Ruolo della farmacogenetica nella identificazione
della migliore strategia terapeutica per il paziente
affetto da carcinoma polmonare non a piccole cellule

Role of pharmacogenetics in choosing the best therapeutic strategy for
non-small cell lung cancer patients

Summary

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is a leading cause of cancer death in many countries. The carcinogenesis
of this malignancy is characterized by different genetic and epigenetic alterations. Knowledge of the signal
transduction pathways specific to neoplastic cells has recently led to the development of a targeted approach,
called “target therapy”. The aim of this therapeutic strategy is to single out small molecules or monoclonal
antibodies directed against molecular targets. Recent findings have revealed EGFR mutations in lung cancer
cells and have shown their predictive role in the response to EGFR Tyrosine Kinase Inhibitors (EGFR-TKI). These
pharmacogenetic approach studies have allowed patients who might benefit from a specific antineoplastic
treatment to be selected without the risk of useless severe toxicity.
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La farmacogenetica studia le
variazioni inter-indivi-
duali nella sequenza del DNA
in relazione alla risposta ai far-
maci. L’applicazione pratica
delle conoscenze, provenien-
ti dalla ricerca in farmacoge-
netica, consiste nella possibi-
lita di predire la risposta di un
paziente ad un certo farmaco
sulla base di un test genetico
standard, per arrivare ad
un’individualizzazione della
terapia: i/ farmaco ginsto al
pagiente ginsto.

Il carcinoma polmonare non
a piccole cellule (NSCLC) rap-
presenta la principale causa di
morte per cancro, sia maschi-
le che femminile, con circa
1,18 milioni di morti su 1,35
milioni di casi diagnosticati’.
Le piccole lesioni pre-neopla-
stiche che precedono l'insor-
genza del NSCLC sono asso-
ciate a specifiche mutazioni
genetiche ed epigenetiche. La
presenza di alterazioni micro-
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satellitari, studiate anche con
metodiche non invasive su esa-
lato condensato, sono specifi-
che dello stato tumorale ed
investono pertanto un ruolo
importante nella diagnosi pre-
coce”. Nel NSCLC ¢ partico-
larmente evidente lo stretto
rapporto esistente tra la
espressione del recettore spe-
cifico per I’Epidermal
Growth Factor (EGFR) e la
risposta ai trattamenti. In par-
ticolar modo le mutazioni di
EGFR ed un aumento del
numero di copie del gene cor-
rispondente, inducono latti-
vazione di oncogeni o l'inat-
tivazione di geni oncosop-
pressori causando, pertanto,
una completa trasformazione
neoplastica dell’epitelio pol-
monare’. Alterazioni nel-
Pespressione di EGFR sono
state osservate in diversi casi
di NSCLC* e sono risultate es-
sere frequentemente correlate
ad una prognosi peggiore’.
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La famiglia dei
recettori ErbB

La famiglia di proto-oncoge-
ni del recettore del fattore di
crescita dell’epidermide
(EGFR)/EtbB comprende al-
meno quattro glicoproteine
distinte, con attivita tirosin-
chinasica, ligando dipendente
e struttura simile: EGFR
(noto anche come ErbB1/
HERT1), ErbB2 (Her2/Neu),
ErbB3 (HER3) ed ErbB4
(HER4). Queste molecole,
costituite da una singola cate-
na polipeptidica, posseggono
un dominio extracellulare in
grado di legare EGF o nume-
rosi altri fattori di crescita
polipeptidici, un dominio
transmembrana ed un domi-
nio intracellulare sede dell’at-
tivita tirosin-chinasica, che
consente il trasferimento di un
gruppo fosfato dal’ATP ad
un residuo di tirosina dello
stesso recettore o di proteine
intracellulari. Tutti i membri
della famiglia dei recettori
EtbB sono accumunati dalla
struttura del dominio ad atti-
vita tirosin chinasica che mo-
stra un elevato grado di omo-
logia, mentre differiscono tra
loro nel dominio extracellula-
re, responsabile della diversa
affinita di legame per i ligan-
di.

I fattori di crescita della fami-
glia ErbB prodotti mediante
secrezione autocrina o paracti-
na, si legano al dominio extra-
cellulare dei recettori EtbB,
attivandoli. Il legame del ligan-
do con il suo recettore ErbB
comporta 'omodimerizzazio-
ne o l’eterodimerizzazione tra
i recettori, determinando I'au-
tofosforilazione degli stessi
recettori e la successiva attiva-
zione della cascata dei down-
stream effectors. Pertanto, la
formazione dei dimeri & essen-
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ziale per Pattivazione del re-
cettore e per la trasmissione
del segnale ad esso associato.
I’eterodimerizzazione € favo-
rita rispetto al’omodimerizza-
zione; per la proteina EGFR,
ErbB3 ed ErbB4, il recettore
ErbB2 ¢ il partner di eterodi-
merizzazione preferito. Alla
dimerizzazione segue il trasfe-
rimento di ATP ad un residuo
di tirosina della porzione in-
tracellulare del recettore che
coincide, di fatto, con I'inizio
della trasduzione del segnale a
valle. Tale evento, infatti, con-
sente al recettore di interagire
con la proteina Grb2 attraver-
so il dominio SH2 la quale, a
sua volta, recluta il fattore di
scambio Sos, presente nel ci-
tosol. In conseguenza di que-
sta interazione, il complesso
Grb2/Sos viene reclutato in
prossimita della membrana
dove ¢ localizzata la proteina
RAS. L’attivazione di tale pro-
teina determina una sequenza
di fosforilazioni definite casca-
ta MAP. Oltre alla via delle
MAP kinasi, i recettori ErbB

sono anche in grado di deter-
minare Pattivazione della via
PI-3K/Akt e della via JAK-
STAT (figura 1). La cascata
RAS-RAF-MEK-ERK, Ia via
PI-3K/Akt e la via JAK-STAT
svolgono un ruolo chiave nel-
la sopravvivenza, nella proli-
ferazione e nella differenzia-
zione cellulare, oltre che nel-
la trasformazione e progressio-
ne tumortrale.

IEGFR inibisce indiretta-
mente ’apoptosi attraverso
PI-3 chinasi che, in seguito al-
I'interazione con la proteina
RAS, trasloca sulla membra-
na plasmatica ed attiva la seri-
na-treonina chinasi Akt. Una
delle principali funzioni di
questa proteina ¢ la regolazio-
ne della sopravvivenza cellu-
lare, attraverso linattivazione
della proteina pro-apoptotica
BAD ed attraverso la trascri-
zione del fattore nucleare kB
Un altro segnale che viene at-
tivato dai recettori tirosin ki-
nasi ¢ la fosfolipasi C (PLC)
che gioca un ruolo chiave
nella attivazione di secondi

Figura 1. EGFR pathway: dopo legame del ligando specifico, EGFR
si autofosforila e attiva tramite fosforilazione Ras-Raf-MAP kinasi, Pl-

3K/Akt, e le vie Stat/Jak.
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messaggeri, quali la molecola
IP3 che induce rilascio di cal-
cio dal reticolo endoplasmati-
co nel citoplasma con conse-
guente attivazione della pro-
tein kinasi C (PKC), che tra-
sloca dal citosol alla membra-
na.

Infine EGFR induce I'angio-
genesi, aumentando lespres-
sione di VEGF nelle cellule
tumorali e contribuisce al pro-
cesso di metastatizzazione in-
crementando lattivazione del-
le metalloproteinasi della ma-
trice.

EGFR come bersaglio
delle target therapy nel
NSCLC

L’EGFR ¢ diventato un im-
portante bersaglio di nuove
strategie di trattamento per il
NSCLC dal momento che, gia
da alcuni anni, numerosi stu-
di hanno identificato in diver-
se mutazioni del gene per
EGFR una delle principali
cause di carcinogenesi’.

11 90% di tutte le mutazioni
descritte sinora, e designate
come mutazioni classiche,
coinvolgono i quattro esoni
(18, 19, 20, 21) del gene EGFR
che costituiscono la regione
tirosin chinasica e ATPasica.
St tratta per la maggior parte,
di mutazioni puntiformi nel-
Iesone 18 (G719A/C/S), di
brevi delezioni in-frame nel-
I'esone 19 con perdita da quat-
tro a sei amminoacidi a parti-
re dalla posizione 746
(DEL19), di diverse alterazio-
ni a carico dell’esone 20 e di
una mutazione puntiforme
nell’esone 21 (I.858R)®. Una
maggiore incidenza di muta-
zioni del gene EGFR ¢ stata
osservata nei soggetti non-fu-
matori, mentre in pazienti fu-
matori sembra esserci una
maggiore frequenza di muta-

zioni a carico del gene che
codifica per la proteina K-
Ras’. Nell’ambito delle mole-
cole anti-EGFR utilizzate nel-
la terapia dei tumori, sono sta-
ti sviluppati sia anticorpi mo-
noclonali (cetuximab, panitu-
mumab) diretti contro il do-
minio extracellulare del recet-
tore ed in grado di interferire
con lattivita dei ligandi sia
piccole molecole inibitrici del
dominio intracellulare tirosin-
chinasico TKI (gefitinib, erlo-
tinib)'"!.

Le prime ad essere utilizzate
sono state proprio le piccole
molecole e, tra queste, il ca-
postipite nel NSCLC ¢ stato
il gefitinib. Questa TKI, pur
non impedendo l'interazione
ligando-recettore, impedisce
Iinsorgenza di una risposta
biologica all’interno della cel-
lula. Antagonizza competiti-
vamente il legame del’ATP
col suo sito ed impedisce I'au-
tofosforilazione, bloccando
pertanto la via effettrice di
propagazione del segnale.
L’evidenza, negli studi precli-
nici, dell’attivita antitumora-
le e di un profilo favorevole
di tossicita hanno rappresen-
tato il presupposto di studi di
fase II in pazienti affetti da
NSCLC. A tal riguardo, signi-
ficativi sono stati gli studi
IDEAL-1 (Iressa Dose Evalua-
tion in Advanced Lung Can-
cer) e IDEAL-2'"!". Entrambi
gli studi si basavano sull’uti-
lizzo del gefitinib, a dosaggi
differenti, in pazienti con tu-
more metastatico pretrattati
con una sola linea di chemio-
terapici a base di cisplatino,
nello studio IDEAL-1, e con
almeno due linee di terapia
nello sudio IDEAL-2. T dati
ottenuti hanno dimostrato,
oltre ad un sorprendente dato
in termini di riposte che supe-
rava il 10%, anche un netto
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miglioramento dei sintomi di
circa il 40% ed un migliora-
mento della qualita di vita dei
pazienti responsivi.
Inizialmente, a meta del 2002,
questi dati hanno portato le
autorita giapponesi ad appro-
vare 'uso di gefitinib in secon-
da linea nel NSCLC e nel
maggio 2003 ad approvarne
l’uso come trattamento di II1
linea in pazienti affetti da
NSCLC avanzato o metasta-
tico. Tuttavia, i successivi stu-
di INTACT I e 112 di confron-
to fra chemioterapia piu gefi-
tinib verso la sola chemiote-
rapia non mostrarono alcun
vantaggio in sopravvivenza
dall’aggiunta del farmaco ed
un ulteriore studio di fase III
di confronto in seconda-terza
linea vs placebo ne confermo
P’assenza di efficacia. Pertan-
to 'FDA (Food and Drugs
Administration) limito 'uso
del farmaco solo a scopi speri-
mentali o a pazienti che ne
avevano gia ricavato benefi-
cio.

Gli iniziali dati retrospettivi
hanno pero consentito di in-
dividuare alcune categorie di
pazienti in cui il farmaco ha
mostrato di essere ancora piu
efficace ed in questo senso
sono stati individuati tali fat-
tori clinici nel sesso femmini-
le, nell’etnia asiatica, nel-
listotipo adenocarcinoma e
nella condizione di non fuma-
tore. Risultati piu incoraggian-
ti si sono, invece, ottenuti da
studi randomizzati di IT fase in
pazienti con eta inferiore ai 70
anni e con NSCLC in stadio
avanzato'’.

Tra gli inibitori EGFR tirosin-
chinasico, anche 'erlotinib ¢&
stato ampiamente studiato per
la sua attivita antitumorale
osservata in trials di II fase'.
In particolare, il trattamento
con l’erlotinib ha consentito
189
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di ottenere un aumento della
sopravvivenza in soggetti gia
chemiotrattati. Un primo stu-
dio di confronto tra etlotinib
e placebo in pazienti pretrat-
tati con NSCLC ha dimostra-
to un tasso medio di soprav-
vivenza rispettivamente di 4,7
mesi nel braccio con placebo
e di circa 6,7 mesi in pazienti
trattati con 'anti-tirosinchina-
sico®. La combinazione di er-
lotinib con la chemioterapia
standard in prima linea non ha
mostrato, al contrario, bene-
fici in termini di tempo a pro-
gressione e risposta obiettiva.
Nei due studi di fase IIT (T'A-
LENT e TRIBUTE), disegna-
ti come gli studi INTACT,
I’associazione di etlotinib con
la chemioterapia di I linea in
pazienti affetti da NSCLC in
stadio avanzato non ha miglio-
rato 1 risultati del trattamento
standard'. Al contrario, risul-
tati incoraggianti in termini di
sopravvivenza, si sono ottenu-
ti dalla combinazione di gefi-
tinib o erlotinib con il carbo-
platin ed il paclitaxel in pa-
zienti non fumatori'’. L’altro
grande capitolo ¢ quello rela-
tivo all’utilizzo clinico degli
anticorpi monoclonali. 1l ce-
tuximab & un anticorpo mo-
noclonale chimerico, murino-
umano, di tipo IgG1, che agi-
sce bloccando il dominio ex-
tracellulare del recettore EGF
nel legame con il ligando, im-
pedendo, in tal modo, la fo-
sforilazione su residui tirosi-
nici. II complesso recettore-an-
ticorpo ¢ successivamente in-
ternalizzato ed il recettore de-
gradato. Molti dati prelimina-
ri avevano gia rilevato come
questa molecola, in associazio-
ne alla chemioterapia, fosse in
grado di migliorarne i risulta-
ti'1?. Questi risultati hanno
rappresentato il presupposto
di studi di fase III che hanno
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mostrato un vantaggio in ter-
mini di sopravvivenza quan-
do il cetuximab ¢ associato alla
chemioterapia nel trattamen-
to di prima linea in pazienti
con NSCLC.

E stata riscontrata una resi-
stenza al trattamento quando
presente una mutazione nel
gene K-Ras, che codifica per
uno degli effettori del pa-
thway di EGFR.

Tra gli anticorpi monoclona-
li sono stati presi in esame, in
trials di IT e III fase, anche il
panitunumab, un anticorpo
monoclonale umanizzato di
tipo 1gG2 ed il matuzumab,
un anticorpo monoclonale
umanizzato di tipo IgG1. En-
trambi hanno come molecola
target la proteina EGFR ma
epitopi diversi. 1l panitunu-
mab, infatti, lega il dominio
IIT di EGFR nello stesso locus
di cetuximab, bloccando il le-
game di qualsiasi altro ligan-
do specifico. Al contrario,
matuzumab lega un locus dif-
ferente del dominio III di
EGFR, bloccando stericamen-
te il sito di alta affinita per il
ligando ed impedendo la suc-
cessiva dimerizzazione recet-
toriale. Trials di fase II e III
non hanno riportato risultati
soddisfacenti in termini di so-
pravvivenza®.

Mutazioni del gene
EGFR come fattore
predittivo di risposta
agli inibitori delle TK

Alcune caratteristiche moleco-
lari di EGFR (espressione,
amplificazione genica, muta-
zioni) sono state indicate
come potenziali fattori predit-
tivi di risposta ai farmaci TKI'.
In accordo con questi dati, stu-
di clinici di fase III ( TRIBU-
TE ed INTACT), atti a valu-
tare 'efficacia della combina-
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zione di TKI con la chemiote-
rapia standard, hanno dimo-
strato una maggiore sensibili-
ta al trattamento di prima li-
nea nel braccio di combinazio-
ne con TKI, soprattutto in
pazienti che presentavano
mutazioni del gene per
EGFR™,

Questi risultati mostrano chia-
ramente il ruolo chiave delle
mutazioni del gene che codi-
fica per EGFR nel predire una
risposta al trattamento con
TKI. In particolare, una mag-
giore sensibilita al trattamen-
to con gefitinib ¢ stata rileva-
ta in pazienti con delezione
nell’esone 1922, Inoltre studi
in vitro hanno rilevato una
stretta associazione tra una
delle mutazioni per inserzio-
ne a livello dell’esone 20
(D770insNPG) del gene che
codifica per EGFR e la resi-
stenza al farmaco erlotinib®.
Recentemente, una mutazio-
ne secondaria causata dalla
sostituzione dell’amminoaci-
do treonina con 'amminoaci-
do metionina a livello del co-
done 790 (T790M) nell’esone
20 del dominio tirosino china-
sico di EGFR, ¢ stata ossetrva-
ta essere responsabile dell’ac-
quisizione di resistenza verso
EGFR-TKI. Utilizzando stu-
di sulla struttura cristallina del
recettore per EGF, ¢ stato os-
servato che la posizione T790
¢ localizzata nella tasca di le-
game per 'ATP del dominio
catalitico e riveste, pertanto,
un ruolo cruciale nell’intera-
zione con i farmaci gefitinib
o etlotinib. La sostituzione
del’amminoacido metionina
sembra determinare un in-
gombro sterico che ostacola il
legame dei TKI al dominio
catalitico di EGFR. Recente-
mente Pallis AG et al., in uno
studio condotto su 86 pazien-
ti affetti da NSCLC, tramite
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sequenziamento degli esoni
18, 19 e 21, oltre a conferma-
re le mutazioni classiche mag-
giormente ricorrenti nel gene
per EGFR, hanno identifica-
to nuove mutazioni in 14 pa-
zienti**, A differenza delle
mutazioni classiche, le nuove
mutazioni non sembtrano es-
sere correlate ad una maggio-
re sensibilita al gefitinib, e ad
un miglioramento in termini
di sopravvivenza.

Anche il numero di copie del
gene per EGFR, attualmente
rilevabili tramite la metodica
FISH, sembra predire I'effica-
cia al trattamento con farma-
ci biologici, in pazienti con
NSCLC. L’amplificazione ge-
nica, in genere correlata alla
iperespressione della proteina
EGFR, ¢ spesso un fattore
prognostico sfavorevole seb-
bene non sembrano esserci
differenze nella sopravviven-
za di pazienti con amplifica-
zione (valutata tramite FISH)
rispetto a pazienti senza am-
plificazione**. Studi recenti
hanno evidenziato come la
polisomia del gene EGFR sia
fondamentalmente un evento
secondario al processo di can-
cerogenesi e correlato alla pro-
gressione tumorale®.
Cappuzzo et al. hanno dimo-
strato che un’amplificazione
del numero di copie del gene
che codifica per EGFR ¢ pre-
dittivo di un miglior tasso di
sopravvivenza ed efficacia di
risposta in pazienti trattati con
gefitinib. Risultati simili sono
stati recentemente ottenuti
dallo studio di pazienti con
NSCLC avanzato e trattati
con chemioterapia standard
associata a cetuximab®’e ad
erlotinib®®. In conclusione, i
dati sinora disponibili pur nel-
la loro non univocita sembra-
no indicare come mutazioni
attivanti il dominio tirosin-

chinasico delP’EGFR e I’'am-
plificazione del gene di EGFR
possano essere considerati fat-
tori prognostici e predittivi e
di risposta ai TKI*"

ERCC1 come marcatore
predittore di resistenza
al cisplatino

L’effetto citotossico del ci-
splatino ¢ principalmente at-
tribuito a varianti geniche, in
particolare alla formazione di
addotti platino-DNA intra-
elica. 11 cisplatino ed i farma-
ci ad esso correlati, inibisco-
no la proliferazione cellulare
attraverso un danno irrever-
sibile al DNA attraverso la
formazione di legami crocia-
ti intracatena ed intercatena.
L’eventuale resistenza a tale
farmaco ¢ dovuta alla capaci-
ta della cellula neoplastica di
riparare il danno del DNA
attraverso il sistema NER
(Nucleotide Excision Repair),
di cui elemento fondamenta-
le ¢ il gene ERCC1 (excision
repair cross complementa-
tion). Quest’ultimo ¢ la
RRM1 (subunita regolatrice
della ribonucleotide redutta-
si) sono marcatori utilizzati
per personalizzare e miglio-
rare la risposta al trattamen-
to con cisplatino in pazienti
con tumore NSCLC?¥®. Studi
recenti hanno mostrato un
rapporto inversamente pro-
porzionale tra i livelli di
espressione della proteina
ERCC1 e la sopravvivenza
(maggiore nei casi con bassi
livelli di espressione di
ERCC1). E stata inoltre osser-
vata D’esistenza di una stretta
correlazione tra bassi livelli di
espressione della proteina
ERCC1 ed una maggiore effi-
cacia dei trattamenti chemio-
terapici adiuvanti con cispla-
tino’!.
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RRM1 come marcatore
predittivo di risposta al
trattamento con
gemcitabina: via del
metabolismo

Un’altra molecola responsabi-
le dell’insorgenza di effetti
collaterali dopo trattamento
chemioterapico ¢ la proteina
RRM1, subunita regolatoria
dell’enzima ribonucleotide
reduttasi e bersaglio moleco-
lare della gemcitabina. Questo
farmaco inibisce la ribonucle-
otide reduttasi (RR) e la sinte-
si del DNA, rispettivamente
attraverso il metabolita difo-
sfato dFdCDP e l'incorpora-
zione del metabolita trifosfa-
to dFdCTP durante la fase S
del ciclo cellulare™. 11 gene per
RRM1 ¢ localizzato sul cro-
mosoma 11p15.5 e la perdita
di eterozigosi in questa regio-
ne ¢ associata ad una minore
sopravvivenza dei pazienti af-
fetti da NSCLC. Studi in vi-
tro hanno dimostrato che I'in-
cremento di espressione della
proteina RRMT1 ¢ correlato
con una maggiore resistenza
alla gemcitabina®. Studi di II
fase hanno confermato questi
dati.

Genotipo CDA come
marcatore predittivo di
risposta al trattamento
con gemcitabina: via
del catabolismo

E stato dimostrato come la
presenza di polimorfismi di
singoli nucleotidi (SNPs) nel
gene che codifica per la citidi-
na deaminasi (CDA) ¢ associa-
ta ad un aumento della tossi-
cita della gemcitabina. Questa
molecola ¢ un profarmaco che
richiede la fosforilazione intra-
cellulare al fine di esercitare la
sua azione. La citidina deami-
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nasi (CDA) ¢ il principale en-
zima coinvolto nella conver-
sione della gemcitabina nella
forma inattiva 2’,2’-difluoro-
deossiuridina (dFdU). In nu-
merosi studi sono stati iden-
tificati diversi polimorfismi a
carico del gene per CDA, dei
quali gli SNPs (Single Nucle-
otide Polymorphism) 79A>
C (Lys27Gln), 435T>C
(Thr145Thr) e 208G>A
(Ala70Thr) rappresentano i
piu significativi da un punto
di vista funzionale della pro-
teina. A tal riguardo, in uno
studio eseguito su pazienti af-
fetti da NSCLC e sottoposti
a trattamento combinato
gemcitabina-cisplatino, ¢ sta-
ta valutata la correlazione tra
attivita enzimatica di CDA e
polimorfismo allelico del
gene, in termini di tossicita e
risposta clinica. Evidente ¢ che
la variante allelica omozigote
Lys27Lys ¢ correlata ad un
migliore beneficio clinico e ad
una comparsa di neutropenia
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