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Dalla biologia molecolare ai nuovi approcci terapeutici del
cancro colorettale: ricerca di base, sperimentazione clinica

ed implicazioni chirurgiche
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R1ASSUNTO: Dalla biologia molecolare ai nuovi approcci tera-
peutici del cancro colorettale: ricerca di base, sperimentazione
clinica ed implicazioni chirurgiche.

E. GIARNIERI, G. MIDIRI, V.A.CIROLLA, A. COVOTTA,
L. CovOoTTAF.M. AVITTO, L. LUZZATTO,
G. MARINO, S. CONTE, A. VECCHIONE, V. BELTRAMI

Gli Autori analizzano, attraverso una ampia disamina della let -
teratura, le moderne conoscenze circa la storia naturale del cancro
colorettale nell ottica biologico-molecolare e genetica.

Vengono passati in rassegna la patogenesi delle cripte aberranti e
delle poliposi familiari adenomatose e la oncogenesi dei cancri colo -
rettali di tipo sporadico, anche sulla scorta di esperienze personali
circa lo studio e lapplicazione clinica dei geni del sistema di ripara -
zione del DNA.

Pur se dal punto di vista chirurgico non si & ancora in grado di
proporre significative variagioni alle tecniche di trattamento fin qui
consolidate e coadinvate, nelle forme pit avanzate, da trattamenti
radio e chemioterapici di tipo adiuvante o neoadinvante che non
hanno fin qui consentito significativi miglioramenti per cio che attie -
ne periodo libero da malattia e sopravvivenza, al momento non &
ancora affidabile una terapia genica radicale che possa portare alla
reintroduzione nelle cellule di un gene difettoso reso funzionale. Sono
comungue allo studio farmaci apparentemente in grado di agire in
maniera preventiva ¢ sulla evoluzione dei cancri colorettali di tipo
sporadico e sui precursori.

SUMMARY: From molecular biology to new treatment plannings
for colorectal cancer: basis knowledges, experimental trials and

surgery.

E. GIARNIERI, G. MIDIRI, V.A.CIROLLA, A. COVOTTA,
L. CovOoTTA,F.M. AvITTO, L. LUZZATTO,
G. MARINO, S. CONTE, A. VECCHIONE, V. BELTRAMI

The Authors review the natural history of colorectal cancer from
the point of view of molecular biology and genetics from aberrant
crypts foci and familiar adenomatous polyposis to hereditary non
polyposis colon cancer and sporadic colorectal cancer.

They carry out international literarure about basis knowledges,
experimental trials and personal studies.

Up to day tradictional colorectal cancer surgical treatments and
adjuvant or neoadjuvant pharmacological therapy cannot be modi -
fied, nevertheless “new drugs generation” known as signal transduc -
tion inhibitor could, in the future, prove to be an effective cancer
treatment. The Authors highlight recent experimental clinical trials
probably able to prevent sporadic colorectal cancer spreading and
precursor evolution.
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Introduzione

Il cancro del colon-retto, cosi come altre forme
neoplastiche, origina da cellule esposte ad una molti-
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tudine di “insulti genotossici” in grado di forzare la
cellula verso una proliferazione clonale incontrollata.

Si stima che nel colon-retto occorrano da 3 a 8
“mutazioni chiave” per la trasformazione di una cellu-
la normale in una neoplastica.

Lipotesi che il carcinoma colorettale (CRC) sia un
processo “multistep” anche da un punto di vista gene-
tico ¢ stata avanzata da un lavoro pionieristico di
Vogelstein (21).

Da allora si ¢ progressivamente tentato di docu-
mentare, da un punto di vista biologico molecolare,
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un modello oncogenetico e di crescita in sincronia
con i vari aspetti morfo-strutturali di progressione
neoplastica a partire dalla mucosa colica normale pas-
sando per le cripte aberranti, i polipi adenomatosi
displastici, il carcinoma in situ e la forma invasiva.

Sappiamo che le cripte aberranti vengono ormai
considerate come le lesioni pitl precoci di una poten-
ziale evoluzione neoplastica della mucosa colica.
Identificate come aree ipercellulari, con alterazione
della produzione di mucina, frequenti mitosi ed ini-
ziali irregolarita cellulari, esse sono evidenziabili sulla
mucosa colica attraverso I'impiego di coloranti vitali.

Sul piano biologico ¢ possibile riscontrare a questo
livello una iperespressione dell’antigene carcinoem-
brionario e mutazioni del gene APC (36).

La poliposi familiare adenomatosa ¢ un disordine
autosomico dominante causato da mutazioni del gene
APC.

I pazienti sviluppano verso la seconda e terza deca-
de di vita numerosi polipi adenomatosi che sono
strutturalmente identici a quelli riscontrati nei pazienti
con poliposi sporadica, ma, anche a causa della quan-
titd, con un rischio di trasformazione neoplastica a 40
anni in una percentuale del 100% dei casi (36,51).

Pur se ad alta penetranza, il disordine genetico ala
base di tale malattia presenta comunque una bassa
incidenza, pari a meno dell’1% di tutti i casi di carci-
noma colorettale, e spesso comporta I'associazione di
alterazioni morfo-strutturali di altri apparati, anche in
senso neoplastico (36, 51).

Esistono forme di poliposi ereditarie “attenuate”
dove il numero di polipi, irregolarmente distribuiti, ¢
minore e nelle quali il gene APC mostra mutazioni a
livello della regione terminale, rispetto alla forma pit
aggressiva dove le mutazioni sono prevalenti sull'eso-
ne 15 (3, 6, 38).

Il cancro colorettale di tipo ereditario non associa-
to a poliposi (HNPCC), descritto inizialmente da
Warthin nel 1913 e quindi in studi piu recenti di
Lynch nel 1970 e 1980, ¢ una variante tutt’altro che
infrequente (1, 32-34). Trasmesso con carattere auto-
somico dominante, esso rappresenta pitt del 5% di
tutti i carcinomi colorettali.

La caratteristica di questi pazienti ¢ la tendenza a
sviluppare carcinomi colorettali in etd sempre piu gio-
vane e spesso in sedi diverse (endometrio, ovaio, trat-
to urinario, stomaco, mammella, sistema biliare) (1,
32-34, 51).

Tuttavia le difficolta di inquadrare questa sindro-
me sul piano clinico in base ad inconfutabili criteri di
valutazione (criteri di Amsterdam 1991 e di Bethesda
1997 porta probabilmente ad errori di stima circa
Iesatta incidenza (36).

Studi di analisi genetico-molecolare su soggetti
appartenenti a famiglie con cancro colorettale di pro-
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babile matrice ereditaria non associato a poliposi
hanno evidenziato come due regioni cromosomiche,
la 2p16 e la 3p21, siano frequentemente coinvolte in
questa sindrome ed in particolare cinque differenti
geni, MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, MSHG6, che
regolano il nerwork di riparo del DNA, definiti come
“mismatch repair” (37). Questo sistema ripara duran-
te la replicazione del DNA gli errori di disappaiamen-
to delle basi, causati da slittamento.

Le mutazioni dei geni MSH2 e MLHI1 appaiono
comunque pit frequentemente e sembrerebbero
implicate anche nella oncogenesi dei cancri di tipo
sporadico (25).

La trasmissione di uno degli alleli con il gene
mutato riduce lefficienza del sistema di riparazione
ancor pitt quando anche il secondo allele dara luogo a
nuove mutazioni facilitando la comparsa di alterazioni
su altri geni.

La disponibilita di tests per la diagnosi di HNPCC
ha portato ad un salto qualitativo da un punto di vista
diagnostico attraverso 'analisi di instabilita dei micro-
satelliti e I'analisi mutazionale dei geni MLH1 e
MSH?2 associati alla loro espressione immunoistochi-
mica (31, 32). Cid rendera probabilmente piti credibili
e confrontabili gli attuali criteri clinici classificativi.

Il carcinoma colorettale di tipo sporadico, che
include la maggioranza dei casi, tende ad insorgere
prevalentemente nell’etd avanzata in base alla teoria
suddescritta, secondo la quale una cellula deve avere il
tempo necessario per accumulare una serie di difett
genetici su oncogeni e geni oncosoppressori (3). A
tale supposizione si ¢ giunti mediante lo studio cito-
genetico e biologico molecolare di particolari stati
funzionali genici, come metilazioni e delezioni cro-
mosomiche, usando marker microsatellitari.

Lipermetilazione o ipermetilazione di promoter
genici e il loro stato funzionale in termini di espres-
sione sono stati ampiamente documentati in molti
tumori umani. Il meccanismo patologico della metila-
zione ¢ in grado di “accendere” o “spegnere” in manie-
ra inappropriata oncogeni e antioncogeni con conse-
guenti effetti sull'oncogenesi.

Lipometilazione nel cancro colorettale ¢ un proces-
so precoce essendo stato infatti osservato nei piccoli
adenomi. Di contro I'ipermetilazione su geni oncosop-
pressori puo inibire la loro espressione (23, 44).

Recentemente ¢ stata osservata ipermetilazione del
gene MLH1, un gene oncosoppressore con proprieté
di riparo del DNA, sulla mucosa normale di soggetti
anziani ma senza cancro (39). Le zone delete riscontra-
te riguardano i cromosomi 18q e 17p, osservate in
circa il 75 e 80% dei casi, 8p nel 50% e 1q, 4p, 5q,
6p, 64, 9q, 18p e 22q frail 25 ed il 50% dei casi (50).

Queste zone furono successivamente clonate otte-
nendo da queste i geni che oggi conosciamo come K-
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ras, p53, APC, DCC, cioé quei geni che piu fre-
quentemente vengono riscontrati alterati in pazienti
affetti da cancro colorettale e che esamineremo piu
attentamente (7, 10, 22, 30).

Lespressione mutazionale su uno o pit geni pud
incrementare a cascata il rischio di mutazioni su ulte-
riori geni, alterando la normale funzione apoptosica
cellulare ed in definitiva il ciclo cellulare.

Esistono quindi molti altri geni che possono esse-
re coinvolti in tale processo; su di essi sono ancora in
corso approfondimenti clinico-sperimentali assai
interessanti.

K-ras

K-ras ¢ uno dei tre oncogeni (H, N, K-ras) coin-
volti nella oncogenesi, codifica per una proteina di
21kd, considerata una tirosin-chinasi, attiva una pro-
teina chiamata p21 capace di mantenere nei tumori
lo stato di proliferazione ed ¢ trovato mutato in circa
il 40% degli adenomi dopo la perdita del gene APC
ma prima di p53.

Il suo valore prognostico ¢ legato alla aggressivita
della neoplasia.

Gnanasampanthan ha riportato, in un lavoro
retrospettivo su 430 pazienti con CRC in stadio C di
Dukes, un ruolo importante per il tipo di mutazione
del gene K-ras in relazione al tipo di trattamento
adiuvante con 5 fluoruracile. Dal tipo di mutazione
riscontrata in questo gene ¢ possibile prevedere mag-
giori o minori sensibilitd al trattamento farmacologi-
co chemioterapico (8, 10, 11, 24, 27).

p53

Circa il 75-80% dei carcinomi colorettali ha una
perdita di uno dei due alleli del gene oncosoppresso-
re p53 mentre I'altro presenta mutazioni di vario
tipo (4).

Dalla letteratura risulta oggigiorno un ruolo scar-
samente definito di tale gene come fattore prognosti-
co nel cancro colorettale. Infatti, mutazioni di p53
sono state identificate in stadi tardivi della evoluzio-
ne degli adenomi, come le displasie severe o i carci-
nomi in situ, ed in uno studio su 1.464 pazienti con
CRC mutazioni di p53 furono associate a prognosi
peggiore dopo 5 anni di follow up nel 53.4% dei casi
che ne erano portatori, mentre il 58% dei casi venne

classificato come “p53 wilde type” (29, 43).
APC

Mutazioni costituzionali sono riscontrabili nel
gene APC nella poliposi familiare. Tale gene onco-
soppressore pud essere riscontrato mutato e/o deleto

a livello somatico gia nelle cripte aberranti e nell’ade-
noma sporadico.

APC rappresenta il target genetico piu studiato
per la sua capacita di regolare meccanismi di adesio-
ne cellula-cellula, fondamentali per la trasformazione
neoplastica della mucosa colica (20).

Da un punto di vista clinico, 'accertamento di
mutazioni di APC a livello costituzionale pud avere
una validita diagnostica e di prevenzione mentre ¢
ancora discusso il suo ruolo prognostico ed eventual-
mente la possibilita di pianificare protocolli di tratta-
mento farmacologico strutturati sullo studio delle
mutazioni (28).

DCC

Nel 70-80% dei casi di CRC il gene DCC situato
sul braccio lungo del cromosoma 18 appare deleto.
Questa alterazione compare piti tardivamente rispet-
to ad APC nei piccoli adenomi oltre che nei carcino-
mi avanzati.

La funzione di questo gene sembra essere associa-
ta ad attivita di controllo sulla adesivita cellulare, la
apoptosi ed il ciclo mitotico cellulare (47, 49).

Shibata ha studiato 'espressione di DCC da un
punto di vista prognostico in 132 pazienti con CRC
in stadio II e III (UICC-TNM). I pazienti in stadio
IT con espressione di DCC positiva avevano una
sopravvivenza a 5 anni del 94.3%, i negativi del
61,6%; mentre i pazienti in stadio III sopravviveva-
no a 5 anni nel 59.3% dei casi contro il 33.2% di
quelli risultati negativi (13, 45).

Altri oncogeni e oncosoppessori

Loncogene HER2-neu noto nel cancro mamma-
rio ¢ invece overespresso nel colon in pochi casi, cosi
come i geni c-myc e c-myb (19).

La loro rilevanza clinica non ¢ pertanto ancora
stata accertata (14, 16, 19).

Un ruolo promettente sembrerebbero avere altri
fattori come VEGF e EGFR. VEGF, fattore di cresci-
ta vascolare o anche conosciuto come fattore di per-
meabilita vascolare, ¢ fra i pitt importanti fattori di
crescita proangiogenico regolando la permeabilita e la
proliferazione delle cellule endoteliali (17).

In vari tipi di tumore, fra cui il CRC, questo gene
appare overespresso associandosi ad una ridotta atti-
vitd apoptosica, incremento della densita microvasco-
lare intratumorale, incremento dell’attivita metastati-
ca, ridotta sopravvivenza (4, 17, 19).
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Protocolli sperimentali
clinico-farmacologici
ed implicazioni in chirurgia

Purtroppo dal punto di vista chirurgico non siamo
ancora in grado di proporre significative variazioni alle
tecniche di trattamento fin qui consolidate circa le poli-
posi familiari o le sindromi neoplastiche ereditarie senza
poliposi o i cancri colorettali di tipo sporadico.

Per le prime, infatti, rimane sicuramente affidabile
Peffettuazione di una proctocolectomia con anastomosi
ileo-canale anale su reservoir ileale che, se effettuata
entro il venticinquesimo anno di etd, riduce la possibi-
lita di una evoluzione adenocarcinomatosa a percentuali
minime, mentre per le seconde resta valido il controllo
clinico-strumentale continuo, almeno fin quando non
verranno perfezionate diagnosi sicure di tipo mio-mole-
colare che per altre forme neoplastiche, come per i can-
cri della mammella ed i tumori midollari della tiroide,
porterebbero a consigliare trattamenti chirurgici preven-
tivi anche di tipo demolitivo (37, 51).

Per i cancri colorettali di tipo sporadico, come ¢
noto, 'oncologia chirurgica riserva trattamenti standar-
dizzati che comportano un dominio locoregionale
almeno sul piano morfologico della malattia, coadiuva-
ti, nelle forme pil avanzate, da trattamenti radio e che-
mioterapici di tipo adiuvante o neoadiuvante, che perd
non hanno fin qui consentito significativi migliora-
menti per cio che attiene al periodo libero da malattia e
sopravvivenza. Infatti, al momento non esiste ancora
una terapia genica radicale che possa portare alla rein-
troduzione nelle cellule neoplastiche di un gene difetto-
so reso funzionale.

Purtuttavia ci pare assai interessante porre all’atten-
zione di chirurgi e clinici quanto viene oggigiorno
effettuato circa 'applicazione, seppur ancora in via spe-
rimentale e presso centri specificatamente autorizzati,
di protocolli di trattamento farmacologico emersi dalle
ricerche di base di tipo genetico e biologico-molecolare.

In questo contesto la chirurgia non puo ancora gio-
care un ruolo fondamentale, ma le premesse portano a
considerare come in un tempo non troppo lontano sia
I'endoscopia diagnostica che quella operativa e la chi-
rurgia maggiore verrano sempre pitt guidate da presup-
posti di ordine biologico la cui conoscenza non pud
essere trascurata.

Sono allo studio farmaci apparentemente in grado
di agire in maniera preventiva e sulla evoluzione dei
cancri colorettali di tipo sporadico e sul divenire dei
precursori.

Partiamo quindi da una considerazione apparente-
mente banale. In maniera del tutto fortuita e sulla
base di indagini epidemiologiche, ¢ stato ad esempio
osservato che farmaci antinfiammatori del tipo
dell’acido acetilsalicilico sarebbero in grado di portare
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ad una regressione dei polipi intestinali in alcuni
pazienti. Numerose sperimentazioni vengono oggi
condotte per rendere applicativa su vasta scala questa
ipotesi.

Uno studio di previsione con inibitore selettivo
della ciclossigenasi 2 (COX2), quindi potenzialmente
meno gastrolesivo rispetto agli altri farmaci antin-
fiammatori, sembrerebbe promettente come terapia
adiuvante nella poliposi familiare soprattutto in fun-
zione della grandezza del polipo (5).

Anche per THNPCC e per i cancri colorettali di
tipo sporadico la procedura di reintroduzione dei geni
funzionanti nelle cellule tumorali ¢ ancora in fase di
sperimentazione.

Una nuova generazione di farmaci, alcuni dei quali
ad attivitd peptidomimetica ed altri definiti come
anti-sense oligonucleotidi, capaci di bloccare I'espres-
sione di molti oncogeni, cominciano ad essere utiliz-
zati nella pratica clinica sperimentale.

Fra le varie attivita dell’'oncogene K-ras, oltre quel-
la reattiva al controllo sulla proliferazione e sopravvi-
venza cellulare (11), vi & ’addizione di una farnesil ad
un sito carbossi-terminale ad opera di una proteina
farnesiltransferasi (FPT). Attualmente sono in fase di
sviluppo clinico degli inibitori per FPT (52), anche
in questo caso in fase adiuvante. Ad esempio, il
SCHG66336 (Schering-Plough Research Institute,
Kenilworth, NJ) ¢ un potente peptido-mimetico in
grado di inibire FPT che possiede una larga attivita
preclinica su linee cellulari e su tumori umani, con
azione antiproliferativa in sinergia con altri farmaci
chemioterapici (2), cosi come il R11577(Janssen
Research Foundation, Titusville, NJ) attualmente in
studio per carcinomi colorettali e pancreatici (53).

Differenti strategie sono state messe in atto per
inibire l'attivitd di angiogenesi tumorale attraverso
peptidi e anticorpi monoclonali capaci di bloccare il
recettore di VEGF (26). Il RhuMab VEGF
(Bevacizumab Avastin, Genetech, South San Francisco,
CA) ¢ un anticorpo monoclonale diretto contro
VEGEF capace di prevenire I'attivazione di una sua fra-
zione di derivazione VEGFR2. Studi su 104 casi di
CRC avanzato non suscettibile di trattamento chirur-
gico hanno evidenziato che i pazienti trattati con
RhuMab VEGF in combinazione con 5FU/LV hanno
un incremento statisticamente significativo di risposte
alla terapia ed un aumento del tempo di sopravviven-
za (9).

II SU5416 (Semaxinib, Sugen/Pharmacia, South
San Francisco, CA) ¢ un potente e selettivo inibitore
dell’attivita tirosin-kinasica di VEGFR2 con attivita
antiproliferativa sulle cellule endoteliali e quindi sulla
angiogenesi. In uno studio di fase 1 e 2 in pazienti
affecti da CRC non soggetto a trattamento chirurgico
radicale ¢ stata osservata tollerabilita alla combinazio-
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ne simultanea con 5FU/LV ed effetti positivi in ter-
mini di timing di progressione della malattia e
sopravvivenza. E attualmente in corso un trial di fase
3 (18, 42).

Il fattore di crescita epidermoidale EGFR, anche
conosciuto come HER1 o erbB1, ¢ stato riscontrato
fra i meccanismi che contribuiscono alla crescita
tumorale (16).

Molti tumori evidenziano una overespressione di
EGEFR associandosi ad una peggior prognosi per i
pazienti, alto grado di differenziazione, resistenza alla
chemio e radioterapia.

Alcuni studi hanno mostrato dal 25 al 77% di
CRC con overespressione di EGFR confermandosi
come target per lo sviluppo di nuove terapie antican-
cro (15).

I1 IMC-C225 (Cetuximab, ImClone Systems, New
York, NY) ¢ un anticorpo monoclonale anti EGFR.
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