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Resum

L’artritis reumatoide (AR) és una malaltia autoimmunitaria prevalent que es caracteritza
per I’afectacié inflamatoria articular cronica que pot portar a danys articulars irreversibles i
disfunci6. En les tltimes decades el seu tractament i evoluci6 han canviat drasticament amb
la irrupci6 de les terapies avangades. Tot i aixi, encara no existeixen biomarcadors aplicats en
practica clinica que permetin oferir una terapia personalitzada. La farmacogenética en I’AR ¢és
un camp prometedor explorat principalment en 1’estudi de farmacs modificadors de la malaltia
convencionals (FAMMCc) o biologics (FAMMb) de la familia anti-TNF, perd menys estudiada

en els farmacs antagonistes del receptor d’interleucina-6 (anti-IL-6R).

En la present tesi es planteja la hipotesi que variacions genetiques en el gen del receptor de
la interleucina-6 (IL6R) poden influir en la resposta al tractament o ’aparicid de toxicitat en

pacients amb AR tractats amb farmacs anti-IL-6R.

Per a provar-ho, s’han dut a terme estudis retrospectius amb cohorts de pacients tractats amb
dos farmacs anti-IL-6R: tocilizumab (TCZ) i sarilumab. Es van analitzar sis polimorfismes d’un
sol nucleotid (SNP, en angles: Single Nucleotide Polymorphism) del gen IL6R 1 es van realitzar
associacions estadistiques amb variables de resposta al tractament i d’aparici6 d’efectes adversos
(EA).

Les principals troballes mostren que el SNP rs4845625 s’associa a diferéncies clinicament
significatives en variables de resposta al tractament en la cohort de pacients tractats amb TCZ
i sarilumab. Les variants genctiques rs4329505 i rs11265618 mostren associacié amb canvis
de resposta al tractament unicament en la cohort de sarilumab. Tot i que la majoria de SNPs
estudiats (rs2228145, rs4329505, rs11265618, rs4537545 1 rs4845625) mostren alguna associacid

amb ’aparici6 dels EA estudiats, aquests no es tradueixen en EA clinicament significatius.

Considerant el conjunt de troballes, el seu analisi i la discussio dels resultats amb la bibliografia
actual, es proposa rs4845625 com un potencial biomarcador farmacogenctic per a predir la

resposta al tractament amb farmacs anti-IL-6R en pacients amb AR.



Summary

Rheumatoid arthritis (RA) is a prevalent autoimmune disease characterized by chronic
inflammatory joint involvement that can lead to irreversible joint damage and dysfunction.
In recent decades, its treatment and evolution have drastically changed with the emergence
of advanced therapies. However, there are still no clinically useful biomarkers that allow for
personalized therapy. Pharmacogenetics in RA is a promising field primarily explored in the
study of conventional disease-modifying drugs (DMARDs) or biological DMARDs of the anti-
TNF family but less studied in interleukin-6 inhibitors (anti-IL-6R).

This thesis proposes the hypothesis that genetic variations in the interleukin-6 receptor gene
(IL6R) may influence treatment response or the occurrence of toxicity in RA patients treated
with anti-IL-6R drugs.

To test this, retrospective studies were conducted with cohorts of patients treated with two
anti-IL-6R: tocilizumab (TCZ) and sarilumab. The study of 6 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of IL6R were carried out, and statistical associations with treatment response variables

and adverse effects (AEs) were performed.

The main findings show that the SNP rs4845625 is associated with clinically significant
differences in treatment response variables in the cohort of patients treated with TCZ and
sarilumab. The genetic variants rs4329505 and rs11265618 show an association with treatment
response changes only in the sarilumab cohort. Although most of the studied SNPs (rs2228145,
rs4329505, rs11265618, rs4537545, and rs4845625) show some association with the occurrence
of the studied AEs, these do not translate into clinically significant AEs.

Considering the set of findings, their analysis, and the discussion of the results with the current
literature, rs4845625 is proposed as a potential pharmacogenetic biomarker to predict treatment
response to anti-IL-6R drugs in RA patients.
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1.1. Artritis reumatoide

L’AR és una malaltia autoimmune inflamatoria que afecta predominantment articulacions
mitjancant la inflamacié de la membrana sinovial, perd que és considerada una malaltia
sistémica ja que presenta importants manifestacions extra-articulars i comorbiditats associades
(1,2). Clinicament, cursa com una poliartritis cronica amb especial afinitat per les articulacions
diartrodials i un patr6 de presentacid tipicament simétric 1 additiu. La inflamacio articular
persistent pot portar a I’erosio i disfuncio articular, mentre que la inflamaci6 sistémica i les
comorbiditats comporten una disminuci6 de 1’esperanga de vida dels pacients afectes. L’estudi
de les vies inflamatories i els seus mediadors ha estat clau per comprendre millor la fisiopatologia
de la malaltia i el desenvolupament de nous farmacs antireumatics modificadors de la malaltia
(FAMM) que permeten estratégies terapeutiques que han suposat un millor pronodstic de ’AR

en els ultims 20 anys (3-9).

1.1.1.Epidemiologia

L’AR és la malaltia inflamatoria autoimmune més freqiient a nivell mundial, amb una prevalenca
mundial estimada entre €l 0,2 1 1% (10). Per altra banda, la incidéncia, basant-se en els criteris
diagnostics del American College of Rheumatology (ACR), s’ha reportat en 25 casos per 100000
habitants. Cal destacar que s’ha documentat un gradient altitudinal, amb incidéncies majors a
Nord-Ameérica (38/100000) i paisos del nord d’Europa (29/100000) que als del sud d’Europa
(16.5/100000) (11).

A nivell nacional, I’estimacié més recent de la prevalenga de I’AR en adults és de 2016, amb
una prevalencga reportada del 0,82% (95% IC, 0.59-1.15). El pic d’incidéncia es troba entre els

501 60 anys i afecta més freqiientment a dones, amb una ra6 de 3:1 (12).

1.1.2. Etiologia: factors geneétics i ambientals

L’AR ¢és una malaltia multifactorial, d’etiologia molt complexa producte de la interacci6
entre una base poligénica i factors ambientals, no del tot coneguts, que poden actuar com a
desencadenants d’una alteraci6 de la resposta immunitaria amb peérdua d’auto-tolerancia que

acaba desembocant en I’inici de la malaltia (13).

Factors genétics

L’AR presenta un fort substrat genétic tal i com s’observa en els estudis amb bessons, que
mostren una taxa de concordanca del 15% en bessons monozigotics i amb una heretabilitat que
es situa en el 60% aproximadament (14, 15). De la mateixa manera que aquestes dades suporten
el fort component genétic de la malaltia, ens indica que hi ha importants factors no genétics que

determinen també ’aparicio de la malaltia.

Introduccio
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Amb estudis de Genome Wide Association Studies (GWAS), s’han identificat més de 100 loci
genomics relacionats amb el risc de desenvolupar AR. Entre els principals es troben els diversos
al-lels de Human Leukocyte Antigens (HLA) classe 11 1 varis gens no-HLA com STAT4, PTPN22,
CTLA4, TRAF1, FCRL3, TNFIP3, TNF-alfa i IL6R. Tot i que moltes d’aquestes variants només
tenen un petit efecte en la susceptibilitat, s’han descrit efectes additius i interaccions amb factors
ambientals (16). La influéncia genética més important ve determinada pels gens que es troben
en la regio del HLA de classe II, en especial al locus HLA-DRBI i els seus al-lels DR4 i DR1.
Diverses d’aquestes molécules HLA-DRB1 comparteixen una seqiiéncia d’aminoacids comuna
que s’ha associat al risc de desenvolupar AR i s’anomena “epitop compartit”. La preséncia
d’aquests gens s’associen amb la susceptibilitat a desenvolupar AR aixi com amb la seva
severitat. També s ha postulat que podrien ser el factor de risc principal per al desenvolupament

d’anticossos contra les proteines citrul-linades (ACPA), cabdals en la patogenia de I’AR (17-20).

Factors ambientals

Entre els factors ambientals, el tabaquisme ¢és el millor caracteritzat, ja que s’ha associat a
la citrul-linaci6 de proteines en el pulmo i al desenvolupament d’ACPA. En individus amb
susceptibilitat genética (portadors de I’epitop compartit), el tabaquisme pot arribar a suposar 20
vegades més risc de desenvolupar la malaltia (21). Multiples estudis han corroborat la relacio
epidemiologica entre el tabaquisme i el desenvolupament d’AR (22-25), en major mesura
en homes, pero també present en dones. Tot 1 que alguns estudis han mostrat relacié amb la
magnitud de I’habit tabaquic (26), també s’ha observat un augment del risc d’AR amb menor

exposicio al tabac (27).

Els factors hormonals es poden considerar com un factor de susceptibilitat pel desenvolupament
d’AR degut a una major prevalenca en dones, especialment durant ’etapa fértil, i a la milloria
de P’activitat de la malaltia durant la gestacio (28). S’ha observat que el risc d’aparicio d’AR
es redueix durant I’embaras (29) pero s’incrementa en el post-part (30, 31). En la mateixa linia,
les dones que fan lactancia materna tenen un menor risc a desenvolupar AR 1, fins i tot, s’ha
observat una relacid entre la durada de lactancia i la “proteccid” vers el desenvolupament d’AR
(32). Mentrestant altres estudis indiquen que la lactancia materna es podria associar a un major
risc de debut en el post-part (33). En estudis de cohorts més recents també s’ha observat una
menor gravetat de I’AR en pacients nul-lipares (32). Actualment el paper concret dels factors
hormonals en I’AR preclinica no es del tot conegut, pero el conjunt de dades indiquen que hi ha

un rol important de les hormones sexuals femenines associat al desenvolupament de I’AR (34).

S’ha intentat relacionar la infecci6 per diversos agents infecciosos en la patogenia de I’AR com
a activadors de la immunitat en pacients amb predisposicio genética prévia o altres factors de

risc associats. Tot i que s’han intentat relacionar multiples agents infecciosos com els virus, son



les infeccions bacterianes les que han estat més recentment estudiades com a possibles factors
etiopatogenics. Entre elles, les disbiosis en la microbiota intestinal, perd sobretot destaquen
els estudis amb infeccions tipus periodontitis per Porphyromonas gingivalis, que també s ha
relacionat amb la formacié d’ACPA, donant major base etiopatogénica a aquesta hipotesi (35-37).
Tot i la variabilitat en les troballes d’estudis epidemiologics previs, en un meta-analisi recent
s’ha observat que la infeccié per Porphyromonas gingivalis es comporta com un factor de risc
per AR amb un Odds Ratio (OR) de 1.86 (95% IC: 1.43-2.43) (38).

Destaca que la majoria de factors ambientals estudiats impliquen que 1’origen de la malaltia
no es troba en la sinovial sind en diverses mucoses corporals, on es produeixen les alteracions
immunologiques inicials que acaben comportant el desenvolupament d’autoanticossos en la fase

preclinica de la malaltia (39).

Considerant el préviament exposat, es podria concloure que ’etiologia de I’AR ve determinada
per factors ambientals que actuen com desencadenants de respostes autoimmunitaries en

individus genéticament predisposats (Figura 1).

Substrat Factors Microbioma
genétic ambientals

Anticossos circulants

Inflamacié tissular
Modificacions post-traduccionals
Reactivitat contra antigens propis

Activacio imfocitaria

Inflamacio tissular

] ¥ -
Pérdua d'immunotolerancia » Autoimmunitat sistémica

Figura 1.

Esquema basic de la fisiopatologia en I’AR. La inflamacio tissular induida per la combinacio d’un substrat genétic
i factors ambientals pot portar a canvis post-traduccionals com la citrul-linacio o carbamil-lacio. La generacio
d’autoanticossos pot acabar comportant la pérdua d’immunotolerancia i el desenvolupament de I’AR. Adaptacio

de Klareskog L et al. (40)

Introduccio
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1.1.3. Fisiopatologia

1.1.3.1. Vies i cél-lules immunitaries

La patogenia de I’AR implica una intricada interaccio entre les cel-lules de la immunitat innata
i adaptativa. Un dels fenomens inicial és la captacio de neoantigens o antigens propis per part
de les cel-lules presentadores d’antigens que les presenten als limfocits T CD4+ en els noduls
limfatics. Aquests limfocits T naive es diferencien llavors en limfocits T efectors o helper (Th)
que produeixen diferents citocines i activen als limfocits B que produeixen autoanticossos.
Aquests autoanticossos formen immunocomplexes que es depositen en les articulacions i activen
el complement, i junt amb I’estimulacié i producci6 de citocines dels limfocits Th, promouen el
reclutament de cél-lules efectores de la resposta innata com macrofags i neutrofils. Les cel-lules
efectores de la resposta innata també secreten interleucines (IL) pro inflamatories i quimiocines

que activen 1’osteoclastogenesi responsable de 1’erosi6 articular.

Les interaccions entre les diferents poblacions cel-lulars es perpetuen mitjancant la produccio6
de diferents citocines, que formen bucles de retroalimentaci6 positiva. Entre les citocines

principalment implicades es troben: factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a), IL-1 1 IL-6.

El TNF-a esta implicat en ’augment de la proliferacio de limfocits Th, limfocits B, macrofags
1 proliferaci6 de cél-lules sinovials, activacio de 1’osteoclastogeénesi i en el manteniment de la
inflamacid, interferint en els mecanisme dels limfocits T reguladors. Respecte el paper d IL-1, és
clau en la inflamaci6 i la destruccid articular, promovent I’activacio de cel-lules efectores com
macrofags i osteoclasts. La IL-6 té un important paper pro inflamatori a nivell sistémic i local,
activant leucocits en la sinovial 1 contribuint en la maduracid osteoclastica, aixi com contribuint
en la induccid i manteniment de la resposta autoimmunitaria a través de la maduraci6 de limfocits

B 1 la diferenciacio a limfocits Th17 (20, 41 ,42).

1.1.3.2. Autoanticossos
Els autoanticossos tenen una important rellevancia en la fisiopatogénia i son claus per al

diagnostic 1 pronostic de la malaltia establerta, aixi com en els estadis preclinics de I’AR.



FACTOR REUMATOIDE ACPA ANTI-CARBAMILAT

Figura 2.

Autoanticossos mes freqiients en AR. El factor reumatoide és una immunoglobulina que es dirigeix contra la fraccio
constant de les IgG. Els ACPA i anti-carbamilat son immunoglobulines que tenen com a diana els peéptids citrul-lina
i homocitrul-lina. Adaptat de Van Delft M et al.(43)

Factor reumatoide

El factor reumatoide (FR) consisteix en anticossos, generalment immunoglobulines M (IgM),
dirigits contra la fracci6 constant de la immunoglobulina G (IgG) humana i es pot detectar
entre el 60 1 80% dels pacients amb AR. Actua formant complexos immunoldgics que activen
el complement en 1’articulacio, augmentant la permeabilitat vascular i exercint un efecte

quimiotactic que recluta c¢l-lules del sistema immunitari efectores (44).

Tot 1 que forma part dels criteris classificatoris de 1987 i també d’ACR/EULAR 2010 (11, 45), el
FR no ¢és un autoanticos especific i no es considera suficient per al desenvolupament de malaltia.
Es pot detectar en altres malalties reumatiques, trastorns inflamatoris cronics, infeccions i fins
i tot en poblaci6 sana, descrivint-se fins en un 15% de poblacid general, sobretot en poblacio
anciana (46). Tot 1 que la seva especificitat €s menor que els ACPA, si s’eleva el punt de tall a 50
unitats internacionals s’aconsegueix un bon rendiment del test amb valor predictiu positiu en
AR d’inici major al 90% (47, 48). Es per aquest motiu que en els criteris d’ACR/EULAR 2010

es considera puntuacié addicional si es troben titols elevats de FR.

A la practica clinica s’utilitza per al diagnostic i també per a valorar el pronostic de I’AR ja que
s’ha relacionat amb malaltia més activa i major afectacié radiografica amb desenvolupament

d’erosions (49, 50).

Anticossos contra les proteines citrul-linades

Els factors ambientals associats a una susceptibilitat genética adequada pot conduir a la
modificacid post-traduccional de diferents proteines, com en el procés de citrul-linaci6 (20).
La citrul-linacid es caracteritza per la conversié d’un residu arginina a citrul-lina per I’enzim
peptidilarginina deiminasa. Es tracta d’un procés fisiologic, que es creu important en el procés

de degradacio intracel-lular de proteines durant I’apoptosi.
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La deteccid d’anticossos contra diversos peptids citrul-linats va portar al desenvolupament de
nous tests que utilitzen péptids ciclics citrul-linats com antigens 1 permeten la deteccio d’ ACPA.
Es troben en el 60-70% dels pacients amb AR i presenten una alta especificitat (51). Es poden
trobar des d’anys previs a I’inici de la malaltia clinica (52), la seva presencia prediu la progressio
des d’una artritis indiferenciada a AR establerta (53) i també s’han associat a un pronostic més

sever de la malaltia (54).

Anticossos anti-carbamilat
Tot i I’alta prevalenga de positivitat per FR i ACPA en I’AR, encara existeix un 20-30% de
pacients que son negatius per ambdos. Altres anticossos han estat descrits que poden explicar

part d’aquesta “seronegativitat”. Els més estudiats son els anticossos anti-carbamilat.

La carbamil-lacio és un altre procés de modificacié post-traduccional que s’ha descrit en excés
associat a inflamacid, tabac i urémia (55). Han estat reportats fins en el 40% dels pacients amb
AR, generalment sobreposats a la positivitat per ACPA, tot i que fins a un 20-30% dels pacients
negatius per FR i ACPA, soén positius per anti-carbamilat. Aquest fet, permet reduir 1’espectre
de “verdaders seronegatius”. Per altra banda, a nivell prondstic, es comporten similarment als
ACPA (56-58).

A. CITRUL-LINACIO B. CARBAMIL-LACIO
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Figura 3.

Modificacions post-traduccionals associades a la generacio d’anticossos en AR. (A) La citrul-linacio és la conversio
d’arginina en citrul-lina per una reaccio enzimatica mediada per peptidilarginina deiminasa. Aquest enzim és
alliberat per neutrofils o per bacteries com Porphyromonas gingivalis. (B) La carbamil-lacio és la conversio de
lisina a homocitrul-lina per una reaccio quimica amb cianat. El cianat pot veure s augmentat en diverses condicions
com la malaltia renal cronica i I’habit tabaquic. Adaptat de Van Delft M et al. (43)



1.1.3.3. Anatomia patologica

La membrana sinovial de les articulacions esta formada fisiologicament per teixit connectiu
constituit per adipocits, fibroblasts i capil-lars aillats. Esporadicament s’hi poden trobar infiltrats
algun macrofag o limfocits, pero el seu nombre és molt baix. La cara interna de la membrana
sinovial, la que contacta amb la cavitat, esta formada per una petita capa avascular de c¢l-lules
anomenades sinoviocits. Aquests es poden classificar sinoviocits de tipus A, amb caracteristiques

semblants als macrofags, i de tipus B, amb caracteristiques semblants als fibroblasts (59).

En pacients amb AR, el teixit sinovial té una estructura i caracteristiques molt diferents a la
del teixit sa. Destaca I’edema i la proliferacié del teixit sinovial que forma nombrosos plecs i
vellositats produits per la hiperplasia dels sinoviocits, 1’angiogeénesi i la migracid de cél-lules
inflamatories a la membrana sinovial (60). La infiltracio local és deguda principalment als
limfocits T CD4+ (fins al 50% de les cél-lules presents), limfocits B 1 macrofags, produint el
pannus sinovial 1 I’activacio local de fibroblasts 1 osteoclasts, que acaben desencadenant 1’erosio

articular via activacido de RANKL (20, 61).

Les caracteristiques de la membrana sinovial poden modificar-se segons el temps d’evoluci6 de
la malaltia ja que, inicialment, predomina I’edema intersticial i I’angiogeénesi amb una infiltracié
leucocitaria i hiperplasia sinovial menys marcades. Al llarg del temps, augmenta la hiperplasia de
sinoviocits, podent estar formada per fins a més de 10 capes, aixi com també augmenta 1’ infiltrat

de cél-lules inflamatories.

1.1.4. Manifestacions cliniques

1.1.4.1. Fases de Dartritis reumatoide

El desenvolupament de I’AR no té lloc de forma aguda sind que forma part d’un continu que
inclou des de la preséncia de factors de risc de malaltia, fins al desenvolupament d’anticossos,

els primers simptomes i la malaltia establerta.

El 2012, es va proposar una nomenclatura per part de la European Alliance of Associations for
Rheumatology (EULAR) que definia sis fases en el desenvolupament de la malaltia (62):

 Fase A: I’individu és portador de factors genetics associats amb el desenvolupament d’AR.

« Fase B: I’individu s’exposa a factors de risc ambientals associats amb I’ AR.

« Fase C: es detecta autoimmunitat sistémica en serum de 1’individu.

« Fase D: apareixen simptomes pero no es detecta artritis. A partir d’aquesta fase, ens trobem
en la fase clinica.

« Fase E: es detecta artritis, pero no es pot realitzar el diagnostic d’AR.

« Fase F: es pot arribar al diagnostic d’AR. Es tracta d’una malaltia establerta.
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1.1.4.2. Manifestacions articulars

La presentacio clinica tipica a nivell articular es caracteritza pel dolor inflamatori associat a
rigidesa matutina i tumefaccio articular. El patré d’afectacio és additiu, bilateral, simétric i erosiu,
amb compromis principal de les petites articulacions en mans i peus, respectant les articulacions
interfalangiques distals i les articulacions no sinovials com en I’esquelet axial. Es tracta d’una
malaltia amb inflamacid cronica, perd que cursa tipicament en forma de brots. En la majoria
de casos, tamb¢ es veuen afectades les articulacions carpianes i no és infreqiient 1’afectacio
tendinosa en les mans amb afectaci6 dels tendons flexors o extensors dels dits. També es veuen
afectades amb freqiiéncia les articulacions grans com els genolls, colzes, espatlles i malucs.
Per la seva importancia, cal esmentar la potencial afectacié en I’articulacié temporomandibular
i, en el cas de la columna, es pot danyar I’articulacio de la primera i segona vertebra cervical
(C1-C2) ja que compta amb sinovial. La seva afectacid es pot complicar severament produint

una luxacio atloaxoidea.

Figura 4.

Imatges de radiografia simple de carps que mostra l’evolucio erosiva de I’AR. Imatge extreta del Fondo de
Imdgenes de la Sociedad Espariola de Reumatologia aportada pel Dr Naranjo de I’Hospital Universitari de Gran
Canaria Dr Negrin.

A D’inici de la malaltia, en la fase D, ens podem trobar amb simptomatologia inflamatoria sense
arribar a desenvolupar artritis pel que EULAR va definir I’any 2017 unes caracteristiques
cliniques per identificar una artralgia “sospitosa” de poder evolucionar a AR (Taula 1) (63). En la
fase E de la malaltia, també anomenada artritis precog o artritis indiferenciada, ja s’ha produit
inflamaci6 articular perd aquesta encara no presenta les caracteristiques suficients que permeten
arribar al diagnostic d’AR. Tot i aixi, poder iniciar un tractament durant aquesta finestra
d’oportunitat, permetra aconseguir millors taxes de resposta i de menor afectaci6 articular i

funcional a llarg termini (64, 65).



Taula 1.
Caracteristiques definides per EULAR per descriure [’artralgia amb alt risc d’AR. Cal considerar que es produeix
una artralgia sense artritis clinica i absencia d’altres diagnostics o causes que ens expliquin la simptomatologia.

Artralgia amb risc de desenvolupar artritis reumatoide

Historia clinica

* Simptomes articulars de recent inici ( <1 any)

* Simptomes localitzats en articulacions metacarpofalangiques
* Duracié de la rigidesa matutina > 60 minuts

* Simptomes més severs a primera hora del mati

* Antecedent de familiar de primer grau

Exploracié fisica

 Dificultat per tancar el puny
* Prova de compressio positiva en articulacions metacarpofalangiques

En fases avancades de la malaltia, per altra banda, ens podem trobar amb un dany articular
avancat amb erosions i deformitats tipiques com la rafega cubital, la deformitat en boutonniere,

la deformitat en coll de cigne o el polze en Z.

1.1.4.3. Manifestacions extra articulars

Fins a un 40% dels pacients presenten manifestacions extra articulars. Aquestes son generalment
més freqilients en pacients que presenten seropositivitat per FR o ACPA i suposen, en molts
casos, un empitjorament pronostic i d’augment de mortalitat. Les principals manifestacions extra

articulars es descriuen en la Taula 2 (66).

Taula 2.
Principals manifestacions extra articulars de I’AR.

Noduls reumatoides

Cutanies . .
Vasculitis cutania

Pleuritis o vessament pleural

Noduls reumatoides (Sindrome de Caplan)

Malaltia pulmonar intersticial difusa: Pneumonia intersticial usual més freqiient que la
pneumonia intersticial no especifica

Pulmonars

Queratoconjuntivitis seca (Sindrome de Sjogren secundari)

Afectacions oculars . Lo .. .. . o
Epiescleritis i escleritis. Queratitis ulcerativa periférica

Cardiovasculars Pericarditis

Anémia i trombocitosi per inflamacio
Sindrome de Felty (neutropénia + esplenomegalia +/- trombocitopénia)

Hematologiques

Fatiga
Amiloidosis secundaria
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Figura 5.

Noduls reumatoides (a) Noduls reumatoides en zona extensora del colze. (b) (c) Histologia dels noduls reumatoides:
una area central necrotica, una zona intermitja amb macrofags en pallissada i una zona circumdant amb teixit
de granulacio perivascular amb infiltrat de cél-lules inflamatories. Imatge extreta de I’article de Chua-Aguilera
Cetal (67)

1.1.4.4. Comorbiditats

Les comorbiditats més freqiients de I’AR, aixi com les principals causes de mortalitat, son les
cardiovasculars, les infeccions 1 les neoplasies. Els pacients amb AR de llarga evolucid presenten
amb major freqiiéncia arterioesclerosi i tenen un major risc de malaltia coronaria, fins i tot quan
els factors de risc cardiovasculars classics es controlen. Per aquest motiu, es considera I’AR
com un factor de risc independent de malaltia cardiovascular i cal tenir-lo en compte al avaluar

el risc cardiovascular dels pacients.

El risc d’infeccio es considera el doble respecte la poblaci6 sense AR i encara s’incrementa més
quan considerem 1’us de corticoides 0 FAMM. Respecte el cancer, aquest es veu lleugerament
augmentat, especialment en el cas del limfoma Hodgkin i no Hodgkin. L’osteoporosi és una
altra comorbiditat molt freqiient, ja que a part dels factors de risc habituals, cal sumar-hi I’efecte

deleteri en la massa Ossia de la inflamacid i de 1’0s cronic de glucocorticoides.

1.1.5. Diagnostic

El diagnostic de I’AR es fonamentalment clinic i es basa en la impressi6 clinica, recolzada per
proves analitiques i d’imatge. Per aix0, a partir d’'una simptomatologia suggestiva, es realitzara
un estudi analitic amb reactants de fase aguda i autoanticossos i proves d’imatge amb radiografies

de mans i peus per a la deteccid d’erosions. Les radiografies simples poden proporcionar dades



per recolzar el diagnostic (sobretot si presenten alteracions en localitzacions tipiques com en
la cinquena metatarsofalangica o estiloides cubital) o per ponderar el risc de malaltia de pitjor
pronostic. En I’avaluacio per imatge, tant la ressonancia magnética com I’ecografia poden aportar
una major sensibilitat que les radiografies convencionals. L’ecografia, per la seva accessibilitat,
pot ser utilitzada com un complement a I’exploracio fisica per detectar sinovitis, ajudant aixi al

diagnostic i a I’avaluaci6 de I’activitat durant el seguiment dels pacients (64, 68).

Tot i que ’ecografia esta present en el maneig habitual dels pacients amb AR en el nostre
medi, no es troba recollit el seu Us en les guies EULAR de tractament (69). Per altra banda, si
es cita en les guies d’AR dificil de tractar, ressaltant la seva utilitat en discernir la preséncia
d’activitat inflamatoria en casos complexes (70). En els ultims anys s han realitzat multiples
estudis que avaluen la incorporaci6 de I’ecografia en la valoracié habitual dels objectius de
tractament, completant I’abordatge classic clinic i analitic (71-73). En un assaig clinic recent, es
va demostrar que incloure I’ecografia en la valoracié de la remissi6 estava associat a un major
control de la malaltia, reducci6 de rebrots aixi com major probabilitat de reduccio6 del tractament
(74). L’ecografia té un impacte important en les decisions terapeutiques, influint en 1’escalada o
reduccio6 de tractaments, sent més determinant en aquells casos d’activitat inflamatoria baixa o

moderada (75).

Per tal d’homogeneitzar el diagnostic 1 especialment orientat per a projectes d’investigacio, les
organitzacions internacionals han desenvolupat criteris classificatoris d’AR. Els actualment vigents
son els criteris EULAR/ACR de 2010 (45), que van aportar una major sensibilitat als criteris previs
de 1987 d’ACR (76), fent émfasi en la importancia de la deteccié precog¢ d’aquells pacients amb
sinovitis indiferenciada amb major risc de presentar malaltia persistent. S’exposa la comparativa

de les caracteristiques principals d’ambdos criteris de forma simplificada en la Taula 3.
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Taula 3.
Comparativa entre criteris classificatoris d’artritis reumatoide

1. Rigidesa matutina 21 hora 1. Afectacio articular (0-5)
2. Artritis de >3 articulacions a) 1 articulaci6 gran (0)
3. Artritis en mans (21 tumefacta) b) 2-10 articulacions grans (1)
4. Artritis simétrica ¢) 1-3 articulacions petites (2)
5. Noduls reumatoides d) 4-10 articulacions petites (3)
6. Factor reumatoide positiu e) 210 articulacions (almenys 1 petita) (5)
7. Canvis radiologics (erosions o descalcificacions 2. Serologia (0-3)
oOssies en 1’articulaci6 afecta) a) FR i ACPA negatius (0)
b) FR i/0 ACPA positius a titols baixos (<3VN) (2)
¢) FR i/o ACPA positius a titols alts (>3VN) (3)
3. Reactants de fase aguda (0-1)
a) PCR 1 VSG normals (0)
b) PCR o VSG elevades (1)
4. Duraci6 simptomatologia (0-1)
a) Menys de 6 setmanes (0)
b) Igual o més de 6 setmanes (1)
Cal tenir en compte que els criteris 1 a 4 han Criteris d’entrada: 21 articulaci6 tumefacta i que
d’estar present com a minim 6 setmanes. la sinovitis no s’expliqui per una altra malaltia.
Es necessari > 4/7 per complir criteris Es necessari 26/10 per complir criteris

1.1.6. Tractament
El tractament de I’ AR ha canviat considerablement en les tltimes décades, en part per I’aparicid
de terapies avancades, pero també per 1’adopcié de noves estratégies terapeutiques. En conjunt,

han permés una important milloria en el control de la malaltia en els pacients amb AR.

Cal tenir en compte la gran heterogeneitat de la malaltia en la seva presentaci6 i evolucio, aixi
com les diferéncies en pacients i comorbiditats associades, pel que aplicar una Unica estratégia

de tractament de la malaltia no és adequat i cal individualitzacio.

Un altre concepte fonamental en 1’abordatge terapeutic actual és 1’apoderament del pacient en
la seva patologia. El pacient ha d’estar informat de les diferents opcions de tractament amb els
seus possibles beneficis i riscs associats. Per tant, allunyant-se de la medicina paternalista, el

tractament ha de ser guiat per decisions terapeutiques compartides entre pacient i reumatoleg.

1.1.6.1. Mesures d’avaluacio d’activitat

Per tal de poder avaluar I’estat d’activitat de la malaltia i poder aplicar els principis de I’estrategia
de tractament treat to target (T2T), es necessaria una avaluacio periodica i estandarditzada dels
nivells d’activitat de la malaltia. Idealment, aquesta avaluacid s’ha de realitzar amb indexs

compostos validats que han de valorar, com a minim, els recomptes d’articulacions doloroses



i tumefactes, els reactants de fase aguda analitics i les valoracions del pacient, del metge o

ambdues.

Els indexs d’activitat més utilitzats en practica clinica i recomanats en les guies terapeutiques son
el Disease Activity Score 28 (DAS28), el Clinical Disease Activity Index (CDAI) 1 el Simplified
Disease Activity Index (SDAI) (69, 77-79):

« DAS28: conté el comptatge d’articulacions doloroses (NAD) i inflamades (NAT) de 28
articulacions avaluades, la valoracio global del pacient (mesurada per escala visual analogica
(EVA) 0-100), EVAg) i un marcador d’inflamaci6 analitic. Tipicament la velocitat de
sedimentacid globular (VSG), pero hi ha una variant amb la proteina C reactiva (PCR), el
DAS28-PCR.

- DAS28=0,56xNAD28+0,28xNAT28+0,7xIn(VSG)+0,014xEVAg

« SDALI: indicador amb una férmula de calcul senzilla ja que és una suma aritmetica del nombre
d’articulacions doloroses i1 inflamades (també respecte 28), la valoracié de 1’activitat mesurada
pel pacient i pel metge (mesurats amb EVA de 0 a 10, EVAg i EVAm) i la PCR en mg/dL.

- SDAI=NAD28+NAT28+EVAg+EVAm+PCR

« CDAL: es tracta d’una simplificacié del SDAI en que simplement no s’afegeix el valor de la
PCR. Al no tenir en compte reactants de fase aguda, pot ser util en practica clinica i amb 1’as
de farmacs que alteren els reactants.

- CDAI= NAD28+NAT28+EVAg+EVAmM

Figura 6.

Homuncle on es mostren les articulacions avaluades en
lindex d’activitat DAS28. No es tenen en compte en aquest
comptatge les articulacions de membres inferiors, a excepcio
dels genolls.
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Cadascun d’aquests marcadors permeten categoritzar en graus d’activitat al pacient tal i com

s’exposa en la Taula 4.

També existeixen uns criteris ACR de remissio clinica en que cal complir 5 de 6 criteris al
llarg de 2 mesos amb bona sensibilitat (72-80%) i especificitat (96-100%) (80, 81). Els criteris
son els seglients: rigidesa matutina absent o no superior a 15 minuts, abséncia de cansament,
abséncia de dolor articular en I’anamnesi, abséncia de dolor articular a la pressid, abséncia de
tumefacci6 sinovial i tenosinovial i VSG. Alguna de les critiques a aquests criteris apunten a
que son principalment dicotomics, 1’abséncia d’especificacions de com medir-los i que la fatiga
i la rigidesa matutina no formen part dels parametres recomanats per avaluar els pacients (77,
82-84). A la practica clinica s’avalua principalment els graus d’activitat de malaltia segons els

indexs compostos esmentats préviament.

A més, existeixen uns criteris de resposta al tractament d’EULAR que tenen en compte la
disminuci6 absoluta de DAS28 i el valor de DAS28 en el moment de 1’avaluaci6 de resposta al
tractament, generalment als 6 mesos. Amb aquests criteris, es considera una resposta EULAR
satisfactoria si s’aconsegueix una milloria major a 1.2 en DAS28 quan I’actual DAS28 es troba
per sota de 3.2, és a dir, en valors de baixa activitat de malaltia (LDA, en anglés: Low Disease

Activity) (85, 86).

Cal també esmentar que en els assajos clinics que porten a I’aprovacié dels nous farmacs
s’utilitzen criteris de resposta o milloria al tractament establerts per I’ACR: ACR20, ACRS50 1
ACR70. Per a complir-los cal presentar una millora major al 20, 50 o 70% respectivament en
el comptatge de NAD i NAT i tamb¢ en la milloria en tres de les segiients categories: avaluacid
del dolor pel pacient, avaluacio global de la malaltia per part del pacient, avaluacié global de
la malaltia per part del metge, autoavaluacio de 1’incapacitat pel pacient i en reactants de fase

aguda.



Taula 4.
Indexs d’activitat i graus d’activitat.

index d’activitat Categoria Rang
Activitat alta >5.1
Activitat moderada 3.2-5.1
DAS28 — -
Activitat baixa 2.6-3.2
Remissid <2.6
Activitat alta >26
Activitat moderada 11-26
SDAI
Activitat baixa 3.3-11
Remissiod <3.3
Activitat alta >22
Activitat moderada >10-22
CDAI — -
Activitat baixa 2.8-10
Remissio <2.8

1.1.6.2. Estratégies de tractament

El tractament actual es basa en el principi T2T que t€ com a objectiu principal aconseguir la
remissio o baixa activitat de la malaltia. Aquesta estratégia terapeutica ha demostrat per si
mateixa eficacia en el tractament de I’AR (87) 1 implica un control estret del pacient amb mesura
de marcadors d’activitat per tal d’avaluar si es compleixen els objectius terapeutics establerts.
En cas de no aconseguir-se, cal ajustar el tractament en conseqiieéncia, fet que implica en moltes
ocasions canviar de FAMM. Generalment, I’objectiu terapeutic que s’utilitza per considerar una

bona resposta és la consecucio de valors de LDA o remissio (3).

En els altims anys, i en la mateixa linia que el T2T, s’han desenvolupat el concepte d’artritis
precog i uns criteris classificatoris més amplis, amb la idea d’identificar els pacients en estadis
menys evolucionats i poder iniciar tractaments precogment en la que és coneguda com la “finestra
d’oportunitat”. L’evidéncia actual recolza el principi que el tractament preco¢ aconsegueix

millors respostes de tractament, evitant el dany articular i la conseqiient disfuncio fisica.

1.1.6.3. Recomanacions de tractament

Actualment disposem de recomanacions i guies de tractament per I’AR a nivell nacional
(Guia de Practica Clinica de la Sociedad Espafiola de Reumatologia) i a nivell europeu
(Guies EULAR), amb les quals s’intenta estandarditzar el tractament de pacients amb AR
basades en I’evidéncia actual. En la taula 5 1 6 s’esmenten els principis general i les principals
recomanacions de tractament de les ultimes guies EULAR publicades el 2023, amb un addenda
sobre la valoraci6 del risc al prescriure un inhibidor de JAK (iJAK) que es detalla en el peu
de taula (69).
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Taula S.
Principis generals de les recomanacions del maneig de [’artritis reumatoide d’EULAR 2022.

Principis generals

El tractament dels pacients amb AR ha de buscar la millor atencid i ha de basar-se en una decisio
compartida entre el pacient i el reumatoleg.

Les decisions de tractament es basen en I’activitat de la malaltia, la valoracio de seguretat i altres
factors del pacient, comorbiditats i progressio dels danys estructurals.

Els reumatolegs son els especialistes que haurien de cuidar principalment els pacients amb AR.

Els pacients necessiten accés a diversos medicaments amb diferents mecanismes d’accid per abordar la
heterogeneitat de I’ AR; ja que poden requerir miltiples terapies successives al llarg de la vida.

L’ AR comporta costos individuals, médics i socials elevats, tots els quals s’han de tenir en compte en
la seva gestio pel reumatoleg que realitza el tractament.

Taula 6.
Principis generals de les recomanacions del maneig de [’artritis reumatoide d’EULAR 2022.

Recomanacions

La terapia amb FAMM hauria de comengar tan aviat com es faci el diagnostic de I’AR.

El tractament hauria de tenir com a objectiu assolir una remissio sostinguda o una LDA.

La monitoritzaci6 hauria de ser freqiient en casos de malaltia activa (cada 1-3 mesos); si no hi ha
millora com a molt als 3 mesos després de comengar el tractament o no s ha assolit I’objectiu als 6
mesos, s hauria d’ajustar la terapia.

El metotrexat (MTX) hauria de ser part de la primera estratégia de tractament.

En pacients amb contraindicacié al MTX (o intolerancia primaria), es pot considerar leflunomida
o sulfasalazina com a part de la primera estratégia de tractament.

S’ha de considerar 1’as de glucocorticoides a curt termini en iniciar o canviar un FAMMc, amb
diferents esquemes de dosificacid i vies d’administracid, pero s’han d’anar reduint i suprimir tan
rapidament com sigui clinicament possible.

Si no s’assoleix I’objectiu de tractament amb la primera estratégia de FAMMCc, en abséncia
de factors pronostics negatius, es poden considerar altres FAMMec.

Si no s’assoleix 1’objectiu de tractament amb la primera estratégia de FAMMc, quan hi ha factors
pronostics negatius, s’hauria d’afegir un FAMMD o es podria considerar un iJAK/FAMM sintétic
dirigit (FAMMSsd), pero s’han de tenir en compte els factors de risc pertinents.*

FAMMD i FAMMsd haurien de combinar-se amb un FAMMec. En pacients que no poden utilitzar
FAMMCc com a co-medicacid, els inhibidors de la via IL-6 i FAMMsd poden tenir avantatges
comparatius amb altres FAMMDb.

Siun FAMMb o un FAMMsd ha fallat, es podria considerar el tractament amb un altre FAMMb
o un FAMMsd. Si una terapia amb inhibidors de TNF (anti-TNF) o del receptor IL-6 ha fallat,
els pacients podrien rebre un agent amb un altre mode d’accid o un segon anti-TNF/anti-IL-6R.

Si un pacient es troba en remissio sostinguda després de deixar de prendre glucocorticoides,
es podria considerar la reducci6 de la dosi de FAMM.

*Al prescriure un iJAK s’ han de considerar els segiients factors de risc cardiovascular o de malignitat: edat>65 anys, habit
tabaquic actiu o passat, altres factors de risc cardiovascular (com diabetis, hipertensio, obesitat), altres factors de risc de
malignitat (antecedent de cancer), factors de risc de tromboembolisme (antecedent d’infart de miocardi, insuficiéencia cardiaca,
cancer, coagulopaties, anticonceptius hormonals o tractament hormonal substitutiu, cirurgia major o immobilitat).



En les recomanacions EULAR queda molt ben definida la indicaci6 de tractament precog, els
objectius de tractament, la monitoritzacio del pacient i el tractament inicial amb FAMMc com
el metotrexat. L’algoritme de tractament es mostra en la Figura 7. En canvi, no existeixen
recomanacions especifiques que ens indiquin quin FAMMb o FAMMsd utilitzar en cas de
precisar inici d’una terapia avangada. Unicament s’esmenta que, en cas de precisar monoterapia,
podrien ser preferibles els anti-IL-6R i els iJAK donat la seva eficacia en aquest escenari i les

noves advertencies per tal de considerar el risc benefici amb els iIJAK.

Fasel
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Figura 7.

Adaptat de les recomanacions EULAR actualitzades el 2022(69). Fase 1. Al diagnostic de la malaltia esta sempre
indicat iniciar MTX excepte si hi ha contraindicacions. Els objectius de tractament seran sempre la milloria als
3 mesos i la consecucio del target de tractament als 6 mesos. Fase II. En cas de conseguir-se amb FAMMec, esta
recomanat iniciar un FAMMBDb en presencia de factors de mal pronostic (o iJAK després de valorar el risc). Fase
1II. Si a la reavaluacions no s’aconsegueix el target es recomana canviar de FAMMBb o iJAK. En cas de conseguir
objectius, es pot plantejar la reduccio progressiva del tractament.
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Com indica el principi general “E” de les recomanacions EULAR, els costos associats a I’AR
poden ser molt elevats, en concret, per la despesa farmacologica associada als nous FAMMb o
FAMMsd. L’aparici6 de farmacs biosimilars en els ultims anys ha permes abaratir costos amb
I’objectiu de mantenir un sistema sanitari sostenible i garantir I’accessibilitat a noves terapies
avancades. Aquest fet ha posicionat els farmacs biosimilars, practicament només anti-TNF en
els ultims anys, com a primera linia de tractament en els pacients que requereixen inici de
FAMMBD o FAMMSsd. L’aparicié de TCZ com a farmac biosimilar el 2023 i altres biosimilars
o generics en els proxims anys, permetra probablement una eleccié farmacologica de primera

eleccié menys condicionada.

Actualment en el nostre medi, I’elecci6 del primer farmac de terapia avangada és habitualment
anti-TNF biosimilar pels determinants farmacoeconomics, pero no és aixi en les recomanacions
de les guies europees o nacionals, que no indiquen ninguna preferéncia d’un FAMMbD o
FAMMsd sobre 1’altre. Per tant, I’eleccid de posteriors linies de tractament es basen en una
decisié compartida amb el pacient, considerant el perfil de risc/benefici segons comorbiditats 1
possibles EA o contraindicacions, preferéncies en posologia i experiéncia clinica del reumatoleg.
Tot 1 que totes les terapies actuals tenen alta eficacia, existeixen pacients no responedors que
no som capagos d’identificar a priori, fet que, en ocasions, implica trobar el tractament més
adequat mitjancant un procés de prova-error. Actualment no es disposen de biomarcadors clinics,
serologics o genetics que permetin una tria individualitzada del tractaments, que podrien evitar
fracassos de tractament amb els conseqiients temps d’afectacié de qualitat de vida i possibles

seqiieles funcionals.

En les recomanacions actuals, tampoc s’indica que el canvi de linia d’acci6 després de fracas de
tractament (switching) sigui superior a mantenir-se en el mateix mecanisme d’acci6 farmacologic
(cycling), tot 1 que cada cop hi ha evidéncia creixent a favor d’una major eficacia i superviveéncia

de farmac al fer switching (88-90).

1.1.6.4. Tractament no farmacologic

Les infiltracions intraarticulars amb corticoides d’alliberaci6 lenta ¢és el tractament local
recomanat de primera eleccid. S’utilitzen ampliament en la practica clinica com a tractament
coadjuvant per la seva alta eficacia i1 rapidesa d’acci6. En cas de multiples infiltracions amb
corticoesteroides fallides, es poden plantejar altres tractaments locals més agressius com poden

ser la sinoviolisi isotopica o quimica.

El tractament rehabilitador i I’exercici fisic es recomanen des del moment del diagnostic, adaptats

al grau d’afectacio6 i forma fisica del pacients i altres comorbiditats.



Per ultim, la cirurgia té un paper reduit perd pot ser Util en certes ocasions. Acostuma a estar
indicada en aquells casos en que la malaltia ha provocat un gran grau de destrucci6 articular o
ossia amb afectaci6 funcional i dolor cronic. En articulacions greument afectades es pot plantejar

la protesi quirargica per tal d’intentar millorar la funci6 articular i la clinica del pacient.

1.2. Farmacs disponibles en artritis reumatoide

1.2.1. Farmacs antireumatics modificadors de la malaltia convencionals

El principal FAMMc ¢és el MTX, considerat la pedra angular del tractament de I’AR durant
decades 1 es manté encara com a primer tractament d’eleccid en les guies terapeutiques en I’era
dels tractaments bioldgics. El MTX és un antimetabolit que actua inhibint competitivament
I’enzim dihidrofolat reductasa, que participa en la formacié de tetrahidrofolat que és necessari
per la formacio6 del nucleodsid timidina que es requereix per la sintesi d’acid desoxiribonucleic
(ADN), acid ribonucleic (ARN), timidilats i proteines.

Tot 1 que es tracta d’un farmac que ha demostrat ampliament la seva eficacia en practica clinica,
assajos clinics 1 estudis observacionals, no es coneix exactament el mecanisme d’accié del MTX
degut a la seva complexitat. E1 MTX esta relacionat amb la disminucid de produccio de citocines
pro-inflamatories com IL-12a i IFN-y i augment d’expressi6 de gens codificadors de proteines
antiinflamatories com IL-4 1 IL-10 (91) aixi com també s’ha descrit la seva inhibicid sobre NF-
kB (92). La hipotesi que explica com aconsegueix aquests efectes inflamatoris més acceptada ¢és

la que el relaciona amb 1’augment de nivells extracel-lulars d’adenosina (93, 94).

El MTX és un tractament ampliament utilitzat, no només a I’inici de la malaltia, siné que
s’utilitza també en combinacio amb FAMMD per aportar més resposta al tractament i per allargar-
ne la supervivencia. L’experiéncia clinica acumulada en el seu maneig, la disponibilitat de
presentacions orals i subcutanies permet que s’utilitzi de forma eficag i generalment es puguin
controlar els EA més habituals. Tot i aixi, no és infreqiient la discontinuaci6 del farmac per

intolerancia intestinal, hepatotoxicitat o altres EA tipus fatiga i cefalea.

En cas de contraindicaci6 o intolerancia a MTX, les guies recomanen el tractament amb un altre
FAMMCc principalment amb leflunomida i sulfasalazina, tot i que la hidroxicloroquina també

pot tenir un paper (69).

1.2.2. Farmacs antireumatics modificadors de la malaltia biologics

o sintétics dirigits

Les terapies avangades han suposat un gran avang en el tractament de I’AR en les ultimes
decades ja que han permés un millor control de 1’activitat de la malaltia, menor progressio

radiologica i una millor qualitat de vida.

Introduccio

31



ondNposuy

32

Actualment tenim disponibles per al tractament diversos FAMMD, que generalment es tracten
d’anticossos humans, humanitzats o quimeérics o proteines de fusié que actuen en diverses dianes
terapeutiques de forma especifica. Estan indicats per al tractament de I’AR moderada a greu en que
ha fracassat el tractament amb FAMMc o estan contraindicats. Disposem de 5 grups farmacologics

segons el mecanisme d’accid: anti-TNF, anti-CD20, anti-IL-6R, abatacept i anti-IL-1.

« Anti-TNF: Infliximab (IFX) (anticos quimeric), etanercept (proteina de fusié que consta de
la fracci6 constant d’una immunoglobulina unida a un receptor de TNF), adalimumab (ADA)
(anticos monoclonal huma), certolizumab pegilat (format per la fraccid variable d’un anticos
monoclonal muri humanitzat unit a dues molécules de polietilenglicol) i golimumab (anticos
monoclonal IgG1 humanitzat recombinant).

* Anti-CD20: Rituximab (RTX) (anticos monoclonal quimeéric que actia contra la molécula
CD20 que s’expressa en la superficie dels limfocits B).

« Abatacept: Proteina de fusi6 formada pel domini extracel-lular del CTLA-4 huma i el fragment
constant (Fc) de la I[gG1 humana. S’uneix de forma competitiva i amb gran afinitat a CD80/86
1 evita la seva uni6 amb CD28, impedint aixi I’activacid del limfocit T.

 Anti-IL-6R: Tocilizumab (TCZ) (anticds monoclonal humanitzat dirigit contra I’IL-6R soluble
i de membrana) i sarilumab (anticos monoclonal huma dirigit contra I’IL-6R soluble i de
membrana).

 Anti-IL-1: Anakinra (forma recombinant no glicosilada de 1’antagonista del receptor de IL-1

huma).

Per altra banda, han sorgit en els Gltims anys diversos tractaments FAMMsd, tots ells de la
familia farmacologica d’1iJAK. Es tracta de petites molecules que actuen inhibint la via de
senyalitzacio intracel-lular JAK/STAT, relacionada amb la regulacié de les vies inflamatories 1
hematopoétiques. Son la primera opcid de terapia avancada per via oral i els iJAK aprovats pel

tractament de I’AR a Europa son: tofacitinib, baricitinib, upadacitinib i filgotinib.

Tot 1 que el mecanisme d’acci6 €s similar, existeixen diferéncies en eficacia i perfil de seguretat
ja que presenten diferents selectivitats per la inhibicid dels quatre subtipus principals de JAK
(JAKI1, JAK2, JAK3 i TYK?2) (95). El funcionament general de les vies de senyalitzacié JAK/

STAT es representen en la figura 8.

Tenen indicaci6 en el tractament de I’ AR moderada a greu amb fracas a tractament amb FAMMb
1 es posicionen segons les ultimes guies al mateix nivell que els FAMMDb, considerant pero

diversos factors de risc com s’ha esmentat en 1’anterior punt.



Figura 8.

Representacio simplificada de la via de senyalitzacio JAK/STAT. (1) El lligand s 'uneix al domini extracel-lular
del receptor de citoquines, s’activa i provoca I’autofosforilacio de les JAK, que es troben com homodimers o
heterodimers. (2) Les proteines STAT s uneixen al receptor activat. (3) Les proteines STAT es fosforilen i es
transloquen al nucli, on activaran la transcripcio genica i, conseqiientment, la sintesi proteica. Adaptat de
Harrington R et al (95).

Farmacs inhibidors del receptors d’1L-6

TCZ ¢és un anticos monoclonal antagonista de I’IL-6R en forma soluble i en membrana, pel
que inhibeix la senyalitzacié de la via de IL-6 amb els conseqiients efectes en la resposta
immunologica: augment de limfocits B reguladors, disminucid de 1’activacid de limfocits T,
disminuci6 de les citocines pro inflamatories i disminuci6 de la sintesi hepatica de reactants
de fase aguda. Es mostra el bloqueig de la senyalitzacié IL-6 en els receptors solubles i de

membrana en la figura 9.

A nivell d’estudis preclinics s’han observat efectes beneficiosos en os (augment de biomarcadors de
formaci6 ossia) i articulaci6 (disminuci6 de biomarcadors de sinovitis i dany del cartilag), mentre

que a nivell analitic destaca la rapida disminucid de reactants de fase aguda com PCR i VSG (96).

Existeix una amplia experiéncia clinica de I’eficacia i seguretat del tractament amb TCZ a curt
i llarg termini, en monoterapia o en combinacié amb FAMMc i en pacients amb AR en estadis
inicials o establerts. S’ha demostrat la milloria a nivell clinic, radiografic i en qualitat de vida
en multiples assajos clinics de gran mida mostral, multicéntrics, randomitzats i doble-cec. S ha
demostrat superioritat en monoterapia en comparaciéo amb ADA després de resposta insuficient
a MTX (97), superioritat respecte a monoterapia amb MTX en pacients naive (98) i també després
d’insuficient resposta al tractament amb FAMM en pacients amb AR d’alt risc (99), aconseguint
indicadors de resposta ACR20 entre 65-78%, ACRS50 entre 44-64% 1 ACR70 entre 28-59%.
També existeix evidéncia solida de I’eficacia i seguretat tant en terapia combinada (MTX+TCZ)
com en monoterapia amb majors valors de remissio, resposta ACR, dany estructural i funcid
fisica (6, 100, 101).
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TCZ es tracta d’un farmac amb bona tolerancia i perfil de seguretat similar als altres agents
immunomoduladors usats en AR, sent els EA més freqiients i rellevants els infecciosos (sobretot
del tracte respiratori alt), hipercolesterolémia, toxicitat hepatica, leuco i neutropénia, perforacid
gastrointestinal (molt infreqiient i principalment en relaci6 a diverticulitis) i les reaccions locals
en el punt d’injecci6 en la forma subcutania. A part dels resultats d’eficacia i seguretat, destaquen
altres avantatges com son el risc baix de desenvolupar immunogenicitat i la flexibilitat entre les

vies d’administracié endovenosa i subcutania (102).

Sarilumab és un anticos monoclonal huma que actua contra I’IL-6R soluble i de membrana,
interrompent la senyalitzaci6 i les vies pro inflamatories que activa IL-6. Al ser un anticos
totalment huma tindria el potencial de generar un menor nombre d’anticossos neutralitzants
i de reaccions al-lérgiques que TCZ. Disposa d’una via d’administracié subcutania amb una

posologia de 200mg o 150mg cada dues setmanes.

Existeixen dades d’assajos clinics que demostren que la terapia combinada amb MTX ¢€s més
efica¢ que el MTX en monoterapia quan s’avalua resposta ACR, taxa de remissio per DAS28-PCR,
progressio radiografica i funcio fisica (103, 104). També disposa de dades de superioritat vers ADA
en monoterapia (105). A més, destaca que en estudis in vitro sarilumab ha demostrat una afinitat
10 vegades major per IL-6R que TCZ i una inhibici6 de les vies cel-lulars mediades per IL-6 amb
menors concentracions que TCZ (106). A nivell clinic perd no s’han trobat diferéncies significatives
en eficacia, sent recomanat el seu us al mateix nivell que TCZ 1 la resta de terapies avangades, en

pacients amb AR moderada-severa que no han respods al tractament inicial amb FAMMCc (69).

En quant a dades de seguretat, no s’han detectat diferéncies significatives respecte altres

FAMMD, presentant un perfil de seguretat similar a TCZ.
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1.3. Genetica i farmacogenética

1.3.1. Principis generals de la genetica

Els cromosomes estan formats per ADN i proteines. L’ ADN ¢és la molécula que emmagatzema la
informaci6 genética essencial per al desenvolupament i funcionament dels éssers vius. Aquesta
molécula consisteix en dues cadenes llargues de nucleotids, amb polaritat oposada, que formen
una doble helix, com va ser descobert per Watson i Crick el 1953. Cada nucleotid consta de
desoxiribosa, una base nitrogenada i grups de fosfat. Les bases nitrogenades (adenina, guanina,
timina i citosina) formen parells complementaris (A-T i G-C) mantenint la integritat de la

molécula.

La informacid genética esta codificada en la seqiiéncia de nucleotids de I’ADN. Aquesta
complementarietat és crucial per a la replicaci6 cel-lular i els processos de transcripcié a ARN

missatger (ARNm), que posteriorment es tradueix per formar proteines.

Els gens, definits com a seqiiencies d’ADN, estan compostos per exons (regions codificants) i

introns (regions no codificants).

En les proteines, les unitats estructurals fonamentals son els aminoacids. Cada aminoacid
esta codificat per un grup de tres bases en I’ARNm, conegut com a cod6 o triplet. Donada la
restriccio de només quatre bases nitrogenades (adenina, guanina, citosina i timina), existeix
un nombre limitat de combinacions possibles, que és de 64 (Figura 10). Aquest conjunt de 64
codons no només es tradueix a 20 aminoacids diferents, sindé que també¢ inclou codons que
serveixen com a senyals d’inici i terminacid del procés de transcripcid. Aquest fenomen es
coneix com la degeneraci6 del codi genétic, que implica que diversos codons poden codificar
pel mateix aminoacid. Aixo reflecteix una certa flexibilitat en la interpretacio del codi genetic i

pot proporcionar una certa resisténcia a les mutacions puntuals.

Segona lletra

u Cc A G
uuu ucu UAU uGu U
o uuc} Phe | ice G UAC}TW UGC}CyS >
UUA}Leu UCA UAA Alto UGA Alto| A
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CUU CcCcu CAU ] His CGuU U
cucC EEE CAC CGC C .
El cua [V | cca [P CAA}GIn cea [A9 |A|E&  Figurato.
2 CUG | (SeE EAC CGG G|2 Codons del codi genétic i equialencies amb
© = ®  els aminoacids. A: Adenina; Ala: Alanina;
E AUY ACU AAU }Asn AGU ]—Ser Ulg Arg: Arginina; Asn: Asparagina, Asp:
E|,|AuC fie |Acc AAC AGC e “°
= A AUA AGA Thr AGA i @ Acid aspartic; C: Citosina, Cys: Cisteina,
- aac JUS Yaa |&1F G- Guanina; Gin: Glutamina: Glu: Acid
AUG Met | ACG AAG} AGG E . uanina, n. utamina, u.: Acl
glutamic; Gly: Glicina; His: Histidina; Ile:
GuU ) GCU GAU} Asp | GCGY U Isoleucina; Leu: Leucina, Lys: Lisina; Met:
B GUC 1,/ | GCC L1 [GAC cok Gly - Metionina; Phe: Fenilalanina; Pro: Prolina;
GUA oA GAA GGA A
Glu Ser: Serina; Thr: Treonina, Trp: Triptofan,
GUG J GCG GAG GGG G S . .
Tyr: Tirosina; U: Uracil; Val: Valina
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1.3.2. Variacions genétiques
La variaci6 genética interindividual en la poblaci6 és essencial per garantir I’adaptabilitat al medi
de les especies, perd en ocasions aquestes variacions o mutacions poden suposar un major risc

per desenvolupar o, directament, provocar 1’aparicié de malaltia.

Es denomina locus a la localitzacio especifica d’una regi6 del genoma en un cromosoma. Les
diferents formes d’una seqiiéncia d’ADN en un locus particular s’anomena variant genética o
al-lel. Per cada al-lel tenim dues copies cromosomiques que determinen tres possibles genotips
diferenciats: homozigot natural o wild-type si es tenen dues copies del gen normal, homozigot

mutat si es presenten dues copies del gen mutat o heterozigot si es t€ una copia de cada.

La freqiiencia al-l¢lica és el percentatge de certa variant genetica o al-lel en una poblacid
determinada. Podem diferenciar diferents tipus de variants genétiques. Les mutacions poden
afectar a un sol nucleotid o afectar a fragments més grans d’ADN i poden tenir un impacte
significatiu en la funci6 del gen. Generalment tenen freqiiencies inferiors a 1%. Per altra banda,
els SNP s6n una variacié en un sol nucleotid en la seqiiencia d’ADN que és comuna (>1% de
la poblacid). Generalment no tenen un impacte negatiu directe en la funcié del gen perd poden

trobar-se associacions amb diverses malalties.

Els SNP constitueixen fins al 90% de la variabilitat del genoma huma i apareixen en promig,
cada 300 nucleotids. S’anomena al-lel major al més freqiient en una certa poblacié i al-lel
menor al menys freqilient. S han establert i publicat en bases de dades publiques les freqiiencies
poblacionals en diferents poblacions en 1’Allele Frequency Agrregator dataset (ALFA).
D’aquesta manera es poden consultar les freqiliéncies al-1¢liques dels SNPs per poblacions.

Un SNP no té perque acabar suposant un canvi d’aminoacid i de la proteina final ja que pot
trobar-se en zones introniques o, degut a la degeneraci6 del codi genétic, codificar un triplet que
no suposi un canvi d’aminoacid. Quan si que produeix un canvi d’aminoacid pot representar
un canvi en la funciod proteica i s’anomenen SNP funcionals. Tot i aixi, els SNP en regions no
codificants si que poden tenir conseqiiéncies en el procés de traduccid ja que poden afectar

regions reguladores o modificar la seqiiéncia d’ARNm en el procés de splicing.



Figura 11.

Representacio d’una variacio d’'un sol nucleotid (SNP) en el genoma. La mol-lecula d’ADN superior canvia
respecte la inferior per un polimorfisme d 'una sola base (polimorfisme G/A). Model realitzat per David Eccles
(gringer), CC BY 4.0 <https.//creativecommons.org/licenses/by/4.0>, via Wikimedia Commons

1.3.3. Genotipatge

Per tal de poder determinar un determinat genotip en un locus especific es pot realitzar una
reaccid en cadena de la polimerasa reaccio en cadena de la polimerasa a temps real (rtPCR)
utilitzant sondes Taq-Man comercials o personalitzades. Tot seguit, s’exposen els passos

necessaris per realitzar un genotipatge per rtPCR.

1. Extraccid i purificacié de la mostra d’ADN. Es pot obtenir de forma automatitzada d’una
mostra de sang periferica.

2. Disseny de primers o sondes. Per tal de detectar una zona concreta de I’ADN i amplificar-
la s’han d’utilitzar sondes que s’uneixen en regions especifiques del ADN que flanqueja un
SNP i sondes de deteccié que emetin fluorescéncia per tal de poder quantificar-lo. Les sondes
Taq-Man son sondes de hidrolisi que es van dissenyar per augmentar I’especificitat de la PCR
quantitativa i que incorporen un marcador fluorescent que s’activa només quan s’ha replicat
la zona d’interes.

3. Amplificacié del ADN. La rtPCR utilitza una reaccié de PCR estandard amb cicles térmics
que produeixen la desnaturalitzacié de I’ADN amb ’augment de temperatura i permeten la
hibridacié amb el descens. D’aquesta manera, les seqiiencies d’interés marcades per les sondes
s’amplifiquen en cada cicle.

4. Monitoratge de la fluorescencia. En cada cicle d’amplificacio es mesura la fluoresceéncia
emesa. A mesura que es va replicant la seqiiéncia d’ADN, les sondes de deteccié emeten
fluorescencia, que sera proporcional a la quantitat de producte generat

5. Analisis de dades. Les dades de fluoresceéncia es representen graficament mostrant una corba
de creixement que reflexa 1’augment exponencial del producte d’amplificacid. Aixi es pot

discriminar quin al-lel es troba per cada mostra en un locus especific.
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1.3.4. Farmacogenética

La farmacogenctica ¢s la disciplina cientifica que investiga la variabilitat interindividual en
la resposta als farmacs, tant en termes d’efectivitat com d’EA, basant-se en els genotips dels
individus (108). Aquest camp té com a objectiu fonamental la prediccid i prevencio del risc
de fracas terapeutic i/o toxicitat en pacients sotmesos a tractaments farmacologics. Tot i que
inicialment es va centrar en els gens relacionats amb el metabolisme dels farmacs, actualment
també s’aplica a altres factors involucrats en la farmacocinética i farmacodinamica com, per

exemple, receptors, transportadors, enzims, entre d’altres.

L’objectiu final de la farmacogenética €s optimitzar el tractament dels pacients mitjangant una
estratificacié basada en la resposta i/o toxicitat a un farmac especific, amb la finalitat de guiar
cap a una terapia personalitzada més segura i eficient. Aquesta aproximacio contribueix a I’aveng
de la medicina personalitzada, permetent als professionals de la salut seleccionar la medicacid

i la dosi més adequades per a cada pacient.

Existeixen diversos exemples de la importancia de la farmacogenética en diferents ambits
de la medicina en el que s’utilitza de forma rutinaria per aportar una terapia de precisi6. En
oncologia, s’utilitza ’analisi de mutacions en el gen de la dihidropirimidina dehidrogenasa
abans d’administrar quimioterapics com el 5-fluorouracil o la capecitabina per a evitar casos de
toxicitats greus (109). En el cas del tractament amb irinotecan, els portadors en homozigosi de la
variant UGT1A1*28 realitzen una menor excrecid dels seus metabolits 1 presenten un augment
del risc de neutropénia (110). També existeixen biomarcadors genetics de toxicitat com 1’al-lel
CYP2D6*10 usat en el tractament amb tamoxife (111). En el cas de dels immunosupressors,
s’utilitza I’estudi dels gens de I’enzim tiopurin metiltransferasa i de I’enzim nudix hidrolasa 15

per prevenir efectes adversos com la mielosupressié amb el tractament amb azatioprina (112).

1.3.4.1. Farmacogenética en artritis reumatoide

Les principals guies terapeutiques no recomanen un FAMMD sobre d’altres degut a I’abséncia
d’evidéncia que suporti la superioritat. Per aquest motiu el tractament és en moltes ocasions un
procés de prova-error ja que no disposem de biomarcadors que ens permetin guiar 1’estratégia

terapéutica.

El paper de la farmacogenctica podria ser clau per entendre la gran variabilitat en la resposta
interindividual al tractament amb FAMMb. Avencgos en aquest camp permetrien optimitzar el
tractament de I’ AR millorant les taxes de resposta i reduint la possibilitat d’EA, triant el FAMMb
més adequat de forma personalitzada per cada pacient. Per aquest motiu, 1’estudi dels SNP ha
guanyat interes en els ltims anys. La recerca en farmacogencética en AR s’ha centrat principalment

en biomarcadors relacionats amb el MTX i en els FAMMDb, especialment en els anti-TNF.



En I’estudi del MTX s’han estudiat principalment aquells polimorfismes genétics implicats
en les vies metaboliques del MTX, com sén SNPs en els gens de la timidilat sintetasa,
metilentretrahidrofolat reductasa (C677T 1 A1298C) i la 5-aminoimiazol-4-carboxamida
ribonucleotid formil transferasa, entre d’altres. També s’han estudiat polimorfismes en els
transportadors del MTX. En conjunt, les dades actuals sobre la influéncia de SNPs en el
metabolisme del MTX soén controvertides i no son suficients per haver suposat canvis en el

maneig farmacologic de ’AR. (113-116)

Entre els FAMMD, on existeix més literatura és en 1’estudi de la farmacogencética dels anti-TNF.
En I’estudi de la farmacogenética d’ADA i IFX s han trobat diversos SNPs associats amb canvis
en la resposta al tractament. Entre els més destacables, s’han descrit en el gens de la fraccid
constant del receptor de immunoglobulines IgG 2A (FCGR2A4) 1 3A (FCGR3A4) que es troben
predominantment en macrofags i cél-lules dendritiques. Canvis en aquest gen podria afectar
I’afinitat d’unié amb la fraccid IgG1 capag d’unir-se als receptors dels farmacs anti-TNF (111,
117, 118). Algunes d’aquestes mateixes variants genctiques en FCGR24 1 FCGR3A també s’han

descrit associades a canvis en la resposta al tractament amb RTX (119-121).

Multiples estudis han avaluat polimorfismes en el gen 7NF, sent el més estudiat el rs1800629.
En estudis amb ADA, I’al-lel G/G s’ha associat amb millors respostes que el A/G i A/A. En
el mateix sentit, en un metanalisi de O’Rielly et al. es va concloure que el genotip G/A era
predictor de pitjor resposta en diferents anti-TNF, no només en ADA 1 [FX (122, 123). Aquests
mateixos resultats van ser replicats en una altra metanalisi, pel que es pot concloure que es podria
individualitzar el tractament basant-nos en el SNP rs1800629 en pacients tractats amb anti-TNF
(124). Destaca un estudi que, tot i no trobar associacio entre les variants genctiques i la resposta
al tractament, si va detectar que els genotips A/A 1 A/G tenien una major bioactivitat de TNF

comparat amb el grup G/G (125).

També s’han trobat associacions entre el gens del receptor de TNF 112 (TNFR 11 2).
Especialment la variant genética 676 T/G del TNFR2 es va trobar associada amb pitjor resposta
a ADA, mentre que amb IFX només es va trobar aquesta associacio en combinacié amb una
altra variant 857C/T en el gen de TNF (126, 127).

Tot i el gran nombre d’associacions establertes, 1’evidéncia actual és inconsistent entre estudis,
poc rellevant clinicament o no ha estat validada posteriorment per tal de valorar el benefici
clinic en practica clinica. A destacar tamb¢ la gran complexitat en les vies immunologiques, la
variabilitat genética interpersonal, aixi com factors ambientals que poden modificar les respostes
cliniques 1 que dificulten la interpretacié dels resultats dels estudis. A més, aquests estudis son

generalment observacionals i avaluen SNP aillats (111, 128).
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Farmacs anti-IL-6R

El primer estudi sobre farmacogenetica en TCZ i AR va ser el 2013 per part del grup de Wang
et al., que va realitzar un estudi de GWAS en una gran poblacié (n=1683) amb el qual es
van detectar 8 possibles locus que podrien influir en la resposta a TCZ, encara que cap d’ells
presentava una connexio directa amb la via de I’IL-6. Dels 8 SNPs trobats, rs1560011 (gen
CLEC2D) 11511052877 (gen CLEC2C/CD69) podrien tenir alguna relaci6 indirecta amb la via
de I’IL-6, perdo només un d’ells, rs11052877, ha estat reproduit en altres estudis més dirigits
(129-131).

En un estudi realitzat en 87 pacients amb AR tractats amb TCZ, es descriu que els pacients amb
el genotip rs396991-TT del FGCR3A4 van mostrar una major resposta EULAR als 12 mesos.
Destaca que no es tracta de les mateixes variants genetiques en FGCR3A4 que s’havien trobat
associacions en els estudis de farmacs anti-TNF i, per altra banda, que es tracta de la relacid
inversa dels resultats d’un estudi amb RTX. Ja que els pacients presentaven una millor resposta
a RTX en el cas de ser portadors de ’al-lel G en rs396991 (121).

Les troballes a priori més rellevants, ja que han estat reproduides en diferents estudis
farmacogencgtics i presenten una major coheréncia fisiopatologica, son els SNPs trobats en el gen
IL6R. Enevold et al. va trobar que certs haplotips dels SNPs rs12083537, rs4329505, rs2228145
de IL6R estaven associats a una pitjor resposta a TCZ basant-se en NAT i considerant els criteris
de resposta EULAR en una poblaci6 de 79 pacients amb AR (132).

D’altra banda, Maldonado-Montoro et al. va trobar que els pacients amb el genotip AA per
rs12083537 1 CC per rs11265618 tenien millor resposta en termes de LDA després de 12 mesos
de tractament amb TCZ en una mostra de 77 pacients amb AR. Per tant, tot i que es van trobar
associacions amb la resposta a TCZ i els SNP esmentats, el sentit de 1’efecte era contrari. En
I’estudi de Luxembourger et al. de 2019 es van repetir els resultats de Maldonado-Montoro,

associant el genotip AA per rs12083537 a una millor resposta a TCZ (130, 132, 133).

Pel que fa als estudis de biomarcadors genétics per TCZ i EA, probablement hi ha pocs estudis
degut a la baixa freqliéncia de gran part dels EA més rellevants, fet que dificulta obtenir suficient
mostra i potencia estadistica. En un estudi realitzat en poblacié amb AR japonesa, si que es va
trobar que TCZ pot induir hiperbilirrubinémia aillada amb major freqiiencia en aquells portadors
dels genotips 6/6, 6/28 o0 28/68 del gen UGT1A1(134), troballes similars també reportades més

recentment per sarilumab (135).

Per ultim, destaca un estudi en poblacid general en que es van estudiar dos SNPs localitzades en
ILO6R (rs4845625 11s4537545) en relacid als nivells d’inflamacié mesurats per PCR 1 parametres



per avaluar el perfil lipidic. Els resultats van mostrar que I’al-lel T de rs4537545 estava associat
a menors nivells basals de PCR, mentre que el genotip rs4845625*T s’ha relacionat amb majors
nivells de PCR i nivells alts de LDL i ApoB. Donat que aquest Gltim s’associa a nivells elevats
d’inflamacio basal i parametres de perfil lipidic de risc, els autors proposen rs4845625 com a
possible factor de risc cardiovascular i suggereixen el seu potencial valor en posteriors estudis
farmacogenctics amb farmacs anti-IL-6 (136). L’estudi d’aquestes variants i la seva influéncia
en el perfil lipidic no han estat encara estudiats en poblacié amb AR, aixi com tampoc la seva

influéncia amb el tractament inhibidor de les vies d’I1L-6.
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Falten eines per guiar el tractament farmacologic amb FAMM en pacients amb AR i la
farmacogenetica es postula com una possible font de biomarcadors tils que permetrien

individualitzar I’estrateégia terapeutica.
Cal estudiar si les variacions genetiques en el gen /L6R poden influir en la resposta al tractament

o en ’aparicid de toxicitat en pacients amb AR tractats amb farmacs anti-IL-6R.
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Objectiu primari
Analitzar I’associacio entre les variants genetiques en el gen de /L6R i la resposta al tractament

a farmacs anti-IL-6R, tocilizumab i sarilumab, en pacients amb AR.

Objectiu secundari
Avaluar ’associacio entre les variants genétiques en el gen de /L6R i la toxicitat farmacologica

a farmacs anti-IL-6R, tocilizumab i sarilumab, en pacients amb AR.
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N Uk N e

Abstract: Rheumatoid arthritis (RA) is a prevalent autoimmune disease characterized by chronic
arthritis that may lead to irreversible joint damage and significant disability. Patients with RA are
commonly treated with Tocilizumab (TCZ), an IL-6 receptor (IL-6R) antagonist, but many patients
refractorily respond to this therapy. Identifying genetic biomarkers as predictors of TCZ response
could be a key to providing a personalized medicine strategy. We aimed to evaluate whether
functional single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IL6R gene could predict TCZ response in
patients with RA. We retrospectively included 88 RA patients treated with TCZ. Six SNPs previously
described in the IL6R gene (rs12083537, rs11265618, rs4329505, rs2228145, rs4537545, and rs4845625)
were genotyped in DNA samples from these patients. Using parametric tests, we evaluated the
association between these polymorphisms and clinicopathological features. Responses to treatments
were assessed at six months using three variables: a quantitative improvement in Disease activity
score including 28 joints (DAS28), a satisfactory European League Against Rheumatism (EULAR)
response, and low disease activity (LDA) achievement. The three response variables studied were
associated with genetic variant rs4845625, and no association was found with the other five SNPs.
Our findings support the potential clinical value of SNPs in the IL6R gene as predictive biomarkers
for TCZ response.

Keywords: IL6R; genetic variants; tocilizumab; rheumatoid arthritis; predictive factors

1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a common autoimmune and inflammatory disease with
an estimated worldwide prevalence ranging from 0.2 to 1% [1]. The most recent estimate in
adults in Spain, published in 2016, reported a prevalence of 0.82% (95% CI, 0.59-1.15) [2].
RA etiology is complex as it involves the interplay of environmental triggers and geno-
type, factors known to play an important role in RA physiopathology. The most relevant
genes associated with RA are involved in immunity activation and regulation, antigenic
presentation, and proinflammatory cytokines [3]. RA is characterized by synovial inflam-
mation, hyperplasia, and the progressive destruction of bones and cartilages in multiple
joints [3]. If not treated correctly, these characteristics cause progressive disability, sys-
temic complications, and reduced life expectancy [4]. Over the last 20 years, treatment has
changed substantially thanks to the development of targeted biologic and non-biologic

Pharmaceutics 2022, 14, 1942. https:/ /doi.org/10.3390/ pharmaceutics14091942

https:/ /www.mdpi.com/journal /pharmaceutics



Pharmaceutics 2022, 14, 1942

20f9

disease-modifying anti-theumatic drugs. These high-efficacy therapies enabled the im-
proved control of the disease, and their diverse mechanisms of action, targeting various
immune pathways, broadened the treatment armamentarium. Therapeutic strategies have
also changed. Focus is now centered on early treatments and a treat-to-target approach
where the main therapeutic goal is to achieve remissions or low disease activity (LDA) in
order to prevent structural damage and maintain a quality of life [5-10].

The choice of treatments for RA is currently a trial-and-error process as no consistent
clinical, biochemical, or genetic biomarkers that predict response to biological disease-
modifying anti-rheumatic drug (b DMARD) have yet been identified. As delays in finding
effective treatment can lead to disease progression and a poorer quality of life, establishing
biomarkers of different responses is of paramount importance [11-13]. Because genetics can
explain much of the inter-individual response to treatments, the study of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) has gained increasing interest in recent years. In the field of phar-
macogenomics, such research has focused on genetic biomarkers relative to MTX [14-17]
and anti-tumor necrosis factor (anti-TNF) treatments [18-24].

Tocilizumab (TCZ) is a first-line bDMARD that competitively inhibits the binding of
interleukin-6 (IL-6) to its soluble or membrane receptor (IL-6R). It is effective in the treat-
ment of patients with moderate to severe RA and European League Against Rheumatism
(EULAR) response rates of between 62 and 80 [13,25-27]. Nevertheless, due to pharma-
coeconomic considerations, it is generally only prescribed after an inadequate response
to methotrexate (MTX) or anti-TNF agents ([28-30]). Despite the effectiveness of TCZ
in RA [13], some patients do not respond adequately to this drug. Taking into account
that TCZ blocks the action of IL-6R, we hypothesized that functional variations in this
gene could affect TCZ effectiveness. Previous studies assessed the influence of IL6R ge-
netic variants on TCZ responses. However, the results hitherto published are inconsistent
and produce contradictory results, and they are, therefore, not applicable to clinical prac-
tice [31-35]. The aim of the present study was to evaluate whether genetic variants in the
IL6R gene are associated with responses to TCZ in patients with RA.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

We conducted a retrospective cohort study that included 88 RA patients treated
with TCZ between 2016 and 2021. The following sociodemographic and clinical data
were collected from electronic medical records: age, gender, age at diagnosis, previous
treatments, comorbidities, TCZ starting date, TCZ dose, administration route, concomitant
treatments, C-reactive protein (CRP), rheumatoid factor (RF), anti-citrullinated protein
antibody (ACPA), DAS28 at treatment initiation and at 6 months, and EULAR response
at 6 months. DAS28 is a simplified disease activity score frequently used in trials and
clinical practice that includes counting tender and swollen joints, the general health state
evaluated by the patient, and acute phase reactants in blood tests. Response variables were
determined at the baseline and at 6 months of TCZ treatment. Responses to treatment
were assessed using three variables: a quantitative improvement in DAS28, a satisfactory
EULAR response, and low disease activity (LDA). According to the EULAR guidelines,
we considered a EULAR response to be satisfactory when the DAS28 improvement was
greater than 1.2 and the presented DAS28 was lower than 3.2. We considered LDA when
patients reached a DAS28 lower than 3.2 at 6 months [36,37].

The study was approved by the institutional ethics committees and registered at
clinicaltrials.gov (protocol code: IIBSP-IIL-2020-148). All participants provided written
informed consent for blood sampling and genetic analyses.

2.2. Genetic Studies

SNPs were selected according to published data concerning their functional relevance
in the IL6 receptor. Those included were rs12083537, rs11265618, rs4329505, rs2228145,
rs4537545 and rs4845625 (Table 1). The rationale for the selection of these SNPs was detailed
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in previous studies [31-34,38]. All SNPs presented a minor allele frequency (MAF) over
0.10 in European population according to the ALFA project [39].

Table 1. Selected functional polymorphisms in the IL6R gene.

refSeg Genomic Position (GRCh38) MAF Alleles
rs12083537 chr1:154408627 0.21 A>G
1511265618 chr1:154457616 0.17 C>T
154329505 chr1:154459944 0.17 T>C
1rs2228145 chr1:154454494 0.40 A>C
rs4537545 chr1:154446403 0.41 C>T
rs4845625 chr1:154449591 0.43 T>C

Abbreviations: IL6R, Interleukin 6 Receptor; MAFE, minor allele frequency reported in the European population.
The minor allele is highlighted in bold.

Genomic DNA was automatically extracted from peripheral whole-blood samples
(Autopure, Qiagen, Hilden, Germany). SNPs were analyzed by real-time PCR using Tag-
Man SNP genotyping assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The IDs for
each Tagman SNP assays were the following: rs12083537 (C_30997483_10), rs11265618
(C_30997439_10), rs4329505 (C_26292281_20), rs2228145 (C_16170664_10), and rs4537545
(C_11258666_20). A custom Taqman assay was used for rs4845625. All cases were success-
fully genotyped.

Statistical Analyses

The Hardy—Weinberg equilibrium was assessed for each analyzed SNP using a chi-
square test. Codominant, dominant, and recessive models of inheritance were considered
to assess associations with outcome variables whenever appropriate.

Quantitative data were expressed as the mean (SD) for normally distributed variables.
Normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. The Student’s t-test or ANOVA was
applied for normally distributed variables depending on the number of groups compared.
We analysed the bivariate association for qualitative dichotomous variables using Pearson’s
x2 or Fisher’s exact test. Associations between the various SNPs and the qualitative
response variables were tested using X tests.

All tests were two-sided and a significance level of 5% (& = 0.05) was considered
significant. All statistical analyses were performed using IBM-SPSS (version 26.0, IBM,
Armonk, NY, USA).

3. Results
3.1. Characteristics of the Patients

We studied 88 patients with RA diagnosed at a mean age of 46.6 years (SD 15.86).
Mean disease duration was 16.5 (SD 11.9) years. Most patients were female (86.4%). Table 2
summarizes baseline demographic and clinical characteristics.

The mean numbers of conventional cDMARD and bDMARD treatments received
prior to TCZ were 2.39 (SD 1.3) and 1.48 (SD 1.4), respectively.

Baseline disease activity, measured by DAS28, was high, with a mean of 5.4 (SD 0.9).
We were unable to include 4 of the 88 patients (4.5%) because the treatment was dis-
continued prematurely due to a loss of follow-up in 3 patients and the observation of a
hypersensitivity reaction in 1 patient. Thus, these patients were not included in the efficacy
analysis. After 6 months, the mean decrease in DAS28 was 2.9 (SD 1.3) and the satisfactory
EULAR response rate was 73.9%.

None of the response variables studied showed statistically significant differences
according to sex, tobacco exposure, seropositivity, the number of previous cDMARD or
bDMARD, age at diagnosis, and body mass index (BMI). However, we observed two trends
concerning these variables: EULAR satisfactory responses were higher in women than in
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men (79.7% vs. 60%, p = 0.16) and non-smokers showed a trend towards greater DAS28
improvements than smokers (3.04 vs. 2.35, p = 0.08).

Table 2. Baseline patient characteristics (1 = 88).

Variables n (%) Mean (SD)
Female/Male 76 (86.4)/12 (13.6)
Age at diagnosis (years) 46.57 (15.86)
Disease duration (years) 16.53 (11.87)
Erosive RA 47 (53.4)
RF positive 58 (65.9)
ACPA positive 57 (64.8)
Smoking habit
Non-smoker 61 (69.3)
Ex-smoker 14 (15.9)
Smoker 13 (14.8)

Body mass index 28.64 (6.07)
Number of previous cDMARD 2.39 (1.32)
Number of previous bDMARD 1.48 (1.41)

TCZ administration (intravenous) 47 (53.4)
Baseline DAS28-CRP 5.39 (0.98)

ACPA, anticitrullinated protein antibodies; CRP, C-reactive protein; DAS28-CRP, disease activity score includ-
ing 28 joints (based on CRP); bDMARD, biological disease-modifying antirheumatic drug; ESR, erythrocyte
sedimentation rate; RF, rheumatoid factor; SD, standard deviation; TCZ, tocilizumab.

3.2. Genetic Determinants and Response to Treatment

The genotypic frequencies of the six SNPs studied were in Hardy—Weinberg equilib-
rium. As expected from the allele frequency population-based studies, we found that the
mutated allele (C) of the SNP rs4845625 was more frequent than the wild-type (T) [39].

In the univariate analysis, only one SNP, rs4845625, showed a statistically significant
association with the response outcomes studied (Table 3). When considering DAS28 im-
provement, six months after initiating TCZ treatment, we observed differences between the
three genotypes compatible with an additive genetic model. The TT carriers for rs4845625
had a greater decrease (3.62) in DAS28 than those with the CT genotype (3.06) and the CC
genotype (2.36) (p = 0.015).

Table 3. Associations between the considered SNPs and response outcomes at 6 months.

SNPs Genotype (1) DAS28 Improvement Satisfactory EULAR Response Rates Low Disease Activity Rates
Mean Abso- Genetic o Genetic o o Genetic o
lute Value  Model 7 % Model ~ ORG5%CD v % Model OR (95% CT) r

T/T (13) 3.62 Cod 0.015 923 Cod - 0.01 90.9 Cod - 0.015

1rs4845625 T/C (42) 3.07 Rec 0.009 857 Rec 4.83 (1.63-14.28)  0.03 85.4 Rec 4.95 (1.57 —15.55) 0.004
C/C(29) 2.36 58.6 56.5

C/C(57) 3.06 Cod 0.16 82.5 Cod - 0271 811 Cod - 0.474

rs11265618 C/T(24) 2.66 Dom 0.115  66.7 Dom 2.35(0.82-6.71) 0.106  68.4 Dom 2.01 (0.65-6.22) 0.223
T/T(3) 176 66.7 66.7

T/T (58) 3 Cod 0.106  82.8 Cod B 0212 815 Cod - 0.388

154329505 T/C(23) 2.56 Dom 0.06 65.2 Dom 2.54 (0.88-7.29) 0.078  66.7 Dom 2.2 (0.7-6.8) 0.169
C/C@®) 176 66.7 66.7

A/A (55) 2.94 Cod 0717 782 Cod - 0335 81.6 Cod - 0.454

rs12083537 A/G (24) 2.76 Dom 0.749 708 Dom 0.88 (0.3-2.54) 0.809  68.2 Dom 1.98 (0.66-5.95) 0.222
G/G (5) 3.38 100.0 75.0

A/A (25) 3.01 Cod 0483  80.0 Cod - 0.888 783 Cod - 0.841

152228145 A/C (44) 2.99 Dom 0.651 773 Dom 0.8 (0.26-2.54) 0.709 789 Dom 1.08 (0.33-3.52) 0.898
C/C(15) 2.55 73.3 71.4

C/C(24) 2.98 Cod 0.702  83.3 Cod - 0.666  81.8 Cod - 0.690

154537545 C/T (46) 2.97 Dom 0.759  76.1 Dom 0.6 (0.18-2.04) 0410 775 Dom 1.46 (0.42-5.1) 0.550
T/T (14) 2.64 774 69.2

Cod: Codominant; DAS28: disease activity score including 28 joints; Dom: dominant; OR: odds ratio; p: p-value;
Rec: recessive; SNPs: single nucleotide polymorphisms. Significant values are highlighted in bold.
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Patients carrying the T allele (TT + CT) also reached more satisfactory EULAR response
rates than CC carriers (87.3% vs. 58.6%, p = 0.03). Accordingly, when assessing LDA rates,
the TT and CT genotypes also demonstrated better outcomes (86.5% vs. 56.6%, p = 0.04.
OR (95% CI) = 4.95 (1.5-15.56)).

We did not perform a multivariate analysis as there were no statistically significant
associations that could act as confounding variables.

As for the other five SNPs studied, no statistically significant associations were found
(Table 3). The results showed a trend towards an association with response variables for
rs4329505 and rs11265618, although they did not reach statistical significance. Patients
carrying the CC genotype for rs4329505 seemed to have a poorer reduction in DAS28 at
6 months than those with the TT + CT genotypes (1.76 vs. 2.95, p = 0.06). For the rs11265618
variant, the CC genotype (dominant homozygous) appeared to have superior satisfactory
EULAR response rates than CT + TT genotypes (82.5% vs. 66.7%, p = 0.106).

4. Discussion

In this study, we assessed the associations between six SNPs in the IL6R gene and
the response outcomes at 6 months in patients with RA. We found an association between
rs4845625 and the three response variables used: DAS28 improvement, EULAR response,
and LDA achievement.

As far as we know, this is the first study to show that rs4845625 could be a potential
biomarker of response to TCZ in RA patients. Our results suggest that patients carrying TT
and TC genotypes present higher satisfactory EULAR response rates when treated with
tocilizumab (85.7-92.3% compared to the 73.9% of the whole cohort). However, larger
prospective studies are needed to validate our results and for implementing rs4845625
genotyping in clinical practice.

This SNP is located at Chrl (q21.3) g.154422067 in intron 7 of the IL6R gene. In silico
tools such as the ESE Finder predict that this SNP could alter the splicing process and,
therefore, modify the final amount of a functional protein. However, further analyses are
required to confirm this hypothesis.

Current evidence shows several associations between rs4845625 and inflammatory
pathways. Shah T et al. reported that rs4845625 is associated with plasma concentrations
of IL6. However, the contribution of the SNPs evaluated in plasma IL6 levels in their
study was mild [40]. Associations of the allele rs4845625*T with increased levels of RCP,
LDL, and apolipoprotein B were also found in a healthy cohort of 995 participants [38].
These results contrast with our findings of improved response outcomes in T allele carriers.
A possible explanation for this discrepancy could be that a patient with a genetically
determined pro-inflammatory basal state would have a greater chance to respond to
treatments blocking these pathways. However, studies are lacking regarding associations
between this genotype and inflammatory markers in the context of autoimmune diseases.
Rs4845625 genetic variants have been linked to cardiovascular conditions in several reports,
suggesting an important role of the IL-6 pathway ([41-44]), but we did not find previous
research regarding rs4845625 and RA.

Although the rs11265618 polymorphism in our study showed no statistically signifi-
cant association with the response to treatment variables, we observed a trend towards a
greater response of the homozygous genotype (CC). In 2018, Maldonado-Montoro et al. de-
scribed an association within the CC genotype that showed a better response in terms
of LDA after 12 months of TCZ therapy (OR (95% CI) = 12.11 (2.2-67.8)), but they were
unable to demonstrate this regarding the EULAR response or the DAS28 improvement [31].
While our findings did not confirm previously reported results, we propose that further
investigations and larger samples are needed to determine the potential usefulness of
rs11265618 as a biomarker for TCZ therapy.

Our results regarding rs4329505 also merit discussion. Despite the lack of statistical
significance, our results using an additive genetic model suggest that the T allele could be
associated with DAS28 improvements. Similar results have been reported previously. In a
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retrospective study including 79 RA patients, the CC genotype of rs4329505 was linked to a
poorer response regarding less joint swelling at 3 months [33]. Supporting the biologic role
of these SNP variants with inflammatory physiopathological pathways in autoimmune
diseases, the CC genotype has shown an association with higher RCP levels in female
diabetic patients. Interestingly, these changes were independent of IL-6 serum levels and
were not observed in healthy individuals [45]. However, the study by Maldonado-Montoro
et al. and the findings reported by Luxembourger et al. did not suggest that rs4329505
could predict responses to TCZ [31,34]. Overall, data supporting the role of rs4329505
genetic polymorphisms in the response to treatment with TCZ in RA patients are scarce
and inconsistent, even though our findings seem to indicate a trend worth investigating in
future studies.

We did not find any associations between rs12083537, rs2228145, and rs4537545 genetic
variants and the response to treatment outcomes. Diverse and conflicting results have been
reported concerning the rs12083537 AA genotype. This variant was initially associated with
a worse response when considering swollen joint count individually and when analyzed
as a haplotype along with rs2228145 and rs4329505 variants [33]. In contrast, Maldonado-
Montoro et al. and Luxembourger et al. reported improved responses to TCZ in the
rs12083537 AA genotype when analyzing LDA at 12 months and EULAR response rates
at 6 months, respectively [31,34]. These conflicting data contrast with the absence of
associations in our study. Apart from the study by Enevold et al., there were no further
reports of associations between rs2228145 and the response to TCZ in RA [33]. In contrast,
possible physiopathological mechanisms of rs2228145 have been reproduced, suggesting a
regulation of IL-6 bioactivity via the downregulation of cellular IL-6R [46,47].

Among the published studies about TCZ pharmacogenetics, we found only one study
that followed a genome-wide association studies (GWAS) approach, which could be useful
for avoiding missing potential biomarkers. However, none of the eight loci encountered
clearly seemed to be involved in the physiopathology of RA or IL-6 pathways [35]. The
inconsistent findings between studies and the lack of a robust biological basis on the most
frequently reported SNP highlight the complexity of immune pathways in RA and the
factors that modulate responses to TCZ.

The limitations of this study should be considered when interpreting results. First, the
retrospective design and the relatively small sample size may have compromised potential
associations between SNPs and response to TCZ. In particular, rs11265618 and rs4329505
homozygosity for the mutated allele is expected to be low, as mutated allele frequencies
are 0.03 and 0.04. Nonetheless, the homogeneity of our cohort supports the validity of our
findings. Second, as the present study was designed to study promising IL6R SNPs, we
may not have detected other genetic variants as potential predictors to TCZ treatments.

Further research in the pharmacogenomics of RA treatment is needed to establish
robust evidence with clinical relevance that could lead to personalized medicine. In
addition, further studies are needed to investigate the potential use of rs4845625 as a
treatment biomarker of TCZ.

5. Conclusions

Our results suggest that the IL6R polymorphism, rs4845625, is associated with DAS28
improvements, EULAR response rates, and an LDA at 6 months after initiating TCZ in
RA patients.
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Abstract: Tocilizumab is a first-line biologic disease-modifying anti-rheumatic drug ((DMARD) that
inhibits the interleukin-6 (IL-6) pathway by antagonizing the IL-6 receptor (IL-6R). Tocilizumab
is widely used to treat rheumatoid arthritis (RA), a prevalent autoimmune disease that can cause
irreversible joint damage and disability. Although many bDMARDs have been developed for
RA, there is a lack of validated biomarkers which could guide personalized medicine strategies. To
evaluate whether single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IL6R gene could predict tocilizumab
toxicity in patients with RA, we conducted a retrospective cohort study of 88 patients treated with
tocilizumab. Six SNPs previously described in the IL6R gene were genotyped (rs12083537, rs11265618,
154329505, rs2228145, rs4537545, and rs4845625). Using parametric tests, we studied the association
between the SNPs and hepatotoxicity, infection, hypersensitivity, gastrointestinal, hematological, and
dyslipidemia adverse events (AEs). We found associations between dyslipidemia and rs4845625 and
between hematological AEs and rs11265618 and rs4329505. No further associations were found for
the remaining SNPs and other AEs. Our findings support the potential clinical value of SNPs in the
IL6R gene as predictive biomarkers for toxicity to tocilizumab in patients with RA.

Keywords: IL6R; genetic variants; tocilizumab; toxicity; theumatoid arthritis; predictive biomarkers

1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is the most frequent autoimmune inflammatory disease
worldwide, with an overall prevalence of 0.2-1% [1,2]. It is characterized by synovial
inflammation, hyperplasia, and the progressive destruction of bone and cartilage in multiple
joints [3], which, without appropriate treatment, may lead to progressive disability, systemic
complications, and reduced life expectancy [4]. The current therapeutic strategy, consisting
of early treatment based on a treat-to-target approach, aims to achieve remission or low
disease activity and ultimately prevent structural damage [5-10].

At present, there is lack of evidence to recommend the treatment of one biologic
disease-modifying anti-rheumatic drug (-[DMARD) over another, as there are no validated
biomarkers that predict response or toxicity to bDMARDs. Consequently, treatment selec-
tion is a trial-and-error process, and this can delay the identification of the most effective
and well-tolerated treatment for a patient, which, in turn, may lead to disease progression
and/or a poorer quality of life [11-13]. Although there is growing interest in the role
of genetic markers as predictors of response/toxicity to biological drugs, most studies
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published to date have focused on methotrexate [14-17] and anti-tumor necrosis factor
(anti-TNF) treatments [18-24].

Tocilizumab is a first-line LPDMARD that competitively binds to both the membrane-
bound and soluble forms of human interleukin-6 receptor (IL-6R), thereafter inhibiting
the interleukin-6 (IL-6) pathway. It is an effective treatment for patients with moderate to
severe RA, with reported response rates of 62-80% [13,25-27]. Despite being generally well-
tolerated, approximately 80% of tocilizumab-treated patients experience adverse events
(AEs) [28], most frequently infections, followed by gastrointestinal disorders. Although
AEs are mainly mild or moderate, in 4% of patients, they are severe. To date, no biomarkers
or predictors of toxicity have been identified.

Given that tocilizumab inhibits IL-6R, we hypothesized that functional variations in its
encoding gene could affect tocilizumab toxicity. While previous studies have assessed the
influence of IL6R gene variants on tocilizumab response, the results are inconsistent and
not applicable to clinical practice [28-33]. As for toxicity, no studies to date have evaluated
the influence of IL6R gene variants on tocilizumab-induced toxicities. The aim of this study
was to assess whether genetic variants in the IL6R gene are associated with tocilizumab
toxicity in patients with RA.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

We conducted a single-center retrospective cohort study including RA patients re-
cruited in a tertiary referral hospital. The potential patients were identified using pharmacy
registries in which we filtered for the patients who underwent tocilizumab treatment
between January 2016 and January 2021.

We applied the following inclusion criteria: RA diagnosed according to the criteria of
the American College of Rheumatology (ACR)/European League Against Rheumatism
(EULAR) 2010 [34], prescription of tocilizumab for RA, and age over 18 years old. The
exclusion criteria were other rheumatic diagnoses such as connective tissue diseases or
vasculitis and loss of patient follow-up.

Sociodemographic and clinical data collected from electronic medical records were
as follows: age, gender, age at diagnosis, previous treatments, comorbidities, body mass
index, tocilizumab starting date, dose, and administration route, concomitant treatments,
rheumatoid factor (RF), anti-citrullinated protein antibody (ACPA), reason for tocilizumab
discontinuation, and AEs.

AEs were classified in the following groups: hepatotoxicity, infections, hypersensitivity,
gastrointestinal, hematological, and dyslipidemia. For hepatotoxicity, hematological, and
dyslipidemia AEs, periodic blood tests were revised retrospectively and, when an AE
occurred, numeric values for bilirubinemia, transaminases, leukocytes and neutrophils,
platelets, and lipids (total cholesterol, low-density lipoprotein (LDL), and triglycerides)
were recorded. AEs were graded as mild (grade 1), moderate (grade 2), severe (grade 3), life-
threatening (grade 4), and death (grade 5), in accordance with the Common Terminology
Criteria for Adverse Events (CTCAESs) v6.0 [35].

Patients who discontinued tocilizumab without relation to AEs, death, or external
causes were classified in the primary failure group, when discontinued in the first 6 months
of treatment, and in the secondary failure group, when discontinued after a period of
efficacy (>6 months).

The study was approved by the corresponding institutional ethics committees and
registered at clinicaltrials.gov (protocol code: IIBSP-IIL-2020-148). All the participants gave
written informed consent for blood sampling and genetic analyses.

2.2. Genetic Studies

Considering published data and bearing in mind single-nucleotide polymorphisms’
(SNPs’) functionality in the IL6R, we selected SNPs as follows: rs12083537, rs11265618,
rs4329505, rs2228145, rs4537545, and rs4845625 (Table 1). The rationale for selecting these



J. Pers. Med. 2023, 13, 61

30f9

SNPs has been described in previous studies [28-31,36]. All the SNPs presented a minor
allele frequency (MAF) over 0.10 in the European population according to the Allele
Frequency Aggregator (ALFA) [37].

Table 1. Selected functional polymorphisms in the IL6R gene.

Genomic Position

Genetic Variant (GRCh38) MAF Alleles
rs12083537 chr1:154408627 0.21 A>G
rs11265618 chrl:154457616 0.17 C>T
rs4329505 chr1:154459944 0.17 T>C
rs2228145 chr1:154454494 0.40 A>C
rs4537545 chr1:154446403 0.41 C>T
rs4845625 chr1:154449591 0.43 T>C

Abbreviations: IL6R, interleukin-6 receptor. MAF, minor allele frequency reported in the European population.
The minor allele is highlighted in bold.

Genomic DNA was automatically extracted from peripheral whole-blood samples
(Autopure, Qiagen, Hilden, Germany). The SNPs were analyzed via real-time polymerase
chain reaction (PCR) using TagMan SNP genotyping assays (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). All the cases were successfully genotyped.

2.3. Statistical Analysis

Hardy-Weinberg equilibrium was assessed for each analyzed SNP using the chi-square
test (x2). Codominant, dominant, and recessive models of inheritance were considered to
assess associations with outcome variables whenever appropriate.

Quantitative data were expressed as mean (+ SD) for normally distributed variables.
Normality was assessed using the Shapiro-Wilks test. Depending on the number of groups
compared, the Student’s t-test or ANOVA were used for normally distributed variables.
Bivariate association between qualitative dichotomous variables was assessed using x2 or
Fisher’s exact test. The associations between SNPs and qualitative response variables were
tested using the x2 test.

All the tests were two-sided, significance was set to 5% (o« = 0.05), and statistical
analyses were performed using IBM-SPSS (IBM Corp. Released 2019. IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 26.0. Armonk, NY, USA: IBM Corp).

3. Results
3.1. Patient Characteristics

Table 2 summarizes the baseline demographic and clinical characteristics for the
88 patients that were included in the study. The mean disease duration on tocilizumab
initiation was 16.5 (SD 11.9) years, and treatment survival was 45.91 (SD 40.1) months.
Just over a third of patients (35.2%, n =31) were in active treatment at the end of data
collection. The primary reason for tocilizumab discontinuation was AEs, followed closely
by secondary and primary failure of treatment.

3.2. Adverse Events

Table 3 summarizes the frequency and severity of detected AEs, showing that hemato-
logical and dyslipidemia AEs were the most frequent. Most hematological AEs were mild
and only required observation (1 = 16) or dose reduction (1 = 9). Neutropenia was the most
common toxicity, with a median value of 1.17 (SD 0.03) x 10% /L; however, there were no
severe cases, and tocilizumab was discontinued in only two patients. When thrombocytope-
nia occurred, the median value of platelets was 108.5 (SD 11.5) x10” /L. As for dyslipidemia,
the mean values of lipid values were as follows: total cholesterol, 284.5 (SD 42.0) mg/dL;
LDL, 180.2 (SD 55.7) mg/dL; and triglycerides, 215.3 (SD 144.5) mg/dL. Regarding dys-
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lipidemia management, 15 patients were initiated on hypolipemiant treatment during
tocilizumab treatment.

Table 2. Patient baseline characteristics (1 = 88).

Variables n (%) Mean (SD)
Female/male 76 (86.4) / 12 (13.6)
Age on diagnosis (years) 46.6 (15.9)
Disease duration (years) 16.5 (11.9)
RF positive 58 (65.9)
ACPA positive 57 (64.8)
Body mass index 28.6 (6.1)
Number of previous cDMARDs 2.4 (1.3)
Number of previous bDMARDs 1.5(1.4)
Tocilizumab administration (intravenous) 47 (53.4)
Treatment survival (months) 45.91 (40.1)
Reasons for discontinuation (n =57)
Primary failure 14 (15.9)
Secondary failure 16 (18.2)
AE 19 (21.6)
Unrelated death 1(1.1)
Other 7 (8.0)

Abbreviations: ACPA, anti-citrullinated protein antibodies; AE, adverse event; bDMARD, biological disease-
modifying anti-rheumatic drug; cDMARD, conventional disease-modifying anti-rheumatic drug; RF, rheumatoid
factor; SD, standard deviation.

Table 3. Reported adverse events (1 = 88).

Variables n (%) Mild n (%) Moderaten (%)  Severe n (%)
Hepatotoxicity 20 (22.7) 13 (14.7) 7(7.9) 0
Hyperbilirubinemia 7(7.9)
Hypertransaminasemia 13 (14.7)
Treatment discontinuation 5(5.7)
Infections 18 (20.5) 9(10.2) 6 (6.8) 3(34)
Tocilizumab discontinuation 1
Hypersensitivity 7(7.9) 0 7(7.9) 0
Tocilizumab discontinuation 7
Gastrointestinal 3(3.4) 1(1.1) 2(2.3) 0
Tocilizumab discontinuation 0
Hematological 27 (30.7) 19 (21.6) 8(9.1) 0
Neutropenia 23 (26.1)
Thrombocytopenia 6(6.8)
Tocilizumab discontinuation 2(2.3)
Dyslipidemia 27 (30.7)
Statin initiation 15 (17)

The third most frequent AE was hepatotoxicity, with more cases of hypertransami-
nasemia (mean aspartate aminotransferase (AST), 62.7 (SD 21.2) IU/L and alanine amino-
transferase (ALT), 92.1 (SD 42.2) IU/L) than of hyperbilirubinemia (mean bilirubin,
24.9 (SD 14.4) umol/L). Only seven hepatotoxicity AEs were graded as moderate; four
of those cases developed during concomitant methotrexate treatment and were managed
effectively with methotrexate dose reduction.

The most severe AEs were infections, with three patients requiring hospitalization;
all the cases were managed with temporary tocilizumab suspension. All seven patients
showing hypersensibility to tocilizumab were managed with permanent discontinuation.
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3.3. Genetic Determinants and Adverse Events

The genotypic frequencies of the six studied SNPs did not significantly deviate from the
expected Hardy-Weinberg equilibrium. The mutated allele (C) of the SNP rs4845625 was
more frequent than the wild-type (T) allele, as expected from allele frequency population-
based studies [37].

In the univariate analysis, three SNPs (rs4845625, rs1126518, and rs432955) showed
statistically significant associations with hepatotoxicity, hematological, and dyslipidemia
AEs (Table 4). The CC carriers for rs4845625 developed dyslipidemia less frequently
(16.7%) than the patients carrying the T allele (TT + CT) (36.7%) (p = 0.04). Considering
a codominant model for rs4845625 and hepatotoxicity, statistically significant differences
were found between the three genotypes (p = 0.048). Patients carrying the CC genotype for
rs11265618 showed a higher rate of hematological AEs compared to T carriers (CT + TT)
(36.7% vs. 14.3%, p =0.032). Comparably, the TT genotype for rs4329505 also demonstrated
more hematological AEs than C carriers (CT + CC) (36.1% vs. 14.8%, p = 0.044).

Table 4. Associations between 154845625, rs11265618, and rs4329505 and hepatotoxicity, hematologi-
cal, and dyslipidemia AEs.

SNPs Gel‘:%ype Hepatotoxicity AEs Hematological AEs Dyslipidemia AEs
o Genetic OR o Genetic OR o Genetic OR
°  Model (95% CI) P °  Model (95% CI) 4 °  Model (95% CI) P

T/T (13) 7.7 Cod - 0.048 38.5 Cod - 0712 23.1 Cod - 0.051
rs4845625 C/T (45) 33.3 Dom 4.07 (0.49-33.42) 0.161 26.7 Rec 1.03 (0.39-2.71) 0946 422 Rec 3.05(1.02-9.17) 0.04

C/C (30) 13.3 30 16.7

C/C(60) 16 Cod - 0.603 36.7 Cod - 0.075 333 Cod - 0.447
rs11265618 C/T (25) 25 Dom 0.65 (0.21-2.02) 0456 12 Dom 3.47(1.07-11.36)  0.032 28 Dom 0.67 (0.24-1.83) 043

T/T (3) 33.3 33.3 0

T/T (61) 24.6 Cod - 0.665 36.1 Cod - 0.099 328 Cod 0.388
154329505 C/T (24) 16.7 Dom 0.69 (0.23-2.16) 0.531 125 Dom 3.25 (1-10.64) 0.044 292 Dom 0.72 (0.26-1.98) 0.52

C/C(3) 33 333 0

Abbreviations: Cod: codominant; Dom: dominant; OR: odds ratio; Rec: recessive; SNP: single-nucleotide polymorphism.

Further statistically significant associations were not found, either for the remain-
ing AEs detected during tocilizumab treatment or for the remaining SNPs (rs12083537,
rs2228145, and rs4537545).

4. Discussion

We assessed associations between six SNPs in the IL6R gene and AEs during tocilizumab
treatment in 88 patients with RA. We found an association between rs4845625 and dyslipi-
demia rates and associations between rs11265618 and rs4329505 and hematological AEs.

Previous studies focused on UGT1A1 polymorphisms and hyperbilirubinemia have
reported results for Japanese patients with RA [38,39]. However, this is the first study
demonstrating that SNPs in the IL6R gene may influence the development of AEs during
long-term treatment with tocilizumab in patients with RA.

Our results regarding rs4845625 show that carriers of the T allele (TT + TC) had
a higher incidence of dyslipidemia compared to CC carriers (36.7% vs. 16.7%) when
treated with tocilizumab. A recent study of patients with RA by our group also described
a greater response to tocilizumab treatment at six months in carriers of the TT or CT
genotypes for rs4845625 [33]. Additionally, in line with our results, in 2017, Arguinano et al.
described an association between rs4845625*T and high levels of LDL in a healthy cohort,
suggesting that IL6R genetic variations may constitute a cardiovascular risk factor [36].
Although it seems that genotypes associated with better efficacy outcomes are also related
to greater rates of dyslipidemia, this should not be problematic from a treatment biomarker
perspective, given that dyslipidemia secondary to tocilizumab treatment has not been
linked to cardiovascular events [40-45]. In fact, the association between the inflammatory
burden in RA with changes in the lipid profile and cardiovascular risk has been described
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as the “lipid paradox”, as lower cholesterol is associated with higher cardiovascular risk
in RA untreated patients [46]. Although the mechanism underlying tocilizumab effects
on the lipid profile is unclear, it has been demonstrated that, in a proinflammatory state
with the activation of IL-6 pathways, there is a lowering of serum lipids mediated by the
modification of apolipoprotein synthesis [47] as well as IL-6 local effects on fat tissue and
muscle [44]. It has also been hypothesized that tocilizumab treatment raises lipid levels
by reversing the lowering of lipid levels induced by IL-6-mediated inflammation [47,48].
Another suggested explanation is that dyslipidemia is mediated by the direct effect of IL-6
levels, raised through the blockage of IL-6R on administering tocilizumab [44].

We also observed an increase in compounding hematological AEs for the CC genotype
for rs11265618 and for the TT genotype for rs4329505. In previous research, these genotypes
have been described as potential biomarkers to guide tocilizumab treatment in RA cohorts.
CC carriers of 1511265618 showed improved low disease activity rates at 12 months [28],
while TT carriers of 154329505 showed less joint swelling at three months [30]. Although we
found similar trends relating to the same genotypes with efficacy outcomes at six months
in our previous study, the results were not statistically significant [33].

We found no association between the rs12083537, rs2228145, and rs4537545 genetic
variants and AEs detected during tocilizumab treatment. The rs12083537 variant has
previously been studied, with conflicting results; while Enevold et al. [30] found that
carriers of the AA genotype presented a poorer response to tocilizumab treatment, other
studies found the opposite [29,31], and a recent study found no association [33]. As for the
IL6R SNP rs2228145, this has only been proposed as a biomarker of response to tocilizumab
by Enevold et al. [30]. On the other hand, Arguinano et al. [36] have reported rs4537545*C
to be associated with higher LDL levels in a cohort of healthy patients, although only
when considered as a haplotype with rs4845625*T. In our research, we did not consider
haplotypes, and we did not find increased dyslipidemia for the rs4537545 genetic variant.

The main limitation of this study is its retrospective design. The relatively high
incidence of AEs reported is possibly explained by our exhaustive search for hepatic,
hematologic, and lipid profile abnormalities in routine blood tests over long periods of
tocilizumab treatment. This would also explain the predominance of mild AEs that did
not require tocilizumab discontinuation. Although the homogeneity of our cohort and the
relatively large sample size reinforce the validity of our results, further prospective studies
are warranted before the implementation of our findings in clinical practice.

5. Conclusions

Our IL6R polymorphism results suggest that, during the treatment of patients with
active RA with tocilizumab, rs4845625 is associated with the development of dyslipidemia,
and rs11255618 and rs4329505 are associated with the development of hematological effects.
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Abstract

Background Sarilumab, an IL-6 receptor antagonist, is a first-line biologic disease-modifying anti-rheumatic drug
for rheumatoid arthritis. The identification of genetic biomarkers as predictors of response to sarilumab could allow
for a personalized treatment strategy to improve clinical outcomes.

Methods We conducted a retrospective cohort study of 62 patients treated with sarilumab to determine

whether single-nucleotide polymorphisms (SNP) in the IL6R gene could predict efficacy and toxicity responses.

Six SNPs previously described in the IL6R gene (rs12083537, rs11265618, rs4329505, rs2228145, rs4537545,

and rs4845625) were genotyped in DNA samples obtained from these patients. Using parametric tests, we evaluated
the association between these polymorphisms and clinicopathological features. Treatment response was assessed six
months after treatment initiation. Satisfactory response was based on EULAR criteria. Low disease activity was deter-
mined according to DAS28 and CDAI and quantitative improvements in DAS28 and CDAI scores.

Results Three SNPs (rs4845625, rs4329505 and rs11265618) were significantly associated with response outcomes. All
of the SNPs, except for rs12083537, had at least one significant association with dyslipidemia or hepatotoxicity.

Conclusions These findings support the potential clinical value of SNPs, particularly rs4845625, as potentially useful
biomarkers to predict response to sarilumab in patients with RA.

Keywords IL6R, Genetic variants, Sarilumab, Rheumatoid arthritis, Predictive factors
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a highly prevalent chronic
systemic inflammatory disease. Clinically, RA is char-
acterized by symmetrical peripheral polyarthritis with
extraarticular manifestations [1]. The natural course of
this disease may lead to progressive disability, systemic
complications, and reduced quality of life [2, 3].

The principal aim of current therapeutic strategies is to
achieve clinical remission or a state of low disease activ-
ity (LDA). If neither of these objectives are achieved, then
the recommended approach is to adjust the treatment
strategy, usually by switching to disease-modifying anti-
rheumatic drugs (DMARD) [4]. In recent decades many
highly effective biologic (P DMARD) and non-biologic
therapies have been developed, leading to better disease
control in many patients. Nonetheless, only limited pro-
gress has been made in identifying reliable biomarkers
that could allow for personalized selection of the opti-
mal DMARDs. At present, however, most of the avail-
able DM ARD:s lack robust supporting data [5]. Therefore,
although the treatment selection process must take into
account comorbidities and the costs of treatment, in
most cases the treating physician can select treatment
according to his or her professional experience, using a
trial-and-error approach [6-8].

In recent years, interest in pharmacogenomics has
grown due to its potential to explain much of the inter-
individual differences in treatment response and pre-
disposition to drug toxicity. The vast majority of studies
published to date have focused on single nucleotide poly-
morphisms (SNP) as genetic biomarkers for methotrexate
[9-12] and/or anti-TNF [13-19], and on new therapies,
such as the IL-6R antagonist tocilizumab (TCZ) [20-26].

Sarilumab is a biologic disease-modifying antirheu-
matic drug (bDMARD) that exhibits specific binding
affinity to both soluble and membrane-bound IL-6 recep-
tors (IL-6R), thereby inhibiting IL-6 mediated signaling.
In the last few years, this drug has received regulatory
approval for the treatment of patients with moderately to
severely active RA who are either intolerant or unrespon-
sive to at least one conventional synthetic (cs)DMARD.
Placebo-controlled clinical trials [27, 28] have reported
response rates (ACR50 criteria) ranging from 40 to 45%
at 6 months. Despite this notable efficacy, only 28—34% of
patients in those studies achieved the therapeutic goal of
DAS28-CRP (c-reactive protein) remission.

In this context, and in line with findings from pharma-
cogenetic studies on TCZ [20-26], we hypothesized that
functional variations in the interleukin-6 receptor (IL6R)
gene could affect treatment outcomes with sarilumab.
Therefore, the aim of the present study was to assess
whether genetic variants in the IL6R gene are associated
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with response to sarilumab and treatment-related toxic-
ity in patients diagnosed with RA.

Materials and methods

Study population

We conducted a single-center, retrospective cohort study
involving RA patients recruited from a tertiary referral
hospital. Potential participants were identified through a
search of pharmacy registries, in which we identified all
patients who received sarilumab treatment between Jan-
uary 2018 and December 2021.

The inclusion criteria were as follows: confirmed diag-
nosis of RA based on the American College of Rheuma-
tology /European League Against Rheumatism (EULAR)
2010 criteria [29]; prescription of sarilumab for RA; and
age > 18 years. Exclusion criteria were: presence of other
rheumatic conditions (including connective tissue dis-
eases or vasculitis) and loss of patient to follow-up.

Sociodemographic and clinical data were collected
from electronical medical records. The following vari-
ables were assessed: age; sex; age at diagnosis; body mass
index (BMI); previous treatments; comorbidities; base-
line c-reactive protein (CRP) level; rheumatoid factor
(RF) and anti-citrullinated protein antibody (ACPA) sta-
tus; and sarilumab initiation and withdrawal dates.

The Disease Activity Score 28 (DAS28) and Clinical
Disease Activity Index (CDAI) at treatment initiation and
at 6-months were used to evaluate treatment response.
Response was further evaluated based on the follow-
ing parameters: satisfactory response (EULAR criteria);
achievement of LDA, which was defined as a DAS28
score<3.2 or CDAI score<10, as well as quantifiable
improvements in DAS28 and CDAI values at 6 months.
Following EULAR guidelines, a satisfactory EULAR
response was defined as a DAS28 improvement > 1.2 with
a resulting DAS28 score <3.2. [30, 31].

Adverse effects (AE) were registered and classified by
type [32] and by severity according to the Common Ter-
minology Criteria for Adverse Events (CTCAE, v 6.0).
AEs were further categorized into specific groups, as
follows: hepatotoxicity, infections, hypersensitivity, gas-
trointestinal, hematological and dyslipidemia. To assess
hepatotoxicity, hematological alterations, and dyslipi-
demia, we retrospectively reviewed the results of routine
blood tests performed during follow-up every 6 months.
Numeric values for transaminases, leukocytes, neutro-
phils, platelets, and lipids levels were recorded at the time
any AE was detected.

The study protocol was approved by the respective
institutional ethics committees and registered at clinical-
trials.gov (protocol code: IIBSP-IIL-2020-148). Prior to
participation, all participants provided written informed
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Table 1 Selected functional polymorphisms in the IL6R gene

refSeg Genomic position MAF Alleles
(GRCh38)
rs12083537 chr1:154408627 0.21 A>G
rs11265618 chr1:154457616 0.17 c>T
rs4329505 chr1:154459944 017 T>C
152228145 chr1:154454494 0.40 A>C
1s4537545 chr1:154446403 041 c>T
rs4845625 chr1:154449591 043 T>C

The minor allele is highlighted in bold

Abbreviations: IL6R Interleukin 6 Receptor, MAF Minor allele frequency reported
in the European population

consent for the collection of blood samples and subse-
quent genetic analyses.

Genetic studies

Selection of the specific SNPs for analysis was based on
the available literature and SNP functionality in the IL6R
gene. The following SNPs were selected: rs12083537,
rs11265618, rs4329505, rs2228145, rs4537545, and
rs4845625 (Table 1). The rationale behind the selection
of these SNPs has been described elsewhere [20-24, 26,
33]. Importantly, all of the chosen SNPs have a minor
allele frequency (MAF) >0.10 in the European population
according to the Allele Frequency Aggregator (ALFA)
[34].

Genomic DNA was automatically extracted from
peripheral whole-blood samples using the Autopure LS
system (Qiagen; Hilden, Germany). Genotyping of the
selected SNPs was performed through real-time PCR
using TagMan® SNP genotyping assays (Applied Biosys-
tems; Foster City, CA, USA). All cases were successfully
genotyped.

Statistical analyses

The Hardy—Weinberg equilibrium for all SNPs was
assessed with the chi-square test. Associations between
the SNPs and treatment outcome variables were exam-
ined considering various models of inheritance—includ-
ing codominant, dominant, and recessive models—as
appropriate.

Quantitative data are presented as means (standard
deviation [SD]) for normally distributed variables. The
Shapiro—Wilks test was applied to assess distribution
normality. Student’s T test or ANOVA was employed for
normally distributed variables, depending on the num-
ber of groups being compared. For qualitative dichoto-
mous variables, bivariate associations were evaluated
with Pearson’s chi-square (x2) or Fisher’s exact test.
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Associations between the SNPs and qualitative response
variables were tested using 2 tests.

All statistical tests were two-sided, with the cut-off
for statistical significance set at 5% (a=0.05). The IBM
SPSS Statistics for Windows, v. 26.0 (IBM Corp. Armonk,
NY, USA: IBM Corp) was used to perform all statistical
analyses.

Results

Patient population

A total of 62 patients were included in the study. Table 2
summarizes the baseline demographic and clinical char-
acteristics of these patients. The mean (SD) disease dura-
tion at initiation of sarilumab was 17.1 (10.9) years. At
the end of the data collection period (at six months of
follow-up), one-third of the patients (20/62, 32.3%) were
still actively receiving sarilumab.

Effectiveness.

Of the 62 patients initially included in the study, seven
(11.3%) were excluded from the efficacy analysis due to
premature treatment discontinuation caused by early
toxicity (6 patients) or because the results of the disease
activity assessment were not recorded in the electronic
medical records (one patient).

At the 6-month follow up, the mean (SD) decrease in
DAS28 and CDAI scores was 2.6 (1.3) and 10.6 (9.3),
respectively. A satisfactory EULAR response rate was

Table 2 Baseline patient characteristics (n1=62)

Variables n (%) Mean (SD)
Female / Male 55(88.7)/7(11.3)
Age at diagnosis, years 48.1 (14.9)
Disease duration, years 17.1(10.9)
Erosive RA 36 (58.1)
RF positive 46 (74.2)
ACPA positive 42 (67.8)
Smoking habit

Non-smoker 36 (58.1)

Ex-smoker 11017.7)

Smoker 6(9.7)
Missing data 9(14.5)
Body mass index 28.8(6.3)
Number of previous cOMARDs 25(13)
Number of previous bDMARDs 2822
Duration of treatment, months 18.2 (14.4)
Baseline DAS28 53(1.2)
Baseline CDAI 24.9(9.8)

Abbreviations: RA Rheumatoid arthritis, ACPA Anticitrullinated protein
antibodies, DAS28 Disease Activity Score including 28 joints, b(ODMARD biological
disease-modifying antirheumatic drug, cDMARD conventional biological
disease-modifying antirheumatic drug, CDAI Clinical Disease Activity Index, RF
Rheumatoid factor
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achieved in 76.4% of cases. LDA for DAS28 and CDAI
was achieved in 68.5% and 63.5% of patients, respectively.
The mean (SD) duration of treatment was 18.2 months
(14.4).

No significant differences in treatment response vari-
ables were observed according to sex, seropositivity,
number of previous cDMARDs or bDMARDs, age at
diagnosis, or BMI. Although ex-smokers (n=11) and
current smokers (n=5) had a better response than never-
smokers (n=36) in terms of achieving.

DAS28-LDA (90.9% and 100% vs 58.3%, p=0.02), no
differences in CDAI-

LDA rates were found.

Adverse events

Table 3 summarizes the frequency and severity of AEs
for the 62 patients. All AEs were mild or moderate; no
severe AEs were reported. The two most common types
of AE were hematological alterations and dyslipidemia.
Of the 24 hematological AEs registered, 11 were mild
and 13 moderate. In most cases, these were managed by
observation (n=9), temporary discontinuation of sari-
lumab (n=3), or dose reduction (z=7). The most com-
mon hematological AE was neutropenia (22 cases), with
a median (SD) value of 1.06x10%/L (360). In terms of
dyslipidemia, the median (SD) total cholesterol value was
284.6 (43.9) mg/dL. Only three patients required initia-
tion of cholesterol lowering therapy due to sarilumab.

Genetic determinants and response to treatment
The genotypic frequencies of all six SNPs were in
Hardy—Weinberg equilibrium. A linked inheritance was
observed between rs4329505 and rs11265618, as all indi-
viduals carrying the T allele for rs4329505 also had the
C allele for rs11265618, and vice versa. Consequently, the
results for both of those SNPs were analogous.

On the univariate analysis, three SNPs (rs4845625,
rs4329505, rs11265618) were significantly associated

Table 3 Sarilumab-related adverse events (62 patients)
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with response outcomes (Table 4). In Fig. 1, the dot plot
graphs for CDAI at 6 months, which is used to determine
the CDAI-LDA, for these three SNPs are shown.

Patients carrying the CC genotype for rs4845625 had
worse response rates to sarilumab as measured by CDAI
and DAS28 LDA rates (45.5% and 52.4% vs. 76.7% and
80% in the CT+TT genotypes, respectively; p=0.021
and p=0.037). CC carriers showed less improvement in
DAS28 (2.34 vs. 2.8, p=0.27) and CDAI (10.7 vs. 16.7,
p=0.066), although these differences were not statisti-
cally significant. These findings are consistent with a
recessive genetic model.

For rs4329505 and rs11265618, the genetic model that
best fit the data was the dominant model, as patients
homozygous for the wild-type allele (TT for rs4329505
and CC for rs11265618) showed better remission rates
than the other patients; specifically, remission rates
(CDAI-LDA) were 73.5% vs. 44.4% (p=0.039) and
the quantitative improvement in DAS28 was 2.9 vs.
2.0 (p=0.048). No significant differences were found
for DAS28 LDA, CDAI improvement, and/or EULAR
response rates.

No statistically significant associations were observed
for the remaining three SNPs (rs12083537, rs2228145,
1s4537545).

Genetic determinants and adverse effects
On the univariate analysis, all SNPs (except for
rs12083537) were significantly associated with dyslipi-
demia and/or hepatotoxicity (Table 5). None of the SNPs
showed a statistically significant association with any of
the other AEs observed during the study period.
Compared to AC+CC carriers, patients carrying the
AA genotype for rs2228145 had a higher incidence of
dyslipidemia (50% vs. 17.5%, p=0.008). Similarly, for
rs4537545, the incidence of dyslipidemia was greater in
CC carriers than for CT+TT genotypes (50% vs. 19%,
p=0.014).

Adverse event n (%) Mild, n (%) Moderate, n (%) Sarilumab
discontinuation
n (%)
Hepatotoxicity 6(9.7) 5(8.1) 1(1.6) 0
Infections 4(6.5) 1(1.6) 3(4.9) 0
Hypersensitivity/Intolerance 8(129) 2(3.2) 6(9.7) 7(11.9)
Gastrointestinal 0(0) 0(0) 0(0) 0
Hematological, total 24 (38.7) 11(17.7) 13(20.9) 5(8.1)
Neutropenia (n=22)
Thrombocytopenia (n=2)
Dyslipidemia 18 (29)
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Fig. 1 Dot plot of CDAI at 6 months for genotypes of rs4845625, 111265618, and rs4329505. The line at each genotype represents the median. The
consideration of CDAI-LDA at 6 months was considered when the CDAI score was equal or under 10. Abbreviations: CDAI: Clinical Disease Activity

Index; LDA: Low Disease Activity

Both rs4329505 and rs11265618 were significantly
associated with hepatotoxicity. More specifically, TT car-
riers for rs4329505 and CC carriers for rs11265618 had
higher rates of hepatotoxicity compared to the other gen-
otypes (14.3% vs. 0%, p =0.026).

Patients with the TT genotype for rs4845625 had a sig-
nificantly higher incidence of hepatotoxicity compared
to carriers of the C allele (CT+CC) (33.3% vs. 5.7%,
p=0.03). We also observed a trend towards an associa-
tion between rs4845625 and dyslipidemia, as evidenced
by the higher incidence of dyslipidemia for patients car-
rying the T allele (TT+ CT); however, this association
was not statistically significant.

Discussion

This study was conducted to investigate possible asso-
ciations between six different SNPs in the IL6R gene
and treatment response outcomes in patients with rheu-
matoid arthritis treated with sarilumab over a 6-month

period. To our knowledge, this is the first study to exam-
ine the pharmacogenetics of sarilumab. Significant asso-
ciations were identified between three SNPs (rs4845625,
rs4329505, rs11265618) and certain response outcomes
(DAS28 improvement, DAS28-LDA, CDAI-LDA).
Similarly, five of the six SNPs (rs2228145, rs4329505,
rs11265618, rs4537545, rs4845625) were significantly
associated with adverse events (hepatotoxicity and
dyslipidemia).

Our findings with regard to the rs4845625 SNP are
particularly noteworthy given how consistent these
results were. This SNP was positively associated with
LDA rates for both DAS28 and CDAI. Interestingly,
there were clinically-relevant differences between the
groups, with a 20-30% gap between them in terms
of achieving the treatment aims (remission or LDA)
(Table 4). The rs4845625 SNP is located in Chrl (q21.3)
2.154422067, in intron 7 of the IL6R gene. In silico tools
such as ESE Finder predict that this SNP may alter the
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Table 5 Associations between the SNPs and hepatotoxicity and dyslipidemia

SNPs Genotype (n) Hepatotoxicity Dyslipidemia

% Genetic model p % Genetic model p

rs4845625 T/T(9) 333 Cod 0.07 444 Cod 0.14
C/T(28) 7.1 Dom 0.027 357 Rec 0.056
C/C(25) 4 16

rs11265618 T/T (42) 143 Cod 0.08 23.8 Cod 041
c/TQO7) 0 Dom 0.026 41.2 Dom 0.19
C/C@) 0 333

rs4329505 T/T (42) 143 Cod 0.08 238 Cod 041
c/TQO7) 0 Dom 0.026 41.2 Dom 0.19
C/C(3) 0 333

152228145 A/A (22) 13.6 Cod 0.75 50 Cod 0.028
C/A(27) 74 Dom 0.44 5 Dom 0.008
¢/C(13) 7.7

154537545 C/C(20) 15 Cod 0.64 50 Cod 0.046
C/T(28) 7.1 Dom 0.34 179 Dom 0.014
T/T(14) 7.1 214

Abbreviations: SNPs Single Nucleotide Polymorphisms, p p-value

splicing process, thus leading to changes in the amount
or functionality of the resulting protein. These changes
may result in differences in treatment responses, as
previous studies have indicated that RA patients with
higher concentrations of soluble IL-6R tend to show
poorer responses to TCZ [35]. Furthermore, it has been
demonstrated that other SNPs (such as rs2228145) in
IL6R can influence the balance between membrane-
bound IL-6R and soluble IL-6R [36].

Previous studies have shown several associations
between rs4845625 and inflammatory pathways,
including differences in plasma IL-6 levels [37] and
basal levels of inflammatory markers in healthy cohorts
[33]. Our research group was the first to report the
association between rs4845625 and differences in
response outcomes in patients with RA treated with
tocilizumab, another IL-6 receptor antagonist [20]. In
that study, patients with the CC genotype had a lower
response to TCZ (as measured by DAS28-LDA) than
patients with the CT +TT genotypes (58.3% vs. 82.4%,
respectively). Those findings are consistent with the
results of the present study with sarilumab. Moreover,
the results of the present study provide further support
for our earlier results with TCZ, as we have now identi-
fied the same association with another IL-6R antagonist
(sarilumab), suggesting that genetic variations in IL6R
can modulate treatment response. Additionally, in the
present study we utilized more reliable and consistent
response outcome measures, including the addition
of CDAI, which is not influenced by the effect of IL-6
inhibitors on C-reactive protein [38].

Both the rs4329505 and rs11265618 SNPs exhibited
similar results due to linked inheritance, which makes
it challenging to identify the specific genetic changes
that truly modulate treatment response. Apart from a
substantial 30% variation in treatment response (CDAI-
LDA), these SNPs were the only ones to demonstrate
significant differences in terms of the quantitative
reduction in DAS28. Enevold et al. [23] evaluated treat-
ment response outcomes (number of swollen joints)
to TCZ in patients with RA, finding similar differences
for rs4329505. In that study, allele C carriers (CC+ CT)
also had a lower response to treatment. In our previous
study with TCZ [20], we also found a trend toward bet-
ter response rates (measured by DAS28 and EULAR)
in patients with the TT genotype, although these dif-
ferences were not statistically significant. By contrast,
rs4329505 has been investigated in two retrospective
studies by Maldonado-Montoro et al. [22] and Luxem-
bourger et al. [24], without finding significant associa-
tions with response rates.

In our previous study with TCZ, we found no signifi-
cant association between rs11265618 and response out-
comes. By contrast, in the present study with sarilumab,
we did observe a significant association, a finding that is
in line with the study by Maldonado-Montoro et al. [21],
who described an association with the CC genotype for
rs11265618, indicating a better response in terms of LDA
after 12 months of TCZ therapy. Previous studies of IL-6
inhibitors have not found consistent results for either
rs4329505 or rs11265618 [21, 24]. Although our findings
provide support for a coherent trend with regards to the
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value of those SNPs as potential biomarkers, further con-
firmation is warranted before they can be considered reli-
able biomarkers for IL-6 inhibitor therapy.

Most of the AEs reported in the present series were
mild or moderate, with no severe AEs detected dur-
ing follow-up (mean, 18 months). The most com-
monly reported AEs were hematological, but they rarely
required discontinuation of sarilumab (8.1%). Addition-
ally, we found no associations between these AEs and any
genetic determinants.

Although we found a positive association between sev-
eral AEs with at least one SNP, in most cases the AEs were
not clinically relevant and thus did not require a thera-
peutic change. With regards to hepatotoxicity, given that
these cases were only of mild to moderate severity and
also relatively rare (9.7%), we believe that the observed
associations were only incidental findings. For dyslipi-
demia, we found significant associations for rs2228145,
with higher rates in AA carriers, and for rs4537545, with
higher rates in CC carriers. Although the clinical signifi-
cance of these associations may be low, as dyslipidemia
secondary to TCZ treatment has not been linked to an
increased risk of cardiovascular events [39—43], the inter-
play between lipid profiles and inflammatory pathways,
such as IL-6, has been extensively described [42, 44—46].
Therefore, it is plausible that alterations in the /L6R path-
way may influence the development of dyslipidemia. In
our previous study with TCZ, we observed that patients
carrying the CT+TT genotype had a better response
to treatment but a higher incidence of dyslipidemia. In
the present study with sarilumab, we have found similar
results in terms of treatment efficacy. Although we found
no significant association between genotype and dyslipi-
demia, we did observe a trend towards a higher incidence
of dyslipidemia for TT + CT genotypes than for CC geno-
types (33.3% vs. 16%, p=0.056), a finding that is consist-
ent with the results of our previous study.

This study has several limitations that should be con-
sidered when interpreting the results. First, the retro-
spective design and the relatively small sample size may
have limited our ability to identify a significant associa-
tion between some SNPs and response outcomes, par-
ticularly in those SNPs (rs11265618 and rs4329505) with
a low frequency of the mutated allele. Nonetheless, the
homogeneity of this cohort and the fact that our results
were comparable to those described in our previous
study with TCZ, strengthen the validity of our findings.
Second, we only evaluated the six most promising /L6R
SNPs; other genetic variants not included in the present
study could also be predictor of response to sarilumab.
Another strength is that this is the first pharmacogenetic
study of sarilumab. Moreover, since sarilumab is tipically
used in current clinical practice after failure of at least
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one other bDMARD, this is the first study to provide data
on this unique cohort.

The pharmacogenomics of RA is highly complex and
further research is needed to obtain more robust, clin-
ically-relevant evidence to determine the association
between genetic markers and treatment response in
patients with RA. However, based on our findings, we
believe that rs4845625 may be a useful biomarker to help
predict treatment response. However, more comprehen-
sive research is needed before it can be considered for
use in routine clinical practice.

Conclusions

The results of this study suggest that several IL6R poly-
morphisms—rs4845625, rs4329505 and rs11265618—
may be associated with treatment response as measured
by CDAI and DAS28 LDA rates and absolute improve-
ment in DAS28 after six months of sarilumab in patients
with RA. In addition, we have also shown that five
SNPs (rs2228145, rs4329505, rs11265618, rs4537545,
rs4845625) are associated with the development of cer-
tain adverse events—particularly hepatotoxicity and
dyslipidemia—during the follow-up, even though they
showed limited clinical significance. To our knowledge,
these associations have not been previously reported.

Abbreviations

ACPA Anti-citrullinated protein antibody
AE Adverse effects

CDAI Clinical disease activity index

CRP C-reactive protein

DAS28 Disease activity score 28
bDMARD  Biologic Disease-Modifying anti-rheumatic drugs
DMARD Disease-Modifying anti-rheumatic drugs

EULAR European league against rheumatism
IL-6R IL-6 receptors

LDA Low disease activity

MAF Minor allele frequency

RA Rheumatoid arthritis

RF Rheumatoid factor

SD Standard deviation

SNP Single nucleotide polymorphism
TCZ Tocilizumab

Acknowledgements
We thank Bradley Londres for professional English language editing.

Authors’ contributions

Conceptualization, L.S., PR,PM, S.B. CD-T, AL, H.C,; methodology, LS, PR,
PM, SB., 1G, HS-P, AL, HG software, |.G,; validation, PR, PM, S.B, AL, LG-Q,
J.C, HC, formal analysis, 1.G,; investigation, L.S., PR, M.C; resources, S.B, AL,
writ-ing—original draft preparation, L.S., PR, writing—review and editing, PM,,
SB.,JC,DL,HC,1C,CD-T, AL, BM, AMM, HS-P, AL, H.C; visualization, L.S.,
PR, supervision, PM,, SB., AL, H.C, J. C; project administration, LS., PR, fund-
ing acqui-sition, L.S. All authors have read and agreed to the published version
of the manuscript.

Funding

This research was supported in part by a 2020-2021 grant by “Societat
Catalana de Reumatologia”. This work was supported by the Instituto de Salud
Carlos Il (JR20/00008 for Pau Riera).



Sainz et al. Arthritis Research & Therapy (2023) 25:226

Availability of data and materials

The datasets generated and analysed during the current study are not pub-
licly available due to containing clinical information which could constitute
potential patient identifiers, but are available from the corresponding author
on reasonable request.

Declarations

Ethics approval and consent to participate

The study was conducted according to the guidelines of the Declaration of
Helsinki and approved by the Research Ethics Committee of “Hospital de la
Santa Creu | Sant Pau” (IIBSP-11L-2020-148; 1 March 2021). Informed consent
was obtained from all patients involved in the study.

Consent for publication.

Not applicable.

Competing interests
HC has received grants for research and attendance at conferences from

Grinenthal, MSD, Blogen, Galapagos, Roche, BMS and honorarium for advisory

boards from Galapagos, Gebro, Abbvie, Sanofi, UCB.

Received: 15 September 2023 Accepted: 6 November 2023
Published online: 24 November 2023

References
1. Cross M, Smith E, Hoy D, Carmona L, Wolfe F, Vos T, et al. The global bur-

den of rheumatoid arthritis: estimates from the global burden of disease

2010 study. Ann Rheum Dis. 2014;73(7):1316-22.

2. Mclnnes IB, Schett G. The pathogenesis of rheumatoid arthritis. N Engl J
Med. 2011;365(23):2205-19.

3. Smolen JS, Aletaha D, McInnes IB. Rheumatoid arthritis. The Lancet.
2016;388(10055):2023-38.

4. Smolen JS, Landewé RBM, Bergstra SA, Kerschbaumer A, Sepriano A,
Aletaha D, et al. EULAR recommendations for the management of
rheumatoid arthritis with synthetic and biological disease-modifying
antirheumatic drugs: 2022 update. Ann Rheum Dis. 2023;82(1):3-18.

5. WeiK, Jiang P, Zhao J, Jin'Y, Zhang R, Chang C, et al. Biomarkers to predict
DMARD:s efficacy and adverse effect in rheumatoid arthritis. Front Immu-

nol. 2022;28:13.

6. JinY, Desai RJ, Liu J, Choi NK, Kim SC. Factors associated with initial or
subsequent choice of biologic disease-modifying antirheumatic drugs
for treatment of rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther. 2017;19(1):159.

7. Narvdez J, Magallares B, DiazTorné C, Hernandez MV, Reina D, Corominas

H, et al. Predictive factors for induction of remission in patients with
active rheumatoid arthritis treated with tocilizumab in clinical practice.
Semin Arthritis Rheum. 2016;45(4):386-90.

8. PersYM, mentine Fortunet C, Constant E, Lambert J, Godfrin-Valnet M,

De Jong A, et al. Predictors of response and remission in a large cohort of
rheumatoid arthritis patients treated with tocilizumab in clinical practice.

Available from: https://academic.oup.com/rheumatology/article/53/1/
76/1781300.
9. Cao M, Guo M, Wu DQ, Meng L. Pharmacogenomics of methotrexate:

current status and future outlook. Curr Drug Metab. 2018;19(14):1182-7.

10. Salazar J, Moya P, Altés A, Diaz-Torné C, Casademont J, Cerda-Gabaroi D,
et al. Polymorphisms in genes involved in the mechanism of action of
methotrexate: are they associated with outcome in rheumatoid arthritis
patients? Pharmacogenomics. 2014;15(8):1079-90.

11. Moya P, Salazar J, Arranz MJ, Diaz-Torné C, del Rio E, Casademont J,
et al. Methotrexate pharmacokinetic genetic variants are associated
with outcome in rheumatoid arthritis patients. Pharmacogenomics.
2016;17(1):25-9.

12. Jekic B, Maksimovic N, Damnjanovic T. Methotrexate pharmacoge-
netics in the treatment of rheumatoid arthritis. Pharmacogenomics.
2019;20(17):1235-45.

13. Mérquez A, Ferreiro-Iglesias A, Dévila-Fajardo CL, Montes A, Pascual-
Salcedo D, Perez-Pampin E, et al. Lack of validation of genetic variants

20.

21.

22

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Page 9 of 10

associated with anti-tumor necrosis factor therapy response in rheuma-
toid arthritis: a genome-wide association study replication and meta-
analysis. 2014. Available from: http://arthritis-research.com/content/16/2/
Re6.

Sode J,Vogel U, Bank S, Andersen PS, Lund Hetland M, Locht H, et al.
Genetic Variations in Pattern Recognition Receptor Loci Are Associated
with Anti-TNF Response in Patients with Rheumatoid Arthritis. 2015;
Available from: www.lgcgenomics.com.

Bek S, Bojesen AB, Nielsen J v, Sode J, Bank S, Vogel U, et al. Systematic
review and meta-analysis: pharmacogenetics of anti-TNF treatment
response in rheumatoid arthritis. Nature Publishing Group. 2017;17. Avail-
able from: http://permed2020.eu/.

Wysocki T, Paradowska-Gorycka A. Pharmacogenomics of Anti-TNF
Treatment Response Marks a New Era of Tailored Rheumatoid Arthritis
Therapy. 2022; Available from: https://doi.org/10.3390/ijms23042366.
Montes A, Perez-Pampin E, Joven B, Carreira P, Ferndndez-Nebro A, del
Carmen OM, et al. FCGR polymorphisms in the treatment of rheuma-
toid arthritis with Fc-containing TNF inhibitors. Pharmacogenomics.
2015;16(4):333-45.

Chen W, Xu H, Wang X, Gu J, Xiong H, Shi Y. The tumor necrosis factor
receptor superfamily member 1B polymorphisms predict response to
anti-TNF therapy in patients with autoimmune disease: a meta-analysis.
Int Immunopharmacol. 2015;28(1):146-53.

Canet LM, Filipescu |, Caliz R, Lupiafiez CB, Canhao H, Escudero A,

et al. Genetic variants within the TNFRSF1B gene and susceptibility to
rheumatoid arthritis and response to anti-TNF drugs: a multicenter study.
Pharmacogenet Genomics. 2015;25(7):323-33.

Sainz L, Riera P, Moya P, Bernal S, Casademont J, Diaz-Torné C, et al. Role
of IL6R genetic variants in predicting response to tocilizumab in patients
with rheumatoid arthritis. Pharmaceutics. 2022;14(9):1942.
Maldonado-Montoro M, Canadas-Garre M, Gonzélez-Utrilla A, Ange\ C-H.
Influence of IL6R gene polymorphisms in the effectiveness to treat-
ment with tocilizumab in rheumatoid arthritis. Pharmacogenomics J.
2018;18(1):167-72.

Maldonado-Montoro M, Cafiadas-Garre M, Gonzélez-Utrilla A, Plaza-Plaza
JC, Calleja-Herndndez M. Genetic and clinical biomarkers of tocili-
zumab response in patients with rheumatoid arthritis. Pharmacol Res.
2016;111:264-71.

Enevold C, Baslund B, Linde L, Josephsen NL, Tarp U, Lindegaard H, et al.
Interleukin-6-receptor polymorphisms rs12083537, 152228145, and
154329505 as predictors of response to tocilizumab in rheumatoid arthri-
tis. Pharmacogenet Genomics. 2014;24(8):401-5.

Luxembourger C, Ruyssen-Witrand A, Ladhari C, Rittore C, Degboe Y,
Maillefert JF, et al. A single nucleotide polymorphism of IL6-receptor is
associated with response to tocilizumab in rheumatoid arthritis patients.
Pharmacogenomics J. 2019;19(4):368-74.

Wang J, Bansal AT, Martin M, Germer S, Benayed R, Essioux L, et al.
Genome-wide association analysis implicates the involvement of eight
loci with response to tocilizumab for the treatment of rheumatoid arthri-
tis. Pharmacogenomics J. 2013;13(3):235-41.

Sainz L, Riera P, Moya P, Bernal S, Casademont J, Diaz-Torné C, et al. Clinical
value of IL6R gene variants as predictive biomarkers for toxicity to tocili-
zumab in patients with rheumatoid arthritis. J Pers Med. 2022;13(1):61.
Huizinga TWJ, Fleischmann RM, Jasson M, Radin AR, van Adelsberg J,
Fiore S, et al. Sarilumab, a fully human monoclonal antibody against
IL-6Ra in patients with rheumatoid arthritis and an inadequate response
to methotrexate: efficacy and safety results from the randomised SARIL-
RA-MOBILITY Part A trial. Ann Rheum Dis. 2014;73(9):1626-34.

Genovese MC, Fleischmann R, Kivitz AJ, Rell-Bakalarska M, Martincova

R, Fiore S, et al. Sarilumab plus methotrexate in patients with active
rheumatoid arthritis and inadequate response to methotrexate: results of
a phase Il study. Arthritis Rheumatol. 2015,67(6):1424-37.

Aletaha D, Neogi T, Silman AJ, Funovits J, Felson DT, Bingham CO, et al.
2010 Rheumatoid arthritis classification criteria: an American College

of Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative
initiative. Arthritis Rheum. 2010;62(9):2569-81.

van Gestel AM, Anderson JJ, van Riel PL, Boers M, Haagsma CJ, Rich B,

et al. ACR and EULAR improvement criteria have comparable validity in
rheumatoid arthritis trials. American college of rheumatology European
league of associations for rheumatology. J Rheumatol. 1999;26(3):705-11.

1cacions

Compendi de publ

77



1qnd ap 1puadwo)

suonedl

78

Sainz et al. Arthritis Research & Therapy

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44

45.

46.

(2023) 25:226

Aletaha D, Ward MM, Machold KP, Nell VPK, Stamm T, Smolen JS. Remis-
sion and active disease in rheumatoid arthritis defining criteria for disease
activity states. Arthritis Rheum. 2005;52(9):2625-36.

U.S. Department of Health and Human Services. Common Terminology
Criteria for Adverse Events (CTCAE) Version 5.0. 2017. https://ctep.cancer.
gov/protocoldevelopment/electronic_applications/docs/ctcae_v5_
quick_reference_5x7.pdf. Accessed 10 Jan 2022.

Arguinano AA, Naderi E, Ndiaye NC, Stathopoulou M, Dadé S, Alizadeh B,
et al. IL6R haplotype rs4845625*T/rs4537545*C is a risk factor for simulta-
neously high CRP. LDL and ApoB levels Genes Immun. 2017;18(3):163-9.
L. Phan, Y. Jin, H. Zhang, W. Qiang, E. Shekhtman, D. Shao, D. Revoe, R.
Villamarin, E. lvanchenko, M. Kimura, Z.Y. Wang, L. Hao, N. Sharopova, M.
Bihan, A. Sturcke, M. Lee, N. Popova, W. Wu, C. Bastiani, M. Ward, J. B. Hol-
mes, V. Lyoshin, K. Kaur, E. Moyer, M. Feolo, and B. L. Kattman. "ALFA: Allele
Frequency Aggregator! National Center for Biotechnology Information,
U.S. National Library of Medicine. 2020. www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/docs/
gsr/alfa/.

Diaz-Torne C, Ortiz MDA, Moya P, Hernandez MV, Reina D, Castellvi |, et al.
The combination of IL-6 and its soluble receptor is associated with the
response of rheumatoid arthritis patients to tocilizumab. Semin Arthritis
Rheum. 2018;47(6):757-64.

Ferreira RC, Freitag DF, Cutler AJ, Howson JMM, Rainbow DB, Smyth DJ,
et al. Functional IL6R 358Ala allele impairs classical IL-6 receptor signal-
ing and influences risk of diverse inflammatory diseases. PLoS Genet.
2013;9(4):.e1003444.

Shah T, Zabaneh D, Gaunt T, Swerdlow DI, Shah S, Talmud PJ, et al. Gene-
centric analysis identifies variants associated with interleukin-6 levels
and shared pathways with other inflammation markers. Circ Cardiovasc
Genet. 2013,6(2):163-70.

Smolen JS, Aletaha D. Interleukin-6 receptor inhibition with tocilizumab
and attainment of disease remission in rheumatoid arthritis: the role of
acute-phase reactants. Arthritis Rheum. 2011;63(1):43-52.

Hoffman E, Rahat MA, Feld J, Elias M, Rosner |, Kaly L, et al. Effects of
Tocilizumab, an Anti-Interleukin-6 Receptor Antibody, on Serum Lipid
and Adipokine Levels in Patients with Rheumatoid Arthritis. International
Journal of Molecular Sciences Article. 2019; Available from: www.mdpi.
com/journal/ijms. Cited 13 Oct 2022.

Lukas C, Redondin M, Pane |, Soubrier M, Houvenagel E, Sibilia J, et al.
Cardiovascular events and change in cholesterol levels in patients with
rheumatoid arthritis treated with tocilizumab: data from the REGATE
Registry. Clin Exp Rheumatol. 2021;39(3):501-7.

Castagné B, Viprey M, Martin J, Schott AM, Cucherat M, Soubrier M.
Cardiovascular safety of tocilizumab: a systematic review and network
meta-analysis. PLoS ONE. 2019;14(8):e0220178.

Alsulaim T, Alhassan N, Khalil H, AiImutlag A. Tocilizumab effect on lipid
profile in correlation to cardiovascular events: a retrospective cohort
study. Int J Rheumatol. 2021;12(2021):1-8.

Giles JT, Sattar N, Gabriel S, Ridker PM, Gay S, Warne C, et al. Cardiovas-
cular safety of tocilizumab versus etanercept in rheumatoid arthritis: a
randomized controlled trial. Arthritis Rheumatol. 2020;72(1):31-40.
Behl T, Kaur I, Sehgal A, Zengin G, Brisc C, Brisc MC, et al. The lipid paradox
as a metabolic checkpoint and its therapeutic significance in ameliorat-
ing the associated cardiovascular risks in rheumatoid arthritis patients. Int
J Mol Sci. 2020;21(24):9505.

Hashizume M, Mihara M. IL-6 and lipid metabolism. Inflamm Regen.
2011;31(3):325-33.

Hashizume M, Yoshida H, Koike N, Suzuki M, Mihara M. Overproduced
interleukin 6 decreases blood lipid levels via upregulation of very-low-
density lipoprotein receptor. Ann Rheum Dis. 2010,69(4):741-6.

Publisher’s Note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in pub-
lished maps and institutional affiliations.

Page 10 0f 10

Ready to submit your research? Choose BMC and benefit from:

fast, convenient online submission

thorough peer review by experienced researchers in your field

rapid publication on acceptance

support for research data, including large and complex data types

gold Open Access which fosters wider collaboration and increased citations

maximum visibility for your research: over 100M website views per year

B BMC

At BMC, research is always in progress.

Learn more biomedcentral.com/submissions










5.1. Caracteristiques basals dels pacients
Es resumeixen les caracteristiques basals de les dues cohorts utilitzades en els estudis de la
present tesi doctoral en la taula 7. En 1I’Annex 1 es resumeixen els sis SNPs estudiats, les seves

posicions genomiques i les corresponents freqiliencies al-1eliques poblacionals.

La cohort de pacients tractats amb TCZ ¢és més nombrosa (88) que la de sarilumab (62) perd
presenta una proporcié molt similar de la resta de caracteristiques basals com soén 1’edat al
diagnostic, la duracié de malaltia, seropositivitat, percentatge de fumadors i index de massa
corporal (IMC). Entre les principals diferéncies destaca el temps de tractament amb el farmac
corresponent, marcadament superior en la cohort de TCZ, i el nombre de FAMMBbD previs
utilitzats abans del farmac en estudi, que és superior en sarilumab. Ambdues cohorts presentaven
pacients amb alt nivells d’activitat previs a I’inici de tractament. Com a diferéncia destacable, en
la cohort de sarilumab es tenen recollides dades d’activitat de la malaltia més completes, amb
la inclusié de CDAI com a marcador d’activitat.

Taula 7.
Resum resultats poblacio basal de les cohorts de pacients tractats amb tocilizumab i sarilumab.

Tocilizumab (n=88) Sarilumab (n=62)

Variables n (%) Mitjana (DE) n (%) Mitjana (DE)
s i
Edat al diagnostic, anys 46.6 (15.9) 48.1 (14.9)
Duraci6 de malaltia, anys 16.5 (11.8) 17.1 (10.9)
AR erosiva 47 (53.4) 36 (58.1)
FR positiu 58 (65.9) 46 (74.2)
ACPA positiu 57 (64.8) 42 (67.8)
No fumadors 61 (69.3) 36 (58.1)
Ex-fumadors 14 (15.9) 11 (17.7)
Fumadors 13 (14.8) 6(9.7)
Sense dades 0 9 (14.5)
fndex Massa Corporal 28.6 (6.1) 28.8 (6.3)
Nombre de FAMMc previs 2.4(1.3) 2.5(1.3)
Nombre de FAMMD previs 1.5(1.4) 2.8(2.2)
Duraci6 del tractament, mesos 45.9 (40.1) 18.2 (14.4)
DAS28 basal 5.4 (1) 5.3(1.2)

CDALI basal 24.9 (9.8)
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5.2. Associacions entre variants genétiques i variables de resposta
al tractament

En I’estudi que tracta TCZ i variables d’eficacia, s’han estudiat les associacions entre els 6 SNPs
i les segiients variables de resposta al tractament als 6 mesos: milloria absoluta del DAS2S,

resposta EULAR satisfactoria i consecucié de LDA.

En 1’analisi univariant, inicament un dels SNPs (rs4845625) va mostrar una associacio
estadisticament significativa amb les tres variables resposta, observant unes diferéncies
quantitativament destacables entre els grups. Les taxes LDA van ser de 90.9% i1 85.4% en
els genotips TT i1 CT respectivament, contrastant amb el 56.5% dels homozigots mutats (CC)
(p=0.015). A part de detectar diferéncies, la variable quantitativa de resposta (milloria absoluta
en DAS28), mostra potencials canvis substancials en la magnitud de resposta. Els portadors
del genotip TT per rs4845625 van mostrar una reduccio de 3.62 en DAS28 als 6 mesos d’inici
de TCZ, respecte 3.06 en el genotip CT 1 2.36 en el genotip CC (p=0.015, considerant un model

genetic additiu).

Tot i no aconseguir altres associacions estadisticament significatives, si que destaca una tendéncia
observada entres les variants rs4329505 1 rs11265618 amb les variables resposta, especialment
quan es considera la milloria absoluta de DAS28 i la resposta EULAR satisfactoria. En aquests,
els portadors dels genotips homozigots silvestres o naturals (CC per rs11265618 i TT per

rs4329505) semblen presentar millor resposta al tractament.

En quant a la resposta al tractament a sarilumab, cal destacar que es van realitzar canvis en les
variables resposta amb la inclusié de milloria absoluta de CDAI als 6 mesos com a variable
quantitativa i la taxa de consecucié de LDA per CDAI com variable qualitativa de resposta. En
aquesta ocasid també es va descriure que els pacients portadors del genotip CC en rs4845625
presentaven pitjors respostes al tractament que els pacients amb genotips CT+TT, mesurat tant amb
taxes de consecucid LDA per DAS28 (45.5% vs. 76.7%, p=0.021) com per CDAI (52.4% vs. 80%,
p=0.037) als 6 mesos. Tot i no aconseguir la significanca estadistica amb les variables resposta
quantitatives, es pot observar la mateixa tendéncia consistent amb un model genétic recessiu, amb
respostes qualitativament 6 punts menors en reduccié de CDAI (10.7 en pacients CC i 16.7 en
CT+TT, p=0.066) i 0,5 punts menors en DAS28 (2.34 en CC12.8 en CT+TT, p=0.27)

Respecte els SNPs rs4329505 1 rs11265618, els mateixos pacients homozigots per 1’al-lel
silvestre van mostrar millors respostes al tractament al ser valorat tant com per LDA, per
CDAI i com per la milloria absoluta en DAS28, tamb¢ considerant un model genétic dominant.
Els pacients homozigots per 1’al-lel silvestre per ambdds SNP (CC per rs11265618 i TT per
rs4329505) van presentar reduccions majors en LDA per CDAI que la resta (73.5% vs. 44..4%,



p=0.039). També¢ es van observar diferéncies estadisticament significatives al avaluar milloria
absoluta en DAS28 (2.9 vs. 2.0 p=0.048).

5.3. Associacions entre variants geneétiques i aparicio d’efectes
adversos

En la cohort de pacients tractats amb TCZ, els EA més freqiients van ser els hematologics
(27 casos, 30.7%) a expenses principalment de casos de neutropénia (23 casos). El maneig
conservador va ser la principal estratégia i només 2 pacients van requerir discontinuar el farmac

definitivament per aquest motiu.

Es van detectar valors analitics de dislipemia amb la mateixa freqiiéncia (27 casos, 30.7%), amb
valors mitjos de colesterol total de 284.5mg/dL i de 180.2mg/dL de LDL.

Destaquen en tercer lloc els casos d’hepatotoxicitat, en cap cas severs, pero si amb 7 casos amb

afectacié moderada, quatre dels quals van ocorrer amb la biterapia amb MTX.

Per la seva rellevancia clinica, cal destacar que hi va haver 3 casos d’infeccions severes que van
requerir hospitalitzacio, tots ells resolts amb la suspensi6 temporal del farmac i el tractament

pertinent per la infeccid.

En la cohort de pacients tractats amb sarilumab, els EA reportats més freqlientment van ser també
els hematologics seguits de la dislipémia. Els EA hematologics (24 casos, 38.7%), principalment
neutropenia, van ser exclusivament lleus (11 casos) o moderats (13 casos) i, en la meitat dels
casos, es van poder manejar de forma conservadora amb observacio o discontinuacié temporal.

Tot 1 aix0, en 5 ocasions van requerir discontinuacié del farmac.

La dislipeémia va ocorrer en 18 pacients (colesterol mitja de 284.6mg/dL) perd només en 3 casos
es va requerir inici de tractament hipolipemiant. La resta d’EA (hepatotoxicitat, infeccions,
gastrointestinals i hipersensibilitat/intolerancia) van ser molt més infreqiients, sempre lleu o
moderats, i només van suposar una discontinuaci6 del farmac en 7 casos d’hipersensibilitat o

intolerancia al farmac.

Els pacients portadors del genotip CC per rs4845625 van mostrar una menor freqiiéncia
d’aparici6 de dislipemia (16.7%) en comparacio als portadors de 1’al-lel T (TT+CT) amb
I’exposicio a TCZ (16.7% vs. 36.7%, p=0.04). En la cohort tractada amb sarilumab es va

observar la mateixa tendéncia perd sense arribar a la significanga estadistica.
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Per altra banda, si que es van observar associacions entre rs4845625 i I’hepatotoxicitat en ambdos
cohorts. En la cohort de pacients tractats amb TCZ, es van observar diferéncies significatives
entre els tres genotips de rs4845625. En la cohort de sarilumab, els portadors del genotip TT
per 154329505 1 CC per rs11265618 van mostrar majors taxes d’hepatotoxicitat (14.3% vs. 0%,
p=0.026).

En la cohort de TCZ, els pacients amb genotip CC per rs11265618 i TT per rs4329505 van
presentar majors taxes d’aparicié d’EA hematologics respecte els altres respectius genotips.
Mentre que en la cohort de sarilumab, no es va detectar cap associacié entre els EA hematologics
i els SNPs estudiats.

Per altra banda, en la cohort de sarilumab es van detectar noves associacions no vistes en la
cohort de TCZ. Els portadors del genotip AA de rs2228145 i1 CC de rs4537545 van mostrar
majors taxes d’aparici6 de dislipeémia que la resta de genotips corresponents. Els pacients amb
genotip silvestre (CC per rs11265618 1 TT per rs4329505) van presentar més hepatotoxicitat

(14.3% vs. 0%, p=0.026) considerant un model genctic dominant.









En aquest apartat es discutiran els principals resultats de la present tesi doctoral, fent divisio
entre els resultats obtinguts entre les diferents variants genctiques i els resultats, tant en variables

de resposta al tractament com de toxicitat.

6.1.Associacio entre variables de resposta al tractament i variants
genetiques

En els estudis de TCZ i sarilumab hem avaluat 1’associaci6 entre diferents SNPs d’/L6R
(rs12083537, rs11265618, 154329505, rs2228145, rs4537545 1rs4845625) i variables de resposta

al tractament en pacients amb AR als 6 mesos.

En I’estudi de TCZ, inicament rs4845625 va mostrar associacions estadisticament significatives
amb les variables resposta al tractament (milloria de DAS28, resposta EULAR 1 consecuci6 de
LDA per DAS28). Per altra banda, en I’estudi amb sarilumab, es van detectar associacions entre
rs4845625, rs4329505 1 rs11265618 i algunes de les variables resposta d’aquest estudi (milloria
DAS28, consecuci6é de LDA per DAS28 i CDAI). En el cas de la cohort de sarilumab es tracta

del primer estudi que examina la farmacogenética d’aquest farmac.

6.1.1. rs4845625

Havent revisat la literatura més recent, s’ha descrit per primera vegada rs4845625 com un
potencial biomarcador de resposta al tractament amb TCZ i sarilumab en pacients amb AR.
Els presents resultats mostren que els pacients portadors dels genotips TT i CT presenten una
milloria major en DAS28 als 6 mesos de tractament amb TCZ respecte els pacients portadors
del genotip CC (3.62 1 3.07 vs. 2.36, p=0.015). Considerant la variable resposta taxa de LDA
per DAS28, els pacients TT+CT van mostrar un 85.6% de baixa activitat en comparacié amb
el 56.6% dels pacients CC, amb una OR de 4.9 (1.5-15.6). Per ultim, els resultats també van
ser coherents amb la variable resposta EULAR satisfactoria (que valora la reducci6 absoluta en
DAS28 i I’activitat als 6 mesos) en que també els pacients amb genotip CC van mostrar respostes

notablement inferiors.

Aquest primer estudi en la cohort de TCZ, es la primera descripcid que es fa de rs4845625

associat a variables de resposta al tractament.

En la cohort de sarilumab, cal destacar que es van afegir les variables de resposta amb milloria
quantitativa de CDAI i LDA per CDALI per tal de poder obtenir resultats més robusts degut
a la influéncia dels inhibidors de IL-6 en els reactants de fase aguda. Una influéncia que és
independent de la resposta al tractament, i, per tant, pot alterar la valoracio de la resposta al
tractament utilitzant DAS28 (137).
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En aquest estudi, els pacients amb genotip CC també van mostrar pitjors taxes de consecucio
de LDA per DAS28 i LDA per CDAI als 6 mesos de tractament amb sarilumab. La diferéncia
amb els genotips TT+CT en CDAI va ser del 31.2% (45.5% vs. 76.7%, p=0.021) i en DAS28
del 27.6% (52.4% vs. 80%, p=0.037). Tot i no ser estadisticament significatives també es poden

apreciar diferéncies amb les millories absolutes de DAS28 i CDALI

En primer lloc, aquests resultats destaquen per mostrar diferéncies de resposta clinicament
significatives amb variables de resposta robustes i utilitzades habitualment per guiar 1’estratégia
de tractament T2T de I’AR. En segon lloc, els resultats son consistents amb els resultats previs
obtinguts de la cohort de TCZ, donant més suport a la hipotesi que variants genétiques en /L6R

podrien modular la resposta al tractament amb farmacs anti-IL-6.

Per tal de d’hipotetitzar el seu mecanisme d’actuacio, s’exposen els principals possibles
mecanismes implicats i les associacions amb les vies inflamatdries que van portar a la inclusio de
rs4845625 en aquests estudis. Aquest SNP esta localitzat en ’intré 7 del gen IL6R (Chrl (q21.3)
2.154422067). Eines d’analisi in silico com ESE Finder prediuen que aquest SNP podria alterar
el procés de splicing, donant aixi una hipotesi plausible de com podria afectar aquesta mutacio
puntual en la quantitat o funcionalitat de proteina resultant. Aquests canvis podrien alterar la
resposta al tractament ja que s’han descrit pitjors respostes al tractament amb TCZ en pacients
amb majors concentracions d’IL-6R soluble (138). També recolza aquest possible mecanisme
que altres SNPs d’JL6R (rs2228145) han demostrat produir variacions en el balang entre receptor
d’IL-6 soluble 1 de membrana (139).

Tot i no haver-se descrit préviament en relacid a resposta al tractament, si hi ha nombrosa

literatura que I’ha relacionat amb canvis en les vies inflamatories.

En primer lloc, un estudi en poblacid sana orientat a I’estudi de la via IL-6 i la seva relacio
amb la malaltia cardiovascular, va associar rs4845625, entre d’altres SNPs, amb canvis en
concentracions plasmatiques de IL-6, tot i que la magnitud d’efecte es va considerar lleugera
(140). Un altre estudi en una nombrosa cohort amb pacients sans (n=995), va relacionar I’al-lel
rs4845625*T amb nivells elevats de PCR, de LDL i d’apolipoproteina B (136). Rs4845625 també
ha estat estudiat en el context de malalties cardiovasculars en diversos estudis, suggerint que
aquesta tingui un paper important en les vies inflamatories de IL-6 i en el risc cardiovascular.
(141-144)

Es tracta de la primera descripcio de rs4845625 com a potencial biomarcador pel tractament de
I’AR tant en pacients tractats amb TCZ com sarilumab. En els estudis inclosos en la present tesi,

els resultats son consistents entre les cohorts 1 mostren resultats amb canvis clinics rellevants. A



més, existeix una base fisiologica que la dota de coheréncia. Per aquest motiu, es postula aquest

SNP en rs4845625 com un possible biomarcador farmacogenctic.

6.1.2. rs11265618 i rs4329505

Tal i com s’observa en 1’estudi de la cohort de sarilumab, rs4329505 1 rs11265618 presenten
una heréncia lligada, de tal manera que els subjectes amb genotip homozigot natural per
rs11254518 (CC) son també homozigot natural per rs4329505 (TT). En la cohort de TCZ es va
complir aquesta troballa amb la tnica excepcid d’un pacient amb genotips per ambdds SNPs no
corresponents. Aquesta heréncia lligada, explica els resultats gairebé idéntics a I’hora d’avaluar

les associacions amb variables de resposta i toxicitat.

En I’estudi de resposta a TCZ, es va observar una tendéncia no estadisticament significativa
que mostrava que els pacients portadors del genotip TT per rs4329505 i CC per rs11265618
presentaven majors taxes de resposta EULAR satisfactoria i milloria quantitativa de DAS28 al

comparar-se amb els respectius genotips heterozigots i homozigots mutats.

Si es van observar diferéncies estadisticament significatives i clinicament rellevants en I’estudi
amb sarilumab, en el mateix sentit que la tendeéncia observada en I’estudi amb TCZ. Es va
descriure una reduccié quantitativa de DAS28 (2.9 vs. 2, p=0.048) com també en taxes de
consecuci6 de LDA per CDALI (73.5 vs. 44.4, p=0.039).

En I’estudi d’Enevold es va reportar una associacid entre el nombre de NAT (un dels items
avaluats en DAS28 i CDAI) i els genotips de rs4329505 (132). Els pacients amb al-lel C (CT+CC)
per rs4329505 van presentar una menor reduccié del nombre d’articulacions tumefactes, en la
mateixa linia que els nostres resultats. Estudis posteriors al d’Enevold no havien aconseguit trobar
resultats estadisticament significatius respecte rs4329505 i variables de resposta al tractament (130,
133). Per altra banda, Maldonado-Montoro si que va descriure una associacié entre el genotip CC

per rs11265618 i millor resposta al tractament amb TCZ en termes de LDA (133).

Tot 1 que els nostres resultats respecte rs11265618 1 rs4329505 sén prometedors en la cohort de
sarilumab i consistents amb les troballes que haviem fet préviament amb la cohort de TCZ i amb
alguns reports en la literatura, cal considerar que tamb¢ hi ha hagut altres autors que han estudiat
aquests SNPs sense trobar-ne associacions. L’heréncia lligada també dificulta la interpretacid

dels resultats.

Per tant, considerem que son necessaris més estudis per a confirmar aquests resultats préviament

a considerar aquests dos SNPs com potencials biomarcadors.

Resum global de la discussié

89



OISSNISIP B[ 3P [€qO[3 WINSAY

En la taula 8 es resumeixen els principals resultats dels estudis referenciats en la discussié que
han estudiat els SNPs en /L6R.

Taula 8.

Resum resultats dels estudis de SNPs en IL6R

SNP del gen

IL6R Referéncia Poblacio n Variable a estudi Relacions SNP
Nivells plasmatics: T s
Rs4845625 Arguinano et al. Individus 3J6r8 -PCR IE]S;S ?5A6p2(;5BT. major PCR,
Rs4537545 2017 sans 995 TColesterol, LDL Rs4537545%T: menor PCR
1ApoB
Rs12083537-A: menor
eficacia en NAT
Rs 4329505-C: menor
Eficacia als 3m eficdcia en NAT
' 1222028831543 57 Enevold etal.  Pacients amb 79 -NAD/NAT Ssssgiiiljlfs Sense
;z 1320505 2014 TCZ -DAS28-PCR
-Resposta EULAR Haplotip
12083537/228145/4329505
AAC: menor eficacia en
NAT i resposta EULAR
Pacients = ¢, 1s12083537-AA: major
Rs12083537 Luxembourger amb TCZ N Eficacia als 3m: eficicia en respo.s 1o ]ilUL AR
Rs4329505 etal. 2019 60 -Resposta EULAR £54329505: no associacions
Rs12083537-AA: major
Rs12083537 Eficacia als 12m: eficacia en LDA
Rs11265618 Maldonado Pacients 77 -Resposta EULAR Rs11265618-CC: major
Rs2228145 etal. 2018 amb TCZ -Remissié i LDA eficacia en LDA
Rs4329505 per DAS28 Rs2228145 1 4329505: no

associacions




6.2. Associacio entre aparicio d’efectes adversos i variants
genetiques

Els estudis presentats en 1’actual tesi, son els primers en descriure que SNPs en /L6R poden
influenciar I’aparici6é d’EA a llarg termini amb 1’s de farmacs anti-IL-6R. Amb anterioritat,
unicament s’havien reportat associacions entre polimorfismes en UGT1A1 1 hiperbilirrubinémia

en pacients amb AR en poblaci6 japonesa (134, 145).

Les dades dels estudis en que s’han avaluat EA, mostren un perfil de seguretat molt similar entre
els dos farmacs anti-IL-6R. Tot i aixi, trobem certes diferéncies. En comparacié amb les dades de
TCZ, es van reportar menys EA totals amb sarilumab, en probable relacié amb un menor temps
d’exposicio al farmac, tal i com es mostra en la taula 7. També son destacables una menor taxa

d’hepatotoxicitat i I’abseéncia de casos d’infeccions greus.
Tot seguit es discuteixen els principals resultats obtinguts dividits per categoria d’EA.

6.2.1. Dislipemia

En la cohort de pacients tractats amb TCZ es va descriure que els portadors de I’al-lel T (TT+TC)
per rs4845625 tenien una major incidéncia de dislipémia en comparacié amb els portadors del
genotip CC (36.7% vs. 16.7%, p=0.04).

Tot i trobar els mateixos resultats positius entre rs4845625 i eficacia en la cohort de sarilumab,
no es van detectar associacions estadisticament significatives amb I’aparici6 de dislipemia.
Tot 1 aixi, si s’observa una tendéncia en el mateix sentit i comparable, ja que els pacients amb
genotip CC van tenir dislipémia en un 16% en comparacioé amb el 33.3% dels pacients TT+CT
(p=0.056).

Anteriorment, en 1’apartat d’eficacia de la discussio, s’ha esmentat 1’estudi d’ Arguinano et al.
que ja havia descrit majors nivells de LDL en poblacid sana portadora de I’al-lel T (CT+TT)
per rs4845625 (136).

Altres variants genetiques d’/L6R també han mostrat associacions Unicament en la cohort de
pacients amb sarilumab, amb taxes d’aparici6 superiors en els pacients portadors d’AA per
rs2228145 1 CC per rs4537545.

Comparant amb els nostres propis resultats en la valoracid de resposta al tractament, observem
com aquells pacients que aconsegueixen una major resposta clinica també presenten una major
taxa d’aparici6 de dislipémia, fet que podria dificultar, a priori, el seu posicionament com

biomarcador.
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Cal cone¢ixer que la dislipemia €s un efecte advers freqiientment reportat i conegut amb els
farmacs anti-IL-6R i que no ha estat lligat a un augment de risc cardiovascular (146-150). De
fet, I’associaci6 entre la inflamacioé en I’AR 1 els canvis en el perfil lipidic s’ha descrit com a la
“paradoxa lipidica”, ja que pacients sense tractament que tenen un colesterol més baix presenten
un major risc cardiovascular (151). Sembla ser que ’estat pro inflamatori de la malaltia, amb
I’activacio de les vies inflamatories d’IL-6, provoca una reduccio dels lipids en serum mediats
per la sintesi d’apolipoproteines (152), entre d’altres efectes locals directes d’11-6 en muscul
1 greix (150). Tot 1 que els mecanismes encara no soén clars, s’ha hipotetitzat que TCZ podria
provocar un “augment” de colesterol al revertir els efectes reductors en seérum que provoca

I’activacio de les vies pro inflamatories d’1L-6 (152,153).

En conclusio, es reporten resultats coherents ja que existeixen diverses associacions entre
variants genetiques en /L6R 1 ’aparicio de dislipémia en pacients tractats amb anti-IL6R 1
s’han descrit mecanismes que suporten fisiopatologicament els resultats. Tot i aixi, la rellevancia
clinica que poden tenir aquests resultats és dubtosa si no hi ha una repercussi6 final en quant a

increment de risc cardiovascular demostrada.

6.2.2. Efectes adversos hematologics

Els EA hematologics han estat els més freqiientment reportats en ambdues cohorts, juntament
amb la dislipemia, i dos SNPs han mostrat associacions estadisticament significatives amb la taxa
d’EA hematologics en I’estudi amb TCZ (rs11265618 1 rs4329505). Destaca que son resultats
consistents amb els préviament descrits per eficacia, ja que els pacients amb genotip CC per
rs11265618 1 TT per rs4329505 son els que presenten més EA hematologics a la vegada que
s’han associat a majors taxes de resposta en la literatura, tal i com s’ha esmentat anteriorment.
Per contra en la cohort de sarilumab, no es van trobar associacions amb els EA hematologics

amb cap de les variants genétiques avaluades.

6.2.3. Hepatotoxicitat

En quant a I’hepatotoxicitat, descrita com a hiperbilirrubinémia o hipertransaminassémia durant
el seguiment, s’han descrit associacions en ambdues cohorts. En la cohort de TCZ els pacients
portadors de rs4845625 van mostrar diferéncies entre els 3 diferents genotips, sense observar-se

perod una tendéncia clara.

En els pacients tractats amb sarilumab, els tres genotips que van mostrar associacié amb les
variables de resposta son els que també mostren associacié amb ’aparicio de hepatotoxicitat.
Destaca a més, que son els mateixos genotips associats a una major eficacia els que presenten
una major taxa d’EA (rs4845625-TT, rs11265618-CC, rsr4329505-TT).



En general, en ambdos cohorts, s’han reportat EA esperats donat el perfil de seguretat dels
farmacs anti-IL-6R, sent major en la cohort de pacients amb TCZ donat el major temps
d’exposicio avaluat. Els EA han sigut predominantment de severitat lleugera o moderada i han
requerit la discontinuacié del tractament en poques ocasions. Es per aquest motiu que creiem
que els resultats, tot i poder ser consistents o replicables, tenen menor rellevancia clinica i, per

tant, fan més improbable el desenvolupament d’aquests SNPs com a biomarcadors.

6.3. Limitacions

A I’hora d’interpretar els resultats exposats cal considerar les segiients limitacions. El disseny
retrospectiu i la relativa petita mostra ha possiblement limitat la capacitat de trobar diverses
associacions entre SNPs i resposta al tractament i/o toxicitat. Especialment, en SNPs amb baixes

freqiiéncies poblacionals d’al-lel mutats i EA infreqiients.

Cal destacar també I’abséncia d’un abordatge de GWAS impedint la troballa de possibles nous

biomarcadors.

Per contra, els presents resultats destaquen per ser els primers en descriure rs4845625 com
a possible biomarcador d’eficacia amb farmacs anti-IL-6R i per ser el primer estudi de
farmacogenetica en sarilumab. A més, ’homogeneitat de les mostres i la consisténcia dels

resultats obtinguts, entre ells i respecte la literatura previa, en suporten la validesa.

Resum global de la discussié

93






1- Els SNPs del gen IL6R s’associen a diferéncies de resposta al tractament amb farmacs
inhibidors d’IL-6R en pacients amb artritis reumatoide.

2- EI SNP rs4845625 s’associa a diferéncies clinicament significatives en variables de resposta
al tractament als 6 mesos, en pacients amb artritis reumatoide tractats tant amb tocilizumab
com amb sarilumab.

3- Les variants genétiques rs4329505 1 rs11265618 s’associen a canvis de resposta al tractament
amb sarilumab als 6 mesos. Tot i no aconseguir resultats estadisticament significatius,
s’observa una tendencia coherent en la cohort de pacients tractats amb tocilizumab.

4- Gairebé tots els SNPs d’/L6R estudiats (rs2228145, rs4329505, rs11265618, rs4537545 1
rs4845625), han estat associades a diversos efectes adversos (hepatotoxicitat, alteracions
hematologiques i dislipémia) en ambdues cohorts. Considerant la severitat d’aquests 1
I’efecte en la discontinuacid del tractament, es pot concloure que presenten una significanga
clinicament limitada.

5- Valorant el conjunt de resultats, es proposa rs4845625 com un biomarcador farmacogenetic
per a predir la resposta al tractament amb farmacs inhibidors d’IL-6R en pacients amb artritis

reumatoide.
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Es desprenen diverses linies d’investigacio basica i clinica en farmacogenética dels resultats de

la present tesi.

En primer lloc, és important dotar de major base fisiopatogenica a les troballes, estudiant els
canvis quantitatius i qualitatius que es produeixen en la sintesi proteica d’IL-6R quan es donen

aquestes variants genetiques en /LOR.

També és cabdal validar els resultats amb nous estudis farmacogencétics, especialment amb
rs4845625, provant de replicar aquests resultats en altres poblacions, idealment en estudis

multicéntrics i amb major mostra.

Per ultim, per tal d’establir la utilitat clinica dels SNPs estudiats, caldra realitzar assajos clinics
en que el tractament vingui determinat per I’estudi genetic del gen d’JL6R. Sera d’especial
interés en cohorts d’artritis reumatoide precog, per tal de poder avaluar quin impacte t¢ la tria
individualitzada d’un primer FAMMD en base a marcadors farmacogenétics, en qualitat de vida

del pacient i en evoluci6 de la malaltia a mitja i llarg termini.
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10.1 Annex 1

Taula amb els SNPs estudiats, la seva posicié genomica i freqiiéncies al-l1¢liques. En negreta es

marca 1’al-lel menor.

Posicié genomica (GRCh38) Freqiiéncia al-lel menor Al-lels
rs12083537 chr1:154408627 0.21 A>G
rs11265618 chrl:154457616 0.17 Cc>T
rs4329505 chr1:154459944 0.17 >C
rs2228145 chrl:154454494 0.40 A>C
134537545 chr1:154446403 0.41 C>T
rs4845625 chr1:154449591 0.43 T>C

10.2 Annex 2

El projecte d’investigaci6 de tesi doctoral ha rebut el suport economic de la beca STADA de la

Societat Catalana de Reumatologia de 1’any 2021.
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