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RIASSUNTO/ABSTRACT

RIASSUNTO

Il trattamento adiuvante a base di fluoropirimidine utilizzate da sole o
in associazione con l'oxaliplatino migliora sia la sopravvivenza libera da
malattia che la sopravvivenza globale dei pazienti con carcinoma colorettale
agli stadi II e III. Tuttavia, una percentuale di pazienti non trae beneficio dal
trattamento chemioterapico.

L'identificazione di biomarcatori genetici predittivi potrebbe essere
utile nella selezione dei pazienti da sottoporre a trattamento chemioterapico
individuando i pazienti maggiormente responsivi ed evitando il trattamento
nei pazienti non responsivi .

Lo scopo di questo studio é stato quello di confrontare I'effetto di un
set di polimorfismi correlati alle fluoropirimidine sulla sopravvivenza libera
da malattia a 5 anni in due gruppi di pazienti trattati con una terapia
adiuvante a base di fluoropirimidine con o senza oxaliplatino.

Abbiamo analizzato un set di 23 polimorfismi relativi a 10 geni
correlati alle fluoropirimidine in due coorti di pazienti con carcinoma
colorettale agli stadi II/III trattatti a base di fluoropirimidine, includendo in
totale 262 pazienti. Abbiamo trovato un effetto concordante per il
polimorfismo MTHFR-1298A>C (rs1801131). [ pazienti con genotipo MTHFR-
1298CC hanno evidenziato una peggiore sopravvivenza libera da malattia in
entrambi i gruppi (HR=3.48, C195% 1.01-11.96 nel gruppo trattato con le sole
fluoropirimidine; HR=3.13, CI95% 1.23-7.97 nel gruppo trattato con
fluoropirimidine piu oxaliplatino). Nell’analisi combinata dei due gruppi i
pazienti con genotipo MTHFR-1298CC hanno mostrato inoltre una peggiore
sopravvivenza globale (HR=2.01, 95%CI 0.85-4.75, P-value=0.035).

Abbiamo calcolato un punteggio clinico relativo alla sopravvivenza
libera da malattia includendo il polimorfismo MTHFR-1298A>C, lo stadio alla
malttia, il sesso e la localizzazione del tumore, dimostrando che il
polimorfismo MTHFR-1298A>C e il fattore che peggiora di piu la
sopravvivenza libera da malattia.

In conclusione, il polimorfismo MTHFR-1298A>C & un fattore
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prognostico per la sopravvivenza libera da malattia e la sopravvivenza
globale nei pazienti con carcinoma colorettale agli stadi II/III trattati con un
trattamento adiuvante a base di fluoropirimidine e potrebbe essere usato

come un criterio addizionale per la scelta di un appropriato regime adiuvante.

ABSTRACT

Adjuvant treatment based on fluoropyrimidines alone or in association
with oxaliplatin improves both disease free and overall survival in stage 1I/III
colorectal cancer. However, a certain percentage of patients do not take
advantage of the treatment.

The identification of predictive genetic biomarkers may be usefulin the
selection of patients for chemotherapy treatment by identifying responsive
patients and avoiding treatment in non-responsive patients.

The aim of this study was to compare the impact of a set of
fluoropyrimidines-related polymorphisms on 5-year disease free survival in
two groups of colorectal cancer patients treated with adjuvant
fluoropyrimidines with or without oxaliplatin.

A set of 23 polymorphisms in 10 fluoropyrimidines-related genes in
two cohorts of stage II/IIl fluoropyrimidines-treated colorectal cancer
patients, including a total of 262 cases were analysed. A concordant effect for
MTHFR-1298A>C (rs1801131) polymorphism was found. Carriers of MTHFR-
1298CC genotype had a worse disease free survival in both groups (HR=3.48,
95%CI 1.01-11.96 in fluoropyrimidines alone; HR=3.13, 95%CI 1.23-7.97 in
fluoropyrimidines + oxaliplatin). In the pooled group of patients MTHFR-
1298CC carriers had also a worse overall survival (HR=2.01, 95%CI 0.85-
4.75, adjusted P-value=0.035). We computed a clinical score related to
disease free survival including MTHFR-1298A>C, disease stage, sex, and
tumor location, where MTHFR-1298A>C is the most detrimental factor.

In conclusion MTHFR-1298A>C is a prognostic factor for disease free

survival and overall survival in stage II/IIl colorectal cancer patients treated
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with a fluoropyrimidines-based treatment and could be used as an additional

criteria for the choice of the proper adjuvant regimen.
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Premessa

La variabilita delle risposte individuali ai farmaci costituisce da
sempre uno dei problemi piu rilevanti in clinica.

Si ritiene attualmente che questa variabilita interindividuale, che nel
passato veniva attribuita principalmente all'influenza di fattori non genetici
(eta, sesso, stato nutrizionale, funzionalita renale ed epatica, abitudini di vita
con particolare riferimento alla dieta ed all'abuso di alcool e fumo,
concomitante assunzione di altri farmaci, presenza di comorbidita,
compliance del paziente), sia dipendente anche da fattori genetici. Le
conseguenze cliniche per il paziente di questa variabilita vanno dal pieno
successo al fallimento terapeutico; dall’assenza di reazioni avverse al
manifestarsi di effetti tossici anche gravi, fino all’exitus (Relling e coll., 2011;
Deenen e coll., 2011; Walgren e coll., 2005).

In particolare in campo oncologico il problema della variabilita
individuale della risposta ai farmaci e particolarmente rilevante poiche i
farmaci antitumorali sono caratterizzati da wun indice terapeutico
relativamente basso ed inoltre i tumori possono essere variamente sensibili
all’azione dei farmaci antitumorali in relazione ad alterazioni genetiche ed
epigenetiche.

Variazioni genetiche possono essere presenti nel DNA dei pazienti
(mutazioni costituzionali) modificando la sequenza nucleotidica di geni
coinvolti nel meccanismo di azione dei farmaci influenzandone
conseguentemente l'efficacia e la tossicita o possono svilupparsi nel DNA del
tumore (mutazioni somatiche) essendo responsabili di sensibilita/resistenza
al trattamento.

La farmacogenetica e quella branca della farmacologia che studia
come i fattori genetici possono influenzare l'esito di un trattamento

farmacologico individuando quelle variazioni della sequenza nucleotidica del
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DNA che possono influenzare I'efficacia e la tollerabilita della terapia (Weng e
coll, 2013).

Nel corso degli ultimi due decenni sono stati compiuti progressi
sostanziali nella terapia dei tumori solidi, compreso il carcinoma colorettale,
grazie allo sviluppo e all'impiego di chemioterapici citotossici piu efficaci e di
composti chimici o agenti biologici piu selettivi (ad es. inibitori di protein-
chinasi e anticorpi monoclonali contro fattori di crescita tumorale e loro
recettori).

Le maggiori conoscenze relative alla pato-biologia dei tumori e dei
meccanismi di trasporto, metabolismo e eliminazione dei farmaci
antitumorali, contribuiscono con sempre maggiore frequenza ad individuare
biomarcatori genetici predittivi della risposta terapeutica
(efficacia/tossicita), consentendo una migliore selezione dei pazienti pre-

trattamento ed una maggiore personalizzazione della terapia.
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Farmacogenetica: ruolo e metodologie

L'evidenza di una base genetica della variabilita della risposta clinica
in seguito all'assunzione di farmaci risale ai primi anni '50, quando fu
dimostrato che i farmaci antimalarici (ad esempio la primachina)
provocavano anemia emolitica nei pazienti con carenza di glucosio-6-fosfato
deidrogenasi (Carson e coll.,, 1956).

Alla fine degli anni '50 Friedrich Vogel (Vogel, 1959) conio il termine
farmacogenetica per definire una nuova disciplina volta a studiare 1'influenza
delle variabili genetiche individuali sul metabolismo e sull'azione dei farmaci.
La scoperta delle basi molecolari della variabilita farmacogenetica risale
infine alla fine degli anni '80 quando Frank Gonzales dimostro che la
presenza di polimorfismi genici era correlata alla mancata espressione
dell'enzima microsomiale epatico CYP2D6, con conseguente riduzione del
metabolismo e della risposta terapeutica al farmaco antipertensivo
debrisochina (Gonzales e coll., 1988). Questa ricerca ha dato inizio ad una
serie innumerevole di studi che, con l'impiego di tecnologie molecolari
sempre piu efficaci, affiancate alle classiche indagini farmacologiche di
fenotipizzazione e agli studi di popolazione, hanno permesso l'identificazione
di molti polimorfismi di geni del metabolismo e del meccanismo d'azione dei
farmaci che sono stati correlati ad una variabilita nella risposta a vari
trattamenti farmacologici.

Nel 2007 I'Agenzia Europea per la Valutazione dei Farmaci (EMA),
organismo europeo di valutazione dei farmaci per uso umano, ha definito la
farmacogenetica come “lo studio delle variazioni nella sequenza del DNA in
relazione alla risposta ai farmaci”. Tale studio deve prendere in
considerazione i principali aspetti farmacologici quali la farmacocinetica, la
farmacodinamica, l'efficacia e le reazioni avverse (EMA, 2007).

Si ritiene che nel corso dell’evoluzione si siano sviluppate e siano state
trasmesse alla progenie variazioni casuali della sequenza nucleotidica del

DNA per la maggioranza dei geni, cioe che i geni siano presenti sotto forma di
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varianti alleliche diverse (The International HapMap Consortium, Nature
2010). Le variazioni nella sequenza del DNA che sono presenti almeno
nell'1% della popolazione sono definite polimorfismi, mentre quelle che sono
presenti con frequenza minore si definiscono mutazioni (Nebert, 2000).

I polimorfismi genici o le mutazioni possono dare luogo ad enzimi con
diversi livelli di attivita metabolica o a recettori con diversa affinita per il
farmaco. Clinicamente questo si traduce con una diversa risposta terapeutica
di un individuo ad un determinato farmaco.

Il tipo piu semplice e frequente di polimorfismo coinvolge un unico
nucleotide (single-nucleotide polymorphism, SNP) e porta all’alterazione di
un’unica base nella sequenza del DNA. Un altro tipo di polimorfismo e
rappresentato dai minisatelliti che sono costituiti da un numero variabile di
ripetizioni in tandem, derivanti da una sequenza di DNA (0,1-10kb) ripetuta
in molteplice copia. Esiste inoltre una versione piul semplice e piti comune dei
minisatelliti rappresentata dai microsatelliti che sono caratterizzati dalla
ripetizione in tandem di due o quattro nucleotidi al massimo. Altre variazioni
polimorfiche sono rappresentate dalle inserzioni o delezioni costituite
dall’aggiunta o perdita nella sequenza genomica di una porzione di nucleotidi
di dimensione variabile.

[ polimorfismi sono definiti: “Nonsense” quando sostituzioni di singole
basi portano alla comparsa di un codone di stop e alla terminazione
prematura della sintesi della proteina; “Missense” o “Non- synonymous”
quando, invece, generano l'incorporazione di un amminoacido inappropriato
nella proteina; ed infine “Frameshift” quando determinano uno slittamento
nella cornice di lettura durante la fase di traduzione della proteina. Dal punto
di vista fenotipico, tali variazioni geniche possono alterare o rendere del tutto
silente la normale attivita del gene o del suo prodotto proteico. In particolare,
quando la mutazione coinvolge la regione codificante del gene si ha una
aberrazione strutturale nella proteina prodotta con conseguente alterazione
nella sua funzionalita; se la variazione polimorfica cade, invece, nelle regioni
regolatrici, come il promotore del gene o le zone enhancer in zone non

tradotta in 5’ (5’'UTR) e 3’ (3’'UTR) , oppure va a modificare i normali processi
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di trascrizione, traduzione e splicing del RNA si ha una variazione nella
quantita di proteina prodotta.

Esiste poi un'altra tipologia di variazione genica definita “(Same) Sense” o
“Synonymous” costituita da un cambiamento del DNA silente ovvero che, a
causa della parziale ridondanza del codice genetico, non comporta nessuna
alterazione della sequenza degli aminoacidi e quindi non dovrebbero portare
a conseguenze strutturali o funzionali evidenziabili. Tuttavia, tali variazioni
possono avere un effetto funzionale se sono in grado di modificare la
regolazione trascrizionale o traduzionale, lo splicing, o andando ad
intervenire sulla stabilita dell’RNA (Coate e coll.,, 2010; Crettol e coll., 2010;
Daly e coll.,, 2010; Ekhart e coll., 2009; Shin e coll., 2009; Efferth e coll., 2005;
Capon e coll, 2004; Duan e coll, 2003).

L'esistenza di polimorfismi genici si puo riflettere in una notevole
variabilita inter-individuale della risposta al farmaco chemioterapico
(efficacia/tossicita). Gli studi di farmacogenetica sono quindi finalizzati ad
analizzare le correlazioni tra genotipo e fenotipo del paziente, allo scopo di
definire la relazione esistente tra un determinato polimorfismo e I'alterazione
dell’effetto del farmaco che ne consegue; in tal modo é possibile identificare e
validare marcatori genetici predittivi della risposta potenzialmente utili in
clinica.

Esistono essenzialmente tre approcci impiegati nelle analisi di
farmacogenetica (Shin e coll., 2009; Huang e coll., 2009): quello basato sullo
studio di un singolo gene (Candidate gene approach) che e considerato
fondamentale per il meccanismo biologico del farmaco sotto indagine; quello
costituito dall’analisi di diversi geni tutti funzionalmente implicati nel
pathway metabolico e d’azione del farmaco (Candidate-pathway-gene or
Pathway-based approach); ed, infine, quello rappresentato da uno studio
globale dell’intero genoma umano (Genome-wide approach).

In particolare, per questa ricerca e stato adottato il secondo metodo
ovvero quello basato sullo studio di un set di polimorfismi relativi a geni
codificanti per proteine che sono state dimostrate essere significativamente

coinvolte nel pathway metabolico e nel meccanismo di azione dei farmaci
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oggetto di studio (fluoropirimidine).

Tale scelta é in linea con gli studi di farmacogenetica pubblicati negli
ultimi anni che prevedono generalmente un approccio poligenico, effettuando
analisi simultanee di polimorfismi in multipli geni o di multiple variazioni
nucleotidiche all'interno di un particolare gene, elaborando poi i dati ottenuti
mediante studi di Linkage Disequilibrium (LD) e tramite la determinazione di
aplotipi funzionalmente e fenotipicamente significativi (Crettol e coll., 2010;
Efferth e coll,, 2005; Ekhart e coll., 2009; Shin e coll.,, 2009). Questo approccio
poligenico risulta piut completo e piu valido rispetto all’analisi del singolo
polimorfismo; spesso, infatti, soprattutto tra i membri di una stessa famiglia
di trasportatori o di enzimi metabolici, esiste una importante
sovrapposizione di specificita di substrato che puo portate al mascheramento
dell'effetto di una variazione genica da parte di un'altra con effetto
compensatorio; inoltre la chemioterapia & spesso costituita da regimi
polichemioterapici che prevedono I'impiego di piu farmaci, ognuno dei quali
ha un pathway d’azione e proteine coinvolte in questo diverse fra loro.

Infine, rispetto ad uno studio dell'intero genoma umano, questo tipo
di approccio poligenico ha minori costi e consente una analisi biostatistica
piu agevole rispetto a quella applicabile ad un’analisi genome-wide.

Grazie all’approccio farmacogenetico € stato possibile identificare
molte variazioni nella struttura di geni che codificano per enzimi del
metabolismo dei farmaci, per proteine trasportatrici o proteine bersaglio
(recettori, canali ionici, enzimi) e correlarle alle variazioni inter-individuali
nella risposta ai farmaci, individuando vari fattori genetici predittivi della
tossicita e della risposta terapeutica al trattamento farmacologico.

[ test farmacogenetici, attraverso l'identificazione degli individui che
con molta probabilita possono manifestare una reazione avversa ad uno
specifico trattamento farmacologico, sono potenzialmente utili nella
selezione dei pazienti che con maggiore probabilita possono beneficiare dal
punto di vista terapeutico di uno specifico trattamento farmacologico e
possono permettere 'ottimizzazione e la personalizzazione delle strategie

terapeutiche per ottenere cosi da ogni trattamento la massima efficacia e la
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minima tossicita, scegliendo il farmaco piu idoneo e la dose ottimale per il

singolo paziente.

10



INTRODUZIONE

Farmacogenetica in oncologia

Il problema della variabilita individuale della risposta ai farmaci &
particolarmente importante nella terapia dei tumori maligni perché vengono
in questo caso impiegati farmaci caratterizzati da un indice terapeutico
particolarmente basso, con differenza minima tra dose efficace e dose tossica.

Alterazioni anche limitate nel metabolismo di un chemioterapico
antitumorale per variazioni genetiche possono causare cambiamenti notevoli
nell'effetto farmacologico in termini sia di tossicita che di efficacia (Weng e
coll, 2013; Cortejoso e Lépez-Fernandez, 2012). Cio si verifica purtroppo
frequentemente in quanto la posologia degli agenti antineoplastici viene
stabilita dal medico oncologo in maniera standardizzata soltanto in base alla
superficie corporea, ai parametri clinici e a quelli laboratoristici relativi a
varie funzioni d’organo(Deenen e coll.,, 2011; Huang e Dolan 2010; Walgren e
coll., 2005).

Il modello biologico ancora prevalente nella pratica medica ipotizza
infatti una realta biologica uguale per tutti in presenza di condizioni
clinicopatologiche e ambientali simili..

In realta € ormai evidente che variazioni nella struttura di geni che
codificano per enzimi del metabolismo o per proteine implicate nel trasporto
e nell'azione dei farmaci influenzano la tossicita ed anche, come piu
recentemente evidenziato, l'efficacia di un trattamento chemioterapico.

Le mutazioni somatiche che si manifestano a carico del genoma
tumorale inducono variazioni nel DNA che modificano l'attivita di geni
correlati all'aggressivita tumorale, alla chemiosensibilita o resistenza (ad
esempio mutazioni di p53, KIT, RAS, EGFR, BRAF ecc.).

[ polimorfismi costituzionali a livello del DNA del paziente, sono
associati invece prevalentemente alla tossicita del trattamento ma non

escludendo anche la sua l'efficacia (ad esempio polimorfismi dei geni del

11
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metabolismo come tiopurina  S-metiltransferasi,  diidropirimidina

deidrogenasi, UDP-glucuronosiltransferasi, ecc.).

Polimorfismi Costituzionali

— TIOPURINA S-METILTRANSFERASI (TPMT)

La TPMT é lI'enzima responsabile dell'inattivazione della 6-
mercaptopurina (6-MP), del suo profarmaco azatioprina e della 6-tioguanina
(6-TG) (Lennard, 1992). Questi farmaci appartengono alla categoria delle
tiopurine: I’ azatioprina ha indicazione come immunosoppressore nel
trattamento di malattie infiammatorie croniche e in pazienti sottoposti a
trapianto, la 6-MP e la 6-TG nel trattamento di alcune neoplasie ematologiche
dell’adulto e del bambino quali la leucemia linfatica acuta e la leucemia
mieloide acuta (EPAR summary for the public: EMA; Label Information: FDA).

Come altri farmaci antitumorali, le tiopurine sono caratterizzate da un’
indice terapeutico basso essendo la mielodepressione il principale effetto
collaterale associato al loro impiego. La tollerabilita delle tiopurine varia
ampiamente tra gli individui ed e stata dimostrata dipendere principalmente
dall’attivita enzimatica di TPMT. Polimorfismi a livello del gene codificante
per questo enzima possono essere responsabili di una notevole riduzione
della sua attivita (Otterness e coll, 1997; Yates e coll., 1997). Bambini
leucemici omozigoti per l'allele mutato di TPMT, presentano infatti tossicita
midollare grave se trattati con mercaptopurina. La diagnosi di questo
fenotipo relativamente raro e dei relativi genotipi puo quindi essere di
notevole aiuto nell'impiego clinico piu razionale delle tiopurine. Gli individui
omozigoti polimorfici, ad elevato rischio tossicologico, rappresentano
soltanto lo 0,3% della popolazione caucasica (Weinshilboum e coll., 1980),
ma quelli eterozigoti polimorfici costituiscono il 10% di questa popolazione

(McLeod e coll., 2002; Relling, 2012).
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— DIIDROPIRIMIDINA DEIDROGENASI (DPD)

La DPD e I'enzima limitante il catabolismo del 5-fluorouracile essendo
responsabile della degradazione di questo analogo pirimidinico nel suo
metabolita inattivo diidrofluorouracile (Diasio e coll., 1988).

Diversi polimorfismi a carico del gene che codifica per DPD sono
responsabili di un inefficiente metabolismo del farmaco, con conseguente
aumento dei suoi livelli circolanti e quindi del rischio di tossicita grave
(Caudle et al,, 2013; Terrazzino et al., 2013; Del Re et al., 2010).

[ piu diffusi e rilevanti polimorfismi sono discussi successivamente nel

paragrafo relativo alla farmacogenetica delle fluoropirimidine.

— URIDINA DIFOSFOGLUCURONOSILTRANSFERASI (UGT)

L'UGT appartiene alla superfamiglia degli enzimi che catalizzano la
glucuronazione di molti endobiotici e xenobiotici. Questi processi conducono
alla formazione di metaboliti con piu elevata polarita ed idrosolubilita che
possono pertanto essere escreti piu facilmente per via renale o biliare (Nagar
e Remmel, 2006).

Molti chemioterapici come l'irinotecan, I'etoposide, I'epirubicina e il
nilotinib sono substrati della superfamiglia degli UGT1A (Bosch e coll., 2006).
La variante UGT1A*28, che costituisce il polimorfismo maggiormente studiato
e clinicamente piu rilevante, € una mutazione di un microsatellite
caratterizzata da un’inserzione di una coppia di basi (TA) nella sequenza
regolatoria TATA box, che é localizzata nella regione del promoter del gene
UGT1A1: la ripetizione della coppia TA in sette copie, invece delle sei
dell’allele comune, determina una riduzione dell’espressione dell’enzima e
della sua attivita (Bosma e coll., 1995; Monaghan e coll., 1996).

L'UGT1A1 inattiva I'SN-38, metabolita attivo dell'irinotecan,
trasformandolo in SN-38 glucuronide, composto a maggiore polarita (Gupta e
coll,, 1994; Ciotti e coll., 1999). La ripetizione della sequenza TA in sette copie
nel promoter dell'UGT1A1 riduce I'espressione dell’enzima ed i livelli di SN-
38 glucuronide (Iyer e coll., 1998). Clinicamente questo si traduce in una

neutropenia grave in pazienti con genotipo omozigote o eterozigote per
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l'allele raro UGT1A1*28, che presentano infatti livelli piu elevati dell’'SN-38.
L'allele UGT1A1*28 presenta una frequenza variabile dal 32 al 39% nella
popolazione caucasica (Beutler e coll,, 1998; Lampe e coll.,, 1999). Basandosi
su questi dati la Food and Drug Administration (FDA) ha richiesto
I'introduzione, nel 2005, dell'informazione sul genotipo UGT1A1 nella scheda
tecnica dell'irinotecan, con la raccomandazione di modificare la dose da
somministrare in relazione al genotipo del paziente (CAMPTOSAR :Label

Information; FDA).

- CITOCROMO P450, FAMIGLIA 2, SOTTOFAMIGLIA D, POLIPEPTIDE 6
(CYP2D6)

[ polimorfismi del genoma dell’'ospite possono avere un ruolo
importante anche nell’influenzare I’efficacia del trattamento chemioterapico.
Ne costituisce un esempio l'enzima CYP2D6 appartenente alla famiglia del
citocromo P450. Si tratta di uno dei piu importanti isoenzimi microsomiali
epatici coinvolti nel metabolismo ossidativo dei farmaci che, sebbene
quantitativamente sia uno dei meno rappresentati (< 5 % del totale), catalizza
I'ossidazione di oltre il 25% dei farmaci in commercio. CYP2D6 svolge un
ruolo importante nel metabolismo del tamoxifene, essendo responsabile
della sua conversione nei metaboliti attivi 4-idrossitamoxifene e N-desmetil-
tamoxifene (Dehal e Kupfer, 1997). Quest’ultimo é ulteriormente convertito
dal CYP2D6 ad endoxifene, la cui potenza nel sopprimere la proliferazione
cellulare estrogeno-dipendente risulta circa 50 volte maggiore di quella del
tamoxifene stesso (Johnson e coll.,, 2004).

CYP2D6 e un gene altamente polimorfico. Sono state descritte molte
varianti alleliche, alcune delle quali responsabili di un’attivita enzimatica
ridotta o del tutto assente e quindi di un fenotipo metabolizzatore lento; la
delezione della coppia di timine in posizione 1707 ¢ un esempio di mutazione
frameshift che da luogo a una proteina priva di attivita enzimatica (Saxena e
coll, 1994).

Diversi studi condotti su pazienti con tumore della mammella trattato

con tamoxifene hanno mostrato che i livelli plasmatici di endoxifene sono
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sensibilmente piu bassi nelle pazienti con fenotipo metabolizzatore lento
(Jaremko e coll,, 2010, Barginear e coll, 2011) e che queste stesse pazienti
risultano beneficiare meno della terapia con tamoxifene in termini di
sopravvivenza globale e sopravvivenza libera da malattia (Kiyotani e coll,,
2008, Bijl e coll., 2009).

CYP2D6 puo anche presentare duplicazioni e multiduplicazioni
geniche: sono state identificate varianti alleliche con due, tre, quattro, cinque
fino a tredici copie del gene che si associano a un fenotipo metabolizzatore
ultrarapido. Mentre i metabolizzatori lenti svilupperanno piu facilmente
reazioni avverse, soggetti portatori di piu copie funzionali del CYPZD6
andranno incontro a rapidissima metabolizzazione e quindi a fallimento

terapeutico (Ingelman-Sundberg e coll., 2007).

Mutazioni somatiche

Le mutazioni del genoma tumorale influenzano invece la risposta del
tumore alla chemioterapia. Si tratta di geni coinvolti nella trasduzione del
segnale, nella proliferazione cellulare e nella riparazione del DNA oltre a
quelli che controllano la disponibilita e I'azione dei farmaci a livello tumorale
ed il processo apoptotico.

La natura poligenica di questa risposta implica che lo studio delle
associazioni tra genotipo e fenotipo richieda I'impiego di analisi
farmacogenetiche non limitate alle alterazioni di un unico gene a livello
tumorale. Ciononostante, vi sono casi in cui alterazioni di un solo
determinante molecolare svolgono un importante ruolo nella risposta a
specifici agenti antitumorali.

Alcuni  esempi significativi comprendono la traslocazione
cromosomica 9:22 nella leucemia mieloide cronica (gene di fusione
BCR/ABL) e mutazioni del gene KIT nei tumori stromali gastrointestinali per
la risposta all'imatinib mesilato (Druker, 2008). Altri esempi sono costituiti

dalla superespressione del recettore HER-2 nel carcinoma mammario per la
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risposta all’anticorpo monoclonale trastuzumab, le mutazioni attivanti del
recettore per il fattore di crescita epidermico (EGFR) e la sua amplificazione
genica nel carcinoma polmonare non a piccole cellule per la risposta agli
inibitori della tirosina chinasi associata a questo recettore, gefitinib ed
erlotinib (Schneider e coll., 2008; Mitsudomi e Yatabe, 2007; Sharma e coll,
2007; Lynch e coll,, 2004; Paez e coll., 2004, Ritter e Arteaga, 2003; Weiner,
1999) e l'attivazione della chinasi Anaplastic lymphoma (ALK) nel 3-7% dei
carcinomi polmonari non a piccole cellule correlata a rapida e prolungata
risposta alla terapia con il crizotinib, un inibitore tirosinchinasico di ALK e
MET (Solomon e coll., 2013; Shaw e coll., 2013; Kwak e coll., 2010.

Infine e importante ricordare il ruolo del genotipo wild-type del gene
RAS nel carcinoma del colon-retto per la risposta alla terapia con gli anticorpi
monoclonali cetuximab e panitumumab (vedi capitolo Carcinoma del colon-
retto: chemioterapia della fase avanzata di malattia) (Douillard e coll., 2013;
Stintzing e coll., 2012; Douillard e coll., 2010; De Roock e coll., 2008; Liévre e
coll,, 2008; Amado e coll., 2008; Van Cutsem e coll.,, 2008; Karapetis e coll.,
2008; Schubbert e coll. 2007).

Gli esempi riportati sottolineano l'importanza dell'impiego della
farmacogenetica nella pratica clinica oncologica, per la scelta del farmaco e/o
I'aggiustamento posologico in base alle caratteristiche genetiche del paziente.

Nonostante siano state identificate varianti geniche predittive, molti
polimorfismi genici oggetto di studio non hanno mostrato associazioni
consistenti o significative con il fenotipo. Questo puo essere dovuto a
differenze nella realizzazione degli studi, nella selezione e nel numero dei
pazienti, nella scelta del regime terapeutico possono influenzare il risultato
contrastante di tali associazioni.

[ risultati gia ad oggi conseguiti permettono comunque di prevedere
che nei prossimi anni la farmacogenetica acquisira un ruolo sempre maggiore
in clinica rappresentando un approccio valido per la personalizzazione della

terapia farmacologica.
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Carcinoma del colon-retto

Generalita ed epidemiologia

Il carcinoma del colon-retto costituisce una delle principali cause di
morbilita e mortalita nei paesi occidentali. Il report 2014 dell’American
Cancer Society indica il carcinoma colorettale come la terza neoplasia per
incidenza e per mortalita in entrambi i sessi (Siegel e coll.,, 2014). Il report
2013 AIRTUM-AIOM pone il carcinoma colorettale al primo posto per
incidenza nella popolazione generale e al secondo posto per mortalita (AIOM-
AIRTUM, 2013).

A partire dagli anni '50 la sua incidenza ha visto una, seppur graduale,
continua ascesa, fino a raggiungere nel tempo una relativa stazionarieta e
negli ultimi 5 anni una diminuzione in entrambi i sessi (Siegel e coll.,, 2014).
Nei Paesi industrializzati l'incidenza di questa neoplasia & quattro volte
superiore rispetto ai Paesi in via di sviluppo: negli Stati Uniti si registrano
circa 136.000 nuovi casi e 51.000 decessi annui, in Europa 342.000 nuovi casi
e 150.000 decessi ed in Italia quasi 55.000 nuovi casi e oltre 20.000 decessi
annui (Siegel e coll,, 2014; Ferlay e coll., 2013; AIRTUM, 2013).

I1 90% dei casi si verifica dopo i 50 anni e la sua incidenza per anno e
di 2 casi ogni 100.000 abitanti al di sotto dei 45 anni, di 120 casi ogni 100.000
abitanti di eta compresa fra i 64 ed i 75 anni, e di oltre 200 casi dopo i 75
anni.

A differenza dell'eta, il sesso non & considerato un fattore
epidemiologico distintivo in questa neoplasia, in quanto l'incidenza del
tumore del colon & pressoché sovrapponibile in entrambi i sessi, e quella del
tumore del retto vede una piccola prevalenza nel sesso maschile, con un
rapporto maschi:femmine di 1,5:1 (Haggar e Boushey, 2009) .

Al momento della diagnosi il carcinoma del colon-retto si presenta al |
stadio (classificazione American Joint Commitee on Cancer) nel 14% circa dei

pazienti, al II stadio nel 28%, al III stadio nel 37% e al IV stadio nel 21%
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(Venook e coll., ASCO 2009).

Approccio terapeutico

L'approccio principale alla patologia e di tipo chirurgico e nella
maggioranza dei casi permette l'asportazione della neoplasia primitiva in
modo radicale. Nonostante questo alto tasso di resecabilita del tumore
primitivo va considerato che nel 20% circa dei pazienti gia alla diagnosi sono
presenti metastasi a distanza, e che nel 30-40%, variabile a seconda della
stadiazione della malattia, il tumore puo ripresentarsi, in un arco di tempo
variabile, sia localmente sia sotto forma di metastasi a distanza. Nonostante
I'elevato numero di casi diagnosticati in fase gia non operabile, nei quali la
mortalita € particolarmente elevata, negli ultimi decenni si &€ osservato un
aumento della sopravvivenza a 5 anni (attualmente intorno all’8,1%) che
potrebbe essere dovuto sia alla diagnosi precoce che al miglioramento delle
terapie (Wolpin e coll., 2007; Andre e coll., ASCO 2010).

In un numero limitato di pazienti che presenta metastasi isolate,
principalmente a livello epatico o polmonare, l'intervento chirurgico
rappresenta un’opzione terapeutica che puo avere intento curativo (resezione
completa delle metastasi) (Bismuth e coll, 1996). Cio si traduce in un
significativo aumento della sopravvivenza globale: il 30% dei pazienti sono in
vita a 5 anni dalla resezione epatica, di cui due terzi sono liberi da malattia.
Tuttavia questo tipo di intervento e attuabile solo in una ristretta minoranza
di casi in relazione a fattori legati al paziente e fattori legati alla sede ed al
numero delle metastasi (Simmonds e coll., 2006). Alla resecabilita delle
metastasi  epatiche contribuisce favorevolmente Ila chemioterapia
perioperatoria che puo consentire di giungere ad un intervento di
metastasectomia epatica, non possibile alla diagnosi.

In tutti gli altri casi le varie opzioni terapeutiche a disposizione non
sono pero interventi risolutivi; lintegrazione delle varie modalita

terapeutiche (chirurgia, chemioterapia, ablazione in radiofrequenza,
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chemioembolizzazione, radioterapia ecc.) pud concorrere positivamente al
controllo della crescita tumorale e dei sintomi della malattia, al
prolungamento della sopravvivenza libera da progressione e della
sopravvivenza globale, con conseguenti vantaggi sulla qualita della vita

(Wong e coll,, 2010).

Chemioterapia

La chemioterapia antitumorale viene utilizzata sia in caso di malattia
agli stadi precoci (stadi II e III AJCC) (chemioterapia adiuvante) che nella

malattia avanzata (stadi IV AJCC) (Wong e coll., 2010).

Chemioterapia Adiuvante

La finalita della terapia medica adiuvante dopo resezione chirurgica
radicale di un tumore del colon e quella dell'eradicazione di un’eventuale
malattia micrometastatica residua, in una fase nella quale questo risultato
puo essere raggiunto in virtu del verosimile limitato numero di cellule
tumorali persistenti e della loro particolare sensibilita ai farmaci antitumorali
(Zaniboni 1997).

E’ infatti noto che i pazienti agli stadi precoci di malattia (stadi I-III
AJCC) possono, anche se con probabilita diversa, avere localizzazioni di
malattia a distanza non rilevabili dal punto di vista clinico, strumentale e
laboratoristico, che permangono dopo [lintervento chirurgico. La
sopravvivenza a 5 anni e superiore al 90% per i pazienti allo stadio I, all’'80%
per quelli allo stadio Il ed intorno al 70% per quelli allo stadio III
(Howlander e coll., 2010).

La chemioterapia adiuvante non e giustificata in caso di carcinoma
colorettale allo stadio I, in relazione all'elevata percentuale di pazienti
sopravviventi ottenuta con la sola chirurgia.

Limpiego della chemioterapia adiuvante allo stadio II viene valutato in

base al rischio di recidiva del tumore. Cio dipende da specifiche
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caratteristiche del tumore, del paziente, dal numero di linfonodi analizzati. La
chemioterapia adiuvante e invece sempre impiegata nei pazienti allo stadio
I1.

I risultati di numerosi studi clinici controllati costituiscono la base
delle attuali indicazioni terapeutiche della chemioterapia adiuvante.

Il farmaco di riferimento per il trattamento del carcinoma del colon-
retto e il 5-fluorouracile, un analogo pirimidinico che agisce principalmente
per inibizione della timidilato sintasi, 'enzima chiave della biosintesi di
nucleotidi pirimidinici. I 5-fluorouracile € generalmente somministrato
insieme all'acido folinico, un folato ridotto che ne stabilizza il legame
all'enzima bersaglio e ne potenzia l'azione di inibizione della sintesi del DNA.

La tossicita del 5-fluorouracile varia molto in rapporto alla modalita di
somministrazione: quando il farmaco viene somministrato per via
endovenosa rapida (bolo) per cinque giorni consecutivi, ad intervalli di
quattro settimane, gli effetti collaterali prevalenti sono la neutropenia e la
stomatite mentre quando il farmaco viene somministrato per bolo ad
intervalli settimanali e piu frequente la diarrea. La somministrazione
infusionale protratta del 5-fluorouracile (mediante catetere venoso centrale)
induce invece meno frequentemente mielodepressione e tossicita
gastrointestinale di grado elevato, ma & associata all'insorgenza di
eritrodisestesia palmo-plantare. L'infusione continua del 5-fluorouracile e
caratterizzata inoltre da una maggiore efficacia rispetto alla
somministrazione in bolo (Meta-Analysis Group in cancer, 1998).

L'indicazione della terapia adiuvante nello stadio Il e ancora
controversa. Il vantaggio di sopravvivenza libera da malattia a 5 anni per
pazienti chemiotrattati con solo 5-fluorouracile rispetto ai controlli non
chemiotrattati e limitato infatti al 2-4% (studio QUASAR, Gray e coll.,, 2007),
con rischio di ripresa di malattia nei soggetti sottoposti a solo intervento
chirurgico del 20-25%. Il trattamento adiuvante nello stadio II puo essere
quindi preso in considerazione nei pazienti che presentino fattori prognostici
sfavorevoli (perforazione o occlusione intestinale, invasione di organi o

strutture vicine o del peritoneo viscerale, scarsa differenziazione tumorale,
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numero di linfonodi asportati/esaminati inadeguato) con modalita simili a
quelle impiegate per pazienti con linfonodi positivi (Gertler e coll., 2009).

E’ inoltre stato evidenziato il ruolo prognostico e predittivo di
marcatori biomolecolari (ad esempio instabilita microsatellitare, perdita di
eterozigosi, stato di p53 e DCC [deleted in colon cancer], timidilato sintasi) che,
previa validazione in studi clinici controllati, potrebbero nel futuro essere
impiegati per una valutazione piu accurata del rischio ed una selezione piu
efficiente della casistica da sottoporre a chemioterapia adiuvante (Chun e
Wainberg, 2009; Allen e Johnston, 2005).

Le evidenze cliniche dei benefici della chemioterapia adiuvante con
sola fluoropirimidina (aumento della sopravvivenza) nel carcinoma del colon
allo stadio III risalenti all'inizio degli anni '90, sono invece maggiori e piu
convincenti (Laurie e coll.,, 1987). Un'analisi complessiva dei dati relativi a
pazienti allo stadio III partecipanti a sette studi clinici randomizzati di
chemioterapia adiuvante a base di 5-fluorouracile e levamisolo o acido
folinico ha dimostrato che la terapia adiuvante aumenta la sopravvivenza
libera da malattia dal 42% al 58% e la probabilita di sopravvivenza assoluta a
5 anni dal 51% al 64% (Gill e coll., 2004). I benefici ottenuti con l'impiego
della chemioterapia adiuvante nei pazienti anziani sono equivalenti a quelli
nei giovani (Sargent e coll,, 2001) e il ricorso a questo tipo di trattamento
dovrebbe quindi essere basato soprattutto sulla valutazione attenta delle
condizioni generali del paziente anziano, indipendentemente dall’eta.

La chemioterapia adiuvante dovrebbe essere iniziata preferibilmente
entro 6-8 settimane dall'intervento chirurgico (Sargent e coll, 2011). La
durata del trattamento € di 6 mesi. Fino al 2004 circa il trattamento standard
e stato rappresentato dall'associazione 5-fluorouracile acido folinico,
impiegati con schemi di somministrazione endovenosa rapida (bolo) o
infusionale protratta della fluoropirimidina: al primo tipo appartengono i
regimi cosiddetti Machover, Mayo Clinic, Roswell Park, al secondo quello de
Gramont (O'Connell e coll,, 1997; de Gramont e coll,, 1997; Petrelli e coll,,
1988; Machover e coll., 1986).

Negli ultimi anni sono giunti a conclusione vari studi clinici che hanno

21



INTRODUZIONE

previsto l'impiego di nuovi farmaci attivi nella fase di metastatizzazione della
malattia (oxaliplatino, irinotecan, raltitrexed, capecitabina, bevacizumab,
cetuximab, panitumumab). I risultati positivi di alcuni di questi studi hanno
permesso l'approvazione di nuovi farmaci quali ad esempio la capecitabina,
profarmaco orale del 5-fluorouracile, o nuove associazioni (5-fluorouracile,
acido folinico e oxaliplatino, schema FOLFOX; capecitabina e oxaliplatino,
schema XELOX) per l'uso terapeutico adiuvante nel carcinoma del colon allo
stadio III.

In pazienti con carcinoma colorettale allo stadio III, I'equivalenza
terapeutica della fluoropirimidina orale capecitabina con il 5-fluorouracile in
bolo é stata dimostrata nello studio di Twelves e coll. (2005). Tale risultato e
stato confermato anche in altri studi clinici randomizzati che confrontavano
le fluoropirimidine orali (capecitabina ed UFT) con il 5-fluorouracile
somministrato per via parenterale (Glen e coll., 2008; Lembersky e coll.,
2006). Il trattamento con capecitabina e inoltre associato ad una significativa
riduzione degli eventi avversi.

Il profilo tossicologico di questo farmaco e relativamente favorevole: le
tossicita dose-limitanti sono di tipo gastrointestinale: nausea, vomito,
anoressia, stomatite e diarrea (quest’'ultima rappresenta l'effetto piu
frequente manifestandosi in grado lieve nel 40% dei casi e grave nel 10%) e
cutanea: l'eritrodisestesia palmo-plantare (sindrome mani-piedi) € riportata
in circa il 50% dei soggetti. Le altre tossicita sono a carico del midollo osseo
(neutropenia grave nel 3% dei soggetti, anemia e piastrinopenia in una
percentuale inferiore), del fegato (iperbilirubinemia nel 2% dei trattati), del
cuore (dolore anginoso tipico) ed altre manifestazioni in una ristretta
minoranza di pazienti (MacDonald, 1999).

L'associazione del 5-fluorouracile e dell’acido folinico all’oxaliplatino,
un complesso di coordinazione del platino, e stata valutata in due studi clinici
randomizzati (MOSAIC, NSABP-C07) (André e coll, 2009; Kuebler e coll,
2007). I risultati dello studio europeo MOSAIC, condotto su oltre 2200
pazienti con carcinoma del colon-retto agli stadi II o IIl, randomizzati a

ricevere il regime FOLFOX o il solo 5-fluorouracile/acido folinico, hanno

22



INTRODUZIONE

dimostrato che i pazienti trattati con l'associazione contenente oxaliplatino
avevano maggiore probabilita di sopravvivenza libera da malattia a 5 anni
(73,3% vs 67,4%), corrispondente ad una riduzione del 20% del rischio di
recidiva dei pazienti trattati con FOLFOX. La differenza nella sopravvivenza
globale a 6 anni era a vantaggio del gruppo trattato con FOLFOX (78,5% vs
76%), con una riduzione del rischio di morte del 16%. Tale differenza era
maggiore nei pazienti allo stadio III (72,9 % nel gruppo FOLFOX vs 68,7 % nel
gruppo 5-fluorouracile - acido folinico, p= 0,023, con una riduzione del
rischio di morte del 20%). Nessuna differenza tra i due trattamenti era stata
invece osservata in relazione alla sopravvivenza globale dei pazienti allo
stadio II (86,9% vs 86,8%, differenza statisticamente non significativa) né a
quella dei pazienti allo stadio II ad alto rischio (85,0% vs 83,3%, differenza
statisticamente non significativa). Il trattamento con FOLFOX e generalmente
ben tollerato ma la neuropatia periferica indotta da oxaliplatino rappresenta
un evento avverso sia frequente, realizzandosi complessivamente nel 92% dei
pazienti trattati, che grave manifestandosi come grado 3 nel 12,5% dei casi.
Gli effetti neurotossici di questo trattamento sono comunque quasi sempre
reversibili: 18 mesi dopo il termine del trattamento il 76% dei pazienti non
accusa piu alcun sintomo e soltanto il 3,5% manifesta ancora sintomi di grado
2 e 3 (André e coll., 2009).

[ risultati terapeutici di cui sopra sono stati confermati anche da uno
studio statunitense effettuato in oltre 2400 pazienti con stadio II o III in cui
|'oxaliplatino é stato aggiunto ad un’associazione di 5-fluorouracile in bolo e
acido folinico (regime FLOX) (Kuebler e coll., 2007).

In pazienti allo stadio III, anche il regime XELOX e risultato piu efficace
in termini di sopravvivenza libera da malattia rispetto al solo
fluorouracile/acido folinico (sopravvivenza libera da malattia a 55 mesi
62,3% e 59,8%, p=0.045), sebbene nessuna differenza statisticamente
significativa sia stata osservata in relazione alla sopravvivenza globale
(sopravvivenza globale a 5 anni, 77,6% e 74,2%, p=0.1486) (Haller e coll,
2011).

Complessivamente i risultati emersi da questi studi contribuiscono ad
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aumentare il numero di opzioni terapeutiche disponibili per gli stadi precoci
della malattia.

Risultati negativi sono stati invece ottenuti con raltitrexed in
monoterapia e con l'aggiunta di irinotecan al 5-fluorouracile ed acido folinico
(studi PETACC-1, Popov e coll., 2008; PETACC-3, Van Cutsem e coll., 2009).

L'associazione degli anticorpi monoclonali bevacizumab o cetuximab
alla polichemioterapia al FOLFOX non ha ottenuto vantaggi in termini di
sopravvivenza libera da malattia o sopravvivenza globale come dimostrato
dai vari studi conclusi. L'impiego del bevacizumab é stato valutato negli studi
NSABP-C08 (Wolmark e coll,, 2009) e AVANT B017920 (De Gramont e coll.,
2011); quello del cetuximab negli studi PETACC8 (Taieb e coll, 2012) e
N0147 (Alberts e coll,, 2010). Non sono ad oggi disponibili i risultati dello
studio BCTU-FOXTROT che associa il panitumumab al FOLFOX
(NCT00647530).

Chemioterapia della fase avanzata di malattia

Quando il carcinoma del colon-retto si presenta metastatico o
talmente esteso localmente da rendere improbabile la realizzazione di un
intervento chirurgico con intento radicale, raramente I'obiettivo del
trattamento potra essere la guarigione.

Nella quasi totalita dei pazienti che si presentano con metastasi a
distanza, gli obiettivi del trattamento sono costituiti dal prolungamento della
sopravvivenza, dalla palliazione dei sintomi, dal miglioramento della qualita
di vita, dal ritardare la progressione della malattia e dall'ottenimento di una
risposta obiettiva. La chemioterapia rappresenta pertanto la principale
opzione terapeutica per questo tipo di pazienti, anche se tale possibilita resta
dibattuta nell’ipotesi di un peggioramento della qualita di vita, dovuto alla
terapia medica, senza un vantaggio significativo in termini di sopravvivenza.

Il beneficio clinico determinato dalla chemioterapia nella fase

avanzata della malattia e stato evidenziato gia nei primi anni ‘90 sulla base
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dei risultati di  studi randomizzati che prevedevano il trattamento
chemioterapico alla diagnosi vs quello alla comparsa dei sintomi (Nordic
Gastrointestinal Tumor Adjuvant Therapy Group, 1992) oppure il
trattamento chemioterapico vs la sola terapia di supporto (Scheithauer e
coll, 1993). Nel complesso, i risultati di tali studi hanno stabilito infatti che il
trattamento chemioterapico e in grado di determinare un vantaggio
statisticamente significativo in termini di efficacia (sopravvivenza globale e
sopravvivenza libera da progressione) tanto piu evidente quanto piu il suo
impiego e tempestivo (Nordic Gastrointestinal Tumor Adjuvant Therapy
Group, 1992) (Scheithauer e coll., 1993).

Vari farmaci sono oggi impiegati nel trattamento della malattia
metastatizzata: il 5-fluorouracile/acido folinico, la capecitabina, I'oxaliplatino,
I'irinotecan, il bevacizumab, il cetuximab, il panitumumab, I'aflibercept, il
regorafenib. Essi possono costituire associazioni o essere somministrati come
agenti singoli.

Nei pazienti con carcinoma del colon-retto avanzato il trattamento con
5-fluorouracile e acido folinico induce una risposta oggettiva nel 23% circa
dei pazienti e prolunga la sopravvivenza mediana dai 6 mesi ottenuti con la
migliore terapia di supporto (controlli senza trattamento) a 11 mesi circa
(Thirion e coll., 2004).

La capecitabina si € dimostrata equiattiva rispetto al 5-fluorouracile
somministrato per via endovenosa in bolo. In due studi clinici randomizzati e
stata osservata una percentuale di risposte obiettive maggiore nei pazienti
trattati con capecitabina rispetto a quelli trattati con 5-fluorouracile in bolo
(differenza statisticamente non significativa) con un profilo tossicologico piu
favorevole e simile a quello del 5-fluorouracile somministrato per infusione
continua (Van Cutsem e coll., 2001; Hoff e coll,, 2001).

L'irinotecan, una camptotecina potente inibitore della topoisomerasi I,
viene somministrato con schema settimanale o bisettimanale ed e in grado di
indurre risposte obiettive nel 15-20% dei pazienti pretrattati con
chemioterapia (Van Cutsem e coll, 1997) e nel 20-25% dei soggetti non

pretrattati (Rougier e coll,, 1997). In particolare la sua attivita e presente
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anche in pazienti resistenti al 5-fluorouracile (Van Cutsem e coll., 1997).

La principale tossicita e rappresentata dalla leucopenia e dall’anemia,
mentre il vomito, la diarrea, il flushing cutaneo ed i dolori addominali
rappresentano i principali effetti tossici non ematologici.

[ farmaci chemioterapici citotossici vengono impiegati in associazione
al fine di aumentare ’efficacia dei trattamenti.

Sebbene l'oxaliplatino in monoterapia sia caratterizzato da limitata
efficacia (10% di risposte obiettive in pazienti pretrattati, Machover e coll,,
1996 e 24,3% in prima istanza, Bécouarn e coll., 1998) quando associato al 5-
fluorouracile e acido folinico (regime FOLFOX) nel trattamento di prima
istanza del carcinoma del colon-retto si osserva un vantaggio clinico
rilevante. Tale associazione ha infatti ottenuto una maggiore percentuale di
risposte obiettive (53%, Giacchetti e coll.,, 2000; 50,7%, de Gramont e coll,,
2000) ed un tempo alla progressione mediano piu prolungato rispetto a
quanto ottenuto con la sola fluoropirimidina (2,6 e 3 mesi rispettivamente in
Giacchetti e coll., 2000, de Gramont e coll., 2000).

E’ stato dimostrato che, nella prima linea di terapia, la capecitabina
puo sostituire I'infusione di 5-fluorouracile ed acido folinico nell'associazione
con oxaliplatino (regime XELOX) (Porschen e coll., 2007; Diaz-Rubio e coll.,
2007; Cassidy e coll.,, 2008). L'equivalenza terapeutica dei regimi XELOX e
FOLFOX e stata confermata anche da una meta-analisi effettuata in 3603
pazienti afferenti a sette studi randomizzati (Zhang e coll., 2012).

Due studi clinici randomizzati hanno valutato la somministrazione di
irinotecan in associazione a 5-fluorouracile e acido folinico (regime FOLFIRI)
(Douillard e coll,, 2000) (regime IFL) (Saltz e coll.,, 2000) nel carcinoma del
colon-retto metastatizzato. La percentuale di risposte obiettive di tale
associazione e risultata molto superiore rispetto al solo 5-fluorouracile/acido
folinico (49-50% nei bracci dell’associazione vs 31-28% nei bracci con il 5-
fluorouracile/acido folinico). Anche il tempo mediano alla progressione
nonche la sopravvivenza globale mediana sono risultati significativamente
piu prolungati nei bracci comprendenti irinotecan. Tale vantaggio € pero

risultato associato ad una maggiore frequenza e gravita degli effetti tossici a
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carico del midollo osseo emopoietico e delle mucose (Douillard e coll., 2000;
Saltz e coll., 2000).

Nella prima linea di terapia e stato osservato che [!'efficacia
dell’associazione della capecitabina all'irinotecan (CapelRI) e equivalente a
quella dell’associazione 5-fluorouracile/acido folinico-irinotecan (regime
FOLFIRI) (Fuchs e coll,, 2007).

La disponibilita dei tre farmaci citotossici, 5-fluorouracile/acido
folinico, irinotecan e oxaliplatino, ha inoltre permesso di evidenziare che una
strategia di cross-over delle associazioni FOLFOX e FOLFIRI puo determinare
un ulteriore vantaggio nella sopravvivenza globale (Tournigand e coll., 2004).
Sulla base dei risultati di questo (Tournigand e coll., 2004) e di altri studi
(Grothey e coll., 2004; Rothenberg e coll, 2003), dopo un trattamento di
prima istanza e indicato un trattamento di seconda istanza che preveda
FOLFOX nei pazienti pre-trattati con FOLFIRI e vice-versa.

E stata inoltre valutata l'efficacia e la tollerabilitd in prima linea
dell’associazione di 5-fluorouracile, acido folinico, irinotecan ed oxaliplatino
(regime FOLFOXIRI) nei confronti del solo FOLFIRI. L'associazione FOLFOXIRI
ha mostrato un vantaggio statisticamente significativo sia in termini di
risposta obiettiva (66% vs 41%), sia di sopravvivenza libera da progressione
(aumento mediano di 2,9 mesi), che di sopravvivenza globale (aumento
mediano di 5,9 mesi). Inoltre nei pazienti trattati con FOLFOXIRI e stata
ottenuta una maggior percentuale di risposte obiettive in relazione alle
secondarieta epatiche, rispetto a quello osservato nei pazienti trattati con
FOLFIRI, il che ha permesso un aumento della percentuale dei pazienti
sottoposti a chirurgia radicale epatica dopo chemioterapia (36% vs 12%).
Tale associazione € pero caratterizzata da un significativo aumento della
tossicita: neurotossicita periferica (19% vs 0%) e neutropenia di grado 3-4
(50% vs 28%) (Falcone e coll., 2002). Gli stessi autori hanno dimostrato che
'utilizzo dei tre farmaci in associazione in prima linea non condiziona il
beneficio di un'eventuale seconda linea contenente gli stessi agenti utilizzati
in prima linea (Falcone e coll., 2007).

Il bevacizumab, un anticorpo monoclonale umanizzato che lega il
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fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGF) impedendone pertanto il
legame al suo recettore (VEGFR), viene associato a schemi di terapia
contenenti 5-fluorouracile ed acido folinico, irinotecan oppure oxaliplatino.
Tali associazioni, rispetto a quelle comprendenti soltanto i farmaci citotossici,
ottengono una maggiore risposta obiettiva e vantaggi sia in termini di
sopravvivenza libera da progressione che di sopravvivenza globale. Tale
efficacia e stata validata sia in prima linea che nelle linee successive. Gli studi
di fase Il piu rappresentativi effettuati in prima linea sono l'americano
AVF2107g che prevedeva il regime IFL con o senza bevacizumab (Hurwitz e
coll, 2004) e I'’europeo N016966 che prevedeva I'impiego di FOLFOX o XELOX
con o senza bevacizumab (Saltz e coll., 2008).

Uno studio di efficacia e tollerabilita effettuato in prima linea su circa
2000 pazienti trattati con bevacizumab associato a vari regimi a base di
fluoropirimidine ha ottenuto una sopravvivenza libera da progressione
mediana di 10.8 mesi e una sopravvivenza globale mediana di 22,7 mesi
(studio BEAT, Van Cutsem e coll., 2009). Anche in seconda linea 'associazione
del bevacizumab al FOLFOX ha ottenuto vantaggi statisticamente significativi
sia in termini di risposta obiettiva che sopravvivenza libera da progressione e
assoluta nei confronti del trattamento con il solo FOLFOX o il solo
bevacizumab (Giantonio e coll.,, 2007).

Gli effetti collaterali prevalenti di bevacizumab sono epistassi,
ipertensione arteriosa e proteinuria, peraltro reversibili. In minor frequenza
si osservano perforazione intestinale e sanguinamenti di notevole entita.
Limpiego del bevacizumab deve essere valutato attentamente nei pazienti
con cardiomiopatie sia su base ischemica che su base dilatativa che possono
anche dimostrarsi una controindicazione assoluta.

L'efficacia dell’associazione di cetuximab, un anticorpo monoclonale
chimerico diretto contro il dominio extracellulare del recettore del fattore di
crescita epidermico (EGFR), alla chemioterapia citotossica, é stata validata in
studi di fase III sia in prima linea metastatica che nelle linee successive. Il suo
utilizzo, limitato gia da alcuni anni alle neoplasie con genotipo wild-type del

gene K-RAS (Lievre e coll, 2006) in rapporto all’'osservata resistenza al
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farmaco in caso di mutazioni presenti nei codoni 12 e 13 dell’esone 2), & stato
recentemente ulteriormente circoscritto a quelle con genotipo wild-type sia
del gene KRAS che NRAS (nota AIFA gennaio 2014) sulla base dello studio
FIRE-3 (Stintzing e coll,, 2013). E’ stato infatti dimostrato che non soltanto i
pazienti con mutazioni dell’esone 2 ma anche quelli con mutazioni dei codoni
61 e 146 rispettivamente degli esoni 3 e 4 del KRAS, e dei codoni 12 e 13
dell’esone 12, dei codoni 59 e 61 dell'esone 3 e dei codoni 117 e 146
dell’esone 4 di NRAS non beneficiano di questo trattamento. Prima
dell'impiego del cetuximab € pertanto necessario analizzare lo stato
mutazionale degli esoni 2, 3 e 4 dei suddetti geni.

Il vantaggio in termini di efficacia ottenuto con l'associazione del
cetuximab nel trattamento di prima linea di pazienti con KRAS wild-type, &
stato dimostrato negli studi di fase Il randomizzati CRYSTAL (FOLFIRI e
cetuximab) (Van Cutsem e coll, 2009) e OPUS (FOLFOX e cetuximab)
(Bokemeyer e coll., 2009). In entrambi gli studi sono stati osservati vantaggi
evidenti rispetto ai bracci non comprendenti cetuximab, sia in termini di
sopravvivenza libera da progressione (rispettivamente di 9,9 e 7,7 mesi) che
di sopravvivenza globale, con un tasso di risposte obiettive rispettivamente di
59,3% e di 61% (Van Cutsem e coll., 2009; Bokemeyer e coll., 2009). Gli effetti
collaterali prevalenti di cetuximab sono rash cutaneo acneiforme che si
presenta nell'80% dei pazienti, nel 15% dei quali in forma grave, ed
ipomagnesemia.

Piu recentemente e stato introdotto in clinica il panitumumab, un
anticorpo monoclonale completamente umano il cui bersaglio ¢ I'EGFR.
L'efficacia di questo farmaco e stata valutata nello studio PRIME, che ha
previsto I'associazione del panitumumab al FOLFOX nel trattamento di prima
linea di pazienti con KRAS wild-type (Douillard e coll., 2010).

Sulla base dei recenti studi di Douillard e coll (2013), Patterson e coll
(2013), Schwartzberg e coll (2013), anche I'impiego del panitumumab e oggi
subordinato all’effettuazione di un test genetico degli esoni 2, 3 e 4 di KRAS e
NRAS che stabilisca 'assenza di mutazioni in questi geni (Nota AIFA agosto

2013).
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Il panitumumab €& attualmente approvato per il trattamento di prima
linea in associazione al FOLFOX, di seconda linea in associazione al FOLFIRI
in pazienti che non abbiano ricevuto irinotecan in prima linea, come
monoterapia dopo fallimento di regimi chemioterapici contenenti
fluoropirimidine, oxaliplatino e irinotecan.

Il profilo tossicologico del panitumumab e sostanzialmente analogo a
quello del cetuximab, con un'incidenza delle reazioni cutanee del 90%.

Approvato dalla FDA nel 2011 e dal’EMA nel 2013, I'aflibercept, una
proteina di fusione ricombinante solubile, funziona come un recettore “decoy”
del VEGF. I suoi bersagli sono le isoforme VEGF-A e VEGF-B ed il fattore di
crescita placentare (PIGF) che & un altro regolatore chiave dell'angiogenesi
tumorale. L'aflibercept lega questi fattori di crescita prima che essi
interagiscano con i loro recettori (Holash e coll., 2002).

Lo studio registrativo di fase IIl multicentrico, randomizzato in
doppio cieco, VELOUR (Van Cutsem e coll, 2012), ha dimostrato che
I'aggiunta dell’aflibercept al FOLFIRI nei confronti del FOLFIRI plus placebo
come trattamento di seconda istanza in pazienti con carcinoma del colon-
retto metastatizzato, pretrattati con oxaliplatino con o senza bevacizumab, &
in grado di prolungare significativamente la sopravvivenza mediana mediana
(13.50 mesi versus i 12.06 mesi del braccio standard), la sopravvivenza libera
da progressione mediana (6.90 mesi versus 4.67 mesi del braccio standard) e
aumentare in modo statisticamente significativo la risposta obiettiva (19,8%
versus 11,1% del braccio standard). Limpiego dell’aflibercept e pertanto
approvato in associazione al regime FOLFIRI nei pazienti adulti con
carcinoma colorettale metastatico resistente o in progressione dopo un
regime contenente oxaliplatino.

Un farmaco orale approvato recentemente e il regorafenib (FDA 2012
ed EMA 2013), un inibitore multi-chinasico in grado di bloccare I'attivita di
diverse chinasi coinvolte nell’angiogenesi tumorale (ad esempio tirosin-
chinasi dei recettori VEGF e del recettore dell’angiopoietina TIE2),
nell’oncogenesi (ad esempio KIT, RET e RAF) e nella crescita tumorale (ad

esempio le tirosin-chinasi del recettore del fattore di crescita derivato dalle
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piastrine, PDGFR, e del recettore del fattore di crescita dei fibroblasti, FGFR).
Lo studio multicentrico, randomizzato di fase III CORRECT ha valutato
I'efficacia del regorafenib come agente singolo nei confronti della sola terapia
di supporto in pazienti con carcinoma colorettale metastatizzato
precedentemente trattati con fluoropirimidine, oxaliplatino, irinotecan,
anticorpi anti-VEGF (bevacizumab) e anti-EGFR (cetuximab o panitumumab)
(Grothey e coll., 2013). [ risultati hanno mostrato che il regorafenib induce un
beneficio clinico statisticamente significativo in termini di parametri di
sopravvivenza globale e sopravvivenza libera da progressione rispetto alla
terapia di supporto (rispettivamente 6,4 vs 5,0 mesi e 2,0 vs 1,7 mesi). Il
regorafenib e pertanto indicato per il trattamento di pazienti con carcinoma
colo rettale gia sottoposti a tutte le terapie disponibili (regimi

polichemioterapici a base di fluoro pirimidine, anti-VEGF ed anti-EGFR).

31



INTRODUZIONE

Farmacologia delle fluoropirimidine

5-fluorouracile

Il 5-fluorouracile, sviluppato da Heidelberg nel 1957 sulla base
dell’osservazione che i tessuti tumorali utilizzano piu uracile dei tessuti sani
per la sintesi degli acidi nucleici, ha rappresentato per oltre quarant'anni
I'unico farmaco attivo nel carcinoma del colon-retto, con un tasso di risposte
obiettive relativamente contenuto (10-30%). Questo farmaco costituisce
ancora oggi il farmaco di riferimento per il trattamento medico di questa
neoplasia, da solo o in associazione ad altri farmaci (Longley e coll., 2003,
Linee Guida NCCN, 2014 ).

Il 5-fluorouracile & un analogo fluorinato dell'uracile (Figura 1), in cui
un atomo di fluoro sostituisce un atomo di idrogeno in posizione 5 dell'anello
pirimidinico. Affinché il farmaco possa esercitare la sua azione citotossica
deve essere trasformato in 5-fluorodesossiuridina monofosfato (FAUMP),
fluorouridina trifosfato (FUTP) e 5-fluorodesossiuridina trifosfato (FAUTP).
La conversione intracellulare a metabolita attivo avviene attraverso
numerose vie metaboliche. Pud essere convertito al nucleoside
corrispondente (fluorouridina) per azione dell’'uridina fosforilasi (UP), con la
successiva trasformazione a fluorouridina monofosfato (FUMP) attraverso
'opera dell'uridina chinasi (UK), oppure puo essere direttamente convertito a
FUMP per l'intervento dell'orotatofosforibosil transferasi. Il FUMP a sua volta
puo essere convertito a fluorouridina trifosfato (FUTP) oppure a FAUMP
grazie alla ribonucleotide reduttasi. Il FAUMP a sua volta puo essere
fosforilato a 5-fluorodesossiuridina difosfato ed a FAUTP. 1l 5-fluorouracile
puo inoltre essere direttamente convertito a FAUMP grazie alla timidina

fosforilasi (TP) ed alla timidina chinasi (TK) (Mini e Bertino, 1991) (Figura 2).

32



INTRODUZIONE

O
|
HN

PR |

O N
H

uracile

5-fluorouracile

Figura 1. Formule di struttura dell’'uracile e del 5-fluorouracile
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Figura 2. Metabolismo e meccanismo di azione del 5-FU.

FUPA, acido o-fluoro-B-propionico; FBAL, 5-fluoro-f3-alanina; PRPP, 5-fosforibosil 1-pirofosfato; PP, pirofosfato; OPRT,
orotatofosforibosil transferasi; DPD, diidropirimidina deidrogenasi; UP, uridina fosforilasi; TP, timidina fosforilasi; UK, uridina
chinasi; UP, uridina fosforilasi; TK, timidina chinasi; RR, ribonucleotide reduttasi; dUTP, dUTP nucleotide idrolasi; TS, timidilato

sintasi; MTHFR, metilentetraidrofolato rdduttasi; DHFR, Diidrofolato reduttasi ; MS, metionina sintasi.
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Il FAUMP si lega alla TS con maggiore affinita rispetto al nucleotide
fisiologico, inibendo l'attivita dell’enzima. Questo enzima e il responsabile
della trasformazione della desossiuridina monofosfato (dUMP) in
desossitimidina monofosfato (dTMP), necessaria per la sintesi di DNA, che
viene quindi bloccata. L'inibizione della TS mediata da FAUMP e dovuta alla
formazione di un complesso ternario covalente fra FAUMP, TS ed un donatore
di unita monocarboniose, il 5,10-metilentetraidrofolato (5,10-MTHF)
(Danenberg e Lockshin, 1981; Hougthon, 1986) (Figura 2).

I 510-MTHF viene convertito irreversibilmente a  5-
metiltetraidrofolato dall'enzima 5,10-metilenetetraidrofolato reduttasi
(MTHFR) (Rosenblatt, 2001). Una ridotta attivita della MTHFR, con
conseguente alterazione della concentrazione intracellulare di folati ridotti,
influisce in modo significativo sulla risposta delle cellule tumorali alle
fluoropirimidine, la cui attivita dipende dalla concentrazione intracellulare di
folati.

In condizioni fisiologiche, durante la sintesi dei nucleotidi pirimidinici,
il 5,10-MTHF cede il suo gruppo monocarbonioso nella conversione del dUMP
a dTMP, ossidandosi a diidrofolato (DHF). Per reintegrare il pool
intracellulare di coenzimi folici, I'enzima diidrofolato-reduttasi (DHFR)
catalizza la riduzione NADPH dipendente del diidrofolato a tetraidrofolato
(THF), mantenendo in questo modo i livelli intracellulari di 5,10-MTHF.

La maggiore affinita di legame del FAUMP per la TS & dovuta
all'elettronegativita dell'atomo di fluoro che contribuisce a determinare una
costante di dissociazione maggiore rispetto all'atomo di idrogeno; in questo
modo l'unitd monocarboniosa del 5,10-MTHF non riesce a sostituirsi
all'atomo di fluoro legato alla pirimidina e la reazione non puo completarsi.
Ne deriva una ridotta formazione di desossitimidinatrifosfato (dTTP) con
impossibilita alla sintesi di DNA (Grem e coll.,, 1991).

La stabilita del complesso ternario formato da TS, FAUMP e 5,10-
MTHEF e fortemente dipendente dalla disponibilita del coenzima (Houghton e
coll,, 1986; Yin e coll,, 1983): in assenza del coenzima folico infatti si forma un

complesso binario, instabile, costituito dall'enzima e da FAUMP, che si
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dissocia rapidamente (Moore e coll.,, 1986; Pinedo e Peters, 1988; Davis e
Berger, 1993; Lockshin e Danenberg, 1981). In presenza di elevati livelli
intracellulari di folati ridotti € stato osservato invece che la stabilita e la
durata nel tempo del complesso ternario vengono incrementate, ed e su
questa base biochimica che si fonda il razionale del potenziamento
dell'attivita del 5-fluorouracile tramite la somministrazione di acido folinico,
con conseguente aumento della tossicita cellulare da fluoropirimidina (Grem
e coll,, 1987, Mini e coll.,, 1990).

Il metabolismo dei folati svolge pertanto un ruolo importante nel
meccanismo d’azione delle fluoropirimidine. Il 5-metiltetraidrofolato & la
principale forma di coenzima presente nel plasma; nei tessuti periferici esso
viene convertito dall’enzima B12 dipendente, metionina sintasi (MS), in
tetraidrofolato. La conversione del 5-metiltetraidrofolato in THF a opera di
MS é& un evento fondamentale per rendere i folati derivati dalla dieta
biologicamente utili ai processi di biosintesi dei nucleotidi.

[ folati ridotti entrano nella cellula mediante uno scambiatore
anionico: il trasportatore dei folati ridotti (Reduced Folate Carrier - RF(C)
(Zhao e coll, 2009). Il ruolo svolto dai folati e strettamente legato alla
capacita delle cellule di mantenerne una concentrazione intracellulare molto
elevata (1-10 uM) rispetto alla concentrazione plasmatica (10-30 nM)
(Banerjee e coll.,, 2002). Questo gradiente € mantenuto grazie ad una reazione
di poliglutammilazione catalizzata dall'enzima folil-poliglutammato-sintetasi
(FPGS), che aggiunge, per legame y-peptidico, molecole di acido glutammico
ai substrati folici (McGuire e Bertino, 1981). La poliglutammilazione presenta
alcune importanti conseguenze: le molecole diventano piu polari e vengono
pertanto mantenute all'interno della cellula, inoltre in alcuni casi
acquisiscono una maggiore affinita per i loro target intracellulari. L'azione dei
folati non dipende soltanto dall'attivita di FPGS ma anche dall'azione
dell'enzima lisosomiale folil-poliglutammato idrolasi (GGH) che rimuove i
residui terminali glutammici (Yao e coll.,, 1996).

Oltre all'inibizione della TS il 5-fluorouracile esplica la sua azione

citotossica per mezzo dell'incorporazione di FAUTP nel DNA da parte della
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DNA polimerasi-DNA dipendente. L'effetto combinato della deplezione di
dTTP e della incorporazione del FAUTP nel DNA produce un arresto della
sintesi dell'acido nucleico, un'alterazione della sua stabilita e la comparsa di
rotture dei suoi filamenti, oltre che un'interferenza con i meccanismi di
riparazione degli stessi (Yin e coll, 1991). Tale stress genotossico porta
all'attivazione di fenomeni proapoptotici conducendo cosi alla morte
cellulare (Yoshioka e coll.,, 1987).

Un terzo meccanismo, infine, prevede l'inserimento della FUTP
nellRNA da parte dell'enzima RNA polimerasi-DNA dipendente con
conseguente inibizione della sintesi e alterazione della funzione dell'acido
ribonucleico (Takimoto e coll., 1993).

Il farmaco si distribuisce facilmente e rapidamente nell'organismo,
penetrando nelle cellule per diffusione passiva e presentando un'elevata
variabilita inter-paziente dell'area sotto la curva concentrazione
plasmatica/tempo (AUC) e della concentrazione plasmatica massima (Cmax)
quando somministrato alle stesse dosi calcolate secondo la superficie
corporea del soggetto. Non ci sono infatti correlazioni significative fra la
clearance plasmatica del farmaco, l'esposizione al farmaco e la superficie
corporea (Gamelin e coll., 1999). E opportuno segnalare che il farmaco entra
facilmente nei versamenti pleurici o ascitici, da dove viene rilasciato
lentamente, condizionando la persistenza degli effetti citotossici. 11 5-
fluorouracile raggiunge inoltre rapidamente (entro 30 minuti) elevate
concentrazioni nel liquido cefalorachidiano dopo somministrazione per via
sistemica. Il 5-fluorouracile viene successivamente metabolizzato
prevalentemente a livello epatico dall'enzima diidropirimidina deidrogenasi
(DPD) con trasformazione a diidro-5-fluorouracile (DHFU); il DHFU viene
quindi convertito ad acido a-fluoro-p-propionico (FUPA) ad opera della
diidropirimidinasi e successivamente a 5-fluoro-f3-alanina (FBAL) per azione
della B-alanina sintasi.

Il DHFU e gli altri metaboliti del 5-fluorouracile vengono poi eliminati
per via biliare (80% della quota totale di farmaco). Il restante 20% di farmaco

viene eliminato immodificato nelle urine. La rapidita dell'inattivazione del
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farmaco, ad opera della DPD, e responsabile dell'emivita molto breve
dell'antimetabolita (circa 10 minuti). L'ubiquitarieta di questo enzima spiega
comunque perché in presenza di disfunzioni epatiche non sia necessario
ridurre la dose da somministrare. Un deficit della DPD geneticamente
determinato trasmesso con modalita autosomica recessiva, € in grado di
determinare nel paziente una tossicita clinica grave, in quanto comporta la
persistenza in circolo di concentrazioni molto elevate del farmaco attivo (Van

Kuilenburg, 2002).

Capecitabina

La capecitabina, 5'-deossi-5-fluoro-N-[(pentilossi) carbonil]-citidina, e
un profarmaco orale del 5-fluorouracile sviluppata con l'intento di ridurre le
tossicita del 5-fluorouracile stesso, di aumentarne la concentrazione nel
tessuto tumorale e di evitare le problematiche correlate all'infusione continua
del farmaco, sia in termini di qualita della vita del paziente, sia in termini di
complicanze correlate al catetere venoso centrale (ad esempio aumentata
suscettibilita alle infezioni). La necessita di utilizzare un profarmaco del 5-
fluorouracile nasce dall'osservazione che, se assunto per via orale, il 5-
fluorouracile presenta un’elevata variabilita di assorbimento ed una
farmacocinetica non lineare, in quanto sulla mucosa intestinale e presente
un’elevata quantita di DPD, enzima responsabile del suo catabolismo a
metaboliti inattivi (Diasio, 1988).

Una volta somministrata per via orale, la capecitabina viene assorbita
immodificata dalla mucosa intestinale e, raggiunta la circolazione sistemica,
viene distribuita a tutti gli organi e tessuti con una biodisponibilita negli
adulti di circa il 100% ed un picco di concentrazione a circa 90-120 minuti
(Tmax) dall'assunzione. La sua conversione in 5-fluorouracile avviene
attraverso una serie di tappe enzimatiche: la prima tappa ha sede nel fegato,

ad opera di una carbossil-esterasi, la quale la trasforma in 5-desossi-5-
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fluorocitidina (5-DFCR); la seconda tappa avviene grazie alla citidina
deaminasi, un enzima localizzato sia a livello epatico che a livello dei tessuti
tumorali, in cui la 5-DFCR e trasformata a 5-desossi-5-fluoridina (5-DFUR).
L'ultima tappa necessaria per la trasformazione a 5-fluorouracile e catalizzata
dalla TP, un enzima localizzato in maggior misura nel tessuto tumorale della
neoplasia primitiva, con un ordine di circa quattro volte superiore, rispetto ai
tessuti normali (Figura 3). Queste tappe permettono di raggiungere livelli di
concentrazione piu elevati di 5-fluorouracile nel tessuto tumorale (Ishikawa e
coll,, 1998).

La capecitabina viene assunta a stomaco pieno ed & stato dimostrato
che il cibo incide sulla farmacocinetica della molecola e dei suoi metaboliti. La
Cmax € I'AUC sono ridotte ed inoltre e aumentato il Tmax. L'emivita del farmaco
non sembra invece essere modificata. Tuttavia e stato dimostrato che 1'effetto
sull'AUC, in termini di riduzione, € nettamente superiore per la capecitabina,
mentre lo e in maniera inferiore per i suoi metaboliti (Reigner e coll., 1998).

La capecitabina e i suoi metaboliti non si accumulano
significativamente nel plasma dopo ripetute somministrazioni (Mackean e
coll,, 1998). La quasi totalita del farmaco viene eliminata per via renale e di

questa soltanto il 3% circa in forma immodificata.
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Figura 3. Attivazione della capecitabina a 5-fluorouracile
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Farmacogenetica delle fluoropirimidine

Il meccanismo di azione, trasporto, metabolismo e catabolismo delle
fluoropirimidine e controllato da una complessa serie di enzimi.

Negli ultimi anni, a livello dei geni che codificano per questi enzimi
sono stati riportati una serie di polimorfismi che possono essere responsabili
delle variazioni nella risposta terapeutica alle fluoropirimidine in termini di

efficacia e tossicita (Tabella 1.a, Tabella 1.b, Tabella 1.c).

- TIMIDILATO SINTASI (TS)

Variazioni nell’espressione di TS sono stati suggeriti come potenziale
determinanti predittivi della resistenza ed dell’efficacia al 5-FU. Bassi livelli di
espressione proteica di TS sono risultati correlati con aumento della
sopravvivenza in pazienti con carcinoma rettale sottoposti a terapia
adiuvante (Popat e coll., 2004; Mini e coll., 1999; Johnston e coll., 1994).

[ livelli di espressione di TS possono essere influenzati da polimorfismi
a carico del gene. Tre polimorfismi del gene TYMS (codificante per l'enzima
TS) presenti nelle regioni non tradotte (UTR-untranslated region) sono stati
proposti come modulatori dell’efficienza di trascrizione e traduzione del gene
stesso.

I primo di questi polimorfismi presente nella regione 5’UTR e
rappresentato dalla variazione nel numero di ripetizioni (VNTR-variable
number tandem repeat) di una sequenza di 28 paia di basi nella regione del
promoter (TS enhancer region-TSER), all'interno della quale & presente un
elemento di consenso USF-1. Sebbene siano state descritte fino a nove
ripetizioni, generalmente ne sono presenti 2 o 3 che danno luogo a genotipi
definiti 2R/2R, 2R/3R e 3R/3R, rispettivamente wild-type, eterozigoti ed

omozigoti mutanti.
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Tabella 1.a Associazioni tra polimorfismi genici e risultati terapeutici in pazienti affetti da carcinoma del colon-retto trattati con chemioterapia a base di

fluoropirimidine con finalita adiuvante

Polimorfismo

Parametri di sopravvivenza

Autore

TYMS
VNTR sopravvivenza assoluta
sopravvivenza libera da malattia

6bp ins/del sopravvivenza assoluta

MTHFR

A1298C sopravvivenza assoluta

c677T sopravvivenza assoluta

DHFR

86+60_78del sopravvivenza assoluta

RFC
G80A sopravvivenza assoluta

prolungata nei 2R/2R
prolungata nei 3R/3R
nessuna differenza fra i diversi genotipi

prolungata nei 2R/2R
prolungata nei3R/3R
nessuna differenza fra i diversi genotip

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

prolungata nei genotipi con un allele raro
ridotta nei pazienti wild-type

ridotta nei genotipi con almeno un alleleraro

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

aumentata negli eterozigoti

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

lacopetta e coll., 2001

Hitre e coll., 2005; Dotor e coll., 2006; Paez e coll., 2010

Tsuji e coll., 2003; Morganti e coll., 2005; Fernandez-Contreras e coll., 2006;
Matsui e coll., 2006; Gusella e coll., 2009; Farina-Sarasqueta e coll., 2010; Vignoli
e coll., 2011; Afzal e coll., 2011a

Gosens e coll., 2008; Lee e coll., 2013

Hitre e coll., 2005; Dotor e coll., 2006; Paez e coll., 2010

Tsuji e coll., 2003; Morganti e coll., 2005; Fernandez-Contreras e coll., 2006;
Matsuie coll., 2006; Gusella e coll., 2009; Farina-Sarasqueta e coll., 2010; Vignoli
e coll., 2011; Afzal e coll., 2011a

Gosens e coll., 2008; Gusella e coll., 2009; Vignoli e coll., 2011; Afzal e coll. 2011a
Osian e coll., 2009
Fernandez-Peralta e coll., 2010

Negandhie coll., 2013

Afzal e coll. (2009, 2011a), Zhu e coll., 2013

Lurje e coll., 2008; Gusella e coll., 2009; Afzal e coll. ( 2009, 2011a), Zhu e coll.,
2013

Holmes e coll., 2008

Holmes e coll., 2008
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Tabella 1.b Associazioni tra polimorfismi genici e risultati terapeutici in pazienti affetti da carcinoma del colon-retto trattati con chemioterapia a base di fluoropirimidine con finalita palliativa

Polimorfismo

Parametri di sopravvivenza

Autore

Risposta

Autore

TYMS

MTHFR

VNTR

VNTR G>C

6bp ins/del
A1122G

C1053T

A1298C

Cc677T

sopravvivenza assoluta

sopravvivenza assoluta

sopravvivenza assoluta
sopravvivenza assoluta
sopravvivenza assoluta
sopravvivenza assoluta

sopravvivenza libera da
progressione

sopravvivenza assoluta

sopravvivenza libera da
progressione

prolungata nei 2R/2R

prolungata nei2R/2R, 2R/3RC, 3RC/3RC

Nessuna differenza fra i diversi genotipi
Datinon disponibili
Dati non disponibili

Datinon disponibili

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

aumentata nell'omozigote mutato

Etienne e coll., 2002

Marcuello e coll., 2004b

Lecomte e coll., 2004; Ruzzo e coll., 2007a; Ruzzo e
coll., 2007b

Marcuello e coll., 2006; Ruzzo e coll., 2007a; Ruzzo e
coll., 2007b; Jakobsen e coll., 2005
Marcuello e coll., 2006; Ruzzo e coll., 2007a; Ruzzo e
coll., 2007b; Jakobsen e coll., 2005

Etienne e coll., 2004b; Wisotzkey e coll., 1999; Etienne-
Grimaldie coll., 2010; Suh e coll., 2006; Capitain e coll.,
2007; Zhang e coll., 2007; Ruzzo e coll., 2007a; Ruzzo e
coll., 2007b; Braun e coll., 2009; Fernandez-Peralta e
coll., 2010

Jakobsen e coll., 2005

aumentata nei 2R/2R
aumentata nei3R/3R

Nessuna differenza fraidiversi
genotipi

Nessuna differenza fraidiversi
genotipi

aumentata negli omozigoti mutati

Nessuna differenza fraidiversi
genotipi

Pullarkat e coll., 2001; Marsh e coll., 2001; Park e
coll., 2002; Salgado e coll., 2007

Jakobsen e coll., 2005

Ruzzo e coll., 2007a; Ruzzo e coll., 2007b; Braun
e coll.,, 2009

Sharma e coll., 2008

Cohen e coll., 2003; Etienne e coll., 2004b;
Jakobsen e coll., 2005; Etienne-Grimaldi e coll.,
2010; Fernandez-Peralta e coll., 2010

Marcuello e coll., 2006; Ruzzo e coll., 20073;
Ruzzo e coll., 2007b; Suh e coll., 2006; Lurje e
coll., 2008; Sharma e coll., 2008
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Tabella 1.c Associazioni tra polimorfismi genici e tossicita in pazienti affetti da carcinoma del colon-retto trattati con
chemioterapia a base di fluoropirimidine

Polimorfismo

Tossicita

Autore

TYMS

MTHFR

DPYD

VNTR

VNTR G>C

6bp ins/del

A1298C

6777

IVS14+1G>A

A2846T

G2194A

T85C
T464A

ridotta nei 3R/3R (adiuvante)

aumentata nei 2R/2R

Nessuna differenza fraidiversi genotipi

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

aumentata negli omozigoti mutati
Nessuna differenza fra i diversi genotipi

aumentata negli omozigoti mutati
aumentata nei genotipi con almeno un
allele mutato

ridotta nei wild type

Nessuna differenza fra i diversi genotipi

aumentata nei genotipi con almeno un
alleleraro

aumentata nei genotipi con almeno un
alleleraro

aumentata nei genotipi con almeno un
alleleraro

Pullarkart e coll., 2001; Lecomte e coll., 2004; Ichikawa e coll., 2006;
Schwab e coll., 2008

Lecomte e coll., 2004; Schwab e coll., 2008

Sharma e coll., 2008; Braun e coll., 2009; Etienne-Grimaldi e coll.,
2010, Afzal e coll., 2011b

Lecomte e coll., 2004; Schwabe coll., 2008; Kristensen e coll., 2010,
Afzal e coll., 2011b

Lecomte e coll., 2004; Schwab e coll., 2008; Braun e coll., 2009;
Etienne-Grimaldi e coll., 2010, Kristensen e coll., 2010

Captain e coll., 2008; Sharma e coll., 2008, Kristensen e coll., 2010
Afzal e coll. (2009, 2011b)

Sharma e coll., 2008
Derwinger e coll., 2009

Gusella e coll.,, 2009

Etienne-Grimaldi e coll., 2010; Ruzzo e coll., 2007a; Ruzzo e coll.,
2007b; Braun e coll., 2009; Cohen e coll., 2003, Afzal e coll., 2011b,
Van Huis-Tanja e coll., 2013

Caudle e coll., 2013; Del Re e coll., 2010; Raida e coll., 2001; Van
Kuilenburg e coll., 2006; Morel e coll., 2006; Schwab e coll., 2008;

Deenen e coll., 2011

Terrazzino e coll., 2013; Morel e coll., 2006; Schwab e coll., 2008;
Deenen e coll., 2011

Zhang e coll., 2013
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Pazienti omozigoti per la variante caratterizzata da 3 sequenze
ripetute (3R/3R), presente nel 30% circa della popolazione caucasica,
tendono ad avere una minore probabilita di risposta al trattamento con
fluoropirimidine rispetto a pazienti omozigoti per la variante con 2 sequenze
ripetute (2R/2R) o eterozigoti (2R/3R) (Horie e coll., 1995).

Il secondo € un polimorfismo a singolo nucleotide rappresentato dalla
transizione G>C a livello del dodicesimo nucleotide della seconda sequenza
ripetuta nell'allele 3R che puo abolire I'aumento dell'efficienza trascrizionale
indotto da questa variante, e quindi annullare il risvolto clinico (Mandola e
coll, 2003) per perdita di un sito di legame USF-1: infatti ognuna delle prime
due sequenze ripetute dell’allele 3RG, possedendo una guanina in posizione
12, ha due potenziali siti di legame USF-1, mentre gli alleli 2R e 3RC hanno
una guanina soltanto nella prima sequenza ripetuta e di conseguenza un solo
sito di legame USF-1.

E' noto inoltre un terzo polimorfismo rappresentato dalla delezione di
6 paia di basi (6bp) a partire dal nucleotide 1494 della 3'UTR che & associato
ad instabilita ed a diminuiti livelli di mRNA del gene TYMS a livello tumorale
(Ulrich e coll,, 2000, Mandola e coll., 2004).

Per quanto riguarda le eventuali associazioni tra genotipo di TYMS ed
efficacia terapeutica, con particolare riferimento ai parametri di
sopravvivenza, nei pazienti affetti da carcinoma del colon-retto trattati sia
con finalita adiuvante che palliativa, i risultati sono ad oggi estremamente
contrastanti. In pazienti trattati con finalita adiuvante in relazione al
polimorfismo VNTR é stato osservato un prolungamento della sopravvivenza
libera da malattia (Gosens e coll, 2008; Lee e coll., 2013) oppure della
sopravvivenza globale (Iacopetta e coll, 2001) come atteso in pazienti con
genotipo 2R/2R rispetto agli altri; altri autori hanno riportato invece un
prolungamento di entrambi i parametri di sopravvivenza in pazienti con
genotipo 3R/3R rispetto agli altri (Paez e coll., 2010; Dotor e coll., 2006; Hitre
e coll, 2005). In altri studi, compreso due effettuati nel nostro laboratorio
(Vignoli e coll, 2011; Morganti e coll., 2005), non sono state riscontrate

differenze statisticamente significative nella sopravvivenza libera da malattia
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e nella sopravvivenza globale fra i diversi genotipi (Afzal e coll,, 2011; Farifia-
Sarasqueta e coll., 2010; Gusella e coll., 2009; Fernandez-Contreras e coll.,
2006; Matsui e coll., 2006; Tsuji e coll.,, 2003). Sulzyc-Bielicka e coll. (2013)
hanno analizzato una popolazione di 145 pazienti con carcinoma colorettale
sottoposti 0 meno a terapia adiuvante sulla base del polimorfismo VNTR del
gene della TS. Gli autori hanno classificato i pazienti con i genotipi 3G/3G,
3G/3C, 2R/3G in elevata espressione della TS e quelli con genotipi 3C/3C,
2R/3C, 2R/2R in bassa espressione della stessa. E’ stato osservato che la DFS
a 20 mesi era significativamente piu prolungata nei pazienti con genotipi
associati a bassi livelli di TS rispetto a quelli con alti livelli, sia nella casistica
complessiva (p=0.043) che nel sottogruppo di pazienti trattati con
chemioterapia adiuvante (p=0.051). I bassi livelli di TS, quindi, potrebbero
rappresentare un fattore prognostico positivo per la DFS a 20 mesi
nell'intero gruppo dei pazienti e anche nel sottogruppo trattato con
chemioterapia (p=0.024 e p=0.034, rispettivamente). Inoltre i pazienti con
bassa espressione di TS non mostravano differenze significative nella DFS
indipendentemente dall’esecuzione o meno di trattamento chemioterapico
adiuvante.

Per quanto riguarda il polimorfismo 6bp ins/del non sono state
osservate associazioni fra i tre genotipi ed i parametri di sopravvivenza
(Vignoli e coll.,, 2011; Afzal e coll., 2011; Gusella e coll., 2009; Gosens e coll,
2008). Quando il polimorfismo 6bp ins/del é stato valutato in associazione ad
altri polimorfismi (ad esempio VNTR) sono stati osservati risultati
contrastanti: migliori risultati terapeutici sono stati osservati per i genotipi
3R+6bp del (Dotor e coll, 2006) e 2R/3R+6bp ins/6bp ins (Lurje e coll,
2008) ed invece peggiori per il genotipo 3RG+6bp ins (Hitre e coll.,, 2005) o
2R/2R+6bp del/6bp del 0 2R/2R+ 6bp ins/6 bp del (Afzal e coll,, 2011).

Nella malattia in fase avanzata i dati sono piu consistenti. La maggior
parte degli studi mostra che pazienti con genotipo 2R/2R presentano una piu
elevata risposta oggettiva alla terapia a base di fluoropirimidine (Salgado e
coll, 2007; Park e coll., 2002; Pullarkat e coll,, 2001; Marsh e coll., 2001)

oppure una sopravvivenza globale prolungata rispetto a pazienti portatori di
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altri genotipi (Etienne e coll, 2002). Tuttavia & stata osservata anche una
percentuale elevata di risposte per il genotipo 3R/3R (Jakobsen e coll., 2005)
e nessuna differenza statisticamente significativa fra i genotipi VNTR e la
risposta clinica (Braun e coll., 2009; Ruzzo e coll., 2007).

Combinando i genotipi VNTR con lo SNP G>C, uno studio ha
riscontrato che pazienti con genotipi 2R/3RG-3RC/3RG-3RG/3RG
presentavano una ridotta sopravvivenza rispetto a quelli con genotipo
2R/2R-2R/3RC-3RC/3RC (Marcuello e coll,, 2004), mentre altri studi non
hanno osservato differenze fra i genotipi VNTR G>C (McLeod e coll, 2009;
Ruzzo e coll,, 2007; Lecomte e coll., 2004).

Considerando questi polimorfismi in relazione alla tossicita indotta
dalla terapia a base di 5-fluorouracile, € emersa un'associazione
statisticamente significativa fra il genotipo 3R/3R ed una ridotta tossicita sia
nei pazienti in fase adiuvante (Schwab e coll., 2008; Ichikawa e coll., 2006)
che con malattia avanzata (Lecomte e coll.,, 2004; Pullarkat e coll., 2001); il
genotipo 2R/2R e risultato associato ad un aumentato rischio di sviluppare
tossicita grave da 5-fluorouracile e nessuna differenza e stata osservata tra i
vari alleli per i polimorfismi TYMS VNTR G>C e TYMS 6bp ins/del (Kristensen
e coll, 2010; Lecomte e coll, 2004, Schwab e coll,, 2008,). In altri studi,
pubblicati piu di recente, non & invece stata trovata nessuna associazione tra
polimorfismi di TYMS (TYMS VNTR, TYMS VNTR 3G>C e TYMS 6bp ins/del) e
tossicita (Afzal e coll, 2011; Etienne-Grimaldi e coll., 2010; Braun e coll,,

2009; Sharma e coll., 2008).

- DIIDROPIRIMIDINA DEIDROGENASI (DPD)

La DPD, enzima chiave nel catabolismo delle fluoropirimidine e stato
oggetto di vari studi. Mentre alti livelli di DPD sono stati associati ad una
mancata risposta alla terapia (Salonga e coll., 2000), si e visto che circa il 3-
5% della popolazione ha un deficit completo o parziale di questo enzima che
aumenta, in questi individui, il rischio di tossicita grave indotta dal 5-
fluorouracile (Etienne e coll., 1994; Saif, 2013).

Diversi polimorfismi a carico del gene che codifica per DPD sono
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responsabili di un inefficiente metabolismo del farmaco, con conseguente
aumento dei suoi livelli circolanti e quindi del rischio di tossicita grave.

Ad oggi, piu di 30 SNP o delezioni sono state individuate all'interno del
gene DPYD, di cui la maggior parte non ha conseguenze funzionali
sull'attivita enzimatica. Tuttavia, l'individuazione di genotipi carenti in DPD
puo aiutare ad identificare i pazienti poveri metabolizzatori a rischio di
sviluppare tossicita potenzialmente letali a seguito di somministrazione di
dosi standard di fluoropirimidine (Del Re et al., 2010).

Il principale polimorfismo associato a deficit di questo enzima e
rappresentato da una mutazione puntiforme G>A a livello del primo
nucleotide dell'introne 14 del gene (IVS14+1G>A) (Wei et al., 1996). Questo
SNP porta alla perdita del corrispondente esone durante il processo di
splicing e di conseguenza alla formazione di una proteina non completa e
priva di attivita enzimatica (Van Kuilenburg, e coll., 1997; Wei e coll,, 1996;
Meinsma e coll.,, 1995). Si stima che nella popolazione caucasica l'incidenza
degli omozigoti per questa variante allelica sia dello 0,1% e quella degli
eterozigoti dello 0,5-2,0% (Etienne e coll., 1994; Lu e coll,, 1993).

Un altro polimorfismo a singolo nucleotide a carico del gene DPYD che
influisce negativamente sull’attivita enzimatica della proteina e
rappresentato dalla transizione A>T a livello del nucleotide 2846 (Terrazzino
e coll,, 2013; Deenen e coll.,, 2011; Schwab e coll., 2008; Morel e coll., 2006;
Van Kuilenburg e coll., 2000).

Diversi studi sia retrospettivi che prospettici hanno mostrato che, in
media, piu del 70% dei pazienti polimorfici per DPYD IVS14+1G>C sviluppa
grave, tavolta letale, tossicita in seguito a trattamento con fluoropirimidine
(Deenen e coll,, 2011; Schwab e coll., 2008; Morel e coll., 2006) sebbene tale
polimorfismo sia risultato presente soltanto nel 25% circa dei pazienti con
tossicita grave in seguito a trattamento con tali farmaci (Van Kuilenburg e
coll, 2002; Raida e coll., 2001).

Inoltre la simultanea presenza nello stesso individuo di entrambe le
varianti alleliche, fenomeno che si verifica in circa lo 0,1% dei pazienti, e

risultata associata a tossicita letale a insorgenza precoce dopo l'inizio del
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trattamento con fluoropirimidine (Boisdron-Celle e coll., 2007; Ezzeldin e
coll., 2003).

Una recente metanalisi ha valutato l'impatto di queste varianti
polimorfiche (IVS14+1G>A e 2846A> T) del gene DPYD nello sviluppo di
tossicita grave confermandone la validita clinica come fattori di rischio per lo
sviluppo di tossicita grave a seguito di trattamento con fluoropirimidine
(Terrazzino et al., 2013;).

Un recente studio retrospettivo (Zhang e coll, 2013) ha valutato il
valore predittivo di alcuni SNPs di DPYD nella tossicita da fluoropirimidine in
60 pazienti asiatici affetti da carcinoma colorettale. Sono stati analizzati
cinque SNPs della DPD (14G1A, G1156T, G2194A, T85C e T464A) e la
presenza di almeno uno dei seguenti tre, G2194A, T85C e T464A, € risultata
in grado di prevedere circa il 13% degli eventi avversi gravi legati all'utilizzo
del 5-FU.

Sulla base di questi studi clinici il “Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC) Dosing Guidelines for fluoropyrimidines”
raccomanda l'utilizzo di un farmaco alternativo per i pazienti omozigoti per
varianti di DPYD non funzionali quali I[VS14+1G>A e 1679T>G (Caudle et al,,
2013).

Anche se la genotipizzazione di DPD e molto importante per prevenire
la tossicita da fluoropirimidine & oggi evidente che la sola analisi del genotipo
non sia sufficiente a predire la tossicita grave da fluoropirimidine con
I'accuratezza necessaria (Caudle et al., 2013). Un altro metodo ampiamente
studiato e rappresentato da un test di fenotipizzazione consistente nella
determinazione del rapporto tra concentrazioni di 5-fluorouracile e
diidrofluorouracile nel plasma (Di Paolo e coll, 2001). E’ stato pertanto
proposto l'utilizzo combinato dei due approcci e, recentemente, identificato
un algoritmo in grado di individuare il 98% di casi con deficit di DPD e
sviluppo di tossicita grave (Boisdron Celle e coll., 2012). Questo algoritmo
presenta un vantaggio evidente rispetto all’effettuazione delle due metodiche
singolarmente (33% di casi identificati con la genotipizzazione e 85% di casi

identificati con la fenotipizzazione).
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— METILENTETRAIDROFOLATO REDUTTASI (MTHFR)

Le varianti C677T e A1298C sono i polimorfismi maggiormente
studiati del gene MTHFR. Dai dati preliminari di studi condotti in vitro su
cellule tumorali umane e su xenotrapianti murini € emerso che i polimorfismi
C677T (Sohn e coll, 2004) e A1298C (Etienne e coll, 2004) potrebbero
aumentare la chemioresponsivita al 5-fluorouracile. Si puo ipotizzare che
polimorfismi del gene MTHFR che determinino una ridotta attivita
dell’enzima da esso codificato, comportando un aumento dei livelli
intracellulari di 5,10-MTHF, possano aumentare l'attivita citotossica del 5-
fluorouracile aumentando la formazione e la stabilita del complesso ternario
(Jakobsen e coll., 2005; Sohn e coll., 2004; Cohen e coll., 2003).

Anche per i polimorfismi di MTHFR sono stati condotti numerosi studi
in pazienti affetti da carcinoma colorettale trattati con chemioterapia a base
di 5-fluorouracile. La maggior parte & stata condotta su pazienti trattati in
prima istanza con 5-fluorouracile ed € emerso che il polimorfismo omozigote
mutato 677TT é significativamente associato con un’aumentata percentuale
di risposte obiettive alla terapia con fluoropirimidine (Etienne-Grimaldi e
coll,, 2010; Fernandez-Peralta e coll., 2010; Jakobsen e coll., 2005; Etienne e
coll,, 2004; Cohen e coll,, 2003). Il genotipo 677TT é stato anche associato in
modo significativo ad un prolungamento del tempo alla progressione
(Jakobsen e coll., 2005), senza tuttavia aumento della sopravvivenza globale
(Fernandez-Peralta e coll., 2010; Etienne-Grimaldi e coll., 2010; Braun e coll,,
2009; Capitain e coll.,, 2008; Zhang e coll,, 2007; Ruzzo e coll, 2007; Suh e
coll, 2006; Etienne e coll.,, 2004; Wisotzkey e coll,, 1999). Altri studi pero non
hanno evidenziato il ruolo del polimorfismo C677T come determinante
farmacogenetico della risposta alla terapia con 5-fluorouracile (Lurje e coll.,
2008; Sharma e coll,, 2008; Ruzzo e coll.,, 2007; Marcuello e coll., 2006; Suh e
coll,, 2006).

Per quanto riguarda invece la fase adiuvante, emerge una sostanziale
assenza di correlazione fra il genotipo contenente I'allele mutato 677T ed i
parametri di sopravvivenza (Zhu e coll,, 2013; Afzal e coll,, 2011; Gusella e

coll,, 2009; Afzal e coll,, 2009; Lurje e coll., 2008).
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La combinazione della variante C677T con l'attivita enzimatica o con
polimorfismi della TS sembra avere un maggior potere predittivo
dell'efficacia della terapia a base di fluoropirimidine rispetto al solo C677T
(Capitain e coll., 2008; Jakobsen e coll., 2005; Etienne e coll., 2004).

Per quanto riguarda il polimorfismo A1298C i dati presenti in
letteratura indicativi di associazione ai parametri di efficacia del 5-
fluorouracile, quando utilizzato in fase adiuvante nel carcinoma del colon-
retto, sono pochi e contrastanti: per i pazienti con genotipo contenente
almeno un allele mutato rispetto ai pazienti con genotipo wild-type € stata
osservata sia una percentuale di sopravvivenza maggiore (Osian e coll., 2009)
che una minore (Fernandez-Peralta e coll., 2010). Altri autori (Lee e coll,,
2013, Zhu e coll, 2013; Afzal e coll. 2011; Afzal e coll. 2009; Boige e coll,
2010) non hanno invece osservato correlazioni fra i parametri di
sopravvivenza ed il polimorfismo A1298C.

Uno studio recente (Negandhi e coll, 2013) ha evidenziato che
pazienti con almeno un allele raro presentavano una ridotta sopravvivenza
globale sia nella coorte di identificazione (n=532) che in quella di validazione
(n=252). Inoltre stratificando i pazienti sulla base dell’effettuazione o meno
di chemioterapia adiuvante a base di 5-fluorouracile, tale polimorfismo era
associato a una ridotta OS solo nei pazienti non trattati.

In fase avanzata i dati, seppure limitati, sono piu univoci non
mostrando alcuna correlazione con la percentuale di risposta obiettiva alla
terapia a base di fluoropirimidine (Sharma e coll., 2008) o con i parametri di
sopravvivenza (Ruzzo e coll.,, 2007; Marcuello e coll., 2006; Jakobsen e coll,,
2005).

E stato inoltre suggerito che i polimorfismi di MTHFR possano essere
associati alla risposta clinica alla terapia a base di 5-fluorouracile in modo
diverso fra i due sessi: in particolare e stata riportata una correlazione
statisticamente significativa fra il genotipo wild-type 1298AA ed una
sopravvivenza globale piu prolungata nelle donne (Zhang e coll, 2007). 1l
genotipo omozigote mutante 1298CC é stato inoltre associato ad una ridotta

sopravvivenza specifica, parametro che considera solo le morti correlate al
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tumore, escludendo le morti tossiche da chemioterapia (Etienne e coll,
2004).

Diversi studi hanno analizzato il ruolo della variante C677T in
relazione alla tossicita da fluoropirimidine in pazienti affetti da carcinoma del
colon-retto, senza peraltro ottenere dati conclusivi (Capitain e coll., 2008;
Schwab e coll,, 2008; Cohen e coll, 2003): generalmente non sono state
osservate correlazioni significative fra questo SNP e la tossicita indotta dalle
fluoropirimidine (van Huis-Tanja e coll.,, 2013; Afzal e coll, 2011; Etienne-
Grimaldi e coll.,, 2010; Braun e coll., 2009; Ruzzo e coll., 2007; Cohen e coll,,
2003). Soltanto pochi studi hanno riportato un’associazione statisticamente
significativa tra tossicita e polimorfismo MTHFR C677T (Derwinger e coll,
2009; Gusella e coll., 2009; Sharma e coll., 2008).

Il genotipo polimorfico 1298CC in pazienti con carcinoma del colon-
retto avanzato e risultato associato ad un'aumentata incidenza di eventi
avversi di grado elevato dopo terapia a base di fluoropirimidine (Kristensen e
coll.,, 2010; Capitain e coll., 2008; Sharma e coll., 2008) ma altri autori (Afzal e

coll, 2011; Afzal e coll,, 2009) non hanno osservato le stesse correlazioni.

~ DIDROFOLATO REDUTTASI (DHFR)

DHFR e il gene che codifica per I'enzima che catalizza la conversione
del diidrofolato (DHF) in tetraidrofolato (THF) necessario per ricostituire il
pool cellulare di folati ridotti. Il polimorfismo piu studiato di DHFR, descritto
per la prima volta nel 2004 da Johnson e coll, comporta una
delezione/inserzione di 19bp nell’introne 1 (c.86 + 60_78).

E’ stata osservata una relazione tra la delezione e i livelli di
espressione di DHFR: soggetti con genotipo omozigote per la delezione
mostravano livelli di mRNA 4,8 volte maggiori rispetto ai soggetti con
genotipo omozigote per l'inserzione (Xu e coll,, 2007). Questo si tradurrebbe
nei soggetti con genotipo 19bp del / 19bp del in un accumulo di THF a livello
intracellulare, anche se questo effetto sembra dipendere fortemente dal pool
individuale di folati (Kalmbach e coll., 2008).

E’ stata anche descritta un’associazione tra questo polimorfismo e i
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livelli plasmatici di omocisteina: individui eterozigoti e omozigoti per la
delezione avevano concentrazioni di omocisteina plasmatica totale ridotte
del 2,5% e del 14,4% rispettivamente se confrontati con individui con
genotipo wild-type. Questo ha fatto ipotizzare che la delezione fosse
responsabile di un aumento dell’espressione di DHFR, con conseguente
facilitazione della rimetilazione dell'omocisteina a metionina (Gellekink e
coll,, 2007).

L'unico studio disponibile che ha valutato l'associazione tra il
polimorfismo 86+60_78 ins/del di DHFR e il trattamento con 5-fluorouracile
e stato condotto in pazienti con carcinoma rettale agli stadi II-II (studio
SW0G9304) ed ha evidenziato una sopravvivenza globale piu prolungata nei

pazienti eterozigoti per questa variante genica (Holmes e coll., 2008).

- RFC

RFC, codificato dal gene SLC19A1, é responsabile della captazione
intracellulare del 5-metiltetraidrofolato. I1 polimorfismo piu comune di
questo gene € G8O0A, localizzato a livello dell’esone 2 e responsabile della
sostituzione di un’arginina con una istidina in posizione 27. La conseguenza
che questo polimorfismo determina sulla funzionalita della proteina non & del
tutto chiara, anche se si pensa possa essere responsabile di una minore
attivita del trasportatore (Jokic e coll., 2011; Ding e coll., 2001).

Anche questo polimorfismo e stato indagato nell’ambito dello studio
SWO0G9304: non ¢ stata osservata alcuna associazione tra efficacia e genotipi

(Holmes e coll., 2008) .

— ATP-BINDING CASSETTE, SOTTOFAMIGLIA C (CFTR/MRP), MEBRI 1 E 2
(ABCC1 EABCC2)

ABCC1 e ABCC2Z appartengono alla superfamiglia delle ATP-binding

cassette transporter, comprendente numerosi membri che mediano il

trasporto cellulare di farmaci, dei loro metaboliti e di sostanze endogene.

(Gottesman e coll.,, 2002).
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Variazioni nel'mRNA di ABCC1 e ABCC2 sono stati associati con una
diversa sensibilita alle fluoropirimidine e potrebbero giocare un ruolo anche
nella via metabolica sinergica che modula gli effetti e i livelli cellulari
dell’oxaliplatino e del 5-fluorouracile (Minegaki e coll, 2013; Theile e coll,,
2009).

A livello di questi geni sono stati descritti vari polimorfismi che
potrebbero essere correlati alla risposta alle fluoropirimidine (Vulsteke e

coll,, 2013; Mirakhorli e coll., 2013)

— TRASPORTATORE DI FOLATI PROTONI-ACCOPPIATI (PCFT)

I PCFT e un trasportatore di folati ridotti e protoni accoppiati
codificato dal gene SLC49A1 ed ¢ stato identificato piu di recente (Qiu e coll,
2006). E’ caratterizzato da un’elevata capacita di trasporto a pH basso (circa
5,5) e fisiologicamente € espresso ad elevati livelli nelle cellule dell’intestino
dove & probabilmente responsabile dell’assorbimento dei folati nutrizionali
(Lemos e coll,, 2007). Una sua elevata espressione e stata osservata anche in
vari tumori solidi, compreso il carcinoma del colon-retto (Kugel Desmoulin e
coll, 2011).

Sono stati identificati dei polimorfismi nel gene che codifica per
questo trasportatore che danno luogo ad un’alterazione del pH ottimale e che
possono essere correlate a condizioni ereditarie di malassorbimento dei

folati (Lasry e coll., 2008).

- FOLIPOLIGLUTAMMATO SINTASI (FPGS)

Per quanto riguarda l'’enzima FPGS, il polimorfismo A1994G e
localizzato nella regione 3’-UTR del gene che codifica per esso: data la
localizzazione genica potrebbe influire sull’espressione di FPGS.

In questo caso non sono ad oggi disponibili studi che abbiano
effettuato un’analisi dei genotipi di FPGS in pazienti con carcinoma

colorettale trattati con fluoropirimidine.
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-  GAMMA-GLUTAMIL IDROLASI (GGH)

GGH catalizza l'idrolisi delle catene di poliglutammato associate ai
cofattori folici, consentendo in tal modo l'uscita dei folati dalla cellula. Il
polimorfismo C401T & localizzato nella regione 5-UTR ed e stato
caratterizzato per il suo effetto sull’espressione di GGH: studi condotti
utilizzando linee cellulari tumorali di origine umana (ad es. HepG2 e MCF-7)
hanno evidenziato un significativo aumento dell’espressione di GGH (Chave e
coll,, 2003). Quando l'espressione di GGH aumenta, la piu rapida idrolisi dei
folilpoliglutammati cellulari si traduce in una deplezione del pool
intracellulare dei folati. Gli aumentati livelli di GGH potrebbero ridurre gli
effetti del 5-fluorouracile poiche l'inibizione della timidilato sintasi da parte
del 5-FU richiede adeguati livelli di folilpoliglutammato cellulare (Chu e coll,,
1996). Tuttavia nell’'unico studio ad oggi disponibile effettuato su un gruppo
di pazienti affette da carcinoma della cervice uterina sottoposte a
polichemoterapia neoadiuvante comprendente 5-fluorouracile, €& stato
evidenziato che pazienti eterozigoti per l'allele raro hanno una migliore
risposta al 5-FU rispetto a pazienti wild-type; in questo studio non e stato
possibile valutare la risposta nelle pazienti con genotipo omozigote perche
nessuna delle donne della casistica era risultata portatrice del genotipo

401TT (Kim e coll., 2008).
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SCOPO DELLA TESI

Nonostante negli ultimi decenni la terapia farmacologica del
carcinoma del colon-retto, sia negli stadi precoci dopo chirurgia radicale con
finalita adiuvante, sia negli stadi avanzati con finalita palliativa, abbia
ottenuto notevoli progressi grazie all'impiego di farmaci sempre piu attivi ed
efficaci, questa neoplasia € tuttora una delle principali cause di mortalita per
tumore in tutti i Paesi occidentali in entrambi i sessi (Siegel e coll, 2014;
AIRTUM, 2013).

E' ormai dimostrato che la chemioterapia adiuvante con
fluoropirimidine (5-fluorouracile/acido folinico o capecitabina) oppure in
associazione con oxaliplatino prolunga sia la sopravvivenza libera da malattia
(DFS) che la sopravvivenza globale (OS) dei pazienti con carcinoma
colorettale agli stadi I o IIl rispetto alla sola chirurgia. Tuttavia una
percentuale di pazienti non trae beneficio da tale trattamento ed e altresi
noto che, nella maggior parte dei casi, 'insuccesso sia da attribuirsi sia alla
presenza di una resistenza cellulare intrinseca del tumore ab initio, o al suo
sviluppo durante il trattamento, sia all'insorgenza di tossicita che puo
presentarsi in seguito al trattamento chemioterapico.

Partendo da tali considerazioni, e facile comprendere come gli sforzi
nella ricerca di nuove soluzioni terapeutiche dovrebbero essere orientati
verso l'individuazione di marcatori prognostici e predittivi dai quali possa
dipendere la risposta clinica o I'insorgenza di tossicita inattesa nei confronti
di un determinato farmaco chemioterapico.

Ci siamo pertanto proposti di analizzare retrospettivamente ventitre
polimorfismi relativi a dieci geni che codificano per enzimi importanti
nellADME (assorbimento, distribuzione, metabolismo, escrezione) del 5-
fluorouracile e dell'oxaliplatino: TYMS (timidilato sintasi), DPYD

(diidropirimidina  deidrogenasi), MTHFR (5,10-metilenetetraidrofolato
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reduttasi), DHFR (diidrofolato reduttasi), RFC (trasportatore dei folati in
forma ridotta), FPGS (folilpoliglutammato sintetasi) GGH (gamma-glutamil
idrolasi), PCFT (trasportatore di folato e protoni accoppiati), ABCC1 e ABCC2
(ATP-binding cassette transporter 1 e 2) in due distinti gruppi di pazienti
affetti da carcinoma del colon-retto agli stadi II e III (AJCC) trattati
rispettivamente con sole fluoropirimidine o con fluoropirimidine in
associazione a oxaliplatino con finalita adiuvante post chirurgica.

Questo studio clinico retrospettivo e stato svolto su due casistiche
cliniche raccolte presso la SOD di Farmacologia Oncologica (Firenze) e presso
altri centri clinici afferrenti al Centro di Riferimento Oncologico di Aviano
(PN).

In particolare, ci siamo proposti di:

» valutare la distribuzione dei genotipi oggetto di studio nella nostra

casistica;

» valutare l'associazione tra genotipi e parametri di sopravvivenza

(sopravvivenza libera da malattia e sopravvivenza globale).
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PAZIENTI E METODI

Pazienti

Disegno dello studio

E’ stato svolto uno studio clinico farmacogenetico retrospettivo che ha
interessato due casistiche cliniche raccolte presso la SOD di Farmacologia
Oncologica (Firenze) e presso altri centri clinici afferenti al Centro di

Riferimento Oncologico di Aviano (PN).

Criteri di inclusione

Sono stati inclusi nello studio pazienti con: diagnosi istologica di
carcinoma del colon-retto agli stadi II-III (AJCC); performance status (PS) < 2,
secondo la scala ECOG; eta maggiore di 18 anni e inferiore a 85 anni; assenza
alla diagnosi di una o piu sedi di metastasi; etnia caucasica; trattamento
adiuvante post-chirurgico con uno dei seguenti regimi chemioterapici:

»  5-fluorouracile + acido folinico (sia in bolo che per infusione

protratta)

= (Capecitabina

» 5-fluorouracile + acido folinico + oxaliplatino (FOLFOX)

» (apecitabina + oxaliplatino (XELOX)
[ pazienti avevano inoltre normale funzionalita epatica (bilirubinemia <1,25 X
VN; transaminasi e fosfatasi alcalina <2,5 X VN); normale funzionalita renale
(creatininemia <1,5 X VN); buona riserva midollare (conta leucocitaria 24,0 x

10°/ L con neutrofili 21,5 x 10%; conta piastrinica 2100 x 10°; emoglobina 210

g/dL).
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Criteri di esclusione

Sono stati esclusi dallo studio i pazienti che presentavano una delle
seguenti caratteristiche: presenza alla diagnosi di una o piu sedi di metastasi;
diagnosi nota di neoplasia diversa dal carcinoma del colon-retto; anamnesi di
infezione da HIV, HBV o HCV; gravidanza (in corso o potenziale) o

allattamento.

Metodi

Raccolta dei campioni biologici, codifica del campione e anonimato

Ad ogni paziente e stato assegnato un codice identificativo (ID) al momento
della firma del consenso informato per le analisi farmacogenetiche previste
dallo studio e approvate dal Comitato Etico Locale. Tali analisi sono state
effettuate su DNA della linea germinale isolato da due campioni di sangue
periferico del paziente.

Il codice ID e stato l'unico legame tra i dati genotipici e fenotipici: in
nessuno dei documenti relativi allo studio, come ad esempio la scheda di
rilevazione dati, le provette contenenti il campione, il database, sono state
riportate altre informazioni identificative del paziente. Tutti i dati personali e
clinici sono stati inseriti in appositi database, redatti in conformita alla

normativa sulla privacy.

Conservazione dei campioni

[ campioni di sangue intero eparinizzato sono stati stoccati e

conservati a -80°C fino all’estrazione del DNA.
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Estrazione di DNA genomico da sangue intero

L'estrazione del DNA genomico e stata eseguita con metodica
automatizzata attraverso I'impiego del BioRobot® EZ1 (Qiagen s.p.a., Milano,
Italia) o mediante metodica manuale utilizzando il “Puregene® Blood Core Kit
B (Qiagen s.p.a., Milano, Italia).

Lo strumento BioRobot® EZ1 & dotato di una serie di cards che
permettono di selezionare diversi programmi per I'estrazione del DNA o del
RNA, in base al tipo di campioni di cui si dispone (sangue, tessuti
crioconservati o paraffinati, colture cellulari, ecc). In questo studio e stata
utilizzata la Card “EZ1 DNA Blood”, in associazione al Kit “EZ1 DNA Blood
200pl Kit” (Qiagen s.p.a., Milano, Italia), per I'estrazione di DNA genomico a
partire da 200 pl di sangue intero con una resa finale di circa 4-8 pg di DNA.
Tutti i reagenti necessari per l'estrazione (sfere magnetiche, buffer di lisi,
buffer di lavaggio e buffer di eluizione) sono contenuti in un’unica cartuccia,
presente nel Kit.

Il principio su cui si basa questo tipo di estrazione € il legame del
filamento di DNA alle particelle magnetiche rivestite di silice in presenza di
sale caotropico. La procedura prevede schematicamente i seguenti passaggi:

1. Inserimento della card appropriata (EZ1 DNA Blood) nel BioRobot®
EZ1 e dei vari componenti del Kit (cartucce contenenti i reagenti,
provette per la raccolta dell’eluato contenente il DNA purificato,
puntali per lo strumento e provette contenenti i 200 ul di sangue
intero per I'estrazione del campione)
2. Attivazione della procedura di estrazione automatizzata del DNA:
a. lisi delle cellule linfocitarie (mediante buffer contenente Proteinasi
K)
b. aggiunta di beads magnetiche rivestite di silice in grado di legare il
DNA
c. eliminazione del lisato in eccesso mediante separazione magnetica

che permette di trattenere nei puntali le particelle leganti il DNA
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d. lavaggio delle beads con Washing Buffer e successiva eliminazione
del liquido di lavaggio mediante separazione magnetica
e. aggiunta di Elution Buffer e raccolta di 200 pl di DNA in provette.

Il DNA ottenuto & stato mantenuto ad una temperatura di + 2-8°C.

Per quanto riguarda il “Puregene® Blood Core Kit B sono stati
utilizzati 3 ml di sangue intero con una resa di *35-200 pg DNA. Il Kit
prevedeva:

1. Lisi dei globuli rossi mediante una soluzione di lisi (Red Blood Cells)

2. Lisi cellulare (Cell Lysis Solution)

3. Precipitazione delle proteine (Protein Precipitation Solution)

4. Recupero del surnatante ed addizione di isopropanolo al 100% (v 1:1)
per la precipitazione del DNA

5. Lavaggi del DNA con etanolo al 70%

6. Idratazione del DNA (DNA Hydration Solution).

I campioni sono stati mantenuti a 4°C per pochi giorni e a -20°C per tempi

piu lunghi.

Amplificazione del DNA genomico mediante polymerase chain

reaction (PCR)

Il DNA genomico (0,1-1 pg) e stato amplificato mediante reazione a
catena della DNA polimerasi (PCR) in presenza di un mix di reazione
contenente tampone di reazione (Tris-HCl e KCI), ione magnesio, dNTPs,
DNA polimerasi e primers specifici. Il disegno dei primers é stato effettuato
manualmente o mediante I'impiego di alcuni programmi come ad esempio

primer blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Il profilo di amplificazione utilizzato ha previsto una fase di
denaturazione a 94-95°C, annealing dei primers a temperature comprese tra
50°C a 65°C in base ai primers utilizzati, ed una fase di estensione

(elongation) a 72°C.
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Elettroforesi su gel d’agarosio

L'amplificazione del DNA e stata valutata mediante corsa
elettroforetica su gel d’agarosio al 3% in tampone TAE (tris-acetato-EDTA) in
presenza di bromuro di etidio (0,05 mg/ml) e i campioni sono stati

visualizzati su transilluminatore.

Metodiche per I'analisi di polimorfismi

Sono stati studiati ventitre polimorfismi relativi a dieci geni implicati
nelADME del 5-fluorouracile. In particolare sono stati analizzati i
polimorfismi dei seguenti geni:

- TYMS (VNTR rs34743033; VNTR G>C -rs2853542;
inserzione/delezione di 6bp -rs16430; C1053T -rs699517;
A1122G -rs2790)

- DPYD (IVS14+1G>A - rs3918290)

- MTHFR (C677T -1rs1801133; A1298C - rs1801131)

- DHFR (86+60_78 ins/del - rs70991108)

- RFC (G80A -rs1051266)-

- FPGS (A1994G -rs10106)

- GGH (C401T -rs3758149)

- PCFT (G4881T -rs1128162; G2850A -rs739439; A114G -
rs17719944)

- ABCC1 (IVS18-30G>C -rs2074087; G260C -rs504348; T1062C -
rs35587)

- ABCC2 (C24T - rs717620; G1249A - rs2273697; G1549A -
rs1885301; C3972T - rs3740066; IVS19C>T - rs2002042).

Sono stati utilizzati tre tipi di tecniche di analisi dei polimorfismi:
e Il Pyrosequencing (PSQ) basato sulla rilevazione real-time dei
gruppi pirofosfato (PPi) liberati dalle basi incorporate durante la

sintesi di un filamento di DNA complementare ad un templato-stampo
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e |l TagMan SNP Genotyping Assays che prevede l'utilizzo di sonde
specifiche marcate con fluorocromi per consentire la discriminazione
dei due diversi alleli;

e [l Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) che utilizza
gli enzimi di restrizione per analizzare i frammenti di DNA;

e PCR utilizzando due primer senso e un solo primer antisenso per la

valutazione di DHFR 86+60_78 ins/del.

Pyrosequencing (PSQ)

E’ una tecnica che si basa sulla quantificazione luminometrica
indiretta dei gruppi pirofosfato (PPi) liberati dai nucleotidi incorporati
durante la sintesi di un filamento di DNA complementare ad un templato-
stampo (Fakhrai-Rad e coll, 2002; Ronaghi e coll, 2001). La metodica
prevede una fase iniziale di preparazione del campione, che pud essere
manuale oppure automatizzata grazie alla piattaforma “PyroMark™
Vacuum Prep Workstation”, e la successiva fase di lettura mediante
Pyrosequenziatore PSQ 96MA. Tale metodica puo essere impiegata per
determinare in maniera attendibile il genotipo a livello di un polimorfismo a
singolo nucleotide.

Mediante questa metodica sono stati analizzati i seguenti
polimorfismi:

- RFCG80A
- DPYD IVS14+1G>A,
- ABCC2 C24T, G1249A.

Per la scelta dei primers di ogni specifico SNP analizzato con questa

metodica e stato impiegato il software “PSQ assay Design”.

Preparazione del campione

Durante la prima fase i due filamenti di DNA dell’amplificato in PCR
sono stati separati mediante l'interazione specifica biotina-streptavidina per

ottenere un filamento singolo su cui si appaia il primer di sequenza per la
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sintesi del filamento complementare.

Pertanto la porzione del gene che contiene il polimorfismo di
interesse € stata inizialmente amplificata in PCR con uno dei due primers
marcato con biotina. All’amplificato biotinilato e stato aggiunto un eguale
volume di Binding Buffer e 4pl di etanolo al 20% in presenza di beads di
sefarosio ricoperte di streptavidina sulle quali si lega il DNA. Questa
soluzione e stata poi trasferita in uno dei 96 pozzetti di una piastra dotata di
membrane filtrante (96-well filter plates) e il liquido in eccesso e stato
aspirato con una pompa a vuoto permettendo cosi alle beads con il DNA
legato di ancorarsi al filtro.

[ due filamenti dell’amplificato di DNA sono stati separati con 50 pl di
Denaturation Solution per un 1 minuto e sono state eseguiti due lavaggi con
150 pl di Washing Buffer per trattenere nel filtro il filamento singolo
biotinilato ed eliminare il complementare.

Infine, le beads con il DNA biotinilato sono state risospese in 35ul di
Annealing Buffer e trasferite in un’altra piastra (PSQ 96 Plate Low) con 8 pl
per pozzetto di una soluzione 2 pM di primer di sequenza e lasciate ad
incubare per 5 minuti a 60°C per permetterne I'appaiamento.

Determinazione del genotipo mediante utilizzo del Pyrosequenziatore

Successivamente sono state collocate nello strumento la suddetta
piastra e la cartuccia (PSQ 96 Reagent Cartridge) contenente dNTP, DNA
polimerasi, ATP sulfurilasi, luciferasi e apirasi ed una miscela con 2 substrati
richiesti (adenosina 5’ fosfosulfato e luciferina), nelle concentrazioni
opportune stabilite caso per caso.

Alla miscela di reazione sono stati aggiunti sequenzialmente, in base
alla sequenza da analizzare i 4 dNTPs. Quando la DNA polimerasi catalizza
I'incorporazione di uno di questi nel filamento complementare viene
rilasciato un gruppo pirofosfato (PP;) in quantita equimolare con il numero
di nucleotidi incorporati. In presenza di adenosina 5’ fosfosulfato, I'enzima
ATP sulfurilasi converte poi quantitativamente il gruppo PP; in ATP
necessario per la conversione, catalizzata dalla luciferasi, della luciferina in

oxiluciferina e ci0 genera luce visibile visualizzata mediante apposito
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software sottoforma di picco. I'analisi e di tipo quantitativo pertanto 'altezza
di ciascun picco, € proporzionale al numero di nucleotidi incorporati. LATP
in eccesso e i ANTPs non incorporati sono degradati dall’apirasi al termine di
ogni ciclo di incorporazione.

Man mano che il processo continua il filamento complementare viene
sintetizzato e la sua sequenza nucleotidica puo essere facilmente
determinata dall’analisi dei picchi del segnale presenti nel pirogramma
ottenuto alla fine dell’intero processo.

L'analisi dei risultati di un esperimento al PSQ e stata effettuata
tramite il programma “PSQ™ 96 MA software” in dotazione al computer a

cui e collegato il Pyrosequenziatore.

Discriminazione allelica (metodo TagMan®)

La discriminazione allelica consiste nella determinazione delle due
varianti di una singola sequenza di acido nucleico per mezzo del “5’ nuclease
fluorogenic assay”. Attraverso questa metodica €& possibile studiare
alterazioni polimorfiche di tipo missense. La discriminazione allelica
TagMan® utilizza la PCR Real Time (RT-PCR) e prevede l'utilizzo di due
diversi probes allele-specifici marcati con flurofori diversi (fluorocromo FAM
o VIC). La metodica si basa sull’emissione di fluorescenza da parte della
sonda specifica, legata alla sequenza polimorfica corrispondente.

Il fluorimetro integrato nello strumento rileva l’emissione di
fluorescenza e il software dedicato, elabora i dati effettuando una
clusterizzazione dei segnali di fluorescenza nei gruppi corrispondenti ai
diversi genotipi.

Con questa metodica sono stati valutati i seguenti polimorfismi:

- TYMS C1053T, TYMS A1122G,
- MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
- FPGS A1994G,

- GGH C401T,
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- PCFT G4881T, PCFT G28504A, PCFT A114G,
- ABCC11VS18-30G>C, ABCC1 G260C, ABCC1 T1062C,
- ABCC2 G1549A, ABCC2 C3972T, ABCC2 IVS19C.

Preparazione dei campioni

La reazione é stata allestita in piastre da 96 pozzetti in presenza di
DNA genomico (circa 20 ng di DNA per ciascun campione); Master Mix
(TagMan Genotyping Master Mix 2X) contenente dNTPs, Taq Polimerasi,
MgCl2 e di una mix specifica per la variazione genica analizzata (SNP Assay
20X 0 40X), contenente i primers e i due probes marcati con VIC o FAM.

Determinazione del genotipo mediante RT-PCR

Il profilo termico dell’amplificazione effettuata su ABI PRISM 7900HT
Sequence Detection System prevedeva:
50°C per 2 minuti, 95°C per 10 minuti seguiti da 40 cicli a 92°C per 15
secondi, 60°C per 1 minuto.

Al termine della reazione di PCR e stata effettuata una scansione end-
point della piastra per rilevare il segnale di fluorescenza dai due fluorofori
(FAM e VIC) in ciascun pozzetto, il quale viene elaborato dal software
dedicato per l'attribuzione del genotipo corrispondente a ciascun campione

analizzato.

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

La RFLP e una tecnica particolarmente adatta per individuare
mutazioni strutturali di tipo puntiforme (SNP) e si basa sull'impiego degli
enzimi di restrizione.

Questi enzimi tagliano il filamento di DNA presso sequenze specifiche
di nucleotidi; in presenza di una variazione a causa di un polimorfismo,
I’enzima non riconosce piu la sequenza e non taglia il DNA. Quindi, dopo

amplificazione in PCR della porzione del gene che potrebbe contenere la
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mutazione, quest'ultima puo essere facilmente individuata mediante
digestione ad opera di enzimi di restrizione.

[ frammenti di restrizione generati vengono poi separati in base alla
dimensione mediante elettroforesi su gel d’agarosio, ottenendo cosi uno
specifico profilo di frammenti, denominato appunto RFLP (polimorfismo da
lunghezza dei frammenti di restrizione). Gli RFLP possono derivare
dall’addizione o delezione di nucleotidi fra siti di restrizione o da
cambiamenti di coppie di basi che creano o aboliscono un sito di restrizione.

Mediante l'utilizzo di questa metodica sono stati analizzati i seguenti
polimorfismi di TYMS:

- TYMSVNTR
- TYMSVNTR G>C
- TYMS 6bp ins/del

In particolare, l'amplificazione del tratto della regione 5'UTR
contenente i polimorfismi TYMS VNTR e TYMS VNTR G>C e stata effettuata
secondo quanto riportato in Morganti e coll. (2005): amplificazione mediante
PCR degli alleli 2R e 3R (prodotti di amplificazione 213 e 214 bp,
rispettivamente) e successiva digestione con enzima di restrizione Hae III al
fine di riconoscere lo SNP G>C nell’allele 3R; infine visualizzazione dei
prodotti della digestione mediante elettroforesi.

Analogamente per il polimorfismo TYMS 6bp ins/del, il DNA genomico
e stato amplificato in PCR. I prodotti di amplificazione sono stati digeriti con
Dra I e separati su gel di agarosio al 5%. | frammenti attesi erano di 92bp e

60bp per l'allele comune (6bp ins) e 146bp per 'allele mutato.

PRC polimorfismo DHFR 86+60 78 ins/del

Per il polimorfismo DHFR 86+60_78 ins/del e stata utilizzata una PCR
utilizzando due primer senso (uno per la delezione e uno per l'inserzione) e
un solo primer antisenso valido sia per I'inserzione che per la delezione (Kit

Promega). L'amplificato ottentuto € stato analizzato mediante corsa
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elettroforetica su gel d’agarosio al 3%. Si e ottentuo un solo frammento di 92
bp nel caso di un campione omozigote per la delezione, un frammento di 113
bp nel caso di omozigosi per I'inserzione e entrambi i frammenti nel caso di

un campione eterozigote.

Analisi statistica

L'analisi statistica e stata condotta suddividendo i pazienti sulla base
dei singoli genotipi.

Per valutare le correlazioni tra polimorfismi e caratteristiche di base
sono state impiegate tavole di contingenza, il test esatto di Fisher e il test del
X% in caso di variabili categoriche; il test di Kruskall Wallis in caso di variabili
numeriche.

Per valutare le associazioni della DFS e della OS con i fattori
prognostici di base (istotipo, grading, stadio, sede del tumore, PS, eta, sesso) e
con i polimorfismi genici e stato impiegato il test log-rank (Miller, 1981). La
rappresentazione grafica delle curve di sopravvivenza € stata effettuata con il
metodo Kaplan-Meier (1958). L'effetto dei polimorfismi dei geni analizzati
sulla DFS e sull’ OS é stato valutato calcolando I'Hazard Ratio (HR) e il
corrispondente intervallo di confidenza al 95% (CI), mediante il COX
proportional hazard model. Gli Hazard Ratios sono stati aggiustati per sesso,
eta, sede del tumore primario, stadio patologico di malattia, intensita di dose
delle fluoropirimidine e somministrazione o meno di oxaliplatino (analisi
combinata). Sono stati utilizzati i modelli genetici dominante, recessivo e
additivo, e conseguentemente e stato selezionato il modello migliore in
accordo con il test x2 di Wald. I valori di p non sono stati corretti per test
multipli per evitare falsi negativi. Per ridurre la possibilita di dati falsamente
positivi, sono stati considerati significativi soltanto gli effetti concordanti dei
polimorfismi in esame nei due gruppi di pazienti (stesso risultato con lo

stesso modello genetico).

68



PAZIENTI E METODI

Sebbene il follow-up mediano di questa casistica sia notevolmente
lungo (vedi “Risultati”), per tutte le analisi effettuate la DFS e la OS sono state
calcolate a 5 anni, considerando che questo periodo corrisponde a quello di
osservazione standard previsto per pazienti operati radicalmente per questo
tipo di neoplasia e sottoposti a chemioterapia post-operatoria.

Per la analisi statistiche e stato utilizzato il software SPSS (versione

14.0). Sono stati considerati statisticamente significativi valori di p<0,05.
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RISULTATI

Pazienti

Sono stati valutati complessivamente in questo studio 262 pazienti,
suddivisi in due gruppi in base al trattamento chemioterapico adiuvante al
quale sono stati sottoposti (fluoropirimidine oppure associazione
fluoropirimidine e oxaliplatino).

La coorte trattata con le sole fluoropirimidine ha compreso 112
pazienti, 62 uomini e 50 donne (eta mediana 65 anni, range 30-85) sottoposti
a chirurgia radicale tra maggio 1995 e ottobre 200, e trattati con terapia
adiuvante a base di 5-fluorouracile/acido folinico oppure con capecitabina.

La coorte trattata con I'associazione fluoropirimidine e oxaliplatino ha
compreso150 pazienti, 84 uomini e 66 donne (eta mediana 61 anni, range 24-
83) sottoposti a chirurgia radicale tra novembre 2003 e ottobre 2007 e
trattati con FOLFOX4.

Le caratteristiche demografiche e cliniche dei due gruppi di pazienti sono
riassunte in Tabella 2. E’ stato osservato nei due gruppi di pazienti una
distribuzione equilibrata per sesso, eta e sede primaria del tumore. Il follow-
up mediano e stato piu prolungato per il gruppo trattato con le sole
fluoropirimidine. Lo stadio alla diagnosi e variato significativamente tra i due
gruppi (P<0,0001) con una piu alta percentuale di pazienti in stadio III nel
gruppo trattato con fluoropirimidine e oxaliplatino in combinazione

(FOLFOX).
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Tabella 2: Principali caratteristiche cliniche e patologiche dei pazienti

oggetto di studio
Caratteristiche cliniche Fluoropirimidine Fluoropirimidine X2 test
+
Oxaliplatino
n (%) n (%)
Totale 112 150
Sesso P=0.9175
M 62 (55.4) 84 (56.0)
F 50 (44.6) 66 (44.0)
Eta in anni (mediana, range) 65 (30-85) 61 (24-83)
Sede del tumore primario P=0.1551
Colon 86 (76.8) 116 (77.3)
Destro 26 (23.2) 41 (27.3)
Sinistro 50 (44.6) 71 (47.3)
Trasverso 10 (8.9) 4 (2.7)
Retto 26 (23.2) 34 (22.7)
Stadio patologico alla diagnosi TNM P<0.0001
11 47 (42.0) 22 (14.7)
I11 65 (58.0) 128 (85.3)
Tipo di trattamento effettuato - P=0.0405%
Fluoropirimidine
5-fluorouracile 105 (93.8) 148 (98.7)
capecitabina 7 (6.2) 2 (1.3)
Follow up, mesi (mediana, range) 80 (10-185) 59 (3-96)
Sopravvivenza libera da malattia a
5 anni
Numero di recidive 38 (33.9) 44 (29.3)

Sopravvivenza libera da malattia  65.4% (55.6-73.5) 65.1% (55.9-72.9)
(95% CI)

Sopravvivenza globale a 5 anni
Numero di decessi 24 (21.4) 28 (18.7)
Sopravvivenza globale (95% CI) 77.5% (68.2-84.3) 77.6% (69.1-84.1)

£ Test di Fisher esatto; CI, Intervallo di confidenza
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Correlazioni tra caratteristiche demografiche,
cliniche, patologiche e parametri di

sopravvivenza

Coorte dei pazienti trattati con fluoropirimidine

Al momento dell’analisi la sopravvivenza assoluta e la sopravvivenza
libera da malattia mediane non sono state raggiunte con un follow-up
mediano di 78,6 mesi (range 10,13+-182,0+). Eta, PS, istotipo, grading del
tumore, sesso e localizzazione del tumore non sono risultati correlati con i
parametri di sopravvivenza di questi pazienti. Lo stadio patologico di malattia
e invece risultato significativamente correlato sia alla DFS che all’'OS: i
pazienti allo stadio IIl hanno mostrato un rischio di ripresa di malattia di
2,809 volte maggiore rispetto ai pazienti allo stadio II (CI 95% 1,328-5,941;
P=0,007) e una sopravvivenza globale ridotta ( HR: 3,263, CI 95% 1,224-
8,696; p=0,018) (dati non mostrati).

Coorte di pazienti trattati con fluoropirimidine e oxaliplatino

Anche in questo secondo gruppo di pazienti, le mediane per i
parametri di sopravvivenza non sono state raggiunte al momento dell’analisi
con un follow-up mediano di 58,18 mesi (range 3,29+-94,61+). Eta, PS,
istotipo, grading del tumore,sesso e localizzazione del tumore non sono
risultati correlati con la sopravvivenza globale (OS) e la sopravvivenza libera
da malattia (DFS) di questi pazienti.

Per quanto riguarda lo stadio, € stata osservata una tendenza alla
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significativita con la sopravvivenza libera da malattia; i pazienti allo stadio III
hanno presentato una ridotta DFS (HR: 3, 790, CI 95% 0,917-15,661;
p=0,066) (dati non mostrati).

Analisi combinata delle due coorti di pazienti

Analizzando i 262 pazienti totali i parametri di sopravvivenza sono
risultati correlati significativamente allo stadio patologico e al sesso. In
particolare, i pazienti allo stadio IIl hanno mostrato una OS minore rispetto a
quelli allo stadio II di malattia (HR: 2,703, CI 95% 1,220-5,988; P=0,014). Nei
pazienti di sesso maschile e stato evidenziato un rischio di decesso maggiore
di 2,067 volte (CI 95% 1,050-3,716; P=0,015) rispetto alle pazienti di sesso
femminile (dati non mostrati).

Anche la DFS e risultata significativamente associata al sesso e allo
stadio patologico. I pazienti di sesso maschile hanno mostrato un rischio di
ripresa di malattia maggiore di 2,702 volte (CI 95% 1,431-35,101; P=0,002)
rispetto alle pazienti di sesso femminile (dati non mostrati). I pazienti allo
stadio III hanno mostrato un rischio di ripresa di malattia maggiore di 2,702
volte (CI 95% 1,431-5,101; P=0,021) rispetto a quelli in stadio II (dati non

mostrati).

Distribuzione dei genotipi

Lo studio dei polimorfismi e stato effettuato con successo in 261
pazienti per TYMS 6bp ins/del, DPYD 1VS14+1G>A, PCFT G4881T e PCFT
G28504, in 260 pazienti per MTHFR A1298C , ABCC2 C3972T, ABCC2 G1249A,
DHFR 86+60_78 ins/del, ABCC1 1VS18-30G>C e ABCC1 G260C, in 259 pazienti
per TYMS C1053T, MTHFR C677T, ABCC2 C24T e ABCCZ 1VS_C19T, PCFT
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A114G, in 258 pazienti per TYMS VNTR, TYMS VNTR G>C, TYMS A1122G, RFC
G80A e GGH C401T, in 257 pazienti per ABCC2 G1549A e ABCC1 T1062C e
infine in 256 pazienti per FPGS A1994G.

La frequenza dei genotipi e stata analizzata dapprima nelle due coorti di
pazienti separatamente. Non sono emerse differenze statisticamente
significative nelle frequenze alleliche tra i due gruppi di pazienti (dati non
mostrati). L'analisi combinata delle frequenze alleliche nell’intera casistica di
262 pazienti e riportata nelle Tabelle 3a, 3b, 3c, 3d, 3e.

Sulla base dell’analisi dei dati di letteratura e dei piu importanti database

disponibili (NCI: National Cancer Institute http://ncbi.nlm.nih.gov/snp; 1000

genomes: http://browser.1000genomes.org/index.html), la distribuzione dei
genotipi riscontrata nei due gruppi analizzati sia separatamente che insieme
risulta generalmente paragonabile a quella riportata in letteratura per la
popolazione caucasica.

Nel caso del polimorfismo MTHFR 677 C>T la frequenza del genotipo
omozigote mutante e risultata complessivamente del 48,5% mentre nella
popolazione caucasica € del 32%. La frequenza di tale genotipo é risultata
comunque sovrapponibile nei due gruppi di pazienti.

Per quanto riguarda il polimorfismo DPYD IVS 14+1 G>A non e stato
osservato nessun paziente omozigote per l'allele raro ed un solo paziente &
risultato eterozigote. Non & stato pertanto possibile effettuare valutazioni
statistiche in relazione a questo polimorfismo.

Per gli altri 22 polimorfismi, nel gruppo di pazienti trattati con le sole
fluoropirimidine e stata osservata una frequenza dell’allele raro compresa tra
un minimo del 8,0% dello SNP PCFT A114G ed un massimo del 57,7% dello
SNP TYMS VNTR.

Analogamente, nel gruppo di pazienti trattati con I'associazione
chemioterapica fluoropirimidine/oxaliplatino la frequenza dell’allele raro e
risultata compresa tra un minimo del 6,5% dello SNP PCFT A114G ed un
massimo del 52,7% dello SNP TYMS VNTR. La frequenza degli alleli rari per

ogni singolo polimorfismo nei due gruppi di pazienti € riportata in Tabella 4.
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Tabella 3.a Frequenza dei polimorfismi di TYMS nella casistica oggetto di
studio e nella letteratura

Frequenza attesa sulla base dell'NCI

SNP500Cancer

Gene (SNP) n# (%) Popolazione Popolazione

totale caucasica
TYMS (VNTR)
wild type (2R/2R) 46 17,8% 14,3% 17,9%
eterozigote (2R/3R) 141 54,7% 38,8% 53,6%
omozigote mutante (3R/3R) 71 27,5% 44,9% 28,6%
Allele raro 283 54,8% 65,3% 55,4%
numero di campioni analizzati 258 1000 379
TYMS (VNTR G>C)
2R/2R 46 17,8% nd nd
2R/3RC 74 28,6%
2R/3RG 67 25,9%
3RC/3RC 20 7,7%
3RC/3RG 38 14,7%
3RG/3RG 12 4,6%
3RG/3RC 1 0,4%
3RC/4R 1 0,4%
numero di campioni analizzati 258
TYMS (6bp ins/del)
wild type (6bp ins/6bp ins) 109 41,8% nd nd
eterozigote (6bp ins/6bp del) 117 44,8%
omozigote mutante (6bp del/6bp del) 35 13,4%
Allele raro 187 358%
numero di campioni analizzati 261
TYMS (C1053 T)
wild type (C/C) 110 42,5% 30,4% 355%
eterozigote (C/T) 115 44,4% 42,2% 48,4%
omozigote mutante (T/T) 34 13,1% 27,5% 16,1%
Allele raro 183 35,3% 48,5% 40,3%
numero di campioni analizzati 259 1000 379
TYMS (A1122 G)
wild type (A/A) 152 58,9% 51,0% 54,8%
eterozigote (A/G) 92 35,7% 36,3% 32,3%
omozigote mutante (G/G) 14 5,4% 12,7% 12,9%
Allele raro 120 23,3% 30,9% 29,0%
numero di campioni analizzati 258 1000 379

n* numero di pazienti

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/, ultimo accesso gennaio 2014
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Tabella 3.b Frequenza dei polimorfismi di MTHFR e PCFT nella
casistica oggetto di studio e nella letteratura

Frequenza attesa sulla base

dell'NCI SNP500Cancer
Gene (SNP) n# (%) Popolazione Popolazione

totale caucasica
MTHFR (A1298C)
wild type (A/A) 144 55,4% 43,4% 43,4%
eterozigote (A/C) 98 37,7% 45,1% 45,1%
omozigote mutante (C/C) 18 6,9% 11,5% 11,5%
Allele raro 134 25,8% 26,5% 26,5%
numero di campioni analizzati 260 1000 379
MTHFR (C677T)
wild type (C/C) 75 28,95% 59,7% 46,4%
eterozigote (C/T) 117 45,2% 34,5% 42,7%
omozigote mutante (T/T) 67 25,9% 5,6% 10,8%
Allele raro 251 48,5% 23% 32%
numero di campioni analizzati 259 1000 379
PCFT(G4881T)
wild type (A/A) 92 352% 41,1% 24,8%
eterozigote (A/C) 122 46,7% 44,7% 51,1%
omozigote mutante (C/C) 47 18,0% 14,1% 24,0%
Allele raro 216 41,4% 36,0% 50,0%
numero di campioni analizzati 261 1000 379
PCFT (G2850A)
wild type (G/G) 183 70,1% 81,0% 64,1%
eterozigote (G/A) 64 24,5% 17,1% 31,6%
omozigote mutante (A/A) 14 5,4% 1,8% 4,2%
Allele raro 92 17,6% 10% 20%
numero di campioni analizzati 261 1000 379
PCFT(A114G)
wild type (A/A) 222 85,7% 92,6% 82,0%
eterozigote (A/G) 37 14,3% 6,8% 16,6%
omozigote mutante (G/G) 0 0,0% 0,4% 1,3%
Allele raro 37 71% 4% 10%
numero di campioni analizzati 259 1000 379

n#, numero pazienti
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/, ultimo accesso gennaio 2014
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Tabella 3.c Frequenza dei polimorfismi di DPYD, DHFR, RFC,
GGH e FPGS nella casistica oggetto di studio e nella letteratura

Frequenza attesa sulla

base dell'NCI
SNP500Cancer
Gene (SNP) n# (%) Popolazione Popolazione
totale caucasica
DPYD (IVS14+1G>A)
wild type (G/G) 260  99,6% 99,3% 99,1%
eterozigote (G/A) 1 0,4% 0,7% 0,9%
omozigote mutante (A/A) 0 0,0%
Allele raro 1 0,2% 0,4% 0,4%
numero di campioni analizzati 261 1000 379
DHFR (8+60_78 Ins/Del)
Ins/ins 96 36,9% nd nd
Ins/Del 137 52,7%
Del/del 27 10,4%
Allele raro 191 36,7%
numero di campioni analizzati 260
RFC (G80A)
wild type (G/G) 81 31,4% 25,0% 28,6%
eterozigote (G/A) 117 45,3% 47,5% 55,4%
omozigote mutante (A/A) 60 23,3% 27,5% 16,1%
Allele raro 237  459% 51,2% 43,8%
numero di campioni analizzati 258 1000 379
GGH (C401T)
wild type (C/C) 135  52,3% 59.0% 56,7%
eterozigote (C/T) 101 39,1% 33,9% 33,3%
omozigote mutante (T/T) 22 8,5% 8,0% 10,0%
Allele raro 145  281% 24,5% 26,7%
numero di campioni analizzati 258 1000 379
FPGS (A1994G)
wild type (A/A) 90 35,2% 23,5% 29,0%
eterozigote (A/G) 123 48,0% 51,0% 51,6%
omozigote mutante (G/G) 43 16,8% 25,5% 19,4%
Allele raro 209  40,8% 51,0% 45,2%
numero di campioni analizzati 256 1000 379

n*, numero di pazienti ; nd, non disponibile
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/, ultimo accesso gennaio 2014
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Tabella 3.d Frequenza dei polimorfismi di ABCC1 nella casistica
oggetto di studio e nella letteratura

Frequenza attesa sulla
base dell'NCI

SNP500Cancer

Gene (SNP) n* (%) Popolazione Popolazione

totale caucasica
ABCC1 (1VS18-30G>C)
wild type (G/G) 166  63,8% 66,2% 70,9%
eterozigote (G/C) 85 32,7% 30,7% 25,8%
omozigote mutante (C/C) 9 3,5% 3,0% 3,1%
Allele raro 103 19,8% 18% 16%
numero di campioni analizzati 260 1000 379
ABCC1 (T1062C)
wild type (T/T) 128  49,8% 33,9% 46,9%
eterozigote (T/C) 107 41,6% 43,6% 41,6%
omozigote mutante (C/C) 22 8,6% 22,3% 11,3%
Allele raro 151 29,4% 449% 32%
numero di campioni analizzati 257 1000 379
ABCC1 (6260C)
wild type (G/G) 178  68,5% 63,8% 69,3%
eterozigote (G/C) 76 29,2% 24,6% 27,4%
omozigote mutante (C/C) 6 2,3% 11,5% 3,1%
Allele raro 88 16,9% 24% 17%
numero di campioni analizzati 260 1000 379

n# numero di pazienti; nd, non disponibile

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/, ultimo accesso gennaio 2014
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Tabella 3.e Frequenza dei polimorfismi di ABCC2 nella
casistica oggetto di studio e nella letteratura

Frequenza attesa sulla

base dell'NCI
SNP500Cancer
Gene (SNP) n* (%) Popolazione Popolazione
totale caucasica
ABCC2 (C24T)
wild type (C/C) 168 64,9% 68,2% 61,7%
eterozigote (C/T) 82 31,7% 28,2% 34,3%
omozigote mutante (T/T) 9 3,5% 3,4% 3,9%
Allele raro 100 19,3% 18% 21%
numero di campioni analizzati 259 1000 379
ABCC2 (G12494)
wild type (G/G) 172 66,2% 68,2% 64,1%
eterozigote (G/A) 74 28,5% 28,8% 31,9%
omozigote mutante (A/A) 14 5,4% 2,9% 3,9%
Allele raro 102 19,6% 17% 20%
numero di campioni analizzati 260 1000 379
ABCC2 (IVS-19C>T)
wild type (C/C) 151  58,3% 51,1% 53,0%
eterozigote (C/T) 100  38,6% 40,1% 39,0%
omozigote mutante (T/T) 8 3,1% 8,6% 7,9%
Allele raro 116 22.4% 29% 27%
numero di campioni analizzati 259 1000 379
ABCC2 (€3972T)
wild type (C/C) 106 40,8% 48,3% 39,5%
eterozigote (C/T) 118  45,4% 42,3% 48,2%
omozigote mutante (T/T) 36 13,8% 9,3% 12,1%
Allele raro 190 36,5% 30% 36%
numero di campioni analizzati 260 1000 379
ABCC2 (G1549A)
wild type (G/G) 73 28,4% 37,9% 33,5%
eterozigote (G/A) 128 49,8% 47,1% 48,8%
omozigote mutante (A/A) 56 21,8% 14,9% 17,6%
Allele raro 240  46,7% 39% 42%
numero di campioni analizzati 257 1000 379

n* numero di pazienti; nd, non disponibile
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/, ultimo accesso gennaio 2014
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Tabella 4: Associazione dei polimorfismi considerati e rispettive frequenze alleliche nei due gruppi di pazienti

Pathway Gene rs# SNP Localizzazione SNP Effetto a livello della *MAF in *MAF in
cellulare/Funzione proteina Fluoropirimidin Fluoropirimidin
e e + Oxaliplatino
Trasportatori ABCC1 rs2074087 IVS18-30G>C introne 0,189 0,205
cellulari rs504348 260G>C 5'UTR 0,196 0,149
rs35587 1062T>C sequenza codificante Asn354Asn 0,32 0,277
ABCC2 rs717620 24C>T 5'UTR 0,187 0,201
rs2273697 1249G>A sequenza codificante Val417lle 0,201 0,189
rs1885301 1549G>A 5'UTR 0,413 0,507
rs3740066 3972C>T sequenza codificante lle1324lle 0,353 0,382
rs2002042 IVS19C>T introne 0,248 0,206
Ciclo dei folati MTHFR  1s1801133 677C>T sequenza codificante Ala222Val 0,468 0,493
rs1801131 1298A>C sequenza codificante Glu429Ala 0,261 0,262
DHFR rs70991108 ins/del introne 0,353 0,387
RFC rs1051266 80G>A sequenza codificante His27Arg 0,45 0,466
GGH rs3758149 401C>T 5'UTR 0,254 0,298
FPGS rs10106 1994A>G 3'UTR 0,433 0,389
PCFT rs1128162 PCFT_4881G>T 3'UTR 0,397 0,426
rs739439 PCFT_2850G>A 3'UTR 0,192 0,164
rs17719944 PCFT_114A>G introne 0,08 0,065
TYMS rs34743033 28bp_VNTR 5'UTR 0,577 0,527
rs2853542 28bp_C>G 5'UTR n.a. n.a.
rs16430 1494del6 3'UTR 0,266 0,199
rs2790 1122A>G 3'UTR 0,245 0,219
rs699517 1053C>T 3'UTR 0,384 0,33
DYPD rs 3918290 IVS14+1G>A introne skipping dell’esone 14 0 0,006

*Frequenza dell’allele raro n.a. non applicabile
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Correlazioni tra polimorfismi genici e
caratteristiche demografiche, cliniche e

patologiche

E’ stata effettuata ’analisi delle correlazioni tra polimorfismi genici e
caratteristiche demografiche, cliniche e patologiche in entrambe le coorti di
pazienti e i risultati sono sovrapponibili a quelli ottenuti nell’analisi

combinata dell’intera casistica.

In particolare non sono state osservate correlazioni statisticamente
significative tra i polimorfismi studiati e le caratteristiche demografiche o
clinico-patologiche dei pazienti, ad eccezione dell'associazione tra il
polimorfismo MTHFR A1298C e lo stadio patologico di malattia; 172 pazienti
su 240 (72%) con genotipo 1298AA+AC sono in stadio III di malattia versus i
18 su 18 pazienti (100%) in stadio III con genotipo 1298CC (P value=0,0046).
Nessun paziente allo stadio II di malattia era omozigote per I'allele recessivo

(1298CC) (dati non mostrati).

Correlazioni tra polimorfismi genici e

parametri di sopravvivenza

Coorte dei pazienti trattati con fluoropirimidine

Per quanto riguarda lo studio delle associazioni dei polimorfismi con
la DFS nel gruppo di pazienti trattati con fluoro pirimidine, tre polimorfismi

(MTHFR A1298C, ABCC2 C3972T e RFC G80A) sono risultati associati a un
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rischio aumentato di recidiva (Tabella 5). In particolare, i pazienti omozigoti
recessivi per il polimorfismo MTHFR A1298C hanno mostrato una DFS
minore rispetto al gruppo dei pazienti wild-type ed eterozigoti (HR: 3,48; CI
95%: 1,01-11,96; p=0,047). Per quanto riguarda il polimorfismo ABCCZ
C3972T i pazienti eterozigoti e omozigoti recessivi hanno presentato un
maggior rischio di recidiva rispetto ai wild-type (HR: 2,23; CI 95%: 1,06-4,68;
p=0,033).

Infine nei pazienti omozigoti per l'allele raro del polimorfismo RFC G80A e
stata evidenziata una ridotta sopravvivenza libera da malattia rispetto agli

altri due gruppi (HR: 3,15, C1 95%: 1,27-7,77; p=0,013).

Coorte di pazienti trattati con fluoropirimidine e oxaliplatino

Nel gruppo trattato con fluoropirimidine e oxaliplatino, due
polimorfismi (MTHFR A1298C e ABCCZ2 C3972T) aumentavano il rischio di
recidiva tumorale, mentre tre (MTHFR C677T, ABCC2 IVS19C>T e RFC G80A)
erano associati a un minore rischio di ripresa di malattia (Tabella 5).

I pazienti omozigoti recessivi per i polimorfismi MTHFR A1298C e ABCC2
C3972T hanno mostrato una sopravvivenza libera da malattia minore
rispetto al gruppo dei pazienti wild-type ed eterozigoti (rispettivamente HR:
3,13; C1 95%: 1,23-7,97; p=0,016 e HR: 2,42; CI 95%: 1,16-5,05; p=0,018). Per
quanto riguarda i polimorfismi MTHFR C677T e RFC G80A i pazienti
omozigoti per l'allele recessivo hanno evidenziato una maggiore DFS
(rispettivamente HR: 0,29; CI 95%: 0,10-0,81; p=0,018 e HR: 0,39; CI 95%:
0,15-0,99; p=0,048). Infine, nei pazienti eterozigoti e omozigoti recessivi per
il polimorfismo ABCC2 IVS19C>T e stato osservato un rischio ridotto di

ripresa di malattia (HR: 0,49; CI 95%: 0,24-0,99; p=0,047).
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Tabella 5. Associazioni significative tra polimorfismi genetici e DFS a 5 anni in accordo a modelli genetici.

Variant Fluoropirimidine Fluoropirimidine + Oxaliplatino
i
rs# Gene . llelich Modello  HR (95% CI)$ P Modello  HR (95% CI)$ P
e
rs1801131  MTHFR A>C Recessivo 3.48 (1.01-11.96) 0.0478 Recessivo 3.13 (1.23-7.97) 0.0166
rs1801133  MTHFR C>T Recessivo 1.21 (0.57-2.58) 0.6161  Recessivo 0.29 (0.10-0.81) 0.0185
rs20020401 ABCC2 C>T Additivo 0.68 (0.38-1.22) 0.1933 Dominante  0.49 (0.24-0.99) 0.0477
rs3740066  ABCC2 C>T Dominante 2.23 (1.06-4.68) 0.0336  Recessivo 2.42 (1.16-5.05) 0.0186
rs1051266  RFC C>T Recessivo 3.15(1.27-7.77) 0.0131  Recessivo 0.39 (0.15-0.99) 0.0485

HR, Hazard ratio; CI, Intervallo di Confidenza

$ Stimato per mezzo del Cox proportional hazard model, aggiustato per genere, eta, sede del tumore primario, stadio tumorale e

intensita di dose della chemioterapia.
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Analisi combinata delle due coorti di pazienti

Sulla base dei risultati ottenuti per il polimorfismo MTHFR A1298C, e
stata eseguita un’analisi combinata delle due casistiche al fine di
incrementare il potere statistico. Tale polimorfismo e risultato correlato ad
un piu basso rischio di ripresa di malattia nei pazienti con genotipo wild-type
ed eterozigote (1298AA+AC) rispetto a quelli con genotipo omozigote
recessivo (1298CC) (HR=2.57, 95% CI 1.28-5.17) con una DFS a cinque anni
piu prolungata (p=0.0029). I pazienti wild-type 1298AA e gli eterozigoti
1298AC hanno mostrato un minore rischio di decesso (HR= 2.01, 95%CI
0.85-4.75) e una OS piu prolungata rispetto ai pazienti omozigoti per I'allele
raro 1298CC (p=0.0350) (Figura 6).
L'analisi per sottogruppi dei 262 pazienti totali ha mostrato un valore
prognostico negativo del genotipo MTHFR 1298CC sulla DFS in pazienti
maschi al di sotto dei 65 anni di eta, con il colon come sede primaria del
tumore. Inoltre, i pazienti al di sotto dei 65 anni con il colon come sede
primaria del tumore hanno presentato una ridotta OS in relazione a questo

polimorfismo (Figura 7).

Modello di rischio per la sopravvivenza libera da malattia nella
popolazione totale

L'analisi multivariata ha identificato come fattori prognostici non genetici
negativi per la DFS il sesso maschile, il colon come sede primitiva del tumore
e la malattia in stadio IIl. Su questa base e stato quindi valutato I'effetto
prognostico negativo della presenza di uno di questi 3 fattori non genetici
associati a una ridotta DFS a 5 anni con quello prognostico negativo genetico
dei pazienti con genotipo omozigote recessivo per il polimorfismo MTHFR
A1298C (Figura 8). E’ stato osservato che la presenza aggiuntiva di ogni

fattore prognostico negativo non genetico (da o a 3) aumenta
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Figura 6. Analisi combinata (262 pazienti inclusi) della sopravvivenza libera
da malattia (A.) e della sopravvivenza globale (B.) a 5 anni in pazienti con
carcinoma colorettale sottoposti a chemioterapia con fluoropirimidine e
fluoropirimidine + oxaliplatino.
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Figura 7. Associazione tra il polimorfismo genetico MTHFR A1298C e parametri di sopravvivenza (DFS e 0S) a 5 anni, in accordo
con il modello genetico recessivo, in una popolazione di 262 pazienti sottoposti ad analisi combinata. HRs sono stati stimati per
MTHFR-1298CC rispetto a MTHFR-1298AC+AA in accordo con il Cox Proportional Hazard Model.

HR: Hazard Ratios; CI: Intervallo di Confidenza.
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Figura 8. Sopravvivenza libera da malattia a 5 anni in pazienti con carcinoma colorettale trattati con chemioterapia a base di
fluoropirimidine o fluoropirimidine + oxaliplatino (262 pazienti inclusi) rispetto a un crescente numero di fattori di rischio (genere,
sede del tumore e stadio) e al polimorfismo MTHFR A1298C.
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significativamente il rischio di recidiva di malattia nel gruppo di pazienti
sottoposti ad analisi combinata. Indipendentemente dalla presenza degli altri
fattori non genetici di rischio, il genotipo omozigote recessivo MTHFR-1298CC,
rappresenta comunque il fattore prognostico negativo che conferisce il piu
alto rischio di recidiva tumorale (HR= 5.3; 95% CI 2.2-12.9; p=0.0006).

Infine, sulla base dell’associazione significativa evidenziata tra il
polimorfismo MTHFR A1298C e lo stadio tumorale, & stato valutato nei
pazienti in stadio III stratificati sulla base del genotipo MTHFR, il potenziale
beneficio sulla DFS a 5 anni dell’utilizzo della chemioterapia di associazione
(oxaliplatino+fluoropirimidine) rispetto alle fluoropirimidine da sole.
Sebbene il dato ottenuto non sia stato statisticamente significativo
verosimilmente a causa del limitato numero di eventi nei singoli gruppi di
stratificazione, e stato osservato un vantaggio nell’utilizzo dell’oxaliplatino
nei pazienti in stadio Il con almeno un allele wild-type MTHFR 1298A (56
trattati con fluoropirimidine da sole e 118 con fluoropirimidine e
oxaliplatino) (p=0,1798). Le curve di sopravvivenza della DFS nei pazienti
con genotipo MTHFR-1298CC (8 trattati con fluoropirimidine da sole e 10 con
fluoropirimidine e oxaliplatino) risultavano essere sovrapponibili

indipendentemente dall’utilizzo o meno di oxaliplatino (p=0,683) (Figura 9).
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Figura 9. Sopravvivenza libera da malattia a 5 anni in pazienti in stadio III
con genotipo MTHFR 1298AA+AC (56 trattati con fluoropirimidine, 118 con
fluoropirimidine + oxaliplatino) (A.) e MTHFR 1298CC (8 trattati con
fluoropirimidine, 10 con fluoropirimidine + oxaliplatino) (B.)
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Negli ultimi anni sono stati compiuti progressi sostanziali nella terapia
del carcinoma colorettale grazie allo sviluppo e all'impiego clinico di
chemioterapici antitumorali piu efficaci e di farmaci biologici ad azione piu
selettiva (anticorpi monoclonali contro i fattori di crescita e loro recettori).
Un ulteriore progresso nel trattamento medico di questa neoplasia potrebbe
essere rappresentato dalla selezione dei pazienti in relazione alle loro
caratteristiche genotipiche predittive dell’efficacia e della tossicita della
terapia farmacologica. Grazie allo sviluppo delle conoscenze di
farmacogenetica dei tumori del colon-retto, ottenute con tecniche sempre piu
sofisticate e ad alta resa, e infatti prevedibile che si possa giungere ad una
personalizzazione della terapia nel singolo paziente, o sottopopolazione di
pazienti, aumentando !'efficacia e riducendo la tossicita del trattamento.

La ricerca riportata in questa tesi si & proposta di valutare il ruolo
delle variazioni nella sequenza del DNA, ovvero dei polimorfismi genici, nella
predizione della risposta al trattamento chemioterapico in due gruppi di
pazienti affetti da carcinoma del colon-retto trattati con chemioterapia
adiuvante.

Sono stati analizzati ventitre polimorfismi relativi a dieci geni coinvolti
nelADME del 5-fluorouracile e dell’'oxaliplatino, farmaci wusati nel
trattamento di questa neoplasia sia in fase precoce che in fase avanzata.

Sono stati inclusi nello studio pazienti con diagnosi istologica di
carcinoma del colon-retto agli stadi II-Ill sottoposti a chemioterapia
adiuvante dopo chirurgia radicale a base di 5-fluorouracile e acido folinico
oppure di capecitabina associati o meno a oxaliplatino.

[ dati relativi al genotipo sono stati correlati alle caratteristiche
clinico-patologiche dei pazienti e ai parametri di efficacia della

chemioterapia.
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E’ stato evidenziato un effetto prognostico concordante del
polimorfismo MTHFR A1298C sulla DFS a 5 anni nei due gruppi di pazienti,
dimostrando per la prima volta che tale effetto € indipendente dall’aggiunta
dell’oxaliplatino al regime chemioterapico a base di fluoropirimidine. Tale
polimorfismo infatti rappresenta un fattore di rischio per la recidiva tumorale
(riducendo la DFS) in accordo al modello recessivo in entrambi i gruppi di
pazienti. Nell’analisi combinata e stato inoltre osservato un effetto di tale
polimorfismo anche sull’OS a 5 anni, con prognosi peggiore in pazienti con
genotipo omozigote recessivo (MTHFR-1298CC).

E’ stato inoltre valutato I'effetto prognostico della presenza di 3 fattori
non genetici associati a una ridotta DFS a 5 anni (sesso maschile, colon come
sede primitiva del tumore e malattia allo stadio III) con quello prognostico
negativo genetico dei pazienti con genotipo omozigote recessivo per il
polimorfismo MTHFR A1298C. Sulla base del punteggio multiparametrico
ottenuto, & stato dimostrato che il polimorfismo in questione & piu efficace
dei fattori non genetici nel predire I'outcome clinico dei pazienti.

Molti autori hanno osservato un effetto negativo del polimorfismo
MTHFR A1298C sulla prognosi di pazienti affetti da carcinoma colorettale, in
accordo con i nostri risultati, con riduzione della sopravvivenza sia in pazienti
con malattia metastatica (Etienne e coll., 2004; Pare e coll.,, 2008; Zhang e
coll, 2007), che con malattia localizzata (Fernandez Peralta e coll., 2010;
Negandhi e coll.,, 2013). Tali pazienti erano stati trattati principalmente con
fluoropirimidine, ma un effetto prognostico negativo dell’ MTHFR A1298C era
stato osservato anche in pazienti non trattati (Negandhi e coll,, 2013). Al
contrario, Capitain e coll. (2008) hanno osservato un effetto positivo del
polimorfismo sulla sopravvivenza in pazienti con carcinoma del colon-retto
metastatizzato, ma solo in combinazione con altri polimorfismi della pathway
dei folati. Altri studi non hanno invece evidenziato alcun tipo di associazione
tra tale polimorfismo e i parametri di sopravvivenza in pazienti con
carcinoma colorettale trattati con fluoropirimidine (Afzal e coll., 2009; Boige
e coll, 2010; Lee e coll,, 2013; Zhu e coll,, 2013). Dunque, nonostante il

grande numero di studi effettuati, il ruolo del polimorfismo in questione e
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ancora controverso.

In vitro, la variante allelica di MTHFR A1298C, codificante per una
proteina mutata (Glu429Ala) € stata associata ad una ridotta attivita
enzimatica (van der Put e coll,, 1998) e ad una aumentata citotossicita da 5-
fluorouracile (Etienne e coll,, 2004). Un risultato atteso poteva quindi essere
che i pazienti con genotipo mutato del polimorfismo presentassero livelli
intracellulari aumentati di 5,10-MTHF e quindi essere piu sensibili al
trattamento con fluoropirimidine. Tuttavia, la complessita della risposta del
tumore in vivo, puo portare a risultati diversi, come osservato sia in questo
studio che in altri lavori (Etienne e coll., 2004 ; van der Put e coll., 1998).

Linfluenza del genotipo di MTHFR A1298C sulla DFS dei pazienti
potrebbe essere correlata all’effetto della funzione dellMTHFR sulla
metilazione del DNA. E’ stato precedentemente dimostrato che una riduzione
nell’attivita di questo enzima & associata a livelli globali ridotti di metilazione
del DNA in leucociti nel sangue periferico (Fernandez-Peralta e coll., 2010).

La metilazione delle isole CpG nei promotori del gene e risultata
correlata a specifici fenotipi di carcinoma colorettale con diversa sensibilita al
trattamento con fluoropirimidine (Noguchi e coll, 2004; Van Rijnsoever e
coll, 2003). Inoltre, studi precedenti hanno riportato che il polimorfismo
MTHFR C677T e in minor misura MTHFR A1298C erano inversamente
associati allo sviluppo di instabilita dei microsatelliti (MSI) nel carcinoma del
colon-retto (Eaton e coll., 2005). Lo sviluppo di MSI nel tumore & correlato a
un meccanismo difettivo del mismatch-repair dovuto o a una mutazione
genica o a un silenziamento determinato da wun’ipermetilazione del
promotore. | pazienti con genotipo MTHFR-1298CC potrebbero quindi essere
piu sensibili al trattamento con le fluoropirimidine e mostrare una peggiore
prognosi, cosi come osservato nel nostro studio, poiché meno soggetti a
sviluppare MSI tumorale (Liang e coll., 2002; Watanabe e coll,, 2001). Leffetto
del polimorfismo MTHFR A1298C sul rischio di sviluppare un carcinoma
colorettale con MSI e stato in precedenza associato ad un ottimale apporto di
folati (Eaton e coll,, 2005).

Non abbiamo dati nutrizionali sui pazienti valutati ma abbiamo
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osservato un effetto maggiore dei polimorfismi sulla DFS e I'0OS nei pazienti
piu giovani (al di sotto dei 65 anni) (Figura 7), probabilmente perché
assumono livelli adeguati di folati con la dieta.

Due studi precedenti hanno osservato un maggiore effetto negativo del
polimorfismo MTHFR A1298C sull’OS in pazienti di sesso femminile con
carcinoma colorettale (Pare e coll, 2008; Zhang e coll., 2007). Nella nostra
casistica tale effetto e stato osservato in misura minore e fondamentalmente
tale associazione risulta indipendente dal sesso (figura 7).

Nel nostro studio, il genotipo di MTHFR A1298C era inoltre associato
allo stadio patologico di malattia alla diagnosi. Questa osservazione potrebbe
suggerire un processo di cancerogenesi differenziale correlato a tale
polimorfismo. Infatti secondo studi recenti potrebbe esistere una
correlazione tra MTHFR A1298C e il rischio di sviluppare carcinoma
colorettale, probabilmente dovuto all’effetto del polimorfismo sulla sintesi e
sulla metilazione del DNA (Ge e coll,, 2012). Anche lo studio di Negandhi e
coll. (2013) ha osservato un effetto negativo del polimorfismo in esame sulla
OS in pazienti affetti da carcinoma del colon-retto, indipendentemente dal
trattamento chemioterapico con fluoropirimidine. Non abbiamo, nel nostro
studio, un gruppo di controllo non trattato per valutare il ruolo del
polimorfismo MTHFR A1298C sull’outcome clinico dei pazienti non sottoposti
a chemioterapia adiuvante.

Abbiamo eseguito un’analisi preliminare per verificare 'impatto del
polimorfismo MTHFR A1298C sull’outcome clinico dei pazienti quando questi
vengono trattati con chemioterapia di associazione fluoropirimidine-
oxaliplatino rispetto alle sole fluoropirimidine (figura 9). Nonostante il basso
numero di pazienti con genotipo omozigote mutato (n=18), non e stato
osservato alcun beneficio nel trattare tali pazienti in stadio IIl con terapia
combinata. Invece i pazienti allo stadio IIl con genotipo wild-type o
eterozigote, hanno evidenziato una tendenza a una DFS piu prolungata
quando trattati con regime di associazione. Questo dato € parzialmente in
contrasto con lo studio di Boige e coll. (2010), eseguito su pazienti con

carcinoma colorettale metastatizzato. Tale studio ha suggerito che I'aumento
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del numero di varianti alleliche per MTHFR A1298C renda maggiormente
evidente un effetto positivo sulla risposta tumorale quando si utilizzi una
terapia associata all’oxaliplatino.

Nella nostra analisi altri polimorfismi, quali RFC G80A, ABCC2 (C3972T
e IVS19C>T) e MTHFR (C677T), sono risultati associati alla DFS sebbene con
effetto non-concordante nei due gruppi di pazienti. Questo dato potrebbe
suggerire un effetto regime-specifico  (fluoropirimidine oppure
fluoropirimidine + oxaliplatino) di questi polimorfismi. Tuttavia non
abbiamo informazioni sufficienti per confermare tali possibili associazioni.

[ pazienti inclusi nei due gruppi sono disomogenei per variabili
rilevanti in relazione all’'outcome clinico, come lo stadio di malattia alla
diagnosi e la somministrazione o meno di oxaliplatino. Questo rafforza il
valore dell’osservazione dell’effetto concordante del polimorfismo MTHFR
A1298C, ma limita la possibilita di interpretare l'effetto non concordante
degli altri polimorfismi.

In conclusione, il nostro studio dimostra un effetto negativo del
polimorfismo MTHFR A1298C sull’'outcome clinico di pazienti affetti da
carcinoma del colon-retto trattati con chemioterapia adiuvante. Questi
risultati suggerirebbero l'importanza del possibile utilizzo dell’analisi
genotipica di tale polimorfismo nei pazienti con carcinoma colorettale agli

stadi II o IlI dopo la chirurgia.
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