrebbe aumentata fino a 300 mg (Pajares et al., 2012).

Inibitori del CYP1A2. La ciprofloxacina, moderato inibitore del CYP1A2, incrementa
significativamente (39%) I’AUC di erlotinib. Non é stato osservato nessun cambiamento
significativo di Cmax. La rilevanza clinica di questa interazione & ancora da stabilire, si

devono comunque usare con cautela gli inibitori del CYP1A2, come ad esempio la
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fluvoxamina, poiché questa isoforma enzimatica é responsabile del 30% del metabolismo
di erlotinib (Rakhit et al., 2008).

Induttori del CYP1A2. Il tabacco é un forte induttore del CYP1A2, pertanto, i fumatori
mostrano delle concentrazioni plasmatiche di erlotinib ridotte rispetto ai non fumatori
(Hamilton et al., 2006). Durante la terapia i pazienti non devono fumare altrimenti
rischiano di non avere benefici terapeutici a causa delle concentrazioni insufficienti del

farmaco.

Effetti di erlotinib sulla farmacocinetica di altri farmaci

Substrati del CYP1ALl. Erlotinib & un potente inibitore del CYP1A1, ma non si conosce la
rilevanza di questa inibizione.

Substrati del CYP3A4. Erlotinib & un moderato inibitore del CYP3A4, ma non sono note
interazioni tra erlotinib e eritromicina, paclitaxel o midazolam, substrati di tale isoforma
enzimatica.

Un case report ha descritto un aumento di circa tre volte delle concentrazioni della
fenitoina quando co-somministrata con erlotinib (Grenader et al., 2007). In un altro caso
riportato in letteratura, e stata osservata rabdomiolisi dopo la somministrazione di erlotinib
e simvastatina. In alternativa alla simvastatina si pu0 utilizzare la pravastatina, che non

interagisce con erlotinib (Veeraputhiran e Sundermeyer, 2008).

Substrati del CYP2C9. | pazienti che fanno uso di warfarin devono essere monitorati

affinché non si abbiano cambiamenti nel tempo di protrombina. Alcuni trial clinici

riportano l'incremento dell'INR e reazioni avverse collegate al sanguinamento dovuto
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all'uso concomitante di erlotinib e warfarin o farmaci antiinfiammatori non steroidei (U.S.

Food and Drug Administration, 2010).

SORAFENIB

Sorafenib e metabolizzato principalmente nel fegato tramite reazioni ossidative mediate dal
CYP3A4, seguite da glucuronidazione mediata da UGT1A9 (van Erp et al., 2009).

Nei test in vitro il farmaco e stato in grado di inibire l'attivita del CYP2B6, CYP2C8,

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, UGT1Al e UGT1A9 (Kane et al., 2006).

Effetto di altri farmaci sulla farmacocinetica di sorafenib

Induttori del CYP3A4. La somministrazione di rifampicina nei 5 giorni precedenti alla
somministrazione di una singola dose di sorafenib, causa una riduzione del 37% dell’AUC
di quest'ultimo. Anche altri induttori come la fenitoina, la carbamazepina, il fenobarbital e
il desametasone, potrebbero incrementare le concentrazioni del farmaco (Pajares et al.,
2012).

Inibitori del CYP3A4. Il ketoconazolo, potente inibitore del CYP3A4, somministrato una
volta al giorno per sette giorni, non ha alterato I'esposizione sistemica di sorafenib (Lathia

et al., 2006).

Effetto di sorafenib sulla farmacocinetica di altri farmaci

Substrati del CYP2C9. Sebbene sorafenib abbia dimostrato capacita inibenti sul CYP2C9
in vitro, il farmaco non altera i parametri di coagulazione (PT/INR) quando somministrato
insieme al warfarin, substrato di questa isoforma enzimatica. Tuttavia € raccomandabile

monitorare questi parametri (Pajares et al., 2012) .
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Substrati del CYP2B6, CYP2C8, CYP2C19, CYP2D6, UGT1Al e UGT1A9. Sorafenib & un
inibitore di tutti questi enzimi, anche se non si conoscono interazioni clinicamente rilevanti

causate da questa inibizione (Pajares et al., 2012) .

SUNITINIB

Il principale enzima responsabile del metabolismo di sunitinib & il CYP3A4 che lo
converte nel suo principale metabolita, SU-12662, ulteriormente metabolizzato dallo stesso
enzima (van Erp et al., 2009). Il farmaco e il metabolita sembrano non avere effetti

induttivi né inibitori sulle varie isoforme CYP (Pajares et al., 2012).

Effetti di altri farmaci sulla farmacocinetica di sunitinib

Induttori del CYP3A4. La co-somministrazione di una dose di sunitinib di 50 mg e
rifampicina, potente induttore dell'isoforma CYP3A4, per 17 giorni, riduce la Cmax e
I’ AUC di sunitinib, rispettivamente del 56% e 78% ( Bello et al., 2005).

Si hanno informazioni insufficienti sull'effetto di altri induttori dell'isofoma enzimatica,
come il desametasone, la fenitoina, la carbamazepina e il fenobarbital, ma si presume
abbiano un comportamento simile (Pajares et al., 2012).

Inibitori del CYP3A4. La cosomministrazione di ketoconazolo, potente CYP3A4 inibitore,
per 7 giorni insieme ad una dose singola di sunitinib da 10 mg, incrementa la Cmax e la
AUC di sunitinib di circa due volte (Washington et al., 2003). L'effetto clinico
dell'interazione in pazienti che assumono dosi piene in modo continuativo, non &
conosciuto.

Gli effetti di altri inibitori di questa forma enzimatica su sunitinib, come ritonavir,
itraconazolo, eritromicina o claritromicina, non sono stati ben studiati, per questo, la loro

combinazione va evitata (Pajares et al., 2012).
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Effetto di sunitinib sull'intervallo QT

| dati provenienti da test preclinici in vitro e in vivo, condotti utilizzando dosaggi maggiori
di quelli normalmente usati in terapia, hanno mostrato che sunitinib € in grado di inibire la
ripolarizzazione cardiaca e quindi prolungare l'intervallo QT. Questo effetto € stato
analizzato anche in studi clinici che, perd, hanno mostrato una bassa frequenza di
prolungamento dell'intervallo QT che si evidenziava a dosi doppie di quelle terapeutiche.
Nessun caso di prolungamento dell'intervallo QT ha causato aritmie o puo essere
considerato grave. Tuttavia, pazienti con aritmie che fanno uso del farmaco devono essere

attentamente monitorati (U.S. Food and Drug Administration, 2010).

DASATINIB
Il CYP3A4 é I'enzima maggiormente coinvolto nel metabolismo di dasatinib. 1l farmaco si

e anche dimostrato un inibitore di questa isoforma enzimatica (van Erp et al., 2009).

Effetti di altri farmaci sul metabolismo di dasatinib

Inibitori del CYP3A4. In uno studio condotto su volontari sani I'uso concomitante di
ketoconazolo e dasatinib ha condotto a un aumento di 5 volte dell'esposizione sistemica al
dasatinib. Pertanto, l'uso di forti inibitori del CYP3A4 durante il trattamento con dasatinib
va evitato.

Induttori del CYP3A4. La rifampicina decresce I'esposizione sistemica al dasatinib di circa

'80%. E sconsigliato I'uso di forti induttori del CYP3A4 durante la terapia con dasatinib.
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Effetto di dasatinib sul metabolismo di altri farmaci

L'uso concomitante di dasatinib e di un substrato del CYP3A4 puo aumentare I'esposizione
al substrato stesso. In uno studio condotto su soggetti sani, dasatinib ha aumentato I'AUC
alla simvastatina, substrato del CYP3A4, del 20%. Pertanto i substrati del CYP3A4 che
hanno una finestra terapeutica ristretta, come astemizolo, terfenadina, cisapride o
pimozide, devono essere somministrati con cautela nei soggetti che fanno uso di dasatinib

(Brave et al., 2008).

LAPATINIB
Lapatinib e metabolizzato nel fegato dal CYP3A4 e CYP3AS5 e, in misura minore, dal
CYP2C19 e dal CYP2CS8. In vitro, si e dimostrato inibitore di CYP3A4 e CYP2C8 (van

Erp et al., 2009).

Effetti di altri farmaci sulla farmacocinetica di lapatinib

Inibitori del CYP3A4. La cosomminisstrazione di lapatinib e il kateconazolo, potente
inibitore del CYP3A4, aumenta di circa tre volte I'esposizione sistemica al lapatinib. La
concomitante somministrazione di lapatinib e forti inibitori di questa isoforma enzimatica
va evitata, qualora fosse necessario l'uso di questi farmaci, & necessario ridurre la dose di
lapatanib a 500 mg/giorno fino a una settimana dopo la sospensione dell'inibitore (Smith et
al., 2009).

Induttori del CYP3A4. L'uso concomitante di lapatinib e induttori del CYP3A4 andrebbe
evitata, poiché porta ad una riduzione dell'esposizione sistemica a lapatinib. Studi effettuati
al riguardo hanno dimostrato che la carbamazepina, induttore del CYP3A4, riduce 'AUC

di lapatinib del 72%. Se durante il trattamento con lapatinib & necessario I'uso di un
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induttore di questa isoforma enzimatica il dosaggio di lapatinib deve essere gradualmente

aumentato fino a 4500 mg/giorno, a seconda del livello di tolleranza (Smith et al., 2009).

Effetto di lapatinib sul metabolismo di altri farmaci

Le informazioni al riguardo sono carenti.

NILOTINIB
Nilotinib e metabolizzato principalmente dal CYP3A4. Dati provenienti da studi in vitro
indicano che nilotinib ¢ inibitore di CYP3A4, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 e UGT1A1, ed

e induttore del CYP2B6, CYP2C8 e CYP2C9 (van Erp et al., 2009).

Effetto di altri farmaci sulla farmacocinetica di nilotinib

Inibitori del CYP3A4. La cosomministrazione di nilotinb e kateconazolo incrementa
I'esposizione sistemica di quest'ultimo di 3 volte (U.S. Food and Drug Administration,
2010).

Induttori del CYP3A4. L'uso concomitante di nilotinib e rifampicina conduce a un
decremento dell'esposizione sistemica di nilotinib dell'80% (U.S. Food and Drug
Administration, 2010).

L'uso di potenti induttori o inibitori del CYP3A4 andrebbe evitata, ma se necessario

sarebbe opportuno un aggiustamento della dose di nilotinib.
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Effetto di nilotinib sulla farmacocinetica di altri farmaci.

La co-somministrazione di nilotinib e midazolam in volontari sani mostra un incremento

del 30% della AUC del midazolam (van Erp et al., 2009). Nilotinb e dungue in grado di

modificare le concentrazioni plasmatiche di altri substrati CYP.
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Tabella 14. Farmaci in grado di modificare il metabolismo dei TKI.

TKI Farmaci induttori del Farmaci inibitori del Effetti sulla PK dei TKI
CYP450 CYP450
Imatinib  -Fenitoina | AUC
-Rifampicina lAUC  (70%)  |Cmax
-Erba di San Giovanni (54%)
-Farmaci antiepilettici 1AUC
(Carbamazepina, fenitoina, IAUC |Cmax
fenobarbital o primidone)
-Ketoconazolo
TAUC  (40%) 1Cmax
(26%)
Gefinitib  -Rifampicina JAUC (83%)
-Itraconazolo TAUC (78%)
-Ketoconazolo TAUC (78%)
-Sorafenib TAUC (38%)
Erlotinib  -Rifampicina JAUC (60%)
-Tabacco LAUC (d1 3 volte)
-Ketoconazolo TAUC (86%)
-Ciprofloxacina TAUC (39%)
Sorafenib -Rifampicina LAUC (37%)
Sunitinib  -Rifampicina LAUC (78%)
-Ketoconazolo TAUC (50%)
Dasatinib -Rifampicina JAUC (82%)
-Ketoconazolo TAUC (di 5 volte)
Lapatinib -Carbamazepina LAUC (75%)
-Ketoconazolo TAUC (di 3 volte)
Nilotinib  -Rifampicina JAUC (80%)

106



-Ketoconazolo TAUC (di 3 volte)

Tabella 15. Effetto dei TKI sul metabolismo dei farmaci.

Farmaco TKI Effetto sulla PK del farmaco
Simvastatina Imatinib TAUC (di 3 volte)
Ciclosporina TAUC

Warfarin Variazioni dell'INR
Metoprololo TAUC (17%-24%)
Metoprololo  Gefinitib TAUC (35%)

Midazolam TAUC

Simvastatina Erlotinib TAUC

Warfarin Variazioni dell'INR

Fenitoina TAUC

Warfarin Sorafenib Non altera I'INR ma ¢ bene monitorare
- Sunitinib

Simvastatina Dasatinib TAUC (20%)

- Lapatinib
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Tabella 16. Raccomandazioni generali sul dosaggio dei TKI durante la co-somministrazione con altri
farmaci (Pajares et al., 2012)

Farmaco Imatinib Gefinitib | Erlotinib | Sorafenib | Sunitinib Dasatinib | Lapatinib | Nilotinib
inducente (400 mg/24 | (250 (150 (400 mg/12 | (50 mg/24 (100 mg/ (1250 (300 mg/
h) mg/24h) mg/24h) | h) h) 24 h) mg/24 h) 12 h)
Rifampicina 1T dose a 1t dose a T dose a|t1 dose a fdose 1 dose
600-700 300 mg/24 | 1.000 mg/24 |75 mg/24
mg/24 h h h h
Ketoconazolo | | dose a 300 | dose a | dose a| | dose | dose a 500 | | dose
mg/24 h 75 mg/24 25 mg/24 mg/24 h
h h
Neomicina 1t dose a
1.000 mg/24
h
Ciprofloxacina | dose a
75 mg/24
h
Carbamazepina |1 dose a 1 dose fino
600-700 a 4000
mg/24 h mg/24 h
Fenitoina 1t dose a
600-700
mg/24 h
Tabella 17. Raccomandazioni generali sull'uso di altri farmaci durante il trattamento con TKI
(Pajares et al., 2012)
Farmaco/TKI Imtinib Gefitinib Erlotinib Sorafenib
(400 mg/24 h) (250 mg/24 h) (150 mg/24 h) (400 mg/ 12 h)
Digossina Stretto monitoraggio
Simvastatina | | dose simvastatina Preferire l'uso di
pravastatina
Metoprololo | Considerare |  dose | Considerare | dose
metoprololo metoprololo
Warfarin Evitare la combinazione Evitare la combinazione | Stretto monitoraggio
Midazolam Considerare 1 dose
midazolam
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6.3 Interazioni con i trasportatori di farmaci

IMATINIB
Il principale trasportatore di imatinib & la proteina P-gp. In studi preclinici, l'uso di
sostanze in grado di inibire le glicoproteine producono un incremento dell'esposizione

sistemica ad imatinib (Oostendorp et al., 2009).

GEFINITIB

Il farmaco e substrato della P-gp (Agarwal et al., 2010). In vitro, gefitinib si & dimostrato
capace di ridurre, in modo dose-dipendente, la resistenza a paclitaxel e docetaxel mediante
I’inibizione della P-gp (Kitazaki et al., 2005). | dati disponibili non attribuiscono,

comunque, alcuna conseguenza clinica derivante da questo effetto.

ERLOTINIB

Erlotinib & un substrato di P-gp, per tanto la somministrazione con inibitori di queste
proteine, come ad esempio la ciclosporina o il verapamil, puo alterarne la distribuizione e/o
I'eliminazione. Le conseguenze di tale interazione, ad esempio, la tossicita a carico del

SNC, non sono state studiate (Pajares et al., 2012).

SORAFENIB

In vitro, sorafenib ha mostrato di inibire la P-gp. In caso di trattamento concomitante con
sorafenib non si puo escludere un aumento della concentrazione plasmatica di substrati
della P-gp; pertanto & necessario monitorare farmaci con una stretta finestra terapeutica

come la digossina (Pajares et al., 2012).
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SUNITINIB
Sunitinib, in vitro, € sia un substrato che un inibitore della P-gp e di BCRP (Shulka et al.,
2009). Le conoscenze attuali non indicano che questo sia causa di interazioni con altri

farmaci.

DASATINIB
Dasatanib é trasportato in vitro dalla P-glicoproteina e BCRP (Chen et al., 2009; Hegedus
et al., 2009) ma, attualmente, non € noto se cio possa interferire con la farmacocinetica di

altri farmaci.

LAPATINIB

Lapatinib, in vitro, € sia substrato che inibitore della P-gp (Polli et al., 2008).

L’inibizione della P-gp mediata da lapatanib puo modificare la farmacocinetica di farmaci
che sono substrati del trasportatore, come é stato osservato in vitro per la digossina, la cui

AUC é stata aumentata da lapatinib (Fachinformation, 2010).

NILOTINIB

Sono stati effettuati molti studi, per chiarire se nilotinib sia trasportato da BCRP e P-gP, da
cui sono emersi dati non concordanti.

Il farmaco si & dimostrato un inibitore di BCRP e P-gP, piu potente di imatinib e dasatinib
(Dohse et al., 2010). Inoltre, é stato evidenziato un accumulo di dasatinib in cellule
leucemiche, dovuto all'inibizione della P-gP mediata da nilotinib. Questo potrebbe avere
delle importanti implicazioni farmacologiche cliniche per la combinazione dei TKI

(Hiwase et al., 2010).
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Conclusioni

Anche se le interazioni tra farmaci possono verificarsi con vari meccanismi, probabilmente
le piu importanti si verificano durante il metabolismo. I mAb non sono metabolizzati dal
sistema enzimatico CYP450, per cui a lungo é stato parere comune considerarli incapaci di
interagire con i farmaci di sintesi. Effettivamente i mAb non esercitano un effetto diretto
sulla clearance di altri farmaci, tuttavia, le proprieta immunomodulatorie di certi mAb
possono modificarne la clearance in modo indiretto attraverso l'attenuazione di vie
enzimatiche non cataboliche.

Ad oggi, in pochi casi, sono state osservate variazioni delle concentrazioni sistemiche tali
da rendere necessario un opportuno aggiustamento della dose del farmaco
cosomministrato. Va pero sottolineato che lo studio delle interazioni dei mAb € solo un
area emergente della ricerca farmacologica e, a differenza di quanto non accada per i
farmaci tradizionali, le interazioni sono poco documentate. Poiché I'uso dei mAb é ormai
consolidato nella farmacoterapia, é evidente la necessita di procedere con ulteriori studi e
rendere quest'area di ricerca farmacologica sempre piu rilevante.

I TKI sono substrati di diversi trasportatori di farmaci e degli enzimi CYP450 su cui spesso
esercitano un effetto induttivo o inibitore, rendendo possibili interazioni con molti altri
farmaci.

Anche per i TKI le conoscenze sulle interazioni sono piuttosto frammentarie; spesso le
informazioni provengono da modelli sperimentali o da studi effettuati su volontari sani a
cui viene somministrata una singola dose, mentre nella pratica clinica sono usati in schemi
terapeutici piu complessi. Cosi é difficile estrapolare informazioni circa la rilevanza clinica
dell'interazione o fornire indicazioni di tipo pratico e molto rimane da chiarire sui profili di
sicurezza di questi farmaci. Approfondire ulteriormente la conoscenza di tutte le possibili

interazioni & di fondamentale importanza per questi farmaci, per ottimizzare il loro effetto
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terapeutico ed evitare la comparsa di effetti collaterali, aspetto che assume notevole
importanza dal momento che questi medicinali sono impiegati in pazienti oncologici che

frequentemente sono sottoposti a regimi di politerapia.
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