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LA FIBROSI CISTICA
TRA PRESENTE E FUTURO

L a fibrosi cistica (FC) ¢ la malattia a trasmissione
genetica piu frequente nella popolazione di razza
caucasica. Si calcola che attualmente in Italia vivano
circa 5000 persone affette da FC, 6000 in Inghilterra e
30.000 negli Stati Uniti. La sua incidenza ¢ di 1:2500-
3000 neonati.

1l corposo Focus che “Medico e Bambino” riporta sulla
FC (accompagnato dall’editoriale di Gianni Mastella e
da alcuni approfondimenti su specifici aspetti terapeuti-
ci, riportati sulle pagine elettroniche della rivista:
www.medicoebambino.com) ¢ un tentativo di aggiorna-
mento esaustivo su quelli che sono gli aspetti clinici e
assistenziali che un pediatra dovrebbe conoscere nell’an-
no 2006. Ma ¢ anche qualcosa di pin. La FC e forse
una delle patologie pin interessanti per quanto riguarda
i progressi compiuti nell’ambito delle conoscenze geneti-
che, la validazione controversa di uno screening di po-
polazione su una malattia cronica, 'individuazione di
programmi tevapeutici convenzionali e di ricerca avan-
zata di base che sottende ai meccanismi molecolari del-
la malattia. Chi si occupa di FC ha visto negli ultimi
anni cambiare le prospettive di cura (anche se ancora
lontane da soluzioni risolutive del difetto genetico di ba-
se), ha visto i bambini diventare adulti, ha dovuto af-
frontare nuove complicanze (osteoporosi, diabete, de-
pressione) e nuove prospettive tevapeutiche (il trapianto
del polmone), tra successi e delusioni, tra speranze di
buona qualita di vita e di buona morte. Basta guardare
il grafico sulle curve di sopravvivenza nella popolazione
di pazienti con FC negli Stati Uniti, qui riportato, per
capire quanto sia stato fatto e quanto rimane ancora da
fare.

Il “modello” FC e ancora qualcosa di pin, questa volta
tra luci e ombre. Le luci sono le voci dei pazienti e dei
familiari che hanno un ruolo importante nei processi
decisionali, nei modelli assistenziali, ma soprattutto nel-
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Uintervento attivo di promozione delle ricerche che sono
in corso, anche in Italia (www.fibrosicistica.it). Le om-
bre sono quelle riportate nell’editoriale di Mastella: la
cura, inizialmente (e doverosamente?), chiusa nei Cen-
tri di cura per la FC, che ha reso spesso i pazienti “di-
pendenti” (non solo da un punto di vista strettamente
medico) dal Centro, e i pediatri e medici di famiglia
“lontani” dall’assistenza e dalla conoscenza della patolo-
gia (mettiamoci alla prova leggendo l'articolo di Castel-
lani sulla FC atipica). La prospettiva ¢ quella di rendere
la FC un modello di buona qualita assistenziale, anche
per questi aspetti doverosi di integrazione tra i Centri,
gli ospedali territoriali, i servizi sociali e i pediatri e me-
dici di famiglia. La Societa Italiana Fibrosi Cistica
(SIFC) si sta muovendo in questa direzione; i pediatri
territoriali hanno il dovere (e il piacere) di occuparsene.

Miglioramento della sopravvivenza
dei pazienti con FC
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Curva di sopravvivenza per classi di eta alla nascita riportata nel regi-
stro della CF Foundation degli Stati Uniti (anno 2003) (www.cff.org).
La sopravvivenza ¢ migliorata decisamente a partire dal 1980. A 12
anni, dei pazienti con FC nati tra il 1980-84, il 93% era vivo, di quelli
nati tra il 1990-94, il 96,5% era vivo. Per i bambini nati tra il 1995 e
1l 2001 la sopravvivenza e in ulteriore miglioramento.
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Quello che un pediatra
deve sapere sulla fibrosi cistica
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WHAT PRIMARY CARE PHYSICIANS MUST KNOW ABOUT CYSTIC FIBROSIS

(Medico e Bambino 2006,25:156-163)
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Summary

The medical care of the patient with CF is ideally carried out with the joint efforts of the CF
Center specialists and the patient’s primary care physician (PCP). The implementation of a
nation-wide neonatal screening may represent a unique opportunity for an early care by
both CF Centers and PCPs and for sharing protocols of care, which are summarized in the
present article. CF Centers and scientific communities should understand the importance of
improving PCPs knowledge and expertise on the needs of CF patients.

Itre 15 anni fa Stern' auspicava una

presa in carico globale dei pazienti
con fibrosi cistica (FC), dai primi mesi
di vita fino all’eta adolescenziale, da par-
te del pediatra di base (PdB). Nella pra-
tica, il medico di famiglia raramente &
stato considerato dai Centri FC un sup-
porto assistenziale di cui avvalersi. E
probabile che questo sia scaturito dalla
convinzione che il progressivo migliora-
mento di sopravvivenza media registra-
to nella FC, oltre 34 anni?, sia dipeso
dalla centralizzazione delle cure.

Il caso della Danimarca, in cui l'esi-
stenza di un solo Centro raggiungibile
facilmente e frequentemente da tutti i
pazienti veniva indicata come il fattore
pit importante per spiegare una mag-
giore sopravvivenza e un migliore stato
clinico dei pazienti danesi, ha rappre-
sentato per molto tempo il modello di
cure ideale per la FC.

GENOTIPO E FENOTIPO

Quanto affermato da Stern' e stato
pubblicato qualche mese prima dell’i-
dentificazione, sul braccio lungo del
cromosoma 7, del gene responsabile
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della malattia®. Questa scoperta ha ri-
guardato la mutazione piu frequente,
denominata AF508, consistente nella de-
lezione di un residuo di fenilalanina nel
codone 508 della proteina regolante la
Conduttanza Transmembranica della Fi-
brosi Cistica (CFTR). La mutazione,
che comporta un’alterazione della fun-
zione del canale del cloro e dello scam-
bio di acqua nelle cellule di rivestimen-
to di vari apparati, in soggetti omozigo-
si, induce il classico quadro clinico della
FC, caratterizzato da aumentata concen-
trazione di cloro nel sudore e, per la for-
mazione di “tappi mucosi”, infezioni re-
spiratorie ricorrenti con bronchiectasie
e insufficienza digestiva pancreatica. L'i-
dentificazione di tale mutazione € stata
seguita da quella di oltre mille mutazio-
ni, anche se solo 22 sono state eviden-
ziate con una frequenza di almeno lo
0,1% degli alleli conosciuti’. Studi di fi-
siologia in vitro hanno dimostrato che
mutazioni del gene FC possono alterare
la funzione del canale del cloro in modi
differenti, da una perdita della proteina
a una espressione di superficie con
scarsa conduttanza del cloro. I meccani-
smi con i quali le mutazioni alterano la
funzione del canale del cloro sono stati

—

raggruppati in 5 classi, con l'intento di
fornire una base per lo studio della cor-
relazione genotipo/fenotipo e un bersa-
glio per possibili nuove terapie farmaco-
logiche®. Le ricerche rivolte a queste ul-
time si sono intensificate, tenuto conto
che quelle sulla terapia genica, che han-
no attirato le attenzioni e le speranze
delle famiglie e dei pazienti subito dopo
la scoperta del gene, segnano il passo
per le difficolta di reperire un vettore
che entri nelle cellule bersaglio ed
esprima in maniera adeguata il gene
corretto. Si rimanda il lettore interessa-
to a eccellenti review sull’argomento®.

Dal punto di vista pratico, che cosa
ha modificato la scoperta del gene nella
gestione dei pazienti?

Due aspetti meritano attenzione: la
correlazione tra genotipo e fenotipo e la
diagnosi.

La correlazione tra genotipo e fe-
notipo € rimasta per parecchi anni limi-
tata alla predizione dello stato d’insuffi-
cienza digestiva dei pazienti, che, in-
fluenzando lo stato nutrizionale, com-
porta un decorso meno favorevole della
malattia polmonare’. Anche se alcuni
sottogruppi di mutazioni sono stati asso-
ciati a un decorso pilt mite e a una pit
bassa mortalita®, a parita di genotipo si
osserva spesso un differente decorso
della malattia, per cui sono stati chiama-
ti in causa dei geni “modificatori” 'e-
spressivita clinica. Dopo la candidatura
di alcuni geni, studiati su casistiche li-
mitate numericamente, recentemente e
stato confermato, in uno studio multi-
centrico, che una variazione genetica
del Tumor Growth Factor 1 modifica il
decorso della malattia®.

Riguardo alla diagnosi, I'identifica-
zione di un sempre crescente numero
di mutazioni ha notevolmente allargato
lo spettro del fenotipo FC (Tabella I)°,
per cui, ad esempio, meta dei pazienti
con atresia bilaterale dei dotti deferen-
ti' hanno 2 mutazioni FC o adulti con
pancreatite cronica' o rinosinusite cro-
nica” hanno almeno una mutazione.

A parte i casi di screening positivo o
di familiarita per FC, la diagnosi si basa
sempre sulla clinica, per cui € importan-
te che il PdB tenga presenti i sintomi o
segni che rappresentano un’indicazione
obbligata all’esecuzione del test del su-
dore (Tabella I). In presenza di un feno-
tipo compatibile con FC o di uno scree-
ning positivo o di familiarita la diagnosi
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QUANDO SOSPETTARE LA FIBROSI CISTICA

Malattia sinubronchiale cronica

polmonare nella FC:

Patologia cronica dei seni:
Polipi nasali

Anormadlita gastrointestinali/nutrizionali

Anormalita gastrointestinali:

Insufficienza

Prolasso rettale

Sindrome della perdita di sali:

Persistente colonizzazione/infezione con patogeni tipici della malattia

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa (mucoide e non mucoide)
Haemophilus influenzae non tipizzabile
Bulkolderia cepacia

Malattia endobronchiale che si manifesta con:

Tosse e produzione di muco

Asma e intrappolamento d'aria

Anormalita radiografiche

Ostruzione rilevabile alle prove di funzionalita respiratoria
Ippocratismo digitale

Modificazioni radiologiche

lleo da meconio
ancreatica
Sindrome dell’ostruzione intestinale distale

Pancreatite ricorrente
Malattia epatobiliare cronica manifestata da segni clinici,
di laboratorio o strumentali:

Cirrosi biliare focale

Cirrosi multilobulare
Scarsa crescita (malnutrizione proteino-calorical)
Ipofprofidemia—edema
Deficit di vitamine liposolubili

Azoospermia ostruttiva nei maschi

Deplezione acuta di sali
Alcalosi metabolica cronica

Tabella |

di FC sara confermata dalla presenza di
2 mutazioni note causare malattia, o dal-
la dimostrazione dell’alterazione del ca-
nale del cloro, mediante test del sudore
o, nei casi dubbi, dalla peculiarita dei
potenziali elettrici misurabili sulla mu-
cosa nasale, che si determinano come
conseguenza®,

GLI EFFETTI DELLO SCREENING

Un evento che potrebbe modificare
la gestione del paziente FC, promuoven-
do una maggiore interazione tra Centro
e PdB, e rappresentato dallo screening
neonatale.
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Avviato sperimentalmente negli Stati
Uniti per verificarne i costi/benefici* o
per selezionare pazienti da sottoporre
prospetticamente a studi clinici rando-
mizzati e controllati®, lo screening neo-
natale, dopo una lunga esperienza in
Triveneto antecedente anche a quella
nordamericana, € stato introdotto in Ita-
lia in concomitanza dell’entrata in vigo-
re della legge ad hoc per la FC. Lo
screening € stato basato inizialmente
sulla determinazione della tripsina im-
munoreattiva (IRT) e sulla persistenza
di un valore di questa oltre il cut-off in-
torno alla fine del I mese (al contrario di
quanto si osserva nei bambini senza la
FC), con conferma diagnostica median-

—

te test del sudore. Allo scopo di limitare
il numero dei richiami per falsi positivi,
la determinazione dell'IRT é stata asso-
ciata successivamente alla ricerca della
mutazione piu frequente, la AF508. Pur-
troppo, sia che si esegua lo screening
con la sola IRT o che si esegua con IRT
in associazione alla ricerca di una muta-
zione, bisogna valutare la possibilita dei
falsi negativi: nel primo caso, per la pre-
senza di mutazioni che possono indurre
malattia con test del sudore negativo',
nel secondo caso, per la possibilita di
mutazioni diverse dalla AF508, che nel
nostro Paese non ha la stessa elevata
frequenza riscontrata in Nord Europa o
in Nord America". Per tale motivo i me-
dici devono mantenere ancora una bas-
sa soglia di sospetto clinico per la FC.

In caso di richiamo di un bambino
positivo allo screening per IRT e per
una mutazione FC, con diagnosi poi
esclusa dal test del sudore, si pone, inol-
tre, il problema della comunicazione di
diagnosi di portatore del bambino e del-
la relativa consulenza genetica per tutta
la famiglia. Questa dovrebbe essere of-
ferta dallo stesso Centro FC, ma potreb-
be trovare un valido supporto nel PdB
per aumentarne l'efficacia, riportata non
ottimale in letteratura®.

Lo screening neonatale in Italia e
stato avviato prima ancora di conoscere
i risultati definitivi, in termini di rappor-
to costi/benefici, dell'unico studio ran-
domizzato e controllato avviato molti
anni fa nel Wisconsin®. In atto i vantag-
gi per gli screenati sembrano esserci
solo sul piano nutrizionale, soprattutto
per la crescita staturale’. Dal punto di
vista della malattia polmonare, che ¢
quella che influenza prevalentemente il
decorso della FC, sembrano esserci de-
¢li svantaggi per gli screenati quando si
fa riferimento alle alterazioni radiologi-
che polmonari®. Se, tuttavia, si va a stra-
tificare i pazienti per I'infezione da Pseu-
domonas aeruginosa, si osserva che i
soggetti screenati ma non ancora colo-
nizzati dal batterio stanno significativa-
mente meglio dei bambini non diagno-
sticati per screening, e che quelli che
stanno peggio sono i bambini diagnosti-
cati per screening e con infezione pol-
monare cronica da Pseudomonas aerugi-
nosa®. Questa osservazione, a parte la
segregazione nei Centri dei pazienti
con ceppi trasmissibili, dovrebbe sug-
gerire dei modelli assistenziali, che pre-
vedano lo spostamento del baricentro
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delle cure sul territorio, coinvolgendo il
PdB e ospedali vicino all’abitazione del
paziente.

Dovrebbero essere il medico e il pe-
diatra di base a sostenere la famiglia
con una corretta informazione circa il si-
gnificato di un richiamo per positivita
dello screening, anche in termini di pos-
sibilita di falsi positivi; dovrebbe essere
il PdB a prendersi carico immediata-
mente del bambino in cui sia conferma-
ta la diagnosi.

CENTRI FC E PEDIATRIA DI FAMIGLIA

Lo screening, pertanto, dovrebbe in-
durre i Centri a sperimentare una stretta
collaborazione con il PdB nella presa in
carico del bambino, che, evitando il pit
possibile T'ospedalizzazione dei bambini
diagnosticati precocemente, potrebbe
comportare un significativo migliora-
mento del decorso.

A parte il fondamentale ruolo nella
presa in carico dei bambini diagno-
sticati per screening, quali sono i mo-
menti in cui piu il PdB puo essere coin-
volto, condividendo con il Centro dei
protocolli, nella cura del paziente con
FC?

Uno dei timori del PdB ¢ quello di
“non essere specialista” per affrontare i
peculiari problemi che il paziente con
FC pone. In realta, nella maggioranza
dei casi, se non sempre, un medico do-
vrebbe comportarsi nei confronti del pa-
ziente con FC come farebbe nei confron-
ti di un altro paziente non FC.

Dopo circa 12 anni dall’articolo di
Stern, Orenstein® sottolinea che “la FC
¢ sicuramente la malattia pin importante
che un PdB deve fronteggiare, in quanto e
comune, a sopravvivenza ridotta e tratta-
bile. Per tale motivo il PdB puo avere un
ruolo maggiore nella cura dei pazienti
con FC rispetto a un decennio fa. La FC
rappresenta un esempio di una condizio-
ne clinica in cui il PdB e lo specialista
possono lavorare insieme, mettendo in co-
mune ciascuno una differente visione e
competenza sulla malattia”.

Alcuni brevi promemoria, tratti dal-
l'articolo, per possibili interventi da par-
te del pediatra nella routine non correla-
ta alla FC e per problemi respiratori, di-
gestivi e sistemici correlati alla malattia,
sono riportati nelle Tabelle II, III, IV, V.

Il riconoscimento della riaccen-
sione infettiva polmonare si basa sul-
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ROUTINE E PROBLEMI NON CORRELATI ALLA FC

Ricorda che:

* Vaccinazioni — Controindicazione: prednisone a 2 mg/kg/die
- Nessuna controindicazione: steroidi a giorni alterni o per aerosol

e “Raffreddori”: il rischio di broncopneumopatie & probabilmente maggiore di quello
d'indurre resistenze con un breve ciclo di antibiotico

e Sinusite: antibiotico per almeno 3 settimane e a piv alte dosi. No Rx

e Sintomi gastrointestinali: la diarrea non & specifica della FC, anzi, ma attenzione alle
complicanze (sindrome dell’ostruzione distale, pancredtite o ascesso periappendicolare)

e Consigli per un salutare stile di vita (esercizio fisico, droga, alcol, sesso)

Tabella Il

PROBLEMI RESPIRATORI CORRELATI ALLA FC

Ricorda che:

e Alte vie respiratorie: sinusite all'Rx costante, subclinica meno comune

e Basse vie respiratorie: infezioni causate da E. coli, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Ps. aeruginosa. Altri microrgansmi, inclusa la B. cepacia

e Complicanze: Poliposi nasale fino al 25%
Pneumotorace 5-8%
Emottisi maggiore (300-500 ml nelle 24 ore) 5%
Aspergillosi broncopolmonare allergica 10%

Tabella Il

PROBLEMI DIGESTIVO-NUTRIZIONALI CORRELATI ALLA FC

Ricorda che:

¢ Insufficienza pancreatica: in circa il 90% all’etd di 12 anni ma solo in circa il 60% dei neonati
e Pochi pazienti hanno una pancreatite, ma ci sono mutazioni che danno solo pancreatite
e | RGE & pid comune e va trattato come in pazienti senza FC

e 11 10% ha una sindrome dell’ostruzione distale intestinale

e Prolasso reftale in meno dell'1% dei pazienti per anno

o Colelitiasi sintomatica in circa il 5%

¢ Dopo il periodo neonatale fino al 30% dei pazienti hanno elevazione asinfomatica di
AST e ALT o fosfatasi alcalina, ma mai avranno una malattia epatica

e || 5% avra una cirrosi

Tabella IV

PROBLEMI E COMPLICANZE SISTEMICI CORRELATI ALLA FC

Ricorda che:

e |l diabete mellito si presenta in oltre il 30% dei pazienti > 30 anni, con decorso migliore
rispetto a quello giovanile

¢ La pubertd é ritardata in molti pazienti con FC a causa di fattori nutrizionali

o 11 98% dei maschi & sterili per azoospermia ostruttiva e le donne possono avere una
ridotta fertilita a causa del muco denso

e Le ghiandole sudoripare producono un sudore con elevato contenuto in sodio e cloro, sia
a riposo che dopo sforzo, che giustifica la supplementazione in sale dei lattanti e i non
infrequenti episodi di alcalosi ipoelettrolitemica in estate

Tabella V

Medico e Bambino 3/2006
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SINTOMI E SEGNI DELLA RIACCENSIONE INFETTIVA POLMONARE

Sintomi

Segni

Incremento della tosse

Incremento della broncorrea
Cambiamento caratteri escreato
Respiro corto

Ridotta resistenza alla fatica
Diminuzione dell’appetito
Sensazione di “congestione” toracica

Aumento della frequenza respiratoria
Uso dei muscoli accessori

Retrazioni intercostali

Variazioni ascoltazione toracica
Declino funzione polmonare

Febbre e leucocitosi

Perdita di peso

Nuove lesioni Rx

Tabella VI

la verifica dei segni e sintomi elencati in
Tabella VI~
Il trattamento antibiotico, che sara

guidato dal Centro sulla base della col-
tura dell’escreato, puo essere affrontato
il piut spesso a domicilio, sia con farma-

ci orali che per endovena adottando dei
protocolli comuni. Anche se la lista dei
farmaci non € esaustiva, le tabelle (Ta-
belle VII e VIII) previste da una recente
Review sul trattamento della malattia
polmonare possono costituire un proto-
collo adottabile e condivisibile con il
Centro®. E importante che il PdB fami-
liarizzi con la gestione dell’agocannula,
utilizzata con opportuni accorgimenti
per tutta la durata dell’antibiotico-tera-
pia in vena, che viene gestita dalle stes-
se famiglie, ma per la quale i pazienti,
in caso di perdita dell’accesso venoso e
assenza di un’organizzazione di terapia
domiciliare, quasi sempre sono costret-
ti a ricorrere ai Centri.

Lo stato di nutrizione influenza il

ANTIBIOTICI PER VIA ORALE E INALATORIA UTILIZZATI NELLA FIBROSI CISTICA

Doxiciclina***

Minociclina***

Patogeni Antibiotico Dose pediatrica Dose adulti
Staphylococcus | scelta
aureus Dicloxacillina 6,25-12,5 mg/kg/ x 4 volte/die 250-500 mg x 4 volte/die
Cefalexina 12,5-25 mg x 4 volte/die 500 mg x 4 volte/die
Amoxicillina/clavulanato* 12,5-22,5 mg?kg di amoxicillina 400-875 mg di amoxicillina
x 2 volte/die x 2 volte/die
Eritromicina (base) 15 mg/kg x 3 volte/die 500 mg x 2 volte/die
Claritromicina 7,5 mg/kg x 2 volte/die 500 mg x 2 volte/die
Azitromicina 10 mg/kg dose iniziale seguito da 500 mg dose iniziale seguita da
5 mg/kg ogni giorno 250 mg ogni giorno
Clindamicina** 3,5-7 mg/kg x 3 volte/die 150-450 mg x 3 o 4 volte/die
Haemophilus I scelta
influenzae Amoxicillina 25-50 mg/kg x 2 volte/die 500-875 mg x 2 volte/die
Amoxicillina/clavulanato* 12,5-22,5 mg/kg di amoxicillina 400-875 mg di amoxicillina
x 2 volte/die x 2 volte/die
Cefalosporine di Il e lll generazione
Cefuroxime axeti 15-20 mg/kg x 2 volte/die 250-500 mg x 2 volte/die
Cefprozil 7,5-15 mg/kg x 2 volte/die 250-500 mg x 2 volte/die
Cefixime 4 mg/kg x 2 volte/die 200-400 mg x 2 volte/die
Cefpodoxime proxetil 5 mg/kg x 2 volte/die 100-200 mg x 2 volte/die
Loracarbef 7,5-15 mg/kg x 2 volte/die 400 mg x 2 volte/die
Pseudomonas | scelta
aeruginosa CiEroﬂoxocina 10-15 mg/kg x 2 volte/die 500-750 mg/kg x 2 volte/die
Tobramicina per aerosol 300 mg x 2 volte/die 300 mg x 2 volte/die
con nebulizzatore con nebulizzatore
Colistina per aerosol 150 mg x 2 volte/die 150 mg x 2 volte/die
con nebulizzatore con nebulizzatore
Burkolderia | scelta
cepacia Trimetoprim/sulfametossazolo 4-5 mg/kg di trimetoprim 160 mg di trimetoprim

x 2 volte/die

5 mg/kg dose iniziale seguita da
2,5 mg/kg x 2 volte/die

4 mg/kg gose iniziale seguita da
2 mg/kg x 2 volte/die

x 2 volte/die

200 mg dose iniziale seguita da
100 mg x 2 volte/die

200 mg dose iniziale seguita da
100 mg x 2 volte/die

*

*x

Elevate dosi di clavulanato sono frequentemente associate a diarrea
La clindamicina pus essere utilizzata per il trattamento dei ceppi meticillino-resistenti acquisiti in comunita sulla base della sensibilita del test
*** |e tetracicline non sono raccomandate per bambini di etd inferiore agli 8 anni

Tabella Vil

Medico e Bambino 3/2006
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ANTIBIOTICI PER VIA ENDOVENOSA PER IL TRATTAMENTO DI BATTERI ASSOCIATI CON INFEZIONE POLMONARE

Batteri prevalenti Antibiofici Dose pediatrica Dose adulti
Staphylococcus Cefazolina 30 mg/kg ev ogni 8 ore 1 g evogni 8 ore
aureus o Nafcillina* 25-50 mg/kg ev ogni 6 ore 2 g ev ogni 6 ore
Staphylococcus aureus Vancomicina** 15 mg/kg ev ogni 6 ore 500 mg ev ogni 6 ore
meticillino-resistente o1 gevogni 12 ore
Pseudomonas I scelta (beta-lattamici)
aeruginosa Ceftazidime 50 mg/kg ev ogni 8 ore 2 g ev ogni 8 ore
Ticarcillina*** 100 mg/ig ev ogni 6 ore 3 gevogni 6 ore
Piperacillina 100 mg/kg ev ogni 6 ore 3 g evogni 6 ore
Imipenem® 15-25 mg ev ogni 6 ore 500 mg-1 g ev ogni 6 ore
Meropenem® 40 mg/kg ogni 8 ore 2 gevogni 8 ore
Aztreonam 50 mg/kg ev ogni 8 ore 2 g ev ogni 8 ore
Associati ad aminoglicoside (I scelta)
Tobramicina®® 3 mg/kg ev ogni 8 ore 3 mg/kg ogni 8 ore
Amikacina®ee 5-7.5 mg/kg ev ogni 8 ore 5-7,5 mg/kg ev ogni 8 ore
Burkolderia cepacia Meropenem® 40 mg/kg ogni 8 ore 2 g ev ogni 8 ore
Associati ad aminoglicoside (I scelta)
Minociclina 2 mg/kg ev o per bocca 100 mg ev o per bocca
ogni 12 ore ogni 12 ore
Amikacina®ee 5-7,5 mg/kg ev ogni 8 ore 5-7,5 mg/kg e.v. ogni 8 ore
Ceftazidime 50 mg/kg ev ogni 8 ore 2 gr ev ogni 8 ore
Cloramfenicolo©® 15-20 mg/kg ev ogni 8 ore 15-20 mg/ev ogni 8 ore
Trimetoprim/sulfametossazolo 4-5 mg/kg di trimetoprim ev 4,5 mg/kg di trimetoprim
ogni 12 ore ogni 12 ore
NB. Il terzo antibiotico potrebbe essere aggiunto se ne & stata testata |'efficacia mediante i sinergismi
Stenotrophomonas Ticarcillina***/clavulanato 100 mg/kg di ticarcillina ev 3 g di ticarcillina ev
maltophila ogni 6 ore ogni 6 ore
oppure
Trimetoprim/sulfametossazolo 4-5 mg/kg di trimetoprim ev 4.5 mg/kg di trimetoprim
ogni 12 ore ogni 12 ore
oppure
Ticarcillina***/clavulanato 100 mg/kg di ticarcillina ev 3 g di ficarcillina ev
ogni 6 ore ogni 6 ore
in associazione con
Azireonam 50 mg/kg ev ogni 8 ore 2 g ev ogni 8 ore
Achromobacter Cloramfenicolo©® 15-20 mg/kg ev ogni 8 ore 15-20 mg/ev ogni 8 ore
xylosoxidans in associazione con
Minociclina® 2 mg/kg ev o per bocca 100 mg ev o per bocca
ogni 12 ore ogni 12 ore
oppure
Ciprofloxacina 15 mg/kg ev o per bocca 400 mg ev o 500-750 mg
ogni 12 ore per bocca ogni 12 ore
in associazione con (I scelta)
Imipenem® 15-25 mg ev ogni 6 ore 500 mg-1 g ev ogni 6 ore
Meropenem® 40 mg/kg ogni 8 ore 2 gevogni 8 ore

Per ridurre gli episodi di flebite la nafcillina deve essere diluita con concentrazioni di farmaco non inferiori a 20 mg/ml

La vancomicina va infusa lentamente per evitare il rilascio di istamina. La concentrazione plasmatica dovrebbe essere monitorata (picco di concentrazione tra
20 e 40 ug/ml e livello successivo fra 5 e 10 ug/ml)

La ticarcillina potrebbe associarsi con occasionale disfunzione piastrinica. Il suo utilizzo deve essere limitato per il trattamento di organismi resistenti come la
S. maltophila e la B. cepacia

Queste molecole sono utilizzate per pazienti allergici alle cefalosporine o che presentano germi multiresistenti

La concentrazione plasmatica dovregbe essere monitorata (picco di concentrazione tra 8 e 12 ug/ml e livello successivo inferiore a 2 ug/ml)

La concentrazione plasmatica dovrebbe essere monitorata (picco di concentrazione tra 20 e 30 ug/ml e livello successivo inferiore a 10 ug/ml)

Non deve essere somministrata a pazienti di etd inferiore agli 8 anni

La concentrazione plasmatica dovrebbe essere monitorata (picco di concentrazione tra 15 e 25 ug/ml e livello successivo fra 5 e 15 ug/ml)

Tabella Vill

decorso della malattia polmonare®, per = mentale nell’assistenza alla FC siain eta  re o mantenere un adeguato stato di nu-
cui la sorveglianza di questo da parte  pediatrica che in eta adulta, quando un trizione se candidato a trapianto polmo-
del PdB rappresenta un punto fonda-  paziente puo avere bisogno di migliora- nare.
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DEFINIZIONE DI CRESCITA INSUFFICIENTE

Eta

< 5 anni % peso idedle per altezza < 85% (se statura proporzionata al target genetico)
o perdita di peso per pit di 2 mesi o un plateau di peso da 2-3 mesi

5-18 anni % peso ideale per altezza < 85% (se statura proporzionata al target genetico)
o perdita di peso per pit di 2 mesi o un plateau di peso da almeno 6 mesi

> 18 anni % peso ideale per altezza < 85% o una perdita di peso > 5% del peso
abituale per una durata di pit di 2 mesi o BMI < 15° centile

Tabella IX
SINDROME DELL’OSTRUZIONE INTESTINALE DISTALE
Fecaloma Reperto occasionale di massa fecale, dura in fossa iliaca destra

Terapia:
Se persiste:

Impatto fecale

Terapia:

Migliora
Non migliora

Subocclusione
o occlusione intestinale

non avvertita dal paziente ma trovata all’esame obiettivo

Fluimucil 2 fl x os ogni 3 ore (non di notte)
+10-15 ml di olio gi vaselina x 4 volte x 48 ore

Polietilenglicole 10-15 ml/kg x 1-2 volte al giorno

Massa ileocecale con dolori importanti, raramente vomito, con alvo
libero, senza segni di occlusione Rx

Fluimucil 2 fl x os ogni 3 ore (non di notte)
+10-15 ml di o|i03

+ Clisteri di 20 ml/kg di fisiologica

+ Olio di vaselina 4-5 cucchiai

+ Fluimucil 4-8 fl/litro

oppure in alternativa allo schema precedente
Polietilenglicole 10-15 ml/kg x 1-2 volte al giorno

Dirada e sospendi
Lavaggio intestinale*

Da impatto fecale ileocecale, con vomito, alvo chiuso a gas e feci,
distensione addominale, livelli idroaerei Rx

Ricovero per riequilibrio idroelettrolitico e lavaggio intestinale*

i vaselina x 4 volte

*Lavaggio intestinale: 4 litri di PEG/1,73 m? sc in 4 ore con sondino nasogastrico in infusione continua

Tabella X

In accordo con la classificazione del-
la CF Foundation (Tabella IX), molta
importanza viene data all’antropome-
tria, attuabile nell’'ambulatorio del PdB.
I1 % (percento) del peso ideale per la
lunghezza/statura € facilmente calcola-
bile, anche se questo parametro dopo i
10 anni dovrebbe essere meglio sosti-
tuito dall'indice di massa corporea. E
ancora importante ricordare che una
percentuale del peso ideale per lun-
ghezza/altezza puo essere falsamente
normale se il bambino presenta bassa
statura come conseguenza della malnu-
trizione. Contrariamente ad altre condi-
zioni cliniche, ad esempio la celiachia o
la malattia di Crohn, che comportano
malnutrizione e, se non riconosciute,
bassa statura come espressione di mal-
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nutrizione di lunga durata, la FC com-
porta bassa statura molto precocemen-
te anche nel lattante di pochi mesi per il
coinvolgimento spesso simultaneo di
piu fattori implicati nell’alterazione del-
lo stato nutrizionale*.

Vari fattori, infatti, possono contri-
buire a uno shilanciamento energetico
nella FC e, come conseguenza, condur-
re a una crescita insufficiente nel bam-
bino o a una perdita di peso nell’adulto:
le perdite caloriche aumentate, le as-
sunzioni caloriche diminuite e un incre-
mento della spesa energetica.

Le perdite intestinali il pit spesso so-
no dovute a una insufficienza digestiva
pancreatica non compensata, ma non
bisogna dimenticare la possibile asso-
ciazione con la celiachia o altre malattie

—

che comportano un malassorbimento, e
che la malattia epato-biliare (nelle for-
me avanzate) o un reflusso gastroesofa-
g€e0 PosSsono aggravare.

Le assunzioni caloriche ridotte sono
in genere un sintomo dell'infezione re-
spiratoria, che nel lattante puo essere il
solo segno anche in assenza di sintomi
“respiratori”. E per tale motivo che
spesso il trattamento aggressivo dell’in-
fezione respiratoria coincide con il mi-
glioramento dell’appetito e con la ripre-
sa ponderale. Il controllo dell'infezione
polmonare, inoltre, consente di ridurre
anche il terzo fattore che comporta lo
shilanciamento energetico nella FC, la
spesa energetica a riposo, che prevalen-
temente dipende dall'infezione?.

Laddove un atteggiamento piu ag-
gressivo verso l'infezione polmonare
non sia sufficiente a migliorare lo stato
di nutrizione, anche se mancano studi
controllati® sui benefici a lungo termine
nella malattia polmonare, vengono av-
viate delle tecniche riabilitative, anche
invasive, capaci di modificare lo stato
nutrizionale” anche in vista di interventi
decisivi, quali il trapianto polmonare, so-
prattutto in eta adulta. La gestione di un
sondino nasogastrico per una supple-
mentazione notturna, soprattutto nel lat-
tante e per interventi nutrizionali di du-
rata inferiore a 2-3 mesi, € ben tollerata
anche in soggetti che teoricamente po-
trebbero avere difficolta per la tosse,
spesso presente o evocata dalla fisiote-
rapia respiratoria. L'adozione di una ga-
strostomia®, quasi sempre avviata per
via endoscopica, consente una riabilita-
zione nutrizionale quando si preveda
una maggiore durata dell'intervento ria-
bilitativo nutrizionale. Il reinserimento
del sondino nasogastrico del lattante e
la sorveglianza dell’alimentazione ente-
rale continua, comunque praticata, con
T'utilizzo di protocolli ben standardizzati,
possono rendere prezioso il PdB anche
in queste circostanze.

A parte la malattia epatobiliare®
che nel 5% dei casi circa induce colelitia-
si o cirrosi biliare focale, che in alcuni
casi richiede un trapianto epatico, il me-
dico di base dovrebbe essere pronto a
fronteggiare un’altra frequente compli-
canza della FC, il diabete mellito, che
si registra gia in eta pediatrica e che e
presente in oltre il 30% dei casi in sog-
getti di eta superiore a 30 anni*. Sebbe-
ne il meccanismo di “strozzatura mecca-
nica” della parte endocrina del pancreas
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EMOTTISI

MESSAGGI CHIAVE

Maggiore
Acuta > 240 ml/24 h
Ricorrente > 100 ml/24 h in 3-7 gg

Sospendi aspirina e FANS e penicilline

Awvio antibioticoterapia

Minore

Tranquillizzare e invitare ad assumere posizione del capo reclinata in avanti
Sospendere FTR e privilegiare tosse ed espettorazione spontanea respiratoria

Pensa e correggi turbe coagulazione (vitamina K im non ev)

Se anemizzazione, infusione di volume expander e invio al Centro

Striature di sangue nell’escreato o coaguli (si osserva comunemente)
Se persistente: sospendi aspirina e FANS
Awvio trattamento per esacerbazione respiratoria

Tabella XI

con cui si determina il diabete mellito
nella FC sia differente da quello implica-
to nel diabete di tipo 1 e 2, una volta che
si dimostri la necessita di una terapia in-
sulinica, il medico di base dovra gestirlo
esattamente come nei casi del diabete
di tipo 1 o 2 insulino-dipendente con il
quale ha molta consuetudine.

Due complicanze, tra le varie che
una malattia sistemica come la FC com-
porta, rappresentano spesso un motivo
di ricovero ai Centri, laddove potrebbe-
ro essere trattate a domicilio dal medi-
co di base: la sindrome dell’ostruzione
distale e I'emottisi.

La sindrome dell’ostruzione di-
stale o equivalente dell'ileo da meconio,
determinata dalla formazione di “tappi”
di materiale indigerito conglobati dal
muco denso caratteristico della malat-
tia, induce un quadro subocclusivo che,
in tempi in cui i pazienti con FC non
erano frequentemente sospettati, era
oggetto di intervento di laparotomia,
sempre evitabile.

I quadri che si determinano e il rela-
tivo trattamento secondo il grado di se-
verita sono sintetizzati in Tabella X. Nel-
le condizioni piu severe l'introduzione
del lavaggio intestinale con polietilengli-
cole (PEG)* ha comportato la risoluzio-
ne relativamente non invasiva (€ neces-
sario solo un sondino nasogastrico) del
problema.

L’emottisi, come qualunque evento
cruento, impressiona notevolmente le
famiglie e il paziente che, nei casi di
emottisi maggiore, ricorrono immedia-
tamente ai Centri. A parte rari casi che
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inducono anemizzazione, per i quali e
probabile si ricorra, in caso di recidiva
o intrattabilita, alla embolizzazione arte-
riosa, la maggior parte potrebbero esse-
re trattati a casa con la presenza rassi-
curante del proprio pediatra. In Tabella
XI sono mostrati i quadri clinici e gli in-
terventi possibili a domicilio®.

Non sembra appropriato parlare del-
la gestione della fase terminale o del
trapianto in un articolo che vuole esse-
re solo l'introduzione a un percorso di
presa in carico della malattia genetica a
decorso potenzialmente fatale della raz-
za caucasica da parte del PdB. Perché
questo avvenga, occorrono gli sforzi
congiunti di Societa e Associazioni
scientifico-culturali e, per interventi for-
mativi piu precoci, delle Scuole di spe-
cializzazione, che disegnino un percor-
so formativo per ottimizzare I'assistenza
nella FC.

Nello stesso tempo, pero, € necessa-
rio sottolineare che quanto richiedono i
pazienti con una malattia cronica & di-
verso da quanto spesso noi medici rite-
niamo di dover offrire in termini di com-
petenze tecniche. L'importanza di un ap-
proccio empatico, che sicuramente ¢ il
mezzo piu efficace di cura che noi medi-
ci abbiamo a disposizione® e consente
di prenderci carico dei problemi di salu-
te di una persona, prima ancora di di-
ventare “competenti” sulla malattia, e
ben sottolineato dagli stralci di un edito-
riale pubblicato sul numero speciale di
Lancet dedicato alle malattie croniche™:

“.. sebbene nelle facolta mediche si in-
segni a raccogliere una stovia completa,

—

3 La correlazione tra genotipo e fenofi-
po FC & ancora imprecisamente defini-
ta. Per identici genotipi si osserva spes-
so un differente decorso di malattia, at-
tribuibile a geni modificatori. Uno di
questi & identificato in varianti geneti-
che del TNF beta 1.

0 Lo spettro del fenotipo FC si & allar-
gato (atresia dei deferenti, pancreatite
cronica, sinusite cronica) in funzione del
numero sempre piv largo di mutazioni
riconosciute.

[ Lo screening neonatale comporta una
quota non indifferente di falsi negativi e
di falsi positivi; la diagnosi per scree-
ning comporta una migliore prognosi
solo per I'aspetto nutrizionale, ma un
piv alto rischio di colonizzazione pre-
coce da Pseudomonas, dovuta alla fre-
quenza nei Centri. Ne deriva 'opportu-
nitd di una decentralizzazione della
diagnosi e delle cure di una partecipa-
zione degli ospedali di rete e della pe-
diatria di base.

{0 Rappresentano momenti tipici di col-
laborazione possibile: la terapia delle
riaccensioni dell’infezione polmonare
(guidata dal Centro sulla base della col-
tura dell’escreato); il controllo dello sta-
to di nutrizione (BMI); I'intervento domi-
ciliare sulla nutrizione artificiale (sondi-
no naso-gastrico, agocannula); il tratta-
mento dell’ostruzione intestinale e del-
I'emottisi (secondo schemi ben definiti e
concordati).

gli aspetti sociali dell’anamnesi sono
spesso dimenticati.

... quando i pazienti scrivono della lo-
ro malattia, essi non focalizzano sulle
procedure mediche o sui dettagli della
malattia, ma su come questa influenzi la
loro vita e quella delle famiglie. Le perso-
ne con malattie croniche scrivono come
debbano combattere per affermare la loro
persona a prescindere dalla loro malat-
tia.

... dobbiamo esaltarci per quanto la
scienza e la medicina possono fare, ma
dobbiamo anche comprendere le priorita
di quelli che vivono con una malattia.”

Virginia Barbour & Sabine Kleinert

Indirizzo per corrispondenza:
Giuseppe Magazzu
e-mail: giuseppe.magazzu@unime.it
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Fibrosi cistica atipica

CARLO CASTELLANI

Centro Fibrosi Cistica, Azienda Ospedaliera, Verona

ATYPICAL CYSTIC FIBROSIS
(Medico e Bambino 2006,25:163-168)

Key words

Cystic fibrosis, CFTR gene, Atypical cystic fibrosis, CFIR related disease

Summary

In recent years the ability to detect cystic fibrosis (CF) mutations has greatly expanded the
clinical spectrum of the disease. In a rising number of patients an atypical, usually mild
phenotype is found; in others a single clinical feature predominates. A diagnosis of CF is
usually formulated following a positive sweat test, or the identification of disease-causing
gene mutations, or the in vivo demonstration of the typical abnormalities in ion transport
across the nasal or rectal epithelium. However, these same tests, although helpful, may
prove inconclusive in individuals with such an unusual clinical presentation. Very little infor-
mation is available about the possible long-term evolution of these non classical forms of

disease.

alvolta la diagnosi di fibrosi cistica

(FC) puo risultare molto complessa e
indaginosa. Cio avviene occasionalmente
nelle forme a piena espressione clinica, ma
abitualmente nelle forme cosiddette “atipi-
che” di malattia. Limiti dei test diagnostici
e scarsa chiarezza nella definizione delle
Jorme non classiche di malattia contribui-
scono al ritardo nella diagnosi, o anche al-
lobiettiva impossibilita a formularla.

LA FIBROSI CISTICA E CAMBIATA

Nel 1989, dopo una ricerca durata
anni, il gene responsabile della FC veni-
va identificato nel laboratorio di geneti-
ca molecolare del Sick Children Hospi-

—

tal di Toronto'. Oggi, a distanza di piu di
15 anni, la FC appare come una malattia
almeno in parte diversa da quella che
eravamo abituati a conoscere, e questo
per almeno due aspetti fondamentali.

Il primo, che pur non costituendo
una caratteristica esclusiva degli ultimi
anni € apparso tuttavia sempre piu evi-
dente nel decennio trascorso, € l'allun-
gamento dell’attesa di vita per i malati di
FC. Non a caso la sessione plenaria di
chiusura della ventottesima conferenza
dell’European Cystic Fibrosis Society,
nel 2005, era intitolata Cystic fibrosis is
now an adult disease, la fibrosi cistica
oggi € una malattia dell’adulto. Anche se
si tratta di un’affermazione provocatoria
e imprecisa, € innegabile che la centra-
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lizzazione delle cure in strutture specia-
listiche e T'evoluzione delle terapie, in-
clusa la disponibilita del trapianto di pol-
mone, hanno contribuito a un sostanzia-
le miglioramento della prognosi della
malattia’. Una delle ricadute di questo
fenomeno € costituita, soprattutto all’e-
stero, ma oggi sempre piu anche in Ita-
lia, da un’ulteriore frammentazione del-
le competenze: i Centri regionali per la
FC, creati ormai da parecchi anni in
adempimento alla legge 548 del
23/12/93, tendono oggi a scindersi in
due strutture separate, una dedicata al-
I'eta pediatrica, I'altra agli adulti, ognuna
con personale e competenze diversi.

L’altro grande cambiamento, conse-
guenza diretta della scoperta del gene, &
stato I'individuazione di forme cliniche
di FC che si discostano anche significa-
tivamente dalle manifestazioni classiche
di malattia polmonare suppurativa croni-
ca e di insufficienza pancreatica. Queste
forme, chiamate con molteplici nomi,
sono estremamente eterogenee e diffi-
cilmente inquadrabili nel contesto noso-
logico attuale.

LA FIBROSI CISTICA CLASSICA

La FC e la patologia autosomica re-
cessiva grave pit comune nella popola-
zione italiana. I malati censiti nel Regi-
stro italiano della malattia® & verosimile
non rappresentino il reale numero degli
affetti, poiché il potenziale diagnostico
della malattia & soggetto ad ampie varia-
bilita regionali. Viceversa, pare piu affi-
dabile fare riferimento a programmi di
screening neonatale che riportano un’in-
cidenza compresa tra 1/2730 e 1/3170%.

Da questi dati si puo desumere una
frequenza di portatori compresa tra
1/26 € 1/30.

Le manifestazioni cliniche della ma-
lattia fanno seguito alla presenza di se-
crezioni esocrine mucose dense, che
portano a malattia polmonare cronica
ostruttiva e ad aumento della concentra-
zione di sale nel sudore. Nella maggior
parte di casi sono presenti insufficienza
pancreatica esocrina con maldigestione
e deficit di crescita, e, nella quasi tota-
lita dei maschi affetti, azoospermia da
atresia bilaterale congenita dei dotti de-
ferenti (Tabella I).

Complicanze meno frequenti ma non
eccezionali sono I'epatopatia cronica e, a
partire dall’adolescenza, diabete e osteo-
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MANIFESTAZIONI CLINICHE DI FIBROSI CISTICA

I. Fortemente indicative della presenza di fibrosi cistica

1. Respiratorie
Burkolderia cepacia

2. Gastrointestinali
a. lleo da meconio

3. Altro

b. Assenza

a. Infezione respiratoria cronica da Pseudomonas aeruginosa mucoide o

b. Bronchiettasie bilaterali ai lobi superiori
c. Polipi nasali in etd pediatrica

b. Insufficienza pancreatica esocrina in etd pediatrica

a. Alcalosi iEoc|oremicc1 in assenza di vomito
ilaterale congenita dei dotti deferenti

Il. Indicative della presenza di fibrosi cistica, ma meno specifiche

1. Respiratorie

g. Pansinusite cronica
2. Gastrointestinali

b. Ipoproteinemia

e. Prolasso rettale
f. Cirrosi biliare
E. Ipertensione por'ro|e

i. Colangite sclerosante

. Pancreatite ricorrente
3. Altro
a. lppocratismo digitale

c. Diabete atipico

a. Infezione respiratoria cronica da Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter xylosoxic/)

b. Quagro radiologico con bronchiettasie, atelettasie, iperinflazione o
addensamenti persistenti

c. Emottisi con malattia polmonare (escluse TBC e vasculite)

d. Tosse cronica e/o produﬂiva

e. Aspergillosi broncopolmonare allergica

f. Polipi nasali in etd adulta

a. Deficit staturo-ponderale

c. Deficit di vitamine liposolubili
d. Ostruzione fecale del colon recidivante

Colelitiasi in et pediatrica in assenza di malattia emolitica

L. Insufficienza pancreatica esocrina in efd adulta

b. Osteopenia/osteoporosi sotto i 40 anni

lans o Haemophilus influenzae

algorithms. Thorax published online 29 Dec 2005.

Da: De Boeck K, Wilschanski M, Castellani C, et al. Cystic fibrosis: terminology and diagnostic

Tabella |

porosi. Le modalita di comparsa, I'entita
dei sintomi e il decorso sono estrema-
mente variabili. Alcuni malati possono
presentare precocemente gli aspetti pol-
monari della malattia (infezioni respira-
torie ricorrenti) e manifestazioni ga-
strointestinali quali ileo da meconio alla
nascita e sindrome da malassorbimento
secondaria a insufficienza pancreatica;
altri hanno sintomi respiratori modesti e
contenuti fino all’adolescenza (tosse sal-
tuaria, sinusite, poliposi nasale), con
quadro digestivo normale®.

—

Il gene responsabile della malattia si
trova sul braccio lungo del cromosoma
7, si estende per oltre 250 kilobasi, e
contiene 27 esoni. La proteina codifica-
ta, composta da 1480 aminoacidi, € chia-
mata Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR), ed &
principalmente coinvolta nel trasporto
transmembranario del cloro. Le muta-
zioni del gene CFTR sono molto nume-
rose: ne sono state individuate fino ad
oggi pit di 1400°. La loro frequenza rela-
tiva € quanto mai variabile in relazione
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all’area geografica. La piu frequente,
AF508, € piu concentrata nell’Europa
settentrionale, meno in quella meridio-
nale; alcune mutazioni risultano molto
pill rappresentate in particolari popola-
zioni, altre sono estremamente rare. In
Italia AF508 € comunque di gran lunga
la mutazione pill frequente (51%); essa e
altre 11 mutazioni caratterizzano il 73%
degli alleli affetti, con differenze di rilie-
vo tra regioni limitrofe e all'interno della
stessa regione®’.

La correlazione tra genotipo e fenoti-
po non é sufficientemente affidabile per
consentire giudizi prognostici su coinvol-
gimento respiratorio e sopravvivenza'.

LE FORME NON CLASSICHE
DI MALATTIA

Non tutte le variazioni di sequenza
codificante comportano la completa per-
dita di funzione della proteina e quindi
un quadro clinico compatibile con la
malattia classica. Al contrario, alcune
mutazioni consentono la produzione di
proteina almeno parzialmente funzio-
nante, o di proteina funzionante in ma-
niera adeguata, ma in quantita ridotta.
Infine, per un grande numero di varianti
nucleotidiche, non esistono dati moleco-
lari e clinici sufficienti a definirne I'even-
tuale ruolo patogenetico (Box I).

Il progressivo ampliamento del nu-
mero di mutazioni note e ricercate, in
particolare quelle associate a funzione
proteica parzialmente conservata, ha
consentito di identificare un numero
non trascurabile di forme atipiche, allar-
gando considerevolmente lo spettro cli-
nico della malattia. Tali forme sono
spesso caratterizzate da espressione cli-
nica respiratoria modesta, sufficienza
pancreatica e concentrazione di elettro-
liti sudorali normale o comunque non
francamente patologica.

Contemporaneamente e inaspettata-
mente, 1'utilizzo sperimentale dell’anali-
si genetica ha permesso di individuare
un significativo aumento dell'incidenza
di mutazioni CFTR rispetto a quanto at-
teso nella popolazione generale in sog-
getti con manifestazioni cliniche o bio-
chimiche isolate, che possono essere
parte del quadro clinico complessivo ne-
gli affetti da FC classica. Tre situazioni
emblematiche sono l'atresia congenita
dei dotti deferenti, le pancreatiti croni-
che e acute ricorrenti idiopatiche e le
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Box 1 - COMPLESSITA DEL GENE CFTR:
L’ESEMPIO DELL’ALLELE 5T

basi, costituite a

za variabile.

Un ruolo del tutto peculiare & rivestito da una variante polimorfica che si trova nel
cosiddetto tratto poliT dell’introne 8. In questo sito sono presenti sequenze ripetute di

ﬁernctivomente da 5, 7 o 9 molecole di timina, che condizionano
con la loro lunghezza I'efficacia del processo di splicing dell’introne. In presenza di
un tratto 9T viene prodotto mRNA completo nel 95% dei cromosomi; tale percentuale
scende rispettivamente al 50-90% e all’8-10% per le varianti 7T e 5T. Sia 7T che 9T
sono considerate varianti polimorfiche, 5T & considerata una mutazione a penetran-

A poca distanza dal tratto poliT, si trova una sequenza chiamata TG; anche in que-
sto sito sono presenti sequenze ripetute di basi, costituite alternativamente da 11, 12
o 13 molecole di timina e guanina. Gli alleli con TG lungo (12 0 13) e T breve sono
quelli che limitano maggiormente I'efficacia di splicing dell’introne 8.

Un individuo con le mutazioni AF508 su un dllele e 5T/11TG sull’altro & a basso (ma

non nullo) rischio di sviluppare una forma classica di FC; viceversa un individuo con
AF508 e 5T/13TG puod sviluppare una forma classica o non classica di malattia.

ipertripsinemie in neonati con test del
sudore negativo.

L’azoospermia da atresia congenita
dei dotti deferenti (CAVD) é respon-
sabile dell’1-2% delle infertilita maschili.
Pur essendo una caratteristica presso-
ché costante dei maschi affetti da FC,
questa forma di azoospermia, in assen-
za di manifestazioni cliniche extrageni-
tali, veniva in passato considerata un’en-
tita patologica autonoma. In effetti anali-
si genetiche approfondite hanno mo-
strato che mutazioni o alterazioni di se-
quenza del gene CFTR sono presenti in
entrambi i cromosomi nella maggioran-
za dei soggetti con CAVD, suggerendo
un’origine genetica comune'*,

Analogamente alla CAVD, l'ipotesi
che almeno alcune forme di pancreatiti
idiopatiche croniche o acute ricor-
renti siano correlate ad alterazioni del
gene CFTR ha origine dalla constatazio-
ne che episodi recidivanti di pancreatite
costituiscono un evento non raro in pa-
zienti con FC che abbiano conservato
un certo grado di sufficienza pancreati-
ca esocrina. Anche in questo ambito, lo
studio del gene CFTR ha portato a risul-
tati inattesi: in una percentuale di sog-
getti affetti da pancreatite cronica varia-
bile dal 12 al 37% sono presenti una o
due mutazioni®". Al contrario di quanto
avviene per l'atresia dei deferenti, la
maggioranza di tali pancreatiti non puo
essere imputata ad alterazioni della pro-
teina CFTR; tuttavia, per almeno una
parte di questi casi mutazioni CFTR po-
trebbero essere coinvolte, da sole o in
associazione ad altri fattori eziologici
quali alcol o litiasi biliare, nella patoge-

—

nesi dell'infiammazione pancreatica.
CAVD e pancreatiti nella gran parte
dei casi sono manifestazioni di malattia
dell’eta adulta, che hanno scarso rilievo
clinico in pediatria, ma che qui sono sta-
ti brevemente ricordati per evidenziare
il percorso seguito per giungere a indi-
viduare un collegamento tra alcune pa-
tologie monorgano e il gene della FC.
Esiste tuttavia una condizione che mo-
stra analoghe correlazioni col gene CF-
TR, e che é di pertinenza specificamen-
te pediatrica: i neonati ipertripsinemi-
ci individuati da screening neonatale.
Lo screening neonatale per FC si basa
su un sistema a piu livelli. Il primo con-
siste nel dosaggio in tutti i neonati del
tripsinogeno immunoreattivo (IRT). Nei
neonati con alti valori di IRT viene abi-
tualmente eseguita I'analisi molecolare,
basata su un pannello che comprende le
mutazioni pill rappresentate localmente.
La presenza di due mutazioni consente
di porre diagnosi di malattia; qualora se
ne individui una sola, il neonato viene ri-
chiamato e sottoposto a test del sudore
per una conferma o smentita diagnosti-
ca definitiva®. L'integrazione dell’analisi
di mutazioni nei protocolli di screening
neonatale permette un miglioramento
della sensibilita complessiva del siste-
ma, e tempi di diagnosi pilt contenuti,
ma ha come effetto collaterale I'indivi-
duazione di portatori (IRT positivo, una
mutazione, test del sudore negativo),
che avviene con frequenza superiore ri-
spetto all’atteso per le mutazioni testa-
te’®. Cio puo essere in parte spiegato
dalla stretta correlazione tra IRT e mu-
tazioni CFTR: i portatori hanno media-

165



155-173 FOCUSmarzo

4-04-2006 11:29

mente concentrazioni di tripsinogeno
superiori ai non portatori, in modo che
la probabilita per un neonato sano di es-
sere eterozigote aumenta proporzional-
mente con il crescere della concentra-
zione di IRT alla nascita’*. Alcuni di
questi neonati non sono pero semplice-
mente portatori, ma eterozigoti compo-
sti: hanno cioé ereditato dai genitori an-
che una seconda, piu rara mutazione, e,
pur negativi al test del sudore, la loro
ipertripsinogenemia € verosimilmente
legata a tali anomalie del gene CFTRY.

CAVD, pancreatiti idiopatiche e neo-
nati ipertripsinemici sono solo alcune
delle condizioni cliniche nelle quali si &
riscontrato un aumento della frequenza
di mutazioni CFTR. Risultati simili, an-
che se numericamente meno rilevanti,
sono stati ottenuti in soggetti con bron-
chiectasie”, rinosinusiti*, aspergillo-
si broncopolmonare allergica®, tutte
patologie spesso o occasionalmente pre-
senti anche nel quadro piu generale del-
la FC. Pare molto improbabile che il ge-
ne CFTR, spesso in eterozigosi, possa
da solo essere responsabile di tali pato-
logie; €, al contrario, ipotizzabile che
per almeno alcune di queste condizioni
il gene della FC possa avere un effetto
adiuvante.

IL PROBLEMA DELLA DIAGNOSI:
TECNICHE, NOSOLOGIA

Come definire queste condizioni? Si
tratta di FC, anche se a espressione cli-
nica parziale, o di condizioni diverse,
che, pur condividendo un meccanismo
eziopatogenetico che coinvolge il gene
CFTR, meritano una classificazione au-
tonoma?

Il problema é rilevante, perché una
diagnosi di FC ha importanti implicazio-
ni genetiche, prognostiche e sociali.

Per cercare di rispondere a questi in-
terrogativi € innanzitutto essenziale fare
chiarezza sui requisiti necessari a for-
mulare una diagnosi di FC. Questi si ba-
sano sulla presenza di manifestazioni
cliniche compatibili, e sulla positivita di
almeno uno dei tre test diagnostici: test
del sudore, analisi genetica, e misura-
zione della differenza di potenziale tran-
sepiteliale®.

Il test del sudore ¢ I'esame piu uti-
lizzato per la diagnosi: si basa sulla sti-
molazione della cute dell’avambraccio
con ionoforesi pilocarpinica, raccolta
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del sudore su carta da filtro o garza o
con capillare, e analisi chimica della
concentrazione di cloro. I valori di rife-
rimento sono: positivo > 60 mEq/1, ne-
gativo < 40 mEq/1, dubbio nella fascia
compresa tra i due valori. Nel lattante la
soglia di positivita risulta inferiore, ma
mancano in generale chiare indicazioni
sul variare dei valori di riferimento in
rapporto all’eta®. Il test € molto valido
quando usato per la diagnosi di una for-
ma classica di FC, ma la sua sensibilita
si riduce moltissimo nella forme non
classiche, dove spesso i valori del cloro
si trovano nella fascia dubbia o addirit-
tura negativa®.

In caso di impossibilita ad eseguire il
test del sudore, o quando questo risulti
di dubbia interpretazione, o anche ne-
gativo ma in presenza di un forte so-
spetto clinico, ¢ indicato eseguire un’a-
nalisi genetica per fibrosi cistica.
L’analisi genetica presenta, in relazione
al grande numero di mutazioni CFTR,
una sensibilita parziale, con notevoli va-
riazioni regionali. Se ipotizziamo per I'l-
talia una detection rate media del 75%
per un kit standard di mutazioni CFTR?,
entrambe le mutazioni possono essere
identificate, e quindi consentire la dia-
gnosi, solo in poco piu della meta degli
affetti; nel 37% dei casi verra individuato
un solo allele malato, addirittura nessu-
no in 6 affetti su 100.

In realta locali favorite da una distri-
buzione allelica pitt omogenea, e dove
si possa giungere con un’analisi geneti-
ca di I livello a una copertura del 90%,
nel 18% dei pazienti verrebbe comun-
que identificata una sola mutazione,
nessuna in un malato su 100.

Queste considerazioni sull’'uso dell’a-
nalisi genetica per la diagnosi di FC si
applicano alle forme classiche di malat-
tia. Nella forme non classiche le muta-
zioni sono spesso molto eterogenee, e
pertanto le analisi genetiche standard ri-
sultano ancora meno sensibili, non po-
tendo identificare mutazioni o varianti
polimorfiche spesso poco note o non an-
cora individuate. In questo contesto puo
rivelarsi utile un approfondimento con
sistemi di “scanning” del gene®. La sen-
sibilita di questi sistemi & migliore ri-
spetto all’analisi standard; tuttavia non
di rado il risultato ottenuto puo essere
di difficile interpretazione, in quanto si
possono individuare non solo mutazioni
causanti malattia, ma anche varianti fe-
notipicamente non patologiche (incapa-

—

cita di precisare se si tratti di una muta-
zione o di una variante normale).

Lo studio della differenza di poten-
ziale elettrico transepiteliale a livel-
lo delle mucose respiratorie o inte-
stinali valuta in vivo la funzione della
proteina CFTR tramite la misurazione
dello scambio ionico di membrana. Si
tratta di tecniche poco diffuse, che ri-
chiedono lo specifico addestramento di
personale in grado di interpretare la va-
riabilita intrinseca al test.

In particolare la misurazione a livello
della mucosa nasale richiede un buon li-
vello di collaborazione da parte del pa-
ziente, ed € quindi di non semplice ese-
cuzione nei bambini. Questo tipo di test
distingue adeguatamente gli individui
con fibrosi cistica classica, e puo talvolta
consentire di giungere a diagnosi in for-
me non classiche nelle quali il test del
sudore e l'analisi genetica non siano sta-
ti risolutivi. Tuttavia, anche queste misu-
razioni superspecialistiche possono non
essere in grado di risolvere il dubbio
diagnostico?.

Tutti e tre i test diagnostici sono
quindi generalmente efficaci nell’attri-
buire la diagnosi corretta in un bambi-
no con un quadro clinico classico di ma-
lattia, ma possono presentare limiti nel-
le forme non classiche, e rendere quin-
di molto difficile il loro inquadramento
diagnostico. D’altro canto, anche qualo-
ra uno o piu strumenti diagnostici sup-
portino la diagnosi, € lecito chiedersi
quanto, in presenza di espressione clini-
ca molto modesta o anche limitata a un
solo organo, sia appropriato etichettare
un bambino con una diagnosi di FC,
una malattia dalle connotazioni progno-
stiche gravi. Altre definizioni potrebbe-
ro essere pitl adeguate, e in questo sen-
S0 i tentativi sono stati numerosi, e mol-
te le proposte per nuove terminologie
(fibrosi cistica non classica, fibrosi cisti-
ca atipica, patologie correlate ad altera-
zioni del gene CFTR, pre-fibrosi cistica,
e altre ancora)®**, Di fatto, tuttavia, a
tutt’oggi manca ancora un consenso ge-
neralizzato sulla precisa definizione no-
sologica di tali forme, che nell'uso cor-
rente vengono raggruppate in una gran-
de, aspecifica categoria, denominata “fi-
brosi cistica atipica” o “fibrosi cistica
non classica”. Naturalmente, date le dif-
ficolta della diagnosi, ¢ indispensabile
che questa venga posta in una struttura
specializzata, come un Centro regionale
per la cura della FC (Tabella II).
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QUATTRO CASI DI FIBROSI CISTICA

MESSAGGI CHIAVE

Storia clinica

Obiettivita
altezza 75° centile

Accertamenti clinici

Test diagnostici

Femmina, 8 anni, tosse da 3 anni, broncorrea da 8 mesi
Ippocratismo digitale, rantoli crepitanti diffusi, peso 3° centile,

Rx torace: bronchiettasie; spirometria: FVC 94%, FEV1 78%
coltura escreato: Pseudomonas aeruginosa;,
elastasi fecale: 8 meg

Test sudore: Cl 102 mEq/|; analisi genetica: AF508/AF508

Accertamenti clinici

Test diagnostici

Diagnosi Fibrosi cistica con insufficienza pancreatica
Storia clinica Maschio, 5 anni, infezioni dlte e basse vie respiratorie ricorrenti
Obiettivita Polipi nasali

Rx torace: iperinflazione; spirometria: FVC 84%, FEV1 89%
coltura escreato: Staphylococcus aureus;
elastasi fecale: 600 mcg

Test sudore: Cl 113 mEq/|; andlisi genetica: G542X/R334W

Accertamenti clinici

Test diagnostici

Diagnosi

Diagnosi Fibrosi cistica con sufficienza pancreatica
Storia clinica Maschio, 15 anni, pansinusite, tosse produttiva
Obiettivita Polipi nasali

Rx torace: ispessimento pareti bronchiali; spirometria: FVC 98%,
FEV1 90%; coltura escreato: Pseudomonas aeruginosa (in una sola
accasione); elastasi fecale: 400 meg

Test sudore: Cl 38 mEq/I;
Analisi genetica: 3849+10 KbC>T/R117H
Potenziale nasale: borderline

Fibrosi cistica non classica

Storia clinica

Obiettivita
Accertamenti clinici

Negativa

Test diagnostici

Maschio, 2 anni, IRT elevato allo screening neonatale,
infezioni respiratorie ricorrenti

Rx torace: negativo; coltura escreato: Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae

Test sudore: Cl 40 mEq/|; analisi genetica: AF508del/5T

Diagnosi Fibrosi cistica non classica
Tabella I
COSA SAPPIAMO SUL DECORSO ni, non c’e stato finora abbastanza tem-
DELLE FORME NON CLASSICHE po per disegnare un quadro certo sulla

E molto difficile delineare un quadro
clinico generale e formulare una predi-
zione prognostica a lungo termine per le
forme non classiche di FC, in parte per
I'eterogeneita delle presentazioni clini-
che, ma anche per la scarsita dei dati
sull’evoluzione a lungo termine. La FC
classica costituisce per definizione una
patologia evolutiva, che tende cioe ad
aggravarsi negli anni, con modalita e
tempi anche molto diversi a seconda del
genotipo e dell’ambiente, includendo in
quest’ultimo anche la quantita e la qua-
lita delle cure. Le forme non classiche
potrebbero potenzialmente, su scala mi-
nore, manifestare una tendenza analoga,
ma, poiché sono note solo da pochi an-
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loro evoluzione a lungo termine. Pur
con questi limiti, appare comunque ra-
gionevole affermare che la prognosi e
verosimilmente molto migliore che nel-
la malattia pienamente espressa.

La comunicazione ai pazienti con for-
me non classiche di malattia e/o alle lo-
ro famiglie risente naturalmente della
poca conoscenza di questo tipo di pato-
logia. La “Commissione sulla consulen-
za genetica nelle forme atipiche” del
Gruppo Italiano Fibrosi Cistica ha forni-
to in questo senso alcune indicazioni,
valide anche al di fuori del setting di
consulenza. I concetti principali da co-
municare sono:

e non si tratta di fibrosi cistica classica;
¢ la terminologia “fibrosi cistica atipi-

—

[ Classicamente, la FC & contraddistin-
ta da malattia polmonare cronica
ostruttiva con broncorrea purulenta, in-
sufficienza pancreatica esocrina (ma al-
cuni pazienti conservano una residua
funzione pancreatica), e aumento della
concentrazione di sale nel sudore. Le
modalita di comparsa, I'entita dei sinto-
mi e il decorso sono variabili.

O Negli ultimi anni si sono identificate
forme non classiche, o atipiche, di FC,
spesso caratterizzate da espressione cli-
nica respiratoria modesta, sufficienza
pancreatica e concentrazione di eleftro-
liti sudorali normale o comunque non
francamente patologica.

@ La diagnosi, abitualmente semplice
da porre nelle forme classiche della ma-
lattia, pud essere molto complessa in
quelle atipiche.

3 Il test del sudore & il gold standard
per la diagnosi di malattia. Se il test del
sudore non & eseguibile o risolutivo,
un’analisi di mutazioni, ed eventual-
mente uno studio della differenza di po-
tenziale transepiteliale nasale possono
essere indicati.

@ L'evoluzione clinica delle forme non
classiche di FC & poco nota, ma la pro-
gnosi pare piv favorevole della malattia
pienamente espressa.

ca” € poco corretta, e utilizzata in as-
senza di chiare alternative;

e l'esperienza clinica € ancora limitata,
ma abitualmente le manifestazioni
sono di portata medio-lieve (poliposi
nasale, sinusite, azoospermia nei ma-
schi, pancreatite) o addirittura assen-
ti;

e la prognosi a lungo termine & poco
nota; € ragionevole ipotizzare un’evo-
lutivita modesta;

e la correlazione genotipo/fenotipo ¢
molto imprecisa (influenza di altri fat-
tori genetici e ambientali);

e l'impegno terapeutico € modesto o
assente.

E opportuno che venga offerta dispo-
nibilita a monitorare 'andamento clinico
con un programma di follow-up presso
un Centro per la cura della FC.

Indirizzo per corrispondenza:

Carlo Castellani
e-mail: carlo.castellani@azosp.vr.it
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Summary

Although to date symptomatic therapies for cystic fibrosis (CF) - based on the eradication/
confro]g of opportunistic infections and facilitation of mucus excretion - have rapidly and si-

nificantly increased patients survival, an aetiological therapy is still far from being availa-
gle. There are several ongoing studies with the aim of correcting the underlying defect of
the disease ranging from gene therapy to studies on molecules which will heff; the mutated
CFRT gene to correctly express its protein or to make it work better. Stem cell therapy is a
promising technique since it does not require the use of vectors, fundamental in ﬁene the-

rapy. Pharmacogenomics will help developing new drugs and identifying new e

dicators of these drugs.

L a fibrosi cistica (FC) € la malattia
con ereditarieta autosomica recessi-
va piu letale della popolazione bianca
caucasica e la sua incidenza e di 1:2500-
3500 neonati. La frequenza del portatore
¢ di 1:25. Benché gia nel 1949 Lowe et
al.! postularono che la FC fosse causata
da un difetto in un singolo gene (e quin-
di in una singola proteina) sulla base
della modalita di trasmissione, € stato
solo nel 1989 che Collins, Riordan e
Tsui hanno identificato il gene respon-
sabile della malattia, denominato CFTR
(proteina della fibrosi cistica regolatrice

—

icacy in-

del trasporto transmembrana)®. La pro-
teina CFTR € un canale del cloro espres-
so sulla superficie apicale di epiteli coin-
volti in attivita di secrezione e/o riassor-
bimento di ioni e acqua a livello di molti
organi, tra i quali polmoni, pancreas e
ghiandole sudoripare.

La malattia polmonare rappresenta la
principale causa di morbilita e mortalita
dei pazienti con FC. Oggi si conoscono
le fasi del processo fisiopatologico che
dalle mutazioni nel gene CFTR portano
alle manifestazioni polmonari (Figura
1). Gli interventi terapeutici possono es-
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Trasporto ionico
alterato Infezione & Danno d'organo
Gene CFTR Proteina CFTR Secrezione Infiammazione Insufficienza
mutato alterata di muco anomala Danno tessutale respiratoria

Terapia genica “Correzione” Trasporto ionico
della proteina normale
anomala “Potenziamento”

La mutazione (pannello 1) determina la sintesi di una proteina anomala per quanto riguarda la sua conformazione (pannello 2), la
vale viene degradata all’interno della cellula per piv del 90%. La mancanza di una proteina funzionale sulla superficie apicale
gell’epitelio respiratorio comporta una diminuita secrezione di cloro accoppiata a un incremento dell’assorbimento di sodio, con
conseguente maggiore riassorbimento di acqua (pannello 3). Il muco che sovrasta |'epitelio, deputato alla sua lubrificazione e
all’allontanamento di particelle estranee e microrganismi mediante |'escalator muco-ciliare, diventa spesso disidratato. Si crea cosi
un microambiente favorevole alla colonizzazione e conseguente infezione delle vie aeree da parte di patogeni opportunisti, quali
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (pannello 4). Il richiamo di polimorfonucleati neutrofili
}PMN) nel lume delle vie respiratorie non produce una rimozione degli agenti patogeni (un fenomeno noto come “fagocitosi
rustata”), ma la continua stimolazione dei PMN e rilascio di mediatori dell'infiammazione ed enzimi proteolitici, i quali sono
responsabili del danno epiteliale e della parete bronchiale/bronchiolare. Infine, si ha il quadro della malattia polmonare cronica,
carafterizzata da bronchiti ricorrenti e bronchiectasie (dilatazione dei bronchi) e che pud esitare in insufficienza respiratoria

L

Antibioticoterapia
Anti-infiammatori

Trapianto

Figura 1. Fisiopatologia della malattia polmonare FC e interventi terapeutici.

sere diversificati a seconda dello stadio
della malattia e, ad oggi, sono di tipo
sintomatico, cioé interessano le ultime
due fasi (Figura 1). In corso di infezioni,
I'antibioticoterapia con diversi schemi e
vie di somministrazione dei farmaci € la
terapia elettiva, coadiuvata dalla fisiote-
rapia attiva e passiva al fine di espellere
dalle vie respiratorie le secrezioni muco-
se ispessite. Nella fase di insufficienza
respiratoria, 'unico presidio terapeutico
valido é il trapianto polmonare. Per
quanto riguarda le prime tre fasi, sono
in corso studi indirizzati a una terapia
mirata al difetto di base: nella fase 1, la
correzione del gene mutato mediante
I'introduzione di una copia del gene
“selvaggio” (terapia genica); nella fase
2, 1a “correzione” del difetto del ripiega-
mento errato della proteina conseguen-
te alla mutazione genica; nella fase 3, il
“potenziamento” della secrezione di ioni
e di acqua, anormale in conseguenza
dell’alterata funzionalita della CFTR.
Sono note pit di 1000 mutazioni del
gene, le quali sono state classificate re-
centemente in sei classi® (Figura 2),
mentre la terapia genica potrebbe essere
usata in ogni classe di mutazione, la tera-
pia farmacologica mirata a correggere i
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difetti della proteina deve essere neces-
sariamente specifica per ogni classe.

Non ci sofferemeremo su tutti i nuovi
tipi di terapia sperimentale della FC!,ma
soltanto sui nuovi sviluppi della terapia
(genica ma anche farmacologica), mira-
ta a intervenire direttamente sul difetto
di base.

Nel presente articolo indicheremo
quindi le linee di nuovi sviluppi nella te-
rapia genica e farmacologica mirata a
correggere il difetto di base (fasi1,2¢e 3
della Figura I). In aggiunta, discutere-
mo I'apporto che la farmacogenomica
puo dare allo sviluppo di nuovi farmaci
per la FC e alla individuazione di nuovi
indicatori dell’efficacia terapeutica di tali
farmaci.

PROBLEMI DELLA TERAPIA GENICA
E NUOVI APPROCCI

A partire dal 1990 e fino ad oggi sono
stati portati a termine 33 protocolli clini-
ci di fase I e II su pazienti con FC, mirati
a valutare la sicurezza e l'efficacia di
nuovi vettori di terapia genica. Tutti
questi studi hanno messo in evidenza la
possibilita di trasferire il gene sano CF-

—

TR nelle cellule respiratorie, ma con
una limitata correzione del difetto di tra-
sporto di ioni e acqua. Questi risultati
sono stati ottenuti indipendemente dal-
T'uso di vettori virali (adenovirus) o non
virali (liposomi), a causa della presenza
del muco ispessito e disidratato che si
oppone come una formidabile barriera
all'ingresso del gene sano nelle cellule.
Anche se i vettori di terapia genica aves-
sero la capacita di superare tale barrie-
ra, ne dovrebbero fronteggiare un’altra:
la mancanza di molecole che si legano
avidamente ad essi e ne permettono il
trasporto all'interno della cellula (chia-
mate “recettori”) (Figura 3).

Il muco ¢ formato da una rete di gli-
coproteine con pori di dimensioni pit
piccole dei vettori attualmente in uso. Al
fine di superare la barriera “mucosa”, i
ricercatori dell’'Universita di Cleveland
(USA) hanno messo a punto un nuovo
sistema non virale che permette di otte-
nere vettori piu piccoli dei pori della re-
te di glicoproteine (delle dimensioni di
nanometri, ovvero di un miliardesimo di
metro). La somministrazione di tali vet-
tori (chiamati “coniugati molecolari” o
“nanoparticelle”) nel naso di 12 pazienti
si & dimostrata non dannosa (cioé non
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Figura 2. Le mutazioni del gene CFTR appartengono a sei classi.
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—

ha indotto la comparsa di effetti collate-
rali apprezzabili) e ha determinato la
correzione pill 0 meno parziale del difet-
to di base in 8 pazienti’.

Gli studi futuri valuteranno la som-
ministrazione mediante nebulizzazione
nei polmoni dei pazienti. Infatti, lo stu-
dio poc’anzi descritto ¢ stato effettuato
sul naso, il quale rappresenta si un or-
gano “bersaglio” ma relativamente me-
no importante rispetto ai polmoni: € qui
che il muco ispessito si forma maggior-
mente. Nel 2004 ¢ stato pubblicato un
altro studio clinico che ha valutato la si-
curezza e l'efficacia di un vettore virale
(virus adeno-associato, AAV) sommini-
strato ai polmoni per via aerosolica. Il
vettore AAV presenta una caratteristica
peculiare: a differenza dei vettori non
virali, puo integrarsi nei geni dell’ospite
e quindi non dovrebbe essere “perso”
durante le varie divisioni cellulari. Nel
caso pero di AAV modificati ai fini della
terapia genica questa proprieta viene in
parte persa. In questo studio multicen-
trico (che ha coinvolto otto Centri FC
americani) di fase II, il vettore AAV ¢
stato somministrato per tre volte con un
intervallo di 30 giorni tra le dosi. E stato
osservato che la somministrazione del
vettore AAV e priva di effetti collaterali
e determina un miglioramento a medio
termine delle funzioni polmonari e del-
I'inflammazione locale®.

In futuro si dovranno studiare me-
glio le risposte immunitarie scatenate
dal vettore AAV e se queste impediran-
no un miglioramento a lungo termine
delle funzioni polmonari. Nuovi studi
sono comunque indirizzati a scoprire
nuovi vettori virali che possano supera-
re la barriera “mucosa” e che sfruttino
altre molecole recettoriali presenti sulla
superficie apicale delle cellule respira-
torie’.

LE CELLULE STAMINALI: POSSIBILE USO
NELLA FIBROSI CISTICA?

Un altro limite della terapia genica e
rappresentato dalla durata dell’espres-
sione della CFTR nelle vie aeree dei pa-
zienti con FC non piu a lungo di 1-2 set-
timane, a causa di promotori virali
“spenti” dall'inflammazione indotta dai
vettori stessi e al fatto che non esiste ad
oggi un vettore specifico per le cellule
staminali respiratorie. Questo problema
¢ ulteriormente complicato dalla man-

Medico e Bambino 3/2006
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L'epitelio delle vie respiratorie & composto da cellule ciliate (C), cellule
producenti muco (M) e da cellule basali (B). Il trasferimento del gene CFTR dalla
via luminale incontra per prima la barriera del muco secreto. Tra una cellula e
I'altra sono presenti le cosiddette “giunzioni serrate”, le quali restringono
I'accesso alla membrana basolaterale dove sono presenti i “recettori” per i
vettori di terapia genica (inserto ingrandito a fianco).

muco

giunzione serrata

/

4

recettori

Figura 3. Tipi cellulari che compongono Uepitelio delle vie aeree e barriere alla terapia genica.

canza di conoscenza di quale sia il com-
partimento staminale dell’epitelio respi-
ratorio, anche se € noto che cellule pre-
cursori multipotenti contribuiscono a ri-
popolare un epitelio respiratorio dan-
neggiato in seguito ad esposizione ad
agenti tossici dei vari distretti delle vie
aeree®.

In alternativa al trasferimento genico
in una popolazione staminale residente,
si potrebbe indurre una cellula stamina-
le a migrare in un epitelio rigenerante,
a condizione che siano secreti fattori
specifici e che tali cellule si differenzino
in modo adeguato. Per definizione, una
cellula staminale € capace di rinnovare
se stessa a ogni divisione cellulare e di
dar luogo a una progenie differenziata.
11 midollo osseo é ricco di cellule stami-
nali “pluripotenti” che si possono divi-
dere in due categorie: cellule staminali
ematopoietiche (CSE), che producono
tutte le linee cellulari del sangue (glo-
buli rossi, globuli bianchi, piastrine), e
cellule mesenchimali che provvedono
alla secrezione di nutrienti (fattori di
crescita) e formano lo stroma dove al-
bergano le CSE.

E stato dimostrato, in modelli muri-
ni, che CSE e cellule mesenchimali so-
no in grado di migrare in vari organi e
trans-differenziare in cellule epiteliali. 11
trapianto di midollo osseo totale o di
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una popolazione arricchita in CSE in
animali ospiti irradiati ha permesso di
evidenziare la differenziazione di tali
cellule in epiteli del fegato, intestino,
cute e polmone®?. Gli esperimenti in vi-
vo finora condotti hanno pero eviden-
ziato che la capacita di CSE di trans-dif-
ferenziare in cellule epiteliali respirato-
rie € limitata, ovvero solo una bassa
percentuale di cellule mostravano I'e-
spressione di citocheratine tipica delle
cellule epiteliali (fino allo 0,6%)", e que-
sto potrebbe non essere sufficiente per
ottenere un effetto terapeutico.

Nel 2005 sono stati pubblicati due
studi che suggeriscono le possibilita
dell’'uso di cellule staminali ottenute da
midollo osseo nella FC. In uno studio
condotto in vitro € stato dimostrato che
cellule mesenchimali ottenute da midol-
lo osseo umano possiedono la capacita
di differenziarsi in cellule epiteliali re-
spiratorie quando coltivate insieme a
cellule bronchiali®. Le stesse cellule so-
no state ottenute da midollo osseo di
pazienti con FC, corrette con un retrovi-
rus che codifica per la proteina CFTR, e
coltivate con cellule bronchiali FC, otte-
nendo la normalizzazione del trasporto
del cloro CFTR-dipendente. In uno stu-
dio in vivo e stato invece effettuato un
trapianto di midollo osseo totale o di
cellule mesenchimali da topi sani in to-

—

pi con FC®. Mediante fini analisi isto-
chimiche ¢ stato dimostrato che alcune
cellule del polmone (pari allo 0,025% del
totale) esprimevano sia i marcatori del-
le cellule staminali che quelli delle cel-
lule epiteliali. Una percentuale ancora
pit bassa (0,01%) esprimeva la proteina
CFTR sana.

Tutti questi studi evidenziano che le
cellule staminali di midollo osseo han-
no una limitata capacita di diventare
cellule epiteliali respiratorie. Per au-
mentare 'efficienza di questi eventi in
modo che possano diventare rilevanti
per un approccio di terapia cellulare
della FC, sono necessari ulteriori studi
al fine di comprendere meglio i mecca-
nismi molecolari e cellulari alla base del
reclutamento delle cellule staminali e la
loro conversione in cellule epiteliali re-
spiratorie. Infine, invece di cellule sta-
minali adulte, potrebbero essere prese
in considerazione cellule staminali che
compaiono prima nello sviluppo.

Le cellule staminali embrionali com-
paiono gia allo stadio di blastocisti del-
I'embrione e sono totipotenti, cioé dan-
no luogo a cellule che poi formeranno
tutti i tessuti. E stato recentemente pub-
blicato che cellule staminali embrionali
murine possono differenziare in un epi-
telio respiratorio, completamente assi-
milabile a uno pseudostratificato pre-
sente in vivo.

TERAPIA FARMACOLOGICA MIRATA
A CORREGGERE IL DIFETTO DI BASE

Gli approcci utilizzabili per identifca-
re nuovi farmaci per una malattia sono
essenzialmente tre:

1) sfruttare le proprieta di composti gia
noti;

2) screening ad alta capacita;

3) strategie basate sulla conoscenza
della struttura.

Seguendo il primo approccio, nel
2004 ¢é stato pubblicato uno studio che
dimostrava l'effetto di un derivato della
pianta Curcuma longa sul difetto di ba-
se in modelli animali con la mutazione
AF508%. La curcumina, ingrediente del
curry e quindi largamente utilizzata, e
un composto non tossico, che puo esse-
re somministrato in modo sicuro all'uo-
mo. La maturazione della proteina CF-
TR avviene a livello del reticolo endo-
plasmatico (RE) ed & “servita” da altre
proteine con l'intermediazione di ioni
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li, che cioé codificano per proteine.

rispetto a quella in condizioni basali.

Genoma: la completa sequenza genica. Le basi azotate che la compongono sono
juaﬁro (adenina, timina, citosina, guanina). Il DNA umano & disposto su 23 coppie
i cromosomi e contiene circa tre miliardi di basi. Sono circa 30.000 i geni struttura-

Trascrittoma: il set completo di RNA trascritti dal genoma in una determinata cellula
o in un determinato fessuto a un dato momento.

Proteoma: il set completo di proteine codificate dal genoma in una deferminata cel-
lula 0 in un determinato tessuto a un dato momento.

“Microchip” o “microarray”: supporto di nylon o di vetro delle dimensioni di alcuni
millimetri, su cui sono deposti migliaia di geni in file ordinate. L'applicazione di RNA
trascritti e opportunamente modificati, offenuti da una cellula o tessuto sia in condi-
zioni basali che in seguito a stimolazione con una sostanza o un farmaco, permette
di identificare per sottrazione quali geni sono “spenti” o “accesi” nella cellula trattata

calcio. La proteina mutata AF508 viene
bloccata nel RE da queste interazioni
anomale. La curcumina é stata presa in
considerazione in quanto analoga a un
altro composto, la tapsigargina, un ini-
bitore della pompa del calcio del retico-
lo endoplasmatico e che quindi impedi-
sce il legame tra AF508 e le proteine
del RE. In studi preliminari la sommini-
strazione orale di curcumina a topi
AF508 in dosi confrontabili con quelle
ben tollerate dall'uomo ha indotto una
normalizzazione del difetto di base a li-
vello nasale e una netta riduzione della
mortalita per ostruzione intestinale.

Tuttavia studi che hanno utilizzato
diversi modelli sperimentali, sia in vivo
che in vitro, non hanno potuto confer-
mare questi risultati’®. Sembra che il
“background” genetico influenzi molto
lattivita della curcumina e che quindi
altri fattori, codificati da altri geni, pos-
sano influire sul suo effetto nei topi con
FC. Sono quindi necessari altri studi
per dimostrare la sua reale attivita bio-
logica, con la ulteriore ricaduta di poter
portare a “scoprire” molecole analoghe
con maggiore potenza e specificita.

Lo screening ad alta capacita non
parte da farmaci o composti gia in uso
nell'uomo o di cui si conoscano gli effet-
ti ma, mediante un sistema robotizzato,
identifica nuovi composti con I'attivita
biologica desiderata. In questo caso,
migliaia di composti chimici vengono
saggiati in un test cellulare che dimo-
stra la loro attivita come “correttori” o
come “potenziatori”.

Recentemente, il gruppo di ricerca
di Alan Verkman presso la Universita di
San Francisco ha identificato sei classi
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di “potenziatori” e quattro classi di “cor-
rettori” della proteina AF508 mediante
lo screening di 150.000 composti. Que-
ste molecole agiscono a concentrazioni
molto basse, sono molto selettive in
quanto non agiscono su altre mutazioni
simili alla AF508 e sono piu potenti di
composti gia noti per la loro attivita'.
Prima pero che questi composti possa-
no essere considerati farmaci da usare
nei pazienti con FC devono essere sag-
giati in vivo per la loro efficacia, essere
valutati per la loro tossicita, biodistribu-
zione nei vari organi, farmacodinamica
e farmacocinetica (il tempo di persi-
stenza nell’organismo e come vengono
eliminati). Questo avviene di solito pri-
ma in modelli murini e in seguito in vo-
lontari umani.

Un altro approccio consiste nella
identificazione molecolare della struttu-
ra della proteina CFTR nelle sue versio-
ni normale e mutate. Tale conoscenza
permetterebbe di studiare dei composti
ad hoc che si legano in maniera specifi-
ca alle diverse regioni della proteina. E
di recente pubblicazione uno studio che
ha prodotto dei cristalli di una regione
della CFTR, quello che pu6 presentare
la mutazione AF508. I ricercatori hanno
scoperto che la conformazione moleco-
lare della regione con la mutazione pre-
sentava un difetto di interazione mole-
colare rispetto al cristallo del dominio
“normale”®. Sebbene questo studio ab-
bia bisogno di ulteriori conferme speri-
mentali, esso preconizza la possibilita
di usare “correttori” per aumentare l'in-
terazione tra domini come modalita far-
macologica per correggere il difetto
della proteina mutata AF508.

—

MESSAGGI CHIAVE

3 33 protocolli clinici di fase | e Il nei
pazienti con FC sono stati mirati per va-
lutare la sicurezza e I'efficacia di nuovi
vettori di terapia genica. Il gene sano
CFTR pud essere trasferito nelle cellule
del tratto respiratorio mediante vettori
virali (adenovirus) e molecolari (liposo-
mi), ma con effetti limitati sul trasporto
di ioni e acqua.

0 In base a quanto sinora sperimentato
le cellule staminali ottenibili dal midollo
osseo dimostrano una capacita di tra-
sformarsi in cellule epiteliali, quantitati-
vamente insufficienti a oftenere un van-
taggio clinico rilevante.

2 E in teoria possibile utilizzare farmaci
non tanto per modificare il substrato ge-
nico della malattia, quanto per modifi-
carne gli effetti sul fenotipo. Una speri-
mentazione effettuata con curcumina a
topi AF508 ha avuto per questa via ri-
sultati soddisfacenti che pers non sono
ancora stati riprodotti nell'uomo.

0 Lo screening ad alta capacitd, un si-
stema robotizzato che permette di indi-
viduare nuovi composti in grado di le-
garsi a siti precisi, correggendone o po-
tenziandone |'effetto, ha permesso di
identificare sei classi di potenziatori e
otto di correttori del difetto della protei-
na AF508. Questa via & molto promet-
tente, ma ha bisogno di tempi lunghi
per una sperimentazione sull’'vomo.

FARMACOGENOMICA
DELLA FIBROSI CISTICA

La farmacogenomica descrive 1'uso
della genomica al servizio della scoperta
di nuovi farmaci. Tra i suoi scopi vi sono
quello di valutare la risposta dell’organi-
smo al farmaco e quello di individuare i
composi o i farmaci per specifiche pato-
logie e, nell’ambito di una patologia, spe-
cifici per singole mutazioni e quindi sin-
goli individui. Identificare i composti o i
farmaci che agiscono in maniera specifi-
ca sulle proteine CFTR mutate e appar-
tenenti alle varie classi di mutazioni
identifica quindi il campo di azione della
farmacogenomica applicata alla FC. A tal
fine riferiamo il lettore a una revisione
della letteratura pubblicata recentemen-
te®. In questa sede vorremmo indicare
che usi futuri potranno essere fatti delle
tecnologie in uso correntemente nella
farmacogenomica.
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Come esempio discuteremo della
possibilita di utilizzare queste tecnolo-
gie per identificare nuovi “bersagli” te-
rapeutici nella malattia polmonare FC.
L’'uso di “microchip” o “microarray”
(Box 1) permette di analizzare lo stato
dei geni espressi dalla cellula (“trascrit-
toma”) in particolari condizioni speri-
mentali. L’analisi contemporanea di mi-
gliaia di geni permette di stabilire lo
stato metabolico della cellula in un dato
momento o dopo stimolazione con com-
posti o farmaci in studio.

I glicosidi cardiaci sono usati in clini-
ca per aumentare la contrattilita del
cuore in determinate condizioni di in-
sufficienza cardiaca. Essi assomigliano
per struttura agli aminoglicosidi (come
la gentamicina, un noto agente antibat-
terico) e sono stati pertanto saggiati in
cellule AF508 per dimostrare se essi
possono diminuire la secrezione di in-
terleuchina IL-8, una molecola pro-in-
fiammtoria coinvolta nel reclutamento
di granulociti neutrofili nei polmoni dei
pazienti con FC®. Alcuni glicosidi car-
diaci (e in particolare la digitossina) in
effetti determinano una diminuzione so-
stanziale nella produzione di IL-8.

Inoltre, studi basati sui “microchip”
hanno stabilito anche su quale meccani-
smo intracellulare i glicosidi agiscono
per diminuire la produzione di IL-8.
Questi studi hanno permesso di identi-
ficare non solo una nuova classe di far-
maci potenzialmente utili per la terapia
della FC ma anche di scoprire a livello
molecolare un nuovo “bersaglio” per le
terapie farmacologiche della FC.
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Niente ha valore, se la vita di un uvomo non ne ha.

Una formica si arrampica su un piano verticale e liscio; fatti alcuni centimetri
cade, si arrampica di nuovo, e di nuovo cade... Il bambino che la guarda si
divertira a guardarla per qualche minuto, poi non potra piv sopportarlo,
metterd la formica su un filo d’erba e la sollevera al di sopra di quella salita

verticale.

La barbarie va considerata come un aspetto permanente e universale
della natura umana, che si sviluppa secondo lo spazio che le circostanze

le consentono.

Se non a prezzo di uno sforzo di generositd raro come il genio

si & sempre barbari verso i deboli.

Non c’é che una scelta: o si vede nell’universo un principio in azione,
accanto alla forza, ma diverso dalla forza, o bisogna riconoscere la forza
come la padrona unica e sovrana, anche dei rapporti umani.

Ma la giustizia é reale, al centro del cuore umano.

E il cuore umano é una realtd in mezzo dlle realta di questo universo,

né piv né meno che la traiettoria di un astro.
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