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Riassunto

Nella presente rassegna sono analizzati i marca-
tori biochimici e molecolari del carcinoma del
colon-retto sporadico e familiare. Sono riportate
le linee guida delle principali societa scientifiche
statunitensi ed europee di oncologia (ASCO,
ESMO, ACS), biochimica clinica (NACB,
EGTM) e gastroenterologia (AGA). Sulla base
delle evidenze cliniche si raccomanda attualmen-
te la ricerca del sangue occulto fecale per lo scre-
ening di soggetti asintomatici di eta superiore ai
50 anni; la determinazione del CEA sierico viene
raccomandata nel follow-up post-chirurgico ad
intervalli trimestrali nei primi due anni dopo I’in-
tervento. La ricerca delle mutazioni del gene APC
su DNA genomico viene raccomandata nei pro-
bandi con sospetto di familial adenomatous
polyposis (FAP) e nei familiari di soggetti affetti.
Altri marcatori sierologici (CA19-9, TIMP-1) o la
ricerca di geni mutati nelle feci (es. k-ras, p53),
non sono al momento attuale raccomandati al di
fuori di studi controllati.

Summary

O1d and New Markers for colo-rectal cancer: from
diagnosis to prognosis

In the present review, “old” and “new” markers of
sporadic and hereditary colo-rectal cancer are consi-
dered. The guide-lines of the main European and USA
Cancer (ASCO, ESMO, ACS), Clinical Biochemistry
(NACB, EGTM) and Gastroenterological (AGA) as-
sociations are reported. The actual “evidence-based”
recommendations are the use of fecal occult blood
testing for screening asymptomatic subjects of more
than 50 years; CEA is included in the post-operative
surveillance, its determination being recommended
every three months for the first two years after surge-
ry. APC gene mutations should be tested in subjects
with a suspicion of FAP and in relatives of affected
individuals. Other serological markers (CA 19-9, TIMP-
1) or the identification of mutated genes (e.g. &-ras,
p53) in fecal samples are actually not recommended in
routine clinical practice, their use to be included in con-
trolled studies.

Introduzione

11 carcinoma del colon retto (CRC) ¢ la terza neopla-
sia piu frequente nel mondo. Si stima che questo tu-
more colpisca circa un milione di persone e che causi il
decesso di circa mezzo milione di soggetti per anno'.
La maggior parte dei tumori del colon-retto ¢ a loca-
lizzazione rettale (38%); meno frequenti sono i tumori
del sigma (29%), del cieco (15%), del colon trasverso e
delle flessure destra o sinistra (10%). Solo il 5% circa
delle neoplasie colpisce il colon ascendente e solo il 3%
il colon discendente?®. Negli stadi iniziali il CRC ¢ spes-

so asintomatico. La progressione della malattia si ac-
compagna alla comparsa di sintomi spesso aspecifici,
che includono il dolore addominale intermittente, la
nausea, il vomito, le modifiche dell’alvo e il sanguina-
mento. Masse palpabili sono rilevabili solo occasional-
mente soprattutto nei tumorti del colon destro, mentre
la rettorragia puo essere un riscontro relativamente fre-
quente nei tumori del retto-sigma. I.’assenza di sintomi
specifici rende difficile la diagnosi soprattutto quando
il tumore ¢ ancora localizzato e passibile di terapia chi-
rurgica radicale.
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Tabella I. Stadiazione TNM (American Joint Committee on Cancer (AJCC)), secondo Dukes o Astler-Coller del carcinoma del

colon-retto.

AJCC TNM Dukes Astler-Coller
STADIO 0 Tis NO MO

STADIOI: T1-2, NO, MO A A, Bl
STADIO ITA T3, N0, MO B B2
STADIO IIB: T4, NO, MO B B3
STADIO IITA: T1-2, N1, MO C Cl1
STADIO IIIB: T3-4, N1, MO C C2,C3
STADIO IIIC: Qualsiasi T, N2, MO C C1,C2,C3
STADIO IV: Qualsiasi T, qualsiasi N, M1 D

Tx: impossibile definire ’estensione del tumore; Tis: tumore in situ, limitato alla mucosa; T1: tumore che invade la sottomucosa; T2: tumore che
invade la muscolare propria; T3: tumore che ha oltrepassato la muscolare propria ed invaso la sottosierosa, ma non gli organi o i tessuti adiacenti;
T3: tumore che penetra nei tessuti pericolici o perirettali; Nx: impossibile definire lo stato dei linfonodi; NO: assenza di metastasi ai linfonodi
regionali; N1: metastasi in 1-3 linfonodi pericolaci o perirettali; N2: metastasi in 4 o piu linfonodi pericolaci o perirettali; Mx: impossibile definire
la presenza o assenza di metastasi a distanza; MO: assenza di metastasi a distanza; M1: presenza di metastasi a distanza.

Dal punto di vista prognostico lo stadio del tumore
alla diagnosi e 'indicatore attualmente piu utilizzato. Alla
base dei diversi sistemi di stadiazione vengono sempre
considerati il grado di invasione della parete intestinale
e il grado di interessamento dei linfonodi loco-regio-
nali. Il sistema piu utilizzato di stadiazione ¢ la classifi-
cazione TNM dell’International Union Against Cancer
(UICC)’ e dell’ American Joint Committee on Cancet”.
Nella classificazione TNM “I”’ si riferisce all’estensio-
ne locale della neoplasia primaria, “N” si riferisce al
coinvolgimento dei linfonodi regionali, “M” si riferi-
sce alle metastasi a distanza®. La Tabella Iillustra i crite-
ri di stadiazione del CRC.

La resezione chirurgica della neoplasia ¢ il trattamen-
to di scelta per la maggior parte dei pazienti affetti da
CRC. La radio e/o la chemioterapia pre-chirurgica
possono migliorare la prognosi nei casi di carcinoma
rettale. La Consensus Conference del National Institute of
Health (NIH) nel 1990 ha raccomandato il trattamen-
to chemioterapico neoadiuvante per i pazienti affetti
da CRC in stadio III° Studi successivi effettuati su
ampie serie cliniche hanno confermato la validita di
questo approccio (chirurgia — chemioterapia) ai fini del
miglioramento della sopravvivenza e della riduzione
delle recidive di malattia a cinque anni’. Il ruolo della
chemioterapia neoadiuvante nei CRC in stadio 1I
(Dukes B) rimane ancora incerto®.

Nonostante la chirurgia sia potenzialmente curativa
per la maggior parte dei CRC, circa il 40-50% dei pa-
zienti operati sviluppa metastasi a distanza e/o recidi-
va locale di malattia dopo l'intervento’. Al fine di dia-
gnosticare le recidive loco-regionali e/o le metastasi a
distanza quando siano ancora resecabili, la maggior parte
dei pazienti operati per CRC in stadio 11 o 11l viene
solitamente sottoposta ad uno stretto follow-up, che pre-
vede I'esame clinico associato alla radiologia (e.g. Rx
torace, ecografia, TAC, risonanza magnetica) e¢/o alla
colonscopia, e alla valutazione di una serie di parametri

di biochimica clinica oltre che dei marcatori tumorali.

11 CRC ¢ stato uno dei primi tumori per i quali I'im-
piego di un marcatore tumorale, ’antigene carcinoem-
bnrionario (CEA), ¢ stato utilizzato per la gestione cli-
nica post-chirurgica.

Marker di carcinoma del colon-retto

Nella Tabella II vengono riportati i marcatori di CRC
pit ampiamente studiati. Viene anche riportata la fase
di sviluppo attuale di ciascun marcatore ed il livello di
evidenza per 'impiego clinico'.

Raccomandazioni per I'impiego dei
marcatori tumorali nel carcinoma del
colon-retto

Nella Tabella III sono riassunte le raccomandazioni
per l'utilizzo dei marcatori tumorali nel CRC formula-
te dalle principali societa statunitensi ed europee di
oncologia, biochimica clinica e gastroenterologia.

Antigene Carcinoembrionario (CEA)
Screening

L’impiego del CEA per lo screening di popolazioni
asintomatiche non ¢ raccomandato. Questo marcatore
possiede infatti scarse sensibilita e specificita che, asso-
ciate ad una bassa prevalenza della neoplasia nella po-
polazione di soggetti asintomatici, ne precludono I'uti-
lizzo per lo screening'™".

Prognosi

Come gia indicato nell’introduzione, lo stadio della
neoplasia alla diagnosi ¢ un importante fattore pro-
gnostico. I livelli sierici di CEA correlano significativa-
mente con lo stadio della neoplasia, ed in questo senso
il CEA puo essere considerato un indice prognostico.
Questo biomarcatore sembra avere inoltre un signifi-
cato prognostico indipendente dallo stadio del tumore



Stpy I ‘1ot 1doos sod
¥ ogordwr ooy |1 apiqruodord oo ‘PRsousord 1roredIpur I0qa(J 1soudorg nenw ¢¢d o svi-y
@
m IR a4 1 "eII30[0POIIW JUOIZLZZIPIEPUELIS BILIULIA!
= “ISI[EUL-LIOW BUN U] OJBWIIJUOD 0ILIs 9 00Nsous0id dro[ea [ 'dUOIZeIn[eA up 1S0US03 ] 20d
-
2 89 101 SUOIZEIN[EA U] "[DOATUN UOU NEIMNSTY vrdezororwoyd efe vIsodsir e[[op OAMIIPIX]
-
m 6S-L€ 1 IS ®zuos rrown) e 0132dsir ;soudord arorSiu eun pe
= ISBD [OP 0/,G ] [9U OULIDOSSE IS [SIA UOD HOWN], "9UOIZeIN[eA UT 1SOUB0x ISIN
9¢ I 'N.1-G wod erdera e[e 0JBZUTAE OIPEIS UT [FOWN) 12U (],]-G UOD
©150dSIT BILDULW BUN PE OUBIDOSSE [S [[[IA]] NEAD[F] "dUOIZEIN[EA UT vrdesororwoyd e[ie vIsodsir [[op OAMIIPIX]
9¢ I "01eZZIPIEPULIS TOU OPOIDIA] ‘0ANESU 0dnsousod adrpur un
OUOS I[[OAI] NEAD[D YD 9IS[1033NS [S[LUL-LIAW BU[) "DUOIZLIN[LA U] 1S0US03 ] Sl
Yvinssay 4iv
OOdNH P ZSINd/9HSIN
$9°c9 230198 [op nradsy suorzezzierdads vfe Ip 11U UL OJIUID 0ZZI[N() OTYDSTF OI[E PE MIIFF0S IP JUOIZEdIYNUIP] JTHSIN/ THTIN
$9°C9 230198 [op nIadsy suorzezzieads vlfe 1p 11IUD UL OJTUID 0ZZI[N() DDANH *od Suruaaras-ax IS
$9°C9 250198 [op nradsy suozezzIeads vlfe Ip TIUID Ul OJUID 0ZZI[N() AV TP OIYISIF OI[e pE
1193508 TP 2UOTZEdYNUIP] dV
10110UI8 LY AV
(030 ‘c¢d ‘“sva-zy) ored93
VN PP 2y212u23
(oo i 01[N220 INJULS [9P BI[IQISUS IOIITLIN vopewoluise suoizejodod e[ap SuruaaIdg  TUOIZEINW [P BIFINY
05-9¥ I "OYD #2d wiresow ef 2onpL
oSardwr ons [1 9Ud Nezzrwopues s[ern Idwe Ul QUOIZeNSOW(] vonewoluise suorzejodod e[pp Suruaardg 03[n220 an3ueg
Y[ 4230y
1sousoxd ‘oryosty
SepeiTe 101 SUOIZEIN[EA [P OSFOD U] o1pe pe auorzejodod efap Suruaaing I-dINLL
018ZUEBAL
1€0¢ AT-IIT JUOIZEINEA TP 0SFOD U] orpeas ur arse[doou 9[[op O183eIONTUOW 6-61VD
9 oo13naryd-1sod dn-moyjog ‘Isousorg
BIIUID JUOIZEIN[EA B[ 9 YDISO[OIPLI 01eZUEAL OIpEIs UT a1se[doou Jjou
€I1-11 Jini TUISEPUT 9] UOD JUOIZEID0SSE UT eIruId vonerd e[ou osn uf vrdeso) e[[op 0133eI0NUON
BIIUID JUOIZBIN[EA B 9 JUYDISO[OIPLI
02-91 I TUISEPUT 9] UOD JUOIZEID0SSE UT earuI]d vaneid e[[ou osn uf 0o13miryd-1sod dn-mofo,1
orurp 1doos sod
CI-11 i Opex Ip 01esn JUIIA W dypnsousord rworzewroyur
ox3z0 ovossod rorerodo-oxd oAl T 1s0uU301J VD
1014915 LYV
= I BZUDPIAD [P OJ[IAI] oddnjias 1p aseg oisodoxd ozzinn JONIeIN

‘A OT[9AI] & ] O[[PAI] [eP 2TISIIIIP BZUIPIAH *,, ¢ 10 SOALE] OPTOIIS BZUIPIAD IP [[[IAT ]

"0119F-UO[0D [9P LWOUIIIED IP TI0IEDILIN ] B[[PYEL,



v dad qappu-sin =N\ "9930,] YSE], SIOIATIG DATNUOADI] $AeIS PAIU=,]T.SISN

= SromioN 2arsuayardwon) [euoneN=NDDON ‘£19100G 120UL)) UEILIDWY =GV UONBOSSY AS0[0INUI0IISLL) ULIRWY =YV L30[00u() [e2Ipa]y JO A19100g ueadomyg=0ONSH
— .ﬁﬁwﬁcvxuem [ea21u1) 3O %Eoﬁwu«\ [EUOnEN=gDVN SIILJN Jjown], Uuo &scumu cwo&oH:‘WHa&rﬁUm .%wﬁavuzc [ea1u1) 3O £1o109g uBIOWY =0DSV
CSINd
‘9HSIW
'S suorzeanqqnd suorzeanqqnd 'S 'S suorzeanqqnd suorzeafqqnd (€9) ODdHN ~ ‘CHSIW
BUNSSON] BUNSSIN] BUNSSIN] BUNSSIN] 1od Sutuo210g  ‘THTIN)
ANWN
LS
O0dHN
1S suorzedgrqaqnd suorzesgrqqnd 1S auorzedrqqnd suozearqqnd suorzearqqnd suorzearqqnd 30d Suruoaros
PUNSSIN] PUNSSIN] PUNSSIN BUNSSIN BUNSSIN BUNSSIN TP 9BIZIUT 183, IS
I suorzearqqnd suorzearqqnd I 1S suozearqqnd suozearqqnd dvi 2dV
BUNSSON] BUNSSIN] BUNSSIN] BUNSSIN] (¢9) 10d Suruoardg Judn
wue ()¢ € ojorradns  ruue ()G € ororradns  ruue ()¢ € oForradns suorzearqqnd  suorzearqqnd suozearqqnd suozearqqnd suozearqqnd IONEWOIUISE  J[edJ
€10 Ip M2330s 10 Ip MI9330s €10 Ip MI9530s BUNSSIN] BUNSSIN] BUNSSIN] BUNSSIN] BUNSSIN] mog83os  03nodd0
13od g 170d ‘19 170d ‘19 1op Suruoorg  andueg
opouwr onJe ISEISLIOW I[P
Ul Bieinjea Hosuawip (sTy2)
279589 o] opouwr ox[e 2u0IZISOdSIP  01BZUEAE OIPPIS UT
ond wou suorzearqqnd suozearqqnd suorzeoqqnd  suorzearqqnd Ul 21eI0)UOW I e prdwos eIIE[EW B[P
enje[ew e[ os BUNSSON BUNSSON] BUNSSIN] vunssoN  oqiqrssod ers wou 1891 TA[E OUOS 0133LI0NUVOTN
uawenads md UL 0SEd [2U D UOU 38 ‘Ig
g uawerads ‘Ig
(12) 1sE3SEIOW
ISLISLIOW O /9 O BAIPIOAX
BAIPII 1P ©ILIIPUT ayoneds Ip 0sed
1SOUSeIp Ip 0sEd BAIPAI Ip U WEIIUID ISEISEIDW Ul BDTWDISTS O
[oU BOTWIISTS 1SOUSeIp Ip 0sEd 9 oyonedo a[[op 220223d BISINITYD
0 ear3ImIIyd suorzesrqaqnd suorzesrqqnd [PU e8Iy I ISEISEIOW I[[PP  SUOIZEDNUIPL,| videsay ¢ oo18miryd-1sod
vrdeso eqe PUNSSON] BUNSSIN] QUOTZ2S9F LIISINITYD 1od ‘1 30d ojeprpued 9 gn-moppog
O1EPIPUED 2 e[[E OJEPIPULD 2 2UO1Z3$F auarzed
auoarzed 11 os ‘g auoarzed 11 os “Ig e 98 IS 1 os g
1T orpess ut
nuorzed 1 3ad (sTvT)
onnnesdos Suidels ofop 0213 INITYD
pnsousord oymoweodwod oludwWeNeI) [Op
130118 suorzearqqnd suorzearqqnd un 1S suorzearqqnd 1S suorzearruerd 150U803 ]
e uod PUNSSIN vunssaN  4od omressadou BUNSSIN e[PU
01BUIqUWOd ofpuued un p 9 Jugpys O[u
M, 239889 On apred ey 9s g omre 1p 3s Ig
o
& suozearqqnd suozearqqnd suorzearqqnd  suorzeorqqnd
2 ONl BUNSSON BUNSSON] BUNSSIN BUNSSON ONl ON ON Buruao1dg vAaD
—
e}
3 (s9) (vs) (29‘€9) (9959) (99°59‘s1) (€9°52°¥2 17)
2 L00C 9DVN ALSdSN SOV NOON ONSH 200C 9OVN N.LOd 0O0sV suorzeopddy  spIE
fid

“01393-UO[0D [9P LWOUDIED [9U [[LF0WN) [FOIEDILW 9P 0ZZI[AN,[ 3od suorzepuewoddey "T1] €[[PqeL,



118

soprattutto nei pazienti con malattia in stadio II. Per
questo motivo il suo utilizzo ¢ stato proposto per indi-
viduare, fra 1 pazienti in stadio 1I, quelli che potreb-
bero trarre maggiore beneficio dalla chemioterapia
neoadiuvante! !,

La determinazione dei livelli sierici del CEA alla dia-
gnosi di CRC viene attualmente raccomandata sia pet-
ché puo offrire indicazioni prognostiche, sia perché
rappresenta il livello basale cui dovranno riferirsile suc-
cessive determinazioni effettuate durante il follow-up
post-chirurgico'.

Monitoraggio post-chirurgico

I principali obiettivi del fo/low-up post-chirurgico dei
pazienti sottoposti a resezione curativa per CRC sono
iseguenti: 1. sostenere e rassicurare i pazienti; 2. valuta-
re la comparsa di complicanze secondarie alla terapia;
3. individuare precocemente la presenza di metastasi a
distanza e/o recidiva loco-regionale, quando siano an-
cora passibili di resezione chirurgica. Cinque diverse
meta-analisi hanno confrontato 'outcome di pazienti
sottoposti ad uno stretto monitoraggio rispetto a quelli
non sottoposti a follow-up o sottoposti solo ad un mini-
mo programma di controllo'**. Tutti questi studi giun-
gono alla medesima conclusione: uno stretto regime di
Jollow-up garantisce un miglioramento dell’outcome,
anche se modesto, rispetto a programmi basati su un
Jollow-up minimo. In una di queste meta-analisi viene
anche dimostrato che solo negli studi dove veniva pre-
visto l'utilizzo del CEA nel follow-up era possibile otte-
nere un impatto significativo sulla sopravvivenza'’.

Le linee guida dell’ASCO (2005) e del’NACB (20006)
stabiliscono che il CEA deve essere determinato ogni
tre mesi nei pazienti in stadio 1I o III per almeno tre
anni dopo la diagnosi, se il paziente ¢ un candidato alla
terapia chirutrgica e/o sistemica®.

Nella valutazione della determinazione seriata del
CEA ¢ necessario considerare quale sia il grado di va-
riazione che deve essere considerato significativo, ossia
indice di probabile recidiva ¢/o metastasi. La minima
differenza fra due valori di campioni prelevati in tem-
pi diversi che rifletta una reale variazione dell’andamento
della malattia ¢ conosciuta come differenza critica.
Questa viene calcolata con una formula che nel suo
computo tiene in considerazione sia la variabilita anali-
tica (variabilita intrinseca al metodo di dosaggio dello
specifico analita) sia la variabilita biologica (fluttuazio-
ne dei valori dell’analita intorno al livello omeostatico
intra-individuale).

Differenza critica = 2,770 (CVa2 +CVb? ’

Dove CVa e CVb indicano rispettivamente la varia-
bilita analitica e biologica espresse come coefficienti di
variazione e la costante 2,77 definisce i limiti di confi-
denza della variabilita.

Tenendo conto che la variabilita biologica del CEA
¢ stimata pari al 9,3% e che la variabilita analitica otte-

nibile con le attuali strtumentazioni ¢ pari al 4,7%, la
differenza critica ¢é:2,77 [4/22,09 + 86,49 = 28,86%.
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In accordo con PEGTM, si ritiene che un aumento del
CEA sia significativo quando sia almeno pari al 30%
del valore precedente. Questo aumento, se riconfer-
mato su un secondo campione prelevato entro un mese,
dovrebbe indirizzare il paziente ad approfondimenti
diagnostici’®. Questo critetio peraltro non ¢ 'unico
possibile. Infatti incrementi di minore entita (15-20%),
ma persistenti in controlli ripetuti, dovrebbero comun-
que indirizzare il paziente ad ulteriori approfondimenti
diagnostici”. Bisogna ricordare che il CRC puo recidi-
vare o progredire senza che si rilevi alcuna variazione
dei livelli sierici di CEA. Pertanto, nei pazienti con sin-
tomi sospetti, qualsiasi approfondimento diagnostico
che il curante reputi necessario va eseguito indipenden-
temente dai livelli circolant del CEA".

Monitoraggio della malattia in stadio avanzato

La prognosi dei pazienti affetti da CRC in stadio
avanzato ¢ significativamente migliorata negli ultimi anni
grazie alla introduzione di nuovi farmaci citotossici,
come lirinotecan e 'oxaliplatino, e I'impiego clinico di
farmaci biologici quali il bevacuzimab (Avastin®) o il
cetuximab (Etlotinib®)***. Grazie all'impiego di que-
sti farmaci la sopravvivenza dei pazienti con CRC
metastatico ¢ raddoppiata negli ultimi 10 anni***. Tutti
questi farmaci sono potenzialmente tossici e costosi;
per questo ¢ fondamentale stabilire al piu presto possi-
bile la loro efficacia nel prevenire la progressione neo-
plastica.

In accordo con le linee guida del’ASCO (1996 e
2000), in questi pazienti i livelli sierici del CEA dovreb-
bero essere monitorati ogni 2-3 mesi durante il tratta-
mento, qualora non vi sia la disponibilita di altri sem-
plici test indici della risposta clinica®**. 1l riscontro di
due valori al di sopra del livello basale viene considera-
to suggestivo di progressione di malattia, anche in as-
senza di altre evidenze strumentali***. Questo proto-
collo ¢ stato confermato nel 2003 dal’EGTM". 1l grup-
po europeo sottolinea peraltro che aumenti sputi e tran-
sitori di questo marcatore possono essere secondari
alla terapia con 5-fluorouracile (5-FU) e levamisolo in
assenza di progressione di malattia®®. Pertanto la detet-
minazione del CEA ad intervalli di 2-3 mesi dovrebbe
essere effettuata nei pazienti affetti da CRC in stadio
avanzato e sottoposti a terapia con farmaci citotossici
e/ o biologici. Un aumento dei livelli di CEA (es. >30%)
dovrebbe essere considerato un indice di progressione
di malattia, dopo avere escluso la possibilita di un ri-
scontro falso positivo dovuto sia al rilascio secondario
alla chemioterapia o alla presenza contestuale di condi-
zioni patologiche benigne che causano aumento dei li-
velli sierici di CEA.

Farmacogenetica e valutazione del rischio
di tossicita del 5-FU

La chemioterapia con 5-FU ¢ utilizzata ancora am-
piamente nell’approccio al CRC. L’azione citotossica
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del 5-FU ¢ secondaria alla incorporazione dei suoi fluo-
rometaboliti attivi nel DNA e nel’RNA e alla capacita
di inibire la timidilato sintetasi. Alla metabolizzazione/
attivazione del 5-FU si oppongono gli enzimi del cata-
bolismo delle pirimidine. La diidropirimidina deidro-
genasi (DPD) ¢ il primo enzima nella via del cataboli-
smo del 5-FU e catalizza il passaggio limitante I'intera
via metabolica. L’efficacia del farmaco puo essere in-
fluenzata dai livelli di espressione della DPD nelle cel-
lule neoplastiche: i tumori che esprimono bassi livelli di
DPD spesso rispondono in maniera migliore al tratta-
mento rispetto ai tumori ad elevata espressione del-
Penzima.

La somministrazione del 5-FU e dei suoi derivati si
puo associare a fenomeni di tossicita grave. Una meta-
analisi che ha considerato 1200 pazienti con cancro del
colon retto trattati con 5-FU ha mostrato come la fre-
quenza dei fenomeni di tossicita di grado 3 e 4 fosse
pari al 31-34% con esit letali nello 0,5% dei casi®. In
aggiunta a fattori di rischio quali ’eta, livelli serici eleva-
ti di fosfatasi alcalina e la modalita di somministrazio-
ne del farmaco, il deficit dell’attivita della DPD ¢ un
importante fattore che predispone all’instaurarsi dei
fenomeni di tossicita da farmaco®.

In una porzione di tali soggetti la ridotta capacita
metabolica della DPD ¢ geneticamente determinata. 11
gene DYPD codificante la diidropirimidina deidroge-
nasi ¢ presente in singola copia nel cromosoma 1 e
consiste di 23 esoni. Rilevanti sono le mutazioni punti-
formi IVS14+1G>A (DYPD*2A) e 2846 A>T. La
ricerca di queste mutazioni mediante le attuali tecniche
di biologia molecolare potrebbe essere di utilita per
predite e quindi prevenire I'insorgenza di reazioni av-
verse®.

Altri biomarcatori
CA19-9

11 CA 19-9 ¢ una mucina contenente I'epitopo Lewis-
a sialilato®. I CA 19-9 ¢ un marker meno sensibile del
CEA per la diagnosi di CRC*'. Sulla base dei dati
della letteratura, la determinazione routinaria del CA
19-9 nei pazienti con CRC non ¢ raccomandata.

Tissue inhibitor of metalloproteinases type 1
(TIMP-1)

L’inibitore tessutale delle metalloproteinasi di tipo 1
(TIMP-1) ¢ una glicoproteina di 25 kDa caratterizzata
da molteplici azioni biologiche, fra cui I'inibizione delle
metallo proteinasi, lo stimolo della proliferazione cel-
lulare e I'inibizione dell’apoptosi. I livelli sierici di que-
sto inibitore sono significativamente piu elevati nei pa-
zienti affetti da CRC rispetto a soggetti sani, soggetti
affetti da malattie infiammatorie croniche dell’intesti-
no, o da adenomi o da carcinoma della mammella®>¥,
11 TIMP-1 presenta inoltre migliore sensibilita e speci-
ficita rispetto al CEA nei pazienti affetti da CRC in
stadio Dukes’A e B, (i.e., 58% vs 40% per una specifi-
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cita fissata al 95%, e 56% vs 30% per una specificita
fissata al 98%). TIMP-1 e CEA presentano sensibilita
sovrapponibili nell’identificazione dei pazienti con car-
cinoma del retto in stadio precoce®. Altri studi hanno
documentato il valore prognostico indipendente dallo
stadio di TIMP-1°*%. Sebbene 'insieme di questi studi
preliminari sia promettente, non ¢ ancora raccoman-
dato 'uso routinario di TIMP-1 sia per la diagnosi che
per la prognosi dei pazienti con CRC.

Marcatori Tessutali

Sono molteplici i biomarcatori tessutali studiati nel
CRC. Fra questi la timidilato sintasi (TS)*, I'instabilita
dei micro satelliti (MSI)”*, DCC (deleted in colon
cancer)*™ PAI-1 (urokinase plasminogen activator inhibi-
o) ¥, k-ras mutato™, p53*. Sulla base delle evidenze
attuali, nessuno di questi biomarcatori tessutali ¢ racco-
mandato per I'applicazione clinica di routine.

Marker fecali

1l marker fecale piu utilizzato ¢ la ricerca del sangue
occulto (fecal occult blood test (FOBT)). La ricerca del san-
gue occulto fecale puo essere effettuata mediante il test
al guaiaco, che misura 'eme, oppure mediante tests
immunochimici, che misurano la globina umana. Poi-
che Peme puo essere presente in alcuni vegetali, I'inge-
stione di questi alimenti puo dar origine a risultati falsa-
mente positivi se la ricerca del sangue occulto viene
effettuata mediante il test al guaiaco. Causa di false
positivita sono anche alcuni farmaci, come gli anti-in-
flammatori non steroidei. I test immunochimici, al con-
trario del test al guaiaco, non sono influenzati da questi
fattori e hanno una maggiore sensibilita e specificita®.
Un ampio numero di trials randomizzati effettuati su
serie molto numerose di soggetti, ha documentato che
la ricerca del sangue occulto, effettuata mediante il test
al guaiaco, consente di ridurre la mortalita per
CRC47—51'

Lefficacia dell'impiego dei test immunochimici nel
ridurre la mortalita per CRC non ¢ ancora stata testata
su ampie casistiche, ma ¢ ragionevole ipotizzare che
questo metodo sia altrettanto se non pit accurato della
ricerca del sangue occulto mediante il test al guaiaco™.

Lo screening del CRC viene raccomandato nei sog-
getti di eta superiore ai 50 anni mediante la determina-
zione del sangue occulto fecale™. La determinazione
dovrebbe essere effettuata su tre diversi e successivi
campioni fecali®.

La ricerca del sangue occulto fecale presenta una scat-
sa sensibilita nei confronti di CRC in stadio iniziale e
una scarsa specificita nei confronti degli adenomi. Per
tale motivo numerosi studi recenti sono focalizzati a
ricercare altri marcatori fecali, soprattutto geni le cui
mutazioni rappresentino eventi precoci nella carcino-
genesi. Fra i marker fecali piu studiati ricordiamo le
mutazioni di £-7as, le mutazioni di p53, APC, I'instabi-

lita dei microsatelliti e la metilazione di alcuni ge-
156,57
ni**>’.
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Tabella IV. Caratteristiche genetiche e cliniche dei carcinomi ereditari del colon-retto.
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CCR NHPCC FAP FAP JPS PJS
familiare attenuato
Ereditarieta ? Autosomico Autosomico Autosomico Autosomico Autosomico
dominante dominante dominante dominante dominante
Incidenza 1:200 1:2000 1:10,000 1:8,000-10,000 1:100,000 1:200,000
4
(candidati: MLH1(59%)
MTHFR
NAT1 MSH2 SMAD4,
Geni NAT2 (38%) APC (>90%) APC (>90%) BMPR1A STK11
GSTM1 (53%) (50-60%)
CYP1A1 MSHG6
XRCC1 (1,3%)
XRCC3
Rischio di CCR (%) 9-30 >80 Circa 100 80 50 39
Centinaia
Polipi Pochi Pochi Circa 30 colon nel colon e > 2 Peutz-
nell’adolescente prossimale presenti in Jeghers nel
tutto il tratto tratto GE
GE
Eta di insorgenza
del CCR 50-60 44 49 34 46
Tumori di altri organi si si ? si

CCR=carcinoma del colon-retto;, NHPCC=hereditary non pobyposis colorectal cancer;
FAP=familial adenomatons pobyposis; PJS=Peutz; Jeghers sindrome; JPS=familial juvenile polyposis.

In assenza di studi che dimostrino una riduzione del-
la mortalita per CRC secondaria alla introduzione nel-
lo screening di marcatori fecali molecolari, questi non
sono ancora raccomandabili nella pratica clinica di rou-
tine.

Diagnostica molecolare del carcinoma del
colon-retto ereditario

1120-30% di tutte le neoplasie del colon-retto ha una
possibile causa genetica e il 3-5% dei casi si verifica in
soggetti ad elevato rischio genetico nell’ambito di sin-
dromi familiari. Molti dei geni responsabili dell’elevato
rischio di carcinoma del colon-retto sono oggi cono-
sciuti, mentre sono ancora in corso di definizione quel-
li responsabili del rischio di media entita. .’uso appro-
priato di test genetici puo confermare la diagnosi a
livello molecolare, particolarmente utile nei casi dubbi,
e soprattutto puo migliorare le strategie di sorveglian-
za per i soggetti ad alto tischio™ .

Nella Tabella IV sono riassunte le caratteristiche ge-
netiche e cliniche dei carcinomi del colon-retto fami-
liari.

Nella FAP i polipi del colon si manifestano in giova-
ne eta (7-36 anni) ¢ il carcinoma del colon-retto viene
di solito diagnosticato intorno ai 39 anni. La diagnosi
clinica di FAP viene effettuata qualora si individuino
piu di 100 adenomi del colon, oppute quando un indi-
viduo presenta adenomi multipli ed ¢ parente di pri-

mo grado di un soggetto affetto. In persone che pre-
sentino tali caratteristiche si dovrebbe attualmente ef-
fettuare ’analisi genetica di FAP perché il riscontro di
mutazioni germline ¢ attualmente considerato uno dei
criteri standard per la gestione di tale sindrome. Poiché
1 soggetti affetti hanno anche un aumentato rischio di
neoplasie della tiroide, del pancreas, del duodeno o
dell’ampolla, e dello stomaco, la gestione ottimale di
soggetti portatori di mutazioni di FAP prevede anche
lo stretto controllo della funzione tiroidea, epatica ol-
tre alla colonscopia e al’EGDS.

Analisi genetica di APC

Virtualmente tutti i casi di FAP o delle sue varianti
presentano mutazioni germiine di APC.

APC ha 15 esoni e codifica una proteina di 309 KDa
(2843 aa) che ha numerosi domini funzionali che me-
diano il legame a proteine intracellulati, quali la b-cate-
nina, g-catenina, glicogeno sintetasi chinasi 3b, axina,
tubulina, EB1 e hDLG. L’inattivazione biallelica di APC
puo mediare la tumorigenesi attraverso Iiperattivazio-
ne della via Wingless/Wnt cui segue Poverespressione
di geni che favoriscono la crescita cellulare.

Sono state descritte piu di 300 mutazioni di APC
associate al CRC, e includono inserzioni, delezioni,
mutazioni nonsense che causano frameshift o prematuri
codoni di stop. Le mutazioni pit frequenti sono loca-
lizzate fra i codoni 169 e 1393 essendo la delezione
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AAAAG del codone 1309 quella piu frequentemente
riscontrata. Sono state descritte anche associazioni fra
alcune mutazioni di APC e specifiche manifestazioni
tenotipiche di FAP. Queste associazioni, anche se an-
cora in corso di definizione, potrebbero migliorare I'ef-
ficacia dello screening, della sorveglianza e del tratta-
mento dei soggetti a rischio. Sono stati identificati an-
che due polimorfismi del gene APC (I1307K e
E1317Q) che sembrano associarsi ad un aumentato
rischio di carcinoma del colon anche senza causare
poliposi. L’analisi di sequenza di APC dovrebbe essere
effettuata in soggetti con sospetto di FAP o delle sue
varianti e nei loro familiari.

Hereditary non polyposis colorectal cancer
(NHPCC)

Si tratta di una sindrome familiare (cancer family sindro-
me) che si manifesta con l'insorgenza precoce di tumori
non solo del colon-retto, ma anche di altri organi (en-
dometrio, ovaio, stomaco, rene, colecisti, SNC, picco-
lo intestino). B caratterizzata da mutazioni germline di
due geni MLH1 e MSH2.

1 criteri clinici per NHPCC sono i seguenti:
Amsterdam (tutti)

1. Un membro della famiglia con diagnosi di carcino-
ma del colon-retto (CCR) in eta inferiore ai 50 anni

2. Due generazioni affette

3. Tre familiari affetti, uno dei quali di primo grado

4. FAP esclusa

5. Tumori verificati istologicamente.

Linee di Bethesda (un criterio sufficiente)

1. Individui appartenenti a famiglie che ricadono nei
criteri di Amsterdam

2. Individui con due tumori NHPCC correlati, inclusi
carcinomi del colon-retto sincroni o metacroni con
neoplasie extra-coloniche.

3. Individui con carcinoma del colon-retto familiari di
ptrimo grado con individui affetti da CCR e/o cat-
cinomi extra-colonici e/o adenomi del colon retto,
con diagnosi di carcinoma effettuata prima dei 45
anni e di poliposi prima dei 40 anni.

4. Individui con carcinoma del colon-retto o carcino-
ma dell’endometrio diagnosticati prima dei 45
anni.

5. Individui con tumori del colon destro con un pat-
tern indifferenziato diagnosticato in eta inferiore ai
45 anni.

6. Individui con neoplasia del colon tipo cellule ad anello
con castone diagnosticata prima dei 45 anni.

7. Individui con adenomi diagnosticati prima dei 40
anni.

In individui che ricadono nei criteri di Amsterdam
possono presentare mutazioni germline nel 25-80% dei
casi di MSH2 o MLHI.

L’American Gastroenterological Association ha re-
centemente raccomandato alcune linee guida per
INHPCC. Fra queste I'analisi molecolare per I'instabi-
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lita dei microsatelliti nel tessuto neoplastico e I'analisi
germiine per MSH2 o MLLH1.

MSI

Tumori e adenomi che si sviluppano nell’ambito della
NHPCC presentano caratteristicamente instabilita dei
microsatelliti. Nel genoma umano ci sono circa 500.000
loci di microsatelliti, che sono ripetizioni in tandem di
un numero variabile di nucleotidi (minimo 1 base). 11
numero delle ripetizioni puo variare enormemente (da
52100 o piu). Variazioni della lunghezza dei microsa-
telliti dovute a inserzioni o delezioni di un numero va-
riabile di unita caratterizza quella che viene definita in-
stabilita dei microsatelliti (MSI). I’MSI ¢ conseguenza
di difetti dei sistemi di riparazione dell’appaiamento
errato (mismatch). Nel genoma umano 1 sistemi di ripa-
ro dell’appaiamento errato sono rappresentati da sei
proteine: hMLH1, hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSHO,
hPMS1 e hPMS2. Queste proteine identificano ed eli-
minano sequenze anomale del DNA che si vengono a
realizzare durante i processi di replicazione per effetto
di agenti chimici o fisici. I microsatelliti sono delle re-
gioni ad elevato rischio di mutazione. La mancata eli-
minazione di tali regioni mutate comporta la realizza-
zione di mutazioni frameshiff nei geni a valle oltre che
alla possibilita di avere proteine troncate e quindi non
funzionali. Geni che risentono di mutazioni dei micro-
satelliti sono TGFDbRII, E2F-4, BAX ¢ ILGE Nella
carcinogenesi del colon-retto si riconoscono due vie
principali: quella dovuta a mutazioni di oncogeni e geni
oncosoppressori e quella dovuta ad instabilita dei mi-
crosatelliti. I.’analisi MSI puo consentire I'identificazio-
ne di soggetti e famiglie che probabilmente sono pot-
tatori di mutazioni germline di MSH2 o MLH1. 11 test
MSI consente inoltre di distinguere una FAP attenuata
da un NHPCC. 11 National Cancer Institute ha emana-
to delle linee guida per 'identificazione dell’instabilita
dei microsatelliti nel carcinoma del colon-retto: vanno
studiati due loci comprendenti due tipetizioni mono-
nucleotidiche (Bat25 e Bat26) e tre loci di ripetizione
dinucleotidica (D25123, D5S346 ¢ D175250). 1 cancri
possono essere cosi classificati in MSI di alto grado
(instabilita dimostrata in piu del 30-40% dei loci stu-
diati), MSI di basso grado (instabilita dimostrata in
meno del 30-40% dei loci studiati).

L’analisi MSI su tessuto neoplastico e/o su polipi
viene considerata pertanto analisi di primo livello per
individuare soggetti potenzialmente affetti da NHPCC,
da sottoporre solo successivamente alla analisi genetica
per MSH2 o MLHI1.

Carcinoma familiare del colon retto

E’ la forma familiare piu frequente (1:200). Non vi
sono certezze sul ruolo patogenetico e diagnostico di
mutazioni geniche specifiche. Tuttavia sembrano esse-
re coinvolti geni quali MTHFR, NAT1, NAT2,
GSTM1, CYP1A1, XRCC1 e XRCC3, la maggior
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parte dei quali coinvolti nei meccanismi di detossifica-
zione e attivazione di carcinogeni. Sono stati descritti
per questi geni numerosi polimorfismi che sembrano
in grado di modificare la funzione della proteina codi-
ficata. Lo studio di questi polimorfismi in casistiche
selezionate, potrebbe chiarire alcuni aspetti della cosid-
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detta predisposizione alla neoplasia del colon-retto ol-
tre che rappresentare in futuro uno strumento per I’'in-
dividuazione di soggetti con storia familiare ad alto
rischio per neoplasia.

L’algoritmo proposto per lo studio del carcinoma
del colon-retto familiare ¢ quello che segue.

| Storia clinica suggestiva per carcinoma del colon-retto ereditario I

|
FAP probabie |

Analisi det gene APC

[
[ ]

|
[ NHPCC probabile |

Test genetico
individuo affetto

|
I 1

Negativo l Positivo I { Positivo I I Negativo I
Endoscopia annuale Analisi APC a tutti Analisi genetica Continuare lo
a tutti i membri deila i membri della nei familiari screening del
famiglia famiglia probando e dei familiasi
previsto per lalto rischio
I ] ]
I ] I ] I 1
l No adenoma I | Adenoma I [ Positivo I | Negativo I I Negativo I I Positivo I
Endoscopia Endoscopia Screening come per Screening come per
annuale annuale la popolazione la popolazione
generale generale
]
I 1
I Adenoma I [ No adenoma
Colectomia profilattica

Sorveglianza per

adenomi rettali e
tumori in altre sedi.
Chemioprevenzione.
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