View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk T

brought to you by . CORE

provided by Electronic Thesis and Dissertation Archive - Universita di Pisa

INDICE

CAPITOLO 1. IL TUMORE DEL COLON-RETTO: GENERALITA’

................. 4
I = oo [T o1 To] (oo | - A 4
22 4 o] [ T | - 5
-afattori ambientali...... ... 5

- b fattori geNetiCI.. ..o e
1.3 Screening

..................................................................................... 11
1.4 Cenni di anatomia patologiCa..........c.vvrvirieiiiie e e e e e e 14
1.5 Quadro clinico, modalita di diffusione ed esaagnostiCi.......................... 18
1.6 StAdIQZIONE. .. ...t e e e e e e e e e 20
1.7 Il trattamento della malattia localizzata:.......cccc.oooooieiiiiiiiii s 25
-acenniditerapia ChirurgiCa..........oooov i it e e 25
- b cenni di chemioterapia adiuvante.................cooiiiiiiiceen e, 27
CAPITOLO 2. IL TRATTAMENTO DELLA MALATTIA
ME T AS T AT I A et e e e et e e e e e e e e 34
2.1 ll ruolo della terapia ChirurgiCa:........c.ocoive i i e, 34
-ail concetto diresecabilita.............ccoooeii i 34
- b tecniche chirurgiche sulle metastasi epatiche......... 36
2.2 ll ruolo della terapia MediCa:........ccviiieies e e e e e e eaeaens 38

- a pazienti con metastasi resecabili...................cococeiee e 00038

- b pazienti con metastasi marginalmente o poténeiate resecabili.............. 39
- ¢ pazienti con metastasi non resecabili................coii i, 42
CAPITOLO 3. IL RUOLO DELLA CARATTERIZZAZIONE
BIOMOLE C O LARE .. e e e e e e 46
3.1KRASe BRAF cenni di biologia molecolare...............ccccoeviiiiieeenne e, 46
3.2 La mutazione IMRAS aspetti ClINICI.........c.cooiiiiiiiie e, 49
3.3 La mutazione BRAFE aspetti CliNICI..........ccoiiiiiii e e 52


https://core.ac.uk/display/18603986?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

CAPITOLO 4. IL RUOLO DELLE MUTAZIONI DI KRASE BRAF NELLA
PROGNOSI DEI PAZIENTI AFFETTI DA CARCINOMA COLORETT ALE
CON METASTASI EPATICHE RESECATE ... 55

4.1 Introduzione € raziONale...........iiiiii i e 55
4.2 Disegno, materiali e metodologia...........covvieiiiiie i e 58
T L 1 = PP o1 0|
4.4 DISCUSSIONE € CONCIUSIONI. .. .uutiieietie et e e e e e et e ee e e e 63
45 Tabelle @ figure.......ooo i e e e een ... 00

BIBLIOGRAFIA .. e O



Riassunto

Il trattamento del carcinoma colorettale metastasicé rapidamente evoluto negli ultimi
10 anni. | progressi maggiori sono stati resi gmbsdall'introduzione di farmaci
biologici, l'identificazione di specifici markergdmolecolari prognostici e predittivi, il
progressivo miglioramento delle tecniche chirurgicdi resezione delle metastasi
epatiche e quindi, quale naturale conseguenzpahelersi delle indicazioni per questo
tipo di chirurgia.

Nonostante notevoli e incessanti progressi, lati@razazione prognostica dei pazienti e
la definizione di specifiche indicazioni terapebgcsulla base di fattori biomolecolari
puo dirsi ancora agli albori e certamente rappitasarttora una delle piu attuali sfide
dell’'oncologia moderna. Il setting dei pazientiedtif da carcinoma colorettale metastatico
candidati a resezione delle metastasi epatichentento curativo e stato fin ad oggi ben
poco esplorato dal punto di vista biomolecolarexiteri attuali di selezione dei pazienti
che possano beneficiare in misura clinicamenteaiiee di un intervento di resezione di
metastasi epatiche sono esclusivamente clinici.tiMatore prognostici sono stati
elaborati, proposti e variamente testati per pdefimire specifiche classi di rischio di
recidiva. Purtroppo ad oggi, pur conoscendosi nfattori condizionanti un alto rischio
di recidiva e, quindi, ridotte possibilitd di sepvivenza a lungo termine non esistono
determinanti specifici in grado di definire in mara assoluta quali pazienti debbano
essere sottoposti a resezione epatica e qualiitilefmente esclusi. Muovendo da un
consistente background clinico e biologico diveggippi di ricerca in varie parti del
mondo hanno ipotizzato che un aiuto consistent@ wieffinizione di nuove categorie di
rischio possa venire dallo studio di specificheeraltzioni biomolecolari. Tra queste in
particolare, le mutazioni di oncogeni ampiamentalistti e di storica importanza nella
cancerogenesi colorettale quaRASe BRAF

In questo elaborato vi € un'estesa revisione deli@ratura sullargomento e sono
presentati nel dettaglio i risultati di un ampiadid retrospettivo che ha indagato il
possibile ruolo delle mutazioni dei geiiRAS e BRAF nel definire un sottogruppo di
pazienti con carcinoma colorettale metastaticacdimente candidati a resezione epatica
potenzialmente curativa con minime possibilitautggione o di sopravvivenza libera da

ricaduta.



Capitolo 1. Il tumore del colon retto: generalita

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Il tumore del colon-retto presenta un notevole ittgpanondiale, illustrato da dati
epidemiologici assai significativi; con un’incidensuperiore a 1,2 milioni di nuovi casi
anno e 60.000 decessi annui su scala mordiapresenta ben 1'8% di tutte le diagnosi
di neoplasia in eta adulta, con 300.000 nuovi ed<t0.000 decessi complessivi.

Negli USA & il 3° tumore per incidenza sia peotho che per la donfigin Europa & al
2° posto per la donna, 3° posto per I'uomo semeréngidenza ma anche per mortalita.
Per esattezza il tumore del colon ha un’incidenzales tra i due sessi mentre il tumore
del retto risulta leggermente piu frequente nelfwwo Nei Paesi a maggior rischio é stato
stimato che, nellambito della popolazione genemate uomo abbia la probabilita di
ammalarsi di tumore del colon-retto del 4,5% nekoadella propria vita e in una donna
tale probabilita sia del 3,2%.

In ltalia attualmente sono circa 37.500 nuovi @asib (a confronto con i 16.000 casi del
1970); tale aumento di incidenza e prevalentemefetgbile all'incremento percentuale
della popolazione anziana correlato alla maggipetativa di vita. Il rischio si manifesta
a partire dai 40 anni e aumenta esponenzialmetiie decadi successifjecirca il 70%
dei tumori del colon e i due terzi dei tumori detto si presenta in pazienti con piu di 65
anni.

L'eta mediana di insorgenza del tumore € infattvdianni e l'incidenza é direttamente
proporzionale allavanzare dell'eta ( per il tumodel colon incidenza di 2 per
100.000/anno al di sotto di 45 anni, 120 per 100108 i 65 e i 74anni e 200 per 100.000
oltre i 75; per il tumore del retto I'incidenza dl sotto dei 45 anni e di 1,3 per
100.000/anno e tra 65 e 70 anni e di 73 per 100.000

Nei Paesi industrializzati I'incidenza di questaoplasia € 2 volte superiore rispetto ai
paesi in via di sviluppo anche se e stata regstuatinversione di tendenza a partire
dagli anni '50 ovvero un graduale aumento di incie del tumore nei Paesi a “basso
rischio” ed wuna riduzione o stabilizzazione di demza nei Paesi ad alto
rischio>®.Altamente suggestivo del notevole impatto di fatmnbientali sull'insorgenza
del carcinoma colon-rettale (CRC) e la dimostragiame le popolazioni immigrate
acquisiscono il rischio del Paese di residenzaoeuntra generazione. Tale fenomeno
sottolinea infatti 'importanza di abitudini di aite stili alimentari (inevitabilmente diversi

in differenti contesti culturali) sulla eziopatogsin del CRC. Nel Nord del mondo (aree
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ad alto rischio di CRC come Australia, GiapponerdNamerica ed Europa Occidentale)
si registrano ben 400.000 casi ogni anno e l'dceta discrepanza nella incidenza di
neoplasia colon-rettale con i Paesi in via di plo ( a basso rischio) si ritiene in parte
dovuta proprio a diverse culture alimentari e dayiassociate chiaramente a diverse
potenzialita e diffusione dei programmi di scregnie diagnosi. La malattia e
prevalentemente localizzata a livello del colommieale e nel retto (55% dei casi) a
seguire cieco e colon ascendente (25% dei ca$i, cdlon trasverso e flessura splenica
ed infine 9% colon discendente.

Nonostante I'elevata incidenza di malattia, la mltté & relativamente bassa con una
sopravvivenza globale a 5 anni del 60%. Negli ultifacenni si & infatti osservato un
aumento della sopravvivenza a 5 anni del 9% ndlimama del colon e del 7% nel
carcinoma del retto, aumento legato alla diagnoscgre (programmi di screening e
maggior uso di esami endoscopici) e ai miglioraieatapeutici (soprattutto nel
trattamento adiuvante e delle metastasi). (vedadkin “stadiazione”)

La sopravvivenza risulta superiore nei giovani etgp ai piu anziani. Laumento di
sopravvivenza determina una elevata prevalenzaathttia che e stimabile ad oltre 2

milioni di persone nel mondo e 660.000 casi in Paro

1.2 EZIOLOGIA

1.2a Fattori ambientali

Nel determinismo del cancro colon-rettale —su utepa di suscettibilita genetica propria
di ogni individuo- agiscono fattori genericamentndminati ambientali, i quali sono
intimamente correlati con il processo di canceregéermale asserzione é giustificata dalla
notevole variabilita di incidenza riscontrata nell@rie aree geografiche ed etnie, dagli
studi di migrazione e dalle diversita degli indepidemiologici tra le varie nazioni;
limportanza degli stili alimentari & stata poi éermata da numerosi studi.
Particolarmente rilevante risulta essere la corretee tra introito calorico, sedentarieta,
obesita e cancro colon-rettdle; supporto di cid & stato infatti stimato che b&i9% dei
carcinomi colon-rettali potrebbe essere prevenatom intervento dietetico adeguato. In
ulteriori studi prospettici sono stati identificaliversi fattori promuoventi tra cui uno dei
principali risulta essere il consumo elevato dncansse e grassi di origine animale, forte
determinante di un aumentato rischio; questo sarelabricondurre ,in parte, all’effetto
citotossico e promuovente la proliferazione cetielldella mucosa, esercitato dall’eme di
origine dietetica.

Sulla base degli studi epidemiologici e stato molpotizzato che il consumo di grassi
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animali e quindi di colesterolo, stimoli la seca® di acidi biliari i quali a loro volta
verrebbero convertiti dalla flora batterica inteate in agenti cancerogeni o promotori di
cancerogenesSi.Una dieta ricca in carne rossa sembra essereiass@c] un rischio
relativo di circa 2, rischio che raddoppia se laneae ben cotta (la cottura prolungata
determina la formazione di amine eterocicliche,i regenti cancerogeni) o fritta;
aumentato rischio neoplastico anche per diete eiatiyrassi e proteine con una modesta
componente di carboidrati non raffinati, come ditret® dalla maggiore frequenza di
sviluppo di foci neoplastici nella mucosa colicarditi sottoposti a regimi dietetici ad
elevato potenziale energetitd.

Un elevato apporto di fibre appare essere assogibtssa incidenza di carcinoma colon-
rettale; infatti le fibre alimentari sembrano idi&gire nella eziopatogenesi del cancro con
diversi meccanismi: legame agli acidi biliari, izione della formazione di nitrosamine,
aumento del contenuto liquido delle feci, diluizodei carcinogeni, riduzione del tempo
di transito intestinale e quindi di contatto delncarogeno con mucosa colitd?
Importante anche il potere anti-ossidante di viterdontenute in frutta e verdura, capace
di rimuovere le specie reattive dell’'ossigeno.

Inoltre le fibre hanno dimostrato —agendo da sabstper la fermentazione della flora
batterica- di indurre la formazione di catene calitacidi grassi dotate di un potere anti-
cancerogeno in vitro.

Una recente metanalisi condotta su 31 studi indita significativa correlazione tra il
“body mass index” (BMI, indice di massa corporeal @schio di sviluppare cancro
colon-rettale, con un rischio relativo di sviluppareoplasia di 1,19 nel gruppo con BMI
superiore a 30 kg/hrispetto ai normopeso; esiste inoltre una dirpt@porzionalita tra
l'incremento del peso, la circonferenza corpored edchio di CRC* Presumibilmente
I'obesita interferisce con la cancerogenesi tramhiteeccanismo dell'insulino-resistenza,
con conseguenti alti livelli di insulina, acidi gsa e trigliceridi plasmatici, coinvolti a
lungo termine nella promozione neoplasfita.

Infine calcio e acido folico mostrano avere un tffeprotettivo, mentre I'elevato
consumo di alcol potrebbe rappresentare un fatlioriechio.

Indubbio é il ruolo favorente del fumo di sigaredtadla patogenesi del CRC ed il rischio
e strettamente correlato all’entita dell’esposieipal di sopra di 20 pacchetti/anno
aumenta il rischio di polipi adenomatosi mentre @®chetti/annui sono associati ad
aumentato rischio di carcinoma.

Condizioni predisponenti lo sviluppo di carcinomalon-rettale includono le malattie

infiammatorie croniche intestindfi;’’ in particolare la colite ulcerosa che comporta un
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rischio crescente con la durata e l'estensione diattia; la prevalenza di CRC in
paziente con rettocolite ulcerosa € del 3,7% e @ate4% per coloro che hanno un piu
esteso coinvolgimento intestinale (pancolifefRischio aumentato soprattutto nei casi di
insorgenza precoce di malattia, interessamentoledi terminale, associazione con
colangite sclerosante primitiva ed infine severadgr di flogosi in presenza di aree
displastiché? Ruolo meno certo sembrerebbe svolto dal Morbo mih@, nonostante
l'associazione con l'aumentata prevalenza di ademawmmi del piccolo intestinG’
tuttavia la significativita statistica potrebbe &®sraggiunta considerando malattie di
lunga durata ed elevata estensione.

Un numero elevato di studi ha evidenziato una fmhe del rischio di cancro colon-
rettale con l'uso di acido acetilsalicilico (megihmto come aspirina, appartenente alla
famiglia dei FANS, farmaci anti-infammatori nonestidei) ipotizzandone un ruolo
preventivo; la maggior evidenza epidemiologica \derila uno studio condotto su un
campione di 47.000 uomini in terapia cronica copirag che ha fatto registrare una
riduzione globale di casi di cancro colon-rettaé# 80% ed una riduzione delle forme
invasive del 50%. L'aspirina riduce inoltre il rigo di recidiva di adenomi in pazienti
con pregressi carcinomi o adenomi colon-rettali.

Il meccanismo di chemioprevenzione dei FANS é féomdsull'inibizione di COX2
(ciclossigenasi-2), enzima coinvolto nella regadae di angiogenesi, apoptosi e
fortemente espresso dall’epitelio neoplastitol’importanza della flogosi sulla
cancerogenesi e infine dimostrata dalla fatto deeadi livelli plasmatici di Proteina C
Reattiva —noto mediatore di inflammazione- si asswr ad un aumentato rischio di
CRC#

Ancora controversi appaiono i dati sulla correlaeidra irradiazione pelvica a scopo
terapeutico e sviluppo di CRC; uno studio prospetttondotto su 246 pazienti trattati
con radioterapia esterna per carcinoma prostatimstna un effettivo aumento del rischio
di sviluppare tumori colici, ma non rettali, risgealla popolazione generde.E tuttavia
ipotizzabile ed auspicabile che, qualunque siaoiitgbuto di questo fattore, il rischio
vada riducendosi grazie all'adozione sempre piuiandp tecniche conformazionali di

irradiazione pelvica.

1.2b Fattori genetici

La maggior parte dei tumori del colon-retto é rilfide a fattori ambientali o piu
esattamente ad interazione fra ambiente e backdrgenetico; tuttavia esiste un piccolo
sottogruppo -5-10% dei pazienti- dove ad essergaf@eti sono i fattori genetici; é



comunque doveroso ricordare che anche nei casadigo(70-80%) e nota la presenza di
instabilitd cromosomica, squilibrio allelico e atamioni cromosomiche come
amplificazioni, delezioni e traslocazioni che nelieme contribuiscono all’aneuploidia
del tumore™? Nel restante 20-30% dei casi, si ritiene cheRGCpossa insorgere in
pazienti che presentano una predisposizione eridéaquesto tipo di neoplasia. Alla
base di questa maggiore suscettibilita sembranedese genotipi a bassa penetranza
caratterizzati da mutazioni frame-shift, sostitmziali basi, localizzate soprattutto a
livello di brevi sequenze nucleotidiche ripetutgandem (microsatelliti¥.’?® e numerosi
polimorfismi localizzati a livello di geni codificdi prodotti che partecipano a processi
chiave dell'omeostasi cellulafé.

| geni coinvolti nel processo mutazionale sono susidili in 3 principali gruppi:

* proto-oncogeni: geni coinvolti nel processo di ffephzione cellulare in quanto
codificanti per recettori di fattori di crescita-&Y'S, c-ERB-B/neu, c-ERB-A),
fattori di trascrizione nucleare (c-MYC, c-FOS, dN) e proteina traduttrici del

segnale di crescita (c-RAS, c-ABL)

* anti-oncogeni o0 oncosoppressori : geni come p5&,AFCC,MCC che modulano
in senso negativo la proliferazione cellulare, favalone piuttosto la

differenziazione

* geni coinvolti nella riparazione di errori di regzione del DNA (Mismatch
Repair genes, MMR genes), i quali subiscono silnento epigenetiéd*! (vedi
“cancerogenesi multi-step”).

Ulteriori condizioni che possono promuovere loligwo neoplastico risiedono in
alterazioni del metabolismo di sostanze cancerogemecui idrocarburi policiclici
aromatici (ad esempio: glutatione-S-transferasgccomi P450) e amine eterocicliche,
che se non adeguatamente smaltite facilitano $éoim@azione cancerogena.

Due metanalisi di studi osservazionali hanno ieatimostrato un rischio relativo di 2.25
in individui con un solo parente di primo gradoettfd da tumore del colonretto, a fronte
di un rischio relativo di 4-4.25 in coloro con mluun parente di primo grado affetto da
CRC o con un familiare che sviluppa la neoplasimardi 45 annf?>*rispetto alla
popolazione generale.

Riconosciamo 2 principali forme di cancro ereddarcaratterizzate da un rischio

drammaticamente aumentato di sviluppare CRC, aacdumutazioni genetiche ad alta
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penetranzad! Tali sindromi familiari sono ben definite dal pandi vista clinico e

mutazionale e si differenziano per la presenza wonak poliposi intestinale in:

* FAP (poliposi adenomatosa familiare) e le sue wéirguali la Sindrome di
Gardner, la Sindrome di Turcot e la FAP attendata.

* Sindrome di Lynch o HNPCC (carcinoma colon-rettakeditario non

associato a poliposiy.

Gli studi effettuati sulle forme di cancro eredibathanno evidenziato una serie di
alterazioni genetiche sulle cellule germinali che wisto ripresentarsi anche su cellule
somatiche, portando poi allo sviluppo di un canemoradico; da ci0 si intuisce
'importanza che le forme ereditarie hanno avutolpeomprensione della cancerogenesi
anche nel cancro sporadico.

La FAP (poliposi adenomatosa familiated responsabile dell'1% dei tumori del colon;
e caratterizzata da un’ereditarieta di tipo autdsordominante, ad elevata penetranza ed
e dovuta ad una comune alterazione a carico det g&C (Adenomatous Polyposis
Coli), localizzato in 5921, che comporta una ippressione dell’oncogerfe-catenina e
quindi un’induzione indiretta di proliferazione k#ére incontrollatd’ Tale mutazione
genetica determina lo sviluppo in epoca giovanileeahtinaia o addirittura migliaia di
polipi adenomatosi, solitamente tubulari e sedsiigo tutto il colon, ma anche a carico
del tratto gastroenterico superiore, che se norogsnchirurgicamente portano alla
trasformazione neoplastica nella totalita dei dasiFAP si manifesta clinicamente nella
seconda decade di vita per I'incremento numeridoreensionale di adenomi che, se non
adeguatamente trattati, evolvono in carcinomi néfiza e quarta decade di vita.
Pertanto, I'atto di prevenzione secondaria pitcaffe € I'intervento di colectomia totale
con ileo-retto anastomosi, quando vi sia un modesezessamento rettale da parte della
poliposi; qualora, invece, il numero di polipi adllo del retto sia molto elevato, e
preferibile eseguire una proctocolectomia totaluecessiva anastomosi ileo-anale con
confezionamento di reservdit?® Inoltre questi pazienti presentano un aumentathio

di neoplasie rare quali epatoblastomi dell'infanztarcinomi papillari della tiroide e
medulloblastomi; frequente e il riscontro di tumodesmoidi, macchie da
iperpigmentazione retinica, osteomi di mandibola cenio, alterazioni dentarie

eterogenee. Altre anomalie variamente presentaffrencano i polipi multipli del tratto



gastro-enterico, definiscono la Sindrome di Garthn@steomi multipli, tumori desmoidi
e fibromi cutanei) e la Sindrome di Turcot (polpultipli intestinali e tumori cerebrali) .
Da ricordare anche la forma attenuata di FAP (APARpratterizzata da specifiche
mutazioni del gene APY, dallo presenza di un numero inferiore di polipigralmente
non superiore a 50-prevalentemente nel colon pradsie con un esordio piu tardivo

della forma classica (circa a 60 arii).

La Sindrome di Lynctf & una malattia autosomica dominante, ad alta peTE,
presente in 2 varianti; alcuni studi la ritengoesponsabile del 15% dei carcinomi del
colon-retto, altri dati piu recenti ridimensionateosua frequenza al 5%. La malattia
caratterizzata da una maggior frequenza di tumalicicmultipli e dalla comparsa di
neoplasie, prevalentemente nel colon prossimale,iméorgono ad un’eta piu precoce
delle forme di cancro sporadico (50 anni). Nellaiarste 1 della malattia la patologia
interessa prevalentemente il colon destro, mema hynch 2 vi € un aumentato rischio
di sviluppo di neoplasie endometriali, del trattinario e del sistema biliafg.
Per la diagnosi di HNCCP, in base ai criteri diiténi di Amsterdam®, si devono
ritrovare:

* Nella stessa famiglia tre affetti da CRC;

» Un parente di primo grado rispetto agli altri due;

» Cancro diagnosticato prima dei 50 anni;

* Due o piu generazioni affette;

» Esclusione di FAP;
Il difetto genico alla base della Sindrome di Lyrele a carico di geni implicati nella
riparazione del DNA, noti come geni del mismatclpaie (MMR genes), i quali
codificano per enzimi capaci di riparare gli errdriappaiamento di basi che possono
verificarsi nel corso della replicazione del DRAIn particolare, mutazioni dei geni
hMLH-1 (localizzato nella regione cromosomica 3g)MSH-2(localizzato nella regione
cromosomica 2p) comprendono circa il 60% dei casiHWNPCC, mentre meno
frequentemente sono coinvolti i ggrPMS1(localizzato nella regione cromosomica 2q),
hPMS2(localizzato nella regione cromosomica 7p) ed aimi, appartenenti alla stessa
famiglia, non ancora identificati. Conseguentementgeste alterazioni geniche, deriva
una maggiore instabilita genomica che costituisaea ucondizione fortemente
predisponente 'insorgenza di ulteriori mutazioriaecancerogenesi. Una spia di questa
particolare tendenza all'instabilita genomica edide della presenza di mutazione dei
geni MMR é la cosiddetta “instabilita dei microgktie (Micro-Satellite Instability, MSI),
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ovvero la presenza di alterazioni in alcune seqeietizDNA dette “microsatelliti”,
formate dalla ripetizione fino a 50.000-100.000teali mono-,di-, tri- o tetra-nucleotidi,
uniformemente distribuite nel genoma.

Forme ereditarie meno frequenti sono la SindromePeutz-Jeghers e la “poliposi
giovanile”>®*! La prima, a trasmissione autosomica dominantayatterizzata da pochi
e grandi polipi del piccolo intestino associati @lamosi peri-orbitaria, buccale, delle
mani e polipi amartomatosi in vie respiratorieparie e biliari che, sebbene non abbiano
un potenziale maligno, possono evolvere in ader®uindi carcinomi. La seconda si
presenta esclusivamente con amartomi a livellocoolin entrambe le due forme le
alterazioni sono poligeniche e comprendenti geme®TEN, SMAD4 e altri siti ad oggi

non noti.
1.3 SCREENING

Obiettivo della prevenzione secondaria € di ridulae mortalita specifica di una
determinata neoplasia, andandola a diagnosticareuiedi curare- precocemente,
condizione non sempre possibile da realizzare esgp@&on correlata ad un reale
beneficio per il paziente. Il cancro colon-rettsilg@resenta come prototipo di neoplasia in
cui la prevenzione secondaria e efficace; numestsii infatti dimostrano come una
diagnosi precoce possa diminuire la mortalita cacorrelata del 50% ogni anno. Lo
screening nel CRC risulta particolarmente vantagmian termini di rapporto
costo/beneficio, in quanto:

|l CRC e un tumore frequente, ad alta mortalitaoe ana lunga fase pre-
clinica (che ci permette di identificare la neopaguando ancora non e
avanzata)

» la diagnosi precoce e effettivamente nel CRC ldiorigura (non in tutte le
neoplasie esiste questa correlazione)

» sono disponibili test sensibili, specifici (fondamedi per evitare di allarmare
ingiustificatamente il paziente), economici, semiple relativamente non
invasivi

In primis é fondamentale distinguere nella popiolaa 3 diversi gruppi di rischio, al fine
di orientare coerentemente le metodiche di scregeminapplicarle con tempistiche
differite. Riconosciamo nella popolazione da sceeen

e soggetti a rischio generico (70-80%): soggetti tasimatici, di eta superiore a

50 anni, senza storia familiare o personale di st gastro-intestinale,
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ovarica o uterina ,senza altri fattori di rischwtirper CRC; unico elemento di
rischio per la malattia & quindi I'eta.

* soggetti a rischio moderato(15%): asintomatici rma gn’anamnesi patologia
remota positiva per adenomi e CRC, tumori ovariadedla cervice uterina
oppure con un’anamnesi familiare positiva per adear@CRC (soprattutto se
diagnosticati in un parente di primo grado ad unieferiore ai 60 anni)

* soggetti a rischio elevato (5-10%): pazienti aventalattie intestinali
inflammatorie croniche (soprattutto retto-colitearosa) e con FAP o HNPCC.

Le attuali linee guida proposte dall’AlO¥Iriconoscono 2 principali gruppi di test per lo
screening della popolazione:

* test che identificano polipi adenomatosi e cantsigni sia sanguinanti che
non): sigmoidoscopia, colonscopia, clisma doppiatiasto, TC del colon 3D
(ottime immagini ma impossibilita di asportazioneelld formazione
neoplastica e massiccia dose di radiazioni).

» test che identificano esclusivamente il cancradl@ssanguinanti): esame del
sangue occulto tramite GUAIAC test (Hemoccult), FITfecal
immunochemical test), test di dosaggio della podifecale (Hemoquant) e il
pill recente SDNA te¥t

La ricerca del sangue occulto nelle feci (RSO) tranGUAIAC test € una delle
metodiche di screening piu utilizzata per la sueldaesecuzione, alta compliance e
scarso costo; tuttavia I'indagine non é scevraatk positivi (con notevole disagio per il
paziente) e falsi negativi (mancato riconoscimediolesioni neoplastiche o pre-
neoplastiche in quanto non sanguinanti). Inoltra positivita al test deve comunque
essere seguita da una conferma endoscopica, dgpguiblema se sia opportuno eseguire
la colonscopia come screening di primo livello,ipghdentemente dal costo. Nonostante
la scarsa specificita (non tutti i sanguinamertgstinali sono riconducibili a neoplasia) e
sensibilitd (rileva nel 90% di pazienti sanguinatheuperiori a 20 ml/dief* studi
prospettici randomizzati hanno dimostrato la sueafia nel ridurre la mortalita CRC
correlata™’

Attuale alternativa allHemoccult € il FIT test, todica immunologica basata sull’'uso di
anticorpi specifici contro il sangue umano (ma mispecificita per il sanguinamento
gastro-enterico) non influenzata da farmaci e atitip altamente sensibile, necessita di
uno, massimo 2, campioni fecali. Le attuali lineedg raccomandano l'utilizzo di una

metodica in alternativa all’altry: >
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Tecnica piu recente e I' SDNA (stool DNA test) devato costo ma anche notevole
sensibilita, specificita e alto valore predittivjpjesta metodica infatti puo estrarre DNA
da cellule di sfaldamento della mucosa del colmeycandone poi le alterazioni associate
a neoplasia’

La sigmoidoscopia con strumento flessibile (maggiapacita diagnostica e minor
disagio per il paziente rispetto al medesimo esaamglotto con strumento rigido) si &
visto essere una metodica effettivamente corredatauna riduzione di incidenza e
mortalita del CRC, ma é gravata da un limite naileirante; tale procedura infatti,
esplorando solo il colon sinistro, puo rilevareosoh terzo delle formazioni neoplastiche
intestinali. Inoltre reperire un adenoma alla sigtoecopia obbliga ad esaminare la
rimanente parte di colon prossimale con la colopisgadato quindi lo scarso rapporto
costo/beneficio il suo uso si é piuttosto ridottegli ultimi 10 anni.

La colonscopia risulta indubbiamente la miglioreniea diagnostica e terapeutica, con
una buona sensibilita nell'identificazione di poligi dimensioni inferiori a 0,5 cm,
prossima al 100% per l'individuazione di carcinoeu alta specificitd® Tuttavia tale
metodica e di difficile applicazione nella popotam generale, sia per la scarsa
compliance dei pazienti ad un esame di fatto imasia per I'alto costo derivante dalla
diffusione su larga scala. Negli States la receaetesibilizzazione sull'utilita di questa
indagine ha condotto ad una maggior adesione, timdo il test di screening piu
utilizzato, mentre in Europa, ad oggi, la colonsaop utilizzata come metodica di
secondo livello dopo positivita alla RSO, necessadmpromesso tra attuabilita ed

efficacia dei programmi di screenifiy.

Nella popolazione a rischio generico e moderatoinigicazioni sulle modalita di
screening non sono univoche; la colonscopia ogniah@i a partire da 50 anni
rappresenta il “golden standard”, a danno pero rh scarsa accettazione del test.
Alternative plausibili possono essere la sigmoidpsx ogni 5 anni (con i limiti sopra
elencati), il clisma doppio contrasto o la TC delonn sempre ogni 5anni; la ricerca del
sangue occulto delle feci, avendo bassa sensjhilége essere ripetuto almeno ogni 2

anni affinché lo screening risulti efficace.

Nei soggetti ad alto rischio € inevitabilmente resegio agire con maggiore aggressivita,
nei pazienti con familiarita semplice (un solo faane affetto, con tumore diagnosticato
dopo i 60 anni) € opportuno iniziare una RSO 1@/ prima dell’eta di comparsa della

neoplasia nel familiare e poi procedere con lo seheli screening della popolazione
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generale. Nei casi di familiarita complessa (pitudifamiliare affetto e con neoplasia
diagnosticata ad un’ eta inferiore a 50 anni) éessario non solo essere precoci nello
screening —generalmente iniziato a 40 anni- maeadgressivi, partendo subito con la
colonscopia, la quale verra ripetuta ogni 5 anagdetti con un solo parente di secondo o
terzo grado affetto da CRC hanno un rischio egeital a quello della popolazione
generale.

Nelle malattie infiammatorie croniche intestinadesbrveglianza parte dopo circa 10 anni
di colite e viene ripetuta ogni 2-3 anni.

Infine, in pazienti con familiarita per HNPCC largeglianza deve essere effettuata con
colonscopia, deve iniziare all’'eta di 25 anni ealegsere ripetuta ogni 5 anni fino all’'eta
di 75 anni. In soggetti con FAP la sigmoidoscop@ncpor meglio la colonscopia)
dovrebbe essere offerta ai soggetti che non hnnwtazione a partire da 13 anni fino

all’eta di 30 e poi ogni 5 anni.

1.4 CENNI DI ANATOMIA PATOLOGICA

L' importanza nel carcinoma colorettale di scregni@ diagnosi precoce, trovano
giustificazione proprio nell’iter anatomo-patologidi questa neoplasia, che parte come
lesione in situ, quindi limitata a mucosa e nonltirginte, accrescendosi poi con diverse
modalitd a seconda della s€te diventando infine invasiva. La maggior part€&cC si
sviluppa infatti da lesioni benigne, quindi immedi& il collegamento con la possibilita
di interrompere la successione di eventi carcinmgersottoponendo a screening
periodico pazienti a rischio. Esiste infatti un pago sequenziale tra adenoma e
carcinoma colon rettlé e tale correlazione & accertata da una seriesgireazioni tra
Ccui:
* nelle popolazioni ad alto numero di adenomi c’eé ameggior frequenza di
carcinomi
» lalocalizzazione di adenomi e sovrapponibile dlgudei carcinomi
» il picco di frequenza di adenomi & leggermentecgrdio (5-8 anni) rispetto al
picco di frequenza dei carcinomi
* un carcinoma diagnosticato precocemente e solitemeincoscritto da un
adenoma
* il rischio di sviluppare un carcinoma é statistieste correlato al numero di
adenomi che il paziente ha (rapporto di direttgopreionalita tra numero di

adenomi e rischio di carcinoma)
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* i programmi di identificazione precoce degli adenomiducono
significativamente l'incidenza di carcinomi.

Sebbene sia ormai dimostrato il ruolo di precwsdegli adenomi nei confronti dei
carcinomi colorettali invasivi, solo il 10% degldenomi ha evoluzione carcinomatosa,
con un rischio aumentato per le lesioni multipledidnensioni maggiori, con istologia
villosa e contenenti foci displastici.
Esistono 4 principali quadri di aspetto macroscopit cui si pud presentare la lesione
tumorale:

e carcinoma polipoide ben circoscritto — forma vegtda

» carcinoma ulcerato a margini rilevati — forma uétar

e carcinoma ulcerato a margini rilevati ed estesirmfa ulcero-infiltrante;

« carcinoma diffuso, infiltrante e stenosante — foanalare-stenosante.

Macroscopicamente, i tumori del colon prossimatelteio ad accrescersi lungo la parete
colica in senso longitudinale, realizzando dellesseavegetanti (esofitiche), che, dato
'ampio lume intestinale, solo tardivamente danmbosni occlusivi; neoplasia situate in
sede prossimale sono generalmente piu insidiosdaoke delle distali in quanto hanno
un lasso esteso di tempo in cui rimangono silemi@, capaci di infiltrare la parete
intestinale, diffondendosi progressivamente. Diasrente, le neoplasie del colon distale
tendono a nascere nel contesto di un polipo, raggoo la parete intestinale, la
infiltrano e si accrescono circolarmente, formanaizialmente una “mezzaluna’ che
successivamente assumera una forma ad anello. flissioine circonferenziale e I’
intensa reazione desmoplastica tumorale(proliferezidi fibroblasti e produzione di
collagene) portano ad una retrazione cicatriziglelume intestinale e sono tipicamente
responsabili della stenosi di esso e delle consgpgadterazioni dell’alvo; inoltre le
lesioni tumorali del colon distale vanno precocet@encontro ad erosione superficiale e
quindi ulcerazione.

In entrambi i tipi di lesione sono quindi presanargini rilevati, segno della tendenza del
tumore a vegetare, infiltrazione della parete imefe e possibile interessamento della
superficie della sierosa sotto forma di placchedaatre.

Malgrado queste differenze macroscopiche, le @rstithe microscopiche dei tumori
del colon prossimale e distale sono pressoché gperabili.

Secondo la classificazione istologica elaboratdad#orld Health OrganizatiGh si

riconoscono:
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» adenocarcinoma, costituito dalla proliferazioneeliule neoplastiche cilindriche
che compongono lumi ghiandolari (85% dei casi);

» adenocarcinoma mucinoso (10%) caratterizzato dalésenza di abbondante
muco extracellulare, che costituisce oltre il 508bvblume tumorale;

» carcinoma a cellule ad anello con castone, cotifper piu del 50% da cellule
con un vacuolo intracitoplasmatico contenente majcghe disloca il nucleo in
periferia;

e carcinoma midollare, prevalentemente costituitolataine e trabecole solide di
cellule, in genere regolari e con modeste atipielaaui, e caratterizzato dalla
presenza di numerosi linfociti intraepiteliali;

e carcinoma indifferenziato, privo di aspetti morfgia di differenziazione
epiteliale;

e carcinoma a piccole cellule, con caratteristichefatogiche e biologiche simili a
guelle del carcinoma a piccole cellule polmonare;

e carcinoma adenosquamoso, con aree di tipo ghiamdoleste ad aspetti squamosi;

e carcinoma squamoso, con aspetti morfologici di §goamoso.

Escludendo gli adenocarcinomi, gli altri istoti@lrtomplesso coprono meno del 5% dei

CRC, mentre i carcinomi squamosi ed adenosquaraosi®olto rari.

La differenziazione cellulare pud essere definitabase alla presenza o assenza di
determinati parametri, quali la conservazione deldarita del nucleo, la presenza e
configurazione delle strutture ghiandolari, il patt di crescita, [linfiltrazione
inflammatoria e la reazione desmoplastica. Si ifleaho 4 gradi di differenziazione
cellulare (grading):
 grado 1 (G1): neoplasie ben differenziate, canattate da cellule cilindriche
simili alla loro controparte adenomatosa, che ilvedla sottomucosa e la tonaca
muscolare propria;
» grado 2 (G2): neoplasie moderatamente differenziate
» grado 3 (G3): neoplasie scarsamente differenziate;

« grado 4 (G4): neoplasie anaplastiche del tuttospdivstrutture ghiandolafi

Altri parametri istologici che sono presi in coreiazione nella caratterizzazione dei

CRC, soprattutto in funzione di una correlazionen de scelte terapeutiche, sono

l'invasione linfovascolare e perineurale, il tipo aescita (espansiva o infiltrativa), il
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grado di infiltrazione linfocitaria al margine dnvasione, la presenza di aggregati
nodulari linfocitari peritumorali (reazione linfdaria “tipo Crohn”), il numero di linfociti

compenetranti le cellule neoplastiche (tumor irdgting lymphocytes, TILJ?

Lo studio della biologia molecolare del processaaticerogenesi tumorale & diventato
parte integrante della valutazione istopatologiea mhzienti affetti da CRC. Da molti
anni e nota la successione di alterazioni genetmimaulative che portano ad una
progressiva disregolazione dei processi di praié@me cellulare e si presentano
parallelamente a modificazioni morfologiche del&lda epiteliale che sono, in ultima
analisi, responsabili del processo di cancerogéfi@eneralmente il primo evento, che
apre la “cancerogenesi multi-step” del CRC e laamnione sul gene APC -alterato
nell’80% di adenomi e carcinomi- generalmente esgwanella sintesi della proteina APC
in forma tronca. La proteina APC, in condizioniidisgiche, lega fasci di microtubuli,
favorisce la migrazione e l'adesione cellulare gota i livelli di 3 -catenina.
Quest'ultima svolge un ruolo importante nelladesaellula-cellula, legando i recettori
della caderina ai filamenti di actina del citoselel ed €& coinvolta nella via di
segnalazione Wit responsabile del destino cellulare, sopratutto riterée fasi dello
sviluppo. La diretta conseguenza di tale alterazi®@mun accumulo di beta catenina —i cui
livelli sono regolati proprio dal gene APC- migraze nel nucleo di essa, dove lega una
serie di fattori di trascrizione, che inducono peventi a cascati stimolanti la
proliferazione cellulare e inibenti la morte ceditd programmat¥. La mutazione di un
unico allele del gene APC rende la cellula maggenta incline a sviluppare successive
alterazioni, mentre linteressamento di entrambi vigrianti alleliche conduce alla
proliferazione cellulare incontrollata e quindieafbormazione di un polipo adenomatoso.
Altre mutazioni implicate nel processo di cancersgg interessano il gene p53 (mutato o
perso nell’'80% dei CRC), portando ad una attivazidelle telomerasi, implicate nel
mantenimento della stabilita del telomero e capacendere la cellula immortdlee la
perdita delle SMAD. Quest’ ultime sono coinvoltdlaeia di segnalazione del TGB-,

e se alterate appaiono correlate nel promuovepedgressione verso forme invasive di
CRC.

Mutazioni del gen&RAS proto-oncogene che codifica per una proteinagime posta
a valle dell" Epidermal growth factor receptor (BQF determinano una attivazione
costitutiva di questa cascata del segnale; taledizmme rende quindi inefficace
I'inibizione dell EGFR perseguita dalla terapiaolugica. Ulteriori dettagli saranno piu

specificatamente trattati nel paragrafo dedicato.
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1.5QUADRO CLINICO MODALITA’ DI DIFFUSIONE ED ESAMI BGNOSTICI

La maggior parte dei carcinomi colo-rettali inizi@ asintomatico o i sintomi —se
presenti- sono aspecifici; tuttavia i diversi quadinici possono spesso essere giustificati
dalla sede, dall’estensione locale e a distanda dellattia e da eventuali complicariZe.

| sintomi principali variano a seconda che il tumaonteressi il colon prossimale o distale;
se la neoplasia riguarda il colon destro prevaleuadro clinico pitu vago e aspecifico,
con dolore addominale tendenzialmente gravativo ubcantinuo nei quadranti
addominali destri, astenia, anoressia, dispepsianal protarsi nel tempo della malattia,
pudo comparire melena e massa palpabile in fosszaildestra; non infrequente & una
anemizzazione da sanguinamento occulto, direttaegarenza di lesioni ulcerate di lunga
durata.

Se ad essere interessato e invece il colon sinidominano sintomi legati all' alvo
ovvero stipsi, stipsi alternata a diarrea, tenestiodpre crampiforme, sangue nelle feci
(talora anche molto abbondante) e melena. Quest# diversi quadri trovano
giustificazione nella struttura anatomica del coldame ampio nel colon ascendente, in
cui raramente una lesione puo accrescersi finosaice il transito intestinale, calibro
ristretto nel colon discendente) e nella diversafohagia della lesione neoplastica; infatti
mentre nel segmento colico destro si sviluppanovgieatemente masse polipoidi
esofitiche, nel colon sinistro piu frequenti soesibni ad accrescimento infiltrante e
stenosante.

Tenesmo, rettorragia, mucorrea, feci nastrifornigao gravativo, perianale e perineale
sono generalmente suggestivi di neoplasie del.retto

Importante precisare come i sintomi tipici del CR@&npaiano solo nel 40% dei casi e
come spesso i pazienti tendano a sottovalutaretdrao, arrivando cosi ad una diagnosi
spesso tardiva, dove le opzione terapeutiche-aselpeesenti- non possono ambire ad un
intento radicale. Nel 25% dei casi la diagnosi emei in fase metastatica di malattia, in
cui la sintomatologia si riduce ad una sensaziorsvagiva in ipocondrio destro,
generalmente indice di una epatomegalia; ulterampetti sulla malattia metastatica
saranno trattati nel capitolo dedicato.

| carcinomi intestinali possono diffondere per couita (infiltrazione neoplastica nella
parete intestinale con estensione lungo la pardteodyano) ,per contiguita (infiltrazione
di organi circostanti, con possibili fistole in sBtaco, vagina e vescica), per via
endocavitaria (con possibile carcinosi peritonediefatica ed ematic’
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La diffusione ematica avviene soprattutto tramitsaingue portale poiché colon e retto
sono in massima parte tributari delle vene mesehtr 'organo maggiormente
interessato e pertanto il fegato. Il retto infegi@r tributario della circolazione sistemica
attraverso le vene emorroidarie inferiori e medpmssibili possono essere anche
metastasi vertebrali per anastomosi con il plessmso vertebrale.

La diffusione linfatica varia a seconda della sddansorgenza del tumore ed interessa i
linfonodi epicolici addossati alla parete intesliaparacolici situati sul margine
mesenterico, intermedi lungo il decorso delle @&tepliche e principali siti all’origine
dell'arteria colica di riferimento e delle arteneesenteriche. Nel retto superiore ed in una
parte del retto inferiore sono coinvolti i linforicemorroidari superiori che afferiscono al
meso-sigma. La via media drena parte del rettaior e del canale anale e raggiunge i
linfonodi ipogastrici. La via inferiore giunge anfonodi inguino-crurali. La principale
via di diffusione e la superiore; la media e leemdre divengono importanti in caso di
inversione del flusso per blocco linfatico.

L'exitus nei pazienti con CRC avviene spesso insegnenza della compromissione
massiva di fegato, polmone o encefalo, o per caapiie ostruttive intestinali, ureterali,
perforazioni, emorragie.

Le sedi di diffusione sono i linfonodi soprattutome diffusione loco-regionale, mentre
il fegato e la sede a distanza piu frequentemenéeassata; un'eccezione € costituita dai
tumori del retto basso che diffondono nei polmas. dei pazienti metastatici muore con
sole metastasi epatiche, quindi bisogna trattaherquesta sede di diffusione. Poi
prestare attenzione al polmone, all'addome coartisoma peritoneale, e raramente lo
scheletro e l'encefalo che non costituiscono leé sediali di diffusione bensi sono

importanti sedi nella fase avanzata.

In caso di sospetto diagnostico di CRC primo imgretibile step € I'anamnesi, la quale
sara volta a valutare I'esordio della sintomata@ogila sua durata ,I'eventuale fascia di
eta di rischio (dai 35-40 anni in poi), la familtar Immediatamente successivo all’
anamnesi € I'esame obiettivo con esplorazioneleett@aanovra che, con una accuratezza
operatore-dipendente, variabile dal 44 all'83%, pansentire la palpazione della lesione
(non differenziando tra patologia infiammatoriaeoplastica) e la diagnosi nel 10% dei
casi dei tumori rettaf®

L'esame cardine per la conferma diagnostica eolanscopia, che con sensibilita e
specificita che sfiorano il 100%, ci permette dblesare l'intero colon, sino alla valvola
ileo-cecale. Questo esame endoscopico ha una dwygalienza:
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» diagnostica, per la possibilita di visualizzareettamente la lesione ed
effettuare su di essa prelievi bioptici, dirimgpdr la conferma istologica
» terapeutica, per la capacita di asportare neofdomapolipoidi di accertata
benignita

La tecnica comunque non e scevra da rischi, seppumi, quali perforazioni nello 0,1%
dei casi, emorragia maggiore nello 0,3%, mortaléfo 0,01-0,03%°
Esami alternativi, effettuabili laddove la colong@onon sia dirimente o praticabile, sono
I'RX con clisma opaco, utile in presenza di lesistgnosanti che impediscano il transito
dellendoscopio o nelle sindromi aderenziali e @ooscopia virtuale. Quest’ultimo
recente esame, non ancora routinario per i costiiedti operativi,abbina la tecnica del
clisma con doppio contrasto alla TC tridimensionalenodo da creare una ricostruzione
del colon, con una sensibilita vicina a quellaaelblonscopia. Tuttavia tale metodica e
gravata dall'impossibilita di effettuare prelievibptici o asportazione di lesioni benigne,
dal “disconfort” della preparazione pre-indaginegllal necessita di un personale
altamente addestrato e non ultimo, dalla nocivétiledradiazioni. Attualmente quindi, la
colonscopia virtuale e utilizzata come alternatalaclisma opaco in centri altamente
preparati o come metodica di studio del colon iniguati per cui gli studi endoscopici non
siano stati conclusivi, data la presenza di lesmstruttive. Infine la TC-colonscopia
consente di identificare polipi non rilevati allel@nscopia®™
Per la diagnosi di neoplasia del retto, metoditanante sensibile, specifica e pressoché
priva di complicanze é la rettosigmoidoscopia, gide in grado di studiare circa 60 cm
di colon a partire dall’ano; la conoscenza delktes distanza della lesione dalla rima
anale, € infatti parte integrante e necessariaodstudio del carcinoma rettale.
Informazioni sul grado di infiltrazione della pagee sull'interessamento linfonodale

possono essere fornite dall'impiego di sonde edmip@ o eco endoscopi.

1.6 STADIAZIONE

La diagnosi di CRC precede un secondo momento ateugier la scelta dell’iter
terapeutico: la stadiazione. Per essa si partendacaurato esame obiettivo, che puo
evidenziare una epatomegalia sospetta di localazezsecondaria di malattia e da una
pancolonscopia se non gia effettuata in precedddtiia —anche se aspecifici- possono
risultare emocromo, esami di funzionalita epatichilancio idro-elettrolitico; il CEA
(antigene carcio-embrionario) viene comunementeutad nella stadiazione pre-

operatoria- alti livelli di questo marker alla draggi rivestono un ruolo prognosticamente
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negativo- ma risulta di ben superiore importanzh fobow up post-resezione e nel
monitoraggio della risposta terapeutica, insien@Adl9.9.

Realmente illustrativa della malattia € la TC a@mltiome, che trova viva indicazione per
la ricerca di metastasi epatiche e linfonodali GBIC; la valutazione polmonare essere
eseguita con RX o TC del torace. Una TC pelvica ceicinoma del retto €& di
fondamentale importanza per valutare I’ estensionale di malattia, con una massima
accuratezza negli stadi piu avanzati di malatti48n stadi C e D versus un 17% degli
stadi B).

L'ecografia addomino-pelvica puo consentire la alsazazione della lesione primitiva,
ma non ha un ruolo nella valutazione di T ed N, gmmento che non modifica
'approccio terapeutico; € indicata prevalentemargia ricerca di metastasi epatiche,
dove in mano ad operatori esperti ha una sensilpfibssima alla TC.

Nel tumore del retto,per valutare l'estensione l&odd), fondamentale risulta essere
I'ecografia trans-rettale e la RMN della pelvi dosentono cosi di valutare il grado di
infiltrazione della neoplasia nella parete intesn nel mesoretto, nel plesso venoso, nel
grasso peri-rettal&

Ulteriori metodiche in grado di caratterizzare ésibni secondarie a livello del fegato
sono l'ecografia e la RM potenzidte’® Questi esami infatti ci forniscono dati
indispensabili nel pianificare correttamente iltteenento in quanto, se €& presente
un'infiltrazione del mesoretto € necessario prognane una chemioterapia neo-adiuvante.
Purtroppo tutt'oggi molti pazienti con tumore delto extra-peritoneale non ricevono una
stadiazione corretta; la TC della pelvi non consetit valutare al meglio I'estensione
loco-regionale e quindi pazienti con tumore localteeavanzato vengono portati a
chirurgia, senza che questo sia l'approccio tetagmewttimale in questi casi. Inoltre
rimane ancora una sfida valutare attraverso l'imggda carcinomatosi peritoneale, in
quanto le metodiche attualmente disponibili riqutinadeguat&

Infine la PET (Positron Emission Tomography) corilu@o-2-desossi-D-glucosio puo
essere utile per identificare eventuali sedi exa#iehe secondarie di malattia.

La stadiazione attualmente presente negli Statii &diin Europa corrisponde a quella di
Dukes modificata da Astler-Coller nel 1954 e, sssosamente, da Turnball nel 1967. La
revisione di Astler-Coller ha suddiviso la categor€ (linfonodi positivi) in C1
(coinvolgimento dei linfonodi regionali) e C2 (ceoigimento dei linfonodi apicali, cioe
posti sul punto di legatura dei vasi sanguigni)ntree quella di Turnball ha inserito la

categoria D, per indicare la presenza o assenzedistasi.
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Stadiazione di Dukes modificata

Stadio A Tumore limitato alla mucosa

Stadio B1 Tumore non esteso oltre la muscolare paopri

Stadio B2 Tumore esteso oltre la muscolare propeaza coinvolgimento linfonodale
Stadio C1 Presenza di metastasi ai linfonodi apicali

Stadio D Presenza di metastasi a distanza

Il sistema TNM’® raccomandato dal’AJCC (American Joint Committee @ancer) a
partire dal 1950, pone maggiore chiarezza rispalin stadiazione di Dukes. Questo
sistema stadiativo include una classificazionei@dir{indicata con il prefisso “c”), per la
scelta terapeutica ed una patologica post-chirar@rdicata con il prefisso “p”); la quale
ha valore prognostico; inoltre in seguito alla aiiibne delle terapie neoadiuvanti, € stato

introdotto il prefisso “y” che indica la stadiaz®patologica dopo terapia neo-adiuvante.

La classificazione TNM valuta la malattia neoplastattraverso lo studio di tre
parametri: T (Tumor) indica I'estensione localela@ehalattia; N (Nodes) il numero dei
linfonodi coinvolti e M (Metastasis) la presenzalaitalizzazioni a distanza. | tumori
resecati in modo radicale sono classificati ROezegi tumorali con margini positivi
sono definite R1, mentre la persistenza di tumaseroscopico per incompleta resezione
e indicata come R2.
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Stadiazione TNM.

T Tumore primitivo

TX Tumore primitivo non definibile

TO Nessuna evidenza di tumore primitivo

Tis Carcinoma in situ: intraepiteliale o invasione détinaca propria della mucosa

T1 Tumore che infiltra la sottomucosa

T2 Tumore che infiltra la tonaca muscolare

T3 Tu.more che in_filtrg a tutto spessore Ia} tonag:a.nﬂase con invasione della sottosierosa
dei tessuti pericolici o perirettali non rivestia sierosa

pT3a | minima invasione (<1mm oltre la muscolare propria)

pT3b | invasione >5mm oltre la muscolare propria

pT3c | invasione moderata (da 5 a 15mm oltre la muscqlaeria)

pT3d | invasione estesa (>15mm oltre la muscolare propria)

T4 Tumore che infiltra direttamente altri organi custure e/o il peritoneo viscerale

N Linfonodi regionali

NX Linfonodi regionali non possono essere accertati

NO Linfonodi regionali liberi da metastasi

N1 Metastasi in 1-3 linfonodi regionali

Nla metastasi in un linfonodo regionale

N1b metastasi in 2-3 linfonodi regionali

N1c d_epositi_ tumora_li nella _sottosierosa,_nel meser_ﬂen_ai te_ssut! peri_colici 0 perirettali non
ricoperti da peritoneo, in assenza di metastadinfenodi regionali.

N2 Metastasi in 4 o piu linfonodi regionali

N2a metastasi in 4-6 linfonodi regionali

N2b metastasi in >7 linfonodi regionali

M Metastasi a distanza

Mx Presenza di metastasi non accertabile

MO Assenza di metastasi a distanza

M1 Presenza di metastasi a distanza

Mla | metastasi confinate a un solo organo o sito (achgiee fegato, polmone, ovaio, linfonodi
non regionali)

M1b | metastasi in piu di un organo o sito o a livellbpiritoneo.
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Esiste poi una distinzione della malattia in balée stadio, nella quale possono essere

unificate le altre due classificazioni, che tieoato della prognosi.

Confronto tra classificazione di Dukes modificatastlar-Coller, TNM, stadiazione

chirurgica e tassi di sopravvivenza:

Dukes T N M Stadio OS a5 anni
A Tis NO MO 0 100%
T1 NO MO | 90-100%
Bl T2 NO MO 93,2%
B2 T3 NO MO A 84,7%
B2 T4 NO MO 1B 72,2%
T1-T2 N1 MO A 83,4%

“ T3-T4 N1 MO B 64,1%
C2 Ogni T N2-N3 MO ][e 44,3%
D Ogni T Ogni N M1 v 8,1%
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1.7 IL TRATTAMENTO DELLA MALATTIA LOCALIZZATA

1.7a Cenni di terapia chirurgica

Esiste pieno accordo nel riconoscere il ruolo egaéndella chirurgia nell’ ottenimento
della guarigione; tuttavia € sempre piu viva lasapevolezza che i migliori risultati Si
ottengono attraverso la programmazione di unaegfi@tmulti-disciplinare impostata
prima di ogni atto terapeutico e considerando tuttospettro di opzioni curative
disponibili.

Gli elementi essenziali di una chirurgia curativex p CRC includono la rimozione del
tumore primario con adeguati margini di resezidaelinfoadenectomia regionale e il
ripristino della continuita del tratto gastroiniaste.”

L’estensione della resezione e strettamente dipgadda sede, vascolarizzazione e
drenaggio linfatico della neoplasia, oltre che agliresenza o meno di una diretta
invasione della neoplasia negli organi adiacenforilamentale, inoltre, che le estremita
dell'intestino si raggiungano senza tensione edaaiobun’adeguata vascolarizzazione.
Per le lesioni localizzate nel cieco, colon ascetele flessura epatica, I'emicolectomia
destra rappresenta la procedura chirurgica di sscejtesta prevede la rimozione
dell'intestino a partire da 4-6 centimetri prossimente alla valvola ileo-ciecale, sino
alla porzione di colon trasverso vascolarizzata

dalla branca destra dell’arteria medio-colica ed anastomosi tra ileo terminale ed il
colon trasverso.

Per i CRC del colon trasverso il golden standdriducgico € I' emicolectomia destra
estesa, con rimozione di tutto il colon trasversbamastomosi confezionata fra ileo
terminale e colon sinistro prossimale.

Un’emicolectomia sinistra (resezione del colon dladdlessura splenica fino alla
giunzione retto-sigma) rappresenta linterventorwigico di scelta per i tumori
localizzati a livello del colon discendente, mentoma resezione del sigma e
oncologicamente adeguata per i tumori localizzétiedlo del colon

sigmoideo’®

La colectomia subtotale € indicata in caso di pregali multipli tumori primari e negli
individui affetti da cancro colo-rettale ereditarion polipoidé®, implica la rimozione del
colon, dal cieco sino alla riflessione peritoneade il confezionamento di un’anastomosi

ileo-rettale.
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Sotto il profilo tecnico il trattamento chirurgic®ve comprendere il segmento intestinale
sede della neoplasia con margini di sicurezza anmponte e a valle (almeno 10 cm) ed il
relativo mesentere con le stazioni di drenaggidatico distrettuale ( 12 & il numero
ottimale di linfonodi da reperire nel pezzo operiatp

Negli anni ‘60 fu messa a punto da R.B. Turnbul,cbsiddetta “no-touch isolation
technique” che consiste nella legatura precocg@e@iuncoli vascolari principali prima di
gualsiasi manovra sul colon; tale tecnica nacqueawasa della preoccupazione che
durante la mobilizzazione del tratto colico sedd tlenore, potessero staccarsi
microemboli neoplastici, origine di future metastasittavia I'unico studio randomizzato
su 236 pazienti non ha dimostrato alcuna signifieatlifferenza nella sopravvivenza a 5
anni tra braccio trattato con “no-touch isolaticechinique” e braccio trattato con
chirurgia convenzionale.

Di maggior complessita e il trattamento del carpiaorettale per il quale si deve tener
conto, non solo del risultato oncologico ma anchbadqualita della vita strettamente
associata alla conservazione sfinteriale. Questihlgmmatica si pone prevalentemente per
i tumori del Il distale del retto e che si trovasabito al di sopra della giunzione
anorettale. La resezione anteriore del retto vigfifiettuata per cancri localizzati nel 11l
medio e prossimale del retto (lesioni localizza#® &ntimetri sopra la linea dentata) e
consiste nella rimozione del colon sigmoideo erdéb prossimale con un’anastomosi
nella pelvi al di sotto della riflessione peritoleeall margine di resezione prossimale
deve essere di almeno 5 cm, mentre 1-2 cm sonigisuff a livello distale.

Fondamentale per la radicalita chirurgica e I'asgoone del mesoretto (total mesorectal
excision TME), tessuto cellulo-adiposo a conterlutfovascolare, grasso e nervoso che
circonda il retto; infatti la diffusione neoplastimel mesoretto (pT3) rappresenta un
importante indicatore di gravita della malattia.infiltrazione radiale marginale
costituisce un fattore prognostico negativo indgemte di sopravvivenza (piu che di
recidiva) e un interessamento del margine circemzale dopo TME € indicativo di
malattia avanzata.

La resezione addomino-perineale (procedura di Mdessiste nella completa escissione
del retto e dell'ano con una concomitante disseziaddominale e perineale, chiusura
permanente del rafe perineale e creazione di uhastomia terminale. La parte
addominale di questo intervento raggiunge il livalkei muscoli elevatori dell’'ano con la
rimozione dell'intero mesoretto e la dissezione daita lungo la fascia parietale
endopelvicd’ mentre la parte perineale della procedura prevaedémozione della
giunzione ano-rettale e del retto distale unitamehimeccanismo sfinteriale dell’ano.
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Questa tecnica € indicata qualora il tumore coiga@li sfinteri anali e penetri all'interno
del setto retto vaginale o nei pazienti in cui ghaurgia con preservazione degli sfinteri
anali non sia possibile a causa di una corporatizneorevole o in presenza di un cattivo
stato del meccanismo sfinteriale.

L’asportazione locale di cancro rettale compreradrhozione del tumore primario con
una escissione a tutto spessore, seguita da wiciigamento della parete rettale; tale
procedura perod non permette la completa rimoziaidinfonodi del mesoretto e quindi
limita la stadiazione operatoria. Affinché sia lms$ rischio di recidive locali,
comunemente non curabili, i pazienti che decidsatioporre a tale intervento devono
essere attentamente selezionati. L'escissionedaxal intento curativo € quindi indicata
in caso di tumori mobili con dimensioni inferiori & centimetf{’; alla biopsia, questi
tumori dovrebbero essere compresi in uno stadiqlifitati alla sottomucosa) o T2
(limitati alla muscolare propria), bene o moderatate differenziati, senza invasione
vascolare o linfaticd Inoltre non dovrebbe esserci alcuna evidenza diatiia
linfonodale all’ecografia o alla risonanza magreeticicleare preoperatoria. Le escissioni
locali vengono inoltre utilizzate in caso di patiiene per cancri avanzati in pazienti con
severe patologie concomitanti in cui una chirurgetesa comporta rischi di elevata

morbilita e mortalita.

1.7 b Cenni di chemioterapia adiuvante

La terapia adiuvante del carcinoma del colon-retimpostata come segue:

* Nel primo stadio: T1/T2-NO sono inclusi pazienti@tma prognosi, per cui hon

vi € indicazione a trattamenti aggiuntivi a qualtarurgico.

* Nel secondo stadio: il rischio di ripresa di magatende ad aumentare intorno al
15-30% quindi, nei pazienti T3-NO dopo una attextasiderazione dei fattori di
rischio (tra cui I'estensione del tumore, il numdrdinfonodi asportati, il grading,
eventuali quadri di ostruzione/perforazione, ingitéb dei microsatelliti) é
possibile optare o meno per un trattamento adievaciie & invece sempre
indicato nei pazienti T4-NO. Nel tumore del rettd Vi &, in linea di massima,
sempre indicazione ad un trattamento adiuvante gliondi chemioradioterapia
pre-operatoria seguite eventualmente da un tratteamehiemioterapico post-

operatorio.
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- Nel terzo stadio in cui c'é una positivita dei dinbdi (N+), data la dimostrata
efficacia, vi € un'indicazione di massima nell’'uatie un trattamento adiuvante;
tuttavia € sempre necessario valutare il singolaiepdée con le proprie
comorbidita e fattori di rischio e quindi orientaxs meno verso una terapia

medica. Nel tumore del retto si associa sempreaitaimento radioterapico

Le fluoro pirimidine

La storia della chemioterapia del carcinoma debmraktto € sicuramente legata al
fluorouracile, che per oltre 40 anni ha rappregentaunica arma disponibile e che
tutt’'oggi, in combinazione con nuovi farmaci re@pbnibili negli ultimi decenni, rimane
il fulcro del trattamento per CRC.

| primi dati che hanno dimostrato I'efficacia detlhemioterapia adiuvante arrivano da 2
studi effettuati dal National Surgical Adjuvant Bs¢ and Bowel Project (NSABBg dal
North Central Cancer Treatment Group (NCCT®)

Il trial del National Surgical Adjuvant Breast aBdwel Project (NSABP) protocollo C-
01 ha randomizzato 401 pazienti a ricevere: nedsaftamento dopo la chirurgia;
chemioterapia con semustina, vincristina 5FU; BQIiesto studio ha mostrato un
vantaggio in disease-free survival (DFS) (p=0.2neverall survivor (OS) a 5 anni
(p=0.05) nei pazienti trattati con chemioterapgpeitto a quelli trattati con sola chirurgia
in stadio B o C secondo Dukes.

Il trial del NCCTG ha randomizzato 1296 pazienth d@RC in stadio Il e Ill a ricevere
trattamento con la sola chirurgia, chirurgia segui una anno di terapia adiuvante a
base di solo Levamisolo (LEV, farmaco antielminfioppure chirurgia seguita da LEV e
5FU per un anno. Nei pazienti con carcinoma inistéit trattati con la combinazione
dei due farmaci e seguiti per un follow up mediatio6,5 anni, € emerso che un
trattamento con il fluorouracile nei CRC in sta8ioiduce il rischio di recidiva del 41%
(p<0.0001) ed il rischio di morte del 33% (p=0.0p@%petto ai pazienti non trattati con
tale farmaco. Lo stesso studio ha inoltre messevidenza come la riduzione del rischio
di recidiva e di morte sia significativo solo nezenti al Il stadio, ma non dia alcun
vantaggio nel Il stadi®> Grazie ai risultati di questi trial nel 1990 la Naal Cancer
Institute consensus conference ha raccomandatmiregichemioterapia contenenti 5FU
nel trattamento standard dei pazienti con CRC iadist Ill. Varie strategie
farmacologiche sono state impiegate al fine di mmtge lattivita di FU, come la
modulazione biochimica e I' infusione continua, Iinaso dell’ acido folinico (AF), quale
agente biomodulatore, ha ottenuto i miglior risilta
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Lo studio IMPACT® ha indagato [Iutilitd dell’associazione terapeaticSFU/AF,
somministrati secondo lo schema Mayo Cli(b&U 425 mg/m2 + AF 20 mg/m2 x 5 giorni
consecutivi,ripetuto ogni 28 giorni per 6 ciclgpncludendo che tale trattamento adiuvante
determina una riduzione delle recidive del 35% (p601) e della mortalita del 22%
(p=0.0029); anche in questo studio non e stato slimtw un chiaro beneficio derivante dal
trattamento per i pazienti in stadio Il, sia imtéri di OS che di DFE.

Inoltre una metanalisi di 3300 pazienti ottenuthadafronto di 19 trials randomizzati ha
mostrato che l'aggiunta di AF al 5FU raddoppiaasdo di risposte nei pazienti con
MCRC e aumenta lievemente I'OS rispetto al tratttmeon solo 5F3® Questi dati
sono stati confermati anche per la terapia adi@vanb'analisi combinata di 7 studi
randomizzati ha dimostrato un aumento della DFSaarb dal 42% al 58% e dell’OS dal
51% al 61% in pazienti con CRC stadio®fll.

Il confronto fra diversi schemi di somministraziome particolare il Mayo Clinic \edi
precedentemenye il Roswell Park regimen che prevede la somrnreisone di 5FU 500
mg/m2 e AF 500 mg/m2 settimanale x 6 settimanetuip ogni 8 settimane per 4 cicli
non ha dimostrato particolari differenze in termhiefficacia, mentre ha evidenziato
linsorgenza di effetti avversi peculiari; nel ponpiu frequenti sono neutropenia e
stomatite, nel secondo pitl frequente & I'insorgefiztiarrea’Gli schemi che prevedono
la somministrazione con infusione continua deteaminl'insorgenza di minore tossicita
ematologica e gastrointestinale e la comparsa dedadfoot syndrome” o sindrome
mano piede: un rash eritematoso che coinvolgenipdélle mani e le piante dei piedi. Il
razionale delluso dell'infusione continua € legatbosservazione che il farmaco ha
un’emivita breve e quindi I'infusione protratta peltbe aumentare il numero di cellule in
fase S e quindi suscettibili al trattamento. La sonistrazione in infusione continua oltre
ad aumentare la percentuale di cellule susceftitminsente di impiegare una piu elevata
intensita di dose senza incremento della tossiaita; metanalisi di 6 trial randomizzati
ha evidenziato un modesto incremento del tassoisgioste e della sopravvivenza
mediana tra i pazienti con mCRC che ricevono il SRfusionale anziché in bof.Lo
schema "ibrido" attualmente piu impiegato preveda combinazione di acido folinico,
FU in bolo e FU in infusione da somministrarsi i@& dre ogni 15 giorni. Riguardo ai
pazienti con tumore in stadio Il i QUASAR (QUicknd Simple And Reliable)
Colorectal Cancer Study Group ha condotto un ingmbet trial 2 x 2, nel quale pazienti
con CRC in stadio Il e a basso rischio di ricoreerdopo intervento chirurgico radicale,
sono stati randomizzati in due bracci di trattaroesbla osservazione vs chemioterapia

con 5FU/AF. Lo studio ha valutato, in termini di OB vantaggio derivante dal
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trattamento chemioterapico, nel gruppo di pazientui lo stesso e scarsamente indicato.
Nel braccio ricevente la chemioterapia, i pazisotio stati trattati con 370 mg/ioh 5FU

e randomizzati a ricevere LEV o placebo e bassen(@po alte (175 mg) dosi di AE Il
trattamento é stato somministrato quotidianameetesmiorni ogni 4 settimane, per una
durata totale di 6 mesi, o una volta a settimanma3@esettimane. Dopo un follow up
mediano di 5.5 anni lo studio ha evidenziato laizidne del rischio di ricorrenza (hazard
ratio [HR]=0.78, 95%CI 0.67-0.91, p=0.001) e di teoda qualsiasi causa (HR=0.82,
95%CI 0.70-0.95, p=0.008) nel braccio di trattarmerthemioterapico. Nessuna
differenza in OS e stata riscontrata tra il gruglpdrattamento ad alte dosi con AF e
quello a basse dosi (71% vs 70% a 3 anni); sonorsemavece, una peggior
sopravvivenza nel gruppo trattato con LEV che non placebo (69.4% vs 71.5%;
p=0.06) ed una minor tossicita in termini di stoithadiarrea e neutropenia nel braccio di
trattamento settimanale. Uno studio fondamentalariedizzato dati da 18 trials, in cui
piu di 20,800 pazienti con CRC in stadio Il orhdnno ricevuto un trattamento adiuvante
a base di 5-FU; le conclusioni hanno dimostrato etenchemioterapia adiuvante dia un
beneficio significativo in OS e DFS. Il tasso di @S3 anni nei pazienti con CRC in
stadio 3 trattati con sola chirurgia rispetto aligpo trattato con una chemioterapia
adiuvante a base di FU e rispettivamente del 42(9%86Cl) e del 53% (95%CI)
(p<0.0001); benefici in OS sono stati dimostratctea nello stadio 2, rispettivamente
66,8% e 72,2% nei pazienti trattati con sola clgiaie in quelli trattati con chemioterapia
adiuvante (p=0.026%

La capecitabina € un profarmaco del 5-FU a sominazi®mne orale che viene assorbito
dalla mucosa gastrointestinale e selettivameniteatita livello del tumore. Nel mCRC la
sua azione terapeutica equivale nell’ efficaci®&-&U/LV®* nello studio X-ACT°1987
pazienti con CRC in stadio 3 sono stati randomizzatevere capecitabina (1250 mg/m?2
di capecitabina due volte al giorno per 14 giomgmidre settimane) o 5-FU/LV (schema
Mayo Clinic) per un periodo di 24 settimane; I'endy primario € stato la dimostrazione
dell’'equivalenza in termini di DSF dei 2 trattamefibbiettivo primario per la sicurezza
e stato I'incidenza di effetti tossici di grado 3taovuti alle fluoropirimidine. | risultati
hanno dimostrato come i pazienti trattati con cdpbma presentino una DFS
equivalente a quella dei pazienti trattati con 5-f£0.001); inoltre la capecitabina
migliora la RFS (relapse free survival) (HR=0.86%@CI 0.74-0.99, p=0.04) e causa una
minor incidenza di stomatite e neutropenia ma uma fpequente insorgenza di

iperbilirubinemia e sindrome mano-piede.
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REGIMI DI COMBINAZIONE

Oxaliplatino

Studi successivi hanno dimostrato come l'aggiuntexdliplatino al trattamento con 5-
FU e acido folinico migliori ulteriormente la prdiiata di sopravvivenza a 5 anni e
determini una riduzione relativa del rischio diidbea. L'effetto dell’oxaliplatino & stato
infatti valutato in pazienti con malattia metastatin due studi di fase Il che hanno
dimostrato 'aumento del tasso di risposte e del& e un incremento dell’OS ottenuto
grazie alla terapia con oxaliplatino associato & SRfusionale e leucovoritf. Il
“Multicenter International Study of Oxaliplatin/Fwouracil/Leucovorin in the Adjuvant
Treatment of Colon Cancer (MOSAIC) ha valutato 2pd@ienti radicalmente operati in
stadio Il e Ill di malattia, randomizzati a ricege® mesi di 5FU infusionale e leucovorin
associato o meno alla somministrazione di oxaliptet’ Lo studio ha dimostrato che
I'aggiunta di oxaliplatino, nel trattamento adiutedi pazienti con CRC in stadio 1l o lll,
determina un miglioramento significativo sia deld&S a 5 anni, obiettivo primario,
(73.3% vs 67.4%, p=0.003) che dellOS a 6 anni(BWs 76%; p=0.046). L’analisi per
sottogruppi ha mostrato che mentre il vantaggi©@# a 6 anni risulta significativo nei
pazienti con malattia in stadio Il (72.9% vs 68;7p&0.023), non sembrano esserci
differenze statisticamente rilevanti per i paziemttadio Il.

Si puo pertanto concludere che I'aggiunta di oxafipo a LV/5FU, come trattamento
adiuvante del paziente con malattia in stadiolll,aumenta significativamente la DFS a
5 anni e I'OS a 6 anni e che tale trattamento dib&eessere preso in considerazione
dopo la chirurgia nei pazienti in stadio 11 Il profilo di tossicita della combinazione &
risultato accettabile, con modesta tossicita erogich ma con neuropatia manifesta nel
92% dei pazienti (12.5% di grado 3). L’aggiuntal’dghliplatino non & quindi scevra da
effetti collaterali; in particolare nello studio MBAIC il trattamento con FOLFOX causa
neutropenia di grado 3 e 4 (41.1% vs 4.7%) e pasizstli grado 3 (12.4% vs 0.2%); dati
analoghi sono riportati nello studio NSABP C 07 tlaerandomizzato 2407 pazienti con
MCRC in stadio 1l (29%) e stadio Il (71%) a ricexderapia adiuvante con 5FU/LV
secondo lo schema Roswell Park in associazionenm mexaliplatino (85 mg/m? alla 1,
3 e 5 settimana di ogni ciclo da 8 settimati€)opo un follow up mediano di 34 mesi la
DFS a 3 anni é risultata incrementata nei paziemé ricevevano anche I'oxaliplatino
(76.5% vs 71.6%, p=0.004), vantaggio molto similewello ottenuto con lo studio
MOSAIC. Nello studio NSABP C-07 si ritrova inoltreina maggiore tossicita
gastroenterica dovuta al regime in bolo di 5SFU/b\associazione all’oxaliplatino.
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Un ulteriore studio di fase'® ha randomizzato 1886 pazienti con CRC in stadi& 3
ricevere XELOX per 6 mesi (capecitabina 1000mg/nixaliplatino 130mg/m2 per 8
cicli) o 5-FU/LV per 6 mesi secondo lo schema M&lmic o Roswell Park. Endpoint
primario e stato la dimostrazione della superiant®FS del regime XELOX, obiettivi
secondari sono stati la RFS, I'OS e la tollerahillto studio ha dimostrato una migliore
DFS nei pazienti trattati con XELOX rispetto a duehttati con 5-FU/LV (HR=0.80,
95% CIl 0.69-0.93, p=0.0045) e in assenza dei vagntegtermini di OS (77.6% vs
74.2% rispettivamente; (HR=0.87, 95%CI 0.72-1.GH).(486).

Irinotecano

L'utilizzo dell'irinotecano in terapia adiuvante etato valutato sia nello studio
randomizzato del Cancer Leukemia Griftipche nel “Pan European Trials in Adjuvant
Colon Cancer 3 (PETACC3Y. Quest'ultimo studio & stato condotto su 2.094euzin
stadio Il di malattia, randomizzati a ricevere L’&%2 (LV 200 mg/m2 in infusione di 2
ore, seguita da FU; 400 mg/m e poi a 600 mg/maifuasione continua per 22 ore, al
giorno 1 e 2, ogni 2 settimane per 12 cicli: regideeGramont) con o senza irinotecano
(180 mg/m2 in infusione di 30-90 minuti, al giorbhpogni 2 settimane). Dopo un follow-
up mediano di 66.3 mesi, la DFS a 5 anni (obietpivisnario) € stata del 56.7% con
irinotecano/LV5FU2 e 54.3% con solo LV5FU2. |l neg di combinazione non ha dato
vantaggi in termini di OS ( tasso di sopravviveraa5 anni 73.6%vs 71.3%,
rispettivamente; p=0.094). Inoltre I'aggiunta dinotecano e stata associata ad una
aumentata incidenza di neutropenia di grado 3 Pati analoghi sono stati ottenuti nello

studio del Cancer Leukemia Group

Farmaci biologici

Un primo trial volto a investigare la sicurezzaefficacia dell’aggiunta del bevacizumab
alla terapia adiuvante con FOLFOX6 in pazienti &RC in stadio Il e Ill &€ stato quello
del “National Surgical Adjuvant Breast and Bowebject” (NSABP-C08)%

In questo studio di fase 3 i 2.672 pazienti randaati hanno ricevuto FOLFOX6 ogni 2
settimane per 26 settimane, da solo o con l'aggidintbevacizumab (5 mg/kg ogni 2
settimane per 52 settimane); I'endpoint primargiato la DFSI risultati hanno mostrato
come l'aggiunta di bevacizumab a FOLFOX6 non in@etnsignificativamente la DFS
(HR=0.89, 95%CI 0.76-1.04, p=0,15). Un ulterioradiv'®di fase 3 ha randomizzato
3451 pazienti di cui 2867 con malattia in stadicell573 con tumore in stadio 2 ad alto
rischio, che hanno ricevuto FOLFOX4; bevacizumabFOX4; bevacizumab—XELOX.
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In seguito ad un follow-up mediano di 48 mesi, esgervata recidiva di malattia o morte
nel 25%, 29%, 27% dei pazienti rispettivamente3hgiuppi di trattamento. L’ HR per la
DFS del gruppo bevacizumab FOLFOX4 vs FOLFOX4 tasilal.17 (95%CI 0-98-1- 39,
p=0.07), per bevacizumab—XELOX versus FOLFOX4 d71(95% CIl 0-90-1.28;
p=0-44). Dopo un follow-up di 60 mesi, 'HR dellOfer bevacizumab—FOLFOX4
versus FOLFOX4 ¢ stata di 1.27 (1-03-1-57; p=0{&)pevacizumab—XELOX versus
FOLFOX4 di 1.15 (0-93-1-42; p=0-21). | 573 pazimwn CRC in stadio Il ad alto
rischio sono stati inoltre inclusi nell’analisi sicurezza; il piu comune evento avverso di
grado 3/5 é stata la neutropenia (FOLFOX4: 42%,abeumab-FOLFOX4: 36% e
bevacizumab—XELOX: 7%), a seguire la diarrea eetipnsione. Eventi avversi gravi
sono stati piu frequenti nel gruppo trattato comdeezumab e nel gruppo bevacizumab—
XELOX sono state piu frequenti le morti correlate teattamento. | Risultati che
scaturiscono da questo trial evidenziano chetilanaento chemioterapico combinato con
bevacizumab, attivo nel setting dei pazienti metast non é efficace negli stadi piu
iniziali del CRC. Il bevacizumab infatti, se aggioral regime adiuvante non previene
ulteriormente le recidive di malattia e non da antaggio aggiuntivo in OS.

Per cio che concerne I'impiego di cetuximab in agta al trattamento adiuvante, il trial
PETAAC 8% ha confrontato la DFS, endpoint primario dellod@ue I'OS, nei pazienti
con CRC in stadio 3, radicalmente resecdk®ASWT ed in terapia con FOLFOX4 piu o
meno cetuximab. Lo studio non ha riportato un v@gita statisticamente significativo in
DFS (75.1% FOLFOX4/cetuximab vs 78% solo FOLFOX&R=.047, 95%CIl 0.853-
1.286, p=0.6562) ed in OS (88.3% FOLFOX4/cetuxinvab90.5% solo FOLFOX4,
HR=1.092, 95%CI 0.813-1.466 p=0.5583) nel bracabpadzienti trattati con il farmaco
biologico, riportando, in quest'ultimo gruppo, umciemento di eventi avversi di grado
3/4. Da questi risultati si puo concludere chediagta di cetuximab a FOLFOX4 non
offre un vantaggio in DFS e OS nel setting di pazieon un CRC in stadio 3 resecato,
KRASWT.
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Capitolo 2. Il trattamento della malattia metastatca

Nella gestione dei pazienti, le scelte del clingtevono tener conto dell’obiettivo che e
ragionevole raggiungere con la terapia e che pu@reasulla base delle caratteristiche
del paziente e della neoplasia. Ad oggi infattiaidiettivi perseguibili nel trattamento del
MCRC possono essere la cura (possibile solo in muppg limitato di casi), il
prolungamento della sopravvivenza, la palliazioee sintomi, il miglioramento della
gualita della vita, il ritardo della progressionelld malattia e la risposta obiettiva al
trattamento.

In questi ultimi due decenni la terapia del CRG@ase avanzata e radicalmente cambiata,
prospettando soluzioni integrate, che si avvalgdinoattamenti sistemici chemioterapici
(fluoropirimidine, oxaliplatino, irinotecan) tratteenti locali (chirurgia e radiofrequenze o
radioterapia sterotassica) e farmaci biologici @m&xumab, cetuximab). Per quanto
riguarda la chemioterapia il farmaco cardine eostt € tuttora il 5FU, somministrato
con tecnica infusionale (vedi paragrafo precedent&jtualmente i regimi di
combinazione che utilizzano irinotecan e oxaliplatsono universalmente accettati come
opzione terapeutica standard per il trattamentprima linea del mCR&®°%7 che non
puo prescindere dall'integrazione con i farmacildmgai. Tra i trattamenti locali la
resezione chirurgica gioca un ruolo fondamentatehgerappresenta una concreta chance
di cura nei pazienti con mCRE

Nell’'ottica di caratterizzare la resecabilita, |hemioresistenza e l'aggressivita della
malattia risulta imprescindibile la valutazione nawlo delle caratteristiche cliniche del
paziente, ma anche delle caratteristiche biologicle#la malattia. Risulta quindi
necessaria ai fini dellorientamento della stredederapeutica la caratterizzazione
biomolecolare della neoplasia, con I'intento dintigcare preliminarmente I'outcome dei
pazienti, sia dal punto di vista di responsivitatr@ttamento, sia dal punto di vista

prognostico.

2.1 1L RUOLO DELLA TERAPIA CHIRURGICA

2.1 a ll concetto di resecabilita
Come accennato nel precedente paragrafo, la cldaruegatica € un elemento
fondamentale nel trattamento del mCRC. L’introdueialel concetto di “resecabilita”

delle metastasi ha reso I'opzione chirurgica prdpta anche nella malattia avanzata.
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Nello specifico, la definizione di resecabilita eirgdi le indicazioni per il trattamento
chirurgico delle metastasi epatiche colorettali iJLlsono state particolarmente dibattute
ed oggetto di notevoli cambiamenti, data I'evidedeabuoni risultati raggiungibili con
una chemioterapia efficace in pazienti precedentéeriacurabilt®.
In primis fondamentale e la corretta stadiazione-qperatoria della malattia, che
scaturisce dall'integrazione di piu tecniche diagiuie, tra cui la RMN epatica
rappresenta I'esame pil sensibile e specifico iestusetting™® Imprescindibile nella
valutazione della resecabilita dei secondarismiiepaefinita in base a criteri sia tecnici
che oncologici, € la realizzabilita tecnica e larettezza dell’'indicazione oncologica; cio
presuppone che:
» sia possibile 'asportazione della massa tumoraiteictento radicale (RO);
» il parenchima residuo sia ben vascolarizzato ei gistemi di drenaggio venoso e
biliare intatti;
« il fegato residuo sia in grado di assicurare unazifnalita epatocellulare
sufficiente;

« almeno 2 segmenti epatici adiacenti possano edspeemiati‘*

Per determinare la fattibilita dell'intervento éimgi necessaria una valutazione da parte
di un team specializzato nella chirurgia delle rettsi epatiche; tuttavia i singoli criteri
chirurgici non sono sufficienti e devono essereegrdti con criteri “oncologici” che
tengano conto sia dell'inquadramento globale delguae, del suo performance status e
delle comorbiditd associate, nonché della malattiassa. A tale proposito, le
caratteristiche della malattia possono essere tgaet tramite opportuni score
prognostici pre-operatori tra cui, il piu frequeminte adottato € lo score di Fong i cui
criteri di resecabilita delle metastasi epatictaudono:

» positivita dei linfonodi

intervallo libero da malattia dal tumore primitiala comparsa delle metastasi

inferiore a 12 mesi

tumore epatico di diametro maggiore di 5cm

numero di lesioni epatiche maggiore di 1

livelli di antigene carcio-embrionario (CEA) supmtia 200 ng/ml

Questo sistema di score pre-operatorio, assegmpainto per ognuna delle caratteristiche
sopra specificate. Sulla base del punteggio e Ipitessiistinguere pazienti a prognosi

infausta che hanno score elevato da pazienti asopmgnosi che hanno score basso.
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Nei pazienti con uno score di 0, 1 o 2 la resezidnrurgica rappresenta indubbiamente
un elemento terapeutico importante. Tuttavia l@g@nea di uno score elevato non esclude
la possibilita di un intervento chirurgico, sebbepesto vada pianificato nel contesto piu
ampio di una strategia che includa una terapia caedid esempio uno score di 5 non é
una condizione che deve far escludere a prioroksipilita di ottenere una guarigione. A
tale proposito, Tomlinson et al, hanno presentaim studio retrospettiv8® eseguito su
pazienti sottoposti a resezione del CLM dal 1989419 o studio e stato eseguito su 612
pazienti, di cui il 17% dei pazienti era vivo a 40ni. Lo studio ha inoltre evidenziato
come i pazienti vivi a 10 anni dall'intervento @isezione delle CLM siano guariti dalla
malattia, mostrando che, nei pazienti ben seletijori&@¢ almeno una possibilita su sei di
guarigione dopo epatectomia per CLM. Inoltre laspreza di fattori prognostici negativi
(come malattia sincrona, intervallo libero da mtédainferiore a 12 mesi, metastasi
bilobari, linfonodi positivi, piu di una metastag,dimensioni del tumore superiori a 5

cm) non esclude la possibilita di sopravvivenzargyb termine e di cura.

2.1bTecniche chirurgiche sulle metastasi epatiche

La chirurgia epatica con completa resezione del¢astasi ha marcatamente migliorato
la sopravvivenza a 5 anni come dimostrato da nusnstodi*>*** Parallelamente, grazie
al graduale miglioramento delle tecniche di imagirgffinamenti delle tecniche
chirurgiche, e il continuo progresso nelle cure @ngost-operatorie, il tasso di mortalita
post-operatoria dopo epatectomia e stato ridoth@ao del 3% .

Nessun trial randomizzato € mai stato eseguitalpeostrare che i pazienti con metastasi
epatiche da CRC possano essere curati con la giairgpatica; tuttavia I'evidenza clinica
suggerisce che il trattamento chirurgico possa ssp&ssere curativo. E stato infatti
dimostrato che circa il 30% dei pazienti raggiuldgana sopravvivenza a 5 anni ed il
20% della popolazione raggiungera una sopravvivéraza e 10 anni dopo la resezione
delle metastast®>. Questo importante controllo della malattia nomsserva nei pazienti
che non hanno ricevuto resezione chirurdiaSulla base di studi retrospettivi e
comparativi, risulta quindi che la resezione e@agd'unico trattamento disponibile che
consenta la sopravvivenza a lungo termine.

Il tipo di intervento e la tempistica di esecuziodella chirurgia nei pazienti con
metastasi epatiche da CRC sono strettamente |edjati sintomaticita del tumore
primitivo, all’estensione della malattia metastatecalle condizioni generali del paziente.
Gli interventi di resezione epatica vengono clasaif in base a criteri di ordine

anatomico in resezioni cosidette “tipiche” ed irse®oni “atipiche”. Le resezioni
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epatiche tipiche vengono eseguite basandosi stericrdi suddivisione anatomica
funzionale del fegato. Tra queste resezioni sonmprese le epatectomie destre
(resezione del parenchima epatico situato a defsha scissura portale principale,
comprendente i segmenti 5, 6, 7, 8), le epatect@imistre (resezione del parenchima
epatico sito a sinistra della scissura portaleqale, comprendente i segmenti 2 3, 4), le
settoriectomie e le segmentectomie. Le tecnicheuiche per eseguire una resezione
epatica tipica sono essenzialmente 2, la tecnicacoatrollo vascolare preventivo e la
tecnica con sezione parenchimale immediata. Lag#énstata descritta da Lortat-Jacob,
poi ripresa da Couinaud e prevede il controllo preivo della vena cava e dei vasi
allilo; in tal modo si evita il sanguinamento m&ss ma si corre il rischio di
devascolarizzare eccessivamente il parenchima, lddt@quente variazione anatomica
nella disposizione dei vasi epatici. La secondaite; descritta da Ton That Tung,
prevede la resezione immediata del parenchima, anti digitoclasia, seguita
dall’emostasi, cosi da rendere possibile una resezi'a la demande” seguendo la
variabilitd anatomica vascolare. Un approccio alévo € la resezione atipica (resezioni
segmentarie, cuneiformi, “wedge resections”), oguwena tecnica eseguita senza rispetto
dei piani scissurali anatomici del fegato.

La realizzazione di resezioni anatomiche o nonamahe rappresenta un argomento
discusso gia da molto tempo e al momento, nonastamtcca letteratura sull’argomento,
non esiste un reale consensus unanimemente aocettaposizione recentemente piu
condivisa e che non vi sia una differenza signiifeanella sopravvivenza a distanza
dipendente dalla procedura chirurgica effettuataltie € ritenuto che resezioni epatiche
anatomiche non siano superiori alle wedge resextiortermini di incidenza di margini
positivi, recidiva e O$'” Un approccio alternativo, utile nelle situaziohinthlattia cosi
estesa da non permettere un’unica resezione, éogdelraggiungere in 2 fasi una
resezione completa delle metastasi epatiche imeate considerate non operabili (two-
stage hepatectomy); tale intervento consiste in pm@a resezione, funzionale alla
riduzione del carico metastatico del lobo epatioteressato, un intervallo tra le due
procedure chirurgiche di circa 4 mesi, tale da eatiee al fegato residuo di rigenerarsi,
ed infine una seconda epatectomia con finalitatimeraNella prima procedura viene
quindi asportato il maggior quantitativo di tesstuonorale possibile nel rispetto della
funzionalita epatica residua, mentre nella secotielde bonificato il restante parenchima
epatico; tuttavia € anche possibile bonificare peimo il lobo meno coinvolto
(soprattutto in caso di metastasi sincrone), rimdfaal’epatectomia maggiore al secondo
tempo.
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2.2 IL RUOLO DELLA TERAPIA MEDICA

Come gia accennato nel paragrafo precedente, d&b pluvista oncologico il concetto di
resecabilita e particolarmente complesso e richladealutazione di molti aspetti, sia
clinici che biologici della malattia. Ciononostanteg tra gli esperti un certo accordo nel
distinguere almeno tre possibili categorie di patzie

* pazienti con metastasi resecabili

* pazienti con metastasi marginalmente o potenzialenersecabili

* pazienti con metastasi mai resecabili
L'appartenenza a ciascuno di questi gruppi condaiprofondamente la strategia di
trattamento e lo scopo che con esso € possibikegeire. Nei pazienti con metastasi
resecabili la chirurgia ha un intento curativo et@mioterapia si inserisce nella strategia
terapeutica a scopo essenzialmente adiuvante. Neiierdi potenzialmente o
marginalmente resecabili la terapia medica haalawli rendere elegibile il paziente per
una chirurgia con intento curativo. Infine nei ga#i non resecabili lo scopo della terapia
medica sara quello di prolungare la sopravviventzageialita della vita.
Rimane ad ogni modo da considerare che determitzgmgartenenza di un paziente ad
una delle categorie sopracitate & spesso difficiguanto la definizione di resecabilita e
basata non solo su criteri oggettivi, ma anchesdpacita ed esperienza di ogni team.

2.2a Pazienti con metastasi resecabili

Esiste un 15% circa di pazienti metastatici “fa@hte resecabili” ovvero con adeguati
margini radiologici, assenza di coinvolgimento shifdnodi portali ed interessamento
epatico limitato (fino a 4 lesioni confinate adwmco lobo).

In questo gruppo di pazienti I'intento della chgiar € curativo e la chemioterapia, basata
Su un trattamento peri-operatorio o post-operatooio FOLFOX (5FU e oxaliplatino) o
XELOX (capecitabina ed oxaliplatino) aggiunge undifecio in termini di sopravvivenza
libera da malattia. Un approccio chemioterapica-pperatorio ha lo scopo di trattare
precocemente le micro metastasi, valutare preap@atente la chemioresponsivita,
individuare malattie particolarmente aggressiveatumgare la DFS.

by

L’efficacia della terapia “adiuvante” é stata dirtrata in uno studio randomizzato di fase
118 in cui pazienti sottoposti a resezione chirurgiefle metastasi epatiche sono stati
randomizzati a ricevere o meno 5FU/LV per 6 megiadia chirurgia. La DFS mediana,

obiettivo primario dello studio, nei pazienti noattati é risultata di 17.6 vs 24.4 mesi nei
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pazienti trattati (HR=0.66, 95%CI| 0.46-0.96, p=@P2I'0OS di 46.4 vs 62.1 mesi,
rispettivamente nei due gruppi (HR=0.73, 95%CI a148), p=0.13).

Lo studio di fase lll del’European Organizatiorr feResearch and Treatment of Cancer
(EORTC) Intergroup 40983, ha confrontato la solarucgia con un trattamento
perioperatorio (pre e post-operatorio, 12 cicli ptessivi) con FOLFOX. Obiettivo
primario dello studio & stata la DE& La resezione & stata possibile nel 87.4% dei
pazienti sottoposti a chemioterapia vs 97.3% deiebraccio, ma il tasso di resezioni
complete é risultato sovrapponibile (83.5% vs 83,0%0n un leggero aumento di
complicanze postoperatorie nel braccio con chemapta, senza aumento di mortalita
postchirurgica. La DFS ha mostrato un trend di antm@ella popolazione di pazienti
randomizzati (HR=0.79, 95%CI 0.62-1.02, p=0.058nire considerando solo i pazienti
elegibili (HR=0.77, 95%CI 0.60-1.00, p=0.041) o titupazienti con resezione RO
(HR=0.72, 95%CI 0.55-0.97, p=0.025) la differenza termini di DFS e risultata

significativa.

2.2b Pazienti con metastasi marginalmente o potalmente resecabili

Il 35% di pazienti con mCRC e definibile come “berihe” o “potenzialmente
resecabile”, due condizioni che devono esserentistidel primo gruppo fanno parte
pazienti con uno o piu fattori prognostici negatodme la presenza di metastasi in
numero superiore a quattro, margini radiologicamemtadeguati, interessamento
linfonodale ed in generale, una condizione in cuitdrvento chirurgico € possibile,
seppur gravato da un altissimo rischio di ripresandlattia. Del gruppo di pazienti
“potenzialmente resecabil” fanno parte quei casi ¢ui lintervento non e
immediatamente fattibile perché la lesione e trogstesa o le lesioni sono troppo
numerose, ma tuttavia I'estensione non e tale dadgere completamente la possibilita di
una resezione con intento radicale dopo I'eventwdlenimento di una risposta alla
terapia medica. In entrambi i sottogruppi una tierafstemica particolarmente attiva puo
portare alla fattibilita di una resezione radicajejndi risulta fondamentale impostare
rapidamente un trattamento tale da garantire lasimas probabilita di riduzione del
tumore, in quanto & dimostrata una correlazionettdirtra il tasso di risposta alla
chemioterapia di prima linea e il tasso di reseziadicali postchemioterapfa® Questa
relazione e stata dimostrata sia in trials che banoluso pazienti con sola malattia
epatica (f=0.96, p=0.002) sia in trials che hanno arruola&zignti non selezionati
(r*=0.74, p<0.001).
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La superiorita di una chemioterapia basata su etjgpiispetto all'uso del singolo 5FU e
stata dimostrata in una serie di studi randomizzaggimi a base di 5FU e irinotecano
hanno dimostrato un tasso di risposta (RR) comptesd 39% % ed il 499%%% Anche
I'oxaliplatino in combinazione rispetto al solo 5V ha mostrato un RR circa due volte
maggiore rispetto a quello ottenuto nel braccio soito 5FU/LV (RR:34% vs 13%;
p=0.00013%".

L’equivalenza di attivita tra i due schemi (FOLFOX4OLFIRI) in prima linea, e stata
dimostrata da 2 studi, uno italiano ed uno francesestudio italiano di fase fif® ha
dimostrato un overall response rate (ORR) sovrajpgennei pazienti trattati con
FOLFIRI ed in quelli trattati con FOLFOX (31% nelippo braccio vs 34% nel secondo,
p=0.60). Risultati analoghi che hanno portato asiwarare le doppiette sostanzialmente
equivalenti nel setting di conversione derivanoladatudio francese del Groupe
Cooperateur Multidisciplinaire en Oncoloi§GERCOR).

Sulla base di queste considerazioni ed allo scdpmidliorare I'attivita dei regimi
convenzionali di trattamento di prima linea, Fake@ncoll hanno condotto, alla fine degli
anni ‘90, uno studio di fase I-Il per valutare fhaita di un regime chemioterapico a base
di irinotecano, oxaliplatino e 5FU in infusione soonodulatd?® a questa esperienza
preliminare ha poi fatto seguito un ulteriore studi fase Il in cui & stato sviluppato un
regime di associazione semplificato con la tripl¢EOLFOXIRI}?®. Lo studio pilota ha
arruolato 42 pazienti, di cui 11 sono stati sotgtpa resezione della malattia residua; il
trattamento ha dimostrato di avere tossicita aabi@tte maneggevoli, sono state
osservate una PFS e una OS rispettivamente diel®&45 mesi. Nello studio di fase Il €
stato riportato un RR del 72% (95%CI 0.53-0.86),tass0 di resezione radicale delle
metastasi post chemioterapia del 25% e dopo uowollp mediano di 18.1 mesi, una
PFS mediana di 10.8 mesi e una OS mediana di 28t mr’analisi combinata di
entrambi gli studi ha dimostrato inoltre che nePR@lei pazienti & stato possibile
effettuare dopo la chemioterapia una resezionensiec@ RO da sola (16%) o associata a
RFA (10%) della malattia residtf4 permettendo di ottenere, nei pazienti resecati, u
tasso di sopravvivenza a 4 anni del 37%.

Partendo da questi risultati il Gruppo OncologicordN Ovest (G.O.N.O.) ha messo a
confronto, in uno studio multicentrico di fase lllregime semplificato di FOLFOXIRI
con il regime standard FOLFIRI, arruolando 244 eati con CRC e metastasi
inizialmente non resecabiff®

Il trattamento con la tripletta ha portato ad un B& 66% vs 41% del braccio di
controllo con solo FOLFIRI (p=0.002) e ad un maggiomero di resezioni radicali delle
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metastasi (15% vs 6%; p=0.033); nei pazienti cotastasi confinate al fegato il tasso di
resezioni RO é risultato del 36% per la tripletsal?% per la doppietta. Anche all’analisi
multivariata & stato confermato il ruolo determiamella tripletta nel condurre a
resezioni RO (HR=3.1, 95%CI 1.2-7.9, p=0.018). at® osservato inoltre un aumento
della PFS (9.8 vs 6.9 mesi; HR=0.63, p=0.006) ¢@®l (22.6 vs 16.7; HR=0.70,
p=0.032), a costo di un aumento della neurotossiiigrado 2-3 (19% vs 0%;p<0.001) e
della neutropenia di grado 3/4 ( 50% vs 28%; p<D)00

Una nuova analisi retrospettiva condotta sui 196gudi trattati nell’ambito dei tre studi
citati con il regime FOLFOXIRI, ha mostrato che 19% dei pazienti sono
successivamente andati incontro a chirurgia secang® (+/-RFA) sulle metastasi (tale
percentuale saliva al 34% considerando pazientincalattia confinata al fegato). Dopo
un follow up mediano di 67 mesi la sopravvivenza @ 8 anni era rispettivamente del
42% e 33%72°

Con l'avvento dei farmaci biologici si e ripropodtaquestione del miglior regime da
utilizzare nei pazienti potenzialmente o marginalteeresecabili. Bevacizumab in
combinazione con schemi contenenti irinotecanoroeta un tasso di risposte compreso
tra il 45 e il 58% con un tasso di resezioni RO5%él nella popolazione generale, che sale
all’'l1l,7% nei pazienti con malattia metastaticafo@ta al fegato. Con i regimi a base di
oxaliplatino, bevacizumab permette di ottenereassa di risposte che va dal 38 al 73%
ed una chirurgia radicale sulle metastasi iniziat@enon resecabili nell’8% dei casi che
arriva al 15,4% nei pazienti con sole metastastigpa L'attivita di FOLFOXIRI in
associazione a bevacizumab & stata valutata méldirfase 2 FOIB®. Nei 57 pazienti
trattati e stato osservato un RR del 77%, con ssotdi controllo di malattia del 100% ed
un 26% di pazienti sottoposti a chirurgia secoradasadicale. Sulla base dei risultati
ottenuti nell’ambito dello studio FOIB, é stato dotto uno studio di fase Il in cui
'associazione di bevacizumab al regime FOLFOXIRdt&ta confrontata con il regime
standard FOLFIRI e bevacizumab in pazienti con m@RE resecabile in prima linea di
trattament&®. Sono stati randomizzati 508 pazienti, 256 e 2%2 due bracci
rispettivamente. Obiettivo primario dello studistata la PFS, tra gli endpoints secondari
RR, il tasso di resezioni radicali e OS. Lo studia dimostrato come il regime
FOLFOXIRI e bevacizumab riduca significativamente rischio di progressione
(HR=0.77, p=0.006) e aumenti significativamenteR (65% vs 53%, p=0.005), a prezzo
di un incremento delle tossicita gastrointestirfdlarrea e stomatite) ed ematologiche
(neutropenia). Dati preliminari suggeriscono undf@m anche in termini di OS, ma al

momento I'analisi non ha sufficiente potere stettsper definire eventuali differenze in
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termini di OS2 Sulla base di tali risultati & possibile affermahe FOLFOXIRI in
associazione a bevacizumab possa rappresentareiana standard per il trattamento di
prima linea in pazienti con mCRC.

L’efficacia di FOLFOXIRI e bevacizumab, come regirogpace di indurre un elevato
tasso di resezioni, & stato valutato anche in iah tandomizzato di fase'® che ha
arruolato 80 pazienti con mCRC e lesioni escluseate epatiche, definiti non resecabili
in accordo a criteri chirurgici prestabiliti. | pemti hanno ricevuto FOLFOXIRI e
bevacizumab (41 pazienti) o FOLFOX e bevacizumd&® (pazienti). | dati mostrano
come il regime sperimentale dia un vantaggio imber di resezioni (61% vs 48.7%),
tasso di risposte (80.5% vs 61.5%) e PFS (18.8 wsek? mesi).

Gli anticorpi anti-EGFR (cetuximab e panitumumatma approvati per il trattamento nei
pazientiKRASwt. Lo studio di fase Il CRYSTAY* ha randomizzato 1198 pazienti a
ricevere FOLFIRI in associazione 0 meno a cetuxinabPFS, endpoint primario dello
studio, € risultata significativamente maggiore lirelccio con cetuximab (9.9 mesi8.4
mesi, HR=0.696, p=0.0012). In termini di OS e staémistrata una differenza
statitisticamente significativa tra i 2 bracci 3nesi nel braccio con cetuximab vs 20
mesi, HR=0.796, p=0.0093). Lo studio OPEsdi fase Il, ha valutato lattivita di
FOLFOX4 piu o meno cetuximab, nel trattamento tinéa in pazienti con mCRC. |l
tasso di risposte, endpoint primario, nel bracgerisnentale € del 46%, nel braccio di
controllo risulta 36% (OR=1.52, p=0.064) la PFS raed sia nel gruppo sperimentale
che nel controllo & 7.2 mesi.

Dati preliminari mostrano come l'aggiunta di unigd@GFR a regimi intensivi a 3 farmaci,
come FOLFOXIRI, determini alti tassi di risposte resezioni. Questo genere di
osservazioni sono state confermate da diverse Ipi@sperienze di fase 2, come il trial
prospettico di fase 2 POCHER lo studio di fase 2 ERBIRINO%’, e il trial di fase 1 e
2 condotto da Folprecht e '&F. Tra queste, lo studio di fase 2 TKiPcondotto dal
gruppo GONO ha valutato I'attivita di FOLFOXIRI #ssociazione a panitumumab in
una popolazione di 35 pazielRAS/BRAF/NRAS/HRAG®IId type e con mCRC non
resecabile; i risultati del trial sono stati proteati con un tasso di risposta ed un tasso di

resezione radicale dell’86% e 24%, rispettivamente.

2.2c Pazienti con metastasi “mai” resecabili
Esiste infine un 50% di pazienti metastatici in Eobiettivo del trattamento € volto al
prolungamento della sopravvivenza, alla cura depsii correlati ed al mantenimento di

una buona qualita della vita. La resezione dell¢astasi epatiche in questo setting di
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pazienti non e tuttavia da escludersi in quantogcasi eccezionali a seguito di grandi
benefici dalla terapia medica, approcci chirurgiecondari possono essere perseguibili.
D’altra parte, nella maggioranza dei casi, la terap finalizzata alla palliazione dei
sintomi e al rallentamento della progressione tuaieor

Nel gruppo di pazienti “mai” resecabili € fondanadatla valutazione dell’aggressivita di
malattia, utilizzando come fattori prognostici mipeli I'etd, il PS, l'analisi della
mutazioneBRAF, la modalita di comparsa delle metastasi (sincronmetacrone), il
numero di sedi della malattt&? a questi si aggiungono elementi minori quali senepio
livelli di emoglobina, LDH e CEA.

Quindi, sulla base delle caratteristiche della mhala possiamo suddividere questo

gruppo di pazienti in:

A) Pazienti con malattia diffusa/aggressiva sintboaae mai operabili per estensione di

malattia o con deterioramento del PS dovuto allmttia o entrambe le caratteristiche

B) Pazienti non operabili con malattia diffusa/itedde e senza il deterioramento del PS

dovuto a malattia

A)Pazienti con malattia diffusa/aggressiva e magrapili per estensione di malattia o
con deterioramento del PS dovuto alla malattia ra@&nbe le caratteristiche

Nei pazienti senza chance chirurgiche e con malatjgressiva puo essere impiegato un
regime di trattamento intensivo, che integri cheeriapia e farmaci biologici, al fine di
raggiungere un buon controllo di malattia. Lo studiRIBE mostra infatti come un
approccio terapeutico intensivo in prima linea,oaggo ad un importante “shinkrage”
tumorale possa avere un impatto favorevole sultaessiva PFS e OS anche nel setting
palliativo, in cui quindi sono valide le considemd del paragrafo precedente.

A conferma di quanto affermato, Golberg e ¢8llhanno dimostrato che nonostante un
PS 2 sia un fattore prognostico negativo, tale @mage non influenza il beneficio
ottenuto con le terapie di combinazione. In paléia® le doppiette con 5FU infusionale e
oxaliplatino o irinotecano confrontate con il teattento con 5FU in monochemioterapia
hanno mostrato una maggiore attivita in tutti igetgj trattati, ma i pazienti con PS 2 ne
hanno tratto un beneficio relativo analogo o attdirh maggiore (pazienti PS 0-1 PFS
8.7 mesi vs 6.3 mesi HR=0.72, 95%CI 0.67-0.77, @3@1; pazienti PS 2 PFS 6.9 mesi
vs 3.2 mesi, HR=0.64; 95%CI 0.50-0.81, p<0.000Baralisi di interazione p=0.039) a
prezzo di un incremento di nausea, vomito e maedtai 60 giorni. Grothey e coff
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hanno valutato I'effetto della terapia di combirmam pit aggressiva in prima linea nei
pazienti che a causa del cattivo PS o dell’ aggriéssdi malattia avranno poche
possibilita di ricevere un trattamento di seconded, dimostrando come anche in questo
gruppo sia preferibile una terapia di combinaziawusi da beneficiare degli effetti dei tre

farmaci piu attivi contemporaneamente.

B)Pazienti non operabili con malattia diffusa/indote e senza deterioramento del PS
dovuto alla malattia

L’obiettivo primario della terapia in questo casode prolungare il piu possibile la
sopravvivenza senza compromettere la qualita dj pibsticipando la comparsa della fase
sintomatica e non esponendo i pazienti a tossiuiti.

| trial FOCUS** e CAIRO"** hanno mostrato che in questi gruppi selezionapiadienti

le strategie che utilizzano un singolo farmacorimp linea, seguito poi da una doppietta,
non sono inferiori in termini di OS a strategie ctidizzano la doppietta in prima linea.
Sulla base di questi dati gli autori hanno propaste nel setting non curativo in prima
linea venga utilizzato il trattamento piu tollerabil'approccio sequenziale con la
doppietta in prima o seconda linea sono entramhdiva possono essere proposti al
paziente.

Recenti dati pubblicati dal trial FFCD 2000-05, frontano il regime di 5-FU in prima
linea, seguito da FOLFOX in seconda linea e FOLRMRterza linea con lo schema
FOLFOX e FOLFIRI rispettivamente in prima e secotidaa; i risultati di tale studio
sono sovrapponibili a quelli ottenuti nei trials E0S*%e CAIRC** Tuttavia nonostante

I sopracitati trials mostrino come le monochemiapés, seguite da doppiette, non siano
inferiori in termini di OS a doppiette in prima é&a, ad oggi il trattamento piu
frequentemente adottato € proprio la doppiettarima linea, sebbene strategie meno
aggressive possano essere valide alternative péiton casi selezionati. In particolare,
attualmente la scelta di una monochemioterapia elidbg essere dettata piu dalle
comorbidita del paziente e dalla sue condizioniegaln piuttosto che da una strategia
terapeutica prestabilita. Certamente anche in queedting I'utilizzo dei farmaci biologici

e ad oggi imprescindibile. La dimostrazione formdietale affermazione deriva dai
risultati di una metanali¥che ha valutato 5 trials randomizzati inerenti d'udi
bevacizumab in pazienti con mCRC. Nel confrontolar&hemioterapia di prima linea
con o senza bevacizumab, I' HR totale per la PES1™5%CI 0.45-0.83) e per 'OS
(0.81, 95%CI 0.73-0.90) ha confermato un benefstgmificativo nel gruppo di pazienti

trattati con il farmaco anti-angiogenico, a predzana maggior incidenza di ipertensione
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di grado 3/4, eventi tromboembolici e perforazigastro-intestinali. Tuttavia gli effetti
sulla PFS hanno mostrato una importante eterogerfedér la chemioterapia di seconda
linea in un unico trial é stato dimostrato un vagia sia in termini di OS (HR=0.75
95%CI 0.63-0.89) che di PFS (HR=0.61 95%CI 0.63).8

L’aggiunta di bevacizumab alla monochemioterapia capecitabina € supportata dai
risultati dello studio di fase 3 MAX® che ha riportato un vantaggio significativo in9PF
endpoint primario, conseguente all’aggiunta del mico antiangiogenico alla
capecitabindHR=0.63, 95%CI 0.50-0.7$<0.001). Nello studio di fase 3 AVEX &
stato valutato prospettivamente I'uso di bevaciZunma pazienti con mCRC ed eta
superiore a 70 anni. Il trial ha randomizzato 28@ienti, mostrando come l'aggiunta di
bevacizumab alla capecitabina migliori significativente la PFS ( 9,1 vs 5,1 mesi
HR=0,53, p<0,01) e 'ORR (19,3% vs 10% p=0.042)peito al regime con sola
capecitabina; € stata inoltre osservato un vamagyi OS nel braccio trattato con
bevacizumab, tuttavia tale dato non € risultatdisstzamente significativo. Lo studio
AVEX ha quindi dimostrato come la combinazione dpecitabina e bevacizumab in

pazienti di eta superiore a 70 anni sia efficaberetollerata.
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Capitolo 3 Il ruolo della caratterizzazione biomoleolare

Negli ultimi anni si e assistito ad una rapida ex@ne delle strategie di trattamento del
MCRC, che hanno condotto a risultati significativtermini di risposta al trattamento e
sopravvivenza. Nello specifico, la disponibilita wiiovi farmaci biologici ad attivita
target ha significativamente migliorato la progndsi pazienti; tuttavia analisi volte a
valutare l'efficacia degli anti-EGFR hanno mostratone solo alcuni dei pazienti trattati
ricevano un reale beneficio dalla somministrazideé farmaco. In questo contesto la
mutazione dKRASé emersa come un determinante fattore preditigativo di risposta
agli anti-EGFR: i pazientKRAS mutati infatti non rispondono a questa categoiria d
farmaci. Anche BRAF mutati hanno una scarsissima probabilita di rispala terapia
biologica, sebbene per molte ragioni, prima treetl# rarita di questa condizione, il ruolo
predittivo di BRAF non sia definitamente provato. Oltre alle consd&mi inerenti il
valore predittivo, ci si € chiesti come queste rawatai siano legate a condizioni cliniche
peculiari {edi successivamentecon un ruolo prognostico negativo per entrambe,
sebbene perBRAFmutati tale valenza sia piu chiara e forte.

Nel CRC le mutazioni dBRAFhanno un’incidenza nettamente inferiore rispettuella
rilevata per le mutazioni dKRAS Tali mutazioni, nella quasi totalita dei casinso
limitate alla V60OE e sono state descritte con peecentuale che pud variare dal 5-
15%® Le mutazioni diKRASe di BRAF sono eventi mutualmente esclusivifatti,

meno dell’'1% dei casi mutati pBRAFrisultano essere mutati anche B&AS.
3.1 KRAS: BRAF: CENNI DI BIOLOGIA MOLECOLARE

La cascata Ras-Raf-MAPK e una via di trasduzione icheste un ruolo di estrema
importanza nel controllo della proliferazione e mwwivenza cellulare. Questa sequenza
di eventi molecolari viene indotta da un segnaldragellulare, che pu0 essere
rappresentato da fattori di crescita di varia regtuiconosciuti da opportuni recettori di
membrana appartenenti alla famiglia dei recettoosina-kinasi (GFR, Growth Factor
Receptor), tra i quali il recettore per il fattade crescita epiteliale EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor). EGFR é il capostipite da tamiglia di recettori (ErbB)
comprendente 4 membri: EGFR (Erbl o HER1), Erb2RRI©B neu), Erb3 (HER3) e
Erb4 (HERA4). La principale caratteristica di quefstaiglia recettoriale €, come sopra
accennato, l'attivita tirosin-chinasica (TK), oveela capacita di fosforilare i residui di

tirosina situati nella porzione intracellulare detettore stesso, attivando cosi una serie di
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eventi che conducono all’attivazione intranuclealie specifici geni implicati nella
regolazione e proliferazione cellulare. Specifigahdi, interagendo con il dominio
extracellulare del recettore, inducono la dimezzzae dello stesso; la porzione
intracellulare del recettore va quindi ad autofatdce residui di tirosina i quali, una
volta fosforilati, costituiscono un punto di attacper il gruppo SH2 delle proteine
adattatrici Grb2 e Sos. Quest'ultime reclutano ftola GEF (Guanine nucleotide
Exchange Factor) in grado di attivare la proteirss.R.a proteina Ras, nella sua forma
attiva, puo fosforilare le proteine della famigRaf, effettori importanti della cascata, che,
a loro volta, fosforilano tutta una serie di proteichinasi, le MAPkinasi, capaci di
traslocare nel nucleo e promuovere la trascrizaingeni che consentiranno alla cellula
di rispondere al segnale iniziale. In particolaemgono fosforilati fattori di trascrizione
che determinano la produzione di nuovi mRNA; quasihi codificano per proteine che
coordinano un'ampia varieta di risposte cellulamineolte nella regolazione del ciclo
cellulare, nella proliferazione e differenziazioneellulare, nella sopravvivenza,
nell’apoptosi ed in molti altri processi cellulafi.

Alterazioni della via di trasduzione del segnales{Raf-MAPK hanno un ruolo chiave
nella regolazione dei diversi processi biologicipliwati nella cancerogenesi. In
particolare l'overespressione e/o l'attivazioneomimollata dei componenti di tale via
contribuisce alle fasi di iniziazione, progressioaemetastatizzazione delle cellule
tumorali, guidando i meccanismi di resistenza @dfgosi, la proliferazione cellulare,
I'angiogenesi, la migrazione cellulare e l'invasitissutale. | componenti che fanno parte
di tale cascata di trasduzione del segnale maggiaiencoinvolti nella tumorigenesi dei
CRC sono i geni della famiglia Rgarevalentement&RAS e quelli della famiglia Raf
prevalentementdBRAF. Infatti, la presenza di mutazioni in tali geni ekina un
incremento dei livelli di trascrizione di oncogequali myc, fose jun, responsabili di una
crescita cellulare incontrollata.

La famiglia delle proteine Ras comprende un grugipproteine monomeriche associate
alla membrana plasmatica, caratterizzate da unpesecolare di 21 kDa e da un‘attivita
GTPasica intrinseca. | principali componenti dédmiglia Ras sono rappresentati dalle
proteineHRAS KRASe NRAS codificate dai genRaslocalizzati sui cromosomi 11, 12 e
1 rispettivamente. Le proteine Ras possono esigtetae conformazioni diverse: quella
legata al GDP in cui la proteina € nel suo staattivo o la forma attiva, in cui la proteina
& legata al GTP Il cambiamento conformazionale tramite lo scamBiBP/GTP
determina l'attivazione della proteina Ras, la guaina volta attivata, € in grado di

svolgere la sua funzione di controllo cellulare raate la fosforilazione di numerosi
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effettori, tra cui la protein8RAF. Il segnale si interrompe quando il GTP e idradizza
GDP grazie all'attivita GTPasica intrinseca deltat@pina Ras e alla proteina GAP che
promuove tale attivita.

In condizioni fisiologiche questo equilibrio e dteanente regolato ma, in condizioni di
alterazione di uno o piu componenti del sistema, grearsi un squilibrio tale da indurre
processi implicati nella cancerogenesi. Le mutdzidin Ras “attivanti” rendono la
proteina costitutivamente attiva, determinando stimolazione continua delle tappe
molecolari a valle di Ras, in particolare della diglle MAPK. L’attivazione costitutiva
della via di segnale delle MAPK, conduce quinduaad spinta proliferativa indipendente
dall'attivazione di EGFR, assumendo cosi un rudhdawe nella cancerogenesi del
CRC |1 50% dei casi di CRC sporadico presenta mutazdararico del gengRAS?

Le mutazioni fino ad ora descritte sono mutaziominatiche puntiformi a carico dei
codoni 12 e 13 dell’esone 2 e dei codoni 59/61 146 rispettivamente dell'esone 3 e 4.
Tali mutazioni hanno una diversa frequenza (il cad@iu frequentemente mutato é
infatti il 12). E’ stato inoltre osservato che i@RC il tipo di mutazione piu frequente del
gene KRAS e rappresentato dalla sostituzione di una baséeatidica guanina con
un’adenina (transizione G>A) oppure con una timitransversione G>T) sul codone
12.153

Il geneRAF, é situato sul cromosoma 7 in posizione 7q34. Inise@d un complesso
fenomeno di splicing alternativo si originano tigeldse molecole di mRNA maturo, la
cui traduzione condurra a tre isoforme alternativ&®AF ovvero ARAF, B-RAF e C-
RAF. BRAF codifica per una serina/treonina kinasi che agisome effettore a valle
rispetto aKRAS™ L’attivazione della protein®RAF avviene per opera di processi di
fosforilazione multipli. In questa proteina, infagono stati identificati due principali siti
di fosforilazione, il residuo aminoacidico di trena in posizione 599 e quello di serina in
posizione 602, i quali sono localizzati in prossandel segmento di attivazione del
dominio chinasico ed hanno un ruolo critico netiiatzione della proteina stessa. Tali siti
di fosforilazione sono essenziali per garantireoiretto funzionamento della proteina in
guanto, se alterati, possono compromettere I'integalazione della via di trasduzione e
promuovere quindi i processi cellulari che guidémoancerogenesi.

In seguito all'attivazione della proteif8RAF, si osserva un meccanismo di fosforilazioni
a cascata delle proteine MEK1 e MEK2, le quali & lgolta fosforilano ed attivano
ERK1 ed ERK2. Queste due proteine promuovono lsctidone genica, attivando,

mediante meccanismi di fosforilazione, un ampio atondi fattori di trascrizione e di
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chinasi. Sebbene siano descritte piti di 40 mutaziehdominio kinasico dBRAF, la
pil comune mutazione € la classica sostituzione GRE& in posizione 1799 dell’esone
15, che risulta nella mutazione dell’aminoacido VEO Tale mutazione consiste in una
transversione di una timina con un’adenina (T>A)osizione 1799 che determina la
sostituzione a livello del codone 600 della pratedn un residuo aminoacidico di valina
(V) con un acido glutammico (E). L'inserimento dglitammato, carico negativamente,
conferisce una carica negativa in grado di mimaresforilazione dei residui di treonina
599 e serina 602, conducendo quindi all’attivazideka proteindRAF. Le mutazioni di
BRAF attivano costitutivamente questa kinasi, mimaraléokforilazioneRASindotta e
promuovendo quindi la crescita, la sopravvivenfargiogenesi delle cellule tumorali.
Oltre alla mutazione V600E, pero, nei CRC sonoesthkgscritte anche altre mutazioni a
carico del genRAFche sono estremante rare e coinvolgono aminoaoglzjpnati in
prossimita del sito tirosino-kinasico, o del domirdella proteina ricco di residui di
glicina, nelle regioni adiacenti al codone 600, lqua594G, L597Q e G1406C. In
dettaglio la mutazione D594G risulta in un cambiatoeaminoacidico a livello del
codone 594 della proteina che determina la sogiitezdi un residuo di glicina con uno
di acido aspartico; la mutazione L597Q consistegde, nella sostituzione, a livello della
proteina, di una leucina con un residuo di glutananimentre la mutazione G1406C

determina l'inserimento di una cisteina al postarmresiduo di glicina.

3.2 LA MUTAZIONE DI KRAS: ASPETTI CLINICI

Come detto in precedenza, I'analisi delle mutazdinKRASé di cruciale importanza,
soprattutto per la sua valenza di fattore preditey in misura minore, anche per il suo
valore prognostico.

La valutazione della mutazione KRASIn ampie casistiche di pazienti con mCRC ha
portato a definirne specifiche caratteristicheiche, in particolare, numerosi sono stati
gli studi che hanno mostrato la correlazione trastato mutazionale dKRAS e la
presenza di sedi metastasiche specifiche. In uraicst® numerosi campioni metastatici
sonostati screenati per valutare la presenza dellaziorta diKRAS la prevalenza della
mutazione dKRASe stata poi confrontata nel:

- gruppo A (148 pazienti con mCRC da cui 161 messti CRC): valutazione della
prevalenza dKRAS tra le metastasi epatiche (N=65), polmonari (N=80cerebrali
(N=46),
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- gruppo B (604 pazienti di cui 49, 141, 270, 1¥pettivamente in stadio 1,2,3,4) in cui
e stata valutata la prevalenza della mutazion&RIAS confrontandola nella coppia
metastasi/tumore primitivo,

- gruppo C (859 pazienti in stadio 2 e 3 sottopastihirurgia con intento radicale e
nessuno con evidenza di malattia metastasica alemmmdella resezione) in cui la
prevalenza della mutazione HRASe stata confrontata tra le metastasi ed una coorte
indipendente di tumori primitivi.

La prevalenza della mutazione HRAS e risultata significativamente piu alta nelle
metastasi polmonari (62%) e cerebrali (56.5%) tispalle metastasi epatiche (32.3%;
p=0.003). Se confrontata con il primitivo la mutag di KRASe risultata essere piu
frequente nelle metastasi cerebrali e polmonarO@35) ma simile nelle metastasi
epatiche. La mutazione HiRASrisulta quindi essere associata ad una ripresa@ure
(HR=2.1, 95%CI. 1.2-3.5, p=0.007), ma non ad unaeda epatica. Un ulteriore
studid™’a conferma della correlazione tra mutaziond&RiASe la sede di metastasi ha
mostrato come le metastasi polmonari siano piuuiatj nei pazientkKRAS mutati
rispetto aiKRASWT (45.3% vs 22.1% p=0.003), mentre le metastaaiiehe (37.3% vs
70.6% p<0.001) o linfonodali (6.7% vs 19.1% p=0)0ZOno inizialmente sedi
metastatiche meno frequenti nei pazi&RiASmutati rispetto aKRASWT.

Il ruolo di KRAS come biomarker prognostico di sopravvivenza nel M@GCR
indipendentemente dalla terapia con anti-EGFR, éoggi poco chiaro. Lo studio
RASCAL™® per primo ha cercato di capire il significato progtico delle mutazioni di
KRAS identificando un aumentato rischio di recidiva (1) e di morte (p=0.004) nei
CRC KRASmutati; nello specifico lo studio ha mostrato col@menutazione del codone
12, ma non del codone 13, rappresenti un fattadgo@mdente di aumentato rischio di
recidiva (p=0.007) e di morte (p=0.004), correlssidad un comportamento piu
aggressivo di malattia. Lo studio RASCAL* eseguito su un campione di pazienti pitl
consistente ha confermato i dati del precedensd. thinportante sottolineare come i
risultati riportati da entrambi gli studi sopratitsiano validi solo nei pazienti con CRC
in stadio di Dukes C, aventi la mutazione p.G12¥r fheglio comprendere il ruolo
prognostico dKRASIn relazione allo stadio del CRC e ad altre cariatiehe tumorali di
possibile rilevo sull’'outcome stato condotto uno studf su una popolazione di 1989
pazienti. IKRASmutati (31%) hanno presentato una scarsa DFS (FRZ=25%CI: 1.13-
1.66) rispetto aKRASWT. Tuttavia questa correlazione non si e dimtstevidente

nella malattia metastatica, portando quindi allactasione che la mutazione KRASe
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associata ad una sopravvivenza significativamenferiore rispetto aKRASWT, ma
solo nel setting di pazienti non metastatici.

La valenza predittiva dRASé sicuramente meno controversa del ruolo progrmstia
prima evidenza del ruolo predittivo HRASé emersa da uno studio francéseche ha
valutato la presenza di correlazione tra la rispail paziente metastatico trattato con
cetuximab in monoterapia e lo stato mutazionalegdak. Mutazioni dKkRASsono state
riscontrate in 13 pazienti sul totale di 30 arrtiolzello studio. Le mutazioni sono
risultate strettamente associate alla rispostaasifatnento, infatti, nessuno dei tumori
mutati ha risposto al cetuximab. Tra i respondessuno (0/11) ha presentato mutazioni
di KRAS mentre le stesse sono state riscontrate nel 6818¥d9) dei pazienti non
responders (p=0.0003). La sopravvivenza comples®vpazienti con tumoi€RASWT

e risultata significativamente piu alta se confabatcon quella di pazierliRASmutati
(OS mediana: 16.3 vs 6.9mesi; p=0.016). Risultatal@ghi sono emersi anche
dall’analisi retrospettiva dei pazienti trattatilli@nbito dello studio CO.1%%. In questo
trial sono stati analizzati i campioni tumoralifestuti da 394 dei 572 pazienti (68,9%) con
MCRC, randomizzati a ricevere terapia di suppoitoopmeno cetuximabll 42,3% aveva
una mutazione nell'esone 2 del geneK@AS Nei pazienti con tumore wild type, |l
trattamento con cetuximab rispetto alla sola teramli supporto ha migliorato
significativamente I'OS (9.5 vs 4.8 mesi, HR=0,p50,001) e la PFS (3.7 mesi vs 1.9 mesi,
HR=0,40, p<0,001)Tra i pazienti mutati, non vi e stata alcuna défezra significativa tra
coloro trattati con cetuximab e quelli con solapea di supporto in termini di OS (HR=0.98;
p=0.89) o PFS (HR=0.99, p=0.96). Nel gruppo deiigdr trattati con sola BSC, lo stato
mutazionaleKRASNon e risultato significativamente associato cosojravvivenza generale
(HR=1.01, p=0.97).

Anche per quanto riguarda panitumumab, studi rpethisi hanno confermato il ruolo
predittivo delle mutazioni dKRAS:lo studid®® che ha valutato panitumumab terapia

di supporto in pazienti con mCRC chemiorefrattaf@ dimostrato che il relativo
vantaggio determinato dalla somministrazione diitpamumab é ristretto ai pazienti
KRASWT (HR=0.45; 95%CI 0.34-0.59; PFS mediana: 12.8rsahe per panitumumab
vs 7.3 settimane per la terapia di supporto) memtresi rileva alcun effetto nei pazienti
KRASmutati (HR=0.99; 95%CI 0.73-1.36; PFS mediana:sédimane per panitumumab
vs 7.3 settimane per BSC).

Nel’ambito del trattamento di prima linea del mCRI® studio CRYSTAE®*, ha
valutato l'efficacia della combinazione FOLFIRI+getmab vs solo FOLFIRI. La

mutazione diKRASa livello dei codoni 12 e 18 stata identificata in 397 campioni
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tumorali di 1063 pazienti arruolati (37%). In temndi PFS (obiettivo primario dello
studio), una differenza statisticamente significatiin favore di cetuximab €& stata
evidenziata solo tra i pazielKRASWT (PFS mediana: 9.9 mesi (cetuximab+FOLFIRI)
vs 8.4 mesi (solo FOLFIRI); HR=0.69, p=0.0012;).cAr in termini di RR (obiettivo
secondario) la differenza e risultata statisticaimesignificativa solo tra i pazienti WT
(RR: 57.3% (FOLFIRI+cetuximab) vs 39.7% (FOLFIRp:0.001). Il trial OPUE” ha
presentato risultati del tutto analoghi. Dei patiiean tumore metastatico randomizzati a
ricevere in prima linea FOLFOX o FOLFOX+cetuximawlo quelli KRASWT hanno
ottenuto un beneficio dall’associazione del biotogialla terapia convenzionale (PFS
mediana neiKkRAS WT: 8.3 mesi FOLFOX+cetuximab vs 7.2 mesi solo FOK;
HR=0.567, p=0.0064). Inoltre il trattamento conus@nhab ha determinato un netto
peggioramento della PFS nei paziefRAS mutati (PFS mediana: 5.5 mesi
(FOLFOX+cetuximab) vs 8.6 mesi (solo FOLFOX), HRAZ0, p=0.0153), suggerendo
un possibile effetto detrimentale in questo gruppo.

In relazione a bevacizumab, la mutazion&BIASnon ha mostrato alcuna significativa
correlazione con 'outcome clinico, come dimoswastudio retrospettivo di Hurwitz e
coll; in questo triat®® finalizzato a valutare il ruolo delle mutazioni HiRAS nel
trattamento con bevacizumab, € emerso che il vgittaig PFS ottenuto con I'anticorpo e
indipendente dallo stato mutazionale KIRAS. Anche lo studio di Ince e colvédi
paragrafo successiyoha ulteriormente confermato che i pazieKRAS mutati in
trattamento con bevacizumab ottengono un vantagdi-S statisticamente significativo
rispetto ai pazienti trattati con sola chemioteaaponfermando che le mutazionikKiRAS

non influenzano I'attivita di bevacizumab.
3.3 LA MUTAZIONE DI BRAF: ASPETTI CLINICI

Numerosi studi hanno dimostrato che i tumBRAF mutati presentano caratteristiche
clinico-patologiche e demografiche specifiche. blefitudio di Tie et a® lo stato
mutazionale dBRAF e KRASe l'instabilita microsatellitare sono state cortelaon le
caratteristiche cliniche e 'outcome dei pazieQuesto studio ha valutato la mutazione di
BRAFe KRASnel primitivo di 525 pazienti con CRC e in 81 cegpprimitivo/metastasi.

| risultati mostrano come l'etda avanzata (>70 anps0.04), il sesso femminile
(p=0.0005) e la localizzazione destra del tumore0(@001) siano elementi clinici

associati alla presenza della mutazi8fAFV600E.
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Interessante € la correlazione tra la mutazionBRIF e I'istotipo tumorale mucinoso,
individuata in uno studio condotto da Ogino e ¥8lin cui sono sono state valutate le
mutazioni diBRAF e KRASIn 167 CRC mucinosi e 457 non mucinosi. Lo stuldo
dimostrato come i tumori mucinosi presentino unagfienza di mutazionBRAF
superiore rispetto ai tumori non-mucinosi (15-27%08.6%, p<0.001), riportando quindi
una correlazione significativa tra i due aspetti.

In questi ultimi anni gli studi effettuati sulla tazione diBRAF hanno fatto emergere
come essa rappresenti un potente fattore prognos@uesta condizione e stata
dimostrata in uno studi®’ che ha messo in evidenza come i pazi&RAF mutati
abbiano una maggiore probabilitd di progressionemdilattia (p<0.0001) e morte
(p<0.0001) rispetto BRAFWT, indipendentemente dallo regime di trattamextottato.
La mutazione dBRAFe inoltre predittiva di recidiva precoce (HR=498%CI 2.2-7.4) e
morte (HR=4.0, 95%CI 2.1-8.0).Un ulteriore conferaha forte ruolo prognostico di
BRAF, proviene dallo studio di Yokot¥ che ha valutato la mutazioB&RAFe KRASIn
299 pazienti con mCRC trattati con chemioterapiarisultati mostrano che la
sopravvivenza mediana per i pazienti con mutazBRAF e KRASe rispettivamente di
11.0 e 27.7 mesi, significativamente peggiore tigpai pazienti WT, aventi una
sopravvivenza mediana di 40.6 méBRAF, HR=4.25, p<0.001KRAS13; HR=2.03,
p=0.024).

Di Nicolantonio et at®®

hanno per primi proposto un ruolo potenziale dellgazione di
BRAF nel predire la resistenza ad agenti anti-EGFRION&Udio sono state analizzate
retrospettivamente RR, TTP (time to progressiorf), ©stato mutazionale #iRASe
BRAF in 113 pazienti con mCRC trattati con cetuximapamitumumab. Nessuno dei
pazientiBRAFmutati (11 su 7KRASWT) ha risposto al trattamento, mentre nessuno dei
responders ha presentato la mutazior@RIF (p=0.029). Inoltre i pazienBRAF mutati,
rispetto ai WT hanno ottenuto una PFS (p=0.011) wd OS (p<0.0001)
significativamente piu brevi. Un ulteriore studiocanferma del ruolo prognostico di
BRAF & il sopracitato trial di Souglak® in cui nessuno dei 9 pazienti aventi la
mutazione di BRAF V600E ha risposto a cetuximab, mostrando una PFS
significativamente peggiore dBRAFWT (2 vs 3.9 mesi, HR=3.6, 95%CI 1.8-7.4). Dati
piu recenti, sono stati estrapolati da una anaéiiospettiva di una ampia coorte di
pazienti metastatici svolta da de Roock et"&INello studio sono stati analizzati 1022
campioni di DNA tumorale, provenienti da paziendittati con cetuximab; 773 campioni
hanno presentato una quota di DNA sufficiente jpeclusione nell'analisi di frequenza
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di mutazione diKRAS, BRAFNRASe PIK3CA In un sottogruppo di 649 pazienti
chemiorefrattari trattati con cetuximab e chemigpéa sono state analizzate I'OR
(objective response), PFS e OS. Il 40% dei tummaliazati ha presentato una mutazione
di KRAS il 4.7% una mutazione @RAF. Lo studio ha confermato che i pazieRRAS
mutati non mostrano un beneficio dall’aggiunta diugximab se confrontati con i WT
(RR 6.7% vs 35.8%; OR=0.13, 95%CI 0.07-0.22; p<01)0Inoltre iKRASWT, ma con
mutazione diBRAF o NRAShanno presentato una RR significativamente inferttei
BRAF e NRASNVT ( RR 8.3% dei BRAF mutati vs 38.% dei BRAF WTR@.15,
95%CI1 0.02-0.51; p=0.0012). Lo studio mostra qutitk, sia in pazienti non selezionati,
sia neiKRAS WT la presenza della mutazioB&RAF identifica pazienti che traggono
scarso beneficio clinico dalla strategia anti-EGERIesti dati sono stati ulteriormente
supportati da una metanatisitratta da 11 studi retrospettivi includenti un tetdi 546
pazienti con mCRC trattati, in linee avanzate, aoti-EGFR. Nel gruppo dei pazienti
KRASWT (376), lo studio ha riportato un ORR (objectiresponse rate) ndRAF
mutati dello 0%, neBRAFWT del 36.3%. La metanalisi mostra come la mutazidi
BRAF determini una assenza di risposta agli agentiEB®@&#R nella popolazionKRAS
WT. (RR (risk ratio) totale=0.14, 95%CI 0.04-0.530.004).

Fondamentale e sottolineare che, in prima lindsattiamento, nei pazielBRAF mutati,

il vantaggio ottenuto con l'uso degli anti-EGFRpger statisticamente significativo, e
clinicamente poco rilevante. Questa considerazmmrauce molti clinici alla scelta di
non utilizzare il trattamento con anti-EGFR in qoegruppo di pazienti.

Come visto in precedenza per le mutazioniKiRAS l'efficacia di bevacizumab é
indipendente dalla mutazione BRAFE A dimostrazione di quanto affermato, lo stato
mutazionale dBRAF e stato valutato retrospettivamente in 295 paziectusi nel trial
AVF2107"% mostrando proprio come I'efficacia del farmacoltijico sia indipendente
dalla mutazione dBRAF Inoltre, indipendentementdal tipo di trattamento ricevuto, i
pazientiBRAF/KRASNT hanno mostrato unagrognosi migliore rispetto ai pazienti con
tumori BRAF/KRAS mutati, (HR=0.51, 95%CI0.28-0.95 nei pazienti trattati con
bevacizumab; HR=0.66, 95%CI 0.37-1.18 nei pazi@attati con placebo). Al test di
interazione e stato dimostrato che il vantaggieratto con bevacizumabindipendente
dallo stato mutazionale. (HR=0.59, 95%CI 0.39-0(834).01).
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Capitolo 4. Il ruolo delle mutazioni di KRAS e BRAF nella
prognosi dei pazienti affetti da carcinoma coloretle con

metastasi epatiche resecate

4.1 INTRODUZIONE E RAZIONALE

Per i pazienti affetti da mCRC e interessamentdi@pda resezione chirurgica delle
metastasi pud rappresentare una concreta possithiliturd®. Attualmente i fattori che
permettono di selezionare un paziente per un iateos di resezione epatica sono
esclusivamente clinici. Tra i parametri valutateriteri di Fond™ rivestono un ruolo
rilevante ma, ancora piu centrale € la valenzaad#icussione multidisciplinare che nel
confronto tra oncologi, chirurghi e radiologi petteeuna valutazione integrata degli
aspetti tecnici e oncologici della malattia.

Recentemente, nellinquadramento globale di unepgeicon mCRC, & emerso il ruolo
fondamentale delle mutazioni HiRASe BRAF, di cui ben noto e il valore predittivo e
prognostico, ma di cui poco si conosce in relazialiénpatto nel setting dei pazienti
candidati a resezione delle metastasi epaticheal& proposito, un recente studio
condotto da Teng e cdif® ha valutato il ruolo delle mutazioni #iRASe BRAF nei
pazienti sottoposti a metastasectomia epatica. Statbstudiati retrospettivamente 292
pazienti sottoposti a metastasectomia epatica memto curativo. L’analisi mutazionale
e stata eseguita sulle metastasi epatiche resecatenutazione diKRAS é stata
riscontrata in 111 pazienti (38%). La mutazioneBRAF e stata rilevata in 6 pazienti
(2.1%). Come atteso le mutazioni IRASe BRAF sono risultate sempre mutualmente
esclusive. L’analisi delle caratteristiche dellapplazione esaminata non ha mostrato
differenze significative nel grupgoéRAS/BRAFMutati rispetto ai WT, ad eccezione della
localizzazione del tumore primitivo. Il tasso dpsavvivenza della popolazione generale
a 5 anni é stato del 55.5%; nei pazienti con matazli KRASe BRAFe stato di 38.0 e
2.1%, rispettivamente. L’OS mediana dei pazienti tao mutazione dBRAF e stata di
soli 8.2 mesi, significativamente peggiore rispetiopazientiKRAS/BRAFWT (19.7
mesi) e KRAS mutati (19.6 mesi) (p=0.006). Per quanto riguagla altri fattori
prognostici gia noti, all’analisi univariata, tunn@incroni, piu di 3 metastasi epatiche,
margini di resezione positivi, malattia extraepaticoncomitante si sono confermati
essere associati a scarsa sopravvivenza. All'amalifivariata la mutazione @dRAF si

e confermata come fattore prognostico indipend@df=5.181, p=0.002). Tuttavia da
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guesto trial non risulta possibile trarre considemai definitive, dato I'esiguo numero di
pazientiBRAF mutati presenti nello studio (6/292) e sulla bdska natura retrospettiva
del trial stesso; inoltre resta da chiarire il mudlella mutazione dBRAF come fattore
prognostico in termini di RFS.

Un ulteriore studit’* & andato a definire il ruolo delle mutazionikdRASe BRAFin una
coorte di 126 pazienti sottoposti a resezione epation intento radicale. L’analisi
mutazionale e stata eseguita sulle metastasi Bpatic100 dei 126 pazienti arruolati. I
27% dei pazienti e risultato mutato sui codoni 123adiKRAS il 3% suBRAFe il 70%
dei pazienti € risultat! RAS/BRAFRNT. In termini di DFS il confronto tr&a RASBRAF
wt, KRASmutati eBRAF mutati ha evidenziato come la prognosi sia infazta dallo
stato mutazionale BRAFma non da quello iKRAS(BRAF mutati versuKRASBRAF
WT p<0.005; KRAS mutati versusKkRAS/BRAFWT p=0.61). In termini di OS la
mutazione di BRAF ha confermato il suo ruolo progjiem (p<0.001) ed € emersa anche
una differenza statisticamente significativakKiRASmutati eKRAS/BRARNT (p=0.034).
All'analisi multivariata il numero di metastasi ¢jghe maggiore di 5 (HR=6.42,
p=0.029), la presenza di malattia extraepatica @#HE¥ p=0.012) e la presenza di
mutazioni diIKRAS/BRARHR=2.36, p=0.045) sono risultate significativaneecorrelate
allOS. | BRAF mutati identificati nel campione in studio (3/1G&)no, anche in questo
trial, troppo esigui per poter trarre delle conusdefinitive. Tuttavia entrambi gli studi,
seppur retrospettivi, fanno emergere come lincidenlella mutazione dBRAF nei
pazienti candidati a resezione epatica con inteadicale, sia meno frequente (2-3%)
rispetto a quella che si rileva nella popolazioeaagale di pazienti con mCRC (10%).
Uno studio, presentato all’'ultimo congresso ASC@ ,ulteriormente analizzato il ruolo
della mutazione dKRASsull'outcome di 169 pazienti sottoposti a resegioadicale di
metastasi epatich&con intento radicale, trattati in seguito con cheteriapia adiuvante
sistemica o intraepatica. L'incidenza della mutaeidiKRASE stata del 30%.a RFS a

3 anni e stata del 48% NERASWT e del 30% nei mutati (p<0.01), I'OS a 3 ansi@ta
del 96% neiKRASWT e dell'80% nei mutati (p=0.08). Seppur consaheto I'esiguo
numero di pazienti valutati e la natura retrospattell’analisi tali evidenze sottolineano
il ruolo prognostico della mutazione IKRASIn questo setting. Inoltre in questo studio é
emerso come i pazienKRASmutati siano piu a rischio di sviluppare metastasee
(p<0.01), cerebrali (p=0.05) e polmonari (p<0.0%petto aiKRASWT. Infine un altro
studio condotto da un gruppo austriaco ha valutapatto della mutazione dkRAS"®

in pazienti sottoposti a resezione epatica dopotrattamento pre-operatorio con
bevacizumab. Lo studio ha arruolato 60 pazientgudli25 con mutazione KRAS La
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risposta radiologica alla chemioterapia neoadiwaimt accordo con i criteri RECIST
(Response Evaluation Criteria In Solid Tumours3tata parziale in 52 pazienti (87%) e
nei rimanenti 8 la malattia si € presentata stalibe percentuale di pazienti che ha
presentato una risposta parziale e stata similegaaientiKRASmutati ed iIKRASWT
(p=0.400). La mutazione d{RASe risultata pero correlata ad un effetto progeosti
negativo sulla RFS (HR=2.48, 95%CI 1.26-4.89, p69)Ce sul'OS (HR=3.51, 95%ClI
1.30-9.45, p=0.013). Lo studio ha quindi fornit¢eualori evidenze sul ruolo prognostico
di KRASIn termini di RFS e OS, mostrando inoltre comeHamioterapia neoadiuvante
comprendente bevacizumab induca una risposta,andgntemente dallo statuskiRAS

in questo gruppo di pazienti con CLM. In conclugipmper quanto riguarda il ruolo
prognostico della mutazione BRAF sono necessari ulteriori studi di conferma, mentre
per la mutazione dKRASI dati discordanti emersi dagli studi sopracitacessitano di

chiarezza.
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4.2 DISEGNO, MATERIALI E METODOLOGIA
Disegno dello studio

Partendo da queste considerazioni, i dati clinigbakienti affetti da mCRC sono stati
valutati retrospettivamente in 3 centri oncologialiani (Pisa, Padova, Udine). Per
l'inclusione nella presente analisi sono stati eleati i pazienti andati incontro a

resezione epatica con intento radicale.

Le informazioni cliniche sono state raccolte su database elettronico predefinito e

analizzate al termine della raccolta dei dati.

Obiettivi dello studio

Obiettivo dello studio € valutare I'incidenza enijpatto prognostico delle mutazioni di
BRAF e KRASnei pazienti affetti da mCRC sottoposti a reseziepatica con intento

radicale.

Endpoint primario dello studio e il confronto deRES tra pazienti con mutazione di
BRAFe pazienti WT.

Endpoint secondari sono il confronto in terminR&S in relazione allo stato mutazionale
di KRASe in termini di OS e tasso di resezioni radicBi0 (vs R1-R2) in relazione allo
stato mutazionale sia BRAFche diKRAS

Selezione dei pazienti

Sono stati ritenuti eleggibili per lo studio e il nell’analisi pazienti con le seguenti

caratteristiche:

» Diagnosi di adenocarcinoma del colon-retto conféanstologicamente

» Disponibilita del blocchetto tumorale in paraffid@l tumore primitivo o delle
metastasi o0 stato mutazionaleKiRASe BRAF, del primitivo o delle metastasi,
gia valutato in precedenza.

* Resezione con intento curativo delle metastasicpat

» Disponibilita dei dati clinici e adeguata rivaluiaze di malattia post resezione
epatica eseguita ogni 2-4 mesi dopo l'interventmgendente la registrazione

dei marcatori tumorali e gli esami di imaging.
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Analisi mutazionale di KRAS e BRAF

Le analisi dello stato mutazionale HIRAS e BRAF sono state effettuate presso i
dipartimenti di Anatomia Patologica dell’Azienda pg@slaliero Universitaria Pisana,
dell'lstituto Oncologico Veneto e dellOspedale didine. La valutazione e stata
effettuata su campioni del tumore primitivo e/olelehetastasi epatiche resecate. Nei
campioni tumorali disponibili &€ stata ricercata deesenza di mutazioni attivanti dei
codoni 12, 13 (esone 2) e 61 (esone AMKASe del codone 600 (esone 15BRAF Il
DNA é stato estratto dai campioni tumorali utilinda il Qiamp DNA tissue Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Il DNA e stato amplificato pgRASe BRAF usando i kits Anti-
EGFR MoAb response® (DIATECH Pharmacogenetics) itanPCR eseguita con
Rotor-GeneTm 6000. Il pirosequenziamento e statdtswsando i reagenti PyroMark
Gold Q96 (QIAGEN Hilden Germany) e i risultati sostati analizzati con il software
PyroMark Q24 1.0.9.

Considerazioni statistiche
La correlazione tra le caratteristiche cliniche atofpgiche e la mutazione @8RAF e

KRASe stata valutata conyP test o il test di Fisher.

La RFS é stata definita come il tempo intercorsoldrresezione epatica e la ripresa di

malattia.

L’OS é stata definita come il tempo intercorso laadata della resezione epatica e il

decesso del paziente avvenuto per qualsiasi causa.

La distribuzione delle sopravvivenze é stata s@mailizzando il metodo delle curve di
Kaplan-Meier ed il modello proporzionale di Cox tats applicato per le analisi

univariate e multivariate.
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4.3 RISULTATI

Caratteristiche dei pazienti

Sono stati screenati 3024 pazienti con CRC affeegmentri di Pisa, Padova e Udine dal
Gennaio 1995 al Dicembre 2012. Nel presente stsdim stati inclusi 360 pazienti
sottoposti a resezione epatica, le cui analisi miomzli sono state eseguite presso i centri
di Pisa, Padova e Udine. Le principali carattestsi cliniche della popolazione sono
descritte nella tabella 1. L'eta mediana della pagone inclusa nello studio e di 62 anni
(range: 25-85). La maggior parte dei pazienti (86f)presentato un PS 0 al momento
della diagnosi, il 13% dei pazienti un PS1 e I'1A0R52.

Al momento dell’analisi, 258 pazienti hanno preaémtrecidiva di malattia dopo
resezione epatica. In 196 casi (76%) la recidivanteressato un singolo organo, in
particolare i distretti interessati sono statfetjato in 127 pazienti (50%), polmone in 38
pazienti (15%), linfonodi in 12 pazienti (5%), gerieo in 5 pazienti (1%), 4 pazienti
(1%) hanno presentato una recidiva locale, 10 p#z{d%) hanno presentato sedi di
recidiva diverse da quelle sopra indicate. Sesdast@azienti (24%) hanno presentato
multiple sedi di recidiva.

Per quanto riguarda i trattamenti ricevuti, 183 i@aiz sono stati trattati pre-
operatoriamente: di questi 40 con chemioterapidusisa (a base di 2 o 3 farmaci
citotossici), 116 con chemioterapia e bevacizumé&lBecon chemioterapia e un anti-
EGFR; 9 pazienti hanno ricevuto un trattamento diwela quelli sopra elencati. Dei 177
pazienti non trattati pre-operatoriamente 128 hamigevuto un trattamento post-
operatorio, 110 con sola chemioterapia, 11 con abterapia e un farmaco biologico e 7
hanno ricevuto altri trattamenti (vedi tabella 5).

In relazione allo score di Fong i dati sono presemiella tabella 2. In 246 su 360 pazienti
e stato possibile valutare tutti i 5 parametri;®oisultati a basso (tra 0 e 2 punti) e alto

rischio (tra 3 e 5 punti) 123 pazienti per grupispettivamente.

Analisi dello stato mutazionale di KRABRAF

La valutazione dello stato mutazionaleKRRASe risultata informativa in 358 dei 360
pazienti inclusi nella popolazione in studio. I863N=224) dei casi e risultatiRASWT,

il 32% (N=116) mutato e in 18 casi (7.7% dei casicdi era disponibile la coppia
primitivo-metastasi) si € avuto un esito discordant

La valutazione dello stato mutazionaleBiRAFé stata possibile su 360 campioni; il 97%
dei casi (N=349) e risultato WT, il 3% (N=11) eulisto BRAFV600E mutato. In nessun
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campione tumorale sono state riscontrate entrambautazioni. | dati nel dettaglio sono
presentati nella tabella 3.

Come riportato in tabella 4 il confronto delle dseastiche di malattia tra i pazienti
KRASe BRAFWT (all WT), KRASmutati eBRAF mutati non ha mostrato differenze
statisticamente significative, ad eccezione dealtalizzazione del tumore primitivo: nei
pazienti BRAF mutati si é infatti osservata una correlazione lwamutazione e
l'insorgenza di tumore primitivo a destra, presanté (64%) su 11 pazierBRAFmutati
(p<0.0001); nei pazientKkRAS mutati invece la sede del primitivo si € presentatl

frequentemente a sinistra (63%, p<0.0001).

Analisi di outcome

| dati sono riportati nella tabella 6. La RFS maediaendpoint primario dello studio, &
stata di 12.6, 11.0 e 5.7 mesi, rispettivamentepaeienti all WT KRASmutati eBRAF
mutati (p=0.01) (figura 2). Il confronto della RE@ pazientBRAFmutati eEBRAFWT é
risultato significativo (HR=4.25, 95%CI 1.52-11.§8;0.005), come mostrato in figura 1.
All'analisi univariata caratteristiche quali PS 1#2R=1.60, 95%CI 1.09-2.36, p=0.02),
presenza di malattia extraepatica (HR=2.22, 95%@M-B.75, p=0.003), metastasi
epatiche bilobari (HR=1.60, 95%CI 1.23-2.10, p=0&)00 sincrone (HR=1.33, 95%CI
1.03-1.71 p=0.03) o multiple (HR=1.68, 95%CIl 1.31% p<0.0001), margini di
resezione positivi (HR=2.61, 95%CI 1.76-3.87, p€0D), diagnosi di tumore primitivo
con linfonodi interessati (HR=1.54, 95%CI| 1.19-2/9:0.001) si sono presentate
correlate a scarsa RFS.

L’OS mediana dei pazienti con mutaziondB&AFé stata di 21 mesi, significativamente
peggiore rispetto ai pazienti all WTKERASmutati (rispettivamente con OS di 60.7 mesi
e 40.7 mesi, p=0.0013). Allanalisi univariata d¢tedastiche quali PS>0 (HR=2.74,
95%ClI 1.65-4.65, p<0.0001), la localizzazione ded#&l tumore primitivo, la presenza di
malattia extraepatica (HR=2.93, 95%CI 1.43-6.0,.p68), metastasi epatiche bilobari
(HR=1.91, 95%CIl 1.34-2.72, p=0.0003) o multiple E&1RB8, 95%CI 1.35-2.62,
p=0.0002), margini di resezione positivi (HR=4.7d45%CI| 2.83-7.94, p<0.0001),
primitivo con linfonodi positivi (HR=2.37, 95%CI183-3.05, p<0.0001) si sono associate

a scarsa sopravvivenza.

Analisi multivariata
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All'analisi multivariata si € confermato il valoggrognostico della mutazione 8RAF
(HR=1.53, 95%CIl 1.10-2.14, p=0.01dlei margini di resezione positivi (HR=2.65,
95%CI 1.79-3.93, p<0.0001) e dell’high risk scoré-dng (HR=1.62, 95%CI 1.10-2.37,
p=0.01) in termini di RFS (vedi tabella 7).

In termini di OS si sono mantenute significativerlatazione dBRAF(HR=1.57, 95%ClI
1.05-2.35, p=0.03), il PS>0 (HR=1.70, 95%CI 1.0892.p=0.04), i margini di resezione
positivi (HR=3.88, 95%CI|=2.38-6.34, p=0.0001), ghirisk score di Fong (HR=2.20,
95%Cl 1.38-3.51, p=0.0010) ( vedi tabella 8).

62



4.4 DISCUSSIONE e CONCLUSIONI

Dati questi risultati, il nostro studio si configucome il lavoro piu ampio e dettagliato
fino ad oggi esequito, sull'impatto delle mutazidnKRASe BRAF in termini di RFS e
OS in pazienti sottoposti a resezione di metagaaiiche da CRC. Nella nostra analisi si
conferma come nei pazienti potenzialmente candathtina chirurgia resettiva epatica la
frequenza della mutazione &8RAF (3%) sia decisamente inferiore rispetto a quella
comunemente riscontrata nei pazienti con mCRC megde (8-10%). Questo riscontro
puo essere spiegato dal fatto che pazienti con m€RM@tazione dBRAF in virtu delle
considerazione fatte in precedenza, hanno scarsealpiita di presentare malattia
esclusivamente epatica e di raggiungere in un qgakl momento della loro storia
clinica una condizione favorevole per considerar@ chirurgia resettiva epatica.

Nella nostra casistica la mutazioneBiRAFe associata ad un outcome significativamente
peggiore sia in termini di RFS che OS, sia in ur@ multivariata, individuando pazienti
senza chance di RFS o di OS a lungo termine.

Come gia dimostrato dal sopracitato studio di Umedaoll’’® la presenza della
mutazione diKRASnon ha mostrato una valenza prognostica in terihifRFS, pur
risultando correlata significativamente con I'O$ie§o dato puo trovare una spiegazione
almeno parziale, nel fatto che molti pazienti ahbiaicevuto farmaci anti-EGFR nelle
fasi avanzate di malattia (i.e. dopo la ricadutahe, in virtu del ruolo predittivo negativo
della mutazione dKRAS i pazienti wt abbiano derivato un vantaggio dettattamenti.

In relazione alla RFS mediana, questa e stata.@i 12.0 e 5.7 mesi rispettivamente nei
pazienti all WT,KRASmutati eBRAF mutati, risultando significativamente inferiorel ne
pazientiBRAFmutati rispetto agli altri gruppi (p=0.01).

In termini di sopravvivenza globale il gruppo deizgentiKRASmutati ha ottenuto una
OS mediana 40.7 mesi, i pazieBIRAF mutati di 21.0 mesi, i pazienti all WT di 60.7
mesi (p=0.0013).

All'analisi multivariata viene mantenuto il ruoleqgnostico della mutazione BRAFsia

in termini di RFS che di OS.

Se da una parte e vero che i risultati ottenutagdlicano ad un gruppo di pazienti
piuttosto ristretto dal punto di vista numerico kresi particolarmente rilevante |l
significato clinico che possono rivestire. L'anallmutazionale diBRAF € un test

particolarmente semplice dal punto di vista tecr@cd oggi routinariamente disponibile
per gran parte degli oncologi medici. Nella conoiia di dover valutare l'indicazione ad
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un intervento di chirurgia maggiore, teoricamentavgto da un rischio non trascurabile
di morbidita e mortalita post-operatoria, da alistt e certamente di grande impegno
clinico per i pazienti e per le strutture sanitatee disponibilita di un test che possa
consentire a priori una previsione univoca e ritegate sulle possibilita di sopravvivenza
a medio-lungo termine puo essere strategica.dbnso della mutazione @RAFindica
con ragionevole certezza che vi sono scarsissirssilgibta di sopravvivenza libera da
ricaduta dopo resezione epatica con intento curatiNel nostro studio, pur
straordinariamente ampio (la casistica seleziortht8860 pazienti € ottenuta dalla
revisione iniziale di 3024 casi), il numero esig(o=11) di pazientiBRAF mutati
identificati non permette di dare una chiara ris@aaille ragioni clinico-biologiche dei
risultati ottenuti. Una delle ipotesi fondanti duesta analisi era che i pazienti con
mutazioni diBRAF potessero piu frequentemente recidivare in termgribn sedi extra-
epatiche, ma questo non appare cosi evidente. Rinlafatto che questi pazienti
presentano comunque, recidivando in tempi partiodate brevi, una malattia
micrometastatica occulta non visibile agli esammaoaemente condotti in fase di
ristadiazione pre-operatoria né in sede di intdxverQuesta considerazione apre la
prospettiva clinica di considerare, in casi di pati BRAF mutati potenzialmente
candidabili a chirurgia resettiva epatica, un wopk-pre-operatorio particolarmente
intensivo, ad esempio con RM con mezzo di contrag@&to-specifico e ecografie con
mezzo di contrasto. Questi esami hanno recentendimestrato di poter avere in
condizioni specifiche una sensibilita maggiore @élC che routinariamente si esegue in
qguesti casi. Allo stesso tempo, da un punto diavesicologico medico, potrebbe essere
consigliato di considerare con estrema cautelazi@seepatiche aggressive e in tempi
troppo ristretti in questi pazienti, riservando spae opportunita solo a condizioni
estremamente selezionate in cui non vi sia neskunfattore di rischio specifico e una
storia clinica di risposta ai trattamenti di lurdjarata.

In linea generale questi risultati portano senzébdu un utile avanzamento nella
conoscenza del mCRC e rafforzano I'importanzaagglfoccio biomolecolare allo studio
di questa malattia progressivamente piu trattabig allo stesso tempo sempre piu

complessa.
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4.5 TABELLE E FIGURE

Tabella 1. Caratteristiche della popolazione incausell’analisi

Caratteristiche dei pazienti N=360 %
Sesso

Maschi 226 63%
Femmine 134 37%
Eté !

Mediana 62

Range 25-85
Performance Status :

0 310 86%
1 46 13%
2 4 1%
Sede del tumore primitivo

Colon destro 98 27%
Colon sinistro 168 47%
Retto extraperitoneale 92 25.5%
Primitivi sincroni >1 2 0.5%
Presenza di malattia extraepatica

Si 330 92%
No : 30 8%
Localizzazione delle metastasi epatich¢

Unilobari : 227 63%
Bilobari 133 37%
Presentazione delle metastasi

Metacrona 115 32%
Sincrona | 245 68%
Tempo tra diagnosi delle metastasi e

resezione :

0 mesi 75 21%
<6 mesi 90 25%
>6 mesi 195 54%
Esito dell'intervento resettivo epatico

RO 300 83%
R1 31 9%
R2 23 6%
Laparotomia esplorativa 6 2%
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Tabella 2. Fattori prognostici nella popolazione merale: lo score di Fong

Caratteristiche dei pazienti N=360 %

Primitivo con linfonodi positivi

Si 245 68%
No 107 30%
NV 8 2%

Intervallo libero da malattia <12 mesi

Si 282 79%
No 78 21%
Numero di metastasi epatiche >1

Si 200 55%
No 154 43%
NV 6 2%

Diametro delle metastasi epatiche >5cm

Si 73 20%
No 267 74%
NV 20 6%

CEOA>200 ng/mL

Si 11 3%

No 246 68%
NV 103 29%
Score di Fong valutabile (5 parametri) 246

0 12 5%

1 46 19%
2 65 26%
3 89 36%
4 30 12%
5 4 2%
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Tabella 3. Analisi dello stato mutazionaleKRAS e BRAF

mutitzail:)%ale -I{I(it’?é% % Prim % Mets % Coppie %

KRAS

KRAS Wild-type 224 | 63%| 190 64% 204  69% 152 | 6546

KRAS mutato 116 | 32%| 107 36% 91 |  31% 64 |  27%
Codone14 96  83% 90 84% 78 | 86% 55 |  86%
Codone 14 18 | 15% 15 14% 12 | 13% 8 | 13%
Codone6l] 2 @ 2% 2 2% 1 1 1% 1 1%

Discordante / / / / / / 18 8%

NV 2 2% / / / / /

BRAF

BRAF Wild-type 349 | 97% 291 97% 289  96% 231 97%6

BRAF V600E 11 3% 10 3% 8 | 3% 7 3%
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Tabella 4. Confronto tra le caratteristiche clinie dei pazienti all WT, KRASmut, BRAFmut

Caratteristiche Alwt | % | KRASm: % |BRAFmMm: % p
(N=213): (N=116): (N=11) !

Sesso

Maschi 143 67% 63 54% 7 1 64% 0=0.07

Femmine 70 53% 53 46% 4 1 369 '

Eta

Mediana 62 63 59 NA

Range 28-85 25-85 42-72

Performance status

0 186 87% 100 | 86% 7 | 649

1 23 | 11% 16 | 14% 4 |  36% p=0.07

2 4 1 2% 0 0% 0 ! 0%

Sede del tumore primitivo

Colon destro 36 17% 43 37% 7 64%

Colon sinistro 120 56% 40 35% 2 18% 0<0.0001

Retto extraperitoneale 55 1 26% 33 28% 2 18% '

Primitivi sincroni >1 2 1% 0 0% 0 0%

Presenza di malattia extraepatica

Si 199 93% 102 88% 10 91% 0=0.23

No 14 7% 14 12% 1 9% '

Localizzazione delle metastasi epatiche

Unilobari 132 61% 73 63% 8 73% 0=0.77

Bilobari 81 38% 43 36% 3 1 27% '

Presentazione delle metastasi

Metacrona 72 34% 35 30% 2 . 18% 0=0.48

Sincrona 141 | 66% 81 70% 9 | 82% '

Tempo tra diagnosi delle metastasi e resezione

0 mesi 50 | 23% 21 18% 2 18%

<6 mesi 53 25% 29 25% 1 9% NA

>6 mesi 110 52% 66 57% 8 73%

Esito dell’'intervento resettivo epatico

RO 178 | 84% 96 83% 9 82%

R1 18 8% 11 9% 1 9% 0=0.63

R2 14 1 7% 7 6% 0 0% '

Laparotomia esplorativa 3 1 1% 2 2% 1 9%
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Tabella 5. Trattamenti ricevuti prima e dopo la e"one epatica

Trattamenti sistemici pre-operatori (Pazienti trattati, N= 183)

Chemioterapia e bevacizumab 116 63%
FOLFOX/FOLFIRI+bevacizumal 69
FOLFOXIRI+bevacizumal 47

Chemioterapia e anti-EGFR 18 10%
FOLFOX/FOLFIRI +anti-EGFR 6
FOLFOXIRI+anti-EGFR 12

Chemioterapia esclusiva 40 22%
FOLFOX/FOLFIRI 35
FOLFOXIRI 5

Altri trattamenti 9 5%

Trattamenti sistemici post-operatori (Pazienti trattati, N= 235)

Chemioterapia e bevacizumab 74 32%
Chemioterapia e anti-EGFR 12 5%
Chemioterapia esclusiva 139 59%
Altri trattamenti 10 4%
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Tabella 6. Analisi univariate: associazione tra caatteristiche clinico/patologiche dei pazienti con RS ed OS

RFS Mediana,

HR

OS Mediana,

HR

N Mos (95%Cl) 95%CI P value mos (95%Cl) 95%CI P value
Stato mutazionale
all wt 213 12.6 1 NA 60.7 1 NA
KRAS mutati 116 11.0 1.18 (0.90-1.56 0.22 40.7 1.63 (1.129.89 0.012
BRAF mutati 11 57 4.81(1.68-13.80 0.003 21.0 7.74(2.11-28)46) 0.002
Sesso
Masch_l 226 12.6 1 0.41 54.0 1 0.50
Femmine 134 10.2 0.89 (0.70-1.16 57.3 0.89 (0.23-1.65
Eta
<65 208 12.4 1 0.34 57.3 1 0.12
>65 152 10.8 1.13 (0.88-1.45 51.9 1.32 (0.93-1.87
Performance Status
0 310 12.4 1 57.3 1
1-2 50 9.4 1.60 (1.09-2.36 0.02 27.1 2.74 (1.65-4.65 <0.0001
Sito del tumore primitivo
Colon destro 98 10.8 1 39.1 1 NA
Colon sinistro 168 12.3 1.13(0.84-1.53 0.70 57.3 1.53 (1.03-2.27) 3B.0
Retto extraperitoneale 92 12.0 1.11 (0.80-1.55 63.3 1.85 (1.23-2.76 0.002
Presenza di malattia extraepatica
No 330 12.6 1 57.3 1
Si 30 7.5 2.22 (1.31-3.75 0.003 23.4 2.93(1.43-6.00 0.003
Localizzazione delle metastasi epatiche
Unilobari 227 15.0 1 62.4 1
Bilobari 133 8.0 1.60 (1.23-2.10|b 0.0008 34.4 1.91 (1.34-2.72 0.0003
Presentazione delle metastasi
Metacrona 115 15.0 1 0.03 57.3 1 0.16
Sincrona 245 10.8 1.33(1.03-1.71 52.8 1.28 (0.90-1.82
Esito dell'intervento resettivo epatico
RO 300 14.2 1 61.1 1
R1-2, Laparotomia esplorativa 60 7.1 2.61 (1.76-3.87 <0.0001 23.3 4.74 (2.83-7.94 <0.0001
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N RFS Mediana, HR P* value OS Mediana, HR P* value
Mos (95%Cl) 95%ClI mos (95%Cl) 95%Cl
Primitivo con linfonodi positivi
N.o 245 171 1 0.001 39.0 1 <0.0001
Si 107 10.6 1.54 (1.19-2.00 10.6 2.37 (1.83-3.05
Intervallo libero da malattia <12 mesi
Si 282 171 1 0.02 62.4 1 0.13
No 78 10.8 1.39 (1.05-1.84 52.8 1.36 (0.91-2.03
Numero di metastasi epatiche >1
N.O 154 16.3 1 <0.0001 65.7 1 0.0002
Si 200 9.2 1.68 (1.31-2.15) 38.7 1.88 (1.35-2.62
Diametro delle metastasi >5cm
No 267 11.7 1 59.0 1
0.54 0.20

Si 73 111 1.11 (0.80-1.52 52.7 1.35 (0.85-2.13
CEA>200 ng/mL
N_O 246 11.0 1 0.32 52.7 1 0.003
Si 11 9.1 1.49 (0.68-3.27) 18.1 5.59(1.77-17.64
Rischio di recidiva (score di Fong)
Basso 123 16.6 1 <0.0001 61.1 1 <0.0001
Alto 123 8.0 1.89 (1.38-2.57) 32.0 2.25(1.51-3.37
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Tabella 7. Analisi multivariata: associazione tra aratteristiche clinico/patologiche dei
pazienti con la RFS

Relapse Free Survival
Caratteristiche dei pazienti | Adjusted HR | 95%ClI | P Vdue
Stato Mutazionale
BRAF wt 1
BRAF mutati 1.53 1.10-2.14 0.01
Performance Status
0 1
12 143 0.96-2.13 0.08
Presenza di malattia extraepatica
Si 1
NG 072 0.43-1.17 0.19
Localizzazione delle metastasi epatiche
Unilobari 1
Bilobari 1.29 0.91-1.82 0-15
Presentazione delle metastasi
Metacrona 1
Sincrona 0.83 0.56-1.24 0.37
Esito dell'intervento resettivo epatico
RO 1
R1-R2-Laparotomia esplorativa 2.65 1.79-3.93 <0.0001
Rischio di recidiva (score di Fong)
Basso 1
Alto 162 1.10-2.37 0.01
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Tabella 8. Analisi multivariata: associazione tra aratteristiche clinico/patologiche dei
pazienti con 'OS

Overall Survival

Caratteristiche dei pazienti | Adjusted HR | 95%ClI | P Vdue
Stato Mutazionale

BRAF wt 1

BRAF mutati 1.57 1.05-2.35 0.03
Performance Status

0 1

12 170 1.03-2.79 0.04
Sede del tumore primitivo

Colon destroy

Colon sinistro NA NA 0.07
Retto extraperitoneale '
Presenza di malattia extraepatica

Si 1

NG 078 0.40-1.52 0.48
Localizzazione delle metastasi epatiche

Unilobari 1

Bilobari 1.45 0.94-2.25 0.09
Esito dell'intervento resettivo epatico

RO 1

R1-R2-Laparotomia esplorativa 3.88 2.38-6.34 <0.0001
Rischio di recidiva (score di Fong)

Basso 1

Alto 520 1.38-3.51 0.0010
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Figura 1 RFS nei gruppi BRAF WT e BRAF mutati
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Figura 2. RFS nei gruppi all WT, KRAS mutati e BRAF mutati
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Figura 3. OS nei gruppi all WT, KRAS mutati e BRAF mutati
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