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Riassunto

Introduzione: Il fumo di sigaretta ¢, in tutto il mondo, la principale causa evitabile di mortalita.
Tuttavia, smettere di fumare e difficile a causa della dipendenza dalla nicotina che si sviluppa nei
fumatori. Diversi studi genetici hanno dimostrato che la dipendenza dalla nicotina € geneticamente
determinata. Tra i diversi loci cromosomici che sono stati associati a questo fenotipo, alcuni conten-
gono i geni codificanti per le subunita dei recettori nicotinici dell’acetilcolina (NAChR). Alcuni poli-
morfismi in questi geni sono stati associati anche alla risposta alle terapie antifumo.

Metodi: In questo studio, abbiamo genotipizzato sette polimorfismi in 3 subunita dei recettori nico-
tinici (CHRNA4, CHRNA5, CHRNB2) in 337 fumatori adulti, sottoposti a terapia antitabagica. Abbiamo
valutato la possibile associazione tra queste varianti genetiche e la dipendenza dalla nicotina (misu-
rata in termini di numero di sigarette fumate quotidianamente o di livelli di monossido di carbonio
espirato) o la risposta alla terapia farmacologica.

Risultati: Quattro polimorfismi nel locus del gene CHRNAS (rs503464, rs55853698, rs55781567 e
rs16969968) sono risultati significativamente associati a entrambi i fenotipi di dipendenza dalla ni-
cotina e rs503464, in particolare, & risultato associato anche alla risposta alla terapia. | nostri risultati
supportano il ruolo della costituzione genetica individuale nella capacita di smettere di fumare.
Conclusioni: Ulteriori studi che coinvolgano un pitt ampio numero di soggetti sono necessari per
validare i risultati ottenuti. Questi studi permetteranno di dimostrare |'utilita clinica della genotipiz-
zazione del polimorfismo rs503464, nell’ottica di una terapia personalizzata di disassuefazione dal
fumo, in cui si potra scegliere il trattamento farmacologico migliore in base alla costituzione geneti-
ca dell'individuo.

Parole chiave: Fumo di tabacco, terapie per disassuefazione, farmacogenetica, SNPs, CHRNAS.

Abstract

Background: Cigarette smoke is the main preventable cause of mortality. However, quitting smoking
is difficult because of nicotine addiction. Several genetic studies have shown that nicotine addiction
is genetically determined. Among the different loci that have been associated with this phenotype,
some contain the genes coding for the subunits of the nicotinic acetylcholine receptors (nAChR).
Some polymorphisms in these genes have also been associated with the response to smoking ces-
sation therapies.

Methods: We genotyped seven polymorphisms in three nAChR genes (CHRNA4, CHRNAS,
CHRNBZ2) in 337 adult smokers, undergoing smoking cessation therapy with varenicline, bupropion,
nicotine replacement therapy (NRT) alone, or NRT plus bupropion. We carried out an association
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study between these genetic variants and smoking habit (measured as the number of cigarettes
smoked per day (CPD) or levels of exhaled CO (eCO)) and abstention at three time points.

Results: Four polymorphisms in the CHRNAS gene locus (rs503464, rs55853698, rs55781567 and
rs16969968) were significantly associated with both CPD and eCO (P < 0.01). rs503464 was also
associated with the response to therapy at short-, mid- and long-term (P = 0.011, P = 0.0043,
P = 0.020, respectively), although after correction for multiple testing only the association at the
mid-term assessment remained significant (FDR = 0.03).
Conclusion: These data support the role of individual genetic makeup in the ability to quit smoking.
Further studies involving a larger number of subjects are needed to validate the obtained results
and to demonstrate the clinical utility of rs503464 genotyping. Pharmacogenetic studies for the
identification of germline polymorphisms affecting the response to smoking cessation drugs will al-
low a more personalized management of patients who want to quit smoking, thanks to a tailored
selection of the best pharmacological treatment for each patient, chosen on the basis of its individ-

ual genetic constitution.

Keywords: Tobacco smoking, smoking cessation therapy, pharmacogenetics, SNPs, CHRNAS.

Introduzione

Il fumo di sigaretta & la principale
causa di morbilita e mortalita in
tutto il mondo [1]. Il consumo di ta-
bacco aumenta il rischio di morte
per molte patologie, tra cui quelle
cardiovascolari, quelle dell'appara-
to respiratorio e quelle neoplasti-
che [2,3]. Smettere di fumare prima
dei 40 anni riduce il rischio di mor-
te per malattie correlate al fumo di
circa il 90% [3,4]. Tuttavia, smettere
di fumare e molto difficile, basti pen-
sare che, annualmente, solo il 6% cir-
ca dei fumatori riesce a smettere di
fumare di sua propria volonta [5].

La propensione a smettere di fuma-
re & influenzata negativamente dal-
la dipendenza dalla nicotina: infatti,
i forti fumatori hanno una maggior
probabilita di fallire il loro percorso
di disassuefazione rispetto a chi
fuma poco [6]. Diversi studi geneti-
ci hanno ampiamente dimostrato
che la dipendenza dalla nicotina e
la capacita di smettere di fumare so-
no geneticamente determinati [7],
e diversi loci cromosomici sono sta-
ti associati a questi fenotipi [8-12].
In particolare, tre di questi loci con-
tengono geni codificanti sei subuni-
ta del recettore nicotinico dell’ace-
tilcolina (NAChR): CHRNB3-CHRNA6
sul cromosoma 8p11, CHRNAS5-
CHRNA3-CHRNB4 sul cromosoma
15925 e CHRNA4 sul cromosoma
20q13. Varianti genetiche a singolo
nucleotide (SNPs) in questi loci so-

no state ripetutamente riportate as-
sociate alla dipendenza dalla nico-
tina [13]. Si ritiene che anche altri
SNPs in altre subunita del recettore
nAChR (es. CHRNBZ sul cromosoma
1), siano associati alla dipendenza
dalla nicotina [14].

| recettori nAChR sono canali catio-
nici attivati dall’acetilcolina, espres-
si nel sistema nervoso, nei muscoli
e nei polmoni. Questi recettori so-
no composti da cinque subunita
che si assemblano in varie combi-
nazioni. Esistono molte diverse su-
bunita chiamate a1-10, p1-4, vy, 8
ed &. | recettori nAChR sono re-
sponsabili della dipendenza dalla
nicotina [15], in quanto sono anche
attivati dalla nicotina stessa, che &
la sostanza biologicamente attiva
maggiormente presente nelle si-
garette [16]. Pertanto, i recettori
nAChR costituiscono un bersaglio
delle terapie farmacologiche di di-
sassuefazione dal fumo. Attualmen-
te, i farmaci utilizzati per questo sco-
po in clinica sono: la terapia sosti-
tutiva della nicotina (NRT), la vare-
niclina, e il bupropione [17]. La
vareniclina lega i recettori nAChR
costituiti dalle subunita 042, co-
me un‘agonista parziale [18], men-
tre il bupropione € un antagonista
non competitivo dei recettori nA-
ChR [19]. Lefficacia di questi trat-
tamenti, purtroppo, € ancora limi-
tata e molto variabile tra i pazienti
[20]. Tale variabilita potrebbe esse-
re dovuta a differenze genetiche

nei recettori nAChR: infatti, diversi
studi farmacogenetici hanno tro-
vato associazioni significative tra
polimorfismi nei geni che codifica-
no le varie subunita dei recettori
nAChR e il tasso di successo del
trattamento farmacologico per la
disassuefazione dal fumo [12,21];
tuttavia i risultati dei diversi studi
sono spesso contrastanti.

Allo scopo di valutare la possibilita
che variazioni genetiche nelle su-
bunita del recettore nAChR possa-
no influenzare I'abitudine al fumo
e l'efficacia delle terapie di disas-
suefazione dal fumo, abbiamo stu-
diato una coorte di fumatori adulti
che si sono sottoposti alle terapie
farmacologiche antifumo presso il
nostro Istituto. In particolare, abbia-
mo genotipizzato sette polimorfismi
in tre subunita del recettore nAChR:
rs2236196, in CHNRA4, un polimor-
fismo precedentemente riportato
associato alla disassuefazione dal
fumo durante il trattamento con
vareniclina [12], ma non durante la
terapia NRT [22]; rs16969968, un po-
limorfismo codificante in CHRNAS
che si ritiene sia in grado di influen-
zare la dipendenza dalla nicotina
alterando la funzione dei recettori
nNAChR contenenti la subunita a5
[23]; tre SNP nel 5'-UTR (rs503464,
rs55853698, and rs55781567) e
un‘inserzione/delezione di 22 paia
di basi (rs3841324) nel promotore
di CHRNADS, tutte varianti coinvolte
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nella dipendenza dalla nicotina at-
traverso un meccanismo di modu-
lazione dei livelli di mRNA della
subunitd o5 [24-29]; e, infine,
rs2072661 in CHRNBZ2 preceden-
temente associato alla dipendenza
da nicotina [14] ma non alla rispo-
sta al trattamento farmacologico o
alla terapia comportamentale per
la disassuefazione dal fumo [30].
L'obiettivo di questo studio & stato
quello di identificare varianti ge-
netiche che potessero predire I'in-
tensita dell’abitudine al fumo e
I'efficacia delle terapie farmacolo-
giche antifumo.

Metodi

Reclutamento dei pazienti,
trattamento farmacologico

e raccolta dati

Questo studio & stato condotto
presso la Fondazione IRCCS Istituto
Nazionale dei Tumori (Milano, lta-
lia), in seguito all’approvazione del
protocollo di studio da parte del Co-
mitato Etico dell'lstituto e in ac-
cordo con i principi della Dichiara-
zione di Helsinki. Sono stati inclusi
nello studio 337 fumatori adulti in-
tenzionati a smettere di fumare. Di
questi, 214 avevano seguito, tra il
2009 e il 2012, un percorso di disas-
suefazione dal fumo proposto dal
Centro Antifumo dell’lstituto stes-
so. | restanti 123 soggetti avevano
invece partecipato a un program-
ma di disassuefazione dal fumo in-
cluso nello studio clinico Multicen-
tric ltalian Lung Detection (MILD)
durante il 2009-2010 [31]. Tutti i
pazienti avevano firmato il modu-
lo di consenso informato per la
raccolta di materiale biologico e
I"'utilizzo di dati clinici e personali a
scopi di ricerca.

| pazienti reclutati, indipendente-
mente dalla loro eta e da quanto
fumassero, presso il Centro Antifu-
mo sono stati trattati, in base alle
loro caratteristiche, con vareniclina,
bupropione, NRT, o una combina-
zione di NRT e bupropione. | pa-
zienti inclusi nello studio MILD
erano tutti forti fumatori (> 20 pac-
chetti di sigarette all’anno) e con
un’‘eta compresa tra 49 e 75 anni,

e sono stati trattati tutti con vareni-
clina, seguendo il seguente sche-
ma di trattamento: 0,5 mg/die per
i primi tre giorni, 0,5 mg due volte
al giorno per i successivi quattro
giorni e 1 mg due volte al giorno
dall’ottavo giorno fino alla fine del
terzo mese. Tutti i 337 pazienti
hanno ricevuto un supporto psico-
logico, come descritto in Pozzi e
coll. [31].

Per tutti i pazienti coinvolti nello
studio, abbiamo raccolto informa-
zioni riguardanti I'eta, il sesso e I'a-
bitudine al fumo in quattro punti
temporali (prima dell'inizio del trat-
tamento e alle visite di controllo
dopo 1, 3 e 12 mesi dall'inizio del-
la terapia). In ciascuna visita i pa-
zienti dichiaravano se fumavano (e
il numero di sigarette fumate al
giorno, CPD) o se avevano smesso.
Inoltre, erano sottoposti a una mi-
surazione del monossido di carbo-
nio esalato (eCO), parametro usato
per monitorare la cessazione del-
I'abitudine al fumo [32]. | valori di
CPD ed eCO prima dell'inizio della
terapia sono state considerate come
misure di dipendenza dalla nicotina.
| pazienti, durante il follow-up, so-
no stati definiti come pazienti che
avevano smesso di fumare se di-
chiaravano di aver smesso e ave-
vano misurazioni di eCO < 6 ppm.
Per tutti i pazienti abbiamo raccol-
to un campione di sangue perife-
rico per gli studi genetici.

Estrazione DNA e genotipizzazione
Il DNA genomico & stato estratto
dal sangue con il kit DNeasy Blood
& Tissue (Qiagen) e quantificato con
metodo spettrofotometrico (ND-
2000c, NanoDrop Products, Wilmin-
gton, DE, USA). Frammenti conte-
nenti i polimorfismi sono stati am-
plificati tramite PCR, utilizzando spe-
cifici primer (le cui sequenze sono
disponibili su richiesta).

Sei SNP sono stati genotipizzati me-
diante pirosequenziamento (con si-
stema PSQ96MA, Biotage, Svezia, e
software PyroMark Q%6 ID, Qiagen):
rs2072661 in CHRNB2, 4 SNP in
CHRNAS (rs503464, rs55853698,
rs55781567 e rs16969968) e
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rs2236196 in CHRNA4. Un polimor-
fismo del tipo inserzione/delezione
di 22-bp (ins/del, rs3841324), 71
bp a monte del sito di inizio di tra-
scrizione del gene CHRNA5, ¢
stato genotipizzato mediante elet-
troforesi su gel di agarosio al 3%.

Analisi statistiche

L'associazione tra le terapie e il tas-
so di successo della disassuefazione
dal fumo, in ciascun punto tempo-
rale studiato, & stata analizzata
con il test di Cochran-Armitage.
Per ciascun polimorfismo & stato
valutato che le frequenze genoti-
piche rispettassero |'equilibrio di
Hardy-Weinberg.

Sono state condotte analisi di re-
gressione lineare con i dati raccol-
ti ai tre tempi durante il protocollo
di trattamento. La prima valutazio-
ne era un mese dopo l'inizio della
terapia: riflette la capacita dei pa-
zienti di smettere di fumare entro
il quattordicesimo giorno del tratta-
mento (risposta a breve termine).
La seconda valutazione era tre me-
si dopo I'inizio della terapia: corri-
sponde alla conclusione della te-
rapia standard (risposta a medio
termine). L'ultima valutazione era
12 mesi dopo l'inizio della terapia:
indica se gli effetti delle terapie di
disassuefazione dal fumo sono
mantenuti nel tempo (risposta a
lungo termine). Le associazioni tra
i genotipi e i valori prima dell'inizio
della terapia di CPD ed eCO sono
state analizzate mediante analisi
di regressione lineare, usando la
variabile sesso come covariata e
considerando un modello additivo
dell’effetto del genotipo sul feno-
tipo. Le associazioni tra i genotipi
e la risposta alla terapia sono state
analizzate mediante analisi di re-
gressione logistica (covariate: sesso,
farmaco somministrato, ed eCQO)
considerando un modello additivo
dell’effetto del genotipo sul fenoti-
po. La significativita di queste ana-
lisi & stata aggiustata per test mul-
tipli utilizzando la procedura di
Benjamini-Hochberg per calcolare
il false discovery rate (FDR). Abbia-
mo anche valutato un modello di
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dominanza dell’allele minore dello
SNP rs503464, confrontando il grup-
po di individui omozigoti e omo-
zigoti per l'allele minore con gl
individui  opmozigoti per lallele
maggiore. Anche in questo caso
abbiamo condotto un’analisi di re-
gressione logistica, considerando
sesso del paziente e farmaco som-
ministrato come covariate. Tutte le
analisi sono state condotte con il
software PLINK e la soglia di signi-
ficativita € stata fissata a p < 0,05.

Risultati

Nello studio sono stati inclusi 337
adulti (Tabella 1) che avevano par-
tecipato a due programmi di disas-
suefazione dal fumo presso la Fon-
dazione IRCCS Istituto Nazionale
dei Tumori di Milano, al Centro An-
tifumo oppure nel contesto del trial
clinico Multicentric ltalian Lung
Detection (MILD). Prima di iniziare il
trattamento farmacologico, i sog-
getti studiati consumavano media-
mente 20 sigarette al giorno (CPD)
e avevano un livello mediano di
monossido di carbonio esalato
(eCO) pari a 20 parti per milione
(ppm). Due terzi dei partecipanti
hanno ricevuto un trattamento far-
macologico con vareniclina, mentre
gli altri sono stati trattati con bu-
propione, NRT, o una combinazio-
ne di questi due.

Un mese dopo l'inizio della terapia
farmacologica (valutazione a breve
termine) la maggior parte dei pa-
zienti (76,3%) aveva smesso di fu-
mare (Figura 1). Alle valutazioni a
medio e lungo termine (tre e 12
mesi dopo l'inizio del trattamento),
la percentuale di pazienti che non
fumava era inferiore, rispettivamen-
te il 64,4% e 47,2%, a causa delle
ricadute. Infatti, 92 pazienti che
avevano smesso di fumare alla vi-
sita di controllo a breve termine
hanno ricominciato a fumare entro
I'anno dall’inizio della terapia. Non
& stata osservata alcuna associazio-
ne significativa tra il tipo di terapia
e il tasso di successo della disassue-
fazione da fumo, in nessun punto
temporale analizzato (Tabella 2).

Pintarelli G et al, Tabaccologia 2019, 1:23-33

Tabella 1 Caratteristiche dei 337 soggetti sottoposti alle terapie antifumo.

Caratteristiche N (%) o mediana (intervallo)

Sesso, n (%)

Maschi 197 (58)
Femmine 140 (42)
Eta all'inizio della terapia, anni 55(19 -75)
Numero di sigarette fumate al giorno * 20 (1 -70)
eCO, ppm * 20 (0-75)

Terapia, n (%)
Vareniclina 225 (66,7)
Bupropione 34 (10,2)
NRT 67 (19,8)
Bupropione + NRT 11 (3,3)

Pazienti, %

* prima dell'inizio della terapia.
eCO = monossido di carbonio esalato; NRT = terapia sostitutiva della nicotina.
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Figura 1 Risposta alla terapia di disassuefazione dal fumo per 337 fumatori, alle
valutazioni a breve, medio e lungo termine (rispettivamente 1, 3, e 12 mesi dopo
I'inizio del trattamento).
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Tabella 2 Efficacia delle terapie di disassuefazione dal fumo alle visite a breve, medio e lungo termine.

Vareniclina Bupropione NRT Bupropione + NRT
Numero di soggetti trattati 225 34 67 11
Soggetti che hanno smesso di fumare, n (%)
1 mese 170 (76) 30 (88) 47 (70) 10 (91)
3 mesi 143 (64) 28 (82) 38 (57) 8 (73)
12 mesi 94 (42) 23 (68) 37 (55) 5 (46)

NRT = terapia sostitutiva della nicotina.

Nessuna associazione significativa & stata osservata tra il tipo di terapia e |'efficacia della terapia stessa, in tutti e tre i tempi
analizzati (test di Cochran-Armitage, p > 0,05).

| polimorfismi nel gene CHRNAS5
sono associati alla dipendenza
dalla nicotina

Abbiamo valutato I'associazione di
questi polimorfismi con due diverse
misure (fenotipi) di dipendenza dal-
la nicotina: CPD ed eCO misurati
prima dell'inizio della terapia. Quat-
tro SNP nel locus del gene CHRNAS
(rs503464, rs55853698, rs55781567
e rs16969968) sono risultati signi-
ficativamente associati a entrambi
i fenotipi (Tabella 3). In particolare,
le associazioni di questi quattro
SNP con CPD ed eCO risultavano

statisticamente significative anche
dopo la correzione per test multipli
(FDR < 0,05). Non sono state tro-
vate associazioni significative, in-
vece, tra gli SNP rs3841324 in
CHRNAS, rs2072661 in CHRNB2,
e rs2236196 in CHRNA4, con en-
trambi i fenotipi.

In dettaglio, per i quattro SNP signi-
ficativamente associati a CPD ed
eCO, l'analisi di regressione linea-
re ha mostrato due diversi tipi di
effetto dell’allele minore (Figura 2,
Tabella 3). Lo SNP rs503464 aveva
un valore negativo di f nell’asso-

ciazione con CPD (p = 0,6x10-3),
indicando che all'aumentare del
numero di alleli minori (A), si & os-
servato un numero inferiore di si-
garette fumate al giorno.

Al contrario, gli altri tre SNP signifi-
cativi (rs55853698, rs55781567 e
rs16969968) avevano B > 0, che
significava che un maggior nume-
ro di alleli minori era associato a
un maggiore numero di sigarette
fumate giornalmente. Per quanto ri-
guarda I'eCO, i valori di p per cia-
scuno SNP significativamente asso-
ciato erano concordi con quanto
osservato nell’analisi di associazione

Tabella 3 Associazione tra le variabili di dipendenza dalla nicotina e gli SNP nei geni codificanti per le subunita del recettore
nicotinico dell’acetilcolina, in 337 soggetti (analisi di regressione lineare).

Polimorfismo  Chr. Gene' Po(skii;azne n':ll!lilfe

rs2072661 1 CHRNB2 154.576.404 T -0,97 0,30 0,35 0,068 0,95 0,95
rs3841324 15  CHRNAS5 78.565.480 D® -0,16 0,85 0,85 -0,58 0,55 0,64
rs503464 15  CHRNAS5 78.565.554 A -3,5 0,6x10° 3,9x10® -39 0,80x10° 3,7x 1073
rs55853698 15  CHRNA5 78.565.597 G 2,0 8,1x10® 0,014 2,8 2,1x10°% 3,7x 10?3
rs55781567 15  CHRNAS5 78.565.644 G 2,1 5,6x10° 0,013 2,9 1,7x10° 3,7 x 103
rs16969968 15  CHRNAS5 78.590.583 T 2,2 4,4x10°3 0,013 2,8 2,1x10® 3,7 x10°3
rs2236196 20 CHRNA4 63.346.204 C -1,0 0,19 0,27 -0,95 0,32 0,45

Chr. = cromosoma; bp = paia di basi; CPD = sigarette fumate al giorno; eCO = monossido di carbonio esalato.

' Gene pil vicino allo SNP o in cui lo SNP mappa.

2 La posizione genomica & basata sulla versione GRCh38.p5 del genoma di riferimento.

3 Regressione lineare corretta per sesso e che suppone un effetto additivo degli alleli degli SNP; $ > 0 indica una proporzio-
nalita diretta tra il numero di alleli minori e le variabili correlate al fumo.

* False discovery rate ottenuto usando la procedura di Benjamini-Hochberg per I'aggiustamento per test multipli.

> |l polimorfismo rs3841324 (anche chiamato rs67624739 o rs142774214) & un’inserzione/delezione di 22 bp; D = delezione.

7
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CDP eCO Lo SNP rs503464 nel 5'-UTR
di CHRNAS é associato alla
disassuefazione dal fumo
Abbiamo poi valutato |'associazio-
ne degli SNP nel recettore nAChR
con la risposta alla terapia farma-
cologica per la disassuefazione
dal fumo (Tabella 4). Solo lo SNP
rs503464, una variante nel 5 UTR
di CHRNADS5, & risultata associata
alla risposta (p < 0,05), a tutti e tre
i tempi valutati, con un odds ratio
7T /A AA T T/A AA (OR) < 1, che indica che un maggior
numero di alleli minori (A) conferi-
sce una minore probabilita di con-
tinuare a fumare. Poiché tale asso-
ciazione € stata osservata con un
modello di regressione logistica,
che includeva i livelli di eCO come
covariata, possiamo affermare che
essa sia indipendente dal possibile
effetto confondente della variabile
dipendenza dalla nicotina. Dopo
correzione per test multipli, tutta-
T T/A NA /T /A A/A via, & risultata statisticamente si-
27 25 gnificativa solo I'associazione con
la risposta a medio termine alla
terapia antifumo (FDR < 0,05). Alla
visita di controllo dopo tre mesi
dall'inizio della terapia, il numero di
pazienti che non fumavano piu era
aumentato proporzionalmente al
numero di alleli minori dello SNP
rs503464: infatti, 10 su 11 soggetti
con il genotipo AA (91%) avevano
smesso di fumare dopo tre mesi
dall'inizio della terapia antitabagica
(Figura 3).
Abbiamo, infine, ripetuto I'analisi
di regressione logistica per lo SNP
rs503464 raggruppando i soggetti
in base al loro genotipo, in accordo
con un modello genetico di domi-
nanza dell’allele minore (confron-
tando, cioe, gli individui portatori
di almeno un allele minore con gli
individui omozigoti per I'allele piu
frequente nella popolazione).
‘ ‘ ‘ : ‘ ‘ Anche in quest’analisi, I'OR per lo
o A AA " A AA - SNP rs503464 era inferiore a uno

Figura 2 Numero di sigarette fumate al giorno (CPD) e livelli di CO esalato (eCO) In tutti e tre.l templ apa|lzzat|, indi-
in base al genotipo dei quattro SNP nel locus CHRNAS. | punti rappresentano i cando che | soggetti con almeno
valori medi e le barre verticali i rispettivi errori standard (SE). un allele minore (A) hanno una

probabilita minore di continuare a

fumare, dopo terapia farmacologica
con il fenotipo CPD, ovvero, a se- dava nella stessa direzione della per la disassuefazione dal fumo,
conda del numero di alleli minori, variazione osservata nel nume- rispetto agli individui omozigoti
la variazione dei livelli di eCO an- ro di sigarette fumate al giorno. per l'allele maggiore (Figura 4).
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Tabella 4 Associazione tra la risposta alle terapie di disassuefazione dal fumo e gli SNP nei geni codificanti per le subunita
del recettore nicotinico dell'acetilcolina, ai tre tempi analizzati, in 337 soggetti (analisi di regressione logistica).

Allele Breve termine’ Medio termine’ Lungo termine’

helineh maggiore/ MAF

fismo minore OR (95% Cl) P2 FDR® OR (95% Cl) P2 FDR® OR(95% Cl) P2

rs2072661 C/T 0,22 0,77 (0,48-1,2) 0,28 039 068(0,44-1,1) 008 0,14 090(0,61-1,3) 0,59 0,98

rs3841324 I/D* 033 1,1(0,7317) 067 067 1,1(0,78-1,6) 0,51 0,60 1,4(0,96-2,00 0,082 0,22

rs503464 T/A 0,19 0,46 (0,25-0,84) 0,011 0,077 0,46 (0,27-0,78) 4,3x10° 0,030 0,59 (0,38-0,92) 0,020 0,14

rs55853698 T/G 047 14(092-200 012 026 14(0,97-20 0,077 0,14 1,0(,73-1,4 094 0,98

rs55781567 C/G 047 13(0,90-19 015 026 1,3(0,94-1,9) 0,10 0,14 1,0(,73-1,4) 098 0,98

rs16969968  C/T 047 13(0,91-20 014 026 14(0,96-20 0,080 0,14 1,1(,76-1,5 0,75 0,98

rs2236196 T/C 035 1,1(0,76-1,7) 0,56 0,65 0,95(0,66-1,3) 0,75 0,75 0,75(0,54-1,1) 0,094 0,22

MAF = frequenza dell'allele minore; OR = odds ratio; Cl = intervallo di confidenza.

' | tempi si riferiscono alle visite di controllo un mese (breve termine), tre mesi (medio termine) e dodici mesi (lungo termine)
dopo l'inizio della terapia.

2 Regressione logistica aggiustata per sesso, tipo di terapia ed eCO, supponendo un effetto additive degli alleli degli SNP;
un OR > 1 indica che il rischio di continuare a fumare aumenta all’aumentare del numero di alleli minori.

3 False discovery rate ottenuto usando la procedura di Benjamini-Hochberg per I'aggiustamento per test multipli.

Il polimorfismo rs3841324 (anche chiamato rs67624739 o rs142774214) é un'inserzione/delezione di 22 bp; D = delezione;
| = inserzione.

- Discussione

In questo studio, abbiamo valuta-
to il coinvolgimento di alcuni poli-
morfismi, nelle subunitd del recet-
tore nAChR, nella dipendenza dal-
la nicotina e nella risposta alla tera-
pia farmacologica antifumo, e abbia-
mo trovato un’associazione signifi-
cativa tra entrambi questi fenotipi
e alcuni SNP nel gene CHRNADS.
In particolare, lo SNP codificante
rs16969968 e tre SNP nel 5'-UTR
(rs503464, rs55853698, rs55781567)
sono risultati significativamente as-
sociati ai livelli, misurati prima del-
I'inizio del trattamento, sia di CPD
che di eCO, utilizzati come misure
quantitative della dipendenza dal-
la nicotina. Lo SNP rs503464 era
anche associato con la risposta alle
terapie antitabagiche, a tutti e tre

/T T/A A/A i punti temporali presi in conside-
(n = 204) (n =96) (n=11) razione. Non abbiamo invece trova-
to alcuna associazione significativa
tra la dipendenza dalla nicotina o

100 —

o~
o
|

Pazienti, %

(o4
o
|

20—

0 \ \ \

Figura 3 Status di fumatore o non fumatore dei pazienti, tre mesi dopo I'inizio della
terapia, in base al genotipo dello SNP rs503464 (il numero di pazienti appartenenti ; ) i
a ciascun gruppo genotipico & indicato in parentesi). Le barre azzurre rappresentano il successo delle terapie antifumo e
la porzione di pazienti che hanno smesso di fumare, mentre in blu & rappresentata i due SNP scelti nei geni CHRNA4
la percentuale di pazienti che continuano a fumare dopo tre mesi di trattamento. e CHRNB2.
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Figura 4 Gli individui portatori di almeno un allele minore (A) dello SNP rs503464
hanno una minore probabilita di continuare a fumare rispetto ai soggetti omozigoti
per |'allele maggiore (OR < 1). Rappresentazione grafica del valore di OR trasfor-
mato in Log,, e dell'intervallo di confidenza al 95%, alle visite a breve, medio e
lungo termine dopo I'inizio della terapia antitabagica (rispettivamente, p = 0,020,
p = 0,0030, e p = 0,012). Un'analisi di regressione logistica & stata condotta usando
sesso e tipo di terapia come covariate e supponendo un modello di dominanza

dell’allele minore.

| nostri risultati sono in accordo con
quelli riportati in letteratura, per
quanto riguarda |'associazione tra
lo SNP rs16969968 e la dipenden-
za dalla nicotina [33] e anche tra lo
SNP rs55853698 e la quantita di fu-
mo [34]. In aggiunta, il nostro studio
ha rilevato un’associazione signifi-
cativa, mai riportata finora, tra 2
polimorfismi nel 5-UTR del gene
CHRNADJ (rs503464 e rs55781567)
e la dipendenza dalla nicotina. Lo
SNP rs503464 era stato gia prece-
dentemente valutato per una possi-
bile associazione con la dipenden-
za dalla nicotina da Bierut e coll.
[23], ma non era stata trovata alcu-
na significativita statistica. Invece,
finora, lo SNP rs55781567 era stato
solo associato ai livelli di espres-
sione del gene CHRNADS. | risultati
ottenuti nel nostro studio suppor-
tano l'ipotesi che la costituzione
genetica individuale abbia un ruo-
lo nellinfluenzare |'abitudine al fu-
mo. Infatti, abbiamo mostrato che
sia il polimorfismo codificante
rs16969968, che altera la struttura
proteica della subunita a5, sia le
varianti  regolatorie  (rs503464,
rs55853698 e rs55781567) a mon-

te del sito di inizio della traduzio-
ne della stessa subunita, hanno un
ruolo nella predisposizione gene-
tica alla dipendenza dalla nicotina.
Un'associazione significativa tra gli
ultimi tre SNP (valutati come aplo-
tipo insieme all'inserzione/delezio-
ne rs3841324 nel promotore del
gene CHRNAD) e i livelli di espres-
sione del gene CHRNADS nel tessu-
to polmonare era stata preceden-
temente riportata [26] e, inoltre,
era stato descritto anche un ruolo
funzionale in vitro di queste varian-
ti, nella modulazione dell’attivita
trascrizionale del promotore del
gene CHRNADS in cellule di neuro-
blastoma [24]. Questi risultati sug-
geriscono che questi polimorfismi
giochino un ruolo importante nei
meccanismi di dipendenza dalla
nicotina, attraverso la modulazione
dei livelli di mRNA della subunita
a5 nei polmoni e probabilmente
nel cervello.

Abbiamo poi trovato un‘associazio-
ne, mai riportata prima d’ora, tra
lo SNP regolatorio rs503464 e |'ef-
ficacia della terapia farmacologica
antifumo, consistente nel tempo e
indipendente dai valori basali di

CPD ed eCO dei pazienti, usati co-
me parametri in grado di stimare la
dipendenza dalla nicotina. Quest'as-
sociazione suggerisce che la di-
sassuefazione dal fumo & associata
ad alterazioni nei livelli di mRNA
del gene CHRNAS, piuttosto che
a variazioni nella sequenza ammi-
noacidica della subunita a5. Ulte-
riori indagini saranno necessarie per
comprendere meglio il meccanismo
attraverso cui le alterazioni dei li-
velli di mRNA di CHRNA5 modifi-
cano la capacita di un individuo di
smettere di fumare in seguito a un
trattamento farmacologico di di-
sassuefazione dal fumo. La nostra
osservazione, che una modulazio-
ne dei livelli di CHRNAS possa
alterare la capacita di un individuo
di smettere di fumare, € supportata
da un precedente studio che ha ri-
portato un'associazione tra I'aumen-
to dei livelli di recettori nAChR nel
cervello e il tasso di successo nello
smettere di fumare [35]. Dato che,
dopo la correzione per test multi-
pli dei risultati delle analisi statisti-
che, solo |'associazione del polimor-
fismo rs503464 con la risposta a
medio termine alla terapia farma-
cologica risultava statisticamente
significativa, risulta utile una valida-
zione del risultato ottenuto in casi-
stiche indipendenti e pit ampie di
quella analizzata nel presente stu-
dio. Tutti e quattro i polimorfismi
regolatori di CHRNAS (rs3841324,
rs503464, rs55853698, e
rs55781567) e anche lo SNP codi-
ficante rs16969968, analizzati in
questo studio, erano stati preceden-
temente associati al rischio di svi-
luppare cancro polmonare [26,36].
Percio, i nostri risultati supportano
I'ipotesi che I'abitudine al fumo me-
di I'associazione tra il locus 15925
e il rischio di sviluppare un tumore
al polmone [37,38]. Complessiva-
mente, i nostri risultati rafforzano
le evidenze a favore dell'importan-
za della subunita a5 del recettore
nAChR sui fenotipi correlati al fumo.
La definizione dello status di fuma-
tore mediante la misurazione del
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parametro quantitativo eCO ¢ stato
sicuramente un punto di forza del
nostro studio e ha reso piu robusti
i risultati delle analisi di associa-
zione, rispetto all'utilizzo del para-
metro CPD, riportato dal fumatore
stesso e, per questo, a volte non
oggettivo [32], soprattutto nei casi
in cui i fumatori non vogliono am-
mettere di aver fallito nel loro per-
corso di disassuefazione dal fumo.
Infatti, & stato riportato che 1'eCO
€ un biomarcatore migliore del
CPD negli studi genetici di asso-
ciazione [39].

In conclusione, i nostri risultati sup-
portano il ruolo della costituzione
genetica individuale nella capacita
di smettere di fumare. Inoltre, & da
sottolineare come essi mettano in
luce I'importanza dello SNP rego-
latorio rs503464 di CHRNAS sia
nella dipendenza dalla nicotina che
nel riuscire a smettere di fumare.
Ulteriori studi che coinvolgano un
pit ampio numero di soggetti so-
no necessari per validare |'associa-
zione dello SNP rs503464 con la
cessazione dell’abitudine al fumo
grazie alle terapie antitabagiche.
Questi studi permetteranno di di-
mostrare I'utilita clinica di questo
SNP nell’ottica di una terapia per-
sonalizzata di disassuefazione dal
fumo, in cui si potra scegliere il
trattamento farmacologico miglio-
re in base alla costituzione geneti-
ca dell'individuo.

Tuttavia la strada verso questa ap-
plicazione clinica e ancora lunga.
Prima di poter introdurre nella pra-
tica clinica un test di farmacoge-
nomica & fondamentale valutare
attentamente la sua validita anali-
tica (determinazione del genotipo
accurata e riproducibile), la validita
clinica (sensibilita e specificita del
test), I'utilita clinica (impatto del ri-
sultato del test sulle scelte tera-
peutiche per il paziente e i costi
dell'implementazione del test nella
pratica clinica) e le possibili impli-
cazioni etiche, legali e sociali [40].
Ad oggi, la validita analitica della
genotipizzazione delle varianti nel

gene CHRNAS ¢ indubbia e la vali-
dita clinica & adeguatamente sup-
portata dalle evidenze riportate in
letteratura [41]. Tuttavia ulteriori stu-
di sono necessari per stabilirne le
implicazioni etiche, legali e sociali
e 'utilita clinica, in quanto ad oggi
non ci sono ancora evidenze ade-
guate (non ci sono trial clinici di ef-
ficacia o studi volti a valutare i pos-
sibili costi), ma esistono delle buo-
ne premesse, come ad esempio la
possibilita di tradurre l'esito del
test genetico in un'azione clinica
precisa (es. ottimizzare le strategie
terapeutiche, motivare maggior-
mente i pazienti a smettere di fu-
mare, etc.). |l potenziale impatto
sulla salute, dell'implementazione
dei test farmacogenomici nella te-
rapia antifumo, & indubbiamente
elevato: consentira di aumentare il
tasso di disassuefazione dal fumo
e di ridurre gli effetti collaterali dei
farmaci in uso, e potra anche mo-
tivare cambiamenti nel comporta-
mento dei fumatori, incoraggiando-
li a smettere di fumare.

In conclusione, visti i risultati inco-
raggianti finora ottenuti e la poten-
ziale ricaduta clinica, é necessario
avviare dei trial clinici randomizza-
ti, prospettici, per valutare se 'in-
formazione genetica (sia per il po-
limorfismo identificato in questo
studio sia per altre varianti geneti-
che riportate in letteratura, come
ad esempio le varianti nei geni
coinvolti nel metabolismo della ni-
cotina) possa davvero essere utile
nel predire la risposta alla terapia
farmacologica antifumo e imple-
mentabile nella pratica clinica.
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