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1. Introduzione

1.1 Carcinoma tiroideo differenziato avanzato

Il carcinoma tiroideo differenziato (DTC) presenta solitamente un’ottima prognosi dopo il
trattamento iniziale rappresentato dalla chirurgia (tiroidectomia totale o lobectomia) seguita
o meno a seconda del rischio di persistenza/recidiva di malattia, dalla somministrazione della
terapia con '3'I (RAI), con un tasso di sopravvivenza a 10 anni prossimo al 90% [1, 2].
Tuttavia, circa il 5% dei pazienti con DTC presenta una malattia localmente avanzata alla
diagnosi, con invasione a livello degli organi cervicali [3, 4] e circa il 10% presenta metastasi
a distanza, con sviluppo sincrono o metacrono rispetto alla diagnosi del tumore primitivo,
con netto peggioramento della sopravvivenza globale (OS) [5].

La terapia con '’!I rappresenta ancora oggi il trattamento di riferimento nei pazienti con
metastasi a distanza [6], eventualmente associata a terapie loco-regionali come ad esempio
la radioterapia a fasci esterni (RTE), I’ablazione termica o la chirurgia [1]. Tuttavia, solo i
due terzi circa di questi pazienti mostrano un uptake significativo di radioiodio, necessario
per raggiungere una risposta tumorale, a livello delle lesioni ripetitive e solo il 42% di questi
pazienti raggiungono un controllo e la remissione di malattia [2].

Nella restante parte dei casi parliamo di una malattia refrattaria al radioiodio (RAI-R DTC),
in particolare quando (i) le metastasi a distanza non presentano uptake di *'I significativo
gia a partire dal primo trattamento (ii) in presenza di lesioni captanti il radioiodio e di altre
non captanti, (iii) in caso di perdita di capacita di uptake del radioiodio nel corso dei
trattamenti successivi, (iv) in caso di progressione morfologica delle lesioni anche in
presenza di uptake del radioiodio o (v) in caso di mancata risposta delle lesioni ripetitive
dopo somministrazione di un’elevata attivita cumulativa di *'T (> 600 mCi) [7].

In presenza di una malattia refrattaria al radioiodio (RAI-R DTC) la prognosi ¢ nettamente
peggiore, con un tasso di sopravvivenza a 5 e 10 anni del 65% e del 10% rispettivamente e
una OS mediana di 3-6 anni nelle serie storiche disponibili in Letteratura [2, 5].

Uno scenario ancora peggiore ¢ possibile inoltre riscontrarlo nei pazienti con malattia loco-
regionale avanzata [8, 9], che non hanno possibilita di beneficiare del trattamento chirurgico
né della terapia con '*'T a causa della presenza del tumore primitivo in sede, con un tasso di
sopravvivenza globale a 5 anni che si attesta attorno al 20% [10].

Fino a pochi anni fa, il trattamento dei pazienti con RAI-R DTC si basava fondamentalmente
sull’utilizzo della chemioterapia associata o meno alla RTE, con un’efficacia molto limitata
e sviluppo di tossicita significative [11]. Successivi studi hanno fatto luce sui meccanismi

molecolari alla base dello sviluppo dei carcinomi tiroidei mettendo in evidenza I’importanza



della via delle MAP-chinasi ¢ di PI3K/AKT/mTOR nella proliferazione delle cellule
tumorali tiroidee, nella refrattarieta al radioiodio e nella neoangiogenesi a livello del tessuto
neoplastico. In particolare, sono state messe in evidenza le mutazioni “driver” in grado di
iniziare la tumorigenesi, tra cui le piu importanti e frequenti comprendono le alterazioni a
livello dei geni BRAF, RAS, RET, PAX8, NTRK e le mutazioni associate ad una maggiore
aggressivita tumorale e ad una minore differenziazione cellulare, come quelle a livello di
TP53 e del promotore di TERT [12, 13].

Cio ha permesso lo sviluppo di terapie target che a partire dal 2006 [14] sono entrate
nell’utilizzo in pratica clinica, dapprima nell’ambito di trial sperimentali e successivamente
ricevendo I’approvazione da parte dei principali Enti regolatori (FDA ed EMA) per I’utilizzo
in prima linea in questo contesto clinico. In particolare, sono stati sviluppati inizialmente gli
inibitori multi-chinasici (MKIs), tra cui Sorafenib, Lenvatinib e Cabozantinib che per primi
hanno ricevuto 1’approvazione, dopo studi di fase III che ne hanno dimostrato 1’efficacia
prevalentemente in termini di aumento di tempo di sopravvivenza libero da progressione di
malattia (PFS) [15-17]. Questi farmaci sono piccole molecole in grado di inibire multiple
tirosino-chinasi a livello della superficie cellulare e intracellulari coinvolte principalmente
nella regolazione della via delle MAP-chinasi e quindi nella proliferazione cellulare e nella
neoangiogenesi attraverso il recettore del vascular-endothelial growth factor (VEGFR).
Questi farmaci effettuano in questo modo un’azione citostatica a livello delle cellule tumorali,
bloccandone per un certo periodo la proliferazione, almeno fino allo sviluppo di meccanismi
di escape che attraverso I’attivazione di vie di segnalazione alternative, portano alla perdita
di efficacia del trattamento [18].

Negli ultimi anni lo scenario sta cambiando notevolmente, con 1’arrivo in pratica clinica
degli inibitori tirosin-chinasici (TKIs) selettivi, diretti prevalentemente su singolo target, che
hanno mostrato un maggiore tasso e rapidita di risposta associata ad un profilo di tossicita
piu favorevole. Abbiamo ad esempio la terapia con Dabrafenib/Trametinib, diretta
principalmente al blocco della via delle MAP-chinasi attraverso ’inibizione di chinasi
intracellulari come BRAF e MEK e utilizzabile nei DTC con mutazioni a livello di BRAF
[19], il Selpercatinib, che esercita un blocco selettivo a livello dell’oncoproteina RET e
approvato nell’utilizzo dei DTC con fusioni del gene RET [20] o ancora il Larotrectonib,
utilizzabile nei carcinomi con fusioni del gene NTRK [21].

Questi farmaci hanno aperto inoltre la strada a strategie di redifferenziazione tumorale. In
particolare 1’utilizzo in recenti trials di tali trattamenti, ha mostrato come 1’inibizione di

questi driver tumorali, anche per poche settimane, sia in grado di ripristinare le vie di segnale



coinvolte nell’esposizione del NIS (sodium iodine symporter) e nell’organificazione dello
iodio a livello delle cellule tumorali. Cio permette quindi la successiva somministrazione del
radioiodio, con un uptake efficace a livello delle lesioni ripetitive e 1’ottenimento di una
risposta al trattamento, come mostrato nei recenti trial clinici [22-25]. Infine, ulteriore
strategia terapeutica sviluppata negli ultimi anni ¢ rappresentata dall’immunoterapia,
utilizzata sia in monoterapia che in associazione ai TKIs o MKIs con potenzialita ancora da
esplorare. Un esempio ¢ dato dall’utilizzo del regorafenib in associazione all’avelumab
nell’ambito di un recente trial di fase II, in grado di dare una buona risposta, soprattutto
nell’utilizzo in seconda linea [26].

Tutte queste terapie, nonostante 1’efficacia dimostrata nei trials di fase III in termini di
prolungamento della PFS, presentano ancora un impatto non del tutto chiaro a livello della
OS, e soprattutto sono caratterizzate da numerosi eventi avversi in grado di influenzare
significativamente in modo negativo la qualita di vita. Per tale motivo ¢ necessario riservare
questi trattamenti solo ai pazienti che possono trarne un reale beneficio e con una tempistica
ottimale, in grado di bilanciarne i rischi con i benefici attesi.

Tale decisione rappresenta ancora oggi una vera e propria sfida principalmente a causa
dell’ampia eterogeneita di presentazione e comportamento clinico del carcinoma tiroideo
avanzato. | pazienti con RAI-R DTC metastatico possono infatti presentare una malattia
caratterizzata da un andamento sostanzialmente indolente, con piccole metastasi che
rimangono stabili per anni senza necessitare di alcun trattamento, o al contrario possono
presentare un elevato volume di malattia con una progressione molto rapida e attraverso
questi due estremi sono compresi numerosi altri scenari. Molti dei fattori prognostici sono
stati individuati [2, 10, 27-34], soprattutto in studi retrospettivi e, a parte alcune eccezioni,
in piccole coorti e molto resta ancora da chiarire in questo contesto clinico, soprattutto dal
punto di vista delle alterazioni molecolari che potrebbero spiegare un’ampia parte della
variabilita osservata clinicamente.

Inoltre, la risposta alle terapie con MKIs o TKIs puo essere anch’essa molto variabile da
paziente a paziente e soprattutto con un ampio ventaglio di tossicita difficile da prevedere
all’inizio del trattamento e che risiede nelle caratteristiche delle cellule tumorali e soprattutto
nell’interazione del farmaco con il paziente e quindi in definitiva nella farmacocinetica e
nella farmacodinamica. Studiare e comprendere questi aspetti risulta quindi di fondamentale
importanza per riuscire ad equilibrare il rapporto rischio/beneficio derivante da questi

trattamenti e per ottenere una terapia sempre piu disegnata sul singolo paziente.



1.2 Lenvatinib nel trattamento del RAI-R DTC localmente avanzato o metastatico a
distanza

Il Lenvatinib fa parte della classe degli inibitori multichinasici ed ¢ attualmente approvato
in prima linea nel trattamento del RAI-R DTC localmente avanzato o metastatico a distanza.
Si tratta di una piccola molecola in grado di inibire in modo non selettivo diversi target tra
cui i recettori del VEGF (VEGFR1-3), i recettori per il fattore di crescita dei fibroblasti
(FGFR1-4), il recettore per il fattore di crescita priastrinico (PDGFRa) e altre chinasi come
KIT (mast/stem cell growth factor receptor) e RET (rearranged during transfection receptor)
[35].

Dal punto di vista molecolare, questa azione ¢ dovuta al legame con il dominio chinasico di
queste proteine e in particolare con la porzione dedicata ad ospitare I’ATP e cid ne comporta
I’inibizione enzimatica con diverso grado di efficacia [36]. L’inibizione maggiore viene
esercitata a livello della fosforilazione del VEGFR, per cui il lenvatinib mostra un’affinita
molto elevata, con una ICso (half-maximal inhibitory concentration) nell’ordine di pochi
nanomoli [37] e a livello di FGFR1 e del PDGFR, per cui pero i valori di ICso sono anche
50-100 volte piu elevati rispetto a quelli del VEGFR. Cio si traduce fondamentalmente in un
rallentamento/blocco della formazione di nuovi vasi e nella diminuzione della permeabilita
vascolare a livello del tessuto tumorale che portano poi ad una riduzione della capacita
proliferativa delle cellule neoplastiche e quindi ad una stabilizzazione/riduzione delle lesioni

ripetitive target.

Il lenvatinib ¢ un farmaco molto versatile ed stato approvato nel trattamento di altri
carcinomi oltre quello tiroideo, come nel carcinoma epatico avanzato, nel carcinoma renale
metastatico e in quello endometriale in associazione all’immunoterapia con pembrolizumab
[38-40].

Per quanto riguarda il carcinoma tiroideo avanzato, I’approvazione per 1’utilizzo in pratica
clinica risale al 2015 (da parte di EMA), a seguito dello studio multicentrico di fase III,
randomizzato in doppio cieco, contro placebo denominato SELECT [16]. Tale studio ha
mostrato principalmente un’efficacia in termini di PFS che passava da 3.6 mesi (nei pazienti
trattati con placebo) a 18.3 mesi nei pazienti trattati con lenvatinib (HR: 0.21 [0.14-0.31]
p<0.001), con un tasso di risposta del 64.8%. Nello studio non veniva evidenziato un
vantaggio significativo in termini di OS, principalmente a causa del crossover, ovvero il
passaggio di pazienti dal gruppo trattato con placebo alla terapia con lenvatinib al momento

della progressione di malattia. Tali dati hanno portato poi rapidamente all’approvazione per



I’utilizzo in prima linea nel RAI-R DTC avanzato, anche in mancanza di studi di confronto
diretto con il sorafenib, MKI gia in uso ma che nello studio registrativo di fase IIl DECISION
[15] aveva portato a benefici minori rispetto al lenvatinib.

Nello studio SELECT veniva descritto inoltre il profilo di tossicita associato alla terapia con
lenvatinib con lo sviluppo di almeno un evento avverso di grado severo (= G3) nel 75 %
circa dei pazienti trattati. Gli eventi avversi piu frequenti comprendono per la maggior parte
effetti dovuti all’azione antiangiogenetica e danno del microcircolo con sviluppo di
ipertensione arteriosa (43% >G3), proteinuria (10% >G3), mucosite orale (4% >G3) e
sindrome mano piede (3% >G3) ed eventi avversi di tipo gastro-intestinale con comparsa di
diarrea (8% >G3), anoressia (10% >G3), nausea (2% >G3) e sistemico con calo ponderale
significativo (10% >G3) e comparsa di fatigue (9% >G3).

Questi eventi avversi portavano poi alla riduzione del dosaggio terapeutico o alla
sospensione transitoria o definitiva della terapia rispettivamente nel 67.8%, 82.4% e 14.2%
dei casi [16]. Pertanto, tali eventi avversi in corso di terapia meritano uno stretto
monitoraggio e un tempestivo trattamento, soprattutto nell’ottica di limitare quanto piu
possibile la necessita di ridurre/sospendere il dosaggio terapeutico somministrato, che
favorirebbe 1’escape delle cellule tumorali dal trattamento e la riduzione della qualita di vita

del paziente.

I dati di efficacia e di sicurezza di questa terapia sono stati in seguito confermati dalle post-
hoc analysis eseguite sulla coorte del trial e soprattutto da studi di real-world practice [41-
47]. Bisogna comunque sottolineare che sia la risposta al trattamento che il profilo di
tossicita presentati da ogni singolo paziente rimangono molto eterogenei e difficili da
prevedere al momento dell’inizio della terapia.

Tali studi hanno individuato parte delle caratteristiche cliniche legate al singolo paziente e
al tipo di malattia, in grado di prevedere parzialmente il profilo di risposta e di tossicita al
trattamento e in grado di spiegare almeno in parte questa variabilita osservata comunemente
in pratica clinica.

In particolare, per quanto riguarda I’efficacia, dal punto di vista delle caratteristiche cliniche,
1 pazienti che sembrerebbero ottenere un beneficio maggiore dalla terapia in termini di PFS
e OS sono quelli piu giovani (etd < 65 anni) al momento dell’inizio del trattamento, con un
tasso di risposta significativamente maggiore (72% vs 55% p=0.0038) e una durata di

risposta maggiore (mediana NR vs 17 mesi) rispetto ai pazienti piu anziani [41].



Oltre all’eta, anche ’ECOG PS riveste particolare importanza, con i pazienti con uno stato
migliore al baseline, caratterizzati da un’OS, una PFS e un tasso di risposta alla terapia
nettamente migliori (HR 0.42 [CI 0.26-0.69]; p = 0.0004; [HR] 0.52 [CI 0.35-0.77]; p =
0.001 e [OR] 3.51 [CI 2.02—6.10]; p< 0.0001) [44].

Infine, tra le caratteristiche cliniche legate al paziente, bisogna considerare anche lo stato
inflammatorio e la funzionalita del sistema immunitario. Infatti, i pazienti trattati con
lenvatinib e con un rapporto neutrofili/linfociti (NLR) piu basso (<3) al baseline, sono
caratterizzati da una maggiore PFS (HR 0.43 [CI 0.29-0.65]; p <0.0001) e OS (HR 0.48 [CI
0.29-0.78]; p = 0.0029) rispetto ai pazienti con rapporto maggiore [44]. Il tessuto tumorale
infatti ¢ in grado di indurre uno stato inflammatorio attraverso la produzione di citochine,
che portano all’aumento delle cellule della linea mieloide circolanti (maggiormente i
neutrofili) e alla riduzione del numero di linfociti, inficiando in tal modo la risposta

immunitaria [48, 49].

Dal punto di vista della malattia, i pazienti con un volume tumorale minore rispondono
meglio in termini di OS rispetto a quelli con un volume maggiore (HR, 0.56; 95% CI, 0.35-
0.89; p=0.0138) [42] e particolare importanza ¢ rappresentata anche dal tipo di metastasi
presenti, con i siti piu sfavorevoli rappresentati dal sistema nervoso (OS mediana di 5 mesi
nello studio di Toraih et al [31] in pazienti trattati con diverse terapie sistemiche) e dal fegato,
con un rischio di mortalita legato alla malattia molto piu alto rispetto ai pazienti senza questa
localizzazione (HR: 4.82, 95% CI: 1.75-13.25, p= 0.002) [50].

Cruciale importanza ¢ rivestita inoltre dalla rapidita di crescita delle lesioni tumorali prima
dell’inizio e durante la somministrazione della terapia sistemica. Nello studio di Sabra 2019
et al [51] eseguito con diversi TKIs, 1 pazienti con un tempo di raddoppiamento delle lesioni
target <lanno e che con la terapia sistemica raggiungevano un prolungamento del tempo di
raddoppiamento > a 3 anni presentavano una OS che risultava nettamente maggiore rispetto
al pazienti che invece non ottenevano un rallentamento della progressione di malattia (4.5
anni vs 0.7 anni p < 0.001).

Ad oggi mancano ancora studi mirati a valutare ’impatto dell’assetto molecolare del
carcinoma tiroideo avanzato nella risposta alla terapia con lenvatinib e sono disponibili solo
alcune evidenze che mostrano una migliore risposta nei pazienti con alterazioni molecolari
BRAF-like rispetto ai RAS.like derivanti dalle post-hoc analysis dello studio DECISION sul
sorafenib [52].



Per quanto riguarda 1’analisi del profilo di tossicita relata al trattamento, gli studi eseguiti
successivamente al SELECT hanno evidenziato una frequenza maggiore di eventi avversi di
grado >3 nei pazienti piu anziani (>65 anni) rispetto a quelli piu giovani (89% vs 67%;
p=0.001) e un tempo piu lungo prima della riduzione del dosaggio terapeutico in questi
ultimi (3.7 v 1.5 months) [41]

Uno studio multicentrico italiano [50] ha poi messo in evidenza delle differenze di genere in
termini di tipologia e severita degli eventi avversi. In particolare, gli eventi avversi di tipo
ematologico e a livello della mucosa orale erano piu frequenti nelle donne rispetto agli
uomini (17% vs 4%, P=0.011; 48% vs 30%, p = 0.016 rispettivamente, mentre i disturbi di
tipo gastrointestinale erano piu frequenti negli uomini (15% vs 2%, p = 0.010). In modo
interessante, non venivano pero riscontrate differenze significative in termini di dosaggio
terapeutico massimo tollerato e cid potrebbe suggerire la presenza di ulteriori elementi

coinvolti nello sviluppo degli eventi avversi oltre al dosaggio di farmaco somministrato.

Importante considerare come tale variabilita nella risposta al trattamento e nel profilo di
tossicita, oltre che risiedere nelle caratteristiche cliniche e nel tipo di malattia, potrebbero
risiedere anche in una differente biodisponibilita del farmaco a livello sistemico e tissutale a
parita di dosaggio somministrato, dovute ad esempio a differenze nel trasporto tissutale su
base individuale.

Per chiarire questo aspetto, occorrerebbe considerare studi orientati a comprendere meglio
la farmacocinetica del farmaco e le differenze tra paziente e paziente in base all’assetto dei
geni e degli enzimi coinvolti nel metabolismo e nella distribuzione tissutale del farmaco.
Questo potrebbe portare a chiarire attraverso 1’integrazione con il dato clinico e le
caratteristiche tumorali le differenze in termini di profilo di tossicita e di risposta al
trattamento ancora oggi poco prevedibili al momento dell’inizio della terapia.

Altro campo di ricerca aperto sono le interazioni della terapia con lenvatinib con il
microbiota intestinale del paziente [53] che potrebbero influire sulla tossicita intestinale e

I’assorbimento sistemico del farmaco.

1.3 Farmacocinetica e farmacogenomica del lenvatinib

Dal punto di vista farmacocinetico, il Lenvatinib, dopo la somministrazione orale viene
rapidamente assorbito a livello intestinale e trasportato a livello plasmatico principalmente

legato all’albumina [54] con un’emivita di circa 28h [55]. Come evidenziato negli studi di



fase I il lenvatinib mostra una farmacocinetica lineare con un incremento dose dipendente
della concentrazione plasmatica massima (Cmax) e dell’““area under the curve” (AUC) [56-
59].

Successivamente subisce un metabolismo di primo passaggio a livello epatico da parte di
enzimi di fase I e II che determinano processi di idrolisi, ossidazione, idrossilazione, N-
ossidazione, dealchilazione e glucuronidazione e portano alla formazione dei metaboliti (O-
desmethyl lenvatinib, N-descyclopropyl lenvatinib e lenvatinib N-oxide) che non
contribuiscono all’effetto terapeutico [60-62] e che vengono eliminati a livello urinario e
fecale. L’inattivazione del farmaco ¢ particolarmente efficiente e solo il 2,5% della dose

somministrata viene riscontrata a livello delle urine e delle feci immodificata [60].

Secondo gli studi condotti dall’azienda farmaceutica prodruttrice [Eisai Inc.] e da Vavrova e
colleghi [63, 64], il citocromo P450 (CYP) e in particolare le isoforme CYP3A4 per piu
dell’80% e CYP3AS per la restante parte [55] sono i principali enzimi di fase I coinvolti
nell’inattivazione epatica del lenvatinib.

I farmaci che esercitano un effetto di induzione o inibizione a livello dei citrocromi epatici,
si sono infatti dimostrati in grado di modificare le concentrazioni plasmatiche di lenvatinib
e dei suoi metaboliti in modo significativo. La somministrazione simultanea di rifampicina
(noto farmaco induttore del CYP3A) ad esempio comportava una minore biodisponibilita
del farmaco, con un incremento dei metaboliti inattivi del lenvatinib a livello plasmatico [65]
e ad una riduzione livelli di farmaco attivo circolante (fino al -18%) mentre al contrario, la
somministrazione di ketoconazolo, noto inibitore del CYP3A4 [66], incrementava
leggermente 1’esposizione sistemica al lenvatinib (15-19%) [64].

Oltre che da parte dei citocromi, il lenvatinib subisce anche 1’azione dei trasportatori (ATP)-
binding cassette (ABC) espressi a livello epatico, intestinale, renale e nelle cellule che
compongono la barriera emato-encefalica, che ne determinano la disposizione a livello
tissutale e ne regolano I’eliminazione a livello biliare e renale [67-69]. In particolare, 1
trasportatori ABC maggiormente coinvolti nella regolazione della farmacocinetica del
lenvatinib sono la P-glicoproteina 1, codificata dal gene multidrug resistance 1 (MDR1) o
ABCBI e localizzata sulla superficie apicale delle cellule epiteliali e in maggior parte a
livello degli enterociti, con funzione di trasportatore di efflusso e la proteina Breast Cancer
Resistance Protein (BCRP), codificata dal gene ABCG2, localizzata a livello della superficie
canalicolare degli epatociti, nel piccolo intestino e a livello renale e coinvolta anch’essa

nell’efflusso extracellulare e nell’eliminazione del farmaco [67-69].
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L’effettiva biodisponibilita del farmaco somministrato dipende quindi molto dall’azione di
questi enzimi e trasportatori e variazioni nella funzionalita di queste proteine sono
potenzialmente in grado di determinare un’esposizione farmacologica maggiore o minore e,
di conseguenza, differenze interindividuali in termini di efficacia ed incidenza di eventi
avversi a parita di dosaggio assunto [70].

Tali variazioni possono dipendere dalla somministrazione concomitante di altri farmaci
interferenti con la funzionalita delle proteine coinvolte nel metabolismo, nella distribuzione
tissutale e nell’eliminazione ma anche dall’assetto genetico del singolo individuo, che
potrebbe presentare delle varianti a livello dei geni codificanti per tali proteine, in grado di
conferire una maggiore o minore attivita enzimatica o di trasporto.

I geni codificanti per i citocromi epatici e per i trasportatori ABC sono in particolare
altamente polimorfici nella popolazione generale, variando notevolmente non solo tra le
differenti etnie, ma anche a livello di una medesima etnia [71, 72]. Molto spesso la variazione
¢ rappresentata da un single nucleotide polymorphism (SNP), ossia la sostituzione di una
singola base del DNA in uno o entrambi gli alleli di un gene, presente nella popolazione con
una frequenza pari o superiore all’1% [73].

Questo puo verificarsi nella regione codificante (esone), determinando un cambiamento non
sinonimo (con modifica della sequenza amminoacidica risultante) o sinonimo (senza
conseguenze a livello amminoacidico), oppure in regioni non codificanti (introni), le quali
possono comunque influire sulla funzionalita/espressione della proteina risultante a causa di
cambiamenti nello splicing, nell’espressione genica e nella stabilita dell’mRNA risultante
[74].

Questi concetti sono alla base della farmacogenomica, ovvero lo studio e 1’identificazione
di varianti genomiche in grado di influenzare I’effetto farmacologico attraverso ’alterazione
della farmacocinetica di un farmaco o la modulazione del suo meccanismo farmacodinamico
[70].

Considerando ad esempio la funzionalita dei citocromi epatici, € possibile in linea generale
classificare i soggetti secondo diversi fenotipi metabolici e in particolare: (i) metabolizzatori
lenti, con un’attivitd enzimatica notevolmente ridotta e quindi potenzialmente esposti a
parita di dosaggio ad una maggiore quantita di farmaco e quindi con maggiore effetto
terapeutico ma anche con maggiore tossicita ad eventi avversi; (i1) metabolizzatori intermedi,
caratterizzati da una parziale riduzione dell’attivita enzimatica; (iii) metabolizzatori rapidi,
la cui attivita enzimatica ¢ sostanzialmente nella norma e rappresenta la condizione di

riferimento; (iv) metabolizzatori ultrarapidi che presentano un’attivita enzimatica aumentata
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e quindi potenzialmente esposti ad una quantita di farmaco subottimale e quindi ad una
minore efficacia terapeutica [75]. E importante sottolineare che tali pattern risultano invertiti
nel caso dei pro-farmaci, i quali necessitano di un primo passaggio epatico per essere
convertiti nella forma attiva.

L’impatto e I'utilita clinica di tali varianti geniche sono ben documentati in letteratura per
alcuni farmaci. Un esempio significativo ¢ rappresentato dal Tacrolimus, farmaco
immunosoppressore utilizzato nei pazienti sottoposti a trapianto renale, la cui
biodisponibilita ¢ influenzata dai polimorfismi nei geni codificanti per i1 citocromi della
famiglia CYP3A, determinanti per la capacita metabolizzante del singolo individuo. In
particolare, 1 soggetti portatori del polimorfismo CYP3A5*1, soprattutto in omozigosi,
presentano un metabolismo rapido del farmaco, risultando esposti a concentrazioni
plasmatiche minori e, di conseguenza, a un maggiore rischio di rigetto. Al contrario, 1
pazienti con la variante CYP3AS5%*3, caratterizzati da un’attivitd enzimatica ridotta (se in
eterozigosi) o assente (in omozigosi), raggiungono concentrazioni plasmatiche piu elevate e
necessitano quindi di dosaggi terapeutici inferiori per non incorrere in maggiore tossicita [ 76,
77]. L’analisi del genotipo del paziente prima dell’inizio della terapia riveste in questo
contesto un importate valore traslazionale, poiché consente di adattare il dosaggio
individuale del farmaco ottenendo il migliore rapporto rischio/beneficio.

Un altro esempio clinicamente rilevante riguarda le pazienti sottoposte a terapia adiuvante
con tamoxifene dopo trattamento per carcinoma mammario ormono-sensibile. Le pazienti
portatrici di due alleli CYP2D6 difettivi mostrano infatti un maggiore rischio di recidiva, in
quanto presentano livelli plasmatici ridotti del metabolita attivo endoxifene e cio determina
la scelta di farmaci alternativi [78, 79].

Analogamente, 1 pazienti omozigoti per varianti inattive di CYP2D6 mostrano una ridotta
conversione della codeina nel suo metabolita attivo morfina, con conseguente inefficacia
analgesica e necessita di ricorrere a farmaci alternativi [80].

Approfondire queto aspetto ¢ quindi cruciale, poiché consente di prevedere, prima dell’inizio
del trattamento farmacologico, differenti profili di tossicita e risposta, permettendo un

adattamento personalizzato della terapia.
Per quanto riguarda il lenvatinib, al momento 1’aspetto farmacogenomico rimane ancora

poco esplorato in Letteratura con studi eseguiti su piccole coorti e principalmente su

popolazioni asiatiche. Tali studi hanno tuttavia evidenziato un possibile impatto dei

12



polimorfismi nei geni codificanti per le proteine coinvolte nel metabolismo e nel trasporto
tissutale sulla farmacocinetica e sulla biodisponibilita del farmaco [81, 82].

Un’evidenza indiretta di tale impatto ¢ fornita dall’osservazione di una discreta variabilita
interindividuale nella concentrazione plasmatica del farmaco a parita di dosaggio
somministrato. Tale variabilita risulta compresa tra il 20% circa nello studio di Ozeki e
colleghi, condotto su pazienti con carcinoma tiroideo avanzato [81], e il 53% nello studio di
Okubo [82], eseguito su una coorte di pazienti con carcinoma epatico avanzato non
resecabile.

Questa variabilita, nello studio di Ozeki condotto su pazienti con normale funzionalita
epatica, sembrerebbe attribuibile alla differente attivita dei citocromi epatici e dei
trasportatori ABC tra i diversi pazienti. L’importanza del metabolismo epatico troverebbe
inoltre ulteriore conferma nello studio di Okubo [82], in cui la compromissione epatica

comporterebbe una variabilita ancora maggiore della biodisponibilita del farmaco.

Per quanto riguarda i polimorfismi a livello dei citocromi epatici, come atteso dagli studi
sulla farmacocinetica, I’impatto maggiore sembrerebbe essere attribuibile dalle varianti del
gene CYP3A4.

In particolare, uno dei polimorfismi piu studiato ¢ il CYP3A4 rs2242480 (20230 G>A),
caratterizzato dalla sostituzione di una guanina con un’adenina in una regione nhon
codificante del gene (introne 10). Sebbene tale variazione non determini un cambiamento
conformazionale dell’enzima risultante, essa comporta un incremento dell’attivita
enzimatica attraverso una maggiore trascrizione genica [83]. Cio implica che 1 pazienti
portatori di questa variante, soprattutto se in omozigosi, possano presentare una velocita di
metabolizzazione dei substrati aumentata, e quindi una differente farmacocinetica dei
farmaci somministrati.

Per quanto riguarda il lenvatinib, tale ipotesi trova riscontro nello studio di Ozeky et al [81],
in cui 1 pazienti con questo SNP in eterozigosi o omozigosi mostravano concentrazioni
plasmatiche di lenvatinib significativamente inferiori rispetto ai non portatori (4.77 vs 6.34
ng/ml/mg; p=0.018), senza tuttavia che tale differenza si traducesse in una diversa incidenza
di eventi avversi alla terapia presentati. Un dato analogo ¢ stato riportato anche per altri
farmaci, come il tacrolimus [84], per il quale i pazienti con tale SNP presentavano una
metabolizzazione piu rapida.

Tuttavia, le evidenze disponibili in letteratura non risultano ancora del tutto consolidate.

Alcuni studi infatti, non hanno evidenziato differenze significative nell’attivita enzimatica
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associata a questa variante, né per il lenvatinib [85], sebbene su una piccola coorte di 32
soggetti sani dopo singola somministrazione a basso dosaggio, né per altri farmaci. Inoltre,
altri autori [83] hanno ipotizzato che la differente capacita di metabolizzare i substrati possa
non dipendere esclusivamente dalla presenza del polimorfismo CYP3A4 rs2242480, ma
dalla frequente associazione con varianti alleliche a livello di CYP3AS, che contribuirebbero
a modificare 1’attivita metabolica complessiva [83, 84].

La variabilita nell’espressione del CYP3A5 ¢ dovuta principalmente a SNPs che
determinano uno splicing alternativo, con conseguente formazione di una proteina tronca e
quindi assenza dell’enzima funzionante a livello tissutale [86]. In particolare, lo SNP piu
comune responsabile della perdita di funzione dell’enzima ¢ 1’'rs776746 (6986 A>G), che
introduce una sequenza di stop prematura [86]. Se presente in omozigosi, determina un
fenotipo non expresser, in cui I’attivita enzimatica ¢ assente; in eterozigosi invece, conferisce
un fenotipo moderatamente expresser, caratterizzato da un’attivita enzimatica intermedia.

E interessante notale che nella popolazione europea la presenza di questo polimorfismo &
relativamente frequente, sia in eterozigosi sia in 0omozigosi.

Studi eseguiti prendendo in esame il lenvatinib [81, 85] non hanno mostrato differenze
statisticamente significative nelle concentrazioni plasmatiche del farmaco in relazione al
genotipo CYP3AS. Tuttavia nello studio di Ozeki et al, veniva osservata una tendenza verso
concentrazioni plasmatiche piu elevate di lenvatinib nei soggetti omozigoti per il
polimorfismo -e quindi con fenotipo non expresser- rispetto agli altri (6.33 vs 4.77 ng/ml/mg;
p= 0.063), suggerendo un possibile impatto a livello farmacocinetico da parte di questa

variante.

Come gia anticipato, anche i trasportatori ABC svolgono un ruolo fondamentale
nell’assorbimento, nella distribuzione a livello tissutale e nell’eliminazione dei farmaci,
determinando un potenziale impatto sulla loro farmacocinetica. Tuttavia, dal punto di vista
clinico, ’effetto di una variante genetica in questi trasportatori risulta piu difficile da
prevedere, poiché potrebbe derivare non solo da variazioni nelle concentrazioni plasmatiche
del farmaco, ma anche da differenze nella distribuzione a livello dei singoli tessuti. Inoltre,
tali trasportatori sono espressi anche a livello delle cellule neoplastiche e possono
influenzare 1’efficacia terapeutica modulando la quantita di farmaco che viene trasportata
all'interno della cellula.

A tal proposito, i polimorfismi piu studiati riguardano la P-glicoproteina o MDR1, codificata

dal gene ABCBI, frequentemente implicata nei meccanismi di escape tumorale dalla terapia.
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In particolare, alcune varianti determinano un aumento dell’efflusso extracellulare dei
farmaci, riducendone I’accumulo intracellulare e, conseguentemente, ’efficacia terapeutica
[87, 88].

Sono stati identificati oltre 50 SNPs [89], tra cui 1 piu frequenti rappresentati da rs1128503
(1236C>T), rs1045642 (3435C>T) e rs2032582 (2677G>T/A), tutti in grado di influenzare
significativamente la farmacocinetica di diversi farmaci [90-92]. Questi polimorfismi sono
inoltre in forte linkage disequilibrium tra loro, risultando spesso coereditati e potenzialmente
in grado di determinare effetti combinati sul trasporto e I’efficacia dei farmaci. [89].

In particolare, per quanto riguarda il polimorfismo rs1045642 (3435C>T) si tratta di uno
SNP sinonimo localizzato nell’esone 26 del gene ABCBI, ma comunque in grado di
modificare attivita della proteina tradotta. Tale variante puo infatti ridurre la stabilita
dell’mRNA, determinando una diminuzione dell’espressione e, di conseguenza, dell’attivita
del trasportatore [93]. Dal punto di vista clinico questo puo tradursi in differenti implicazioni
farmacocinetiche. Per quanto riguarda la farmacocinetica del lenvatinib ad esempio lo studio
di Ozeki non ha riscontrato differenze significative nei pazienti portatori del polimorfismo,
sebbene ci fosse una chiara tendenza verso un’esposizione piu elevata al farmaco nei pazienti
portatori del polimorfismo (CC 4.9 vs TT 6.02 ng/ml/mg; p=0.72). Tale differenza potrebbe
riflettere una minore efficienza del trasportatore nel promuovere I’efflusso del farmaco a
livello intestinale, con conseguente aumento dell’assorbimento sistemico. Tuttavia, questa
alterazione farmacocinetica non si traduceva in un incremento clinicamente rilevante degli
eventi avversi nei soggetti analizzati [81]. Un’osservazione analoga ¢ stata riportata da Li et
al. [85], in cui 1 portatori del polimorfismo presentavano livelli plasmatici di lenvatinib piu
elevati e una minore clearance del farmaco [85]. Questa osservazione ¢ valida anche per altri
farmaci (es. digossina, ciclosporina, chemioterapici), in cui una minore funzionalita del
trasportatore sembrerebbe essere legata ad una maggiore esposizione ai substrati dei farmaci
e quindi ad una maggiore efficacia e tossicita. Tuttavia le evidenze disponibili risultano a
volte in parte contraddittorie e, al momento, non completamente consolidate n¢ associate in

modo univoco a un chiaro impatto clinico [94-96].

In modo simile, lo SNP rs1128503 (1236C>T) rappresenta anch’esso un polimorfismo
sinonimo che, pur non alterando la sequenza amminoacidica, ¢ in grado di ridurre la funzione
della P-glicoproteina risultando anche in questo caso in una minore clearance del farmaco
somministrato e quindi in una potenziale maggiore esposizione. Tuttavia, per quanto

riguarda il lenvatinib, non sono ancora disponibili evidenze chiare di un impatto significativo
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a livello farmacocinetico [81, 82], sebbene sia stato descritto un effetto rilevante per altri
inibitori tiroisin-chinasici, come 1’imatinib [97] e soprattutto in presenza concomitante di
altri polimorfismi in grado di influenzare 1’attivita del trasportatore come rs2032582
(2677G>T/A) [98].

Per quanto riguarda tale polimorfismo, si tratta di una variante non sinonima localizzata
nell’esone 21 del gene ABCBI1 in grado di determinare anch’essa una riduzione del
funzionamento del trasportatore e quindi una potenziale maggiore esposizione ai farmaci
somministrati. Tuttavia, per quanto concerne il lenvatinib, gli studi finora disponibili non
hanno evidenziato differenze significative nelle concentrazioni plasmatiche tra i diversi

genotipi [81, 82].

Per concludere, un ruolo importante nella variabilita farmacocinetica dei farmaci substrato
dei trasportatori ABC potrebbe essere svolto anche dai polimorfismi a livello della breast
cancer resistance protein (BCRP), codificata dal gene ABCG2.

Il polimorfismo piu comune, rs2231142 (421C>A), ¢ una variante non sinonima, che
sembrerebbe ridurre la stabilita della proteina tradotta a livello del reticolo endoplasmatico,
favorendone la degradazione mediata dal proteasoma [99]. Una minore attivita del
trasportatore comporterebbe, come gia osservato per la P-glicoproteina, un ridotto efflusso
dei substrati e quindi una maggiore esposizione sistemica ai farmaci trasportati.

Nel caso del lenvatinib, nei pazienti portatori del polimorfismo in eterozigosi o in omozigosi,
veniva osservata nello studio di Okubo su pazienti con HCC avanzato, un’esposizione
sistemica maggiore (rispettivamente di 1,43 e 1.63 volte superiore rispetto ai soggetti con la
sequenza di riferimento) che si traduceva inoltre dal punto di vista clinico in una piu alta
incidenza di anoressia tra gli eventi avversi. Osservazioni simili, con aumento della
biodisponibilita del farmaco sono state riportate anche per altri inibitori tirosino-chinasici
come I’imatinib [100] o il gefitinib [101] e per la rosuvastatina, farmaci substrati dello stesso
trasportatore. Tuttavia, altri studi come quello di Ozeki et al [81], non evidenziavano
differenze significative nelle concentrazioni plasmatiche o nel profilo di tollerabilita del
lenvatinib in relazione al polimorfismo, suggerendo che 1I’impatto clinico di questa variante

possa essere limitato o modulato da fattori concomitanti.
Nel complesso, le evidenze attualmente disponibili indicano quindi che la variabilita

interindividuale nella farmacocinetica del lenvatinib puo essere influenzata da polimorfismi

a carico dei geni codificanti per gli enzimi metabolizzanti, in particolare CYP3A4 e CYP3AS,
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e per i trasportatori di membrana ABC. Tuttavia, sebbene diversi studi abbiano suggerito un
potenziale impatto di tali varianti genetiche sui livelli plasmatici del farmaco e, in alcuni casi,
sulla frequenza e sulla tipologia degli eventi avversi sviluppati in corso di terapia, le evidenze
disponibili rimangono eterogenee e non pienamente concordi. E quindi probabile che le
differenze osservate riflettano I’interazione di fattori multipli, sia genetici che clinici, che nel
loro insieme contribuiscono alla variabilita interindividuale nell’esposizione sistemica e
nella risposta clinica al lenvatinib.

Lo studio di questi fattori risulta di cruciale importanza nel contesto clinico del carcinoma
tiroideo avanzato, in quanto le terapie sistemiche ad oggi disponibili sono in grado di
peggiorare in modo significativo la qualita di vita dei pazienti, spesso per un lungo periodo.
L’identificazione in particolare di biomarcatori genetici predittivi potrebbe quindi
rappresentare uno strumento utile per ottimizzare la strategia terapeutica, evitando per
quanto possibile I’insorgenza di eventi avversi potenzialmente gravi e massimizzando il

beneficio terapeutico, nell’ottica di una sempre maggiore personalizzazione del trattamento.
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2. Scopo della tesi

L’obiettivo di questo lavoro ¢ indagare la presenza di possibili correlazioni tra il profilo
farmacogenetico individuale, valutato mediante 1’analisi dei polimorfismi dei geni
codificanti per i citocromi CYP3A4 e CYP3AS e per le proteine di trasporto P-glicoproteina
(ABCBI1) e breast cancer resistance protein (ABCG2) e lo sviluppo di eventi avversi relati
al trattamento e I’outcome clinico in una coorte di pazienti affetti da carcinoma tiroideo

differenziato, localmente avanzato o metastatico a distanza, in terapia con lenvatinib.
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3. Pazienti e metodi

3.1 Pazienti

Abbiamo eseguito un’analisi retrospettiva che ha coinvolto una coorte consecutiva di
pazienti affetti da carcinoma tiroideo avanzato, arruolati presso i centri di riferimenti di Siena,
Pisa e Milano fino al mese di luglio 2024.

I criteri di inclusione prevedevano la diagnosi di un carcinoma tiroideo differenziato,
comprendente gli istotipi papillare, follicolare e scarsamente differenziato, localmente
avanzato o metastatico a distanza, trattato con lenvatinib in almeno una linea terapeutica.
Sono stati esclusi dallo studio i pazienti con carcinoma tiroideo midollare (MTC) o
anaplastico (ATC) e coloro che presentavano trattamenti concomitanti con farmaci
interferenti con la farmacocinetica del lenvatinib o affetti da comorbidita severe tali da
controindicare il trattamento.

Abbiamo raccolto dalle cartelle cliniche informatizzate dei pazienti, per un tempo di
osservazione pari a 12 mesi, i dati clinici comprensivi di eta alla diagnosi, sesso, misure
antropometriche (peso, altezza BMI), 1 dati istologici e quando disponibili 1 dati molecolari
inerenti il tumore primitivo. In particolare, per tale aspetto, nei diversi centri sono stati
utilizzati differenti pannelli genici a seconda della disponibilita locale e tutti i pazienti sono
stati testati almeno per alterazioni di BRAF e H/K/N RAS. In accordo con i dati disponibili
in letteratura [12, 13] le alterazioni molecolari riscontrate sono poi state classificate in due
gruppi e in particolare: “BRAF-like”, in caso riscontro di mutazioni di BRAF, TERT, TP53
o di fusioni di NTRK e “RAS-like” in caso di mutazioni di H-K-NRAS e EGFR. I pazienti
in cui I’analisi molecolare non ¢ stata eseguita o con esito negativo con i pannelli utilizzati
sono stati inseriti in un gruppo a parte.

Per ogni paziente metastatico sono stati raccolti inoltre i dati riguardo i siti anatomici
coinvolti.

Per quanto riguarda la terapia somministrata abbiamo raccolto informazioni relative al
dosaggio iniziale di lenvatinib, alle eventuali interruzioni (temporanee o definitive) o
modifiche del trattamento, al dosaggio massimo tollerato e alla durata complessiva della
terapia. In particolare, il dosaggio massimo tollerato ¢ stato definito come la dose di
lenvatinib somministrata per il maggiore numero di giorni nell’arco dei primi 12 mesi di
trattamento e che ha comportato il minor numero di sospensioni temporanee della terapia

dovute alla comparsa di eventi avversi.
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Le informazioni relative gli eventi avversi osservati, alla loro durata e al loro grado, sono
state registrate in accordo con i Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE
v5.0; ultima consultazione in data 01/07/2025).

Al fine di valutare la risposta radiologica al trattamento (secondo criteri RECIST 1.1),
abbiamo consultato le TC di stadiazione eseguite al baseline, al momento della risposta
migliore al trattamento (best response) e al momento della progressione di malattia. Per ogni
paziente ¢ stato inoltre calcolato il tempo necessario al raggiungimento della best response.
Abbiamo infine registrato la data dell’ultima visita di follow-up o del decesso nel caso dei
pazienti deceduti. Tutti i pazienti hanno fornito il consenso informato prima di essere

arruolati e lo studio ha ricevuto 1’approvazione da parte del comitato etico locale.

3.2 Raccolta dei campioni ed estrazione del DNA

I campioni di sangue intero sono stati raccolti in provette Vacutainer contenenti
anticoagulante EDTA e opportunamente conservati a —80 °C fino all’utilizzo. 11 DNA
genomico ¢ stato estratto da campioni di sangue venoso periferico mediante l'estrattore
automatico EZ2 Connect (Qiagen, Paesi Bassi), utilizzando il kit EZ1&2 DNA Blood 350
uL kit (Qiagen, Paesi Bassi), seguendo le istruzioni del produttore. La concentrazione ¢ la
purezza del DNA estratto ¢ stata determinata con 1’impiego dello spettrofotometro Nano-

500 (Allsheng, Cina).

3.3 Analisi dei polimorfismi
L’analisi dei polimorfismi ¢ stata effettuata applicando le tecniche di amplificazione

mediante reazione a catena della polimerasi (PCR) e successivo sequenziamento Sanger.
Tutti 1 pazienti sono stati genotipizzati per 1 polimorfismi CYP3A4 20230G>A (rs2242480),
CYP3AS5 6986A>G (1s776746), ABCB1 2677G>T/A (rs2032582), 3435C>T (rs1045642) e
3435+22C>T (1s2235048) e ABCG2 421C>A (rs2231142).

L’amplificazione dei frammenti genici contenenti i polimorfismi in studio ¢ stata eseguita
impiegando primers specifici, disegnati con il software Primer3 e sintetizzati da Eurofins
Genomics (Ebersberg, Germania). Le sequenze dei primers sono riportate in Tabella 1. Le
reazioni di PCR sono state allestite impiegando il kit FastStart Tag DNA Polimerasi (Roche,
Germania) in un volume finale di reazione di 50 uL e una quantita di DNA di 400 ng secondo

le indicazioni del produttore. L’amplificazione ¢ stata condotta in un termociclatore
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GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, Milano, Italia) secondo il programma
riportato in Tabella 2.

I prodotti di amplificazione sono stati visualizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio
al 2,5% in tampone TAE 1X, quindi purificati con Exosap-IT (Applied Biosystem, Milano,
Italia) secondo le istruzioni del produttore. Il sequenziamento Sanger ¢ stato eseguito
impiegando il kit BidDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing in combinazione con BigDye
XTerminator Purification kit (Applied Biosystems, Milano, Italia). Le reazioni di
sequenziamento sono state condotte su sequenziatore capillare automatizzato SeqStudio
(Applied Biosystem, Milano, Italia).

Gli elettroferogrammi originati dal sequenziatore sono stati visualizzati mediante 1’utilizzo
del programma Chromas (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia,
https://technelysium.com.au/wp/chromas/, versione 2.6.6), mentre le sequenze nucleotidiche
sono state allineate e confrontate con le sequenze di riferimento mediante il database

Ensembl (EMBL-EBI e Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton, Regno Unito,

https://www.ensembl.org/index.html, versione 115).

Genes SNPs Forward (5°-3°) Reverse (5°-3’)
CYP344 152242480  CTTAGGGATTTGAGGGCTTCA TTCTCCTGGGAAGTGGTGAG
152032582 ATAGGTTCCAGGCTTGCTGT ACTGGCTTTGCTACTTTCTGT
ABCBI1 rs1045642 GTGTGCTGGTCCTGAAGTTG AAGGGTGTGATTTGGTTGCT
1s2235048 GTGTGCTGGTCCTGAAGTTG AAGGGTGTGATTTGGTTGCT
ABCG?2 rs2231142 GGCTTTGCAGACATCTATGGA CACATTACCTTGGAGTCTGCC
CYP345 18776746 TGGAGAGTGGCATAGGAGAT TGGATGCTTACCCTTCGATTTG

Tabella 1: sequenze primers.
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Fase

Temperatura e tempo

Numero cicli

Denaturazione iniziale 95°C, 10 minuti 1

Denaturazione 95°C, 1 minuto 37
Annealing 60°C, 1 minuto 37
Estensione 72°C, 1 minuto 37

Estensione finale

Cooling

72°C, 10 minuti

4°C, infinito

Tabella 2: Condizioni PCR end-point.

3.4 Analisi statistica

I dati qualitativi sono stati espressi come numeri assoluti e percentuali, mentre 1 dati
quantitativi sono stati riportati come mediana e range o intervallo interquartile (IQR), oppure
come media e deviazione standard (DS), in base alla distribuzione delle variabili.

Le correlazioni tra variabili continue sono state valutate mediante coefficiente di

correlazione di Spearman.

Per il confronto tra variabili categoriche e quantitative sono stati utilizzati il test Mann—
Whitney, mentre nel caso del’ECOG Performance Status — variabile con piu di due
categorie — ¢ stato impiegato il test Kruskal-Wallis.

Le associazioni tra variabili categoriche sono state analizzate utilizzando il test del ¥* o,
quando appropriato, il test esatto di Fisher.

Gli odds ratio (OR) e i relativi intervalli di confidenza al 95% (IC95%) sono stati calcolati
per valutare le associazioni tra variabili cliniche o genetiche e la comparsa di specifici eventi

avversi.
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Progression-Free Survival e I’Overall Survival sono state calcolate dal momento dell’inizio
del trattamento con lenvatinib fino, rispettivamente, alla data di progressione o al decesso. |
pazienti ancora vivi o liberi da progressione al momento dell’ultima valutazione sono stati

censurati alla data dell’ultimo follow-up.

Le curve di sopravvivenza sono state stimate mediante curve di Kaplan—Meier, e le
differenze tra i gruppi sono state valutate con il Log-rank test.

E stata inoltre condotta un’analisi multivariata mediante regressione stepwise (modello di
Cox per la sopravvivenza e modello lineare per il dosaggio massimo tollerato), includendo
le variabili risultate significative all’analisi univariata o considerate clinicamente rilevanti.
L’equilibrio di Hardy—Weinberg per ciascun polimorfismo genetico ¢ stato verificato
utilizzando il calcolatore online Science Primer — Hardy-Weinberg Equilibrium Calculator
(https://scienceprimer.com/hardy-weinberg-equilibrium-calculator; accesso: ottobre 2025).
Un valore di p<0.05 ¢ stato considerato statisticamente  significativo.

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il software R v.4.4.2 (R Foundation

for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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4. Risultati
4.1 Pazienti

Sono stati inclusi nello studio 48 pazienti affetti da carcinoma tiroideo differenziato avanzato,

le cui caratteristiche clinico-patologiche sono riportate di seguito (Tab.3).

Eta inizio del trattamento (anni)

Mediana [IQR] 65.5 [58.4-74.1]
Genere

Femmine 27 (56.2)
Peso (Kg)

Mediana [IQR] 78.00 [63.8-85]
BMI (Kg/m?)

Mediana [IQR] 26.8 [24.2-30.6]
Istologia

PTC 26 (54.2)

FTC 9 (18.7)

PDTC 13 (27.1)
Localizzazione malattia

Metastatico a distanza 42 (87.5)

Localmente avanzato 6 (35.4)
Metastasi distanza

Polmone 34 (70.8)

Linfonodi mediastinici 24 (50)

Osso 19 (39.6)

Altre sedi 7 (14.5)
Analisi molecolare *

H-K-NRAS 12 (24)

BRAF 11 (22)

TERT 11 (22)

TP53 3 (6)

EGFR 1(2)

Riarrangiamento NTRK 2(4)

Negativa 10 (20)

Non eseguita 6 (12.5)
ECOG PS

0 38 (79.2)

1-2 10 (20.8)

Tabella 3. Caratteristiche clinico-patologiche della coorte di studio (*Percentuali calcolate sul

totale delle alterazioni molecolari riscontrate e dei test negativi (n=50). IQR: range interquartile;
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ECOG PS: ECOG performance status; PTC: carcinoma tiroideo papillare; FTC: carcinoma tiroideo

follicolare; PDTC: carcinoma tiroideo scarsamente differenziato).

1143.8% (n=21) dei pazienti erano di sesso maschile e 1’eta mediana all’inizio del trattamento
era di 65.5 anni [IQR 58.4-74.1]. Il peso mediano pretrattamento era di 78 kg [IQR 63.8-85]
mentre il BMI mediano risultava pari a 26.8 kg/m? [IQR 24.2-30.6].

Dal punto di vista istologico 35 pazienti (72.9%) presentavano un istotipo ben differenziato
(26 PTC e 9 FTC), mentre 13 pazienti (27.1%) un istotipo scarsamente differenziato. La
maggior parte (87.5%) aveva metastasi a distanza e il 35.4% mostrava un tumore primitivo
localmente avanzato. Tra le sedi metastatiche, il polmone risultava piu frequentemente
coinvolto (70.8%), seguito dai linfonodi mediastinici (50%) e dell’osso (39.6%).
Localizzazioni meno comuni includevano il fegato (8.3%), I’encefalo (4.2%) e il surrene
(2.1%).

Un’analisi molecolare ¢ stata eseguita in 42 pazienti (87.5%) a livello del tumore primitivo
(66.7%) o, in alternativa su metastasi loco-regionali o a distanza (33.3%). Le alterazioni
molecolari piu frequentemente riscontrate comprendevano mutazioni di H-K-NRAS (n=12;
24%), BRAF (n=11; 22%) e TERT (n=11; 22%), seguite da TP53 (n=3; 6%), EGFR (n=1;
2%) e dalle fusioni di NTRK (n=2; 4%), mentre in 10 casi (20%) non venivano riscontrate
alterazioni con i1 pannelli disponibili nei singoli centri.

La maggior parte dei pazienti presentava buone condizioni di salute all’inizio del trattamento,
con un ECOG performance status (PS) pari a 0 (79.2%), mentre solo una piccola parte della
coorte mostrava limitazioni funzionali dovute alla patologia, con 9 pazienti (18.8%) che

presentavano un ECOG PS di 1 e un paziente (2.1%) un ECOG PS di 2.

4.2 Trattamento somministrato

I1 dosaggio iniziale di lenvatinib era di 24 mg/die in 27 pazienti (56.2%), compreso tra 14 e
20 mg/die in 15 pazienti (31.3%) e inferiore a 14 mg/die in 6 pazienti (12.5%).

Durante i primi 12 mesi di trattamento, si osservava una riduzione significativa del dosaggio
terapeutico somministrato (p=0.001) a causa della comparsa di eventi avversi. Nel corso del
primo anno di terapia, soltanto 9 pazienti (18.8%) tolleravano la dose piena di 24 mg/die,
mentre 29 pazienti (60.4%) assumevano un dosaggio compreso tra 14 e 20 mg/die e 10
pazienti (20.8%) dosi inferiori a 14 mg/die.

Dopo 12 mesi, 44 pazienti (91.7%) risultavano ancora in trattamento con lenvatinib, mentre

una sospensione definitiva della terapia veniva registrata in 4 casi di cui 2 (4.2%) per
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progressione di malattia, 1 (2.1%) per tossicita relata al trattamento e 1 (2.1%) per decisione

del paziente.

4.3 Eventi avversi

La distribuzione e la tipologia degli eventi avversi (AE) osservati risultavano sovrapponibili

a quelle riportate nello studio registrativo SELECT, sia per frequenza che per grado (Fig.1)

Eventi avversi
Media + SD [range]

Fatigue (75%) 149 + 155 [4-365]
Ipertensione arteriosa (75%) 237 + 158 [4-365]
Diarrea (64.6%) 96+ 131[2-365]
Calo ponderale (62.5%) 234 + 160 [6-365]
Anoressia (58.3%) 95 + 1535 [4-365]
Mucosite orale (50%) 205+ 143 [10-365]
Tossicita cutanea (39.6%) 197 + 150 [7-365]
Iposurrenalismo (27.1%) 209 + 174 [7-365]
Proteinuria (12.5%) 81+124[10-330]
Disgeusia (10.4%) 356 + 7 [350-365]
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Gl G2 =G3

Figura 1. Tipo, durata (media = SD e range) e severita degli eventi avversi in corso di

trattamento

Gli eventi avversi pit comuni erano la fatigue (n=36; 75%) e I’ipertensione arteriosa (n= 36;
75%) seguite da diarrea (n=31; 64.6%), anoressia (n=28; 58.3%), mucosite orale (n= 24;
50%), sindrome mano piede (n=9; 39.6%).

Eventi meno frequenti includevano iposurrenalismo (n=13; 27.1%), proteinuria (n=6; 12.5%)
e disgeusia (n=5; 10.4%).

Il numero mediano di eventi avversi per paziente era pari a 2, con 23 pazienti (47.9%) che
presentavano un numero di AE >5. Nel 50% dei casi, il grado massimo registrato era >G2 e
gli AE che piu frequentemente raggiungevano il grado 3 erano la proteinuria (50%), il calo
ponderale (30%), I’ipertensione arteriosa (22.2%) e 1’anoressia (21.4%). Non sono stati
osservati eventi di grado G4 o GS5.

Nel 56.1% dei pazienti gli eventi avversi avevano una durata superiore a 4 mesi. Le tossicita

piu prolungate includevano la disgeusia (356 £ 7 giorni), I’ipertensione arteriosa (237 + 158

26



giorni), il calo ponderale (234 + 160 giorni), I’iposurrenalismo (209 + 174) la mucosite orale

(205 £ 143 giorni) e la sindrome mano-piede (197 + 150 giorni).

4.4 Risposta al trattamento

La maggior parte dei pazienti (n=31; 64.6%) ha ottenuto una risposta parziale, con una
riduzione della somma dei diametri massimi delle lesioni target superiore o uguale al 30%;
una stabilizzazione di malattia si osservava nel 33.3% dei casi (n=16), mentre solo 1 paziente
(2.1%) mostrava una progressione di malattia come migliore risposta (BR).

Il tempo mediamo al raggiungimento della BR era di 213 giorni [IQR: 121 - 312], con il
57.4% dei pazienti che raggiungeva la migliore risposta dopo 6 mesi dall’inizio della terapia.
Al termine del follow-up (mediana 47.7 mesi; IQR: 36.0 — 64.6), la sopravvivenza globale
mediana non era stata ancora raggiunta, mentre la PFS mediana risultava pari a 57.5 mesi

[49.7-NA] (Fig.2 A e B)
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Figura 2. A. Overall survival; B. Progression free survival

4.5 Analisi dei polimorfismi

Sono stati analizzati sei SNPs a livello dei geni codificanti per enzimi coinvolti nel
metabolismo epatico del lenvatinib CYP3A4 (1s2242480), CYP3AS5 (1s776746) e nel
trasporto tissutale ABCB1 (rs1045642, rs2032582, 1s2235048) e ABCG2 (rs2231142). Tutti
1 polimorfismi risultavano distribuiti in accordo con I’equilibrio di Hardy-Weinberg, con
frequenze genotipiche sovrapponibili a quelle della popolazione europea di riferimento. I

risultati dell’analisi eseguita sono riportati di seguito (Tab.4).
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Gene Polimorfismo Tipo SNP Frequenza Frequenza allelica  Genotipo
allelica nostra popolazione e o
(Database Ensembl) coorte (%) Europea (%) n=48 (%)
GG: 42 (87.5)
G: 92.7 G: 90.6 GA:S (104)
CYP3A44 12242480 Intronic A:73 A:9.4 ' '
AA:1(2.1)
CC: 44 (91.7)
C:94.8 C:93.1 CT 3 (62)
CYP3A5 rs776746 Splice acceptor T:5. T: 6.9 o
variant TT: 1 (2.1)
GG: 19 (39.6)
G:61.5 G:55.6 GT: 21 (43.7)
rs2032582 p.S893A T: 385 T: 44.4 ' '
TT: 8 (16.7)
CC: 15 (31.2)
ABCBI C:53.1 C: 53 CT 21 438)
(p-glycoprotein) 11045642 p.Ile1145Met T: 46.9 T: 47 ' '
TT: 12 (25)
CC: 12 (25)
C:45 C:52 CT: 19 39.6)
1s2235048 Intronic T: 55 T: 48 ' '
TT: 17 (35.4)
CC: 41 (85.4)
ABCG?2 C:90.6 C: 89.1
CA: 5 (10.4)
(BCRP) 1s2231142 p.GIn141Glu A:9.4 A:10.9
AA: 2 (4.2)

Tabella 4. Analisi dei polimorfismi nella coorte di studio (in grassetto genotipo di

riferimento).

4.6 Determinanti clinici e farmacogenetici del dosaggio iniziale e massimo tollerato di

lenvatinib

L’analisi delle correlazioni tra variabili cliniche e dosaggio iniziale di lenvatinib evidenziava

una correlazione inversa significativa con ’eta (p= —0.445; p=0.002), con i pazienti piu

giovani che ricevevano quindi un dosaggio piu elevato all’inizio del trattamento (Fig.3).
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Spearman rho = -0.44, p =0.00153

30

20

dosaggio_iniziale
&

20 40 60 80
eta_inizio_trattamento

Figura 3. Correlazione tra eta all’inizio della terapia e dosaggio iniziale di lenvatinib

Non emergeva invece un impatto significativo di altre variabili cliniche, inclusi il genere
(p=0.44), il peso (p=0.54) e ’ECOG PS (p=0.40) sulla scelta del dosaggio terapeutico
iniziale.

Tali fattori risultavano invece importanti nel determinare il dosaggio massimo tollerato di
lenvatinib. In particolare, il peso corporeo mostrava una correlazione positiva con la dose
somministrata nel corso dei primi 12 mesi di terapia, indicando che i pazienti con peso
maggiore erano in grado di tollerare dosaggi mediamente piu elevati (p=0.388, p=0.006;
Fig.4). Inoltre, i maschi tolleravano dosaggi terapeutici superiori rispetto alle donne
(mediana 20 mg/die [14-20] vs 14 mg/die [10-19], p=0.04), cosi come i pazienti con un
migliore ECOG PS (mediana 14 mg/die [14-20] nei pazienti con ECOG 0 vs 14 mg/die [10-
14] nei pazienti con ECOG 1-2; p=0.023). Non venivano evidenziate invece correlazioni

significative con ’eta all’inizio del trattamento e con 1 genotipi analizzati.

Spearman rho = 0.39, p = 0.00638

dosemax_lenvatinib

50 75 100 125
weight

Figura 4. Correlazione tra peso e dosaggio massimo tollerato
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All’analisi multivariata mediante modello di regressione lineare stepwise, che includeva il
peso corporeo, il genere e 1 polimorfismi del gene ABCBI, il peso risultava I’unica variabile

indipendentemente associata al dosaggio massimo tollerato di lenvatinib (f=0.093, p=0.019).

4.7 Determinanti clinici e farmacogenetici della tossicita relata al trattamento con
lenvatinib

Abbiamo successivamente analizzato le possibili associazioni tra le caratteristiche cliniche
e farmacogenetiche dei pazienti e il numero, il tipo, la durata e il grado degli eventi avversi
relati al trattamento.

Dal punto di vista clinico abbiamo riscontrato un’associazione significativa tra I’eta
all’inizio del trattamento e I’incidenza dell’evento avverso “fatigue” nel corso dei primi 12
mesi di terapia. I pazienti con eta piu avanzata (>65 anni) presentavano infatti piu spesso tale
evento avverso rispetto ai soggetti piu giovani (84.8% vs 53.3%, OR 4.90 [IC 95%: 1.22—
19.69]; p=0.04) (Fig.5).

Fatigue p=0.04
100%
oo%
B0%
T0%
50%
50%
40%
30%
20%
10%

(i [a] Yes

W<65y W =65y

Figura 5. Associazione tra fatigue ed eta all’inizio del trattamento

Abbiamo riscontrato inoltre un’associazione significativa tra il peso, considerato come
variabile continua e I’incidenza di disgeusia, con 1 pazienti con un peso maggiore piu Spesso
interessati da questo evento avverso (OR 1.06; IC 95% 1.01-1.12; p=0.022). In particolare,
1 pazienti che hanno sviluppato disgeusia presentavano un peso mediano di 103.5 kg rispetto

ai 76.0 kg dei pazienti senza tale evento (Fig.6).
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Figura 6. Associazione tra disgeusia e peso corporeo

Non venivano riscontrate altre associazioni significative considerando il genere, ’ECOG PS

e il numero, la tipologia, la durata e il grado degli eventi avversi osservati.

Dal punto di vista farmacogenetico, si osservava una maggiore incidenza di mucosite orale
nei pazienti portatori dei genotipi GT e TT del polimorfismo ABCBI1 rs2032582 rispetto a
quelli con genotipo GG (65.5% vs 34.5%, OR 5.32 IC 95% 1.56-20.67; p=0.01), con una
maggiore durata dello stesso evento avverso nei pazienti con genotipo di riferimento (GG)
per CYP3A4 152242480 (>4 mesi nel 66.7% vs <1 mese nel 100%; p=0.002).

Riscontravamo infine una maggiore incidenza di anoressia nei pazienti con genotipo CT e
TT per il polimorfismo ABCB1 rs2235048 rispetto ai pazienti portatori del genotipo di
riferimento (CC) (69.4% vs 30.6%; OR 6.82 IC 95% 1.68-35.5 p=0.01) (Fig.7). Per gli altri
polimorfismi studiati, non sono state riscontrate ulteriori associazioni significative tipo di

tossicita, numero, grado e durata degli eventi avversi.

Mucosite Orale Mucosite orale Anoressia
Genofipo Si No p Genofipo <Im 1-4m >4m p Genofipo Si No P
ABCE] CYPIA4 ABCEI1
rs2032582 rs2242430 rs2235048

GG 243% 737% 001 ---- 0.002 cc 25% 75% 001
(= === e sl I [T (o= =]

Figura 7. Associazioni tra farmacogenetica ed eventi avversi
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4.8 Determinanti clinici e farmacogenetici dell’outcome clinico

Per quanto riguarda 1’outcome clinico abbiamo analizzato la sopravvivenza globale e libera
da progressione di malattia, il tempo necessario ad ottenere la migliore risposta al
trattamento e il tipo di “best response” radiologica raggiunta in rapporto alle caratteristiche
cliniche e farmacogenetiche dei pazienti.

Dal punto di vista clinico, 1’eta all’inizio della terapia e ’ECOG PS risultavano
significativamente associate alla sopravvivenza globale. In particolare, i pazienti con un’eta
alla diagnosi <70 anni presentavano una sopravvivenza mediana piu lunga rispetto ai
pazienti piu anziani (mediana OS: NR vs 59.3 mesi [47.11-NA]; p<0.035) (Fig.8) e allo
stesso modo, i pazienti con un ECOG PS pari a 0 all’inizio del trattamento presentavano una
migliore OS rispetto ai pazienti con ECOG PS 1-2 (mediana OS: NR vs 47.32 mesi [36.5-
NAJ; p<0.001) (Fig.9)
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Figura 8. Analisi di sopravvivenza globale mediante curve di Kaplan—Meier e test di log-

rank, stratificata per eta all’inizio del trattamento.
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Figura 9. Analisi di sopravvivenza globale mediante curve di Kaplan—Meier e test di log-

rank, stratificata per ECOG PS
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Non sono emerse associazioni statisticamente significative tra la sopravvivenza globale (OS)
e le altre caratteristiche cliniche considerate, quali il genere (p=0.56) e il peso corporeo
(p=0.6).

Per quanto riguarda le caratteristiche istologiche, il confronto tra i pazienti con istotipo ben
differenziato e quelli con istotipo scarsamente differenziato non ha evidenziato differenze

significative in termini di OS (Fig. 10).
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Figura 10. Analisi di sopravvivenza globale mediante curve di Kaplan—Meier e test di log-

rank, stratificata per istotipo del tumore primitivo

Abbiamo infine preso in esame le caratteristiche molecolari del tumore primitivo e
stratificato 1 pazienti in tre gruppi, in base all’alterazione molecolare presentata, come
specificato nella sezione metodi: BRAF-like (n=13), RAS-like (n=18) e non nota (n=17)
riscontrando una tendenza al limite della significativita statistica verso una sopravvivenza

inferiore per 1 pazienti senza caratterizzazione molecolare (p=0.06; Fig. 11)
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Figura 11. Analisi di sopravvivenza globale mediante curve di Kaplan—Meier e test di log-

rank, stratificata per alterazione oncogenica driver riscontrata.

All’analisi multivariata, condotta mediante modello di regressione di Cox, che includeva
I’eta all’inizio del trattamento, ’ECOG PS, la presenza di alterazioni oncogeniche driver
BRAF-like e I’istotipo, I’eta maggiore (considerata come variabile continua) e un ECOG PS
pari a 1-2 risultavano indipendentemente associati a una sopravvivenza globale peggiore
(HR 1.05IC 95%: 1.00-1.10; p=0.04 e HR 10.7 IC 95%: 2.72-42.2; p<0.001 rispettivamente).
Nessuna associazione significativa veniva riscontrata tra le caratteristiche cliniche e la PFS,
il tipo di best response ¢ il tempo necessario ad ottenere la migliore risposta al trattamento.
Allo stesso modo, nessuna associazione significativa veniva riscontrata tra il profilo

farmacogenetico del paziente e gli outcome considerati.

34



5. Discussione

Le terapie con inibitori multichinasici rappresentano attualmente la prima linea di
trattamento nei pazienti affetti da carcinoma tiroideo refrattario al radioiodio, localmente
avanzato o metastatico a distanza. In particolare, il lenvatinib ha dimostrato sia nello studio
registrativo di fase III SELECT che in pratica clinica, una significativa efficacia, soprattutto
in termini di prolungamento del tempo di sopravvivenza libera da progressione di malattia
[16, 41, 42, 47].

Tuttavia, tale beneficio si associa spesso a un’elevata incidenza di eventi avversi [16], che
possono risultare prolungati nel tempo in considerazione della relativa lunga durata di tale
trattamento. Alcune tossicita, come ad esempio I’ipertensione arteriosa o manifestazioni
gastrointestinali come vomito, nausea o diarrea, risultano generalmente facilmente gestibili
mediante un adeguato trattamento di supporto o I’impostazione di una terapia farmacologica
specifica, mentre altre tossicita, come ad esempio I’anoressia, la fatigue o il calo ponderale
presentano una gestione clinica piu complessa e influenzano negativamente sia la qualita di
vita del paziente, sia I’efficacia terapeutica, costringendo spesso ad una
riduzione/sospensione della terapia. In particolare, nello studio registrativo, il 67,8% dei
pazienti trattati con lenvatinib necessitavano di una interruzione temporanea del trattamento
a causa della comparsa di eventi avversi, che conducevano a una sospensione definitiva della
terapia nel 14,2% dei casi [16]. Ulteriore elemento di complessita ¢ dovuto alla difficolta nel
predire prima dell’inizio del trattamento il tipo e il grado di tossicita che si verifichera nel
paziente, € questo impone pertanto una stretta sorveglianza per tutta la durata della terapia.
Queste osservazioni sottolineano come la gestione della tossicita terapeutica e
I’individuazione di elementi in grado di predire la risposta alla terapia rappresentino un
aspetto cruciale in questo contesto clinico.

Un punto di partenza volto alla personalizzazione della terapia e a limitare 1’insorgenza di
eventi avversi potrebbe consistere nell’individuazione del dosaggio terapeutico iniziale piu
appropriato per il singolo paziente. Attualmente, per il trattamento del carcinoma tiroideo
avanzato ci si avvale infatti del dosaggio terapeutico standard di 24 mg/die per quanto
riguarda la terapia con lenvatinib, che viene adattato solo in presenza di particolari
condizioni cliniche associate ad un maggiore rischio di sviluppare complicanze, come 1’eta
avanzata, aspetto evidenziato anche nella nostra coorte, oppure in presenza di un carcinoma
localmente avanzato non operabile, o per lesioni metastatiche localizzate in prossimita di
organi vitali o ancora in presenza di uno scadimento delle condizioni cliniche generali che

renderebbe difficilmente tollerabile la terapia.

35



In tale ottica, un recente trial randomizzato [102] ha analizzato 1’efficacia ¢ la tolleranza al
trattamento confrontando il dosaggio iniziale di 18 mg/die rispetto a quello standard di 24
mg/die, non riuscendo tuttavia a identificare un vantaggio significativo sia dal punto di vista
della risposta al trattamento (non raggiunta la soglia di non inferioritd) che in termini di
tossicita per il dosaggio inferiore, ma evidenziando comunque una PFS sovrapponibile per i
due gruppi. Tale studio era principalmente orientato a valutare il tasso di risposta obiettiva
al trattamento (ORR) a 24 settimane stratificando i pazienti oltre che per dosaggio
terapeutico assunto, anche in base a parametri clinici quali eta, ECOG PS, sesso, etnia e peso
corporeo.

Risulterebbe tuttavia di grande interesse ampliare questa prospettiva, integrando anche il
profilo genetico individuale del paziente che, in base ai dati disponibili in letteratura [81, 82],
potrebbe essere coinvolto nel modificare la farmacocinetica e la biodisponibilita del farmaco
e quindi potrebbe contribuire alla variabilita in termini di tossicita e di efficacia tra i pazienti

a parita di dosaggio somministrato.

Nel nostro studio emerge come il dosaggio terapeutico iniziale di lenvatinib sia nella
maggior parte dei casi (56.2%) di 24 mg/die, con un adattamento del dosaggio determinato
principalmente dall’eta del paziente (p=0.445; p=0.002), in modo coerente con quanto
osservato in altri studi in letteratura [47]. Solo una piccola parte dei pazienti iniziava invece
con un dosaggio compreso tra 14 e 20 mg/die (31.3%) e inferiore a 14 mg/die (12.5%).

Nel corso del follow-up, tuttavia, la maggior parte dei pazienti in terapia con 24 mg/die ha
richiesto una riduzione del dosaggio, principalmente a causa della comparsa di eventi avversi.
Nella nostra analisi, il dosaggio terapeutico massimo tollerato ¢ risultato positivamente e
indipendentemente correlato con il peso corporeo (=0.093, p=0.019). A tal proposito ¢
interessante notare come, nell’impiego del lenvatinib per altre neoplasie — ad esempio nel
carcinoma epatocellulare avanzato — il dosaggio venga effettivamente adattato in base al
peso corporeo, secondo quanto riportato nella scheda tecnica (8 mg/die per pazienti con peso
<60 kg vs 12 mg/die per peso >60 kg). Tale osservazione suggerisce quindi che questo
parametro clinico possa influenzare in modo significativo la biodisponibilita del farmaco e

che sicuramente merita di essere considerato all’inizio della terapia.
Dal punto di vista genetico, nel nostro studio non emerge un impatto significativo sul

dosaggio terapeutico massimo tollerato da parte dei polimorfismi a carico dei geni

codificanti per gli enzimi coinvolti nel metabolismo del lenvatinib e per le proteine di

36



trasporto. Tuttavia, questa analisi ¢ molto limitata dal disegno retrospettivo dello studio che
non ha permesso di valutare la reale concentrazione plasmatica del farmaco in rapporto al
dosaggio somministrato.

In letteratura ¢ stato evidenziato come I’assetto genetico del paziente a livello di questi geni
possa influenzare significativamente la biodisponibilita plasmatica del farmaco [81, 82]. In
particolare, nello studio di Ozeki, i soggetti con polimorfismo del gene CYP3A4 rs2242480,
in eterozigosi o in omozigosi presentavano concentrazioni plasmatiche di lenvatinib
significativamente minori rispetto alla sequenza di riferimento (4.77 vs 6.34 ng/ml/mg;
p=0.018) mentre al contrario, pazienti portatori in eterozigosi o in omozigosi del
polimorfismo di ABCBI1 r1s1045642, presentavano concentrazioni plasmatiche
tendenzialmente maggiori, senza tuttavia raggiungere la significativita statistica (6.02 vs 4.9

ng/ml/mg; p=0.72) [81].

Va inoltre considerato che la sola valutazione della biodisponibilita plasmatica potrebbe
comunque rappresentare una semplificazione eccessiva, in quanto i trasportatori ABC
regolano oltre che 1’assorbimento del farmaco a livello intestinale e la sua eliminazione a
livello biliare, anche il trasporto a livello dei tessuti sani e tumorali [103, 104]. Di
conseguenza, differenti assetti genetici potrebbero contribuire a determinare una variabilita
interindividuale in termini di tossicita e di efficacia terapeutica, anche in assenza di un
impatto significativo sulla biodisponibilita plasmatica del farmaco attivo.

Nella nostra coorte registravamo una maggiore incidenza di mucosite orale nei pazienti
portatori dei genotipt GT e TT del polimorfismo ABCB1 rs2032582 rispetto a quelli con
genotipo di riferimento GG (65.5% vs 26.3%, p=0.01), con una maggiore durata dello stesso
evento avverso nei pazienti con sequenza di riferimento per CYP3A4 rs2242480 (>4 mesi
nel 66.7% vs <1 mese nel 100%; p=0.002). In assenza di dati sul dosaggio plasmatico del
lenvatinib, si puo ipotizzare che questa maggiore tossicita potrebbe essere legata in parte ad
una maggiore biodisponibilita plasmatica del farmaco, dovuta da una minore efficienza da
parte del trasportatore ABCB1 nel determinare I’efflusso di farmaco attivo a livello
intestinale e da una minore capacita metabolica della sequenza di riferimento del CYP3A4
rispetto alle sue varianti come osservato per altri farmaci [83]. Tuttavia, non si puo escludere
che un differente funzionamento del trasportatore ABC a livello della mucosa orale
contribuisca a una diversa distribuzione tissutale del farmaco e di conseguenza alla comparsa

di mucosite.
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Nella nostra coorte riscontravamo inoltre una maggiore incidenza di anoressia nei pazienti
portatori con genotipo CT e TT per il polimorfismo ABCBI1 rs2235048 rispetto ai pazienti
portatori del genotipo di riferimento (CC) (69.4% vs 25%; p=0.01). Tale evento avverso ¢
stato precedentemente associato, in uno studio condotto su pazienti in terapia con lenvatinib,
a concentrazioni plasmatiche piu elevate di farmaco attivo [82]. Anche in questo caso ¢
possibile ipotizzare quindi che i pazienti portatori di tale polimorfismo, presentino una
maggiore esposizione sistemica al farmaco, a parita di dosaggio assunto, verosimilmente in
relazione ad una minore attivita di efflusso da parte delle varianti del trasportatore ABCBI.
La presenza di questi assetti genetici potrebbe quindi suggerire la necessita di un
aggiustamento del dosaggio terapeutico prima di intraprendere la terapia o comunque un
monitoraggio ambulatoriale piu stretto, in modo da limitare I’impatto negativo sulla qualita

di vita e sulle condizioni di salute generali del paziente.

Dal punto di vista clinico, dai nostri dati ¢ emersa un’associazione positiva tra lo sviluppo
di disgeusia e il peso corporeo, con i pazienti che presentavano tale evento avverso
caratterizzati da un peso mediano significativamente piu elevato (103.5 kg vs 76.0 kg;
p=0.022). Tuttavia, il basso numero di pazienti della nostra coorte che ha sviluppato
disgeusia (n=5) potrebbe aver influenzato 1’affidabilita statistica dell’analisi, suggerendo la
possibilita di un’associazione casuale. In letteratura, inoltre, non sono attualmente
disponibili dati che confermino o escludano tale relazione, che andrebbe pertanto
approfondita in studi su coorti piu ampie, considerata la bassa incidenza.

Sempre dal punto di vista clinico, 1 pazienti con un’eta piu avanzata (>65 anni) presentavano
una maggiore incidenza di fatigue (84.8% vs 53.3%, p=0.04), e questo risulta essere un
ulteriore aspetto di cui tenere conto in corso di terapia con lenvatinib. Tale evento avverso ¢
risultato essere, assieme all’ipertensione arteriosa, il piu frequente nella nostra coorte (75%
dei pazienti) con percentuali simili a quelle riscontrate nello studio SELECT (59%) [16], e
determina un impatto molto importate sulla qualita di vita del paziente. Allo stesso tempo
risulta molto difficile da trattare, soprattutto perché non sono disponibili delle terapie
farmacologiche mirate e per via della genesi multifattoriale alla base, tra cui la riduzione
dell’attivita fisica, la sarcopenia che puo essere legata alla terapia stessa o alla progressione
tumorale [105, 106] o ancora problematiche dal punto di vista psicologico. Questo dato pone
I’accento sull’importanza delle strategie di prehabilitation, da mettere in atto gia prima di

iniziare il trattamento [107, 108], con particolare attenzione per i pazienti con etd piu
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avanzata che potrebbero trarre il maggior beneficio da tali interventi, conservando un
performance status migliore durante il trattamento.

Lo stato di salute generale del paziente con patologia neoplastica risulta essere infatti uno
dei fattori cruciali in grado di incidere sulla sopravvivenza globale e sulla risposta al
trattamento, come evidenziato dalle analisi post-hoc dello studio SELECT [42-44].
Analogamente, anche nella nostra coorte i pazienti con ECOG PS 1-2 presentavano una OS
mediana nettamente peggiore rispetto ai pazienti con ECOG PS 0 (3.9 anni vs NR [3-NA];
p<0.001) e tale fattore risultava, assieme all’eta di inizio del trattamento, indipendentemente
associato alla sopravvivenza all’analisi multivariata.

Tali dati potrebbero riflettere sia la presenza di un maggiore volume di malattia nei pazienti
piu anziani, sia migliori condizioni generali nei pazienti piu giovani, in grado di tollerare
pertanto un dosaggio terapeutico piu elevato sin dall’inizio del trattamento ed ottenere quindi
un migliore outcome terapeutico. Queste evidenze suggeriscono come possa essere piu
vantaggioso intraprendere la terapia sistemica con lenvatinib in una fase piu precoce di
malattia, prima della comparsa di sintomatologia specifica e del deterioramento delle
condizioni cliniche generali del paziente.

Il nostro studio fornisce inoltre informazioni sull’efficacia terapeutica del lenvatinib in
termini di OS in rapporto all’istotipo tumorale e alle alterazioni oncogeniche driver. Tale
aspetto risulta ancora poco esplorato in letteratura, con evidenze provenienti principalmente
da analisi post-hoc dello studio registrativo SELECT [42] o da studi retrospettivi in pazienti
trattati anche con altri inibitori tirosino-chinasici [52, 109]. Nella nostra coorte non sono
emerse differenze significative in termini di sopravvivenza globale tra i pazienti con istotipo
differenziato e quelli con istotipo scarsamente differenziato, nonostante sia ben documentato
in letteratura I’impatto prognostico sfavorevole di un’istologia tumorale piu aggressiva, [2,
110-112] confermando I’efficacia della terapia con lenvatinib anche in presenza di carcinomi
piu aggressivi. Non sono emerse differenze significative in termini di sopravvivenza globale
nemmeno in relazione alle alterazioni oncogeniche driver presenti, probabilmente per effetto
dell’attivita di inibizione multichinasica del lenvatinib, in grado di agire simultaneamente su
diverse vie di segnalazione oncogenica ed esercitare in questo modo un’azione antitumorale

efficace su molteplici target molecolari.
Complessivamente 1 dati emersi dal nostro studio contribuiscono a definire I’impatto dei

fattori clinici e genetici sul profilo di tossicita e sull’outcome terapeutico del lenvatinib nei

pazienti con carcinoma tiroideo avanzato, nonostante le limitazioni dovute al disegno
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retrospettivo, alla dimensione ridotta del campione, legata principalmente alla rarita di tale
condizione clinica e all’assenza della misurazione delle concentrazioni plasmatiche del
lenvatinib, analisi che verra comunque eseguita in un successivo studio prospettico e che
consentira di chiarire appieno la relazione tra dosaggio somministrato, assetto genetico e
biodisponibilita del farmaco.

I1 nostro studio risulta inoltre uno dei pochi in letteratura ad aver indagato la relazione tra
farmacogenetica del lenvatinib, tossicita e risposta alla terapia. Tra i punti di forza inoltre
bisogna considerare sicuramente il disegno multicentrico che ha coinvolto tre centri Italiani
di terzo livello per il trattamento del carcinoma tiroideo avanzato, che garantisce una buona
rappresentativita della popolazione in studio. Inoltre, la completezza dei dati clinici raccolti
ha consentito un’analisi accurata e integrata, comprendente le informazioni relative al
dosaggio terapeutico, alla tipologia e al grado degli eventi avversi, nonché alla risposta

radiologica al trattamento e agli esiti in termini di OS e PFS.
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6. Conclusioni

La terapia con lenvatinib rappresenta ad oggi la prima linea terapeutica nei pazienti con
carcinoma tiroideo differenziato, refrattario al radioiodio, e¢ localmente avanzato o
metastatico a distanza in progressione ed ¢ in grado di garantire in tale contesto clinico una
prolungata sopravvivenza globale e libera da progressione di malattia, al prezzo di una
significativa tossicita sistemica e una riduzione della qualita di vita.

Risulta quindi fondamentale per il clinico adattare fin dall’inizio del trattamento il dosaggio
terapeutico somministrato, in modo da ridurre al minimo I’insorgenza di tossicita e la
necessita di riduzione/sospensione della terapia, massimizzando il beneficio terapeutico. A
tale scopo risulta fondamentale considerare in primo luogo le caratteristiche del paziente,
che potrebbero predire la comparsa di specifiche tossicita e soprattutto la prognosi. Accanto
a tali informazioni, in previsione di intraprendere il trattamento sistemico, potrebbe essere
utile inoltre considerare il profilo farmacogenetico del paziente, che potrebbe rappresentare
un ulteriore strumento per predire la tossicita relata alla terapia e personalizzare la

somministrazione del lenvatinib in base alla biodisponibilita sistemica.
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