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RESUM

El cancer colorectal (CCR) és una neoplasia molt freqiient que causa una elevada mortalitat arreu del moén.
Els farmacs més utilitzats en el seu maneig sén quimioterapics (fluoropirimidines, oxaliplati i irinotecan),
agents biologics contra el receptor del factor de creixement epidermic (farmacs anti-EGFR, com el
cetuximab i el panitumumab) i antiangiogenics (farmacs anti-VEGF, com el bevacizumab i I'aflibercept).
Malgrat els avengos produits en els Ultims anys, I'efectivitat d’aquests farmacs continua essent limitada. A
més, cal tenir en compte I'elevat cost i toxicitat de molts d’aquests tractaments. Es per aixd que la
identificacié de marcadors pronostics i predictius que contribueixin a la individualitzacié terapéutica en CCR

i a un Us més cost-efectiu dels seus agents terapéutics és altament interessant.

Aquesta tesi s’ha centrat en la identificacid de marcadors genétics d’eficacia i toxicitat en CCR. El primer
estudi ha analitzat si 28 polimorfismes en gens pertanyents a la via del VEGF afecten el pronostic de
pacients amb cancer de colon d’estadis II-Ill. Els resultats mostren que els rs9513070 (VEGFR1), rs1137282
(KRAS) i rs35251833 (ITGAV) en modifiquen el pronostic. Pel que fa a I'irinotecan, la present tesi conté
diversos estudis, els resultats dels quals confirmen el paper de I'al-lel UGT1A1*28 com a marcador de
toxicitat greu induida per aquest farmac. També es descriu que l'al-lel UGT1A1#*37 podria tenir un paper
semblant. En canvi, I'al-lel CYP3A4*20 no sembla ser critic en I'aparicié d’efectes adversos. A més, s’ha
trobat que I'rs1128503 (ABCB1) prediu el desenvolupament de toxicitat gastrointestinal greu (diarrea i
mucositis) secundaria al tractament amb irinotecan i que ['rs2032582 també esta associat al
desenvolupament de mucositis greu. A més d’aixo es presenten els resultats d’un assaig clinic fase Il que
mostra que els pacients amb genotip UGT1A1*1/*1 o UGT1A1*1/*28, en ser tractats amb dosis
d’irinotecan superiors a les estandard de I'esquema FOLFIRI, presenten una millor taxa de resposta
objectiva sense un increment significatiu de la toxicitat. Finalment, el darrer estudi de la tesi s’ha centrat en
la cerca de noves variants somatiques de resistencia als agents anti-EGFR. Aquest estudi mostra la
rellevancia dels gens relacionats amb la insulina i dels gens de la familia LRIG en la resistencia primaria a
aquests farmacs. En concret, descriu que diverses variants genetiques en IGFIR (1668N i E1218K), /RS2
(T1156M), LRIG1 (T152T), LRIG2 (S697L), LRIG3 (V812M), NRAS (G115Efs*46) i PDGFRA (T301T) sén
predictives de manca de resposta terapéutica. No s’identifica cap variant somatica predictiva de bona

resposta als farmacs anti-EGFR.






SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is a common neoplasm that causes high mortality worldwide. The drugs most
frequently used for its treatment are chemotherapies (fluoropyrimidines, oxaliplatin and irinotecan),
biological agents against the epidermal growth factor receptor (anti-EGFR drugs, such as cetuximab and
panitumumab) and antiangiogenic drugs (anti-VEGF drugs, such as bevacizumab and aflibercept). Despite
advances in recent years, the effectiveness of these drugs remains limited. Additionally, the high cost and
toxicity of many of these therapies must be considered. Identification of prognostic and predictive markers
that contribute to therapeutic individualization in CRC and to more cost-effective use of medications is

therefore of particular interest.

This thesis focused on the identification of genetic markers of efficacy and toxicity in CRC. The first study
analysed whether 28 polymorphisms in genes belonging to the VEGF pathway affected the prognosis of
stage II-lll colon cancer patients. The results showed that rs9513070 (VEGFR1), rs1137282 (KRAS) and
rs35251833 (/ITGAV) modified their prognosis. Regarding irinotecan, the present thesis contains several
studies, the results of which confirm the role of the UGT1A1*28 allele as a marker of irinotecan-induced
severe toxicity. It is also shown that the UGT1A1#*37 allele could play a similar role. In contrast, the
CYP3A4*20 allele does not appear to be critical for the occurrence of side effects. In addition, it was found
that rs1128503 (ABCB1) predicts the development of severe gastrointestinal toxicity (diarrhoea and
mucositis) secondary to irinotecan treatment and that rs2032582 is also associated with the development
of severe mucositis. Furthermore, the results of a phase Il clinical trial showed that patients harbouring the
UGT1A1*1/*1 or UGT1A1*1/*28 genotypes undergoing the FOLFIRI scheme with higher than standard
doses of irinotecan achieved a better objective response rate without a significant increase in toxicity. The
last study in this thesis was focused on the search for new somatic variants of primary resistance to anti-
EGFR agents. The findings showed the relevance of insulin-related genes and LRIG family genes on anti-
EGFR response. Specifically, it identified several genetic variants in IGFIR (I668N and E1218K), /RS2
(T1156M), LRIGI (T152T), LRIG2 (S697L), LRIG3 (V812M), NRAS (G115Efs*46) and PDGFRA (T301T) as
determinants of resistance to EGFR blockade. No somatic variants predicting good response to anti-EGFR

antibodies were identified.

11






RESUIM ..ottt rea s e e s e as s ra s s e s e saas s taasssansssensssensssrassstassstasssssnsstenssssnssssnssssnnssnen 9
SUIMIMARY ..ceiiiieiiiiiiiiireeirieieeeteasitrasstraesstsssstessstessssrasssrasssrsssstessstenssssasssssssssasssssssstonssssnsssrnssssanssnen 11
210 = G 13
ABREVIATURES ...ttt reas s reee s teas s rass s raessraassteasstensssrassssassssasssssnsstenssssasssrasssranssnen 17
1 ] 01U Lol o o TP 19
1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORECTAL.......cceiuerueereesseesseeseesseessessesssssssesssessssssessssssssssessssssssssens 21

2. ETIOLOGIA ......ceiiieeiieeiiiei ittt raesstsasteasstsasssrasssrassstsssstenssssnsssrassssasssrsnssssnsssensssrasssrasssranssnen 24
3. CARACTERISTIQUES ANATOMIQUES | PATOLOGIQUES ......ccceecurruereecresressesesesesssessessessessessessssenns 26
N L] 7 28
4.1. Vies moleculars del cOncer COIOrectal................oomuomuiniiniieiieiieieeieeseeseeeeee et 29
4.1.1. Via de la inestabilitat cromosomica (CIN) ......eeiiieiiiiiiireieeeeeeeiireeee et eeeenireeeeeeeeeenannns 29

4.1.2. Via de la inestabilitat de microsatel-lits (IMSI) .......cocvuirriiiiiiiiiieieee e e 29

4.1.3. Metilacio d’'illes CPG (CHMP) ...eeee ettt ettt e e e e e s e rar e e e e abe e e s e sbaeeeennaeeeeenneeas 30

B L4, AIEES VIES ettt ettt ettt ettt e s e st e e sat e e st e ettt e s ate e s bt e e saseesabeeaabeeesabeesbeeeanreesabeeeaneeesareenn 31

757 @ T Yo [ =3 ¢ X3RS 31

4.3. GENS SUPIESSOIS LUMOIQIS ....cccccceeieeeeee ettt e e e e e ettt e e e e e ettt aa e e e e e sstsaeaaaeesassssssssaaaeessssssssees 32

4.4. Caracteristiques diferencials segons la localitzacio tumoral...................ececeveeeeeeveeeeeiiieeeeeiieeaennn, 33

4.5. Classificacio molecular del cANCer COIOreCtal .............ouuumiamiueeaeeiieieeeieeeeeeee e esea e 34

5. DIAGNOSTIC I ESTADIATGE ......eecteeeeeeeeseesseessessesseessesssesseessesssesssessesssessssssesssesssessesssessssssesssssssenses 36
I D] 1o o T4 o XY £ (ol OO OSSPSR 36

I X oo [0 o [ [ =SSR 38

6. TRACTAMENT | MONITORATGE DE LA MALALTIA.......ccotitiiiiiiiieiiinieeieeeeerreeeeseses s eeses s s ses e s eeeseseseeens 40
6.1. Tractament de la malaltia 10CAlItZAAQA...............cocueeeieoeieiieieeeeeeeee e 44
6.1.1. Tractament del cancer de cOlon 10CaAlItZat .......cceevieeiierieiiee e 44

6.1.2. Tractament del cancer de recte 10Calitzat .........cccoveeieeniiniiiieieee e 47

6.2. Tractament de la malaltia MELASEALICA .........ccueeeeeeieiieieeeeeeeeee e 49

6.3. Utilitat de la biopsia liquida en cancer COlOrectal ................uuuuivuereeiceereeiiieeeeeiieeeeeiieeeeeiieeeeeeaeeann 55

7. MEDICINA DE PRECISIO EN CANCER COLORECTAL.......cccueereerrerressersseessesseessesssesssessesssessasssesssssssenes 57
7.1, BiOoMQICAUOIS PrONOSEICS ...vvveeeeeeeeeeeieeeeeiteeeeeetteeeeeette e e ettt e e ettteeaeeataeaesaataaaesassaasesassasaesssssasenssssaaeaas 58

7.2. Biomarcadors predictius de reSpoSta/tOXICItAL ..........ccveeeveeeeceeeeeeeeeieeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeireeesseeeeanns 59

13



7.2.1. Fluoropirimidines: 5-FU i CapeCitabing.......c.ceeivciiiiieiiiie et 61

3 A 41 (o 1 1= Tor-| o IO PPPPPPPPPPPPPRE 63

2 2 T 0 )1 1111 - 1§ RS 67

7.2.4. Anticossos anti-EGFR: cetuximab i panitumumab ..o 68

7.2.5. Farmacs antiangiogeénics: bevacizumab i aflibercept.......cceveeciiiieeciiiieecee e 72
OBUJECTIUS ....iiiiiiiiiieniiiiieniiiiessseiiesssseiiessssstisssssstisssssstsesssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssnnsss 75
ELS ARTICLES....ccuuuiiiituuieiiiuniieiinunieeienusieeiensssestesssssssessssessessssssssssssssssssssssesssssssenssssssenssssssanssssssanssssssansss 79
1. ESTUDI SOBRE LA IDENTIFICACIO DE BIOMARCADORS PRONOSTICS EN CANCER DE COLON LOCALITZAT....ccvuueserennnenes 81

............................................................................................................................................................. 81
2. ESTUDIS SOBRE LA IDENTIFICACIO DE BIOMARCADORS PREDICTIUS DE RESPOSTA | TOXICITAT EN CANCER COLORECTAL
IMETASTATIC ceeeeruuununiiiieeeennnenssiiesieeeesssesssiissseeeeessssssssssseeeesssssssesssseteessssssssssssreesssssssssssssseesssssssssssssseesnnns 97
2.1. Estudis sobre la identificacio de marcadors de toxicitat a l'irinotecan i avaluacio de la seva
Lofe][Tole] o111 4e Lol 1] Lol FR SR 97
Article 2. Relevance of CYP3A4*20, UGT1A1*37 and UGT1A1*28 variants in irinotecan-induced
LY RN =Tl o ) | Y7 97
Article 3. Comments on: “Clinical utility of ABCB1 genotyping for preventing toxicity in treatment
with irinotecan” (Carta @ l'@ditOr) .......coueei ittt e e e e et e e e aree e e areas 103

Article 4. ABCB1 genetic variants as predictors of irinotecan-induced severe gastrointestinal toxicity
in metastatic colorectal cancer PAtiENts ...........uviiiiiii i 107
Article 5. Pharmacogenetic clinical randomised phase Il trial to evaluate the efficacy and safety of
FOLFIRI with high-dose irinotecan (HD-FOLFIRI) in metastatic colorectal cancer patients according to
TNEIN UGTIAL GENOTYPE . uuieieectiiee ettt ettt e ettt e e e et e e e e ettt e e e setae e e sastaeaesstaeeesstaeeesseaeeesssneessseneennnes 119
2.2. Estudi sobre la identificacio de variants somatiques de resisténcia als agents anti-EGFR............. 129

Article 6. Novel somatic genetic variants as predictors of resistance to EGFR-targeted therapies in

metastatic colorectal CanCer PAtiENTS .....cccviiii e e e aaee s 129
RESUM GLOBAL DELS RESULTATS ....ciiiiiiiiiiiiiitiriierereeenesesesesesesesesssesssssessssssessssssssessssessssssssssssssssssssssans 169
1. Identificacié de biomarcadors pronostics en cancer de colon localitzat ..............ccovveeecvvveeeccvenenne, 173

2. Identificacio de biomarcadors predictius de resposta i toxicitat en cancer colorectal metastatic.... 174

2.1. Identificacié de marcadors de toxicitat a I'irinotecan i avaluacié de la seva aplicabilitat clinica

14



[0 ] o U] [ R 179

1. Identificacié de biomarcadors pronostics en cancer de colon localitzat ..............ccccvveeevvvveeeccrennenne 181
2. Identificacio de biomarcadors predictius de resposta i toxicitat en cancer colorectal metastatic.... 182

2.1. Identificacié de marcadors de toxicitat a I'irinotecan i avaluacié de la seva aplicabilitat clinica

........................................................................................................................................................... 182
2.2. ldentificacid de variants somatiques de resisténcia als agents anti-EGFR............cccccceecuveeennee. 188
CONGCLUSIONS......ccovvreimrnrnnennnenereeanasssasasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 193
BIBLIOGRAFIA ... ittt ree e reas s teae st eas s ra st saesssassstansstensssensssenssssassssasssranssssnsstenssssnns 197
ANNEX: ALTRES PUBLICACIONS .......cuuiiiiiiirieiiiieiiieiiresiiineiraesrssssteessrsasssrasssrasssrsssssssssssnssssassssnssssnnsss 227

15






ABREVIATURES

5-FU: 5-fluorouracil

ABCB1: transportador dependent d’ATP subfamilia B membre 1 (ve de I'angles ATP Binding Cassette
Subfamily B Member 1)

ABCC2: transportador dependent d’ATP subfamilia C membre 2 (ve de l'angles ATP Binding Cassette
Subfamily C Member 2)

ABCG2: transportador dependent d’ATP subfamilia G membre 2 (ve de I'anglés ATP Binding Cassette
Subfamily G Member 2)

AIJCC: ve de I'anglés American Joint Committee on Cancer

APC: ve de I'angles Adenomatous polyposis coli

BRAF: ve de I'anglés v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B (protooncogen)

CCR: cancer colorectal

CCRm: cancer colorectal metastatic

cfDNA: ADN lliure circulant (ve de I'angles cell-free DNA)

CIMP: metilacié d’illes CpG (ve de I'anglés CpG island methylator phenotype)

CIN: inestabilitat cromosomica (ve de I'anglés chromosomal instability)

CPT-11: irinotecan

ctDNA: ADN tumoral circulant (ve de I'anglés circulating tumor DNA)

CYP3A4: Citocrom P450 Familia 3 Subfamilia A Membre 4

DPD: dihidropirimidina deshidrogenasa (proteina)

DPYD: dihidropirimidina deshidrogenasa (gen)

ECOG: ve de I'angles Eastern Cooperative Oncology Group

EGF: factor de creixement epidérmic (ve de I'angles Epidermal growth factor)

EGFR: receptor del factor de creixement epidermic (ve de I'anglés Epidermal growth factor receptor)

EMA: Agencia Europea del Medicament (ve de I'anglés European Medicines Agency)

ERK: ve de I'anglés extracellular signal-regulated kinase

FDA: ve de I'anglés U.S. Food and Drug Administration (agéncia reguladora dels Estats Units d’Ameérica)
FOLFIRI: esquema quimioterapic que conté 5-fluorouracil, acid folinic i irinotecan

FOLFOX: esquema quimioterapic que conté 5-fluorouracil, acid folinic i oxaliplati

HER2-4: receptors dels factors de creixement epidérmic huma 2-4 (ve de I'anglés Human epidermal growth
factor receptor 2-4)

HNPCC: cancer colorectal hereditari no poliposic (ve de I'angles Hereditary nonpolyposis colorectal cancer)

KRAS: ve de I'angles Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (protooncogen)
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LV: leucovorina o acid folinic

MAPK: ve de I'anglés mitogen-activated protein kinase

MEK, MAP2K o MAPKK: ve de I'anglés mitogen-activated protein kinase kinase

MMR: reparacié d’errors d’aparellament (ve de I'anglés mismatch repair)

MSI: inestabilitat de microsatél-lits (ve de I'anglés microsatellite instability)

NCCN: ve de I'anglés National Comprehensive Cancer Network

NGS: seqlienciacié massiva de nova generacié (ve de I'anglés next-generation sequencing)

NRAS: ve de I'angles Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog (protooncogen)

OX: oxaliplati

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa

PIGF: factor de creixement placentari (ve de I'anglés Placental Growth Factor)

PIK3CA: ve de l'anglés Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
(protooncogen)

QT: quimioterapia

RT: radioterapia

SG: supervivencia global

SLCO1B1: transportador d’anions organics 1B1 (ve de l'angles Solute carrier organic anion transporter
family member 1B1)

SLP: supervivencia lliure de progressio

SLR: supervivéncia lliure de recaiguda

SNP: polimorfisme d’un Unic nucleotid (ve de I'anglés Single Nucleotide Polymorphism)

TGF-a: factor de creixement transformador alfa (ve de I'angles Transforming growth factor alpha)

TGF-B: factor de creixement transformador beta (ve de I'anglés Transforming growth factor beta)

TNM: ve de I'anglés Tumor, Node, Metastasis

TP53: proteina tumoral 53 (ve de I'anglés Tumor protein p53)

TRK: receptor tropomiosina quinasa (ve de I'anglés Tropomyosin receptor kinase)

UGT1A1: uridindifosfat glucuronil transferasa familia 1 membre Al

VEGF: factor de creixement endotelial vascular (ve de I'angles Vascular endothelial growth factor)
VEGFR1/FLT1: receptor de tipus 1 del factor de creixement endotelial vascular (ve de I'anglés Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor 1/Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 1).

VEGFR2/KDR: receptor de tipus 2 del factor de creixement endotelial vascular (ve de I'anglés Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor 2/Kinase Insert Domain Receptor)

XEL: capecitabina (abreviatura que prové de la marca comercial: Xeloda®)

XELIRI: esquema quimioterapic que conté capecitabina i irinotecan

XELOX: esquema quimioterapic que conté capecitabina i oxaliplati
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INTRODUCCIO

1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORECTAL

El cancer colorectal (CCR) és una neoplasia molt freqlient que s’associa a una alta mortalitat arreu del mon.
En concret, es diagnostiquen més d’1,8 milions de casos anuals (10,2% del total de cancers), dels quals 1,1
milions es corresponen amb cancer de colon (61%) i 700.000 (39%) amb cancer de recte. Globalment, es
produeixen unes 880.000 morts a causa del CCR (9,2% del total de defuncions per cancer). Es tracta del
tercer cancer més comu al mon (rere pulmo i mama) i el segon que causa més defuncions, només superat
pel cancer de pulmé (Figura 1) (1). Per sexes, és el tercer cancer més comu en homes (rere pulmé i
prostata) i el segon en dones (rere mama), i representa la quarta causa de mortalitat per cancer en homes
(superat pel de pulmo, fetge i estdmac) i la tercera en dones (superat pel de mama i pulmd) (1). Cal
destacar que la incidencia del CCR no és uniforme. Aixi doncs, presenta una incidéncia elevada a America
del Nord, Europa, Australia i Nova Zelanda (> 40 casos/100.000 habitants) i, en canvi, molt baixa a I’Africa

rural (< 5 casos/100.000 habitants) (2).
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Figura 1. Casos nous de cancer diagnosticats el 2018 (dades mundials). Figura adaptada de Globocan 2018 (1).
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Malgrat aquestes xifres elevades, cal destacar que la incidéncia i mortalitat del CCR ha anat disminuint
progressivament durant les darreres decades (Figura 2). En concret, als Estats Units d’Ameérica (EUA) la
incidéncia ha disminuit un 45% des de mitjans dels anys 80, mentre que la mortalitat s’ha reduit en més
d’un 50% (3). El cribratge poblacional, que permet no només la deteccid precog del CCR sind també la seva
prevencid, podria explicar parcialment aquestes dades. Tanmateix, altres factors també hi podrien haver
contribuit, com ara la millora en les tecniques quirdrgiques i els tractaments, la disminucid en la ingesta de

nitrosamines o I'Gs d’AINEs o estatines, entre d’altres (3).
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Figura 2. Mortalitat i incidéncia del CCR en poblacié dels EUA de 50 anys o més. Figura adaptada de Welch et al (3).

Pel que fa a Europa, es produeixen unes 177.400 morts anuals per CCR (98.000 en homes i 79.400 en
dones), la qual cosa representa la segona causa de mort per cancer en homes (rere el cancer de pulmd) i la

tercera en dones (rere els cancers de pulmé i mama) (4).

A I'estat espanyol, el CCR és el cancer més habitual. Es diagnostiquen uns 37.000 casos nous anuals (23.000
en homes i 14.000 en dones, aproximadament) (Figura 3). En concret, és el segon cancer més freqiient en
homes (14,6%) i en dones (12,6%), només per darrere dels cancers de prostata i mama, respectivament
(Figura 4) (1). Aproximadament un 40% dels pacients es moren, rad per la qual es produeixen unes 15.000

morts anuals per aquesta malaltia.
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AMBDOS SEXES Colorectal

37172 (13.7%)

y Mama
Altres cancers 32825(12.1%)
123 019 (45.5%)
Prostata
31728 (11.7%)
Bufeta Pulmé
18 268 (6.8%) 27 351 (10.1%)

Total: 270 363

Figura 3. Casos nous de cancer diagnosticats el 2018 en poblacié espanyola. Figura adaptada de Globocan 2018 (1).
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it ;6' !1?; 13.1%) Uter Pulmé
14 793 (9.5%) 3 6 784 (5.9%) 6914 (6%)
Total: 155 971 Total: 114 392

Figura 4. Casos nous de cancer diagnosticats el 2018 en poblacié espanyola (dades per sexe). Figures adaptades de Globocan 2018

(1).

Pel que fa a Catalunya, segons el Pla Director d’Oncologia de 2016, actualitzat el 2018, el CCR constitueix la
neoplasia més freqlient al nostre pais, només superada en homes pel cancer de prostata i en dones pel de
mama, de forma analoga al que s’observa al conjunt de I'estat. Suposa aproximadament el 16% de totes les
neoplasies malignes (sense incloure el cancer de pell no melanoma), i afecta sobretot la poblacié adulta. En
concret, a Catalunya el 2017 es van diagnosticar 3.607 casos nous en homes (87,3 casos/100.000 habitants)
i 2.594 casos nous en dones (63,1 casos/100.000 habitants). Aquesta major incidéncia en la poblacié
masculina podria ser atribuible al paper protector de les hormones femenines i a I'exposicid diferencial a
factors de risc entre ambdods sexes. A diferéncia del que s’observa als EUA, la incidencia d’aquest tumor
augmenta anualment un 1,3 % en homes i un 0,5% en dones (5). Es preveu que la incidéncia d’aquest

tumor continui augmentant els propers anys, sobretot en poblacié anciana (6).
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Pel que fa a la mortalitat, el CCR representa la segona causa de mortalitat per cancer en homes, rere el
cancer de pulmd, i la primera en dones, superant lleugerament la mortalitat per cancer de mama. El 2017, a
Catalunya es van produir 2.659 morts per CCR. La supervivencia actual als 5 anys és d’un 56% en els homes i
d’un 61% en les dones. La mortalitat disminueix anualment un 1,2% en les dones i es manté practicament
estable en els homes (5). Tenint en compte I'augment sostingut de la incidéncia, I'estabilitat o lleugera
millora en les dades de mortalitat s’explicaria per I'establiment dels programes de deteccié precog i els

avencos terapeutics dels darrers anys.

2. ETIOLOGIA

L’etiologia del CCR és complexa. Hi ha multiples factors, tant genetics com ambientals, que s’han relacionat
amb [l'aparicié d’aquesta patologia. De la totalitat de tumors de CCR que es diagnostiquen,
aproximadament un 90-95% es consideren esporadics i s’atribueixen sobretot a causes ambientals, tot i
que també hi influeixen factors genetics. EI 5-10% restants son hereditaris, i la seva aparicid va associada a
alteracions en gens de susceptibilitat (7). S’han descrit diversos factors de risc associats a I'aparicié de CCR,

entre els quals destaquen:

» Edat: la probabilitat de presentar un CCR augmenta amb I'edat. La seva incidéncia és 10 vegades
superior en majors de 65 anys i és també en aquest subgrup on es produeixen la majoria de morts
(8). Tanmateix, cal destacar que la incidéncia en menors de 50 anys esta creixent. En aquests

pacients els cancers solen ser diagnosticats en estadis més avancats i localitzacio distal (9—11).

> Sexe: la incidéncia és al voltant d’un 35% superior en homes que en dones (12).

> Dieta: hi ha controveérsia sobre la rellevancia de I'alimentacié en el risc de desenvolupar CCR.

0 Ingesta de carn vermella: la majoria d’estudis han postulat que la ingesta de carn vermella

(porc, vedella, xai), carn processada i greixos d’origen animal podrien incrementar el risc de

patir CCR (2,13-15).

0 Ingesta de fibra: es considera que la ingesta d’aliments rics en fibra (verdures, fruites,

cereals integrals, llegums) podria diluir els agents carcinogénics en la femta, disminuir el
temps de transit colonic i crear un ambient favorable al colon. No obstant aixd, no ha

demostrat que redueixi de forma significativa el risc de CCR (15,16).
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Suplementacié vitaminica: actualment hi ha controversia sobre el possible paper protector

de la ingesta de calci i vitamina D en el risc de desenvolupar CCR. De fet, diversos estudis

no han pogut corroborar-ho (17,18).

> Habits de vida:

(0]

(0]

Sedentarisme: la realitzacié regular d’exercici fisic disminueix el risc de presentar CCR (13).
Obesitat: un sobrepeés excessiu s’ha associat a I'aparicié de CCR (13).

Habit tabaquic: tot i que no és un factor de risc tan clau com en altres cancers (pulmg,
laringe, etc), aproximadament un 12% dels casos de CCR s’atribueix a I’'habit tabaquic (13).
Ingesta d’alcohol: al voltant d’'un 13% dels casos de CCR s’atribueixen a un consum excessiu

d’alcohol (13,15).

> Antecedents de malaltia inflamatoria intestinal: els pacients amb malaltia inflamatoria intestinal

(malaltia de Crohn o colitis ulcerosa) tenen un major risc de desenvolupar un CCR (19).

> Preséncia de polips colorectals: tot i que la majoria de polips sén benignes, hi ha un tipus, els

adenomes, que poden transformar-se en cancer. Habitualment la colonoscopia permet efectuar un

diagnostic histologic i tractar la majoria dels polips mitjangant la reseccié endoscopica complerta

(polipectomia).

» Antecedents familiars de cancer colorectal (predisposicié genética): tot i que la majoria de CCR

sén esporadics, al voltant d’un 5-10% es consideren hereditaris:

(0]

Poliposi_adenomatosa familiar: poc comuna (0,5-1% de tots els CCR). Es una malaltia

hereditaria autosomica dominant, produida per mutacions en el gen APC. En un 30% apro-
ximat dels casos s6n mutacions de novo, sense una historia familiar prévia. Es caracteritza
per I'existencia de multiples polips ubicats al colon i al recte. En aquests pacients es
recomana la realitzaciéd d’una panproctocolectomia profilactica després de la pubertat, ja

que si no s’efectua la probabilitat de tenir un CCR als 40 anys és del 100% (7,20).

CCR hereditari no poliposic o sindrome de Lynch (HNPCC): és el tipus més freqiient de CCR

hereditari (representa aproximadament un 3-5% de tots els CCR). Es tracta també d’una
malaltia hereditaria autosomica dominant pero que, a diferéncia de la poliposi edematosa
familiar, presenta un nimero escas de polips adenomatosos. Es relaciona amb la preséncia

de mutacions germinals en gens implicats en la reparacié d’errors de replicacié de I’ADN
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(mismatch repair: MMR), com ara els gens MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2 (7). També es pot
produir per mutacié del gen EPCAM, que duu al silenciament del gen vei MSH2. Els pacients
amb sindrome de Lynch desenvolupen CCR a una edat també primerenca (40-45 anys), de
localitzacié habitualment proximal i de millor pronostic que el CCR esporadic. A més, tenen
una major susceptibilitat a desenvolupar altres cancers: ovari, endometri, estdmac, urinari,

intesti prim o hepatobiliar (7,20).

Tenint en compte els diferents factors que contribueixen a I'aparicié de CCR, s’han descrit diverses mesures
de prevencio primaria, entre les quals destaquen:
> Mesures dietetiques: dieta rica en fibra, baixa en greixos i amb alt contingut de vitamina D i calci.
> Estil de vida: exercici regular per evitar I'obesitat i evitar el consum excessiu de begudes
alcoholiques.
» Tractament quirdrgic: tal i com ja s’ha comentat, es recomana la realitzaci6 d’una

panproctocolectomia profilactica en pacients amb poliposi adenomatosa familiar.

Entre les mesures de prevencid secundaria, s’ha suggerit que nivells plasmatics superiors de 25-

hidroxicolecalciferol s’associen a un menor risc de recaiguda i mort en pacients amb CCR (21,22).

3. CARACTERISTIQUES ANATOMIQUES | PATOLOGIQUES

L'intesti gros (o budell gros/gruixut) esta constituit pel cec, el colon, el recte i el canal anal i mesura 1,5
metres aproximadament. S’anomena recte als Ultims 15 cm, que connecten finalment amb I'anus. El colon,
gue comenca a continuacidé del cec, esta constituit per quatre seccions: el colon ascendent (25 cm), que
correspon a la part dreta de I'abdomen; el colon transvers (50 cm), que creua per la part superior de
I'abdomen, de dreta a esquerra; el colon descendent (30 cm), ubicat a la part esquerra de I'abdomen i,
finalment, el colon sigmoide o sigma (20 cm), que a la part final connecta amb el recte (Figura 5A). El colon
també es pot subdividir en dos segments principals: el colon proximal (inclou el cec, el colon ascendent i el

colon transvers) i el colon distal (inclou el colon descendent i el sigma).
Pel que fa a la histologia, el colon esta constituit per diverses capes tissulars. Anant des de la llum intestinal

cap a l'exterior hi trobem la mucosa (conté I'epiteli la lamina propia), seguida de la submucosa, la capa

muscular (també coneguda com muscularis propia) i, finalment, la serosa (Figura 5B).
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A Colon 4 B

transvers

Figura 5. A) Caracteristiques anatomiques de lintesti gros; B) Capes histologiques del colon. (Figures adaptades de

https://www.aecc.es).

Els aliments digerits previament a través de I'estomac i I'intesti prim arriben finalment a aquesta zona de
I'aparell digestiu, en la qual s’absorbeixen I'aigua i les sals minerals dels residus solids, abans que siguin
eliminats definitivament de I'organisme per la femta. Tot el colon esta irrigat per vasos sanguinis i limfatics.

Aquests ultims es connecten amb els ganglis limfatics, ubicats al llarg de tot el budell gruixut.

El CCR comenca a la mucosa i pot afectar més capes (fins i tot totes) de la paret intestinal. Aquest és un
aspecte important per determinar el grau d’afectacio del cancer. A més, el CCR es pot disseminar més enlla
del la mucosa on s’ha originat. Normalment es produeix en primer lloc una extensié local, seguida d’una
infiltracié limfatica i, finalment, disseminacié hematogena (a distancia). Una altra forma de progressio

tumoral és la carcinomatosi peritoneal. A continuacio es resumeixen aquestes vies de disseminacio:

e Extensid local: el cancer pot créixer en totes direccions, a través de la paret intestinal, i pot envair
estructures veines. Pot estrenyer i, fins i tot, tancar la llum intestinal, provocant una obstruccié o
una perforacid intestinal.

e Infiltracié limfatica: les cél-lules tumorals poden desplagar-se a traves dels vasos limfatics i arribar

als ganglis limfatics. En I'acte quirdrgic cal detectar i eliminar els ganglis afectats.

¢ Disseminacid hematogena: les cel-lules tumorals arriben al torrent sanguini. Habitualment arriben,

en primer lloc, al fetge, a través de la vena porta, i per aixo les metastasis hepatiques son les més
habituals. En els cancers originats en el darrer terg del recte és habitual la presencia de metastasis
pulmonars, ja que les venes hemorroidals mitjanes i inferiors drenen a la vena cava inferior.

e Carcinomatosi peritoneal: es produeix per la invasido del peritoneu per part de les cél-lules

tumorals, la qual cosa pot dur a I'aparicié d’ascitis.
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Amb relacié a la histologia, la majoria de tumors intestinals sdn epitelials, essent I'adenocarcinoma el tipus
histologic més freqient (90-95%). Altres tipus menys freqlents sén I'adenocarcinoma mucinds, els tumors
carcinoides, el carcinoma epidermoide, etc. Quant al grau de diferenciacid, els tumors s’agrupen en tumors
de baix grau (ben i moderadament diferenciats) i d’alt grau (pobrament diferenciats). Aquests ultims

presenten un pitjor pronostic.

4. PATOGENIA

El CCR s’origina com a resultat d’'una proliferacié cel-lular descontrolada, amb multiples gens i vies
implicades en el procés de carcinogénesi. L'inici i creixement del tumor es deu a I'acumulacié de mutacions
en protooncogens (KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, etc.) i en gens supressors de tumors (APC, TP53, SMAD4,
PTEN, etc.), les quals desregulen vies de senyalitzacié claus on hi participen la WNT/B-catenina, el receptor
del factor de creixement epidermic (EGFR), el factor de creixement transformador beta (TGF-B), etc.
Aguestes alteracions es troben en la majoria de tumors avancats, els quals es poden classificar segons

presentin inestabilitat cromosomica (CIN) o inestabilitat de microsatel-lits (MSI) (23).

Més del 90% dels CCR es desenvolupen a partir d'adenomes (polips adenomatosos), el que es coneix com a
"seqliéncia adenoma-carcinoma". Aquest procés sol iniciar-se amb una mutacié en el gen APC (gen
supressor de tumors, involucrat en I'adhesié cel-lular) i es forma un adenoma petit. A continuacid es
produeix una mutacié en RAS i 'adenoma creix assolint una mida gran. Finalment, per culminar el procés
de carcinogenesi i esdevenir un carcinoma, apareixen mutacions en el gen PIK3CA, TGF8, en gens implicats

en el cicle cel-lular o en I'apoptosi, etc. (23—25) (Figura 6).

Procés de
PIK3CA, TGF
carcinogénesi APC RAS _ ) B .
: : Cicle cel-lular / apoptosi

PSS

Adenoma gran Carcinoma

Epiteli colonic normal Adenoma petit

Edat del pacient {anys) 30-50 40-60 50-70

Figura 6. Desenvolupament del cancer colorectal: seqliencia epiteli colonic normal-adenoma-carcinoma. Figura adaptada de

Vogelstein et al (25).
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4.1. Vies moleculars del cancer colorectal

La seqliencia “adenoma-carcinoma" (Figura 6) es caracteritza per una acumulacié d'alteracions genétiques i
epigenetiques. S’han descrit tres vies moleculars principals en CCR, que es detallen a continuacid i es

resumeixen ala Taula 1.

4.1.1. Via de la inestabilitat cromosomica (CIN)

Aquesta via, caracteritzada per I'existencia de nombrosos canvis en el nombre i estructura dels cromoso-
mes, és la més freqiient en la carcinogenesi del CCR (80-85% dels casos) i sol produir-se per mutacions en el
gen APC. En conseqiiéncia, té lloc un funcionament anomal de la via WNT/B-catenina, que duu a
I'acumulacié de B-catenina, la qual activa la transcripcié de diversos gens que afavoreixen la proliferacio
cel-lular, com ara MYC (26). A part de mutacions en el gen APC, també és habitual la preséencia de
mutacions en els gens TP53, SMAD4, KRAS, TGFB2, etc. Els tumors resultants no son hipermutats, a

diferéncia dels tumors amb MSI, sind que presenten inestabilitat cromosomica.

4.1.2. Via de la inestabilitat de microsatel-lits (MSI)

Aquesta via, també coneguda com a "via del fenotip mutador" i present en un 15-20% dels casos, es
caracteritza per la inactivacié dels gens de reparacidé d’errors d’aparellament (mismatch repair, MMR) de
I'ADN, la qual cosa comporta un increment en el nombre de mutacions i s’associa a I'existéncia de MSI (27).
Els microsatel-lits son seqliencies repetitives d'ADN d’1-4 nucleotids que es troben repartides per tot el
genoma i que sén particularment sensibles a una manca de funcionament correcte dels gens MMR. En el
cas que hi hagi deficiéncia de les proteines MMR (dMMR), es generen errades en la reparacié de I'ADN, les
quals provoquen canvis en la mida i nombre dels microsatel-lits (7,28,29). A la practica, els pacients dMMR
presenten tumors amb MSI, per la qual cosa ambdds conceptes estan estretament relacionats. Els
esdeveniments caracteristics d'aquesta via inclouen un percentatge elevat de mutacions per alteracio en el
marc de lectura ("frameshift") en diferents gens. Aquests tumors sén hipermutats, més habituals en colon
dret, sovint presenten infiltracié limfocitaria i tenen un millor pronostic en estadis localitzats (23,30). En
estadis avangats, responen favorablement al tractament amb immunoterapia (31-33). La forma hereditaria
dels CCR desenvolupats a través d'aquesta via es coneix com a Sindrome de Lynch o cancer colorectal
hereditari no poliposic (HNPCC). Es caracteritza per la presencia d’'una mutacié germinal en els gens de
reparacié MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2. Les mutacions en MLH1 i MSH2 representen el 90% dels casos. En la
forma esporadica d'aquest tipus de CCR, sol produir-se la hipermetilacié del promotor de MLH1, amb la

consequent inactivacio del gen (34).
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La determinacié de la MSI és una practica habitual en els pacients diagnosticats de CCR. Es pot fer

molecularment, mitjangant I'estudi de cinc regions conegudes, que son arees de microsatel-lits, o per

immunohistoquimica. La segona opcid és la que se sol utilitzar pel seu menor cost, i consisteix en detectar

la preséncia o abséncia de les proteines d’interés. Els resultats poden ser els seglients:

e Totes les proteines estan presents (80% dels casos): el tumor no presenta MSI.

e Perdua d’expressido d’'MLH1 i PMS2 (15% dels casos): en un 80% dels casos la inexistencia de la

proteina es deu a la metilacié del gen MLH1, i no a la preséncia de mutacions. Per determinar si la

manca de proteina MLH1 es deu a metilacid, s’estudia la preséncia de la mutacié V600E en BRAF. Si

BRAF esta mutat, 'alteracié d’MLH1 es considera que no és germinal, sind que es deu a metilacio

esporadica. Si BRAF no esta mutat, s’efectua I'estudi genétic d’MLH1.

e Pérdua d’expressié d’'MSH2 i/o MSH6 o de PMS2 sol (5% dels casos): estudi del gen afectat.

4.1.3. Metilacié d’illes CpG (CIMP)

Aquesta via, implicada en la formacié de polips serrats, es caracteritza per la hipermetilacié de la regié

promotora d'un elevat nombre de gens (com ara MLH1) que contenen illes de dinucleotids CpG, la qual

cosa provoca el seu silenci transcripcional (35—37). Sembla ser que aquesta via sola no pot iniciar el procés

de carcinogénesi, i que requereix la contribucié de CIN o MSI (38).

Inestabilitat cromosomica

Inestabilitat de

Metilacio d’illes CpG

(CIN) microsatel-lits (MSI) (CimP)
Prevalenga 80-85% 15-20% <20%
Esdeveniments Aneuploidia Mutacions / epimutacions | Hipermetilacid de

moleculars

Inactivacio via Wnt/ B-catenina

Alteracions genétiques (guanys/
perdues al-leliques) en gens

supressors tumorals i oncogens

en gens MMR: comporta
insercions i/o delecions als
microsatel-lits

zones promotores de
gens amb illes CpG,
com ara MLH1.

Mutacions en BRAF

Caracteristiques
cliniques

Colon esquerre o recte

Colon dret

Estadiatge menor
Major diferenciacié
Alta infiltracié limfocitaria

Bon pronodstic en estadis
localitzats

Colon dret

Major prevalenca en
dones

Taula 1: Caracteristiques de les vies principals implicades en la carcinogénesi del CCR. Adaptada de Gonzalez-Pons et al (30).
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4.1.4. Altres vies

S’han descrit altres vies moleculars minoritaries implicades en el procés de carcinogenesi. D’entre elles, cal
destacar la via desencadenada per mutacions germinals o somatiques en el domini exonucleasa dels gens
POLD1 i POLE, que codifiquen les polimerases § i €, respectivament. Aquestes mutacions duen a I'aparicid
d’un CCR amb fenotip hipermutat que, de forma analoga als tumors amb MSI, es podria beneficiar del

tractament amb immunoterapia (39).

4.2. Oncogens

Els oncogens s’originen per I'aparici6 de mutacions activadores en gens implicats en la divisié cel-lular
denominats protooncogens. En produir-se aquestes mutacions activadores (habitualment dominants i
missense, és a dir, de canvi d’aminoacid), té lloc una activacié constitutiva de vies de senyalitzacio
implicades en la proliferacié cel-lular que inicia el procés de carcinogénesi. En CCR cal destacar els

protooncogens RAS (inclou KRAS, NRAS i HRAS), BRAF i PIK3CA, que es detallen a continuacié.

> RAS
Els protooncogens RAS (KRAS, NRAS i HRAS) codifiquen proteines G amb activitat GTPasa implicades en la
cascada de senyalitzacid de la via de I'EGFR, ruta clau per a la proliferacié, diferenciacid, adhesié i migracid
cel-lulars (40). Aquestes proteines tenen un paper fonamental en la seqiiéncia adenoma-carcinoma (Figura
6). La forma activada de la proteina KRAS esta unida a GTP. Un 35-45% dels pacients amb CCR presenten
mutacions en KRAS (sobretot en els codons 12 i 13 de I'exd 2) que inhibeixen I'activitat GTPasa de la
proteina codificada. Aixd impedeix el pas de GTP a GDP i, per tant, KRAS roman constitutivament activat
promovent la senyalitzacié intracel-lular de la via de 'EGFR. També es coneixen mutacions en el gen NRAS,
tot i que aquestes sén molt menys freqlients (1-3% dels pacients amb CCR) (Figura 7) (23,41-45). En la
majoria de tumors no hi coexisteixen mutacions en KRAS i NRAS, rad per la qual es consideren mutuament

excloents (43,44). Les mutacions en HRAS sén molt infreqiients en CCR (43).

> BRAF
El protooncogen BRAF codifica una proteina serina/treonina quinasa de la familia RAF que participa en vies
de senyalitzacié cel-lular com la de I'EGFR. Es troba mutat en aproximadament un 5-15% dels tumors
colorectals, essent la mutacié més freqlient la V600E, ubicada a I'exd 15 del gen, que ocasiona un canvi
d’aminoacid (de valina a acid glutamic) (44,45) (Figura 7). Tot i que tradicionalment s’ha considerat que les

mutacions en RAS i BRAF eren mutuament excloents, darrerament s’han reportat diversos casos de
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concomitancia (46,47). D’altra banda, cal destacar que més de la meitat dels tumors amb MSI presenten la
mutacido V600E de BRAF (48). De fet, la identificacié d’aquesta mutacid ajuda a identificar pacients que

presenten tumors esporadics amb inestabilitat de microsatel-lits per metilacié del promotor de MLH1 (48).

BRAF mutat

NRAS mutat

KRAS A146T/V

KRAS KT17N
KRAS Q61L/H/R
KRAS E31K
KRAS Q22K
KRAS G13D

KRAS G13C
KRAS G12N

RAS/BRAF no mutat

KRAS G12V

KRAS G125
KRAS G12R

KRAS G12D

KRAS G12C

KRAS G12A

Figura 7: Prevalenga de mutacions en KRAS, NRAS i BRAF (només la mutacié V600E) en pacients amb CCR. Figura adaptada de

Janakiraman et al (44).

» PIK3CA
El protooncogen PIK3CA, de la familia PI3K, apareix mutat en un 15-20% dels pacients amb CCR,
independentment de I'estat mutacional de KRAS (45,49). Les mutacions activadores descrites fins ara es
localitzen fonamentalment en els exons 10 (com ara I'E542K o I'E545K) i 21 (com ara I’'H1047R). En CCR, les
mutacions de I'exd 10 sdn més freqlients que les de I'exé 21 (45,49,50). Cal destacar que els exons 10 21

sovint apareixen a la literatura com exons 9 i 20 (si es tenen en compte només els exons codificants).

4.3. Gens supressors tumorals

De forma oposada als oncogens, els gens supressors tumorals inhibeixen una proliferacié cel-lular
excessiva. SOn gens implicats en la integritat del genoma, en el cicle cel-lular i en I'apoptosi. Per iniciar el
procés de carcinogenesi solen caldre mutacions de pérdua de funcio (truncants) a les dues copies del gen. A
continuacié es detallara el paper dels supressors tumorals APC, p53 i TGF-B, per la seva rellevancia en el

desenvolupament del CCR.
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> APC
Més d’un 80% dels CCR presenten mutacions en el gen APC, que sén claus per a l'inici del procés de
carcinogenesi, en concret per a la transformacid de I'epiteli colonic normal en adenoma (Figura 6) (23,51-
53). L'APC és necessari per a la degradacié de la B-catenina. En abséncia d’APC, la B-catenina s’acumula, la
qual cosa desencadena una activacié de la via de senyalitzacié WNT/ B-catenina, que promou la proliferacio
cel-lular i la inhibicid de I'apoptosi (23,26). Tal i com s’ha mencionat anteriorment, mutacions germinals en

el gen APC sén responsables de la Poliposi adenomatosa familiar.

> p53
Al voltant d’un 35-55% dels CCR presenten inactivacié de p53, proteina codificada pel gen TP53. Aquest

III

supressor tumoral és popularment conegut com el “guardia del genoma”, ja que, en preséncia d’ADN
danyat, intervé aturant el cicle cel-lular i, si els danys sén suficientment greus, indueix I'apoptosi. A més,
també regula I'expressié de gens reparadors (54). La seva inactivacid sol coincidir amb la transicié

d’adenoma gran a carcinoma (Figura 6) (23).

> Factor de creixement transformador beta (TGF-B)
La inactivacié de la via del factor de creixement transformador beta (TGF-B) s’observa en un elevat nombre
de cancers colorectals (Figura 6) (23). EI TGF-B és una citocina que promou |'expressio d’inhibidors del cicle
cel-lular i actua, per tant, com a supressor tumoral. Tanmateix, també pot ocasionar un efecte contraposat,
ja que la secrecid de TGF-B per part de les cel-lules tumorals activa I'estroma tumoral i afavoreix la
propagacio de la malaltia. De fet, s’ha demostrat que la inhibicid d’aquesta citocina prevé I'aparicié de
metastasis (55,56). També s’ha reportat que la via de TGF-B promou el desenvolupament de CCR de tipus

mesenquimal (subtipus CMS4), que presenta molt mal pronostic (57,58).

4.4. Caracteristiques diferencials segons la localitzacio tumoral

El colon dret i I'esquerre procedeixen d’origens embriologics diferents, la qual cosa implica perfils
mutacionals i expressions geniques diferents (59). Els tumors de colon dret presenten més habitualment
MSI, mutacions en el gen BRAF o metilacié del gen MLH1, mentre que els tumors esquerres s’associen a
CIN, p53 o miRNAs (60—64). Els tumors de colon dret sén més agressius i presenten un pitjor pronostic (65).

La Taula 2 resumeix els trets diferencials més destacats en funcio de la localitzacioé tumoral.
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Cancer de colon dret

Cancer de colon esquerre

Incidéncia

Menor
Més habitual en dones

Major
Més habitual en homes

Presentacio

TNM més avancat
Major mida tumoral
Major contingut mucinds

TNM més precog
Menor mida tumoral
Menor contingut mucinds

Activitat immunologica

Major infiltracié limfocitaria tumoral

Major component immunosupressor

Vies moleculars

Vies CIMP/ MSI

Major carrega mutacional

Major hipermetilacio

Més mutacions en BRAF, PIK3CA,
SMAD4, etc.

Via CIN

Més mutacions en APC, TP53, etc.

Microbiota

Menor carrega bacteriana

Major carrega bacteriana

Pronostic

Pitjor supervivéncia en estadi avancat

Millor supervivencia en estadi avangat

Taula 2: Caracteristiques diferencials entre el cancer de colon dret i esquerre. Taula adaptada de Merlano et al (66).

4.5. Classificacio molecular del cancer colorectal

El 2015 es va publicar una nova classificaciéd de consens del CCR que estableix quatre subtipus moleculars

(CMS 1-4) amb caracteristiques cliniques i moleculars diferenciades que complementen la informacio de les

classificacions moleculars prévies basades en la inestabilitat cromosomica o de microsatel-lits, en perfils de

metilacid i en la quantitat o la preséncia de determinades mutacions (67).

CMS1 (subtipus immunologic, *14% del global): els tumors que hi pertanyen es caracteritzen per

presentar elevats indexs de mutacions, infiltraci6 immunitaria (limfocits T citotoxics (CD8+),
limfocits T helper (CD4+) i cel-lules natural killer), MSI i hipermetilacié. Es concentren més en el
colon dret i en estadis localitzats, presenten mutacions en el gen BRAF en un percentatge elevat i
son més freqlents en dones. Presenten els millors resultats de supervivéncia quan soén
diagnosticats en malaltia localitzada, mentre que en malaltia metastatica presenten pronostics
nefastos. En aquest subgrup de pacients, la manca d’expressiéo de CDX2 no s’ha associat a un pitjor

pronostic (68).

CMS2 (subtipus canonic, =37% del global): tumors epitelials que es corresponen amb major fidelitat

a la via de carcinogénesi classica o canonica, amb una activacid molt important de WNT i MYC,
inestabilitat cromosomica, estabilitat de microsateél-lits (MSS), mutacions en el gen TP53 i
localitzacié preferentment en el colon esquerre. Presenten una supervivéencia bona en termes

relatius tant en estadis locoregionals com avancgats.

34



INTRODUCCIO

e CMS3 (subtipus metabolic, =13% del global): presenten menors nivells d'inestabilitat cromosomica i

de microsatel-lits i estan molt enriquits per mutacions en KRAS. A més, presenten una desregulacio

destacada de les vies de senyalitzacid metaboliques, amb un pronostic intermedi tant en estadis

locals com avangats.

e CMS4 (subtipus mesenguimal, =23% del global): es caracteritzen per la presencia de marcadors

mesenquimals i d'angiogénesi, una elevada infiltracié estromal i senyalitzacié molt sobreregulada

de la via de TGF-R. Sén els que tenen pitjor pronostic en malaltia localitzada i no solen respondre a

la quimioterapia (QT). Recentment s’ha vist que aquells tumors CMS4 que, a més, no presenten

expressid de CDX2, sén de molt mal pronostic (68). Tanmateix, per les seves caracteristiques

podrien beneficiar-se del tractament amb farmacs antiangiogenics, com ara el bevacizumab.

e Subtipus mix o indeterminat (=13% del global): representen un fenotip de transicié o
heterogeneitat tumoral.
CMS1 CMS2 CMS3 CMS4
(immunologic) (canonic) (metabolic) (mesenquimal)
Prevalenga 14% 37% 13% 23%
MSI MSI mixta
] Alt SCNA Baix SCNA Alt SCNA
Esdeveniments )
Elevada CIMP Baixa CIMP
moleculars .
Hipermutats
Mutacions en BRAF Mutacions en KRAS
. Infiltracié limfocitaria | Activacio WNT | Desregulacio Infiltracié de I'estroma
Caracteristiques . . . ‘s .
. Activacié immunitaria | i MYC metabolica Activaci6 de TGF-B
cliniques L
Angiogenesi
. Mal pronostic a la Favorable Intermedi Desfavorable
Pronostic

recaiguda

Taula 3: Caracteristiques dels diferents subtipus moleculars en els quals es classifica el cancer colorectal. Taula adaptada de

Guinney et al (67). Abreviatures: CIMP, metilacié d’illes CpG; MSI, inestabilitat de microsatel-lits; SCNA, alteracions somatiques del

numero de copies.
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5. DIAGNOSTIC | ESTADIATGE

5.1. Diagnostic

El CCR es pot diagnosticar per la simptomatologia que presenta el pacient o a través del cribratge. En
estadis inicials la simptomatologia sol ser inexistent o molt inespecifica, raé per la qual el cribratge és
essencial per a la deteccid del tumor. Els simptomes que apareixen més habitualment sén alteracions del
ritme deposicional (74%), sagnat rectal (71%) i dolor abdominal (45%) (69). Sovint, I'indici que permet
sospitar I'aparicié de CCR és la preséncia d’anémia, especialment en homes, que rarament en tenen. Per
determinar la preséncia de CCR es realitzara una endoscopia (amb un colonoscopi o sigmoidoscopi). Si es
confirma que hi ha una lesid s’efectuara una biopsia i, amb técniques d’imatge, es determinara |’extensid

del tumor.

A dia d’avui encara no existeix un test de cribratge ideal per al CCR. Els tests disponibles actualment sén:

» Tests basats en femta

a) Deteccié de sang oculta en femta

Aquest test serveix per detectar petites quantitats de sang no visibles a simple vista en les deposicions. Es
un test barat, senzill, no invasiu i que no requereix preparacié intestinal. S’ha descrit una reduccié del 16%
de mortalitat per CCR en els pacients que es sotmeten a aquest test (70). Tanmateix, aproximadament un
50% dels cancers no es detecten amb aquesta prova, per manca de sagnat al moment d’efectuar el test. A
més, en el cas que el resultat sigui positiu, cal realitzar posteriorment una colonoscopia diagnostica per
determinar si la causa és una alteracié benigna o un cancer, tal i com recomana I’American Cancer Society
(71). En els casos que es detectin polips, es poden extreure facilment, disminuint aixi el risc de
desenvolupar CCR. A Catalunya s’ha implantat un Programa de deteccié precog del cancer de colon i recte,
en el qual s’invita a participar (mitjancant una carta al domicili) als homes i dones d’entre 50 i 69 anys
d’edat, amb una periodicitat biennal. Les dades de 2015 mostren que la cobertura del Programa
(mitjancant invitacid) va ser del 28%, amb una participacid del 48%. Els objectius del Pla director
d’oncologia (2017-2019) eren obtenir una cobertura del 100%, amb una participacié del 60% de les
persones convidades (72). Cal ressaltar el fet que la recomanacié de comencar el cribratge als 45 anys que
fa actualment I’American Cancer Society es va incorporar a I'actualitzacié del 2018 (71). Fins aleshores

també recomanava iniciar el cribratge als 50 anys d’edat, tal i com es fa actualment a Catalunya.
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b) Testimmunoquimic fecal

Utilitza anticossos per detectar hemoglobina a la femta. Es un test alternatiu a la deteccié de sang oculta en

femta, i que també requereix confirmacié diagnostica amb colonoscopia en cas de resultat positiu.

c) Test d’ADN fecal

Analitza mostres de femta per detectar la preséncia d’ADN mutat que pugui indicar la presencia de cancer.
Pot provocar falsos positius i manca de diagnostic dels polips. De forma analoga als dos tests anteriors, en

cas de resultat positiu caldria efectuar una colonoscopia per confirmar el diagnostic.

> Examens visuals (estructurals)

a) Colonoscopia

La colonoscopia és la técnica d’eleccié per al diagnostic del CCR, a causa de la seva alta sensibilitat i
especificitat per identificar les lesions, extirpar-les i realitzar biopsies en casos de tumors infiltrants. Permet
visualitzar tot el colon, incloent el colon dret (pot no arribar al cec). Tanmateix, també ofereix diversos
desavantatges, com ara la necessitat de preparacio intestinal prévia, el cost, la necessitat de sedacid i el risc
de complicacions, com ara infeccions i perforacions. Seria la prova ideal per al cribratge, pero I'insuficient
nombre d’endoscopistes i el seu major cost fan que es realitzi el test de sang oculta en femta i que, en cas

que sigui positiu, es realitzi una colonoscopia com a prova de confirmacié diagnostica.

b) Colonoscopia virtual

Permet examinar tot el colon mitjancant raigs X. A diferencia de la colonoscopia, no requereix sedacié, pero
si que cal preparacié intestinal prévia. Es una técnica cara i, en cas que es detectin polips o lesions
sospitoses, cal realitzar una colonoscopia per a la seva escissié if/o biopsia. Aquesta prova permet la

visualitzacio de tot el marc colonic en el cas de tumors estenosants.

c) Sigmoidoscopia
A diferéncia de la colonoscopia, la sigmoidoscopia només permet examinar el terg inferior de 'intesti gros.

Permet I'escissid i biopsia de polips. La preparacio intestinal prévia és menor que en la colonoscopia.

d) Proves radiologiques

En el procés diagnostic del CCR també s’utilitzen proves radiologiques, entre les quals destaquen la
tomografia axial computeritzada (TAC) i la ressonancia magnética (RM). Ambdues proves permeten

localitzar el tumor, determinar-ne la mida i detectar si s’ha disseminat al fetge, pulmons o altres organs.
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Aixi doncs, a diferencia dels examens visuals préviament citats, les proves radiologiques permeten detectar

la preséncia de metastasis, dada clau per a I'estadificacié del CCR i el seu posterior maneig terapeutic.

> Utilitat dels marcadors tumorals

Els marcadors tumorals més destacats en CCR sén I'antigen carcinoembrionari (CEA) i el CA 19.9. El CEA és
un antigen oncofetal que es sobreexpressa en un alt percentatge de pacients amb CCR. Tanmateix, també
s’expressa en altres neoplasies, com ara el cancer gastric o pancreatic (73). Cal tenir en compte que
aproximadament un 30% dels tumors no I'expressa, sobretot en els casos de tumors pobrament
diferenciats (74), i que factors com el tabaquisme o processos inflamatoris poden alterar-ne els seus nivells
serics (73). Aquesta baixa sensibilitat i especificitat fa que no sigui d’utilitat per al diagnostic de CCR en
pacients asimptomatics. Aixi doncs, el CEA s’utilitza sobretot per al monitoratge dels pacients amb tumors
localitzats, amb I'objectiu de detectar recidives de forma precog, aixi com per al monitoratge de la malaltia
disseminada durant el tractament sistemic, ja que un increment sostingut del CEA és indicatiu de progressio
de la malaltia (73,75). Pel que fa al CA 19.9, presenta una sensibilitat menor que el CEA, pero nivells elevats

d’aquest marcador tumoral s’han associat a un pitjor pronostic de la malaltia (73).

5.2. Estadiatge

L’estadiatge d’un tumor permet coneixer-ne el seu volum, ubicacié i extensid, la qual cosa possibilita
avaluar-ne la gravetat i el pronostic, aixi com dissenyar la millor estratégia terapeutica possible. Per
efectuar aquesta valoracié sol utilitzar-se el sistema TNM, on la lletra T fa referencia a I’extensid del tumor
primari, I'N a I'afectacié ganglionar i I'M a la preséncia de metastasis a distancia. La Taula 4 mostra la
classificaci6 TNM per al CCR segons la 8a edicié del manual editat per I’American Joint Committee on

Cancer (AJCC) (76).

En base a la classificacid TNM d’un CCR es pot realitzar el seu estadiatge. Com major sigui I'estadi del CCR,
major és la seva gravetat i pitjor és el seu pronostic. Es considera que un tumor és d’estadis 0-Il quan no
s’observa ni afectacié ganglionar (son NO) ni metastasis a distancia (son MO0). L'estadi Il presenta afectacid
ganglionar (sén N>0) perd no metastasis a distancia (sén MO0). Finalment, es parla d’estadi IV quan hi ha

preséncia de metastasis a distancia (son M1). La Figura 8 permet visualitzar els diferents estadis del CCR.
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Tumor primari (T)

Afectacié ganglionar (N)

Metastasis a distancia (M)

Tx: no es pot avaluar la invasié

Nx: no es pot avaluar el nimero

Mx: no es pot avaluar la presencia

tumoral de ganglis afectats de metastasis a distancia

TO: manca d’evidéencia de tumor | NO: abséncia de ganglis limfatics | M0O: abséncia de metastasis a
primari regionals afectats distancia

Tis: carcinoma in situ: | N1: afectacié d’1-3 ganglis | M1: preséncia de metastasis a

intraepitelial o invasio de la

lamina propia

limfatics regionals

N1la: afectacié d’1 gangli

N1b: afectacid de 2-3 ganglis
Nic: diposits
tumorals a la subserosa o en els

preséncia de
teixits mesenterics o
pericolonics o perirectals, sense
afectacio ganglionar regional

distancia
M1la:
sense afectacié peritoneal

metastasis en un organ,

M1b: metastasis en dos o més
organs, sense afectacié peritoneal
M1c: metastasis peritoneals, amb o
sense metastasis a altres organs

T1: invasio de la submucosa

N2: afectacié de 4 o més ganglis
limfatics regionals

N2a: afectacié de 4-6 ganglis
N2b: afectacid de 27 ganglis

T2: invasidé de la muscular propia,
sense sobrepassar-la

T3: invasid, a través de la lamina
propia, de la subserosa o teixits
pericolonics o perirectals

Td4a: el tumor penetra en el
peritoneu visceral

T4b: el tumor invadeix
directament altres organs o

estructures

Taula 4: Classificacio TNM del cancer colorectal segons la 8a edicié de I’American Joint Committee on Cancer (76).

_» Disseminacid a altres érgans

Hormal

Figura 8: Visualitzacié dels diferents estadis tumorals del CCR (imatge adaptada del National Cancer Institute) (77).
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En el moment del diagnostic, un 75-80% dels pacients presenten malaltia localitzada, majoritariament
d’estadis II-lll. El 20-25% restant presenten malaltia metastatica. Tanmateix, fins a un 50% dels pacients
acabara desenvolupant metastasis en el transcurs de la malaltia (78). Tal i com s’ha comentat anteriorment,
la localitzacié més habitual de les metastasis és hepatica. Aproximadament un 10-15% de les metastasis
hepatiques Uniques sén potencialment resecables, i un 15% de les inicialment no resecables es
converteixen en resecables gracies a I'administracié de QT (79). Tot i que la supervivéncia dels pacients
amb CCR metastatic (CCRm) ha augmentat sostingudament els darrers anys, se situa al voltant de només 30
mesos (80). La Taula 5 conté la informacio relativa als diferents estadis del CCR segons I’AJCC, aixi com les

taxes de supervivéncia a I'any i als cinc anys del diagnostic en funcié de I'estadi tumoral (76,81).

Estadi Tumor Afectacié Metastasis | Supervivéncia a I’any Supervivéncia als 5
primari ganglionar a distancia anys
(T) (N) (M) Pacients de | Pacients de | Pacientsde | Pacients de
20-64 anys 2 65anys 20-64 anys 2 65anys
Estadi O Tis NO MO Sense Sense Sense Sense
dades dades dades dades
Estadi | T1-T2 NO MO 98 % 93 % 95 % 89 %
Estadi ll T3-T4 NO MO 91-98 % 76-92 % 68-90 % 55-84 %
Estadi lll T1-T4 N1-N2 MO 94-98 % 77-92 % 62-91 % 46-85 %
Estadi IV | Qualsevol T | Qualsevol N M1 65 % 39% 14 % 7%

Taula 5: Estadiatge del cancer colorectal segons I’American Joint Committee on Cancer, amb les dades de supervivéncia al cap d’'1

any ials 5 anys observades als EUA entre 2004 i 2014 (76,81).

6. TRACTAMENT | MONITORATGE DE LA MALALTIA

L'estrategia terapeutica a seguir difereix substancialment en funcid de si el tumor és localitzat o metastatic
(CCRm). En els tumors localitzats, aixi com en la malaltia metastatica resecable, la cirurgia amb intencio
curativa constitueix la primera opcié de tractament. No obstant aix0, no sempre la curacié és possible, ja
gue la recurréncia post-cirurgia és habitual. En el cas de tumors metastatics irresecables les aproximacions
terapeutiques tenen intencié pal-liativa, busquen allargar la supervivencia amb qualitat de vida. La
localitzacié del tumor, aixi com les seves caracteristiques moleculars (presencia de MSI, estat mutacional de
KRAS, NRAS, BRAF, etc.), també tenen un pes destacat en |'abordatge terapéutic. Tanmateix, no només les
caracteristiques del tumor soén rellevants per decidir la millor opcié terapeutica. Cal tenir en compte també
les caracteristiques del pacient (edat, estat funcional segons I’escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group), comorbilitats, etc.) i dels diferents tractaments disponibles. La Figura 9 inclou els diferents

condicionants a tenir en compte a I’hora d’escollir la millor opcid terapéutica per a cada pacient.
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-
o N

Caracteristiques del
tractament

Caracteristiques del Caracteristiques del
pacient tumor

eEdat ePresentacié tumoral eToxicitat

eEstat funcional segons el ocalitzacié tumoral ¢ Cost-efectivitat
I'escala ECOG
*Opcions de citorreduccié *Via d'administracid

eComorbilitats

eEsquema terapeutic

eCarrega tumoral

eQualitat de vida
eCaracteristiques
eActitud i preferéncies moleculars (MSI, KRAS,
NRAS, BRAF, etc)
eFuncio renal, hepatica,
cardiaca, etc.

eMarcadors genétics
(UGT1A1, DPYD, etc)

Figura 9. Factors que condicionen el maneig terapeutic del cancer colorectal.

Actualment, el tractament sistémic del CCR es basa en la utilitzacié de:

a) Agents guimioterapics: fluoropirimidines (5-fluorouracil i el seu profarmac, la capecitabina),

trifluridina/tipiracil, oxaliplati i irinotecan.

b) Anticossos monoclonals antagonistes d’EGFR: cetuximab i panitumumab.

¢) Farmacs amb activitat antiangiogénica: bevacizumab, aflibercept i ramucirumab.

d) Farmacs inhibidors de multiples proteines-cinases: regorafenib.
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Alhora, hi ha diversos farmacs que es troben en investigacié o que han estat recentment aprovats per les

agencies reguladores (FDA i/o EMA) , entre els quals destaquen:

a)

b)

Farmacs immunoterapics: els pacients amb CCR que presenten MSI sén particularment sensibles a la

immunoterapia, especialment als inhibidors de PD-1 (pembrolizumab i nivolumab) (31,32).
Aproximadament un 5-8 % dels pacients amb malaltia metastatica presenten MSI al diagnostic, fet que
s’associa a un pitjor pronostic. Tanmateix, I'aparicié de la immunoterapia esta canviant les perspectives
terapeutiques d’aquest subgrup de pacients. En aquest sentit, I'agéncia reguladora americana (FDA) ja
ha aprovat el nivolumab (amb/sense ipilimumab) i el pembrolizumab per a aquells pacients amb CCRm
dMMR/MSI que hagin progressat al tractament amb fluoropimirimidines, oxaliplati i irinotecan (82,83).
De fet, les guies de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomanen |'Us de nivolumab
(amb/sense ipilimumab) o pembrolizumab en pacients amb CCRm dMMR/MSI en segona o tercera linia
de tractament (84). Recentment, al Congrés de I’American Society of Clinical Oncology (ASCO)
d’enguany s’han presentat els resultats de I'assaig KEYNOTE-177, que ha comparat el tractament en
primera linia de pembrolizumab en comparacié amb QT + bevacizumab o cetuximab en pacients amb
CCRm dMMR/MSI. Els resultats d’aquest estudi han mostrat un augment significatiu de la supervivéncia
lliure de progressié (SLP) en el grup de pembrolizumab (16,5 vs 8,2 mesos; HR=0,60, p=0,0002). A més,
els pacients en el grup de pembrolizumab han presentat menys efectes adversos de graus 3-5 (22% vs
66%) (33). Aquest assaig clinic ha dut a I'aprovacié per part de la FDA del pembrolizumab en

monoterapia com a tractament de primera linia dels CCRm dMMR/MSI.

Inhibidors de BRAF — inhibidors de MEK: la monoterapia amb un inhibidor de BRAF (com ara el

vemurafenib o el dabrafenib) en pacients amb CCRm que presenten la mutacié V600E ha resultat ser
poc efectiva i no s’utilitza (85). De fet, la inhibicié de V600E desencadena una rapida activacié d’EGFR, la
qual cosa provoca que continui la proliferacié cel-lular malgrat la inhibicié de BRAF. Per aquest motiu,
s’han provat tractaments combinats, vist el fracas de la monoterapia. En primer lloc, es va provar la
combinacié de dabrafenib + trametinib (inhibidor de MEK), que s’ha utilitzat amb exit per al tractament
del melanoma metastatic amb mutacié V600E. Un 12% de pacients amb CCRm van presentar resposta al
tractament (86). Posteriorment, els mateixos investigadors van testar la mateixa combinacié afegint-hi
panitumumab, obtenint en aquesta ocasio un percentatge de resposta clarament superior, del 21% (87).
Tot semblava indicar, doncs, que aquesta estratégia terapéutica (inhibidor de BRAF + inhibidor de MEK +
antagonista d’EGFR), oferia millors resultats. De fet, I'assaig fase Ill BEACON, recentment publicat, va
mostrar que la combinacié d’encorafenib (inhibidor de BRAF), binimetinib (inhibidor de MEK) i
cetuximab (antagonista d’EGFR) assolia una taxa de resposta del 26% i una supervivencia global (SG) de

9,0 mesos (88). Tanmateix, la combinacié d’encorafenib+cetuximab, també avaluada a I'estudi, va
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proporcionar uns resultats d’efectivitat similars (taxa de resposta del 20% i SG de 8,4 mesos) amb un
perfil de toxicitat més favorable, rad per la qual aquest esquema ha estat recentment aprovat per la FDA
i 'EMA. Els pacients del grup control, que van rebre cetuximab+irinotecan o cetuximab+FOLFIRI, van

assolir una taxa de resposta de només el 2% i una SG de 5,4 mesos (88).

Nous agents anti-EGFR: el Sym004 és una mescla de dos anticossos monoclonals no solapables, el

futuximab i el modotuximab, que ha mostrat eficacia en pacients que presenten mutacions adquirides
de resisténcia a cetuximab o panitumumab localitzades als dominis extracel-lulars del receptor, com ara

la mutacié G465R (89).

Agents anti-HER2: un 5% aproximadament dels pacients amb CCR presenten mutacions somatiques o

amplificaci6 d’HER2 (90). Diversos estudis han mostrat que les amplificacions d’HER2 en CCR
confereixen sensibilitat a un doble bloqueig anti-HER2. L’assaig clinic fase Il HERACLES va mostrar que un
30% dels pacients amb CCRm KRAS wild-type positius per a HER2 refractaris als tractaments estandards
responien a un doble tractament anti-HER2 (trastuzumab combinat amb lapatinib) (91). Un estudi
posterior va mostrar una taxa de resposta del 32% en pacients amb CCR amb
amplificacio/sobreexpressié d’'HER2 en ser tractats amb la combinacié de pertuzumab i trastuzumab
(92,93). Finalment, els resultats de I'assaig fase Il DESTINY-CRCO1, presentats al Congrés de I'’ASCO
d’enguany, han mostrat que I'Gs de trastuzumab-deruxtecan en pacients amb CCRm RAS/BRAF natiu i
HER2 positiu que hagin progressat a almenys dos tractaments previs permet assolir una taxa de resposta

del 45,3%, una taxa de control de la malaltia del 83,0% i una SLP de 6,9 mesos (94).

Inhibidors de MEK + inhibidors de PI3KCA: I'is concomitant d’inhibidors de MEK1/2 (com el refametinib)

i PI3KCA (com el pictilisib) també podrien ser efectius en pacients amb CCR que sobreexpressen HER2

(95).

Inhibidor de tumors amb mutacid G12C de KRAS: la molécula AMG 510 ha demostrat activitat

antitumoral en tumors que presenten la mutacid G12C en el gen KRAS (96). Es tracta de la primera

molécula que ha mostrat resultats exitosos tenint com a diana terapéutica una mutacié de KRAS (97).

Agents per a tumors amb fusions de NTRK: les fusions dels gens NTRK s’han identificat en diversos

tumors solids, incloent el CCR (98). Malgrat la seva baixa prevalenca, la seva identificacié és d’elevada
utilitat ja que existeixen dos farmacs, I'entrectinib i el larotrectinib, que han mostrat efectivitat en

tumors solids que presenten fusions de NTRK (99).
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6.1. Tractament de la malaltia localitzada

6.1.1. Tractament del cancer de colon localitzat

En el cancer de colon localitzat el tractament inclou sempre la cirurgia. En funcié de l'estadiatge, es
contempla també I'administracié de QT sistemica en adjuvancia, és a dir, posterior a I'acte quirdrgic, amb
I'objectiu de disminuir el risc de recaiguda. En concret, reben QT adjuvant la majoria dels pacients amb
estadi Il i alguns amb estadi I, els considerats d’alt risc. En canvi, en la malaltia metastatica, sovint la
cirurgia no és possible. En aquests casos, la base del tractament és la QT, associada o no a farmacs dirigits.

La Figura 10 mostra les estrategies terapeutiques més habituals en funcié de I'estadi del tumor (100).

100 —
Escissi6/destruccié local del
80 i L tumor amb/sense quimioterapia
67 ] Colectomia
° 60 | I Colectomia + quimioterapia
i? [] Quimioterapia*®
1
§ 40 |— 40 [ No cirurgia, radioterapia ni
& 32 quimioterapia
26
20 |— 16 18
10
- *
o L <1 | <1 <1 <1 | |
Estadis 1i Il Estadi Il Estadi IV

Figura 10: Maneig del cancer de colon en funcié de I'estadi, segons la National Cancer Data Base, 2013.

*La quimioterapia inclou la terapia dirigida. Figura adaptada de Miller et a/ (100).

Tal i com s’ha comentat anteriorment, el tractament imprescindible i potencialment curatiu en el cancer de
colon localitzat és la cirurgia. El tractament quirdrgic pot consistir en alguna de les seglients intervencions,
en funcidé de la localitzacid i extensié tumoral: hemicolectomia dreta (tumor ubicat al colon ascendent),
hemicolectomia dreta ampliada (tumor ubicat a I'angle hepatic o a la meitat proximal del colon transvers),
hemicolectomia esquerra (tumor ubicat a la meitat distal del colon transvers, a I'angle esplénic o al colon
descendent) o sigmoidectomia (tumor ubicat al sigma). La cirurgia ha d’extirpar el tumor amb marges
amplis (5 cm) i procurant maximitzar la limfadenectomia regional, de tal forma que es disposi d’almenys 12
ganglis limfatics per a I'avaluacié patologica. Actualment, la cirurgia per laparoscopia és la d’eleccié, ja que
és menys invasiva i obté millors resultats que la cirurgia d’abdomen obert (101). A part de I'extirpacio del
tumor, en l'acte quirdrgic també es reconstrueix el transit intestinal. A més, es realitza una exploracié
exhaustiva de I'epipld, el fetge i la superficie peritoneal per avaluar la preséncia de malaltia en aquestes

localitzacions que no s’hagi detectat previament per imatge.
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En funcid de I'estadiatge, a la cirurgia s’hi associa o no QT adjuvant, que cal iniciar en les 8 setmanes
posteriors a I'acte quirdrgic. La QT adjuvant té com a objectiu reduir la probabilitat de recaiguda mitjancant
I'eliminacié de cél-lules tumorals que puguin romandre després de la cirurgia. Inicialment, I'adjuvancia
estandard es realitzava amb 5-fluorouracil (5-FU) i leucovorina (LV) (102) o amb capecitabina (Xeloda®,
XEL), que va mostrar uns resultats equivalents (103). Diversos estudis han demostrat el benefici d'afegir
oxaliplati al 5-FU o a la capecitabina. Actualment, el tractament estandard en estadi Ill consisteix en
combinacions de fluoropirimidines amb oxaliplati (OX) (esquemes FOLFOX o XELOX) (104—-107). No obstant
aixo, en estadi Il I'addicié d’oxaliplati no ha demostrat millors resultats que 5FU/LV o capecitabina (108), de

manera que la majoria de guies no la recomanen.

L’ esquema seglient mostra les estratégies terapeutiques més habituals en el maneig del cancer de colon

localitzat, en funcié de I'estadi de la malaltia (Figura 11).

\

S

Figura 11: Maneig terapeutic del cancer de colon localitzat.

A continuacid es detalla el maneig recomanat a seguir en funcié de I'estadi tumoral:

> Estadis 0i l: no es recomana I'administracié de QT adjuvant post-cirurgia (84).

» Estadi Il: la QT adjuvant (normalment 5-FU/LV o capecitabina) esta recomanada només en els

pacients que presenten un risc elevat de recaiguda post-cirurgia (109). La majoria de pacients amb

estadi Il es curen només amb cirurgia, pero hi ha un 15-20% de pacients que recau (110). Per tant,
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la identificacié de marcadors pronostics que permetin avaluar el risc de recaiguda en pacients amb
estadi Il és d’un gran interes. En aquest sentit, la MSI constitueix un factor de bon pronostic util en
la practica clinica diaria. Diversos estudis han demostrat que la preséncia de MSI es relaciona amb
una major SG, i que els pacients amb cancer de colon estadi Il que presenten dMMR/MSI no es
beneficien de I'administracié de QT adjuvant basada en 5-FU (111-114). En canvi, els pacients amb

tumors dMMR/MSI d’estadi lll si que es poden beneficiar de la QT adjuvant (112).

S’han descrit diversos factors relacionats amb un major risc de recaiguda, entre els quals
destaquen:
- Mida del tumor: els tumors T4 (estadis IIB i IIC) presenten un major risc de
recaiguda post-cirurgia.
- Perforacid o obstruccid intestinal en el moment del diagnostic.
- Poca diferenciacié tumoral.
- Elevacidé de I'antigen carcinoembrionari (CEA) preoperatori.
- Invasié perineural i limfovascular.
- Marges positius.
- Reseccié de menys de 12 ganglis limfatics: diversos estudis han mostrat que, com
major sigui el nimero de ganglis limfatics extrets i analitzats, millor és el pronostic,
fins i tot en els pacients sense ganglis afectats (115-117).

- Manca d’expressio del factor de transcripcié CDX2 (68,118).

La deteccié de malaltia minima residual post-cirurgia mitjancant la quantificacié de ’ADN tumoral
circulant (ctDNA) es presenta com una opcié prometedora per optimitzar I'administracié de QT
adjuvant en aquests pacients i evitar aixi costos i toxicitats innecessaris (119). Actualment, a la
practica clinica habitual no es quantifica el ctDNA per decidir 'administracié o no de QT adjuvant. El
que es fa és, en base als factors pronostics que s’han citat anteriorment, valorar el risc de recaiguda

del pacient i, en funcié d’aix0, decidir si s’administra o no QT adjuvant.

> Estadi lll: en aquest estadi, I'administracié de QT adjuvant amb els esquemes FOLFOX o XELOX es
considera altament recomanable i superior a 5-FU/LV, fins i tot en els casos de tumors dMMR/MSI
(112). Aquesta recomanacié es basa en els resultats de diversos assajos clinics: I'assaig MOSAIC,
gue va mostrar que la SG als sis anys en el grup de FOLFOX era del 72,9%, mentre que en el grup de
5-FU/LV era del 68,7% (HR=0,80; p=0,023) (104,108); I'assaig NSABP C-07, que va mostrar que els
pacients tractats amb I'esquema FOLFOX presentaven una major supervivéncia lliure de recaiguda

(SLR) als vuit anys que els tractats amb I'esquema 5-FU/LV (HR=0,82; p=0,002), tot i que no es van

46



INTRODUCCIO

observar diferéncies en SG (HR=0,88; p=0,08) (107); i I'assaig NO16968 (XELOXA), que va mostrar
que l'adjuvancia amb XELOX permetia obtenir una SLR als set anys del 63%, mentre que el
tractament amb 5-FU/LV permetia assolir una SLR de tan sols el 56% (HR=0,80; p=0,004).
L'esquema XELOX també va mostrar millors resultats en SG (73% vs 67%, HR=0,83; p=0,04) (106).
En base als resultats d’aquests estudis, els esquemes FOLFOX i XELOX, en adjuvancia, solen
administrar-se durant sis mesos. Tanmateix, la neurotoxicitat acumulativa que presenta I'oxaliplati
ha fet plantejar I'opcié de regims adjuvants més curts (de 3 mesos de durada) que, en
conseqliéncia, serien menys toxics. En aquest sentit, I'estudi IDEA ha demostrat la no inferioritat
d’administrar tres mesos de XELOX (en comptes de sis mesos) com a tractament adjuvant en
pacients amb estadis Ill de baix risc (T1-3 N1). Aquesta no inferioritat no es va obtenir ni en
pacients amb tumors T4 i/o N2 ni tampoc amb I'esquema FOLFOX (120). D’altra banda, en poblacié
anciana (>70 anys) sembla que I’'addicié d’oxaliplati a les fluoropirimidines suposa un benefici clinic
reduit, rad per la qual aquest subgrup poblacional sol rebre adjuvancia només amb fluoropirimidi-

nes (121). Cal destacar que ni l'irinotecan ni les terapies dirigides tenen utilitat en adjuvancia.

6.1.2. Tractament del cancer de recte localitzat

La majoria de pacients que presenten cancer de recte d’estadi | sén tractats quirdrgicament (microcirurgia

endoscopica transanal (TEM), proctectomia o proctocolectomia) i, en molts casos, no cal tractament

quimio/radioterapic. En canvi, els tumors d’estadi Il i Ill sdn tractats majoritariament amb QT combinada

amb radioterapia (RT) neoadjuvant, seguida d’intervencié quirdrgica +/- adjuvancia. Sovint cal realitzar una

ileostomia (normalment temporal) durant I'acte quirdrgic. Pel que fa als tumors d’estadi IV, la QT

constitueix I'opcié preferent, de forma analoga al que succeeix en el cancer de colon (Figura 12) (100).
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local del tumor

- Escissio/destruccio local
del tumor + QT ifo RT

67 l:l Nomeés proctectomia o
proctocolectomia
49 Proctectomia/proctocolectomia
+QT ifo RT
3 [] ariforT
] No cirurgia, QT ni RT
14 13 14
1 2 2 <1 1 4
1 — 1
Estadi | Estadis I1i 1l Estadi IV

Figura 12: Maneig del cancer de recte en funcié de I'estadi, segons la National Cancer Data Base, 2013.

*La quimioterapia inclou la terapia dirigida. Figura adaptada de Miller et a/ (100).
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En el cancer de recte, tot i que el maneig en la malaltia localitzada es basa també en la cirurgia, I'existéncia
dels ossos de la pelvis dificulta I'acte quirurgic i I'assoliment de marges negatius. Aquest fet augmenta el
risc de recurréncia locoregional, que és clarament superior al del cancer de colon. Un dels objectius de la
cirurgia de tumors rectals és intentar preservar I'esfinter anal. Per als tumors del terg¢ superior i mitja aixo
és possible si es realitza una reseccié anterior baixa. En canvi, per als tumors del terg inferior sol caldre una
reseccid abdominoperineal, que requereix la creacié d’'una colostomia permanent. En l'acte quirurgic

també s’extreu el mesorecte, intentant assegurar uns marges adequats i una bona limfadenectomia.

Una de les diferéncies més destacades entre el maneig del cancer de recte i el de colon localitzats és el
paper de la RT. Aixi doncs, mentre en el cancer de colon la RT practicament no s’empra, en cancer de recte
s’utilitza en combinacié amb QT com a tractament neoadjuvant previ a la cirurgia en els estadis Il i lll. La
dosi habitual de RT és de 45-50,4 Gy, que s’administra concomitantment amb la QT (5-FU o capecitabina)
(122-124). L’addicio d’oxaliplati a aquest esquema de quimio-radioterapia (QT-RT) no millora ni la cirurgia
ni la supervivencia i, a més, genera més toxicitat, rad per la qual no esta recomanada (125). Els objectius de
I’Gs concomitant de QT i RT sén millorar la resectabilitat del tumor primari (neoadjuvancia) i disminuir el
risc de recurréncia locoregional. Recentment diversos estudis, com I'assaig fase Ill RAPIDO presentat
enguany a ASCO, han avaluat I'estratégia coneguda com terapia total neoadjuvant (TNT), consistent en
administrar un esquema curt de RT (5x5 Gy), seguit de QT de consolidacié (CAPOX o FOLFOX) i, finalment,
cirurgia. Aquest abordatge ha permes millorar les taxes de resposta completa patologica (27,7% vs 13,8%,
OR=2,40, p<0,001) i la supervivencia lliure de malaltia en relacié amb la QT-RT convencional (126). L’eleva-

da taxa de resposta completa patologica podria permetre evitar la cirurgia rectal i preservar I'organ.

L’esquema seglient (Figura 13) mostra les estrategies terapeutiques més habituals en el maneig del cancer

de recte localitzat, en funcié de I'estadi de la malaltia.

Cancer de recte localitzat

Estadi | Estadis II-111
| |
. . 1) Neoadjuvancia (5-FU o capecitabina + RT)
Cirurgia
2) Cirurgia +/- QT adjuvant

Figura 13: Maneig terapéutic del cancer de recte localitzat.
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6.2. Tractament de la malaltia metastatica

En el CCRm (estadi IV), I'abordatge terapeéutic és molt diferent del de la malaltia localitzada, pero és comu
per al cancer de colon i de recte. En la majoria de les ocasions, |'objectiu del tractament no és la curacid,
sind l'allargament de la vida amb la millor qualitat possible. Tanmateix, en el CCRm resecable o
potencialment resecable la curacié és possible. En aquest Ultim suposit s’utilitza QT neoadjuvant, amb la
finalitat de facilitar la resectabilitat del tumor primari i de la/les metastasis (habitualment hepatiques). Sol
emprar-se un esquema basat en fluoropirimidines amb oxaliplati o irinotecan (127), al qual s’hi pot afegir

bevacizumab (128-130) o cetuximab (131-133).

En el CCRm irresecable, la primera linia de tractament sol comprendre els régims FOLFOX (5-FU/LV i
oxaliplati) o FOLFIRI (5-FU/LV i irinotecan), als quals es pot associar el bevacizumab o un agent anti-EGFR
(cetuximab o panitumumab) (42,134-139). També s’utilitza I'esquema FOLFOXIRI (5-FU/LV, oxaliplati i
irinotecan), amb o sense bevacizumab, especialment per al tractament de tumors BRAF o RAS mutats, o en
aquells que sén RAS wild-type pero de localitzacié dreta (140,141). La Figura 14 mostra el maneig del CCRm

en primera linia de tractament.

Cancer colorectal
metastatic

(Estadi IV)

Bevacizumab )

Figura 14. Maneig terapéutic del cancer de colon metastatic en primera linia de tractament. Figura adaptada de la Guia de la

Sociedad Espafiola de Oncologia Médica per al tractament del CCRm (140).
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En segona linia de tractament del CCRm estan indicats els antiangiogénics ramucirumab i aflibercept en
combinaciéo amb I'esquema FOLFIRI (142,143), aixi com el bevacizumab. Els agents anti-EGFR es poden
utilitzar en segona linia de tractament en combinacié amb QT si no s’han administrat en la primera linia i si
els tumors sén RAS/BRAF no mutats. També es poden utilitzar en monoterapia en tercera linia de
tractament (144,145). L'administracié de I'inhibidor de proteines-cinases regorafenib, aixi com la
trifluridina/tipiracil, es restringeixen als pacients amb CCRm que han estat préviament tractats o no es
consideren candidats a les terapies anteriorment descrites. Actualment, la combinacié d’encorafenib i cetu-

ximab és una opcio terapeutica a considerar en segona linia per als pacients amb CCRm BRAF mutat (88).

A continuacié es resumeix breument I'evidéncia cientifica més rellevant que avala I"ds dels principals

farmacs anteriorment mencionats en CCRm:

» 5- Fluorouracil
El 5-FU, farmac fonamental en el maneig de la malaltia metastatica, va ser el primer que es va utilitzar. De
fet, 'esquema descrit per Gramont et al el 1997 consistent en una administracié bimensual d’un bolus de

5-FU/LV seguida d’infusié continua de 5-FU continua essent la base de la QT en CCRm (146).

> Oxaliplati
L’esquema FOLFOQX, vist anteriorment com a possible tractament adjuvant, també pot emprar-se en CCRm.
En aquest context, la seva evidéncia ve avalada per I'estudi de Gramont et al, en el qual la combinacidé de 5-
FU/LV i oxaliplati (esquema FOLFOX) va mostrar una major taxa de resposta (50,7% vs 22,3%; p=0,0001) i
SLP (9,0 vs 6,2 mesos; p=0,0003) que 5-FU/LV, tot i que no va mostrar una millora significativa en la SG
(16,2 vs 14,7 mesos; p=0,12) (147).

» Irinotecan
A diferencia de I'oxaliplati, I'irinotecan no ha demostrat ser efica¢ en adjuvancia. En canvi, si que esta
indicat en el tractament del CCRm en monoterapia o combinat amb fluoropirimidines (+ anticossos
monoclonals). L'any 2000 Douillard et al van publicar que I'addicié d’irinotecan a 5-FU/LV (esquema
FOLFIRI) en comparacié amb 5-FU/LV millorava la taxa de resposta (35% vs 22%; p<0,005) i prolongava la
SLP (6,7 vs 4,4 mesos; p<0,001) ila SG (17,4 vs 14,1 mesos; p=0,031). (148).

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, els esquemes FOLFOX i FOLFIRI es consideren esquemes estandard
de primera linia en CCRm. A més, els resultats de Tournigand et al mostren que sén equivalents i que cap
de les dues possibles seqiiencies temporals (FOLFIRI2>FOLFOX o FOLFOX—> FOLFIRI) és superior a I’altra. De

fet, la SG per a la primera seqliencia va ser de 21,5 mesos i per a la segona va ser de 20,6 mesos (p=0,99)
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(149). Només es van detectar algunes diferéncies en el perfil de toxicitat. Aixi doncs, els pacients que rebien
primer FOLFIRI experimentaven més mucositis grau 3-4, nausees/vomits i alopécia grau 2, mentre que els
que rebien primer FOLFOX presentaven en una major proporcié neutropenia grau 3-4 i neurotoxicitat (149).
De forma analoga al que s’ha comentat per a 'adjuvancia, la capecitabina constitueix una alternativa
equivalent al 5-FU/LV i, per tant, els esquemes XELOX i XELIRI s6n perfectament valids en primera linia de

tractament del CCRm (150,151).

» Cetuximab
L’aprovacio de cetuximab en primera linia de tractament per al CCRm es va basar en els resultats de dos
assaigs clinics, CRYSTAL (136,137) i OPUS (138,139), que van avaluar la seva eficacia i seguretat combinats
amb QT enfront de QT sola (esquemes FOLFIRI i FOLFOX, respectivament). L’objectiu principal de I'estudi
CRYSTAL va ser la supervivencia lliure de progressio (SLP), amb una mitjana de 9,9 mesos per a cetuximab +
QT enfront de 8,4 mesos per a QT sola (HR=0,696; p=0,001), tenint en compte només la poblacié amb I'exd
2 de KRAS no mutat. Pel que fa a la SG, els resultats van ser de 23,5 vs 20,0 mesos a favor del grup de
cetuximab (HR=0,796; p=0,009) (136). L'objectiu de I'estudi OPUS va ser la resposta tumoral que, en
pacients amb I'exd 2 wild-type va ser del 61% (bra¢ de QT + cetuximab) enfront del 37% (grup de QT sola)
(p=0,011). També es va assolir una major SLP en el grup amb I'anticos monoclonal (7,7 vs 7,2 mesos;
p=0,0163) (138). En ambdds assaigs clinics es va constatar que la preséncia de mutacions a I'exé 2 de KRAS
implicava una falta de resposta a cetuximab. Per aix0 es va introduir a la seva fitxa técnica el requeriment

gue el tumor no presentés cap d’aquestes mutacions per poder prescriure el farmac.

En segona linia de tractament el cetuximab es pot utilitzar en combinacié amb irinotecan en base als
resultats dels estudis BOND i EPIC. Ambdds estudis van avaluar I'eficacia de I'esquema cetuximab +
irinotecan enfront de cetuximab en monoterapia i van obtenir diferencies estadisticament significatives
favorables al grup de cetuximab + irinotecan en taxa de resposta i SLP, perd no en SG (152,153). Cal

destacar que en cap d’aquests dos estudis es va analitzar |'estat mutacional de RAS.

En tercera linia de tractament el cetuximab es pot utilitzar en monoterapia, evidéncia basada en els
resultats de I'estudi CO.17. Aquest estudi va demostrar que, en comparacioé al millor tractament de suport,
el cetuximab millorava la SLP (3,7 vs 1,9 mesos; HR=0,40; p<0,001) i la SG (9,5 vs 4,8 mesos; HR=0,55;

p<0,001) dels pacients amb tumors sense mutacions activadores a I'exd 2 de KRAS (154).
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» Panitumumab
L'aprovacié de panitumumab en primera linia de tractament es va basar en I'estudi PRIME (155), que va
comparar I'esquema de panitumumab amb FOLFOX enfront de FOLFOX sol. En els pacients amb I'exé 2 de
KRAS no mutat la mitjana de la SLP, que es va considerar la variable principal, va ser de 9,6 vs 8,0 mesos,
respectivament (HR=0,80; p=0,02). Tanmateix, no es van trobar diferéncies ni en la taxa de resposta (55%
vs 48%; p=0,068) ni en la SG (23,9 vs 19,7 mesos; p=0,072) (155). Una analisi posterior retrospectiva tenint
en compte la preséncia de mutacions activadores en els exons 3 i 4 de KRAS i en els exons 2, 3 i 4 de NRAS
va mostrar que els pacients RAS wild-type presentaven una SG considerablement superior a la descrita

inicialment, en concret de 26,0 mesos, enfront dels 20,0 mesos dels pacients amb RAS mutat (p=0,04) (42).

La combinacié de FOLFOXIRI amb cetuximab o panitumumab no s’utilitza de forma habitual per al
tractament de pacients amb CCRm, malgrat els resultats prometedors dels estudis MACBETH i VOLFI. A
I'estudi MACBETH els pacients rebien FOLFOXIRI + cetuximab seguit de cetuximab o bevacizumab en
monoterapia. Tot i no poder-se demostrar un augment del percentatge de pacients sense progressar als
deu mesos de tractament (considerant les dades de la literatura sobre FOLFIRI o FOLFOX + anti-EGFR), es va
veure que una induccié curta (de 4 mesos) amb aquest esquema podria ser Util en pacients en els quals
interessa una reduccié rapida del tumor (156). Pel que fa a I'estudi VOLFI, I'addicié de panitumumab a
I’esquema FOLFOXIRI va permetre augmentar la taxa de resposta objectiva en relacié amb el control, que

era FOLFOXIRI (87,3% vs 60,6%; OR=4,47; p=0,004) (157).

En segona linia de tractament el panitumumab es pot utilitzar en combinaci6 amb FOLFIRI, gracies als
resultats de I'estudi de Peeters et al, que van mostrar que la combinacié FOLFIRI + panitumumab enfront
de FOLFIRI assolia un augment estadisticament significatiu de la SLP (5,9 vs 3,9 mesos; HR=0,73; p=0,004),
toti que no de la SG (158).

De forma analoga al que s’ha comentat per al cetuximab, en tercera linia de tractament es pot administrar
el panitumumab en monoterapia. L'assaig clinic dut a terme per Amado et al, on es comparava el
tractament amb panitumumab en monotérapia enfront del millor tractament de suport, va ser el primer en
demostrar la necessitat de determinar I'estat mutacional de KRAS abans d’administrar un anti-EGFR. En
aquest estudi es va veure que, en pacients amb I'exd 2 de KRAS wild-type, el tractament amb panitumumab
permetia assolir una major SLP que el millor tractament de suport (12,3 vs 7,3 setmanes; HR=0,45;
p<0,0001). En canvi, en els pacients amb KRAS mutat, el grup tractat amb panitumumab no va obtenir una

major SLP que el grup control (7,4 vs 7,3 setmanes; HR=0,99) (144).
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» Bevacizumab

L'aprovacié de bevacizumab en CCRm es va basar en I'estudi de Hurwitz et a/ (135) que va comparar
bevacizumab + QT enfront de QT (esquema IFL: irinotecan, bolus de 5-FU i LV). L’objectiu principal va ser la
SG, amb una mitjana de 20,3 vs 15,6 mesos (HR=0,66; p<0,001), respectivament. La mitjana de la SLP, que
es va considerar un objectiu secundari, va ser de 10,6 mesos per a bevacizumab + QT vs 6,2 mesos per a QT
sola (HR=0,54; p<0,001). També es va observar un augment en la taxa de respostes (44,8% vs 34,8%;
p=0,004) (135). En primera linia de tractament del CCRm el bevacizumab també es pot administrar en
combinacid amb FOLFOXIRI (140). De fet, I'estudi TRIBE va mostrar com la combinacié bevacizumab +
FOLFOXIRI assolia una SG superior a la de I'esquema bevacizumab + FOLFIRI (29,8 vs 25,8 mesos; HR=0,80;
p=0,03) (159).

En segona linia de tractament s’han dut a terme diversos estudis per avaluar I'eficacia del bevacizumab,
d’entre els quals destaca I'estudi E3200, que tenia 3 bragos de tractament: bevacizumab + FOLFOX (brag A),
FOLFOX (brag B) i bevacizumab en monoterapia (brag C). El bra¢ A va demostrar ser superior als bragos Bi C
en taxa de resposta, SLP i SG (160). Més recentment, els estudis TML i PRODIGE 18 han mostrat que,
després d’una primera linia de bevacizumab + QT, és favorable continuar amb bevacizumab + una altra QT
(exemple: canviar el FOLFIRI rebut a la primera linia per FOLFOX a la segona) (161,162). No es contempla

I’Gs de bevacizumab en tercera linia de tractament.

Cal destacar que un dels dubtes que hi ha sobre la taula és quina opcid es considera preferent en primera
linia de tractament (anti-EGFR+QT vs bevacizumab+QT) en pacients amb CCRm RAS wild-type. Una
metanalisi de Heinemann et al (163) va mostrar que els resultats de SG eren favorables al tractament amb
anti-EGFR+QT (HR=0,80 [0,68-0,93]). Aquests pacients també mostraven millors taxes de resposta (OR=0,57
[0,42-0,76]) i de reduccié precog del tumor (OR=0,48 [0,33-0,71]) (163). D’altra banda, s’ha vist que la
sequéncia anti-EGFR = anti-VEGF permet obtenir millors resultats que la sequéncia anti-VEGF = anti-
EGFR. Diversos estudis han descrit que I'Us d’anti-VEGF en primera linia comporta una menor efectivitat
dels anticossos anti-EGFR en segona linia de tractament (164,165). Sembla ser que I'Gs d’antiangiogenics

genera canvis biologics que incrementen el risc de resistencia adquirida als farmacs anti-EGFR (164).

> Aflibercept
La seva aprovacido es va fonamentar en els resultats de I'estudi VELOUR, que va mostrar que I'Us
d’aflibercept-FOLFIRI en segona linia de tractament enfront de FOLFIRI sol permetia augmentar tant la SLP
(6,90 vs 4,67 mesos; HR=0,758; p<0,0001) com la SG (13,50 vs 12,06 mesos; HR=0,817; p=0,0032) (143).
Aquests resultats favorables també s’observaven en pacients tractats previament amb bevacizumab. No es

contempla I'Us d’aflibercept ni en primera ni en tercera linia.
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» Ramucirumab
El ramucirumab esta indicat en pacients amb cancer colorectal metastatic que progressen a un tractament
previ amb bevacizumab, oxaliplati i una fluoropirimidina. El ramucirumab s’administra conjuntament amb
FOLFIRI, en base als resultats de I'assaig clinic fase Ill RAISE (142). Tanmateix, I'Informe de Posicionament
Terapéutic que el va avaluar (IPT, 50/2016) va concloure que no oferia cap avantatge, ni en efectivitat ni en
perfil d’efectes adversos, en relacido amb les opcions ja disponibles en la mateixa linia de tractament, rad

per la qual és un farmac no financat a I'estat per a aquesta indicacio (166).

> Regorafenib
El regorafenib va ser aprovat en base als resultats de |'assaig clinic CORRECT, que va demostrar un augment
de la SG enfront de placebo (6,4 vs 5,0 mesos; HR=0,77; p=0,0052) en pacients amb CCRm en progressid

després de rebre tots els tractaments estandard (167).
» Trifluridina/tipiracil

La seva evidéncia es fonamenta en els resultats de I'assaig RECOURSE, on la trifluridina/tipiracil va mostrar

un augment de la SG (7,1 vs 5,3 mesos; HR=0,69; p<0,001) enfront de placebo (168).

La taula 6 intenta sintetitzar les possibilitats de tractament en segona, tercera linia i posteriors del CCRm.

Estat mutacional Condicionant del Opcions de segona linia Opcions de tercera linia
de RAS i BRAF pacient
FOLFIRI + panitumumabJr
Candidat a irinotecan FOLFIRI + aflibercept Irinotecan + cetuximab
No mutats FOLFIRI + bevacizumab Cetuximab o panitumumab
Irinotecan + cetuximab' en monoterapia
Candidat a oxaliplati FOLFOX + bevacizumab
Candidat a irinotecan FOLFIRI + aflibercept . L
Trifluridina/tipiracil
Mutats FOLFIRI + bevacizumab
Candidat a oxaliplati FOLFOX + bevacizumab Regorafenib

Taula 6. Maneig terapeutic del cancer colorectal metastatic en segona i tercera linies de tractament.

'Si no han rebut agents anti-EGFR previament.
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6.3. Utilitat de la biopsia liquida en cancer colorectal

L’ADN lliure circulant (cell-free DNA, cfDNA) esta constituit majoritariament per fragments d’ADN de doble
cadena de 150-200 parells de bases de longitud. Es alliberat al torrent sanguini de forma passiva (per
apoptosi o necrosi) o activa (per exosomes o microvesicules). En persones sanes, la quantitat de cfDNA és
molt baixa, de I'ordre de 10-15 ng/ml de plasma. En canvi, en pacients oncologics, aquesta quantitat
augmenta considerablement i pot ser detectada i analitzada amb relativa facilitat, especialment en pacients
amb cancers avancats (169—171). L'ADN alliberat a la sang per les cel-lules tumorals és conegut com ADN

tumoral circulant (circulating tumor DNA, ctDNA).

La biopsia liquida consisteix en I'extraccié d’una mostra d’un fluid biologic (normalment la sang) per tal de
poder determinar les mutacions tumorals o somatiques mitjancant I'estudi del ctDNA previament aillat.
Representa una técnica nova, rapida i menys invasiva que la biopsia tissular, i que a més no es veu tan
afectada per I'heterogeneitat intratumoral (172). Diversos estudis han mostrat un grau de similitud elevat
(superior al 85%) entre les mutacions trobades a la mostra de teixit i les observades mitjangant la biopsia
liguida (173—-178). Tanmateix, cal destacar que aproximadament un 15% dels pacients amb cancer
metastatic no tenen una quantitat suficientment elevada de ctDNA per poder obtenir el perfil mutacional
del tumor amb una mostra de plasma (176,179). Aquest és un dels aspectes claus que fa que la
implementacié d’aquesta tecnica a I'ambit assistencial encara sigui reduida i que la biopsia de teixit
continui essent la tecnica d’eleccid per establir el perfil mutacional del tumor (169). La Taula 7 mostra els

principals trets diferencials entre la biopsia liquida i la biopsia de teixit.

Biopsia tissular Biopsia liquida
Obtencié complicada en alguns casos Obtencid rapida i facil
(exemple: cancer de pulmd)
Invasiva (major risc) No invasiva
No capta tota I’heterogeneitat tumoral Visio6 global del tumor
Més costosa Potencialment més economica
No és assumible fer biopsies tissulars repetides per Facilita el seguiment de I’evolucié de la malaltia

seguir la malaltia

No deteccidé de les mutacions en casos de baixa
qguantitat de ctDNA

Taula 7: Caracteristiques diferencials de la biopsia de teixit i la biopsia liquida.

La quantitat de ctDNA augmenta substancialment en funcié de I'estadi tumoral. Aixi doncs, els pacients
amb cancer metastatic presenten major quantitat de ctDNA que els pacients amb cancers localitzats (180).

La probabilitat de detectar ctDNA també depén del tipus de tumor. En alguns tipus de tumor (colorectal,
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bufeta urinaria, ovari, etc) la capacitat de deteccié és molt elevada, mentre que en d’altres (gliomes, cancer
de tiroides, etc) és molt reduida. S’han descrit diverses técniques Uutils per detectar les mutacions
somatiques en ctDNA (Droplet Digital PCR (ddPCR), BEAMing, seqilienciacid massiva de nova generacio
(NGS), etc). Les técniques ddPCR i BEAMing presenten una sensibilitat de deteccié molt elevada, millor que

NGS, pero presenten I'inconvenient de permetre només la identificacié de mutacions ja conegudes (172).

Entre les aplicacions cliniques de la biopsia liquida cal destacar-ne les seglients:

a) Identificacio del perfil molecular del tumor i monitoratge de la resposta farmacologica

El ctDNA pot proporcionar informacié de les alteracions presents al tumor, que sovint son determinants per
guiar 'estratégia terapéutica a seguir (170,172). En el cas del CCRm, la majoria d’estudis s’han centrat en la
deteccié de mutacions en RAS. En concret, diversos d’ells han avaluat la detecci6 de mutacions de
resistéencia adquirida en pacients tractats amb anti-EGFR (181-183). L’evidéncia cientifica acumulada fins
ara fa que es consideri que la bidopsia liquida pot esdevenir una tecnica eficient per monitorar la resposta al
tractament i anticipar la resisténcia farmacologica (184-189). S’ha descrit que la preséncia de RAS mutat en
el ctDNA previ al tractament amb anti-EGFR es relaciona amb una pitjor resposta a aquesta terapia, tot i
gue no implica necessariament una manca de benefici clinic (182,183,190). A més, la biopsia liquida permet

identificar cel-lules tumorals abans que s’estableixin en un teixit i desenvolupin una metastasi.

b) Avaluacié de la malaltia minima residual post-cirurgia

La preséncia de ctDNA constitueix un marcador prometedor per avaluar la malaltia residual post-cirurgia.
Aix0 pot ser especialment rellevant en cancers de colon d’estadis Il i lll. Tal i com s’ha explicat anterior-
ment, la identificacié dels pacients amb cancer de colon estadi Il que es beneficien de QT adjuvant continua
essent una assignatura pendent. Cal tenir present que un 80% dels pacients es curen només amb cirurgia.
Tanmateix, el 20% restant si que es podrien beneficiar de rebre tractament adjuvant. En aquest sentit,
comenca a haver-hi evidéncia cientifica que la deteccié de ctDNA post-cirurgia identifica aquells pacients

amb malaltia residual amb alt risc de recurrencia i que, per tant, sén candidats a rebre QT adjuvant (119).

c) Deteccid precog de tumors

Una de les aplicacions potencials de la biopsia liquida és la identificacié preco¢ de tumors en pacients
asimptomatics mitjancant I'analisi d’'una mostra de sang. Per fer-ho possible, caldria una metodologia molt
sensible capac¢ de detectar traces de ctDNA, aixi com elevadament especifica per evitar falsos positius. A
més, tenint en compte que molts tumors comparteixen mutacions en els mateixos gens (ex: KRAS, TP53,
etc.), sembla complicat pensar que I'analisi del ctDNA permeti determinar amb precisié la localitzacid

tumoral (191).
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7. MEDICINA DE PRECISIO EN CANCER COLORECTAL

El fracas terapéutic suposa un alt impacte economic per al Sistema Nacional de Salut, aixi com una minva
en la qualitat de vida dels pacients. Els factors genetics sén determinants en la resposta a la terapia
farmacologica i expliquen gran part de la variabilitat interindividual (192). D'aqui el gran interés actual en la

realitzacio d'estudis farmacogenetics que contribueixin a la implementacié d'una medicina personalitzada.

El terme “medicina personalitzada”, o “medicina de precisié¢”, es refereix a I'aplicacid6 de les dades
genetiques, fenotipiques, cliniques, ambientals i socials per tal de fer un abordatge individualitzat en la
prevencid, diagnostic, tractament i pronostic de les malalties. La farmacogeneética constitueix la disciplina
biomédica més rellevant en aquest camp. Segons la definici6 de I'EMA, la farmacogeneética estudia la
influéncia de les variacions en la seqliéncia de I'ADN en la resposta als farmacs, de tal manera que I'estudi
dels biomarcadors farmacogenétics (polimorfismes/mutacions) és, actualment, un tema de maxim interés.
L’objectiu és la identificacié de biomarcadors de resposta i/o toxicitat als farmacs que permetin contribuir a

la individualitzacio de la terapia i a un Us més cost-efectiu dels medicaments.

Per tal de seleccionar el tractament més adequat per a cada pacient la farmacogeneética planteja I'estudi
tant de les mutacions somatiques en el propi tumor com dels polimorfismes/mutacions en la linia germinal
del pacient. Algunes de les mutacions tumorals descrites s'utilitzen en la practica clinica diaria a causa de la
seva correlacié amb la resposta antitumoral a diferents tractaments. Es el cas de les mutacions activadores
dels oncogens KRAS i NRAS per a la seleccié del tractament amb cetuximab o panitumumab en pacients
amb CCRm (193). De forma complementaria, els polimorfismes geneétics presents en gens que codifiquen
per a proteines diana o enzims involucrats en la farmacocinetica dels farmacs poden ser responsables de
I'augment o disminucid de |'expressié proteica o d'alterar la funcionalitat de la proteina. Com a resultat,
tant la resposta com la toxicitat a aquests farmacs es poden veure alterades. Es el cas del polimorfisme

rs8175347 del gen UGT1A1 (al-lel UGT1A1*28), marcador de toxicitat a I'irinotecan (194,195).

Aquesta tesi s’ha centrat en la identificacié de nous biomarcadors pronostics i predictius en CCR. Cal
diferenciar el concepte de biomarcador pronostic del de biomarcador predictiu. Un biomarcador pronostic
indica la probabilitat de recuperacié o recurréncia d’'una determinada malaltia, independentment del
tractament. En canvi, un biomarcador predictiu proporciona informacio sobre la probabilitat de resposta o
toxicitat a un determinat tractament. Per exemple, I'expressié d’HER2 és un marcador de mal pronostic en
cancer de mama, és a dir, es relaciona amb majors taxes de recurréncia i mortalitat (196). Tanmateix, és un

marcador predictiu de bona resposta a trastuzumab o pertuzumab, que sén farmacs anti-HER2 (197).
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Pel que fa al CCR, i malgrat els avencos terapeutics que s’han produit en els ultims anys, I'efectivitat dels
farmacs emprats segueix essent limitada i impredictible, i un considerable nombre de pacients acaba
morint com a conseqliéncia de la progressié tumoral (198). A més a més, cal tenir en compte |'elevat cost
de molts d’aquests farmacs i la seva toxicitat inherent. Tot plegat posa en relleu la necessitat d'identificar
biomarcadors predictius que contribueixin a identificar aquells pacients que es beneficiaran d'un
determinat tractament o bé que presentaran efectes adversos en rebre’l. En aquest sentit, el coneixement
dels perfils moleculars que presenten els diferents tumors esta demostrant la seva utilitat en la identificacid
de les denominades mutacions "driver", en el descobriment de noves dianes terapeutiques i en una millor

estratificacid dels pacients en assaigs clinics basats en el seu perfil genotipic.

7.1. Biomarcadors pronostics

Un biomarcador pronostic és aquell que proporciona informacié sobre la probabilitat de recuperacié o

recurrencia d’una malaltia, independentment del tractament. En CCR cal destacar-ne els segilients:

> Estadi del tumor: és el factor pronostic més rellevant. Es defineix mitjangant el sistema d’estadiatge

TNM. Tal i com ja s’ha explicat, els tumors d’estadi més avancat presenten una pitjor supervivencia.

> Grau histologic: els pacients amb carcinomes ben diferenciats presenten una supervivéncia superior.

> Subtipus molecular: els pacients amb un CCR del subtipus mesenquimal (CMS4) presenten un pitjor

pronostic (67).

> Preséncia d’obstruccié i/o perforacié intestinal: constitueix un marcador de mal pronostic.

» Localitzacié: els pacients que presenten cancer de colon dret presenten un pitjor pronostic (65,199).

» Inestabilitat de microsatel-lits (MSI): és conseqiiéncia de la inactivacié dels gens de reparacié de
desaparellaments post-replicatius (mismatch repair, MMR) de I'ADN, i es relaciona amb un millor
pronostic en cancer de colon d’estadi Il (112-114). En aquest estadi, els pacients que presenten MSI es
consideren de baix risc i no son candidats a rebre QT adjuvant basada en fluoropirimidines (112—-114).
En canvi, els pacients que no presenten MSI poden ser de baix o alt risc en funcid d’altres

caracteristiques del tumor (mida, invasié tumoral, grau de diferenciacio, etc) (109).
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Invasié limfovascular / perineural: sén indicadores de mal pronostic i s’associen a una pitjor

supervivencia (200,201).

BRAF: la preséncia de la mutacido V600E (c.1799T>A; p.(Val600Glu)), ubicada a I'exd 15, és un factor
validat de mal pronostic en pacients amb CCRm (202). Aquesta mutacié augmenta I’activitat de BRAF

unes deu vegades en comparacié amb el wild-type (203).

CDX2: la manca d’expressié del factor de transcripcié CDX2 (caudaltypehomeobox transcription factor 2)
s’ha descrit com a biomarcador de mal pronostic en cancer de colon d’estadis II-lll (118). Els tumors
sense expressié de CDX2 solen presentar caracteristiques relacionades amb una major agressivitat del

cancer, com ara un estadi avancat, invasié vascular, diferenciacié pobra i fenotip metilador d’illes CpG.

EphA2: |'expressid d’EphA2 s’esta postulant com un marcador de mal pronostic en cancer de colon
d’estadis II-lll. S’ha descrit que els pacients amb nivells superiors de mRNA i de proteina EphA2

presenten una menor SG (204).

Estat mutacional de FBXW?7: mutacions en aquest gen (sobretot missense, és a dir, de canvi
d’aminoacid) duen a una perdua de la seva funcionalitat. La proteina FBXW7 és un supressor tumoral
amb activitat ubiquitina-ligasa que regula multiples oncoproteines crucials. S’ha vist que els pacients

amb CCRm amb FBXW?7 mutat presenten una menor SG en relacié amb els pacients wild-type (205).

Nivells de ctDNA post-cirurgia: els pacients amb cancer de colon d’estadis Il i Il als quals es detecta

ctDNA post-cirurgia o post-QT adjuvant tenen una probabilitat superior de recaiguda (119,206).

7.2. Biomarcadors predictius de resposta/toxicitat

Un biomarcador predictiu és aquell que proporciona informacié sobre la probabilitat de resposta i/o

toxicitat a un determinat tractament. A continuacié es detallen els biomarcadors predictius que apareixen a

les fitxes tecniques de cadascun dels farmacs utilitzats habitualment en CCR (Taula 8). Alguns d’ells son

d’obligada determinacié segons fitxa tecnica, com ara I'analisi del perfil mutacional de RAS per a la

prescripcid d’agents anti-EGFR. D’altres, com la determinacié de la preséencia de I'al-lel UGT1A1*28 (predic-

tor de toxicitat a irinotecan) o de mutacions en el gen DPYD (predictores de toxicitat a fluoropirimidines) es

recomanen a les guies cliniques pero no son d’obligada determinacio segons fitxa técnica.
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Recomanacio de

Farmac Gen Biomarcadors predictius Efecte genotipat segons les
fitxes tecniques
€.1905+1G>A (rs3918290,
DPYD*2A, IVS14+1G>A)
Fluoropirimidines €.2846A>T (rs67376798,
o DPYD D949V) .
(5-fluorouracil i .1679T>G (rs55886062, Toxicitat Recomanable
capecitabina) DPYD*13, 1560S) greu
c.1236G>A (rs56038477,
E412E, a I'haplotip B3)
. Toxicitat
Irinotecan UGT1A1 | UGT1A1*28 (rs8175347) greu Recomanable
] i No inclou cap
Oxaliplati - - - ] o
biomarcador predictiu
G12A
G12C
Codé 12 %1122?
(ex6 2) GLIR
G12S
G12v
G13A
G13C
Codé6 13 G13D
(exd 2) G13R
] ] G13S
Antlcossos.antl-I.EGFR KRAS G13V Manca de
(ce.tUX|mab ! NRAS Codd 59 A59T resposta Obligatoria
panitumumab) (exd 3) AS9E
Q61E
Q61H
Codd 61 Q61K
(exd 3) Q61L
Q61P
Q61R
Codd 117
(ex6 4) K117N
Codé 146 | AL46P
(ex6 4) A146T
Al46V
Farmacs antiangiogénics No inclouen

(bevacizumab, aflibercept,
ramucirumab)

biomarcadors
predictius

Taula 8: Biomarcadors predictius de resposta/toxicitat inclosos a les fitxes técniques de farmacs utilitzats en cancer colorectal.

Abreviatures: DPYD, gen de la dihidropirimidina deshidrogenasa; KRAS, gen Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; NRAS, gen

Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog; UGT1A1, gen de la uridindifosfat glucuronil transferasa familia 1 membre Al.
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A continuacié es detallaran els biomarcadors predictius resumits a la taula anterior, explicant I'evidéncia

cientifica que els avala.

7.2.1. Fluoropirimidines: 5-FU i capecitabina

Les fluoropirimidines sén farmacs antimetabolits ampliament utilitzats en el tractament de diversos tumors
solids (mama, CCR, estdmac, esofag, cap i coll...), ja sigui en monoterapia o en combinacié amb altres
guimioterapics (207). Dins d’aquesta familia hi ha el 5-FU, analeg fluorat de I'uracil (base pirimidinica). El 5-
FU és un farmac d'administracié intravenosa, mentre que la capecitabina i el tegafur sén profarmacs
d'administracié oral que es converteixen en 5-FU majoritariament al fetge. El mecanisme d’accid de les
fluoropirimidines consisteix en la inhibicié de I'enzim timidilat sintasa (TS) a través de la formacié d'un
complex ternari estable entre el metabolit actiu del 5-FU, que és el 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-monofosfat,
la TS i el cofactor 5,10-metilentetrahidrofolat (208). La inhibicié de la TS provoca una disminucié dels nivells

de timidilat, nucleotid indispensable en la sintesi d'ADN (209,210).

Un 30-35% dels pacients amb CCRm que reben tractament amb fluoropirimidines experimenten toxicitat
greu, que pot ser letal en un 0,5-1% dels casos. Les toxicitats més habituals sén la neutropenia, la sindrome
ma-peu, alteracions gastrointestinals (nausees, vomits, diarrea), estomatitis i mucositis (211-213). Aquesta
toxicitat greu es pot deure a una deficiéncia de I'’enzim dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), que és el
responsable principal de transformar el 5-FU a la forma inactiva 5-fluoro-5,6-dihidrouracil (5-FUH,). El gen
DPYD, que codifica la DPD, és altament polimorfic i es coneixen nombroses variants que alteren la
seqiiencia proteica resultant. Algunes d'aquestes variants genetiques donen lloc a una proteina deficient, la
qual cosa comporta un deficit parcial o total d'activitat enzimatica. Aquest fet duu a una acumulacié del
farmac a I'organisme i a un major risc d'aparicié de toxicitat greu. Per aix0, les fitxes técniques d'aquests
farmacs (5-FU, capecitabina i tegafur) recomanen utilitzar-los amb precaucié en aquells pacients en els
quals es conegui o sospiti una deficiencia d’aquest enzim, i en contraindiquen el seu Us en el cas d'abséncia
d'activitat comprovada (214). Tanmateix, no concreten qué cal fer en aquells pacients que presenten un
deficit parcial de DPD (3-5% de la poblacié), malgrat ésser molt més comu que el déficit complet de I'enzim

(0,01-0,1% de la poblacio).

La mutacié ¢.1905+1G>A (rs3918290, DPYD*2A, IVS14+1G>A) és la més estudiada. Afecta la seqliéncia de
reconeixement del lloc de splicing de I'intré 14 de la proteina i, en conseqiéncia, es produeix una proteina
amb I'exd 14 delecionat (Figura 15). Diversos estudis han trobat que hi ha una associacié estadisticament

significativa entre la preséncia d’aquesta mutacié i l'aparicid6 de toxicitat greu relacionada amb
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I'administracié de 5-FU (215,216). Altres mutacions conegudes de perdua de funcionalitat sén la c.2846A>T
(rs67376798, D949V), la ¢.1679T>G (rs55886062, DPYD*13, 1560S) i la c.1236G>A (rs56038477, E412E, a
I’haplotip B3) (217).

Portador en heterozigosi de la variant DPYD*24

intré 14

exo 14

= T T r 1

\
IV514+1G>A
N
Ay

Transcrit
primari
del gen
DPYD

No traduit

ARNm per a DPYD*2A ‘ = |1s ‘1,“5 ‘

Figura 15: Efecte funcional de la variant DPYD*2A (IVS14+1G>A). Es tracta d’un polimorfisme d’un Unic nucleotid ubicat a la primera
posicié de I'intré 14. Provoca I'eliminacié completa de I'exé 14 (exon skipping) durant el processament (splicing) del pre-ARNm, la

qual cosa fa que es crei una proteina truncada amb abséncia d’activitat. Figura adaptada de Deenen et al (218).

Tot i I'evidéncia que aquestes mutacions es relacionen amb un major risc de toxicitat greu secundaria a I'Us
de fluoropirimidines, ni la fitxa técnica del 5-FU ni la de la capecitabina especifiquen recomanacions de dosi
en funcié del perfil mutacional. En aquest sentit, el grup de Henricks et al va establir unes pautes de
reduccié de dosi en pacients portadors en heterozigosi de variacions de la DPYD, tenint en compte la
perdua d’activitat enzimatica descrita per a cada tipus de variant (Taula 9). En el cas que el pacient fos

homozigot per a aquestes mutacions, es suggeria I'eleccié d’un tractament alternatiu (217,219).

Variant genética de la DPYD % de la dosi estandard de
fluoropirimidina recomanada
€.1905+1G>A (rs3918290, DPYD*2A, IVS14+1G>A) 50%
€.1679T>G (rs55886062, DPYD*13, 1560S) 50%
C.2846A>T (rs67376798, D949V) 75%
c.1236G>A (rs56038477, E4A12E, a I'haplotip B3) 75%

Taula 9: Recomanacions de dosi de fluoropirimidina en funcid de la variant de DPYD que presenti el pacient (219).
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En base a aquestes recomanacions, el mateix grup va publicar el 2018 un estudi prospectiu amb 1103
pacients, la majoria dels quals (63%) amb diagnostic de CCR (220). Es va analitzar la presencia de les quatre
variants abans esmentades i es va observar que 85 pacients (8%) n’eren portadors en heterozigosi. Els
pacients portadors (n=85) van rebre el % de la dosi detallat a la Taula 9. Els pacients wild-type (n=1018) van
ser tractats amb la dosi estandard de fluoropirimidina. Es va comparar la incidéncia de toxicitat greu entre
ambdods grups i, a més, es va comparar el risc relatiu (RR) de toxicitat greu amb una cohort historica de
pacients portadors de variants de DPYD tractats amb dosis plenes de fluoropirimidines. Tot i les reduccions
de dosi inicials efectuades en els portadors de variants en el gen DPYD, la toxicitat greu (grau 23) en aquest
subgrup de pacients va ser superior a la dels pacients wild-type (p=0,0013). En canvi, no es van trobar
diferéncies estadisticament significatives en la toxicitat grau 4 (p=0,49). Pel que fa al risc dels pacients
portadors de desenvolupar toxicitat greu, els que van rebre una dosi reduida basant-se en el seu genotip
van presentar menor toxicitat que els que van rebre la dosi estandard, en tres de les quatre variants
analitzades (c.2846A>T, DPYD*2A i c.1679T>G). Tanmateix, cal destacar que, malgrat observar-se una
reduccid del RR en els pacients portadors de c.2846A>T, aquest va ser de 2,00, encara for¢a alt en
comparacio als pacients wild-type. Pel que fa als portadors de ¢.1236G>A, no es van observar diferéncies en
el RR amb la cohort historica (RR d’1,69 amb reduccié de dosi vs 1,72 sense reduccio de dosi). Per aixo, els
autors van concloure que caldria estudiar la possibilitat de reduir també al 50% la dosi inicial de

fluoropirimidines en els pacients portadors dels al-lels c.2846A>T i ¢.1236G>A (220).

En definitiva, I'evidéncia disponible actualment avala genotipar les quatre mutacions del gen DPYD
mencionades abans de l'inici del tractament amb fluoropirimidines, per tal de poder ajustar, si cal, la dosi
del 5-FU o de la capecitabina des del primer cicle de tractament. De fet, I’Agéncia Espanyola de
Medicaments i Productes Sanitaris (AEMPS) va publicar una nota de seguretat (Referéncia: MUH (FV)
8/2020) el passat mes de maig recomanant determinar la deficiencia de DPD en tots els pacients abans
d’iniciar un tractament amb fluoropirimidines. A més, la nota recomanava reduir la dosi de
fluoropirimidines en aquells pacients que presentessin deéficit parcial de I’'enzim, aixi com evitar aquests

farmacs en aquells pacients amb deéficit total de DPD (221).

7.2.2. Irinotecan

L'irinotecan (CPT-11) és un agent quimioterapic utilitzat per al tractament de diversos tipus de cancer,

entre els quals destaquen el d’estdmac, pancrees i colorectal. Es tracta d’un derivat semisintéetic de la

camptotecina, alcaloide present en un arbre d'origen xinés (Camptotheca acuminata). El farmac exerceix el
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seu efecte antineoplastic inhibint la topoisomerasa |, enzim necessari per separar la doble cadena d'ADN,

pas clau en els processos de replicacio, transcripcio i reparacio de I’ADN.

L'irinotecan és un profarmac que s’hidrolitza al seu metabolit actiu, el 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN-
38), mitjancant les carboxilesterases hepatiques. El SN-38 és responsable tant de I'eficacia com de la
toxicitat de l'irinotecan. Les seves toxicitats limitants de dosi i potencialment mortals son la diarrea
retardada i la neutropénia greu, que poden apareixer en més d'un ter¢ dels pacients (222). Aquesta

toxicitat greu induida per I'irinotecan suposa en molts casos la retirada del farmac.

El SN-38 es conjuga mitjangant I'accid de la uridindifosfat glucuronil transferasa (UGT1A1) formant un
metabolit glucuronid inactiu, el SN-38G, el qual és excretat per via renal o biliar. D’altra banda, el SN-38G
pot “reactivar-se” novament a SN-38 mitjancant B-glucuronidases bacterianes que eliminen el grup

glucuronic (Figura 16).
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Figura 16: Metabolisme de lirinotecan. Figura adaptada de Santos et al (223) Abreviatures: APC, 7-etil-10-[4-N-(5-acid
aminopentanoic)-1-piperidino]carboniloxicamptotecina; CYP3A4, citocrom P450 3A4; NPC, 7-etil-10-(4-amino-1-piperidino)
carboniloxicamptotecina; SN-38, 7-etil-10-hidroxicamptotecina; SN-38G, glucuronid de I’'SN-38; UDP, uridindifosfat; UGT1A1,

uridindifosfat glucuronil transferasa familia 1 membre Al.
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Diversos estudis han vinculat la toxicitat induida per l'irinotecan a una activitat disminuida de l'enzim
detoxificador UGT1A1 (224,225). En concret, un polimorfisme a la regié promotora del gen UGT1A1 (TA
indel, rs8175347), que consisteix en una variacié en el nombre de repeticions del dinucleotid TA, s'associa
amb variacions en I'expressio i activitat enzimatica. En poblacié caucasica, la forma més freqlient (allel
salvatge o wild-type) és la de 6 repeticions, A(TA)¢TAA, que es correspon amb una activitat enzimatica
normal. La segona forma més frequient és la que conté 7 repeticions, és a dir, A(TA),TAA (UGT1A1*28), que
es correspon amb una activitat enzimatica disminuida (226). En poblacié espanyola, la freqiiencia del
genotip homozigot mutat o Sindrome de Gilbert (UGT1A1%*28/*28) és del 9% aproximadament, la del
genotip heterozigot (UGT1A1*1/*28) del 51% i la del genotip salvatge (UGT1A1*1/*1) del 40% (227). Aixo
implica una freqléncia al-lélica d’UGT1A1*28 al voltant de 0,34. Hi ha altres variants descrites, com ara
A(TA)sTAA (UGT1A1*36), que implica una activitat enzimatica lleugerament augmentada, i A(TA)sTAA
(UGT1A1*37), que implica una activitat enzimatica disminuida, de forma més accentuada encara que en el
cas d’A(TA);TAA (UGT1A1*28) (228). Ambdods al-lels es troben quasi exclusivament en poblacié africana,
amb unes frequencies al-leliques de 0,03-0,10 i 0,02-0,07, respectivament (228,229). Un altre al-lel que
s’ha relacionat amb un major risc de toxicitat greu secundaria a l'irinotecan és 'UGT1A1*6 (c.211G>A

(p.Gly71Arg)), variant rara en caucasics pero present en un 16-40% de pacients asiatics (230).

Diversos estudis farmacogenétics han demostrat la relacid entre la presencia de l'al-lel UGT1A1*28 i
I"aparicié de toxicitat greu induida per irinotecan (194,195,231,232). En base a aquestes evidencies, el 2005
I’FDA va reconeixer la utilitat clinica del genotipat d’UGT1A1 en pacients candidats a rebre irinotecan i va
especificar a la seva fitxa técnica I'associacié entre |'activitat enzimatica disminuida de l'al-lel UGT1A1*28 i
I'alt risc de patir neutropenia greu, recomanant una reduccié de dosi (sense especificar-ne el percentatge)
en els pacients homozigots per a aquest al-lel (233). S’han publicat recomanacions contradictories sobre la
reduccié de dosi d’irinotecan a realitzar en pacients portadors de I'al-lel UGT1A1*28. Aixi doncs, mentre
que el Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG), de la Reial Associacié Holandesa per a I’Aveng de
la Farmacia (KNMP), recomana reduir un 30% la dosi d’irinotecan només en pacients homozigots mutats i si
la dosi prescrita és superior a 250 mg/m*(234), el Groupe de Pharmacologie Clinique Oncologique (GPCO),
de Francga, recomana la mateixa reduccié de dosi en pacients UGT1A1*28/*28 que reben I'esquema FOLFIRI
(dosi d’irinotecan de 180 mg/m?) (235). L’experiéncia investigadora del nostre grup corrobora les
recomanacions del grup frances que, de fet, va incloure per fonamentar les seves recomanacions |'assaig
clinic realitzat el 2011 amb 94 pacients tractats amb FOLFIRI que van ser classificats en funcié del genotip
d’UGT1A1 per a l'escalada de dosi d’irinotecan. Els resultats de I'estudi van demostrar que els pacients
UGT1A1*28/*28 toleraven una dosi maxima d’irinotecan de 130 mg/mz, un 28% inferior a la dosi estandard
de 180 mg/m’ recomanada a la fitxa técnica del farmac. En canvi, es va observar que la dosi estandard

d’irinotecan de I'esquema FOLFIRI és considerablement inferior a la que pot ésser tolerada pels pacients
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amb genotip UGT1A1*1/*1 (390 mg/m?) i *1/*28 (340 mg /m?) (236). Aquests resultats indiquen que els
pacients amb genotip favorable per a la UGT1A1 (UGT1A1*1/*1 i UGT1A1*1/*28) podrien rebre en la
practica clinica habitual dosis superiors als 180 mg/m? establerts a 'esquema FOLFIRI sense experimentar

més toxicitat i, probablement, amb una millor resposta farmacologica.

Tot i el paper rellevant que desenvolupa la UGT1A1 en el desenvolupament de toxicitat greu induida per
irinotecan, hi ha pacients que desenvolupen efectes adversos greus malgrat presentar una activitat enzi-
matica normal (genotip UGT1A1*1/*1). En aquest sentit, cal tenir present que hi ha moltes altres proteines,
a part de la UGT1A1, que participen en el transport o metabolisme de l'irinotecan. Per exemple, diversos
transportadors de la familia ABC (ATP-binding cassette transporters), com ara I’ABCB1, '’ABCC2 o I’ABCG2,
entre d’altres, participen en el transport del farmac entre la sang i I’hepatocit i/o entre I’hepatocit i la bilis
(Figura 17). Es de suposar, doncs, que la funcionalitat d’aquestes molécules pot contribuir a I'aparicié de
toxicitat secundaria a irinotecan. Per exemple, diverses variants en els gens ABCB1 i ABCC2 s’han associat

amb toxicitat greu induida per irinotecan (237,238), tot i que I’evidencia disponible és encara escassa.

irinotecan
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Figura 17: Metabolisme de I'irinotecan i mecanismes de transport involucrats en la seva farmacocinética. Figura adaptada de Chen

et al (239). Abreviatures: ABCB1, transportador dependent d’ATP subfamilia B membre 1; ABCC1, transportador dependent d’ATP
subfamilia C membre 1; ABCC2, transportador dependent d’ATP subfamilia C membre 2; ABCC5, transportador dependent d’ATP
subfamilia C membre 5; ABCG1, transportador dependent d’ATP subfamilia G membre 1; ABCG2, transportador dependent d’ATP
subfamilia G membre 2; APC, 7-etil-10-[4-N-(5-acid aminopentanoic)-1-piperidino]carboniloxicamptotecina; CES, carboxilesterasa;
CYP3A4, citocrom P450 3A4; CYP3AS5, citocrom P450 3A5; NPC, 7-etil-10-(4-amino-1-piperidino) carboniloxicamptotecina; SLCO1B1,
transportador d’anions organics 1B1; SN-38, 7-etil-10-hidroxicamptotecina; SN-38G, glucuronid de I'SN-38; UGT1A1, uridindifosfat

glucuronil transferasa familia 1 membre Al; UGT1A9, uridindifosfat glucuronil transferasa familia 1 membre A9.
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Altres estudis han analitzat el paper del CYP3A4 (Citocrom P450 Familia 3 Subfamilia A Membre 4) en la
toxicitat induida per irinotecan. El CYP3A4 és un enzim que transforma l'irinotecan en metabolits inactius,
entre els quals destaquen I’APC (7-etil-10-[4-N-(5-acid aminopentanoic)-1-piperidino]carboniloxicamptote-
cina) i I'NPC (7-etil-10-(4-amino-1-piperidino) carboniloxicamptotecina) (Figura 16) (223). Tanmateix, tot i
que el fenotip del CYP3A4 s’ha associat amb la farmacocinetica de l'irinotecan (240-244), no s’han trobat
associacions estadisticament significatives entre el genotip del CYP3A4 i I'aparicié de toxicitat secundaria a
I'irinotecan (245). En aquest sentit, cal tenir present que el CYP3A4 és un gen molt poc polimorfic. De fet,
només es coneixen tres al-lels no funcionals (*6, *20 i *26), els quals generen un codd de parada prematur
(246-248). Les tres variants sdn extremadament rares en poblacié caucasica, tot i que recentment s’ha
descrit una freqliencia d’un 1,2% de portadors de I'al-lel CYP3A4*20 en poblacié espanyola com a resultat
d’un efecte fundador (249). Els resultats d’aquest estudi indicarien que aquesta variant constitueix I'al-lel
no funcional més prevalent del CYP3A4 en el nostre entorn. Tanmateix, és necessaria la realitzacié de més

estudis per validar la prevalenga descrita en el nostre entorn i dilucidar la seva possible utilitat clinica.

7.2.3. Oxaliplati

L'oxaliplati és un agent alquilant derivat del plati ampliament utilitzat en el tractament del CCR. Genera
enllagos intra i intercatenaris que impedeixen la replicacid i transcripcié de I’ADN. Tanmateix, les cél-lules
disposen de diferents vies per reparar ’ADN danyat, entre les quals destaca la de reparacid per escissio de
nucleotids (NER), on un dels components claus és la proteina ERCC1. S’han realitzat multiples estudis per
determinar si I'expressié d’ERCC1 afecta la resposta als platins, amb la hipotesi que una menor expressio
causaria una menor reparacio dels adductes generats per I'oxaliplati i, en conseqiieéncia, una major resposta
al farmac. No obstant aixo, els resultats publicats fins ara son contradictoris (250-252). L’assaig clinic
MAVERICC, recentment publicat, mostra que el tractament en primera linia amb FOLFIRI-bevacizumab
presenta una tendencia a una millor SLP (p=0,06) i SG (p=0,09) enfront de FOLFOX-bevacizumab, sense que
I’expressié tumoral d’ERCC1 generi diferencies estadisticament significatives entre ambdds esquemes. Si
gue s’observa una major taxa de resposta objectiva al tractament amb FOLFOX-bevacizumab en pacients

amb baixa expressié d’ERCC1 tumoral (63,7%) en relacié amb els d’alta expressié tumoral (56,3%) (253).

D’altra banda, la detoxificacié de I'oxaliplati depén d’enzims de fase Il de la familia de les glutatié-S-
transferases (com ara GSTP1). Diversos estudis han avaluat I'associacié de polimorfismes d’un Unic nucleo-
tid (SNPs) en gens d’aquesta familia (com ara I'rs1695, lle105Val, a GSTP1) amb |'aparicié de neurotoxicitat
associada a I'oxaliplati pero, de forma analoga al que s’ha comentat anteriorment per a ERCC1, els resultats

obtinguts fins ara sén contradictoris i no implementables a la practica clinica diaria (252,254).
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7.2.4. Anticossos anti-EGFR: cetuximab i panitumumab

El receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR), també conegut com HER1 o ErbB1, pertany a la
familia de receptors tirosina quinasa ErbB, que també inclou els receptors HER2, HER3 i HER4 (ErbB2-4). La
majoria de cancers colorectals expressen I'EGFR, I'activacid del qual inicia una via de senyalitzacié implicada
en la proliferacio i supervivéncia cel-lulars (255,256). Més concretament, quan a 'EGFR s’hi uneix un dels
seus lligands (per exemple, el factor de creixement epidermic, EGF), es produeix I'homo o
heterodimeritzacié del receptor seguida de la seva autofosforilacio, la qual cosa desencadena una cadena
de transmissio de senyals que, en Ultima instancia, acaba conduint a la proliferacié i invasié cel-lulars, al
desenvolupament de metastasis i a la produccid de nous vasos sanguinis (neoangiogénesi) Aquests

processos tenen lloc a través de dues vies: la via RAS-RAF-MEK-MAPK i la via PI3K-AKT-mTOR (Figura 18).
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Figura 18. Via del receptor del factor de creixement epidermic (EGFR) i altres receptors paralegs, incloent els lligands principals i les
molécules que participen en la via de transmissié de senyals. Figura adaptada de Ciardello et al (134). Abreviatures: Akt, RAC-alpha
serine/threonine-protein kinase; EGF, factor de creixement epidérmic; EGFR, receptor del factor de creixement epidérmic; HB-EGF,
factor de creixement epidérmic lligat a heparina; HER2-4, receptors dels factors de creixement epidermic huma 2-4; MAPK,
mitogen-activated protein kinase; MEK, mitogen-activated protein kinase kinase; NRGs, neuregulines; PI3K, fosfoinositol 3-quinasa;
RAF, Rapidly Accelerated Fibrosarcoma; RAS, rat sarcoma viral oncogene homolog; SOS, Son Of Sevenless; TGF-a, factor de

creixement transformador alfa, VEGF, factor de creixement endotelial vascular.
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El fet que la majoria de CCRm presentin una activacié en la via del receptor del factor de creixement
epidermic (EGFR) fa que aquest receptor constitueixi una bona diana farmacologica. Tal i com s’ha
comentat anteriorment, estan comercialitzats dos anticossos monoclonals anti-EGFR, cetuximab i panitu-
mumab que, combinats amb QT o en monoterapia, s’utilitzen per al tractament del CCRm (42,134,137). Els
anticossos anti-EGFR presenten una afinitat per 'EGFR molt superior a la dels Illigands endogens. En unir-se
al receptor, el farmac inhibeix I'autofosforilacié del receptor i en provoca la seva internalitzacié cel-lular, la
qual cosa pot comportar una disminucié dels receptors disponibles a la superficie cel-lular (down-
regulation). Tot plegat acaba conduint a la inhibicié del creixement cel-lular, a la induccié de I'apoptosi i a
un descens de la produccié d’interleucina 8 i del factor de creixement endotelial vascular (VEGF). A més, el
cetuximab, en ser un anticos anti-EGFR 1gG1, pot induir citotoxicitat cel-lular a través del mecanisme de

citotoxicitat cel-lular dependent d’anticossos (ADCC, Antibody-dependent cellular cytotoxicity) (257).

a) Resisténcia primaria als anticossos anti-EGFR

S’han descrit multiples marcadors genétics de resposta/resisténcia primaria als agents anti-EGFR, que es

detallen a continuacié.

> KRAS i NRAS
Nombrosos estudis han demostrat que la preséncia de mutacions activadores en els exons dos (codons 12 i
13), tres (codons 59 i 61) i quatre (codons 117 i 146) d’aquests protooncogens impliguen manca de
resposta als farmacs anti-EGFR (258). Les primeres mutacions que es van descriure van ser les ubicades en
els codons 12 i 13 de KRAS (exd 2), que inicialment eren les Uniques que calia descartar per poder
prescriure un farmac anti-EGFR. Més tard, a causa de les noves evidéncies cientifiques, també va passar a
ser obligatoria la determinacid de les mutacions ubicades en els exons 3 i 4 de KRAS, aixi com les presents
en el gen NRAS (exons 2, 3 i 4). Per aix0, I’Agéncia Europea del Medicament (EMA) ha restringit I'Us
d’aquests farmacs a aquells pacients que siguin natius o no mutats (wild-type) per a KRAS i NRAS (259,260).
L'alt valor predictiu negatiu de les mutacions en KRAS i NRAS indueix a pensar que la inhibicié de la via
RAS/RAF/MAPK és responsable de I'activitat clinica dels anti-EGFR en tumors natius. No obstant aixo, cal
tenir en compte que entre un 40 i un 50% dels pacients amb KRAS i NRAS natius no responen al tractament,
la qual cosa suggereix que existeixen altres determinants moleculars de resposta que encara no s’han

identificat.

> BRAF
La mutacid V600E (c.1799T>A; p.(Val600Glu)), ubicada a I'exd 15 del gen BRAF, crea una moléecula
constitutivament activada que augmenta I'activitat de BRAF unes deu vegades en comparaciéo amb el wild-

type (203). Es tracta d’un factor validat de mal pronostic, present en un 5-15% dels pacients amb CCRm
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(202). A més, la presencia d’aquesta mutacid s’ha associat amb una manca de resposta a les terapies anti-
EGFR (261,262). Malgrat aix0, continua havent-hi controvérsia sobre si aquesta mutacié actua com a factor
predictiu negatiu de resposta als farmacs anti-EGFR. De fet, I’ASCO recomana avaluar |'estat mutacional de
BRAF com a marcador pronostic, perd considera que no hi ha prou evidéncia per considerar-lo un

biomarcador predictiu.

També s’han descrit altres mutacions ubicades en el gen BRAF diferents a la V600E, com ara la G466A,
G469A, D594G, D594N, G596D, G596R, K601E..., presents en un 2% aproximadament dels tumors de
pacients amb CCRm (263-265). Aquestes mutacions de BRAF que no afecten el codé 600 representen un
22% aproximadament del total de mutacions de BRAF en CCRm i diverses d’elles, com les ubicades en els
codons 594 i 596, s’han associat a un pronostic favorable (263,264). El pronostic esta relacionat amb
I'activacié o desactivacid de I'activitat quinasa de BRAF. Aixi doncs, mutacions com ara la V60O0E, la G469A o
la K601E, que impliquen una elevada activitat quinasa, es relacionarien amb un mal pronodstic, mentre que
mutacions com ara la G466A, D594G, D594N, G596D o G596R, que impliquen una activitat quinasa reduida

o inexistent, es relacionarien amb un millor pronostic (263,266,267).

> PIK3CA
Hi ha estudis contradictoris sobre el paper de diverses mutacions en la resposta als anti-EGFR, essent les
mutacions a I'exd 21 (abans considerat exd 20) les que més s’han associat a manca de resposta als anti-

EGFR (45,49,50,268-270).

> Amfiregulina i epiregulina
S’ha publicat que una major expressié tumoral dels lligands amfiregulina i epiregulina es relaciona amb una

millor resposta als farmacs anti-EGFR (271-273).

> Expressio d’EGFR
No ha demostrat tenir un valor predictiu de resposta als agents anti-EGFR, radé per la qual la seva

determinacid no esta recomanada (274).

> Alteracions en altres receptors
L'activacié d’altres receptors, com ara HER2, HER3, FGFR1, etc., també genera resisténcia als agents anti-
EGFR (275). Un dels articles més destacats en aquest sentit el van publicar el 2015 Bertotti et al, que van
descriure noves mutacions a ERBB2, EGFR, FGFR1, PDGFRA i MAP2K1 com a mecanismes potencials de

resisténcia primaria als anti-EGFR (276).
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> Expressio d’EphA2
La via de senyalitzacié del receptor EphA2 interactua en miultiples punts amb les vies de 'EGFR, FAK i VEGF
promovent la migracié cel-lular i I'aparicié de metastasis. A més, s’ha descrit que la sobreexpressié d’EphA2

podria implicar resisténcia a cetuximab, independentment de I'estat mutacional de RAS (277).

» Localitzacié tumoral
Diversos estudis han demostrat que els pacients amb CCRm dret es beneficien menys del tractament amb
anti-EGFR que els pacients amb CCRm esquerre (278-280). En realitat, la localitzacié dreta no constitueix
un factor predictiu negatiu de resposta als anti-EGFR, sind que es tracta d’un factor de mal pronostic, de tal
forma que els CCR drets presenten pitjors resultats independentment del tractament rebut (281). Les guies
actuals recomanen I'Gs d’anti-EGFR en els pacients que, a part de presentar els gens RAS i BRAF no mutats,
no tinguin un tumor de localitzacié dreta (84,140). Tanmateix, una metanalisi recent ha demostrat que, en
tumors drets, la terapia anti-VEGF aconsegueix millors resultats que la terapia anti-EGFR en SLP i SG, pero
no en taxa de resposta global. Per tant, si I'objectiu terapéutic és aconseguir una bona resposta, la terapia
anti-EGFR estaria indicada tant en tumors drets com en tumors esquerres (281). De fet, aquesta mateixa
metanalisi mostra que, en tumors de localitzacié esquerra, el tractament amb anti-EGFR és superior al

tractament amb anti-VEGF en SLP, SG i taxa de resposta global (281).

> Subtipus molecular
En relacid6 amb la prediccié de resposta a antagonistes d’EGFR en funcid del subtipus molecular, és
d’esperar que pocs pacients tractats amb anti-EGFR presentin el subtipus CMS1 o CMS3, a causa de la seva
elevada presencia de mutacions en BRAF i KRAS, respectivament, que impliquen que ja no es prescriguin
aquests farmacs. D’altra banda, s’ha descrit que I'activacid de la signatura d'expressié de transicid epiteli-
mesenquima, on els marcadors mesenquimals i epitelials estan sobre i infraexpressats respectivament, es
correlaciona amb un benefici reduit a anticossos anti-EGFR (282,283), la qual cosa fa preveure que els
tumors CMS4 presentin resisténcia intrinseca als agents anti-EGFR. Aixi doncs, tot sembla indicar que el

subtipus CMS2 és el que presentara una millor resposta a cetuximab i panitumumab.

b) Resisténcia adquirida als anticossos anti-EGFR

La gran majoria dels tumors, en ser tractats amb agents anti-EGFR, es tornen resistents a aquests farmacs,
ja sigui per la desregulacid en la internalitzacié del receptor, per I'activacio d’altres receptors oncogénics
(MET, HER2, HER3, etc.) o per I'aparicié de noves mutacions en dominis del receptor d’unié a I'anticos
monoclonal (284). Aquesta resistencia adquirida podria suggerir que la inhibicié d’un Unic receptor ErbB

seria insuficient per controlar i eradicar les cél-lules canceroses (285,286).

71



INTRODUCCIO

La resisténcia adquirida als agents anti-EGFR es deu habitualment a mutacions en RAS o en el domini

extracel-lular del receptor EGFR.

- Mutacions en RAS: aproximadament el 50% dels pacients progressen per I'aparicié de mutacions en RAS

no detectades en el tumor primari (184,186,287).

- Mutacions en el domini extracel-lular del receptor EGFR: constitueixen aproximadament el 20% de les
mutacions de resisténcia adquirides al tractament amb anti-EGFR La primera mutacido de resisténcia
descrita en aquest receptor va ser el canvi de serina a arginina a la posicié 492 (S492R) (284), la qual
apareix en el 16% aproximadament dels pacients tractats amb cetuximab (288,289). Aquesta mutacié no
s’ha identificat en CCR abans de l'inici del tractament amb cetuximab (290). Posteriorment s’han descrit
altres mutacions de resistencia que afecten el domini extracel-lular del receptor, com ara la R451C, S464L,

G465R, K467T 0 1491M (286).

S’han descrit altres mecanismes de resisténcia adquirida als agents anti-EGFR, com ara I'amplificacio del

receptor MET (291).

A més a més de tot el que s’ha comentat, és destacable esmentar que les cél-lules disposen de mecanismes
endogens capacos de regular I'efecte de 'EGFR i de la resta de membres de la familia ErbB, ja que la
guantitat de receptors i lligands expressada a la superficie cel-lular és dependent de processos de reciclatge
i degradacid. En aquests processos hi participen diferents proteines (LRIG1-3, SOCS4, SOCS5, SPRY2, RALT,
etc). Hi ha pocs estudis que hagin analitzat si mutacions en gens involucrats en la regulacid
negativa/positiva dels receptors ErbB poden afectar la resposta al tractament amb farmacs anti-EGFR en

CCRm.

7.2.5. Farmacs antiangiogenics: bevacizumab i aflibercept

Els dos principals agents antiangiogénics utilitzats en CCRm sdén el bevacizumab i I'aflibercept. El
bevacizumab s’uneix al VEGFA (membre principal de la familia VEGF implicat en I'angiogenesi) impedint-ne
la unié als seus receptors (principalment VEGFR1 i VEGFR2). Pel que fa a I'aflibercept, a part d’unir-se al
VEGFA també s’uneix al VEGF de tipus B i al factor de creixement placentari (PIGF), tots ells membres de la

familia de factors antiangiogenics VEGF.
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S’han realitzat nombrosos estudis per tal d’identificar biomarcadors utils per predir la resposta als agents
antiangiogenics en CCRm. Tanmateix, els resultats publicats fins ara sén contradictoris i no concloents
(292). Diversos estudis han relacionat una major expressié de VEGF amb un pitjor pronostic (253,293), pero
no és clar el seu valor predictiu envers la resposta als farmacs antiangiogénics. L'assaig MAVERICC,
anteriorment citat, va constatar que nivells plasmatics elevats de VEGFA es relacionaven amb una menor
SLP i SG en pacients amb CCRm tractats amb FOLFIRI o FOLFOX i bevacizumab (253). D’altra banda, I'assaig
VELOUR va constatar que nivells sérics elevats de VEGFA i PIGF indicaven adquisicié de resisténcia al

tractament amb bevacizumab (293).

Diversos estudis també han avaluat si variants en gens relacionats amb la via del VEGF podrien afectar la
resposta a bevacizumab en pacients amb CCRm. Loupakis et al van analitzar si variants genétiques
germinals en el gen VEGFA i en els gens que codifiquen els principals receptors d’aquesta proteina
(VEGFR1/FLT1 i VEGFR2/KDR), afectaven la resposta a FOLFIRI-bevacizumab en pacients amb CCRm.
Aquest estudi pretenia validar de forma prospectiva el paper predictiu de I'rs833061 (un dels SNPs
funcionals més estudiats de VEGFA), pero el resultat va ser negatiu (294). A part d’aquest estudi s’han
publicat multiples articles, la majoria d’ells retrospectius, avaluant si SNPs en gens de la via del VEGF
podrien afectar la resposta a un esquema de tractament que contingués bevacizumab. Tal i com ja s’ha
comentat, els resultats no sén concloents (295-299). Tot sembla indicar, doncs, que la complexitat del
procés d’angiogénesi fa dificil la troballa clara d’algun SNP funcional com a predictor de resposta als agents

antiangiogeénics.

Pel que fa a I'aflibercept, s’han publicat pocs articles sobre marcadors de resposta a aquest farmac. Un
d’ells és el recentment publicat assaig VELOUR, que va demostrar que [I'aflibercept és actiu
independentment dels nivells sérics de VEGFA i PIGF (293). Aix0 es podria deure a la major afinitat que
presenta l'aflibercept envers VEGFA i PIGF en comparacié a altres agents antiangiogenics com el

bevacizumab.
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OBJECTIUS

Aquesta tesi s’ha centrat en la realitzacid d’estudis genétics per identificar nous factors pronostics o

predictius en cancer colorectal que poguessin ser d’utilitat en la practica clinica.

Els objectius han estat els seglients:

a)

b)

d)

Identificar variants genétiques en la via del VEGF com a factors pronostics en cancer de colon

d’estadis Il i Ill.

Estudiar la rellevancia de variants funcionals ubicades en els gens UGT1A1, CYP3A4 i ABCB1 en

I"aparicié de toxicitat greu induida per irinotecan.
Avaluar si I'is de FOLFIRI a altes dosis en pacients amb genotip UGT1A1*1/*1 i UGT1A1*1/*28
permet obtenir una millor taxa resposta en primera linia de tractament del cancer colorectal

metastatic, sense un increment significatiu de la toxicitat.

Identificar noves variants genétiques somatiques que modulin la resposta als farmacs anti-EGFR en

cancer colorectal metastatic.
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1. Estudi sobre la identificacio de biomarcadors pronostics en cancer de

colon localitzat

En aquest apartat s’hi inclou la publicacié que es descriu a continuacié (primer article de la tesi):

ARTICLE 1

Genetic variants in the VEGF pathway as prognostic factors in stages Il and Il colon cancer

The Pharmacogenomics Journal 2018; 18(4):556—64
doi: 10.1038/s41397-017-0009-x
PMID: 29282362

Pau Rieral’z*, Anna C. Virgili3’4*, Juliana Salazar®?, Ana Sebio®, Maria Tobefia®, Ivana Sullivan®, David Paez?
IServei de Genetica, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Espanya

2Universitat de Barcelona (UB), Barcelona, Espanya

3Servei d’Oncologia Médica, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Espanya

*Universitat Autobnoma de Barcelona (UAB), Barcelona, Espanya

5CIBERER, U-705, Barcelona, Espanya

*Ambdds autors van contribuir de forma equitativa en I'estudi

81






The Pharmacogenomics Journal (2018) 18:556-564
https://doi.org/10.1038/541397-017-0009-x

ARTICLE

Check for
updates

Genetic variants in the VEGF pathway as prognostic factors in stages
Il and Ill colon cancer

Pau Riera®'"? - Anna C. Virgili®>3* - Juliana Salazar'® - Ana Sebio® - Maria Tobefia® - Ivana Sullivan® - David Paez®

Received: 9 June 2017 / Revised: 19 September 2017 / Accepted: 6 November 2017 / Published online: 27 December 2017
© Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature 2017

Abstract

The role of vascular endothelial growth factor (VEGF) gene polymorphisms in the prognosis of colon cancer prognosis
remains unclear. We evaluated the influence of 28 single-nucleotide polymorphisms in 12 genes in the VEGF pathway on
the prognosis of 347 patients with stage II-III colon cancer. We found that rs9513070 (VEGFRI) and rs1137282 (KRAS)
were associated with overall survival in stage II colon cancer patients (p = 0.025 and p = 0.001, respectively). When primary
tumor location was considered, 1s9513070 was also associated with relapse-free and overall survival (p =0.033 and p =
0.031, respectively) in left colon cancer patients. Additionally, rs35251833 in the ITGAV gene correlated with relapse-free
survival (p = 0.032). This study provides evidence that germline polymorphisms in VEGFRI, KRAS and ITGAV genes are
associated with prognosis in stages II-III colon cancer patients. As stage and tumor location are correlated with prognosis,

future genetic studies should stratify colon cancer patients according to these parameters.

Introduction

The survival of colon cancer (CC) has improved in recent
decades, however this disease remains the third cause of
cancer death worldwide [1]. Patients with stages II and III
CC undergo a complete surgical resection with curative
intent. However, the risk of tumor recurrence is consider-
able, especially in patients with stage III and high-risk stage
II disease. In these stages, adjuvant chemotherapy following
surgery is recommended.

Several biomarkers have been correlated with prognosis
of CC. Microsatellite instability, for example, implies a
favorable outcome in stage II patients. Other putative
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biomarkers include BRAF, KRAS PIK3CA mutations and
CDX2 expression, but few studies have described the role
of molecules such as VEGF and interleukins in the like-
lihood of recurrence in stage II-III colon cancer [2-5].
The vascular endothelial growth factor (VEGF) pathway
plays a key role in tumor-induced angiogenesis, which
promotes the growth and progression of solid tumors [6, 7].
Activation of this pathway may confer a worse prognosis in
stages II-1II colon cancer as it can promote the switch from
dormant tumor cells not removed by surgery to proliferative
cells [8]. Multiple proteins are involved in the VEGF path-
way, particularly VEGFA, a major mediator of angiogenesis
whose synthesis is stimulated under hypoxic conditions by
HIFa. Several receptors (VEGFR1/FLT1, VEGFR2/KDR,
VEGFR3 and FGFR), neuropilins (NRP1) and integrins
(ITGAV), among other proteins are involved in the process.
The binding of circulating VEGFA to its main receptors,
VEGFR1 and VEGFR2, promotes cell migration, survival
and proliferation by triggering a protein cascade that
involves PRKCE, GRB2, RAS and MAP kinases [9-11].
Heritable functional variation in genes involved in the
angiogenesis process may impact on the angiogenic switch,
tumor progression and, hence, on clinical cancer outcomes.
In the present work, we analyzed 28 genetic variants in a
panel of 12 VEGF-dependent genes (VEGFA, VEGFRI1/
FLTI, VEGFR2/KDR, GRB2, ITGAV, KISSI, KRAS,
PRKCE, HIF1a, MAP2K4, MAP2K6, MAPKI1). The goal
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Table 1 Selected polymorphisms in VEGF-related genes

SNP Gene Alleles MAF (%) Rationale for
symbol genotyping (ref.)
rs7219 GRB2 T>C 26 LCL eQTLs [12]
rs11549465 HIFla C>T 10 mCRC survival [13]
rs35251833 ITGAV G>A 31 LCL eQTLs [12]
rs71745629 KISS1 T>* 22 mCRC survival [14]
rs61764370 KRAS ™G 10 Let7 [15]
rs10842513 KRAS C>T 9 LCL eQTLs [12]
rs12813551 KRAS T>C 40 Stage I-IIT NSCLC
RFS [16]
rs1137282  KRAS A>G 22 Stage I-III NSCLC
RFS [17]
rs3826392 MAP2K4 ™G 25 mCRC survival [14]

1511656130 MAP2K6 ™>G 45 mCRC PFS [14]

rs2716191  MAP2K6 T™>C 48 mCRC PFS [14]
52076139  MAPKII  C>T 26 LCL eQTLs [12]
rs4953299  PRKCE >C 24 LCL eQTLs [12]
rs833061 VEGFA ™>C 50 mCRC PFS [18]
rs1570360  VEGFA G>A 32 mCRC PFS [18]
rs2010963  VEGFA G>C 31 mCRC OS [19]
rs3025039  VEGFA C>T 12 Stage III CRC RFS
(5]
rs699947 VEGFA C>A 50 mCRC OS [19]
rs3024997  VEGFA G>A 31 LCL eQTLs [12]
rs9582036  VEGFRI A>C 27 Stage I-1II NSCLC
RFS [16]
1s7993418  VEGFRI A>G 20 Advanced NSCLC
survival [20]
19513070  VEGFRI A>G 41 mCRC survival [21]
157996030  VEGFRI G>A 20 Stage I-1II NSCLC
RFS [16]
rs2305948  VEGFR?2 C>T 9 mCRC PFS [14]
1s7667298  VEGFR?2 C>T 45 mCRC survival [14]
rs1551641  VEGFR?2 G>A 30 mCRC survival [14]
rs2071559  VEGFR?2 A>G 49 mCRC survival [14]
151870377  VEGFR2 T>A 23 Functional evidence

[22]

GRB2 growth factor receptor-bound protein 2, HIFIa hypoxia
inducible factor 1, alpha subunit, /TGAV integrin, alpha V, KISS/
KiSS-1 metastasis-suppressor, KRAS Kkirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog, MAP2K4 mitogen-activated protein kinase kinase
4, MAP2K6 mitogen-activated protein kinase kinase 6, MAPKII
mitogen-activated protein kinase 11, PRKCE protein kinase C, epsilon,
VEGFA vascular endothelial growth factor A, VEGFRI or FLTI fms-
related tyrosine kinase 1, VEGFR2 or KDR kinase insert domain
receptor, eQTLs quantitative trait loci expressions, LCL lymphoblas-
toid cell lines, MAF minor allele frequency (1000 Genomes Project,
European population; accession date: 25/04/17), mCRC metastatic
colorectal cancer, NSCLC non-small cell lung cancer, RF'S relapse-free
survival, PFS progression-free survival

of this study was to evaluate the association between the
selected genetic variants and the clinical outcome in a
cohort of 347 stages II-III CC patients.

Materials and methods
Patient population

Three-hundred and forty-seven patients with stage II-1I1 CC
who underwent radical surgery between 2009 and 2014 at
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP, Barcelona,
Spain) were consecutively included in the study. Patients
with rectal tumor were excluded. Patient data including
tumor localization, histological tumor grade, lymph node
sampling and vascular or perineural invasion were collected
retrospectively through chart review. Patients were treated
with fluoropyrimidine-based adjuvant chemotherapy at
clinician discretion. Blood samples from 345 patients were
available for the genetic analyses. The study was approved
by the Institutional Ethics Committee at HSCSP and all the
study participants gave informed consent for the analysis of
molecular correlates.

Genetic studies

We analyzed 28 single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
in 12 candidate genes involved in the VEGF pathway. The
selected SNPs were (i) SNPs associated with lympho-
blastoid cell line (LCL) mRNA expression of VEGF path-
way genes [12] and (ii) functional variants associated with
cancer survival according to studies reported in the litera-
ture [5, 13-22]. The SNPs that were Tag SNPs had an P
greater than 0.8. All SNPs had a minor allele frequency
(MAF) >5% in the Caucasian population. Table 1 shows
detailed information about the SNPs.

Genomic DNA was automatically extracted from per-
ipheral whole-blood samples (Autopure, Qiagen, Hilden,
Germany). SNP genotyping was performed by means of
real-time PCR using TagMan® SNP genotyping assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and 48.48
dynamic arrays on the BioMarkTM system (Fluidigm, San
Francisco, CA, USA). Patients’ characteristics and clinical
outcome were unknown to the investigator conducting the
genetic analyses. SNP allele frequencies were comparable
to those reported in the 1000 Genomes project. Genotyping
was successful in atleast 99% of cases for each SNP ana-
lyzed. The quantity and/or the quality of the extracted DNA
were the most common causes of failure.
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Statistical analyses

The endpoints of the study were recurrence-free survival
(RFS) and overall survival (OS). RFS was calculated from
the date of surgery until the date of first recurrence. RFS
was censored at the last follow-up or the time of death if the
patient remained tumor recurrence-free at that time. OS was
defined as the time from the surgery date until death from
any cause or last follow-up. We also analyzed survival after
relapse (SaR), which was defined as the time from the
relapse date until death from any cause or last follow-up.
All patients were included in the colon cancer surveillance
program of HSCSP, providing history and undergoing
physical examination and CEA determination every
3 months for 2 years and every 6 months at years 3-5 after
surgery, colonoscopy at year 1 and thereafter every 3-5
years, and computed tomographic scans of chest and
abdomen every year. The associations between poly-
morphisms and clinicopathological features were evaluated
using Fisher’s exact test. The associations of polymorph-
isms with RFS and OS were analyzed using Kaplan—Meier
curves and a log-rank test. Three different models of
inheritance were considered to evaluate associations with
outcome variables—additive, dominant and recessive. To
identify markers associated with the outcomes indepen-
dently from clinical data, each SNP was fitted to a Cox
model in which the statistically significant clin-
icopathological variables in the univariate analyses were
included as covariates. For each SNP, Hardy—Weinberg
equilibrium was assessed using an exact test. All statistical
tests were performed at 95% significance. All analyses were
performed using SPSS (version 19.0, IBM).

Results

We studied a total of 347 patients. Two-hundred and five
were diagnosed as stage II and 142 were classified as stage
IIT CC. Following total surgical resection of the tumor, 47
patients received adjuvant fluorouracil plus leucovorin (FL)
or oral fluoropyrimidine capecitabine, and 162 patients were
treated with oxaliplatin added to FL. (FOLFOX) or capeci-
tabine (XELOX). The remaining 138 patients did not
receive adjuvant therapy.

Table 2 shows the baseline clinical characteristics. The
median follow-up was 46.3 months (range, 9.3-91.5 months).
Seventy-one patients (20.5%) relapsed during the follow-up.
Thirty-four of the 71 corresponded to 16.6% of the stage II
patients, while the remaining 37 patients represented 26.1% of
the stage III group.

The stage II and stage III probability of 3-year recur-
rence-free survival was 0.876 + 0.023 and 0.800 + 0.034,
respectively. The stage II and stage III probability of 5-year

SPRINGER NATURE

Table 2 Baseline patient characteristics

n %

Sex

Male 193 55.6

Female 154 44.4
Age

<75 212 61.1

275 135 38.9
T stage

T1 and T2 17 4.9

T3 216 62.2

T4 114 329
Grade

Low 287 82.7

High 48 13.8

Missing 12 35
N stage

NO 205 59.1

N1 96 27.7

N2 46 133
Stage

I 205 59.1

I 142 40.9
N of resected lymph nodes

<12 57 16.4
212 290 83.6

Vascular invasion

Yes 65 18.7

No 210 60.5

Missing 72 20.7
Perineural invasion

Yes 49 14.1

No 223 64.3

Missing 75 21.6
Tumor side

Right 143 41.2

Left 204 58.8
Adjuvant treatment

5-FU/LV or capecitabine 47 13.5

5-FU/LV/oxaliplatin or 162 46.7
capecitabine/oxaliplatin

No adjuvant therapy 138 39.8

overall survival was 0.860+0.025 and 0.766 + 0.036,
respectively.

Stage classification was significantly associated with
RFS (p=0.028) and OS (p =0.001). Tumor grade was
significantly associated with OS (p =0.032). Localization
of the tumor and administration of adjuvant therapy were
associated with OS (p = 0.05). Perineural invasion and the
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number of resected lymph nodes were also significantly
associated with RFS (p = 0.004 and p = 0.05, respectively).
Thus, these covariates were included in the multivariate
model.

Genetic determinants and RFS

In the univariate analysis of the stage I and III patients, two
genetic variants were significantly associated with RFS:
1s61764370 in the KRAS gene (p =0.041) and 15699947 in
the VEGFA gene (p = 0.035). These results are detailed in
Table 3. Non-significant genetic variants are presented in
the Supplementary Table. Stage II patients showed a sig-
nificant association between RFS and four genetic variants:
rs35251833 in the ITGAV gene (p = 0.018), rs71745629 in
the KISSI gene (p =0.018), rs61764370 in the KRAS gene
(p = 0.046) and rs4953299 in the PRKCE gene (p = 0.033)
(Table 4). No association was found between any of the
SNPs evaluated and RFS in stage III colon cancer patients.

In the multivariate analysis, none of the variants remained
significantly associated with RFS.

Genetic determinants and OS

In the univariate analysis of the stage II and III patients, three
genetic variants were significantly associated with OS:
1s11656130 (MAP2K6) (p =0.017), 19513070 (VEGFRI)
(p=0.041) and rs1551641 (VEGFR2) (p =0.049). Table 3
shows these results. Polymorphisms not significantly asso-
ciated with OS are detailed in the Supplementary Table.
Stage II patients showed a significant association between
OS and six genetic variants corresponding to four different
genes: 1511549465 (HIF1a) (p = 0.003); rs1137282 (KRAS)
(p =0.001); rs833061, rs1570360 and rs699947 (VEGFA)
(p=0.038, p=0.009 and p=0.035, respectively) and
rs9513070 (VEGFRI) (p = 0.025) (Table 4). No association
was found between any of the SNPs evaluated and OS in
stage III colon cancer patients.

Table 3 Germline polymorphisms in the VEGF pathway and univariate analysis for time to recurrence and overall survival in patients with stage I

or IIT colon cancer

Time to recurrence

Overall survival

Polymorphism N Probability +s.e. Hazard ratio P-value Probability + Hazard ratio P-value
of 3-year free (95% CI) s.e. of 5-year (95% CI)
recurrence survival
KRAS rs61764370
T/T 282 0.793 +0.025 1 (reference) 0.041 0.844 +0.033 1 (reference) 0.349
T/G* 59 0.952 +0.027 0.45(0.2,0.9) 0.964 +0.025 0.61 (0.2, 1.7)
G/G* 4
MAP2KG6 rs11656130
T/T 99 0.857 +0.036 1 (reference) 0.215 0.894 + 0.044 1 (reference) 0.017
T/G 171 0.822 +0.030 1.28 (0.7, 2.3) 0.896 + 0.034 1.13 (0.4, 2.8)
G/G 75 0.770 + 0.049 1.78 (0.9, 3.4) 0.719 +0.102 2.90 (1.1,7.3)
VEGFA rs699947
C/IC 97 0.882 +0.034 1 (reference) 0.035 0.902 +0.043 1 (reference) 0.346
C/A? 164 0.798 +0.026 1.89 (1.0, 3.4) 0.849 +0.035 1.49 (0.6, 3.4)
A/A? 84
VEGFRI rs9513070
A/A 112 0.763 +£0.041 1 (reference) 0.133 0.812 +0.054 1 (reference) 0.041
A/G* 165 0.849 +0.024 0.69 (0.4, 1.1) 0.891 +0.030 0.49 (0.2, 0.9)
G/G* 67
VEGFR?2 rs1551641
G/G 164 0.832 +0.030 1 (reference) 0.755 0.932 +0.026 1 (reference) 0.049
G/A? 161 0.812 +0.030 0.93 (0.6, 1.5) 0.796 + 0.048 2.03(0.9,4.2)
A/A? 20

P-value was based on log-rank test in codominant
s.e. Greedwood standard error

*Dominant model

Recessive model

The bold values indicate the P-values statistically significant (P <0.05)
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Table 4 Germline polymorphisms in the VEGF pathway associated with RFS/OS by tumor stage

Recurrence free survival

Stage II only

Stage III only

Polymorphism N

Probability + s.e. of 3-year Hazard ratio (95% P-value N

Probability + s.e. of 3-year Hazard ratio (95% P-value

free recurrence CI) free recurrence CI)
ITGAV rs35251833
G/G 98 0.822 +0.039 1 (reference) 0.006 58 0.789+0.054 1 (reference) 0.841
G/A 89 0.932 + 0.027 0.39 (0.2, 0.9) 71 0.737 +0.054 1.04 (0.5, 2.0)
A/A 17 0.706 +0.111 1.94 (0.8, 4.8) 12 0.825+0.113 0.68 (0.1, 2.9)
A/A® 17 0.706 £0.111 2.77 (1.1, 6.7) 0.018 12 0.825+0.113 0.66 (0.1, 2.8) 0.570
KISS1 rs71745629
T/T 123 0.818 +£0.035 1 (reference) 0.018 74 0.787+0.049 1 (reference) 0.587
T/** 77 0.923 +0.030 0.38 (0.2, 0.9) 61 0.746 +0.053 1.19 (0.6, 2.3)
[ 4 6
KRAS rs61764370
T/T 160 0.828 +0.030 1 (reference) 0.046 122 0.746 +0.040 1 (reference) 0.589
T/G* 40 0977 +£0.023 0.32 (0.1, 1.0) 19  0.895+0.070 0.75 (0.3, 2.1)
G/G* 4 0
PRKCE rs4953299
T/T 122 0.865+0.031 1 (reference) 0.098 86 0.775 +£0.046 1 (reference) 0.788
T/C 72 0.874 £0.039 0.88 (0.4, 1.8) 45 0.740 + 0.069 1.26 (0.6, 2.5)
C/C 10 0.700 +0.145 2.82 (0.9, 8.3) 10 0.800+0.126 0.94 (0.2, 4.0
c/ch 10 0.700 +0.145 2.96 (1.0, 8.4) 0.033 10 0.800+0.126 0.86 (0.2, 3.6) 0.842
Overall survival
Stage II only Stage III only
Polymorphism N Probability +s.e. of Hazard ratio (95% P-value N  Probability +s.e. of Hazard ratio (95% P-value
S-year survival CI) S-year survival CD
HIFla rs11549465
C/C 161 0.919+0.033 1 (reference) 0.008 115 0.765 +£0.058 1 (reference) 0.498
C/T 40 0.974+0.026 0.39 (0.05, 3.1) 24 0.767+0.175 0.49 (0., 2.1)
T/T 30 0.667 +0.272 10.87 (1.3, 91.3) - -
/T 30 0.667 +£0.272 12.4 (1.5, 103.2)  0.003 - - 0.53
KRAS rs1137282
A/A 121 0.922 +0.034 1 (reference) 0.002 89 0.803+0.061 1 (reference) 0.737
A/G 75  0.950 +0.049 0.50 (0.1, 2.4) 50 0.717+0.103 1.18 (0.5, 2.8)
G/G 8 0.750 £ 0.153 7.99 (1.5, 41.1) 2 - -
G/G® 8 0.750 £ 0.153 9.81 (1.9, 48.4) 0.001 2 - - 0.494
VEGFA rs833061
T/T 61 0.984 +0.016 1 (reference) 0.074 38 0.682+0.139 1 (reference) 0.883
T/C 94 0.906 +0.048 3.28 (0.4, 28.1) 67 0.810+0.080 0.77 (0.3, 2.2)
C/C 49 0902 +0.047 7.84 (0.9, 67.5) 36 0.773 +0.089 0.85 (0.3, 2.7)
c/ct 49 0.902 +0.047 3.29 (0.9, 10.9) 0.038 36 0.773+0.089 1.00 (0.4, 2.6) 0.991
VEGFA rs1570360
G/G 93  0.954 +£0.027 1 (reference) 0.034 64 0.768 +£0.084 1 (reference) 0.250
G/A 93 0.900 + 0.053 1.07 (0.3, 4.3) 65 0.735+0.085 1.24 (0.5, 2.9)
A/A 18 0.881 +0.079 5.14 (1.1, 23.2) 12 - -
A/Ab 18 0.881 +0.079 4.96 (1.3, 18.9) 0.009 12 - - 0.113
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Table 4 (continued)
Overall survival
Stage II only Stage III only
Polymorphism N Probability +s.e. of Hazard ratio (95% P-value N  Probability +s.e. of Hazard ratio (95% P-value
5-year survival CI) 5-year survival CD)
VEGFA rs699947
C/IC 60 0.983+0.017 1 (reference) 0.106 37 0.707 +£0.142 1 (reference) 1.000
C/A 96  0.906 +0.048 3.94 (0.7, 20.4) 68  0.796 +0.080 1.00 (0.3, 3.3)
A/A 48 0.899 +0.048 1.29 (0.2, 7.0) 36 0.773 £0.089 0.99 (0.3, 2.9)
A/A® 48 0.899 £0.048 3.35 (1.0, 11.1) 0.035 36 0.773 +£0.089 1.00 (0.4, 2.6) 0.991
VEGFRI rs9513070
A/A 61 0.907 +0.040 1 (reference) 0.025 51 0.669+0.119 1 (reference) 0.362
A/G* 100 0.929 +0.037 0.27 (0.08, 0.9) 65 0.829 +0.053 0.67 (0.3, 1.6)
G/G* 43 24

P-value was based on log-rank test in codominant
s.e. Greedwood standard error
* Dominant model

b Recessive model

The bold values indicate the P-values statistically significant (P < 0.05)

In the multivariate analysis, two SNPs retained their
significance: rs1137282 in the KRAS gene and 1s9513070 in
the VEGFRI gene. Stage II patients harboring a homo-
zygous GG genotype in the KRAS SNP were significantly
associated with decreased OS (HR =10.82; 95% CI:
2.1-56.0; adjusted p = 0.005). In the same cohort of stage II
CC patients, patients carrying at least one G allele of the
SNP in the VEGFRI gene were significantly associated with
an increased OS (HR = 0.268; 95% CI: 0.07-0.95; adjusted
p =0.043).

Considering the clinical parameter survival after relapse,
only the rs11656130 genetic variant in the MAP2K6 gene
showed a significant association (p =0.027). However, in
the multivariate analysis this association did not remain
statistically significant.

Genetic determinants and survival by localization of
the tumor

In the univariate analysis, three genetic variants showed an
association with RFS in patients with left colon cancer
tumors: 1s35251833 (ITGAV) (p=0.032), rs833061
(VEGFA) (p=0.036) and rs9513070 (VEGFRI) (p=
0.033) (Table 5). In the multivariate analysis, only two
genetic variants retained their significance: rs9513070 of
VEGFRI gene and rs35251833 of ITGAV gene. Left colon
cancer patients carrying at least one G allele in the VEGFRI
SNP showed a longer time to recurrence (HR = 0.345; 95%
CI: 0.2-0.7; adjusted p =0.005). The same cohort of left
colon cancer patients harboring at least one G allele in the

ITGAV variant showed an increased RFS (HR =0.242;
95% CI: 0.1-0.6; adjusted p = 0.005).

Considering OS and tumor location, evaluation of the
genetic variants included in the study showed a significant
association with the rs9513070 variant of VEGFRI gene (p
=0.031) in left-side tumors, and with two variants in the
MAP2K6 gene: rs11656130 in right-sided tumors (p =
0.026) and 12716191 in left-sided tumors (p =0.029).
Table 5 shows these results and the mode of inheritance. In
the multivariate analysis, only the VEGFRI variant retained
its significance. Left colon cancer patients carrying atleast
one G allele in the VEGFRI SNP showed a longer overall
survival (HR =0.061; 95% CI: 0.01-0.5); adjusted p =
0.011).

Discussion

We investigated the role of germline polymorphisms as
prognostic factors in stages II and III colon cancer patients
in several genes involved in the angiogenesis pathway. We
found that several genetic variants in the VEGFA and its
main receptors, VEGFRI and VEGFR2, were associated
with RFS and/or OS and that these associations were
influenced by tumor stage and location. Several poly-
morphisms in additional genes of the VEGF pathway such
as MAP2K6, KRAS, PRKCE and ITGAV, as well as in
HIFa, a protein that stimulates the synthesis of VEGFA,
and in the metastasis suppressor KISSI, were also asso-
ciated with survival. However, only rs9513070 in the
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Table 5 Germline polymorphisms in the VEGF pathway associated with RFS/OS by localization of the tumor

Recurrence free survival

Left colon Right colon
Polymorphism N  Probability + s.e. of Hazard ratio P-value N Probability + s.e. of Hazard ratio P-value
3-year free recurrence (95% CI) 3-year free recurrence (95% CI)
ITGAV rs35251833
G/G 100 0.858 +£0.035 1 (reference) 0.099 56 0.721 +0.061 1 (reference) 0.081
G/A 86  0.820 +0.042 1.05 (0.5, 2.0) 74 0.875+0.039 0.43 (0.2, 0.9)
A/A 17 0.637+0.119 2.58 (1.0, 6.5) 12 0.917 +£0.080 0.50 (0.1, 2.2)
A/A® 17  0.637+0.119 2.52 (1.1, 6.0) 0.032 12 0.917 +£0.080 0.75 (0.2, 3.2) 0.696
VEGFA rs833061
T/T 52 0.848 +0.050 1 (reference) 0.111 45 0.883 +0.049 1 (reference) 0.199
T/C 97 0.852+0.036 0.99 (0.4, 2.2) 64 0.778 £0.053 2.26 (0.9, 5.7)
C/C 54 0.747 +£0.061 1.92 (0.8, 4.3) 33 0.809 +£0.071 1.54 (0.5, 4.8)
c/ct 54 0.747 +£0.061 1.92 (1.0, 3.6) 0.036 33 0.809 +0.071 0.90 (0.4, 2.2) 0.824
VEGFRI rs9513070
A/A 59  0.723 +£0.059 1 (reference) 0.033 53 0.807 +0.055 1 (reference) 0.733
A/G* 96 0.864 +0.029 0.52 (0.3, 0.9) 69 0.824 +0.041 1.07 (0.5, 2.3)
G/G* 47 29
Overall survival
Left colon Right colon
Polymorphism N  Probability +s.e. of Hazard ratio P-value N  Probability + s.e. of Hazard ratio P-value
S-year survival (95% CI) S-year survival (95% CI)
MAP2KG6 rs11656130
T/T 62 0.934 +£0.038 1 (reference) 0.604 37 0.847 +0.080 1 (reference) 0.026
T/G 98 0.891 +0.051 1.61 (0.7, 3.5) 73 0.901 +0.004 0.88 (0.3, 2.2)
G/G 43 0.769 +0.145 1.61 (0.6, 3.9) 32 0.621+0.154 1.94 (0.7, 5.1)
MAP2K6 rs2716191
T/T 53  0.778 £0.104 1 (reference) 0.029 26 0.761 + 0.099 1 (reference) 0.458
T/C 107 0.942 +0.035 0.76 (0.4, 1.5) 77 0.899 +0.036 0.83 (0.3, 2.1)
C/C 43 0.869 +0.083 0.60 (0.2, 1.5) 39 0.708 +0.135 0.73 (0.2, 2.2)
VEGFRI rs9513070
A/A 59  0.799 £ 0.075 1 (reference) 0.031 53 0.828 +0.078 1 (reference) 0.525
A/G* 96  0.924 +0.040 0.061 (0.01, 0.5) 69 0.837 +0.049 1.34 (0.4, 4.4)
G/G* 47 29

P-value was based on log-rank test in codominant

s.e. Greedwood standard error

* Dominant model

b Recessive model

The bold values indicate the P-values statistically significant (P <0.05)

VEGFRI gene, rs1137282 in the KRAS gene and
rs35251833 in the ITGAV gene retained their significance
after multivariate adjustments.

In the present work, we discuss only those published
studies that have identified polymorphisms in VEGF-related
genes as predictive biomarkers for tumor recurrence in
stages II or III colon cancer patients. We do not discuss data
from case-control studies.

SPRINGER NATURE

In 2008, Lurje et al. studied 10 polymorphisms in eight
genes involved in the angiogenesis pathway in a cohort of
125 stage III CC patients [5]. They demonstrated that
patients with the T allele in rs3025039 ( + 936 C/T), located
in the VEGFA gene, showed a significantly longer time to
recurrence (TTR) (p =0.003). However, they found no
correlation between rs2010963 (—634 G/C), also located in
the VEGFA gene, and TTR. Some time later, these same
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authors also analyzed both polymorphisms in a cohort of
109 stage II colon cancer patients [23]. Surprisingly, they
found a contradictory result: rs3025039 was not associated
with TTR, whereas rs2010963 was significantly associated
with this outcome parameter (p =0.028). They also ana-
lyzed rs1870377 of VEGFR2, finding no association
between this polymorphism and TTR. More recently, Kjaer-
Frifeldt et al. studied 3 polymorphisms in the VEGFA gene
in a cohort of 698 stage II colon cancer patients. They found
that rs699947 and rs833061 were significantly associated
with TTR (p =0.02 for both SNPs), whereas rs2010963
was not [24]. It should be emphasized that these studies
evaluated a reduced number of SNPs in VEGF-related
genes in a cohort of stages II and III colon cancer patients
and that their results are contradictory. For this reason we
designed a study that included functional SNPs of several
VEGF-related genes, focusing especially on the ligands
(VEGFA), receptors (VEGFRI and VEGFR2), and other
relevant genes in the VEGF signal cascade.

One of the results of the present study concerns
r$s9513070, a SNP located in the VEGFRI gene. To the best
of our knowledge, this is the first study that shows that the
variant rs9513070 is associated with survival in both stage
II CC and in left-sided primary tumor location. Tumor
sidedness has a great impact on prognosis, as right and left
colon cancer tumors harbor different biological features.
Whereas right-sided tumors are more likely to present
microsatellite instability, mutations in KRAS or BRAF or
MLH] methylation, left-sided tumors are associated with
CIN, p53 or miRNAs [25-29]. Additionally, right colon
cancers present a higher expression of pro-angiogenic fac-
tors, which justifies the better response to bevacizumab of
these tumors [30]. Interestingly, rs9513070 variant had been
associated with survival in a previous study conducted in
advanced CC patients [21]. In that study, the median PFS
and OS were superior in patients with the VEGFRI1
1s9513070 A/A genotype (8.7 vs. 6.6 months; p =0.001
and 26.4 vs. 16.1 months; p=0.038, respectively).
Expression studies conducted by Ning et al. showed that
VEGF and VEGFRI1 gene expression levels were sig-
nificantly associated with TTR. One of their studies inclu-
ded 140 stage II-III CC patients treated with adjuvant
chemotherapy [31]. They observed that patients with lower
VEGF or VEGFRI1 gene expression levels had longer time
to recurrence than those with higher expression levels of
these genes (p < 0.05, log-rank test). All these data, along
with the results of the in silico analysis of this intron variant
(http://compbio.cs.queensu.ca/F-SNP),  strengthen  the
hypothesis that VEGFR1 could play a role in CC outcomes.
However, until the mechanisms underlying all these find-
ings are not fully elucidated an independent validation study
that confirms our results is needed to highlight the clinical
relevance of VEGFRI polymorphisms.

Regarding the association between rs1137282 in the
KRAS gene and OS, we observed that stage II patients
harboring a homozygous GG genotype were significantly
associated with a decreased OS. Our group recently con-
ducted a study in 131 patients who underwent surgery for
stage I-IIT non-small cell lung cancer. We found that the GG
genotype was also associated with a poor prognosis [17]. In
vitro experiments have demonstrated that the minor allele
(G) increase luciferase activity significantly and in silico
analyses predict that this SNP introduces an exon splicing
enhancer motif and disrupts an exon splicing silencer motif
[12]. These findings reinforce the role of this SNP as a
prognostic biomarker in cancer.

Finally, the present study shows that rs35251833 SNP in
the ITGAV gene correlated with RES in left CC patients: G/G
and G/A genotypes were significantly associated with an
increased RFS. This variant is in high linkage-disequilibrium
with rs1839123 that showed similar results in a previous
study conducted by our group in metastatic colorectal cancer
patients [14]. Bohanes et al. studied the role of genetic var-
iants in several integrin genes and although they reported
some associations in stages II-III CC, the rs35251833 was
not included in their study [32]. In silico analysis of this
intronic SNP suggests a potential role in transcriptional
regulation (http://compbio.cs.queensu.ca/F-SNP).

In conclusion, this study provides evidence that germline
polymorphisms in VEGFRI, KRAS and ITGAV genes are
associated with prognosis in stages II-III CC patients. As
stage and tumor location have also been correlated with
prognosis, future genetic studies should stratify CC patients
according to these parameters.
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ARTICLE 1

Supplementary table. Germline polymorphisms in the VEGF pathway non-significantly associated with time to recurrence or overall survival in patients

with stage Il or lll colon cancer

Time to recurrence

Overall survival

Probability + s.e. of 3-

Hazard ratio

Probability * s.e. of

Hazard ratio

Polymorphism N year free recurrence (95% Cl) P-value 5-year survival (95% Cl) P-value
GRB2 rs7219
T/T 171 0.791 £ 0.032 1 (reference) 0.124 0.862 +0.034 1 (reference) 0.779
T/C 146 0.865 + 0.029 0.61 (0.4, 1.0) 0.840 + 0.055 0.83(0.4,1.7)
c/C 28 0.781 £ 0.079 1.07 (0.5,1.1) 0.958 + 0.041 0.64 (0.1, 2.8)
HIF1a rs11549465
c/C 276 0.809 £ 0.024 1 (reference) 0.507 0.854 + 0.032 1 (reference) 0.198
Cc/T 64 0.875+0.041 0.67 (0.3, 1.3) 0.911 + 0.059 0.40 (0.1, 1.3)
T/T 5 0.800+0.179 0.98(0.1,7.1) 0.800 +0.179 2.10(0.3, 15.5)
ITGAV rs35251833
G/G 156 0.810+0.032 1 (reference) 0.212 0.862 + 0.037 1 (reference) 0.864
G/A 160 0.845 + 0.029 0.72 (0.4, 1.2) 0.873 +0.039 0.86 (0.4, 1.7)
A/A 29 0.756 + 0.080 1.35(0.6, 2.9) 0.800 +0.179 0.73 (0.2, 3.2)
KISS1 rs71745629
T/T 197 0.806 + 0.029 1 (reference) 0.242 0.867 £ 0.035 1 (reference) 0.735
T/*° 138 0.842 £ 0.030 0.74 (0.5, 1.2) 0.903 + 0.028 0.89 (0.4, 1.8)
*/*a 10
KRAS rs10842513
c/C 307 0.823+0.022 1 (reference) 0.709 0.882 +0.026 1 (reference) 0.447
C/T 38 0.805 + 0.067 1.20(0.5, 2.5) 0.746 £ 0.114 1.44 (0.5, 3.7)
T/T 0
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KRAS rs12813551
T/T
T/C
c/C

KRAS rs1137282
A/A
A/G®
G/G°

MAP2K4 rs3826392
T/T
T/G®
G/G°

MAP2K6 rs2716191
T/T
T/C
c/C

MAPK11 rs2076139
c/C
c/T
T/T°

PRKCE rs4953299
T/T
T/C
C/C

VEGFA rs833061
T/T
T/C

142
154
49

210
125
10

191
139
15

79
184
82

228
101
16

208
117
20

99
161

0.802 £ 0.034
0.844 +£0.030
0.809 £ 0.058

0.815 +0.027
0.832 +£0.033

0.807 £ 0.029
0.839 +£0.030

0.779 £0.047
0.822 £ 0.029
0.861 £ 0.039

0.819 +£0.026
0.827 £0.03

0.827 £ 0.027
0.824 +0.036
0.743 £ 0.100

0.864 + 0.035
0.823 +0.030

1 (reference)
0.72(0.4,1.2)
0.87 (0.4, 1.8)

1 (reference)
0.88 (0.5, 1.4)

1 (reference)
0.75 (0.5, 1.2)

1(reference)
0.78 (0.4, 1.4)
0.66 (0.3, 1.3)

1 (reference)
0.87 (0., 1.4)

1(reference)
1.02 (0.6,1.7)
1.78 (0.7,4.2)

1 (reference)
1.44 (0.8, 2.6)

0.451

0.620

0.247

0.487

0.598

0.405

0.180

0.859 £ 0.044
0.848 £ 0.045
0.935+0.037

0.871+0.033
0.853 + 0.055
0.800 + 0.126

0.841 + 0.042
0.894 + 0.033

0.775 £ 0.077
0.926 £ 0.025
0.796 £ 0.076

0.846 £ 0.038
0.903 £0.032

0.830 + 0.040
0.913+0.031
0.500 + 0.354

0.890 + 0.044
0.868 + 0.043

1 (reference)
0.89 (0.4, 1.8)
0.86 (0.3, 2.6)

1 (reference)
0.86 (0.4, 1.8)
2.38(0.5,10.2)

1 (reference)
0.95 (0.5, 1.9)

1 (reference)
0.38(0.2,0.8)
0.62(0.2,1.5)

1 (reference)
0.74 (0.3, 1.6)

1 (reference)
0.59(0.3,1.3)
0.54 (0.1, 4.0)

1 (reference)
1.22 (0.5, 3.0)

0.937

0.400

0.874

0.050

0.451

0.375

0.225
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c/C
c/c’

VEGFA rs1570360
G/G
G/A
A/A

VEGFA rs2010963
G/G
G/C
c/C

VEGFA rs3025039
c/C
c/T®
T/T®

VEGFA rs3024997
G/G
G/A
A/A

VEGFR1 rs9582036
A/A
A/C
c/C

VEGFR1 rs7993418
A/A
A/G?
G/G*

85
85

157
158
30

157
143
45

251
80
11

160
140
45

156
165
24

199
135
11

0.770 £ 0.047
0.770 £ 0.047

0.849 +£0.029
0.795 +£0.032
0.807 £ 0.079

0.799 +£0.032
0.834 +£0.032
0.861 + 0.053

0.819 + 0.025
0.822 £ 0.040

0.802 £ 0.032
0.830 £ 0.032
0.861 +£0.053

0.820 £ 0.031
0.826 +0.030
0.792 +0.083

0.812 +0.028
0.833+£0.031

1.85(0.9, 3.5)
1.46 (0.9, 2.4)

1 (reference)
1.48 (0.9, 2.4)
1.21 (0.5, 2.9)

1 (reference)
0.86 (0.5, 1.4)
0.63(0.3,1.4)

1 (reference)
1.11(0.7,1.9)

1 (reference)
0.89 (0.5, 1.5)
0.65(0.3,1.4)

1 (reference)
0.98 (0.6, 1.6)
1.29 (0.5, 3.1)

1 (reference)
0.96 (0.6, 1.5)

0.140

0.295

0.505

0.692

0.562

0.820

0.879

0.825 £ 0.059
0.825 £ 0.059

0.887 £ 0.034
0.826 + 0.050
0.926 + 0.050

0.817 + 0.046
0.906 * 0.042
0.899 + 0.048

0.857 +£0.033
0.877 £ 0.057

0.820 £ 0.045
0.906 £ 0.041
0.899 £ 0.048

0.818 £ 0.045
0.908 + 0.031
0.958 + 0.041

0.825 +0.041
0.922 + 0.030

2.07(0.8,5.3)
1.82 (0.9, 3.7)

1 (reference)
1.21 (0.6, 2.5)
1.20(0.3,4.2)

1 (reference)
0.51(0.2,1.1)
0.64 (0.2,1.9)

1 (reference)
0.95(0.4,2.1)

1 (reference)
0.52(0.2,1.1)
0.66 (0.2, 1.9)

1 (reference)
0.72(0.3,1.4)
0.37(0.05, 2.8)

1 (reference)
0.51(0.2,1.1)

0.093

0.867

0.210

0.907

0.243

0.449

0.078
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VEGFR1 rs7996030
G/G
G/A®
A/A°

VEGFR2 rs2305948
C/C
c/T°
T/T°

VEGFR2 rs7667298
C/C
c/T
T/T

VEGFR2 rs2071559
A/A
A/G
G/G

VEGFR2 rs1870377
T/T
T/A
A/A

202
133
10

285
56

112
177
56

95
185
65

225
102
18

0.815+0.028
0.830 £ 0.032

0.826 +0.023
0.799 + 0.05

0.818 +0.037
0.814 +0.030
0.854 +0.048

0.850 £ 0.037
0.810 £ 0.029
0.812 £0.049

0.803 £ 0.027
0.861 +£ 0.035
0.824 +£0.992

1 (reference)
1.02 (0.6,1.6)

1 (reference)
1.08 (0.6, 1.9)

1 (reference)
0.90 (0.5, 1.5)
0.65(0.3,1.4)

1 (reference)
1.01(0.6,1.7)
1.04 (0.5, 2.1)

1(reference)
0.67(0.4,1.2)
0.78 (0.2, 2.5)

0.995

0.805

0.567

0.994

0.371

0.827 £0.041
0.921 +£0.030

0.856 + 0.032
0.907 + 0.040

0.901 £ 0.041
0.832 £ 0.044
0.899 + 0.043

0.918 £ 0.041
0.861 £ 0.037
0.789 £ 0.084

0.867 £ 0.032
0.851 £ 0.062
0.872 £ 0.086

1 (reference)
0.52(0.2,1.1)

1 (reference)
0.93 (0.3, 2.4)

1.68 (0.7, 3.8)
1.59 (0.5, 4.9)

1 (reference)
1.73(0.7,4.3)
2.32(0.8,6.7)

0.98(0.4,2.1)
1.40(0.3,5.9)

0.092

0.887

0.450

0.278

0.893
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P-value was based on log-rank test in codominant. s.e.: Greedwood standard error. °Dominant model

b .
. Recessive model.
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2.1. Estudis sobre la identificaci6 de marcadors de toxicitat a lirinotecan i
avaluacid de la seva aplicabilitat clinica

En aquest apartat s’hi inclouen les publicacions que es mostren a continuacio (articles 2-5 de la tesi):
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Relevance of CYP3A4*20, UGT1A1*37 and UGT1A1*28 variants in irinotecan-induced severe toxicity
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Severe irinotecan-induced toxicity is associated with UGTTAT polymorphisms. However, some patients develop side-effects
despite harbouring a normal UGTTAT genotype. As CYP3A4 is also an irinotecan-metabolizing enzyme, our study aimed to
elucidate the influence of the CYP3A4*20 loss-of-function allele in the toxicity profile of these patients. Three-hundred and eight
metastatic colorectal cancer patients treated with an irinotecan-containing chemotherapy were studied. The presence of
CYP3A4*20, UGT1AT*37 and UGT1AT*28 alleles was tested. Associations between these genetic variants and toxicity were
evaluated. UGTTAT*28 was significantly associated with severe diarrhoea, neutropenia and asthenia (P = 0.002, P= 0.037 and
P =10.041, respectively). One patient with the UGT1AT*28/*37 genotype presented with grade IV neutropenia and lethal septic
shock. One heterozygous UGTTAT (*1/*28) patient also carried the CYP3A4*20 allele but did not develop toxicity. We confirm that
UGTTA1*37 and UGTTAT*28 are associated with severe toxicity and suggest that the CYP3A4*20 allele does not play a role in

irinotecan-induced toxicity.

Introduction

Irinotecan [also known as camptothecin-11 (CPT-11)] is an
active drug that is widely used for the treatment of several
types of cancer, including colorectal, gastric and pancreatic
cancer. Its dose-limiting and potentially life-threatening tox-
icities are delayed diarrhoea and severe neutropenia, which
can occur in up to 36% of patients [1].

Several enzymes are involved in the metabolism of
irinotecan, highlighting the UDP-glucuronosyltransfer-
ase (UGT) isoform 1A1, encoded by the UGTIA1 gene.
The number of TA repeats in its TATA box is associated with
the enzyme activity. Whereas six TA repeats imply normal ac-
tivity (UGT1A1*1), seven TA repeats (UGT1A1*28) or eight

© 2018 The British Pharmacological Society

TA repeats (UGTIA1*37) reduce activity markedly. The
UGT1A1*28 allele is strongly associated with irinotecan-
induced toxicity [2-4]. The UGT1A1*37 allele is rare in the
Caucasian population [5], and its influence on irinotecan tox-
icity has not yet been reported. However, some patients carry-
ing a normal UGTIA1 genotype (*1/*1) develop severe
diarrhoea and/or neutropenia. Identification of additional
toxicity biomarkers that could help to individualize
irinotecan treatment is therefore of major clinical interest in
the management of cancer patients.

The enzyme cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) converts
irinotecan into several inactive oxidation products, such
as 7-ethyl-10-[4-N-(5-aminopentanoic acid)-1-piperidino]-
carbonyloxycamptothecin (APC) and 7-ethyl-10-[4-amino-

DOI:10.1111/bcp.13574
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1-piperidino]-carbonyloxycamptothecin (NPC). Although
the CYP3A4 phenotype is associated with irinotecan pharma-
cokinetics [6, 7], no significant associations between CYP3A4
genotype and irinotecan toxicity have been found [8]. Three
CYP3A4 nonfunctional alleles result from premature stop
codons in the coding gene *6, *20 and *26 CYP3A4 alleles.
In Caucasians, these variants are extremely rare, but a fre-
quency of 1.2% of carriers of CYP3A4*20 has recently been
reported in the Spanish population as the result of a foun-
der effect [9].

This state of knowledge prompted us to evaluate whether
the presence of the CYP344*20 allele could help to identify
patients who develop severe irinotecan-induced toxicity de-
spite having a normal UGTIA1 genotype. We genotyped the
UGT1A1I (TA repeats) and the CYP3A4*20 variant in a cohort
of 308 metastatic colorectal cancer (mCRC) patients treated
with an irinotecan-containing therapy.

Methods

Patient population

The study included 308 mCRC patients treated with an
irinotecan-containing therapy at Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau (HSCSP, Barcelona, Spain). Genomic DNA was avail-
able in all cases. Left colon cancer was diagnosed in 144 pa-
tients, right colon cancer in 76 and rectum cancer in 88. A
total of 283 patients received irinotecan combined with fluo-
rouracil and leucovorin (FOLFIRI), 176 of whom were en-
rolled in clinical trials [10, 11]. The remaining patients
received either irinotecan monotherapy or another chemo-
therapeutic regimen containing irinotecan. Patients were ad-
ministered chemotherapy until unacceptable toxicity or
disease progression. Table 1 shows patients’ baseline clinical
characteristics.

Relevant clinical data (gender, age and line of chemother-
apy) were collected retrospectively through chart review. Tox-
icity was graded according to the common toxicity criteria
(CTC) v4.0: presence and grade of diarrhoea, neutropenia, fe-
brile neutropenia, asthenia, nausea and mucositis. The most
severe grade of toxicity was recorded in all cases. The study
was approved by the Institutional Ethics Committee at
HSCSP, and all study participants gave informed consent to
participate.

Genotyping of UGT1A1 and CYP3A4

UGTI1A1 genotyping was performed as previously described
[10]. CYP3A4*20 (rs67666821) genotyping was carried out
by automatic sequencing of a fragment of 244 base pairs in
exon 13, which was specifically amplified using the primers
FW (5-TGAAGGAGTGTCTCACTC-3’) and RV (5-AGGTCT
CTGGTGTTCTCAG-3').

Statistical analyses

Allele frequencies were calculated by direct counting. The as-
sociations between the toxicities assessed and the afore-
mentioned genetic variants were analysed using chi-square
tests. The results were considered statistically significant if
P <0.05.
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Table 1

Baseline patient characteristics (n = 308)

Characteristic n %

Age (years)
<75
>75

Chemotherapy treatment

FOLFIRI
Irinotecan monotherapy

Other irinotecan combinations

FOLFIRI, combination of irinotecan, fluorouracil and leucovorin

Nomenclature of targets and ligands

Key protein targets and ligands in this article are hyperlinked to
corresponding entries in http://www.guidetopharmacology.
org, the common portal for data from the IUPHAR/BPS Guide
to PHARMACOLOGY [12], and are permanently archived in
the Concise Guide to PHARMACOLOGY 2017/18 [13].

Results

A total of 137 of the 308 patients developed some type of
grade III/IV toxicity. The most common severe adverse effects
observed were neutropenia (68 patients, 22%), asthenia (65
patients, 21%) and diarrhoea (55 patients, 18%). Twenty-
seven patients experienced severe nausea, nine patients
presented with severe mucositis, eight patients experienced
febrile neutropenia and two developed septic shock.

The frequencies of the genetic variants studied were con-
sistent with Hardy—-Weinberg equilibrium. For the UGT1A1
variants, we found 44.2% (*1/*1), 46.4% (*1/*28), 9.1%
(*28/*28) and 0.3% (*28/*37). The allelic frequency of
UGT1A1*28 was 32%, within the range reported in Spanish
populations [14]. The genotype frequencies for the
CYP3A4*20 variant were 99.7% (*1/*1) and 0.3% (*1/*20).

There was a clear association between the UGT1A1*28/
*28 genotype and the occurrence of severe diarrhoea
(P =0.002), neutropenia (P = 0.037) and asthenia (P = 0.041)
(Table 2). The presence of nausea or mucositis was not
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Table 2

Genetic biomarkers of irinotecan toxicity BICP

Associations between UGTTAT genotypes and grade llI-1V diarrhoea, neutropenia and asthenia

Genotype n (%)

*1/%28 143 (46.4%) 25 (17.5%)

*28/*37

1(0.32%) 0 (0%)

UGT1AT1, UDP-glucuronosyltransferase isoform 1A1

Diarrhoea (%)

Neutropenia (%) Asthenia (%)

34 (23.8%)

31 (21.7%)

1 (100%) 1 (100%)

“To perform the chi-square test, patients *28/*28 and *28/*37 were considered together

significantly associated with the UGT1A1*28/*28 genotype (P
=0.495 and P = 0.595, respectively).

The extremely rare UGTIA1 genotype *28/*37 was identi-
fied in one mCRC patient who received a reduced dose of
irinotecan monotherapy (150 mg m?) as a second-line treat-
ment. The patient developed grade IV neutropenia and fe-
brile neutropenia; neutropenic colitis was diagnosed and led
to lethal septic shock.

Thirty-eight out of 136 patients (28%) with a
UGT1A1*1/*1 genotype presented with severe diarrhoea
and/or neutropenia, despite the normal enzymatic activity
associated with this genotype. None of these patients
harboured the nonfunctional CYP3A4*20 allele. One
patient out of 308 carried the CYP3A4*20 variant. This
patient, with the UGTI1A1*1/*28 genotype, received the
FOLFIRI regimen as first-line treatment and cetuximab-
irinotecan as second-line treatment without any of the
toxicities assessed.

Discussion

We investigated the role of the CYP3A4*20 allele in mCRC
patients with a normal UGT1A1 genotype treated with an
irinotecan-containing regimen. We found that UGTIAI*37
and UGTI1A1*28 alleles were highly associated with severe
toxicity to irinotecan treatment, whereas the presence of
the CYP3A4*20 allele was not associated with toxicity in
our sample.

Patients harbouring the UGTI1A1*28/*28 genotype
(Gilbert’s syndrome) are at risk of severe irinotecan-induced
toxicity [2, 4]. Our findings confirmed this association, as
the presence of this genotype was statistically significant for
diarrhoea, neutropenia and asthenia (P = 0.002, P = 0.037
and P = 0.041, respectively). One patient who carried the in-
frequent UGT1A1*28/*37 genotype developed fatal toxicity,
despite the reduced doses of irinotecan administered. One
explanation for this could be that the additive effect of the
UGT1A1*37 allele reduces enzyme activity even more than
the UGT1A1*28 allele [15]. This case study reinforces the clin-
ical relevance of identifying such a low-frequency nonfunc-
tional variant before prescribing irinotecan. However,
further studies are needed in order to confirm the role of this
genetic variant in severe irinotecan-induced toxicity.

Several phenotypic studies have focused on the role of the
enzymatic activity of CYP3A4 in irinotecan-induced toxicity.
In 2008, Rouits et al. [16] estimated CYP3A4 activity from cor-
tisol biotransformation into 6p-hydroxycortisol. They found
that the level of cortisol 6B-hydroxylation predicted the oc-
currence of diarrhoea. Later, in 2010, van der Bol et al. [17]
conducted a randomized trial in which an irinotecan dose
of 350 mg m 2 was administered in the control group,
whereas the dose was calculated using an algorithm that con-
sidered midazolam clearance in the experimental group.
They found a significant reduction in the incidence of grades
III-IV neutropenia in the experimental group but no differ-
ences in grades III-IV diarrhoea [17]. Recently, Makihara
et al. [18] conducted a study to evaluate the influence of con-
comitant use of clarithromycin, a potent CYP3A4 inhibitor,
on irinotecan toxicity. The study did not identify an increase
in irinotecan-induced toxicity by coadministration of
clarithromycin [18]. To the best of our knowledge, to date,
only one genotypic study, performed in 177 Japanese cancer
patients, has evaluated the influence of variants in the
CYP3A4 gene on irinotecan-induced toxicity; no significant
association was found [8].

Recently, a frequency of 1.2% of the loss-of-function
CYP3A4*20 allele was described in a Spanish population
[9]. In the light of these data, and taking into account
the role of CYP3A4 in the metabolism of irinotecan, we hy-
pothesized that the presence of the CYP3A4*20 allele could
help to identify patients who will develop severe
irinotecan-induced toxicity despite having a normal
UGT1A1 genotype. We found one patient carrying the
CYP3A4*20 allele (0.3%), a frequency similar to that found
in a previous study recently performed by our group [19]
and lower than that reported previously by Apellaniz-Ruiz
et al. [9]. The only patient in our cohort who carried the
CYP3A4*20 variant was also heterozygous (*1/*28) for
UGTIAI. She did not experience any of the toxicities eval-
uated in our study. Our findings add uncertainty about the
effect of a loss-of-function CYP3A4 allele on severe
irinotecan-induced toxicity.
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Letter to the Editor

Comments on: “Clinical utility of ABCB1 genotyping for preventing toxicity in treatment with

irinotecan”
Dear Sir,

We read carefully the article entitled “Clinical utility of ABCBI
genotyping for preventing toxicity in treatment with irinotecan” by
Salvador-Martin et al, recently published in Pharmacological Research
[1]. The topic of the article is of high interest, as up to 36% of the
patients undergoing an irinotecan-containing regimen develop grade
3-4 toxicity [2]. The authors conclude that genotyping of ABCBI var-
iants could help to prevent severe adverse reactions to irinotecan-based
treatments in colorectal cancer. However, no association between
UGTIA1 and severe irinotecan-induced toxicity was found in their
study. As contradictory results have been reported in other studies, they
suggest a meta-analysis as a way to clarify these discrepant findings.

UGTI1A1 is the best pharmacogenetic biomarker with a recognized
role in preventing severe irinotecan-induced toxicity. As a matter of
fact, the FDA-approved drug label for irinotecan states that patients
homozygous for the UGT1A1%*28 allele are at higher risk of neutropenia
[3]. In 2007, a meta-analysis of nine studies including a variety of ir-
inotecan-containing regimens demonstrated that the UGT1A1*28 gen-
otype-based dosing of irinotecan is likely to improve safety of patients
on high doses of irinotecan (> 250 mg/mz) but not in those on low
doses (< 150 mg/mz) [4]. This argument is used to justify the lack of
utility of upfront UGT1A1l screening and UGT1Al-guided dose in-
dividualization of irinotecan at the recommended dose of 180 mg/m>
when co-administered with infusional 5-fluorouracil/leucovorin (FOL-
FIRI regimen). However, in 2011, a phase I-IV dose-finding trial con-
firmed that in patients with the UGT1A1*28 homozygous genotype the
maximum tolerated dose was 30% lower than the standard dose of
180 mg/m? [5]. In the study performed by Salvador-Martin et al, this
genetic variation does not comply with Hardy-Weinberg equilibrium
(P < 0.05), therefore the subgroup of UGT1A1*28/*28 patients, which
are the most likely to develop severe irinotecan-induced toxicity, are
underrepresented in their sample. It is worth mentioning this limita-
tion, as a meta-analysis that would have included this study could have
been underestimated the effect of UGT1A1 genotype upon irinotecan-
induce toxicity.

In conclusion, we consider that the results showed by Salvador-
Martin et al are not strong enough to discard the role of UGT1A1*28 as
a biomarker of severe toxicity to irinotecan treatment.
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Irinotecan is widely used in the treatment of metastatic colorectal cancer (MCRC) despite
its severe toxicities. Toxicity is often associated with the UGT1A7*28/*28 genotype. An
explanation for idiopathic toxicity beyond the UGT1AT biomarker, however, remains a
major concern for clinicians. One of the main irinotecan transporters is P-glycoprotein (P-
gp), which is a hepatic efflux pump encoded by ABCBT. P-gp is involved in the biliary
excretion of irinotecan and its active metabolite SN-38. We aimed to assess whether
functional variants in ABCB1 also contribute to identifying patients at risk of toxicity. A
cohort of 308 mMCRC patients treated with irinotecan-based regimens were genotyped for
polymorphisms in ABCB1 (rs1128503, rs2032582, and rs1045642). The effect of these
variants and their haplotypes on irinotecan-induced severe toxicity (diarrhea, neutropenia,
asthenia, nausea, and mucositis) was assessed. After adjusting for the relevant clinical and
pathological parameters in the multivariate analysis, we found rs1128503 was significantly
associated with severe diarrhea and mucositis (P=0.014 and P=0.002, respectively).
Additionally, rs2032582 was associated with severe mucositis (P<0.001). Our results
show that rs1128503 genotyping could help to predict severe gastrointestinal toxicity
induced by irinotecan.

Keywords: ABCB1, P-glycoprotein, irinotecan (CPT-11), gastrointestinal toxicity, diarrhea, mucositis, biomarker,
colorectal cancer
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INTRODUCTION

Irinotecan (CPT-11) is an antitumor agent that is broadly used in
metastatic colorectal cancer (mCRC) patients and normally co-
administered with infusional 5-fluorouracil/leucovorin (FOLFIRI
regimen). Its use is hampered by toxicities such as severe diarrhea
and neutropenia in more than one-third of the patients (Fuchs
et al., 2003).

In the liver, CPT-11 is converted to 7-ethyl-10-hydroxy-
camptothecin (SN-38), which is responsible for both the efficacy
and the toxicity of the drug. SN-38 is mainly eliminated through
glucuronidation by the uridine 5’-diphospho-(UDP)-
glucuronosyltransferase (UGT) isoform 1A1, which is encoded by
the UGT1AI gene. The presence of seven TA repeats (UGT1A1*28
allele) in the promoter region of this gene reduces enzymatic activity
(Bosma etal., 1995) and patients homozygous for this variant have a
higher risk of irinotecan-induced toxicity (Innocenti et al., 2004;
Marcuello et al,, 2004; Rouits et al., 2004; Riera et al,, 2018).
However, UGTIAI genetic status does not always explain severe
toxicity, suggesting that other mechanisms contribute to the
appearance of side effects.

An ATP-powered pump encoded by the ABCBI gene, P-
glycoprotein (P-gp), participates in the biliary excretion of CPT-
11 and SN-38. The enhancement of P-gp expression increases
biliary secretion of SN-38 and reduces its plasma concentrations,
conferring a higher risk of intestinal toxicity but a lower risk of
neutropenia (Iyer et al., 2002; Mathijssen et al., 2003; Han et al,,
2009; Filipski et al., 2014; Li et al., 2018). The most well-known
ABCBI variants, rs1128503 (1236 C>T), rs2032582 (2677 G>T/A),
and rs1045642 (3435 C>T), modulate P-gp expression (Hoffmeyer
et al., 2000; Haenisch et al., 2007), CPT-11 and SN-38 plasma
concentrations, and renal clearance (Mathijssen et al., 2003; Sai
etal., 2003). However, the influence of these variants on irinotecan-
induced severe toxicity remains inconclusive (Han et al., 2007;
Innocenti et al., 2009; Glimelius et al., 2011; Teft et al., 2015; Li et al.,
2018; Salvador-Martin et al., 2018).

Based on the relevance of P-gp on irinotecan pharmacokinetics,
we conducted a study in a cohort of mCRC patients treated with an
irinotecan-containing therapy in whom the UGTIAI gene had
previously been analyzed. The aim was to elucidate whether the
aforementioned ABCBI variants could also help to identify patients
who develop severe irinotecan-induced toxicity.

MATERIAL AND METHODS
Study Population

We retrospectively included patients from Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau (HSCSP, Barcelona, Spain) who were diagnosed
between 2001 and 2016 with mCRC and treated with an
irinotecan-containing regimen. All patients had an Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status <2
and age > 18. Irinotecan-containing regimens were biweekly
FOLFIRI (irinotecan 180 mg/m®), irinotecan in monotherapy
every 3 weeks (350 mg/m’, except for one patient with the
UGT1A1*28/*37 genotype who received a reduced dose of 150
mg/m?), and other regimens containing irinotecan (irinotecan

125-350 mg/m?). We excluded those patients without available
germline DNA or without all the toxicities properly collected.
The toxicities assessed were diarrhea, neutropenia, asthenia, nausea,
and mucositis. For each side-effect, we recorded the highest grade of
toxicity experienced by each patient. Toxicities were graded (1 to 4)
on the basis of the Common Terminology Criteria for Adverse
Events v5.0 (CTCAE) of the National Cancer Institute. Grade 3 to 4
toxicities were considered severe toxicities. The study was approved
by the Institutional Ethics Committee at HSCSP and written
informed consent was obtained from all participants.

Genotyping

Germline DNA was extracted from blood cells by the salting-out
procedure (Miller et al., 1988). Three functional ABCBI gene
polymorphisms, rs1128503 (1236 C>T), rs2032582 (2677 G>T/
A), and rs1045642 (3435 C>T), were genotyped using TagMan
PCR assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Due to
the rs2032582 triallelic condition, two probes (C_11711720C_30
and C_11711720D_40) were needed to genotype this variant.
The other probes used were C_7586662_10 for rs11128503, and
C_7586657_20 for rs1045642. Genotyping was performed on a
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Statistics

Allele frequencies for each single nucleotide polymorphism (SNP)
were checked by direct counting and compared to published data
(1000 Genomes Project Consortium et al., 2015). Genotype data
were tested for Hardy-Weinberg equilibrium using chi-squared
tests. The triallelic condition of the rs2032582 variant results in
six possible genotypes (GG, GT, GA, TT, TA, and AA). To
simplify the statistical analyses, we combined patients with GT or
GA genotypes, and also patients with TT, TA, or AA genotypes.
For haplotype analysis, GA, TA, and AA patients were excluded,
as PLINK removes triallelic SNP genotype calls. We performed
phased haplotype analyses (using the E-M algorithm) including
the three ABCBI variants or using the window option for diplotype
analyses. Associations between toxicities and genetic variants/
haplotypes were measured using chi-squared tests. Multivariate
analyses were carried out, including sex, age, chemotherapy
treatment, line of chemotherapy, and UGT1AI and ABCBI
genotypes. P-values <0.05 were considered statistically significant.
Bonferroni correction for multiple comparisons was applied (P-
values <2.4-10~%). All statistical analyses were conducted using SPSS
(v25.0, IBM) and PLINK (v1.07, Shaun Purcell).

RESULTS

Patient Population

We studied a total of 308 patients. Most patients (n=283) were
treated with irinotecan in combination with 5-fluorouracil and
leucovorin (FOLFIRI). A total of 176 patients had been enrolled
in clinical trials (Marcuello et al., 2011; Paez et al., 2019). The
presence of the UGT1AI*28, UGT1A1*37, and UGTIAI*36
alleles was determined in a previous study (Riera et al., 2018).
Table 1 shows patients’ clinical characteristics along with
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UGT1IAI genotype status. Supplementary Table 1 shows toxicity
grades according to CTCAE v5.0.

Genetic Studies

Allelic frequencies for all polymorphisms were within the
probability limits of Hardy-Weinberg equilibrium (P>0.05),
and their minor allele frequencies were in accordance with
European population frequencies reported in the 1000
Genomes Project (1000 Genomes Project Consortium et al.,
2015). Genotyping was successful in 307 patients (99.7%).

Associations Between ABCB1 Variants and Severe
Side Effects

In the univariate analysis, we found no significant associations
between the tested ABCBI variants and the presence of irinotecan-

TABLE 1 | Baseline patient characteristics (n=308).

n %

Sex

Male 194 63.0%

Female 114 37.0%
Age

Mean 63

Range 24-83
Primary tumor site

Right colon 76 24.7%

Left colon 232 75.3%
Chemotherapy treatment

FOLFIRI 283 91.9%

Irinotecan monotherapy 13 4.2%

Other irinotecan combinations 12 3.9%
Line of chemotherapy

First line 244 79.2%

> Second line 64 20.8%
UGT1A1 genotype

UGT1AT *1/*1 136 44.2%

UGT1A1 *1/%28 143 46.4%

UGT1A1 *28/*28 28 9.1%

UGT1A1 *28/*37 1 0.3%

FOLFIRI, combination of irinotecan, 5-fluorouracil, and leucovorin, UGT1A1, uridine 5'-
diphospho-(UDP)-glucuronosyltransferase (UGT) isoform 1A1

induced side effects. In the multivariate analysis, rs1128503 was
significantly associated with severe diarrhea and mucositis (P=0.014
and P=0.002, respectively). Patients harboring the CC genotype for
rs1128503 presented a higher prevalence of severe diarrhea and
mucositis than those with CT and TT genotypes (Figure 1). In
addition, rs2032582 was associated with severe mucositis
(P=0.0001). This association retained its significance after
Bonferroni correction. Table 2 shows the genotyping distributions
and associations between the three polymorphisms and the toxicities
assessed. When analyzing gene interactions, we found no significant
interactions between the UGT1AI and the ABCBI variants tested.

Associations Between ABCB1 Haplotypes and
Severe Side Effects

In the univariate analysis, we found that the diplotypes
rs1045642T-rs1128503C (frequency=10.5%) and rs1128503C-
rs2032582T (frequency=1.9%) were associated with a higher
risk of diarrhea (P=0.034 and P=0.002, respectively). The
rs1128503C-rs2032582T diplotype was also associated with a
higher risk of mucositis (P=3.8-10"%), asthenia (P=0.043), and
nausea (P=0.034). The association with mucositis remained
statistically significant after applying Bonferroni test.

In the multivariate analysis, the associations of both diplotypes
with diarrhea remained significant (P=0.035 for rs1045642T-
rs1128503C and P=0.005 for rs1128503C-rs2032582T). The
associations of the diplotype rs1128503C-rs2032582T with
mucositis and nausea also retained their significance after
multivariate adjustments (P=0.00018 and P=0.049, respectively),
but only the association with mucositis retained its significance after
Bonferroni correction. No other associations between ABCBI
diplotypes and the occurrence of severe side effects were found.
These results are shown in the Supplementary Table 2.

The haplotype analyses considering the three ABCBI gene
variants (rs1128503-rs2032582-rs1045642) identified seven of
the eight possible haplotypes in our cohort of patients. The
most frequent haplotypes were CGC and TTT, with a prevalence
of 47.5% (n=282) and 37.4% (n=222), respectively (Table 3). In
contrast, the haplotype CTC was rare (0.3%) and the TGT
haplotype was not harbored by any patient.
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FIGURE 1 | Association between rs1128503 genotype and irinotecan-induced gastrointestinal severe toxicities [(A) diarrhea; (B) mucositis)].
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TABLE 2 | Univariate and multivariate associations between ABCB1 genotypes and grade 3—4 toxicities.

Genotype n (%) Diarrhea, n (%)
rs1128503 (1236 C>T)
cC 107 (34.9%) 22 (20.6%)
CT 145 (47.2%) 24 (16.6%)
TT 55 (17.9%) 9 (16.4 %)
P-value (univariate analysis) P =0.676
P-value (multivariate analysis) P =0.014
rs2032582 (2677 G>T/A)
GG 102 (33.2%) 8 (17.7%)
GT 144 (46.9%)
GA 7 (2.3%)
GT+GA 26 (17.2%)
TT 51 (16.6%)
TA 3 (1.0%)
TT+TA 1(20.4%)
P-value (univariate analysis) P =0.871
P-value (multivariate analysis) P =0.095
rs1045642 (3435 C>T)
cC 90 (29.3%) 5 (16.7%)
CT 149 (48.5%) 25 (16.8%)
TT 68 (22.2%) 15 (22.1%)
P-value (univariate analysis) P =0.600
P-value (multivariate analysis) P =0.197

Neutropenia, n (%)

Asthenia, n (%) Nausea, n (%) Mucositis, n (%)

29 (27.1%) 4 (22.49%) 0 (9.4%) 5 (4.7%)
27 (18.6%) 9 (20.0%) 1 (7.6%) 4 (2.8%)
1 (20.0%) 1 (20.0%) 6 (10.9%) 0 (0%)
P =0.256 P =0.883 P=0.737 P=0.245
P =0.990 P =0.236 P=0615 P = 0.002
28 (27.5%) 20 (19.6%) 8 (7.8%) 2 (2.0%)
28 (18.5%) 33 (21.9%) 4 (9.3%) 5 (3.3%)
1 (20.4%) 1 (20.4%) 5 (9.3%) 2 (3.7%)
P=0.233 P =0.907 P=0917 P=0.768
P=0213 P =0.586 P=0.713 P = 0.0001°
24 (26.7%) 6(17.8%) 6 (6.7%) 3 (3.3%)
27 (18.1%) 4 (22.8%) 15 (10.1%) 6 (4.0%)
16 (23.5%) 14 (20.6%) 6 (8.8%) 0 (0%)
P=0.279 P=0.648 P =0.667 P =0.255
P =0.207 P =0.240 P =0.659 P=0.352

The bold values indicate the statistically significant P-values (P < 0.05).
aSignificant after Bonferroni correction (P < 2.4-107%).
ABCB1, ATP binding cassette subfamily B member 1.

In the univariate analysis, the CTT haplotype (frequency=
1.5%) was significantly associated with a higher risk of severe
diarrhea, mucositis, asthenia, and nausea (P=0.005, P=8.8-10"°,
P=0.015, and P=0.014, respectively). These associations
retained their significance after multivariate adjustments
(P=0.012, P=0.002, P=0.047, and P=0.029, respectively) (see
Table 3). Only the association with mucositis in the univariate
analysis remained statistically significant after applying the
Bonferroni test.

DISCUSSION

This study shows the ABCBI rs1128503 variant is a promising
predictor of irinotecan-induced severe gastrointestinal toxicity,
in particular diarrhea and mucositis. This result is reinforced by
the significant associations found between the diplotypes and
haplotypes containing the rs1128503-C allele and the referred
toxicities. The rs2032582 variant also appears to be associated
with severe mucositis.

Irinotecan-induced toxicities, the most common being
neutropenia and diarrhea, usually lead to dose reduction or
treatment withdrawal (Douillard et al., 2000). The Food and
Drug Administration (FDA) drug label for irinotecan includes
therapeutic recommendations for UGTI1AI1*28 homozygous
patients to reduce the risk of developing neutropenia [Irinotecan
(CAMPTOSAR) drug label. Food and Drug Administration.
(Accession date: 24/02/2020)]. However, no recommendations
are given to reduce the likelihood of irinotecan-induced severe
gastrointestinal toxicity. The variability observed in the
development of toxicity in clinical practice suggests that other
polymorphisms or haplotypes could be involved. A growing body

of evidence shows that variants in CPT-11 transporter genes could
be helpful to identify patients at risk of severe side effects (Innocenti
et al,, 2009; Chen et al., 2015; Teft et al., 2015). ABCBI gene is one
of the most promising candidates, considering the relevance of the
P-gp on the biliary secretion of irinotecan and its metabolites from
the liver (Iyer et al, 2002). Great attention has been paid to
rs1128503 (1236 C>T), rs2032582 (2677 G>T/A), and rs1045642
(3435 C>T), variants found to be in strong linkage disequilibrium
and associated with drug exposure (Mathijssen et al., 2003; Han
et al., 2007; Li et al., 2018).

Rhodes et al. analyzed 11 polymorphisms in 54 patients with
metastatic colorectal cancer, and reported significant associations
with grade 3-4 toxicity and grade 3-4 neutropenia when combining
ABCBI, C1236T, and SLCOIBI T521C polymorphisms (Rhodes
et al,, 2007). More recently, Salvador-Martin et al. analyzed the
association between variants in ABC efflux transporter genes and
irinotecan adverse effects, and found that the ABCBI variants were
significantly associated with overall toxicity (P<0.01) and with
higher hematological toxicity including, but not limited to,
neutropenia (P<0.01) (Salvador-Martin et al, 2018). However,
other studies conducted in mCRC patients treated with irinotecan
in whom ABCBI variants were analyzed did not show significant
associations with severe neutropenia (De Mattia et al., 2013; Chen
etal, 2015; Teft et al., 2015; Yan et al., 2016). Our findings support
these negative results as we found no associations with severe
neutropenia in the 307 patients analyzed. These data, together
with the significant association obtained with the UGTIA1*28
marker (P = 0.037) in a previous study by our group (Riera et al,,
2018),lead us to infer that UGT1A1 is a more powerful predictor of
severe neutropenia than ABCBI.

Few studies have analyzed ABCBI variants as determinants of
gastrointestinal toxicity in mCRC patients treated with
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TABLE 3 | Univariate and multivariate associations between ABCB1 haplotypes and grade 3-4 toxicities.

Haplotype (rs1128503-rs2032582-rs1045642)*

TTT (n=222) TTC (n=13) CTT (n=9) TGC (n=16) CGT (n=50) CGC (n=282)
Diarrhoea Unaffected (n=485) 185 (38.1%) 10 (2.1%) 4 (0.8%) 15 (3.1%) 38 (7.8%) 233 (48.0%)
Affected (n=107) 37 (34.6%) 3 (2.8%) 5 (4.7%) 1(0.9%) 12 (11.2%) 49 (45.8%)
P-value (univariate analysis) 0.511 0.703 0.005 0.213 0.256 0.680
P-value (multivariate analysis) 0.459 0.888 0.012 0.193 0.306 0.791
Neutropenia Unaffected (n=458) 179 (39.1%) 10 (2.2%) 5(1.1%) 13 (2.8%) 38 (8.3%) 213 (46.5%)
Affected (n=134) 43 (32.1%) 3(2.2%) 4 (3.0%) 3 (2.2%) 12 (9.0%) 69 (51.5%)
P-value (univariate analysis) 0.151 0.963 0.140 0.708 0.812 0.303
P-value (multivariate analysis) 0.122 0.631 0.234 0.815 0.361 0.408
Asthenia Unaffected (n=468) 176 (37.6%) 12 (2.6%) 4 (0.9%) 13 (2.8%) 40 (8.5%) 223 (47.6%)
Affected (n=124) 46 (37.1%) 1(0.8%) 5 (4.0%) 3 (2.4%) 10 (8.1%) 59 (47.6%)
P-value (univariate analysis) 0.935 0.246 0.015 0.829 0.901 0.984
P-value (multivariate analysis) 0.975 0.208 0.047 0.979 0.765 0.777
Nausea Unaffected (n=538) 201 (37.4%) 13 (2.4%) 6 (1.1%) 14 (2.6%) 47 (8.7%) 257 (47.8%)
Affected (n=54) 21 (38.9%) 0 (0%) 3 (5.6%) 2 (3.7%) 3 (5.6%) 25 (46.3%)
P-value (univariate analysis) 0.812 0.263 0.014 0.633 0.447 0.832
P-value (multivariate analysis) 0.799 0.708 0.029 0.753 0.427 0.866
Mucositis Unaffected (n=579) 219 (387.8%) 13 (2.2%) 7 (1.2%) 16 (2.8%) 50 (8.6%) 274 (47.3%)
Affected (n=13) 3 (23.1%) 0 (0%) 2 (15.4%) 0 (0%) 0 (0%) 8 (61.5%)
P-value (univariate analysis) 0.214 0.906 8.8-107°2 0.541 0.302 0.353
P-value (multivariate analysis) 0.251 0.921 0.002 0.998 0.458 0.733

*The haplotype CTC was present in two patients. Due to its low frequency, it was excluded from the statistical analysis. The haplotype TGT was not harbored by any patient.

aSignificant after Bonferroni correction (P < 2.4-10°%).
The bold values indicate the statistically significant P-values (P < 0.05).
ABCB1, ATP binding cassette subfamily B member 1.

irinotecan, and most of them produced negative results (De
Mattia et al., 2013; Chen et al., 2015; Teft et al., 2015; Yan et al,,
2016; Salvador-Martin et al., 2018). Nevertheless, in a cohort of
56 mCRC patients receiving an irinotecan-based treatment,
Cortejoso et al. found that patients with the CC genotype for
the rs1045642 variant had a higher probability of diarrhea than
patients with CT and TT genotypes (P=0.039) (Cortejoso, et al.,
2013). In line with this study, and after adjusting for
clinicopathological covariates and the UGT1AI*28 genotype in
a larger sample, we found that patients with the CC genotype for
the ABCBI rs1128503 variant were at highest risk of diarrhea
(P=0.014) and mucositis (P=0.002). Furthermore, diplotypes and
haplotypes including the rs1128503-C allele were significantly
associated with severe gastrointestinal toxicity, suggesting this
allele contributes to the risk of toxicity. Of note, Mathijssen et al.
reported that patients homozygous for the rs1128503-T allele
showed greater exposure to both irinotecan (P=0.038) and SN-38
(P=0.031) than the other patients in the trial (Mathijssen et al.,
2003). They also postulated that this synonymous variant could
alter RNA stability and affect the expression of ABCB1. Thus, in
keeping with our findings, we speculate that patients carrying the
TT genotype may present less biliary excretion and a lower risk
of gastrointestinal toxicity.

In an attempt to improve the pharmacogenetic prediction of
irinotecan-induced severe toxicity, we focused our study on the
three most informative ABCBI variants. Although this approach
allowed us to achieve a higher statistical power, it has the
limitation of losing the genetic effect of other variants located
in the ABCBI gene or in other hepatic efflux transporters, such as
ABCC2 or ABCG2. A second limitation of our study could be the

similar side-effect profile of 5-fluorouracil and irinotecan.
However, the ABCBI1 transporter has not been found to be
involved in the pharmacokinetics of 5-fluorouracil, suggesting
that the associations observed are likely due to irinotecan effects.
A third limitation is that we did not record whether toxicity
appeared in the first or later cycles or whether diarrhea was early-
onset or delayed. Neither did we record the prophylactic anti-
diarrheal agents received by each patient. Taken together, these
data would have been useful to interpret the results. Finally, the
associations found in this study should be considered
exploratory because only the results with a P<0.001 survived
Bonferroni correction for multiple comparisons. We note,
however, that the Bonferroni correction was too conservative
as the ABCBI variants were in linkage disequilibrium and the
procedure ignored the dependencies between these variants. This
limitation could be overcome by validating our findings in a
similar and independent cohort of patients, and also by
performing functional studies.

In conclusion, our findings in a large and homogeneous cohort
of mCRC patients show that rs1128503 and the diplotypes/
haplotypes containing the C allele of this variant could be useful
predictors of irinotecan-induced severe gastrointestinal toxicity.
Further studies are needed to increase evidence regarding the utility
of the rs1128503 variant in clinical practice.
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Supplementary table 1. Prevalence and grade of the toxicities assessed according to CTCAE (n=308)

Toxicity Grade 0, n (%) Grade 1, n (%) Grade 2, n (%) Grade 3, n (%) Grade 4, n (%)
Diarrhea 131 (42.5%) 58 (18.8%) 64 (20.8%) 52 (16.9%) 3 (1.0%)
Neutropenia 150 (48.7%) 20 (6.5%) 70 (22.7%) 57 (18.5%) 11 (3.6%)
Asthenia 108 (35.1%) 45 (14.6%) 90 (29.2%) 61 (19.8%) 4 (1.3%)
Nausea 170 (55.2%) 41 (13.3%) 70 (22.7%) 27 (8.8%) 0 (0%)
Mucositis 214 (69.5%) 44 (14.3%) 41 (13.3%) 9 (2.9%) 0 (0%)

Abbreviations: CTCAE, Common Terminology Criteria for Adverse Events (v5.0)

116




ARTICLE 4

Supplementary table 2. Univariate and multivariate associations between ABCB1 diplotypes and grade IlI-IV toxicities

rs1045642-rs1128503

rs1128503-rs2032582

T CcT TC cC T CcT TG CG
(n=219) (n=32) (n=62) (n=281) (n=235) (n=11) (n=16) (n=332)
Unaffected (n=486) 182 (37.4%) | 28 (5.8%) | 45(9.3%) 231 (47.5%) | 195 (40.1%) 5(1.0%) | 15(3.1%) | 271 (55.8%)
Diarrhea Affected (n=108) 37 (34.3%) 4(3.7%) | 17 (15.7%) 50 (46.3%) 40 (37.0%) 6 (5.6%) 1(0.9%) 61 (56.5%)
P-value (univariate analysis) 0.482 0.497 0.034 0.756 0.553 0.002 0.210 0.892
P-value (multivariate analysis) 0.464 0.317 0.035 0.932 0.498 0.005 0.193 0.781
Unaffected (n=460) 176 (38.3%) | 26 (5.7%) | 46 (10.0%) | 212 (46.1%) | 189 (41.1%) 7(1.5%) | 13(2.8%) | 251 (54.6%)
Neutropenia Affected (n=134) 43 (32.1%) 6(4.5%) | 16(11.9%) 69 (51.5%) 46 (34.3%) 4 (3.0%) 3(2.2%) 81 (60.4%)
P-value (univariate analysis) 0.163 0.741 0.429 0.311 0.159 0.269 0.712 0.228
P-value (multivariate analysis) 0.125 0.812 0.174 0.428 0.097 0.358 0.815 0.192
Unaffected (n=470) 174 (37.0%) | 27 (5.7%) | 46 (9.8%) 223 (47.4%) | 188 (40.0%) 6(1.3%) | 13(2.8%) | 263 (56.0%)
Asthenia Affected (n=124) 45 (36.3%) 5(4.0%) | 16(12.9%) 58 (46.8%) 47 (37.9%) 5(4.0%) 3(2.4%) 69 (55.6%)
P-value (univariate analysis) 0.944 0.358 0.378 0.955 0.671 0.043 0.832 0.950
P-value (multivariate analysis) 0.984 0.356 0.215 0.743 0.704 0.083 0.979 0.896
Unaffected (n=540) 198 (36.7%) | 30(5.6%) | 56 (10.4%) | 256 (47.4%) | 214 (39.6%) | 8(1.5%) | 14(2.6%) | 304 (56.3%)
Nausea Affected (n=54) 21 (38.9%) 2 (3.7%) 6 (11.1%) 25 (46.3%) 21 (38.9%) 3 (5.6%) 2 (3.7%) 28 (51.9%)
P-value (univariate analysis) 0.807 0.684 0.770 0.817 0.916 0.034 0.631 0.531
P-value (multivariate analysis) 0.804 0.628 0.764 0.846 0.931 0.049 0.753 0.558
Unaffected (n=580) 216 (37.2%) | 32(5.5%) | 60(10.3%) | 272 (46.9%) | 232(40.0%) | 8(1.4%) | 16(2.8%) | 324 (55.9%)
Mucositis Affected (n=14) 3 (21.4%) 0 (0%) 2 (14.3%) 9 (64.3%) 3 (21.4%) 3 (21.4%) 0 (0%) 8 (57.1%)
P-value (univariate analysis) 0.207 0.427 0.579 0.215 0.160 3.8-10%° 0.529 0.924
P-value (multivariate analysis) 0.299 0.620 0.524 0.374 0.251 0.00018° 0.998 0.815
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rs2032582-rs1045642

T GT TC GC
(n=230) (n=51) (n=16) (n=297)

Unaffected (n=486) 188 (38.7%) 39 (8.0%) 12 (2.5%) 247 (50.8%)

Diarrhea Affected (n=108) 42 (38.9%) 12 (11.1%) 4(3.7%) 50 (46.3%)
P-value (univariate analysis) 0.992 0.279 0.426 0.379
P-value (multivariate analysis) 0.991 0.318 0.528 0.472

Unaffected (n=460) 183 (39.8%) 39 (8.5%) 13 (2.8%) 225 (48.9%)

Neutropenia Affected (n=134) 47 (35.1%) 12 (9.0%) 3(2.2%) 72 (53.7%)
P-value (univariate analysis) 0.310 0.820 0.786 0.342
P-value (multivariate analysis) 0.229 0.372 0.517 0.367

Unaffected (n=470) 179 (38.1%) 41 (8.7%) 15 (3.2%) 235 (50.0%)

Asthenia Affected (n=124) 51 (41.1%) 10 (8.1%) 1(0.8%) 62 (50.0%)
P-value (univariate analysis) 0.570 0.886 0.197 0.960
P-value (multivariate analysis) 0.553 0.785 0.176 0.793

Unaffected (n=540) 206 (38.1%) 48 (8.9%) 16 (3.0%) 270 (50.0%)

Nausea Affected (n=54) 24 (44.4%) 3 (5.6%) 0 (0%) 27 (50.0%)
P-value (univariate analysis) 0.384 0.442 0.246 0.972
P-value (multivariate analysis) 0.381 0.419 0.486 0.957

Unaffected (n=580) 225 (38.8%) 51 (8.8%) 15 (2.6%) 289 (49.8%)

Mucositis Affected (n=14) 5 (35.7%) 0 (0%) 1(7.1%) 8 (57.1%)
P-value (univariate analysis) 0.798 0.263 0.274 0.603
P-value (multivariate analysis) 0.993 0.619 0.224 0.841

The bold values indicate the statistically significant P-values (P<0.05). Abbreviations: ABCB1, ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1.
Er ) . . -4
Significant after Bonferroni correction (P<2.4-107).
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Pharmacogenetic clinical randomised phase II trial to evaluate
the efficacy and safety of FOLFIRI with high-dose irinotecan
(HD-FOLFIRI) in metastatic colorectal cancer patients
according to their UGTIA I genotype

David Paez'?, Maria TobeRa', Julen Fernandez-Plana®, Ana Sebio', Anna C. Virgili'*, Llufs Cirera®, Agusti Barnadas’, Pau Riera>®,
Ivana Sullivan' and Juliana Salazar>®

BACKGROUND: Patients harbouring the UGT1A1*28/*28 genotype are at risk of severe toxicity with the standard irinotecan dose.
However, this dose is considerably lower than the dose that can be tolerated by UGT1A7*1/*1 and *1/*28 patients. This randomised
phase Il trial evaluated the efficacy and safety of the FOLFIRI regimen with high-dose irinotecan (HD-FOLFIRI) in metastatic
colorectal cancer patients.

METHODS: Eighty-two patients with the UGTTAT*1/*1 or the *1/*28 genotype were randomised to receive HD-FOLFIRI versus
FOLFIRI. Patients with the UGT1A1*28/*28 genotype were excluded. In the experimental group, the irinotecan dose was 300 mg/m?
for UGT1AT*1/*1 and 260 mg/m? for *1/*28 patients. In the control group, the dose was 180 mg/m®. We analysed the overall
response rate (ORR), toxicity, and survival.

RESULTS: The ORR was significantly higher in the HD-FOLFIRI group (67.5 versus 43.6%; p = 0.001 OR: 1.73 [95% Cl:1.03-2.93]).
Neutropenia (17.7%), diarrhoea (5.1%), and asthenia (5.1%) were the most common grade 3-4 toxicity. No differences were
observed in severe toxicity (22.5% versus 20.5%), dose reduction (22.5% versus 28.2%), or prophylactic G-CSF (17.5% versus 12.8%).
No difference in survival was found.

CONCLUSIONS: Patients with the UGTTAT*1/*1 and *1/*28 genotypes can receive high doses of irinotecan to achieve a more

favourable ORR without significant adverse events.

British Journal of Cancer (2019) 120:190-195; https://doi.org/10.1038/s41416-018-0348-7

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is the second most frequent neoplasm in
industrialised countries. Worldwide, it is the fourth deadliest type
of cancer. At initial diagnosis, around 30% of patients have
inoperable or metastatic disease, and >50% of patients will receive
chemotherapy at some stage of the disease."? Current cytotoxic
agents are fluoropyrimidine-based regimens in combination with
oxaliplatin or irinotecan.?

Irinotecan (CPT11) inhibits topoisomerase |, an enzyme needed
to separate the DNA double helix during replication and
transcription.” This inhibition leads to cell death and is the basis
of its antineoplastic effect. Irinotecan is converted to an active
metabolite, 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin (SN-38) by a carbox-
ylesterase, and finally metabolised through the action of uridine
diphosphate glucuronosyltransferase (UGT) enzymes. The predo-
minant enzyme is UGT1A1, the enzyme that conjugates bilirubin.’
In the promoter region of the UGTIAT gene, an extra TA
dinucleotide characterises the genotype associated with Gilbert's

syndrome (chronic non-conjugated hyperbilirubinemia due to
reduced UGT1A1 activity). The presence of this polymorphism
(TA7) results in the UGT1A7*28 variant allele instead of the
dominant allele of 6 TA repeats (UGT1A7*1). Patients who are
homozygous for this variant (UGT1A7*28/*28) have less enzymatic
activity and are predisposed to develop myelosuppression and
severe diarrhoea when treated with irinotecan.®'> Premature
drug suspension and dose reduction as well as administration
delays due to toxicity can decrease antitumour activity. Therefore,
serious toxicity rates that decrease survival can be anticipated
through genetic analysis of patients prior to treatment, thereby
optimising and personalising irinotecan dosing. The United States
of America Food and Drug Administration recognises the
importance of UGTIAT pharmacogenetics in predicting toxicity
to irinotecan and describes the association between reduced
enzymatic activity of the UGTTA7*28 allele and neutropenia after
drug administration in their summary of product characteristics.
The recommendation is to reduce the dose of irinotecan in
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homozygous patients.'> Despite the good will of this recommen-
dation, however, the exact dose reduction needed to limit drug
toxicity is not specified for *28/*28 patients.

In a previous study (EC07/90232), we classified patients with
metastatic CRC (mCRC) treated with first-line chemotherapy
(FOLFIRI regimen) according to their UGTTAT genotype. The goal
was to predict, diminish, and/or avoid toxicity and improve the
therapeutic effect of chemotherapy. This optimisation was
based on administering different doses depending on the
genotype of the UGTIAT gene. The results showed that the
recommended dose of irinotecan within the FOLFIRI regimen
(180 mg/m?) was considerably lower than the dose tolerated by
UGTIAT*1/*1 and *1/*28 patients.'® These findings validated the
results reported by an ltalian group who performed a clinical
phase | irinotecan dose-escalation trial according to the UGT1AT
genotype in mCRC patients treated with FOLFIRL'> Based on
these two studies, it has been proposed to individualise
irinotecan dosing according to the UGTTAT status so as to
optimise treatment efficacy and tolerability. However, whether
genotype-driven dosing will lead to differences in outcome has
yet to be tested prospectively. For these reasons, the main
objectives of the present randomised phase Il trial were to
evaluate the efficacy and safety of the FOLFIRI regimen with
high-dose irinotecan (HD-FOLFIRI) in mCRC patients with a
favourable UGTTAT genotype (homozygous wild type *1/*1 and
heterozygous *1/*28), while excluding patients genetically at
risk for toxicity (¥28/%28).

METHODS

Study design

This randomised, multicentre, open-label, non-blinded phase I
study was conducted in three hospitals in Spain: Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau, Barcelona; Hospital Universitario Mutua
Terrassa, Terrassa; and Hospital de Matar6, Mataré, Barcelona. The
protocol was approved by the institutional review board at each
participating centre. All patients signed a written informed
consent form before entering the study. The clinicaltrials.gov
identifier was NCT01639326.

Patient eligibility

Patients with histologically confirmed diagnosis of mCRC and
measurable disease defined via RECIST (Response Evaluation
Criteria in Solid Tumour; version 1.1) were enrolled. Eligibility
criteria  were: UGTIAT*1/¥1 or *1/*28 genotypes, no prior
chemotherapy for metastatic disease, age >18-<76 years, The
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance
status of 0 or 1, absolute neutrophil count >1500/ul, platelets
>100,000/ul, creatinine clearance <1.5x the upper limit of normal
(ULN), alanine transaminase and aspartate aminotransferase <2.5x
the ULN (< 5% the ULN in the presence of liver metastases), and
total serum bilirubin <1.5 mg/dl. Patients with the UGT1A7*28/*28
genotype or carriers of other UGT1AT alleles (¥*6, *¥36 (TA5), *37
(TA8)) were not eligible.

Randomisation and drug administration

Between June 2012 and October 2016, patients were rando-
mised 1:1 to receive HD-FOLFIRI (experimental group) versus
FOLFIRI (control group) every 2 weeks. Treatment allocation was
conducted using block randomisation and stratified by centre.
The Statistical Package for Social Sciences, Version 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) was used. Irinotecan doses for UGTTAT*1/*1
and *1/¥28 patients in the experimental group were 300 and
260 mg/m?, respectively. These doses were chosen based on our
previous phase | trial, in which a dose =260 mg/m> was an
independent predictor of a better response in mCRC patients
with the *1/*1 or *1/*28 UGT1A1 genotypes.'* The standard
irinotecan dose of 180 mg/m? was administered in the control
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group. Irinotecan was administered as an intravenous infusion
over 90min on days 1 and 15, with leucovorin 400 mg/m?
administered concomitantly. 5-Fluorouracil was administered as a
400 mg/m? bolus immediately after the irinotecan infusion,
followed by 2400 mg/m? over a 46-h continuous infusion on days
1 and 15. A cycle was 28 days. Before irinotecan was started,
patients were pretreated with atropine 0.5 mg, dexamethasone
20 mg, and granisetron 1 mg. Diarrhoea was promptly treated at
onset with oral intake of loperamide 4 mg, and oral intake of 2 mg
for any further episodes. Granulocyte-colony stimulating factors
(G-CSF) were allowed in patients who had grade >3 neutropenia
during previous cycles. Treatment was continued until disease
progression, unacceptable toxicity, withdrawal of consent, or
investigator's decision, whichever was earlier. To avoid potential
bias regarding the primary objectives of the study, biological
agents were not allowed.

Study objectives

The primary objectives were: (1) to determine the effect of higher
doses of irinotecan on the efficacy of FOLFIRI as assessed by
overall response rate (ORR); and (2) to evaluate safety according to
the NCI Common Terminology Criteria for Adverse Events (version
3.0). Objective tumour response was evaluated by the investigator
at each centre using the modified RECIST (version 1.1); no
independent review was performed. Tumour response was
evaluated every 10 weeks (+2 weeks) according to the standard
of care at each centre. Secondary objectives were progression-free
survival (PFS) and overall survival (OS). PFS was defined from the
time of drug administration to the occurrence of progressive
disease or death, whichever occurred first. OS was defined from
the time of drug administration to the date of death. Patients not
meeting the criteria by the cutoff date were censored at the last
contact date.

Genotyping assays

Genomic DNA was extracted from peripheral leukocytes by the
salting-out procedure.’® The TA index of the UGTIAT promoter
was genotyped by fragment sizing. Polymerase chain reaction
was performed in a total volume of 25 pl containing template
DNA (80 ng/ul), according to Monaghan et al.'” The primers
used were a forward primer that was modified by the addition
of a 50 fluorescent-labelled FAM and an unlabelled reverse
primer (UGT-FAM_F; 50-GTCACGTGACACAGTCAAAC-30, UGT_R
50-TTTGCTCCTGCCAGAGGTT-30). The PCR product (TA*1, 98 bp;
TA*28, 100 bp), the internal size standard, and Hi-Di formamide
(GeneScan 500, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) were
mixed. The samples were then run in the ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Fragment sizes were
determined by comparison with the internal standard GeneScan
500 using the local Southern algorithm and analysed by
the GeneMapper software version 3.5 (Applied Biosystems).
Homozygous-dominant and heterozygous- and homozygous-
recessive sequenced samples were included on every run as a
quality control. Genotypes were assigned based on the number
of TA repeats in each allele (i.e., TA*1/TA*1, TA*1/TA*28, and
TA*28/TA*28).

KRAS and NRAS mutations in exons 2, 3, and 4 and BRAF V600E
mutation were assessed on tumour DNA. Genomic DNA was
extracted using the QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) as specified by the manufacturer’s instructions. Muta-
tional analysis was performed using standard PCR conditions and
primers for exons 2, 3, and 4 of KRAS and NRAS genes and for exon
15 of BRAF gene. The thermal cycling conditions were an initial
12 min at 94°C, followed by 40 cycles of 45 s at 94°C, 45 s at primer
annealing temperature of 55°C, 10 min at 72°C, and a final
extension of 10 min at 72°C. Each sample underwent capillary
electrophoresis on an ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).
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303 patients screened for UGT1A1

220 excluded

51 UGT1A1*28/*28

169 did not meet study criteria
1 declined patrticipation

82 patients randomised

41 assigned to HD-FOLFIRI group

1 discontinued
> treatment
(investigators decision)

41 patients included in the ITT
analysis
40 patients included in the safety and
efficacy analysis (per-protocol)

Fig. 1 CONSORT diagram

Statistical analysis

All data were analysed using the Statistical Package for Social
Sciences, Version 19.0, software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). ORR
(complete+partial response) was compared between groups
using chi-square or Fisher’s exact test for Count Data. Based on
the report from Van Cutsem et al., the ORR was reported as 38.7%
for the FOLFIRI regimen.'® An estimated difference to the order of
30% was assumed between the control and the experimental
groups. The target sample size was therefore determined to be 96
patients, distributed between the two groups. The effects of the
irinotecan dose on PFS and OS were estimated using the
Kaplan-Meier estimator, and differences were tested using the
log-rank test. For all comparisons, a two-sided p value <0.05 was
considered significant, so the level was set at 5% (a = 0.05) and
the B level was set at 20% (8 = 0.20).

RESULTS

Patient population

Between June 2012 and October 2016, the UGTTAT genotype was
analysed in mCRC patients (Fig. 1). Owing to 4 years of slower-than
anticipated accrual, the trial was terminated early. Eighty-two
patients harbouring UGTTAT*1/*¥1 or *1/¥28 genotypes were
enrolled from the three centres, with 41 patients randomly

41 assigned to control group

2 discontinued treatment
1 protocol violation
1 death for study
disease

41 patients included in the ITT
analysis
39 patients included in the safety and
efficacy analysis (per-protocol)t

assigned to HD-FOLFIRI (experimental group) and 41 patients to
FOLFIRI (control group). Three patients were not included in the
final study because they did not receive the pre-planned dose for
the endpoint analyses. Therefore, 79 patients were evaluated for
toxicity and for response to treatment. Patient characteristics are
summarised in Table 1.

Efficacy

Table 2 shows the results of the tumour response per-protocol
analysis. The ORR of patients treated with HD-FOLFIRI was
significantly higher than in patients treated with FOLFIRI (67.5%
versus 43.6%; p =0.001 odds ratio (OR): 1.73 [95% confidence
interval (Cl): 1.03-2.93]). In the intention to treat analysis, the ORR
was 65.9% in the experimental group versus 43.9% in the control
group (p=0.046 OR: 1.64 [95% Cl: 0.99-2.72]). There were no
interactions between ORR and clinical characteristics (sex, age,
ECOG, tumour location, or synchronous disease). Metastatic
surgical resection was performed in 15 patients (22.5% in HD-
FOLFIRI and 15.4% in FOLFIRI) and was associated with ORR (29.5%
versus 5.7%; p = 0.007).

There were no interactions between ORR and UGTTAT or RAS
status (Table 2). However, when BRAF mutated tumours were
considered, the ORR was 41.7% in the HD-FOLFIRI group versus no
objective response in the control group (p = 0.003).
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Table 1. Patient characteristics
Overall HD-FOLFIRI  Control p Value
population, group, group,
N=79° N=40 N=39
UGT1A1 genotype
*1/*1 37 (46.8%) 13 (32.5%) 24 (61.5%) 0.01
*1/*28 42 (53.2%) 27 (67.5%) 15 (38.5%)
Age, years
Median 63 [40-77] 62 [48-75] 64 [40-77] 0.32
[range]
Sex
Male 49 (62%) 23 (57.5%) 26 (66.7%) 0.41
Female 30 (38%) 17 (42.5%) 13 (33.3%)
ECOG performance status
0 38 (48.1%) 17 (42.5%) 21 (53.8%) 0.16
1 39 (49.4%) 23 (57.5%) 16 (41%)
2 2 (2.5%) 2 (5.1%)
Primary site
Right® 22 (27.8%) 9 (22.5%) 13 (33.3%) 0.11
Left 36 (45.6%) 16 (40%) 20 (51.3%)
Rectum 20 (25.3%) 14 (35%) 6 (15.4%)
Missing 1 (1.3%) 1 (2.5%) —
Metastatic development
Synchronic 62 (78.5%) 31 (77.5%) 31 (79.5%) 0.83
Metachronic 17 (21.5%) 9 (22.5%) 8 (20.5%)
Number of cycles
Median 10.6 [3-23] 10.6 [3-23] 10.5 [4-20] 0.9
[range]
RAS and BRAF status
Wild type 36 (45.6%) 18 (45%) 18 (46.1%) 1.00
RAS mutant 30 (38%) 15 (37.5%) 15 (38.5%)
BRAF mutant 12 (15.2%) 6 (15%) 6 (15.4%)
Unknown 1 (1.2%) 1 (2.5%) —
@Patients who received at least one dose of protocol therapy
PThree patients with transverse colon (one in the HD-FOLFIRI group and
two in the control group)

Survival

The median follow-up period was 18 months (range,
1.8-45 months). The cutoff date for PFS and OS was December
2016. At the time of analysis, 89% of the patients had progressed
(90% in the experimental group and 87% in the control group).
The median PFS and OS were 86 and 26 months in the
experimental group (HD-FOLFIRI) and 8.2 and 17.6 months in
the control group (FOLFIRI) (p = 0.46 hazard ratio (HR) 0.84 [95%
Cl: 0.52-1.35] and p=0.74HR 0.90 [95% Cl: 0.49-1.67], respec-
tively) (Supplementary Figure 1).

PFS was significantly associated with ECOG performance status
(9.9 months in ECOG 0 versus 7.2 months in ECOG 1) and
metastatic resection (15.5 months in patients who underwent
surgery versus 7.8 months in the remaining cases). In terms of OS,
patients with metastatic surgery achieved a better outcome than
patients who did not undergone surgery (median not reached
versus 18.4 months).

No statistically significant difference in PFS or OS was found
between the experimental and control groups according to RAS or
BRAF status. In RAS/BRAF wild-type tumours, the median PFS and
OS were 9.8 versus 8.6 months and 29 versus 17 months,

Table 2. Efficacy data: response rate in the overall population and
according to UGTTAT and RAS/BRAF genotypes
Response rate p Value
CR+PR (%) SD (%) PD (%)
Overall population, N=79 44 (55.7) 20 (25.3) 15(19) 0.001
HD-FOLFIRI group, N=40 27 (67.5) 3(7.5) 10(25)
Control group, N=39 17 (43.6) 17 (43.6) 5 (12.8)
UGT1A1 genotype
*1/*1 and *1/*28 N =79 44 (55.7) 20 (25.3) 15(19) 0.147
*1IN=37 17 (46) 13 (35.1) 7 (18.9)
*1/*28 N =42 27 (64.3) 7 (16.7) 8(19)
RAS and BRAF genotype
Wild type N =36 21 (58.3) 9 (25) 6 (16.7) 0.648
RAS mutant N =30 17 (56.7) 6 (20) 7 (23.3)
BRAF mutant N =12 5 (41.7) 541.7) 2(16.6)

respectively. In RAS-mutated tumours, the median PFS and OS
were 8.5 versus 81 months and 14 versus 17.6 months,
respectively. In BRAF-mutated tumours, the median PFS and
OS were 8.3 versus 7.6 months and 22 versus 11.7 months,
respectively.

Table 3 shows the results of the multivariate survival analysis.
Multivariate analysis showed a significant association between
metastatic resection with both PFS and OS. When patients
undergoing metastasectomy were excluded, BRAF- and RAS-
mutated tumours had a shorter PFS and OS than wild-type
tumours (Table 4).

Toxicity

Table 5 summarises the toxicity data available for the 79 patients
who received treatment. The non-haematological toxicities that
were frequently reported were asthenia and adverse gastrointest-
inal effects, such as diarrhoea and nausea/vomiting. With regard
to haematological toxicities, the most frequent were anaemia,
neutropenia, and leukopenia. Most of the toxicities were grade 1
or 2. No significant differences in grade 3-4 toxicities were
observed between patients treated with HD-FOLFIRI or standard
irinotecan dose (FOLFIRI): diarrhoea (2.5% versus 7.7%), asthenia
(5% versus 5.1%), leukopenia (7.5% versus 2.6%), and neutropenia
(15% versus 20.5%). Febrile neutropenia was observed in 2
patients in each arm (5% versus 5.1%). No differences were
observed in serious adverse events (22.5% versus 20.5%), dose
reduction (22.5% versus 28.2%), or prophylactic use of G-CSF
(17.5% versus 12.8%) irrespectively of irinotecan dose.

DISCUSSION

In this study, we continued our line of research by conducting a
randomised phase Il trial to evaluate the efficacy and safety of the
FOLFIRI regimen with HD-FOLFIRI as first-line therapy in patients
with mCRC. Our findings confirmed that HD-FOLFIRI increased
ORR without adding toxicity in patients with a favourable UGT1A1
genotype (*1/*1 or *1/*28).

Previous prospective studies have shown that the recom-
mended dose of 180 mg/m? for irinotecan in the FOLFIRI regimen
is considerably lower than the dose that can be tolerated by non-
UGT1A7*28/*28 mCRC patients. In a Caucasian population study,
Toffoli et al.'” established that 370 mg/m? in *1/*1 genotype and
310 mg/m? in *1/*28 genotype can be safely administered every
2 weeks in patients undergoing first-line treatment for mCRC
treated with FOLFIRI. Similar maximum tolerated doses (MTD)
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Table 3. Multivariate survival analysis

Overall population, N=79 HD-FOLFIRI group, N =40 Control group, N=39 HR [95% Cl] p Value
mPFS (months) [95% Cl] 8.6 [8-9.2] 8.6 [7.9-9.4] 8.2 [6.8-9.6] 0.84 [0.52-1.35] 0.46
mOS (months) [95% Cl] 26 (15-37) 26 [16.7-35.2] 17.6 [1.8-33.4] 0.90 [0.49-1.67] 0.74

Table 4. Survival analyses according to RAS and BRAF status

RAS and BRAF wild type, N =302

RAS mutant, N = 242 BRAF mutant, N = 82

mPFS (months) [95% Cl]
mOS (months) [95% Cl]

8.7 [7.2-10.2]
25.9 [10.7-41.1]

6.7 [3.3-10.2]
16.3 [11.3-21.2]

4.3 [0.0-10.1]
13.8 [1.1-16.5]

®Patients undergoing metastasectomy were excluded

Table 5. Safety data

Overall population

HD-FOLFIRI group Control group

N=79, N (%) N =40, N (%) N=39, N (%)
All Grade 3-4 All Grade 3-4 All Grade 3-4
Haematological toxicity
Anaemia 53 (67.1) 1(1.3) 27 (67.5) 0 (0) 26 (66.7) 1(2.6)
Leukopenia 21 (26.6) 4 (5.1) 10 (25) 3 (7.5) 11 (28.2) 1 (2.6)
Neutropenia 40 (50.6) 14 (17.7) 20 (50) 6 (15) 20 (51.3) 8 (20.5)
Febrile neutropenia 4 (5.1) 4 (5.1) 2 (5) 2 (5) 2 (5.1) 2 (5.1)
Thrombocythemia 5 (6.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 5(12.8) 0 (0)
Non-haematological toxicity
Diarrhoea 42 (53.2) 4 (5.1) 21 (52.5) 1(2.5) 21 (53.8) 3(7.7)
Nausea/vomiting 35 (44.3) 0 (0) 19 (47.5) 0 (0) 16 (41) 0 (0)
Mucositis 25 (31.6) 1(1.3) 13 (32.5) 1(2.5) 12 (30.8) 0 (0)
Anorexia 22 (27.8) 0 (0) 8 (20) 0 (0) 14 (35.9) 0 (0)
Asthenia 54 (68.4) 4 (5.1) 26 (65) 2 (5) 28 (71.8) 2 (5.1)

(390mg/m? in *1/*1 and 340mg/m? *1/*28 patients) were
validated the following year in a study conducted by our group.'
In an Asian population, in addition to UGTTA7*28, the variant
UGT1AT*6 has been associated with significantly increased related
toxicities. In a phase | study, Korean patients were genotyped for
UGTIAT and stratified according to the number of defective alleles
(DA): *28 and/or *6. The recommended doses were 300 (0 DA), 270
(1 DA), and 150 (2 DA) mg/m?."®

The effect of adding a biologic drug to genotype-guide dosing
of FOLFIRI has recently been explored. Two initial retrospective
studies in Asian patients were performed by the same group of
investigators. They showed that patients with mCRC with pre-
therapeutic UGTTAT genotyping and subsequent irinotecan dose
escalation can achieve a more favourable response and outcome
without a significant increase in toxicity while using the FOLFIRI-
plus-bevacizumab regimen.?%?'

More recently, Toffoli et al. published a dose-finding study in
first-line mCRC patients treated with FOLFIRI plus bevacizumab to
establish the MTD of irinotecan in *1/*1 and *1/*28 patients.?
Again, the MTD of irinotecan was 310 mg/m? for UGT1AT*1/*1
patients and 260 mg/m? for *1/*28 patients. The most common
dose-limiting toxicities were neutropenia (46%) and diarrhoea

(38%), but 65% of the patients treated at the MTD did not require
a reduction of irinotecan. These authors also demonstrated that
bevacizumab did not alter the pharmacokinetics of irinotecan.

High-dose FOLFIRI (irinotecan 260 mg/m? for UGT1A1*1/*1 and
*1/%28 genotypes and 220 mg/m? for UGT1A1*28/*28 genotypes)
combined with cetuximab has been explored in a multicentre
phase Il study (ERBIFORT) in patients with potentially resectable
liver metastases of CRC.*> This regimen vyielded high response
rates and enabled complete resection of hepatic metastases in
most patients. Thanks to the irinotecan dose adaptation according
to UGTTAT pharmacogenomics status, this treatment schedule was
less toxic yet as effective as the intense combination of
FOLFIF§I4NOX plus cetuximab reported by Assenat et al. in a phase
Il trial.

It is now widely accepted that the dosing recommendations
obtained from traditional, non-genotype-directed clinical trials
should be revised in light of validated genetic markers of toxicity
risk. The lack of patient stratification based on genotype might
result in significant underdosing of patient subgroups. However,
phase II-lll clinical trials are required to determine whether these
irinotecan genotype-guided doses—with or without a biological
agent—imply a higher antitumour efficacy.



To our knowledge, the present work is the first randomised
phase Il trial to show higher antitumour efficacy when a
genotype-guided dose of irinotecan is considered. It should be
noted that this scheme not only increases the response rate and
metastasis surgery but also improves efficacy in patients with
worse prognosis, such as mutated BRAF. However, the limita-
tions of our study should be considered. In addition to those
previously mentioned concerning the early termination due to
low accrual, there was an imbalance between experimental and
control arms regarding the UGTTA7*1/*1 and *1/*28 genotypes
and tumour sidedness, which could have favoured the experi-
mental arm. Therefore, UGTTAT genotype and primary tumour
location should have been included as stratification factors to
avoid bias that could have influenced the results in survival or
disease control rates. Moreover, lower doses than in our
previous phase | study were used and the FOLFIRI schedule is
now given together with biologics in the first-line setting for
most mCRC patients, which limits the incorporation of high
doses of irinotecan regimens in clinical practice. Regarding
toxicity aspects, current evidence highlights the association
between dihydropyrimidine dehydrogenase deficiency and
an increased risk of fluoropyrimidine-related toxicity.”> The
additive value of combined UGTIA1/DPYD genotype analysis
could improve the safety of irinotecan plus fluoropyrimidine
combinations and should be considered in further studies using
these drugs.

To conclude, the findings from our study confirm the safety of
chemotherapy with HD-FOLFIRI and indicate that this strategy,
although does not show an improvement in survival, improves
ORR. A randomised phase II-lll study is needed to validate
irinotecan intensification according to UGTTAT pharmacogenetic
status combined with a biological drug adapted to RAS status.
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2.2. Estudi sobre la identificacio de variants somatiques de resisténcia als agents
anti-EGFR

En aquest apartat s’hi inclou la publicacié que es mostra a continuacio (darrer article de la tesi):
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STATEMENT OF TRANSLATIONAL RELEVANCE

Anti-EGFR monoclonal antibodies are effective treatment for many patients with RAS wild-type metastatic
colorectal cancer but unfortunately, around 40% of patients do not benefit from these drugs. It has been
suggested that genes other than RAS may be predictors of primary resistance to anti-EGFR agents. We
performed next-generation sequencing in somatic and germline DNA samples using a customized panel
including 43 EGFR-related genes. Our findings highlight how novel somatic variants located in insulin-
related genes or LRIG family genes could confer resistance to anti-EGFR agents. Identifying these novel
mechanisms of resistance to EGFR blockade is paramount to guide subsequent studies in this field and to
better characterize those patients resistant to anti-EGFR blockade despite harboring RAS/BRAF wild-type

tumors.
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ABSTRACT

Background

About 40% of RAS/BRAF wild-type metastatic colorectal cancer (mCRC) patients undergoing anti-EGFR-
based therapy have poor outcomes. Treatment failure is not only associated with poorer prognosis but
higher healthcare costs. Our aim was to identify novel somatic genetic variants in the primary tumor and

assess their effect on anti-EGFR response.

Patients and methods

Tumor (somatic) and blood (germline) DNA samples were obtained from two well-defined cohorts of mCRC
patients, those sensitive and those resistant to EGFR blockade. Genetic variant screening of 43 EGFR-
related genes was performed using targeted next-generation sequencing (NGS). Relevant clinical data were

collected through chart review to assess genetic results.

Results

Among 61 patients, 38 were sensitive and 23 were resistant to treatment. We identified eight somatic
variants that predicted non-response. Three were located in insulin-related genes (1668N and E1218K in
IGFI1R, T1156M in IRS2) and three in genes belonging to the LRIG family (T152T in LRIG1, S697L in LRIG2 and
V812M in LRIG3). The remaining two variants were found in NRAS (G115Efs*46) and PDGFRA (T301T). We

did not identify any somatic variants related to good response.

Conclusions

This study provides evidence that novel somatic genetic variants along the EGFR-triggered pathway could
modulate the response to anti-EGFR drugs in mCRC patients. It also highlights the influence of insulin-
related genes and LRIG genes on anti-EGFR efficacy. Our findings could help characterize patients who are

resistant to anti-EGFR blockade despite harboring RAS/BRAF wild-type tumors.
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INTRODUCTION

The epidermal growth factor receptor (EGFR), usually overexpressed in colorectal cancer (CRC), plays a
pivotal role in tumor growth and progression (1,2). Multiple proteins are involved in the EGFR signaling
pathway, including other receptors, ligands, intracellular downstream effectors and regulators (2—4). In the
metastatic setting, anti-EGFR targeted antibodies, cetuximab and panitumumab, are commonly used, but
response rates are variable (5,6). Several somatic mutations along the EGFR-triggered pathway, such as
activating RAS mutations and the BRAF V600E mutation, are validated predictors of primary resistance to
anti-EGFR-based therapies (7-12). Other promising biomarkers of non-response are PIK3CA or PTEN
mutations, although the level of evidence is lower (13,14). In addition, some studies have observed that
right-sided and mesenchymal tumors show worse outcomes to EGFR-targeted therapies regardless of RAS
mutation status (15-18). As about 40% of RAS-wild-type patients undergoing anti-EGFR therapy do not
benefit from this treatment (19,20), we hypothesized that other mutations in the EGFR pathway could act

as additional mechanisms of resistance to EGFR blockade.

Next-generation sequencing (NGS) technologies have revolutionized research in cancer genomics. NGS
allows for the simultaneous analysis from several genes to complete genomes with higher sensitivity and
cost-effectiveness than the previously used Sanger sequencing methods. In addition, its high sensitivity has

detected somatic variants in the tumor at a low allelic fraction.

In this study we used NGS technology to analyze the exons and intron boundaries of 43 EGFR pathway-
related genes. We genotyped both germline and tumor DNA samples to optimize the identification of
somatic genetic variants. The main objective was to identify novel genetic variants in two cohorts of
extreme responder patients with RAS wild-type metastatic CRC (mCRC). Extreme responders were either
primary resistant or highly sensitive to anti-EGFR therapy. We also aimed to increase knowledge of EGFR-
related genes as this could lead to the identification of new biomarkers of anti-EGFR response and

promising therapeutic targets for mCRC.

PATIENTS AND METHODS

Patient population
We conducted this case-control study with mCRC patients from the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(HSCSP, Barcelona, Spain). We retrospectively analyzed patients who underwent any anti-EGFR-containing

regimen between 2012 and 2017. All tumor samples had been previously classified as RAS wild-type using
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the therascreen KRAS test (Qiagen, Hilden, Germany) or the TruSight Tumor 15 panel (lllumina, San Diego,
CA, USA).

Two well-defined cohorts of patients were studied (patients who were resistant versus patients who were
sensitive to anti-EGFR drugs). The first CT-scan reassessment was performed 2-3 months after treatment.
Patients showing disease progression in the first CT-scan were classified as resistant. Conversely, those
achieving a complete or partial response at this time point, or disease stabilization lasting at least 6 months
were considered sensitive. Response to anti-EGFR treatment was assessed according to RECIST (Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors) v1.1 (21). An Eastern cooperative oncology group (ECOG) performance
status <2 and age > 18 was required for inclusion in the study. We excluded patients for whom tumor DNA

was not available.

Clinical data collected from hospital records included gender, age, performance status (PS) according to the
ECOG scale, primary tumor location, number of metastatic sites, resection of the primary tumor, previous
lines of chemotherapy, type of anti-EGFR administered, and concomitant chemotherapy. Formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tumor tissues were available from all patients. Germline DNA was also available
for 92% of the patients. The study was approved by the Institutional Ethics Committee at HSCSP and all

study participants gave written informed consent.

Gene selection and primer design

Two custom panels were created, one for blood samples and the other for tumor samples. Custom
amplicon oligonucleotides were designed for each region of interest following the manufacturer’s
instructions (lllumina, San Diego, CA, USA). As FFPE tumor DNA is more degraded and fragmented than
germline DNA, amplicons of less length are needed to achieve good quality sequencing reads. The panel for
germline DNA therefore contained 771 amplicons with an average size of 250-300 base pairs (bp) whereas
the panel for tumor DNA contained 1,124 amplicons of ~175 bp. Both panels included the 43 candidate
genes related to the EGFR pathway and had an expected coverage >99% for all the coding regions
(~200,000 bp). These genes mainly encoded receptors, ligands, intracellular downstream effectors or
proteins involved in EGFR turnover. We included the most relevant genes of the pathway and also those
related to anti-EGFR response in previous studies (3,22,23). Table 1 provides information about the

selected genes and the function of their corresponding encoded proteins.

Isolation and quantification of DNA
Germline DNA was automatically extracted from peripheral whole-blood samples (Autopure, Qiagen,

Hilden, Germany). Tumor DNA was extracted from CRC tissue samples using the GeneRead DNA FFPE Kit
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(Qiagen, Hilden, Germany). This kit purifies tumor DNA by removing artificial C>T mutations. DNA
concentrations were measured using Qubit™ dsDNA HS Assay Kits with the Qubit 3.0 Fluorometer

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Library preparation, sequencing runs and NGS analysis

Library preparation was carried out following the manufacturer’s instructions (TruSeq Custom Amplicon
Low Input Library Prep, lllumina, San Diego, CA, USA). We used ~15 ng of germline DNA or ~100 ng of
tumor DNA, due to the low quality of DNA from FFPE samples. Library sizes were determined using QlAxcel
DNA Screening Gel Cartridge on QlAxcel capillary electrophoresis system (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).
Library concentrations were measured with Qubit 3.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). All

libraries were subsequently diluted and pooled equimolarly.

Germline DNA sequencing was performed on a MiSeq platform (lllumina) to obtain 150-bp paired-end
reads. Samples were sequenced using the MiSeq v2-300 Reagent Kit. To achieve higher coverage, tumor
DNA sequencing was performed on a NextSeq 500 platform (lllumina), also obtaining 150-bp paired-end

reads. Samples were sequenced using the NextSeq Mid v2-300 Reagent Kit.

Sequence reads were aligned against the human reference genome (version GRCh37) using the Burrows-
Wheeler Aligner (BWA, version 0.7.12) (24). Single nucleotide and indel variants were called by means of
the Mutect2 tool (version 4.0.12.0) that can use both input tumor and germline data. It can also manage
high coverage data from tumor sequences (25). Alignment and calling were performed following software
development best practices (Broad Institute, Cambridge, MA, USA). After alignment, a panel of normal
variation (PoN) obtained from germline DNA sequencing data was used to exclude rare germline variants
and individual-specific artifacts. The number of somatic variants per patient was calculated by filtering
tumor DNA sequencing data with the PoN. We excluded variants located in intronic, intergenic or UTR
regions, and also polymorphisms (GnomAD allele frequency >0.001). Results were inspected using the
Integrative Genomics Viewer (IGV). Resistant patients whose tumors harbored a known non-response
mutation (in KRAS, NRAS or BRAF V600E) of over 5% of mutated clones were excluded. Finally, only those
variants that were over 1% of mutant clones in all patients harboring them were kept for further
examination. COSMIC cancer database v91 was used to assess whether the candidate somatic variants
identified had been previously described (26). Additional functional annotation of variants was performed
using ANNOVAR (27). Variant analyses and interpretation were performed using Alamut® Visual v2.15
software (SOPHIA GENETICS, Boston, MA, USA) and the Cancer Genome Interpreter platform (Institute for
Research in Biomedicine, Barcelona, Spain), which is publicly available at

http://www.cancergenomeinterpreter.org (28).
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Statistical analyses

We used the chi-square test to compare the baseline clinical characteristics between the two cohorts of
patients and Fisher’s exact test to compare the prevalence of alterations between sensitive and resistant
patients. The Mann-Whitney test was carried out to compare the number of somatic genetic variants
between sensitive and resistant patients. All statistical tests were performed using R software (version
3.3.2.) and IBM SPSS’ statistics software (version 25). A 95% confidence level was set for all tests of

significance.

RESULTS

Patient population

A total of 168 mCRC patients were treated with anti-EGFR-containing regimens between 2012 and 2017.
Sixty-one of the patients (38 sensitive and 23 resistant to EGFR blockade) fulfilled the inclusion criteria and
quality of tumor DNA was good (Figure 1). Regarding treatment, 33 patients received cetuximab and 28
received a panitumumab-containing regimen, with no significant differences between the two cohorts (p =
0.814). There were more females and more patients with worse ECOG PS in the non-responder cohort (p <
0.001 and p = 0.013, respectively). No differences were observed between the two cohorts in respect to
primary tumor location (p = 0.634). A higher percentage of patients in the sensitive group received the
anti-EGFR-containing regimen as first-line treatment (47.4% in the sensitive group vs 26.1% in the resistant

group). Baseline clinical features are described in Table 2.

Genetic analyses

The mean target coverage for tumor samples was 3,600, achieving 100x or greater coverage for 88% of the
bases. For germline samples, the mean target coverage was 640, achieving 30x or greater coverage for 87%
of the bases. As shown in Figure 2, we identified 46,512 somatic genetic variants. We found a mean of 707

variants per sample in sensitive patients and 854 variants per sample in resistant patients (p = 0.19).

KRAS, NRAS, BRAF and PIK3CA assessment and patient selection
Five anti-EGFR resistant patients were finally excluded from the analyses because a validated mutation of

V600E

non-response (in RAS or BRAF™™") was detected at an allelic fraction over 5%. One of the five patients
(P11) had the KRAS G12C mutation. The remaining four patients (P3, P39, P55 and P64), all with right-sided
tumors, presented the BRAF V600E mutation. In one patient (P64) this mutation had not been previously
detected by Sanger. Patient P55 presented the mutations BRAF V600E and NRAS G13D at a frequency over

5% for both mutations. As for patient P39, BRAF V600E and KRAS Q61L mutations coexisted, although the
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allelic fraction for KRAS Q61L was only 0.8%. No patients harbored somatic mutations in both KRAS and
NRAS genes. One sensitive patient (P28) who underwent FOLFIRI plus panitumumab as a second-line
treatment presented the KRAS A146V mutation at an allelic fraction of 5.0%. This mutation had not been
identified previously. Table 3 and Supplementary material S1 show all the somatic mutations found in these

genes and their allelic fractions.

We also analyzed PIK3CA mutations and BRAF mutations other than V600E. Two patients, one resistant
(P63) and one sensitive (P66), presented the PIK3CA E545K mutation, with an allelic fraction of 10.1 % and
6.1 %, respectively. In addition, two BRAF mutations previously related to favorable prognosis (D594N and
G466A) (29-32) were identified at around 20% in two sensitive patients (P45 and P59). Table 3 shows all

the findings concerning BRAF and PIK3CA assessment.

Identification of novel genetic variants related to anti-EGFR response

We identified eight potential somatic variants of non-response at a frequency of over 1% in 12 out of 18
(66.7%) non-responder patients (Table 4). In 8 cases two or more of these variants coexisted. Mutant allele
fractions differed substantially among the patients (Supplementary material S2). No potential resistance

variants were found in 6 non-responders. Additionally, no variants of good response were identified.

Three of the eight variants detected were missense variants located in insulin-related genes, such as IGFIR
I668N and E1218K or /RS2 T1156M. Three others were found in genes belonging to the LRIG family: LRIG1
(T152T), LRIG2 (S697L), and LRIG3 (V812M). The remaining two variants were found in NRAS (G115Efs*46)
and PDGFRA (T301T). All variants were non-synonymous except for LRIG1 and PDGFRA variants. According
to Alamut software, these two variants may create a novel cryptic acceptor site identifiable by the splicing

complex.

DISCUSSION

We sought to investigate the existence of novel somatic variants in EGFR-related genes as predictive
markers of response to anti-EGFR antibodies. We found eight potential somatic variants that could explain
the lack of response to these agents, highlighting the variants in the insulin-related and LRIG family genes.

In contrast, we did not find somatic variants related to good response.

Accurate identification of somatic variants is challenging. In the past, Sanger sequencing was the only

technique available to detect somatic mutations in tumor samples. Currently, NGS technology is replacing
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Sanger method as it allows the sequencing of hundreds of genes simultaneously and shows high sensitivity
(33). These advantages have enabled the detection of concomitant mutations in several genes of interest,
including low-allele-fraction variants not previously found by Sanger sequencing. Mutant allele fractions
may influence the response to targeted therapies. In this sense, the mutant allele fraction that determines
anti-EGFR response continues to be debated. A major point of discussion is whether the optimal threshold
of the RAS mutant allele fraction to identify patients likely to benefit from anti-EGFR drugs should be 1% or
5%. We used a threshold of 5% as it has been reported that reducing the threshold to 1% does not improve
outcomes (34,35). We found one sensitive patient (P28) who harbored the A146V KRAS mutation at 5%.
The good response in this patient could be related to the chemotherapy scheme concomitantly given with
the anti-EGFR drug. We also found a novel somatic variant of non-response in the NRAS gene. NRAS
variants routinely tested prior to anti-EGFR initiation are normally missense mutations (295%) (7).
Conversely, the new NRAS variant we found, G115Efs*46, is a truncating mutation. It consists of a deletion
located in exon 4 that leads to a premature stop codon and a truncated protein (26). The Cancer Genome
Interpreter predicts that it is a passenger mutation with a highly deleterious effect, but its role in anti-EGFR

resistance should be further explored before a solid conclusion can be reached.

Similarly to RAS genes, BRAF and PIK3CA are driver oncogenes involved in colorectal carcinogenesis. It has
been reported that BRAF mutations implying a high kinase activity (such as V600E) confer a poor
prognosis, whereas those implying a low kinase activity (such as those located in codons 594 and 596)
confer a favorable prognosis (29-31). Our results reinforce the differential prognostic role of BRAF
mutations as we only detected mutations implying a high kinase activity (V600E) in patients who were
resistant to treatment, and we only found mutations causing low kinase activity in sensitive patients
(D594N and G466A). As for location, several studies show that V600E mutations are more common in right
colon cancers (36,37). Accordingly, we only found V600E mutations in right-sided tumors. In contrast, we
found D594N and G466A mutations in left-sided tumors. This differential distribution of BRAF mutations
may affect the prognosis of left-sided tumors vs right-sided tumors and define a clinically distinct subtype
of CRC with an excellent prognosis. In addition, one resistant patient harbored NRAS and BRAF mutations
over 5%, indicating that they are not always mutually exclusive. Regarding PIK3CA, the role of its activating
mutations on anti-EGFR response remains under discussion (14,38,39). In the present study, two patients,
one responder and one non-responder, harbored the PIK3CA E545K mutation with an allelic fraction over

5%. Our results therefore strengthen the notion that this mutation is not critical for anti-EGFR response.

Our findings suggest some insulin-related genes (IGF1R and /RS2) have a substantial influence on anti-EGFR
outcomes. A growing amount of evidence indicates that the insulin-like growth factor-1 receptor (IGF1R) is

frequently overexpressed in CRC and that its activation is related to poorer outcomes (40). IGF1R is a
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tyrosine kinase receptor that can also activate the RAS pathway and promote proliferation of cancer cells.
Furthermore, it has been reported that a functional IGF1R receptor is required for EGFR-mediated growth
and transformation (41). Consequently, in the same way that activating mutations in the EGFR receptor
potentiate the RAS pathway, IGF1R activating mutations could play a similar role, with worse responses to
EGFR-targeted therapies. To our knowledge, this is the first time that the missense IGF1R variants identified
in our study (1668N and E1218K) have been related to anti-EGFR resistance. The variant E1218K has been
previously described in a patient with leiomyosarcoma (42), but the variant 1668N has not been reported
previously (26). We also identified a missense variant in the /RS2 gene (T1156M) associated with a lack of
response to anti-EGFR drugs. Interestingly, Bertotti et al demonstrated that /RS2 knockdown reduced
sensitivity to cetuximab (23).Truncating variants in this gene could therefore imply a lack of response to this
drug. In our study, we found a missense variant in this gene harbored by three non-responders (Table 4).
This variant had already been reported in a patient with colon cancer (42). Like EGFR and IGF1R signaling
pathways, the PDGFRA pathway is also involved in cell proliferation and migration (43). The platelet-
derived growth factor receptor A (PDGFRA) is a tyrosine kinase receptor that is frequently mutated in
gastrointestinal stromal tumors (44). In the present study, we found a splicing variant located in PDGFRA.
Mutations in this gene have been correlated with a lack of response to anti-EGFR agents, although evidence
is still scarce. In this line, Bertotti et al described novel missense mutations located in/near the catalytic

domain as mechanisms of anti-EGFR resistance (23).

We also found that LRIG1-3 genes could play a role in anti-EGFR response. Little is known about the role of
somatic variants in these genes in responsiveness to anti-EGFR agents. Several studies have demonstrated
that LRIG1 acts as a tumor suppressor by down-regulating ErbB and Met receptors, including EGFR (45—-49).
In contrast, no definitive conclusions concerning the contribution of LRIG2 and LRIG3 to EGFR levels can be
drawn as results reported to date are contradictory (45,50-53). Gelfo et al found that a lower LRIG1
expression predicted resistance to cetuximab therapy in CRC xenopatients, an effect that was not observed
with LRIG3 (54). In our study, one somatic variant in each LRIG gene was significantly associated with
resistance to anti-EGFR blockade. Interestingly, the alteration located in LRIG1 had already been described
in two cancer patients, one with a colon adenocarcinoma and the other with bladder cancer (55).

Conversely, the variants found in LRIG2 and LRIG3 have not been previously reported (26).

We wish to emphasize that no somatic variants related to good response were found in our study. This
result is not striking as resistant mCRC phenotypes tend to be more heterogeneous than sensitive
phenotypes (56). Our results are in keeping with most papers to date describing mutations of non-response
to anti-EGFR antibodies (57-59). Only three of the eight somatic variants identified had been previously

described (26), strengthening the extreme phenotype approach as a useful strategy to identify rare
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alterations. However, our study has some limitations. First, the two cohorts of patients are relatively small.
The low number of patients showing an extremely poor response could be the result of good selection by
clinicians after assessing RAS and BRAF mutational status and considering patient’s characteristics. Second,
patients were included over a five-year period (2012-2017), during which time scientific knowledge
regarding RAS and BRAF mutations increased significantly. This could explain why some patients with a
BRAF V600E mutation already detected in the first assessment received an anti-EGFR agent. Larger,

prospective and functional studies are needed to confirm the validity of our findings.

In conclusion, this study shows that novel genetic variants along the EGFR-triggered pathway could affect
the response to anti-EGFR drugs in mCRC patients. Our findings may help to better identify patients who
are resistant to anti-EGFR drugs despite harboring RAS/BRAF-wild-type tumors. The eight genetic variants
predictive of non-response could help guide clinical decision-making and improve outcomes by tailoring

anti-EGFR drugs.
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Table 1. Selected genes classified according to the function of their encoding proteins

Intracellular
Proteins involved in
Ligands Receptors downstream Others
EGFR turnover
effectors
AREG EGFR (ERBB1 or HER1) AKT1 AGR2 TP53
BTC ERBB2 (HER2) BRAF CBL YAP1
EGF ERBB3 (HER3) HRAS LRIG1
EPGN ERBB4 (HER4) IRS2 LRIG2
EREG FGFR1 KRAS LRIG3
HBEGF IGFI1R MAP2K1 NEDDS8
HGF MET NRAS ERRFI1 (RALT or MIG6)
IGF1-2 PDGFRA PIK3CA 50Cs4
NRG1-4 PTEN S0OCS5
TGFa SPRY2

Abbreviations: AGR2, Anterior Gradient 2, Protein Disulphide Isomerase Family Member; AKT1, AKT Serine/Threonine Kinase 1;
AREG, Amphiregulin; BRAF, B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase; BTC, Betacellulin; CBL, Cbl Proto-Oncogene; EGF,
Epidermal Growth Factor; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; EPGN, Epithelial Mitogen; ERBB2, Erb-B2 Receptor Tyrosine
Kinase 2; ERBB3, Erb-B3 Receptor Tyrosine Kinase 3; ERBB4, Erb-B4 Receptor Tyrosine Kinase 4; EREG, Epiregulin; ERRFI1,
ERBB Receptor Feedback Inhibitor 1; FGFR1, Fibroblast Growth Factor Receptor 1; HBEGF, Heparin Binding EGF Like Growth Factor;
HGF, Hepatocyte Growth Factor; HRAS, HRas Proto-Oncogene, GTPase; IGF1, Insulin Like Growth Factor 1; IGF2, Insulin Like Growth
Factor 2; IGF1R, Insulin Like Growth Factor 1 Receptor; /RS2, Insulin Receptor Substrate 2; KRAS, KRAS Proto-Oncogene, GTPase;
MAP2K1, Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1; LRIG1, Leucine Rich Repeats And Immunoglobulin Like Domains 1; LRIG2,
Leucine Rich Repeats And Immunoglobulin Like Domains 2; LRIG3, Leucine Rich Repeats And Immunoglobulin Like Domains 3; MET,
MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase; NEDD8, Neural Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-Regulated 8;
NRAS, NRAS Proto-Oncogene, GTPase; NRG1, Neuregulin 1; NRG2, Neuregulin 2; NRG3, Neuregulin 3; NRG4, Neuregulin 4; PDGFRA,
Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha; PIK3CA, Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha;
PTEN, Phosphatase And Tensin Homolog; SOCS4, Suppressor Of Cytokine Signaling 4; SOCS5, Suppressor Of Cytokine Signaling 5;
SPRY2, Sprouty RTK Signaling Antagonist 2; TGFa , Transforming Growth Factor Alpha; TP53, Tumor Protein P53; YAPI1, Yes

Associated Protein 1.
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Study population Sensitive patients | Resistant patients | P-value
(n=61) (n=38) (n=23)
N (%) N (%) N (%)
Sex
Male 40 (65.6%) 32 (84%) 8 (34.8%) <0.001
Female 21 (34.4%) 6 (16%) 15 (65.2%)
Age
<75 43 (70.5%) 26 (68.4 %) 17 (73.9%) 0.649
275 18 (29.5%) 12 (31.6%) 6 (26.1%)
Mean Age 67.7 66.9
Performance status (ECOG)
0
1-2 31 (50.8%) 24 (63.2%) 7 (30.4%) 0.013
30 (49.2%) 14 (36.8%) 16 (69.6%)
Tumor side
Right 24 (39.4%) 15 (39.5%) 9 (39.2%) 0.634
Left 20(32.7%) 13 (34.2%) 7 (30.4 %)
Rectal 16 (26.3%) 10 (26.3%) 6 (26.1%)
Jejunum 1(1.6%) 0 1(4.3%)
Number of metastatic sites
1 30 (49.2%) 18 (47.4%) 12 (52.3%) 0.716
22 31 (50.8%) 20 (52.6%) 11 (47.7%)
Primary resected
Yes 49 (80.3%) 32 (84.2%) 17 (73.9%) 0.327
No 12 (19.7%) 6 (15.8%) 6 (26.1 %)
Previous lines of treatment
0 24 (39.3%) 18 (47.4%) 6 (26.1%) 0.246
1 32 (52.5%) 17 (44.7%) 15 (65.2%)
>2 5(8.2%) 3(7.9%) 2 (8.7%)
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Type of anti-EGFR

Cetuximab 33 (54.1%) 21 (55.3%) 12 (52.2%) 0.814
Panitumumab 28 (45.9%) 17 (44.7%) 11 (47.8%)

Combination QT
FOLFOX 18 (29.5%) 14 (36.8 %) 4(17.4%) 0.192

Irinotecan scheme

40 (65.6%)

23 (60.6%)

17 (73.9%)

Monotherapy 3 (4.9%) 1(2.6 %) 2 (8.7%)
PFS (months) 18.8 4.7
OS (months) 41.2 17.2

Abbreviations: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; OS, overall survival; PFS, progression-free survival.

P-values below 0.05 are highlighted in bold.
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Table 3. Assessment of KRAS, NRAS, BRAF and PIK3CA mutational status by next-generation sequencing

Treatment
Gene Mutation Patient % of mutation Coverage Mutational status prior to anti-EGFR prescription
outcome
KRAS G12C P11 45.7% 2,316 KRAS wild-type
KRAS Q61L P39 0.8% 14,637 KRAS exon 3 not tested
NRAS G12S P51 2.6% 5,093 NRAS wild-type
NRAS G13D P55 8.1% 12,265 NRAS not tested
NRAS G13D P57 0.5% 41,758 NRAS wild-type
Resistant
BRAF V600E P3 24.4% 10,995 BRAF V600OE mutated
BRAF V600E P39 10.6% 7,906 BRAF V600OE mutated
BRAF V600E P55 20.8% 22,185 BRAF V600OE mutated
BRAF V600E P64 12.1% 1,316 BRAF V600E wild-type
PIK3CA E545K P63 10.1% 17,051 PIK3CA not tested
KRAS Al46V P28 5.0% 2,743 KRAS wild-type
Sensitive BRAF D594N P45 19.7% 23,584 BRAF codon 594 not tested
BRAF G466A P59 21.0% 10,234 BRAF codon 466 not tested
PIK3CA E545K P66 6.1% 12,888 PIK3CA not tested

Abbreviations: BRAF, B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase; KRAS, KRAS Proto-Oncogene, GTPase; NRAS, NRAS Proto-Oncogene, GTPase; PIK3CA, Phosphatidylinositol-4,5-

Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
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Table 4. Genetic variations significantly associated with lack of response to anti-EGFR blockade

Gene Genetic variant Patients with % of the Coverage | P-value* | Presence in COSMIC cancer database v91
the variant somatic variant
IGF1R NM_001291858.1: c.2003T>A; P4 3.5% 8,008 0.029 Not described
p.(1668N) P9 4.2% 1,745
P10 10.6% 3,093
NM_001291858.1: ¢.3652G>A; P1 6.3% 2,740 0.008 Mutation Id: 6919417
p.(E1218K) P2 11.8% 1,866 Patient with a leiomyosarcoma (n=1)
P9 2.4% 1,238 (Ref. 42)
P61 1.5% 10,017
IRS2 NM_003749.2: c.3467C>T; P12 7.0% 743 0.029 Mutation Id: 6974893
p.(T1156M) P14 5.1% 1,093 Patient with colon cancer (n=1)
P57 3.4% 11,118 (Ref. 42)
LRIG1 NM_015541: c.456G>A; P12 89.3% 196 0.008 Mutation Id: 4005617
p.(T152T) P57 2.7% 12,073 Patient with colon cancer (n=1)
P63 7.9% 6,106 Patient with bladder cancer (n=1)
P67 4.0% 3,218 (Ref. 55)
LRIG2 NM_014813.2: c.2090C>T; P1 2.2% 8,802 0.029 Not described
p.(S697L) P10 4.2% 1,464
P12 7.9% 1,794
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LRIG3 NM_001136051.2: c.2434G>A; P1 1.7% 12,378 0.029 Not described
p.(V812M) P2 4.8% 4,477
P9 4.6% 2,266

NRAS NM_002524.3: c.344del; P9 1.6% 2,273 0.029 Not described
p.(G115Efs*46) P10 3.1% 3,140
P63 2.2% 20,507

PDGFRA NM_001347828: c.903G>A; P52 22.0% 19,078 0.029 Not described
p.(T301T) P63 3.8% 26,774
P67 1.2% 55,158

* P-value was obtained by Fisher's exact test.
Abbreviations: IGF1R, Insulin-like Growth Factor 1 Receptor; /RS2, Insulin Receptor Substrate 2; LRIG1, Leucine-rich Repeats and Immunoglobulin-like Domains 1; LRIG2, Leucine-richRich Repeats and

Immunoglobulin-like Domains 2; LRIG3, Leucine-rich Repeats and Immunoglobulin-like Domains 3; NRAS, NRAS Proto-Oncogene, GTPase; PDGFRA, Platelet-derived Growth Factor Receptor Alpha.
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Figure 1. Flow chart of patient selection

168 patients treated with an
anti-EGFR-containing regimen

81 patients fulfilled
inclusion criteria*

\
49 patients sensitive to anti-EGFR 32 patients resistant to anti-EGFR
blockade blockade
9 tumor biopsies not 7 tumor biopsies not
>| available LS| available

2 low concentration 2 low concentration of
of tumor DNA tumor DNA

38 sensitive patients 23 resistant patients

included in the study included in the study

*Inclusion criteria: patients 218 years, with an Eastern cooperative oncology group (ECOG) performance status <2 and RAS wild-
type tumors. Patients had to be sensitive (patients achieving complete or partial response at the first CT-scan or disease

stabilization lasting at least 6 months) or resistant to anti-EGFR blockade (patients showing disease progression at the first CT-scan).
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Figure 2. Number of somatic genetic variants and response to anti-EGFR agents

ARTICLE 6

Somatic genetic variants

p=0.1929
|
2500 - ’
2000 ‘
1500 -

1000 - .
500 - :'E‘?.
0 \ \

Sensitive Resistant
Mean= 707 854
n= 38 23

153



ARTICLE 6

Supplementary material S1
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NRAS: NM_002524.4: c.34G>A; p.(G12S) (P51)

115,256 730 bp 113,259,740 bp 115.256.750 bp 115.258.760 bp.
| | | | | | |

(=]

chr1:115.258.748

Total count: 5093

14 (0%, 2+,2-)

1 4956 (97%, 2478+, 2478- )
:0

1 133 (3%, 66+, 67- )

:0

DEL: 2

INS: 0

i i
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N
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I
|
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NRAS: NM_002524.4: c.38G>A; p.(G13D)

P55

115,258 720 bp 115,253 740 bp 115,253 750 bp 115 258 780 bp
| | | | | |

P 122

chr1:115.258.744
I |Total count: 12265

A 10 (0%, 2+,8-)

C: 11263 (92%, 5635+, 5628- )

G:4(0%,2+,2)

T : 988 (8%, 497+, 491- )

N:O
T

T

T
T

| 115258 730 bp 115258 740 bp 115.258 750 bp 115 258 760 bp
1 | 1 | 1 | 1 1
(R

chr1:115.258.744

Total count: 41758

1189 (0%, 111+, 78-)

© 41296 (99%, 20620+, 20676- )
1 61 (0%, 25+, 36- )

;212 (1%, 104+, 108- )

200>

BRAF: NM_004333.5: c.1799T>A; p.(V600E)

P3

140 455 120 bp 140,453 130 bp 140,453 140 bp 140,455 150 bp
| | | | | | | |

B- 1100

chr7:140.453.136

Total count: 10995
A 18302 (76%, 4157+, 4145-)
C:8(0%,1+,7-)
G:5(0%,4+,1-)
T
N

== -

1 2680 (24%, 1340+, 1340- )

|

BRAF
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P39

140453120 bp 140 455130 bp 140 453 140 bp 140 453 150 bp
| | | | | | |

chr7:140.453.136

Total count: 7906

A 1 7057 (89%, 3537+, 3520- )
C:11 (0%, 0+,11-)
G:2(0%,1+,1-)
T
N

1835 (11%, 419+, 416- )
21 (0%, 0+, 1-)

BRAF

P55

140.453.120 bp 140453130 bp 140.453.140 bp 140.453.150 bp.
| | | | | | | |

chr7:140.453.136

Total count: 22185

1 17563 (79%, 8769+, 8794- )
19 (0%, 2+,7-)

:5(0%, 4+,1-)

: 4608 (21%, 2300+, 2308- )
10

200>

BRAF

P64

140 453 120 bp 140,452 130 bp 140,453 140 bp 140,453 150 bp
| | | | | |

chr7:140.453.136

Total count: 1316
11151 (87%, 576+, 575 )
13(0%,1+,2-)
13 (0%, 2+,1- )
- 159 (12%, 78+, 81- )

BRAF
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PIK3CA: NM_006218.3: c.1633G>A; p.(E545K) (P63)

be 178,936,080 bp 174,936,090 bp 178336100 bp 178.936.110 bp
| | | |

b2

1
chr3:178.936.091

Total count: 17051

11717 (10%, 811+, 906- )

19 (0%,6+,3-)

115316 (90%, 7558+, 7758- )
:9(0%, 2+,7-)

Z2400>

b) Sensitive patients
KRAS: NM_004985.4: c.437C>T; p.(A146V) (P28)

bp 25 378 550 bp 25 378 560 bp 25.378.570 bp 25.378.580 bp
| | | | | | |

chr12:25.378.561

i |Total count: 2743

A 1136 (5%, 68+, 68-)
C:2(0%,2+,0)

G : 2595 (95%, 1302+, 1293-)
T:10 (0%, 2+,8-)

N:O

BRAF: NM_004333.5: c.1780G>A; p.(D594N) (P45)

140,453,140 bp 140,453,150 bp 140,453,160 bp 140.453.170 bp
| | | | |

P21

chr7:140.453.155

Total count: 23584

A 164 (0%, 52+,12-)

C : 18799 (80%, 9411+, 9388- )
G : 65 (0%, 1+,64-)

i 1T : 4656 (2004, 2318+, 2338-)
i N:O
|
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BRAF: NM_004333.5: c.1397G>C; p.(G466A) (P59)

P 140 451 400 bp 140,491 40 bp 140 41 420 bp 140 451430 bp
1 1 1 1 1

ooty

sl chr7:140 481 411

¢ | Total count: 10234

A 4L (0%, 34+, 7-)

C : 8036 (79%, 4008+, 4028- )
G : 2150 (21%, 1076+, 1074-)
T:7 (0%, 2+, 5)

N:0

[ |

==

INS: 0

oo

]
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i |pEL:2
i
I
i
i
i
i
i
i
i

PIK3CA: NM_006218.3: c.1633G>A; p.(E545K) (P66)

bp 178936080 bp. 178,936 080 by 178,436 100 bp. 178936 110 bp.
1 1 1 1 1

(]

chr3:178.936.091

Total count: 12888

A 1782 (6%, 380+, 402- )

i [C:29(0%,23+,6-)

171G : 12011 (93%, 5569+, 6442- )
T
N

165 (1%, 20+, 45- )
1 (0%, 1+,0-)
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Supplementary material S2

IGFIR: NM_001291858.1: c.2003T>A; p.(I668N)

P4

99.459.890 bp 99.459.900 bp 99.459.910 bp 99.459.920 bp
| | | | |

B~ e

lchr15:99.459.907

{Total count: 8008

A 282 (4%, 191+,91-)
C:8 (0%, 4+, 4 )
G:2(0%, 2+,0-)

T : 7716 (96%, 7540+, 176- )
N:

IGF1R

P9

98,453 830 bp 99,459 400 bp 99 459 810 bp 38,458,920 bp
| | | | | | |

p-313

1
chr15:99.459.907

Total count: 1745
A 173 (4%, 47+, 26- )
c:0

G:0
T
N

: 1672 (96%, 1607+, 65- )

18F1R

P10

99,459 890 bp 99.459.900 bp 99.459.910 bp 99,459,920 bp
| | | | | | |

(=T

! |chr15:99.459.907

Total count: 3093

1327 (11%, 214+, 113-)
10

:0

1 2766 (89%, 2614+, 152- )
:0

IGF1R
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IGFIR: NM_001291858.1: ¢.3652G>A; p.(E1218K)

P1

#1550 bp 33 431 560 bp 33 481 570 bp 33 431 550 bp 33 431 8¢
| | | | |

)

1172 (6%, 86+, 86- )
: 2 (0%, 2+,0- )

1 2566 (94%, 1282+, 1284-)
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I6FIR

P2

11 850 bp 33.431.360 bp 33,491 570 bp 33 431 350 bp 33,491 3
| | | | | |

chr15:99.491.870

Total count: 1866

A 221 (12%, 110+, 111-)
C:1(0%,1+,0-)

G : 1644 (88%, 821+,823- )

IGFIR

|n31 850bp 99.491.260 bp 99,491 570 bp 99 431 880 bp 99.491.8
| | | | | | | | |
- 1a1] ==

chr15:99.491.870

Total count: 1238

130 (2%, 15+, 15- )

:0

: 1208 (98%, 603+, 605- )
10

I5F1R
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P61

11 850 bp 33 431 860 bp 33,431 370 bp 43 431 550 bp 33.4913
| | | |

(==

1
chr15:99.491.870

Total count: 10017

A 147 (1%, 74+,73- )

C:8 (0%, 6+,2-)

G : 9847 (98%, 4920+, 4937- )
T:15 (0%, 5+,10-)

N:O

o

13F1R

IRS2: NM_003749.2: ¢.3467C>T; p.(T1156M)

110,434,920 bp 110,434,950 bp 110.434.340 bp 110,434,950 bp
| | | | | |

chr13:110.434.934

Total count: 743

A 52 (7%, 26+, 26- )
c:0

G : 691 (93%, 346+, 345- )

P14

110,434,920 bp 110,434,950 bp 110,434,940 bp 110434950 bp
| | | | | |

0-0]

chr13:110.434.934

Total count: 1093

1 56 (5%, 28+, 28- )

10

: 1037 (95%, 584+, 453- )
10

29400 >
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P57

110,454 320 bp 110,454 330 bp 110.434.340 bp 110,434 350 bp
| | | | | |

(=)

4 1113110 434,934
|

T i |Total count: 11118

A 1372 (3%, 2+, 370-)

C:11 (0%, 11+,0-)

G : 10709 (96%, 5290+, 5419- )
T:26 (0%, 14+,12-)
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LRIG1: NM_015541: c.456G>A; p.(T152T)

167530 bp 86.457 590 bp. 86,457 600 bp. 66457 B0 bp BT B2
1 1 1 1 1

] .

1
chr3:66.467 600

Total count: 196

A:O

C : 20 {10%, 10+, 10- )
G:1(1%,1+,0-)

T: 175 (89%, 87+, 88-)
N:O
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LRIG1

167530 bp 86.457.530 bp. 66 457 600 by 66 45T 610 bp 66 457 6
| | | |

chr3:66.467.600

Total count: 12073

A 37 (0%, 24+,13-)

C : 11696 (97%, 5842+, 5854- )
G:19 (0%, 15+,4-) —~

|
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P63

167530 bR §6.457.590 bp B6.457 600 bp 6,457 610 bp 66T 62
| | |

1 5615 (92%, 2811+, 2604- )
13 (0%, 2+,1-)
1 484 (8%, 243+, 241- )

LRIG1

P67

rsv 580 bp 66 457590 bp 86 467 600 by 66 457 B0 bp 86 467 6
1 1 1 1 1 1 1 1

:66.467.600
Total count: 3218
A 16 (0%, 12+, 4-)
3071 (95%, 1908+, 1163- )

T:127 (4%, 62+, 65 )

LRIG2: NM_014813.2: ¢.2090C>T; p.(S697L)

P1

413 657.040 bp 112657050 bp 413 657 080 bp 13657070 bp
| 1 1 | 1 | 1

chr1:113.657.058

Total count: 8302

: 393 (4%, 390+, 3- )

1 8214 (93%, 3267+, 4927- )
10

1195 (20, 77+, 118- )
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P10

113 657 040 bp 113 657 050 bp 113 657 060 bp 113657 070 bp
| | | | | |

A 1134 (9%, 128+,6-)
C 11265 (86%, 470+, 795- )
G:3(0%, 0+, 3-)

T:62 (4%, 25+, 37-)
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P12

113 657 040 bp 113 657,050 bp 413 657 060 bp. 413 657 070 bp.
1 1 1 1 1

chr1:113.657.058

Total count: 1794

: 171 (10%, 165+, 6- )

1 1478 (82%, 603+, 875- )
: 3 (0%, 0+,3-)

1142 (8%, 61+, 81- )
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LRIG3: NM_001136051.2: c.2434G>A; p.(V812M)

59,270,290 bp 59.270.300 bp 59.270.310 bp 59.270.520 bR
| | | | | | |

: 12157 (98%, 6078+, 6079- )
10
: 210 (2%, 105+, 105- )

10

LRIGZ
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P2

58,270 230 bp 58,270 300 bp 58,270 310 bp 59270 320 bp
| | | | | | |

chr12:59.270.308

Total count: 4477

15 (0%, 2+,3-)

: 4257 (95%, 2129+, 2128- )
1 (0%, 0+,1-)

: 214 (5%, 107+, 107- )

:0
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©
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N:

A C c A C C

G C T T c C A C T T T C T G A A G A c A C G
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. —

G C C T G T C A
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LRIG3

P9

58.270.230 bp 58,270 300 bp 59.270 310 bp 58,270 320 bp
| | | | | | |

chr12:59.270.308

Total count: 2266

1 (0%, 0+,1-)

: 2161 (95%, 1079+, 1082- )
:0

: 104 (5%, 52+, 52- )

:0

A
C
G
T
N

NRAS: NM_002524.3: c.344del; p.(G115Efs*46)
P9

115.252.280 bp 115.252.290 bp 115.252.300 bp 115.252.310 bp
| | |

chr1:115.252.296
Total count: 2273
11 (0%, 0+,1-)
1 2272 (100%, 1134+, 1138- )
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P10

15252 280 bp 115 252 280 bp 115,252 300 bp 115,252 510 bp
| | | | | |

(=]

hr1:115.252.296

Total count: 3140
A:2(0%,1+,1-)

C : 3133 (100%, 1568+, 1565- )
G: 3 (0%, 2+,1-)
T
N

:2(0%,0+,2-)

ono

P63

115252 280 bp 115252 230 bp 115,252 300 bp 115252 310 bp
| | | | | |

(]

chr1:115.252.296

Total count: 20507

A : 44 (0%, 40+, 4- )

C : 20446 (100%, 10180+, 10266- )
G:7(0%,0+,7-)

T:10 (0%, 5+, 5 )

N:O

DEL: 443

INS: 0

PDGFRA: NM_001347828: c.903G>A; p.T301T

P52

55133 510 bp 55133 520 bp 55.133.530 by 55.133.540 by
| | | | | | | |

—m:SS.IB.SH -

Total count: 19078

A 4198 (22%, 2100+, 2098- )
C:5(0%, 4+,1-)

G : 14834 (78%, 7411+, 7423- )
T

N

141 (0%, 11+, 30-)

FDBFRA
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P63

55432510 bp 55133520 bp 55133530 bp 5533540 bp
| |

chr4:55.133.524

Total count: 26774
- 1013 (4%, 505+, 508- )
6 (0%, 4+,2-)
G : 25737 (96%, 12842+, 12895- )
18 (0%, 13+, 5 )

10

FDGFRA

P67

55133 510 bp 55.133 520 bp 55.133 530 bp 55132 540 bp
| | | | |

1633 (1%, 321+, 312- )

165 (0%, 45+, 20-)

: 54175 (98%, 27061 +, 27114- )
1 285 (1%, 120+, 165- )
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Informe dels directors de la tesi per a la presentacié de la tesi com a compendi de publicacions

El Dr. David Paez Lopez-Bravo i el Dr. Jordi Surrallés Calonge, directors de la tesi doctoral elaborada pel Sr.
Pau Riera Armengol amb el titol “Marcadors genétics d’eficacia i toxicitat en el tractament del cancer
colorectal” corroboren que el doctorand és autor de quatre articles i una carta a I'editor, tots ells publicats

en revistes ubicades en el primer quartil de la seva categoria.

Aquestes publicacions, citades a continuacio, no han estat utilitzades ni implicitament ni explicita per cap

dels altres coautors per a la realitzacié d’una tesi doctoral.

Riera P, Virgili AC, Salazar J, Sebio A, Tobefia M, Sullivan |, Pdez D. Genetic variants in the VEGF pathway as
prognostic factors in stages Il and Ill colon cancer. Pharmacogenomics J 2018; 18(4):556-64

IF (segons JCR 2016): 3,815

1r quartil (Categoria “Pharmacology & Pharmacy”)

Participacid del doctorand (és co-primer autor amb I’AC Virgili): genotipat de les mostres, analisi i

interpretacio dels resultats, redaccié i revisié del manuscrit.

Riera P, Salazar J, Virgili AC, Tobefia M, Sebio A, Gallano P, Barnadas A, Paez D. Relevance of CYP3A4*20,
UGT1A1#*37 and UGT1A1#*28 variants in irinotecan-induced severe toxicity. Br J Clin Pharmacol 2018; 84:
1389-1392

IF (segons JCR 2016): 3,493

1r quartil (Categoria “Pharmacology & Pharmacy”)

Participacid del doctorand (és primer autor): elaboracié de la base de dades clinica, genotipat de les

mostres, analisi i interpretacio dels resultats, redaccid i revisié del manuscrit.

Riera P, Artigas A, Salazar J, Paez D. Comments on: “Clinical utility of ABCB1 genotyping for preventing
toxicity in treatment with irinotecan” (carta a I'editor). Pharmacol Res 2019; 145:104287

IF (segons JCR 2017): 4,897

1r quartil (Categoria “Pharmacology & Pharmacy”)

Participacid del doctorand (és primer autor): redaccid i revisié de la carta.
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Riera P, Artigas-Baleri A, Salazar J, Sebio A, Virgili AC, Arranz MJ, Pdez D. ABCB1 genetic variants as
predictors of irinotecan-induced severe gastrointestinal toxicity in metastatic colorectal cancer patients.
Front Pharmacol 2020; 11:973

IF (segons JCR 2019): 4,225

1r quartil (Categoria “Pharmacology & Pharmacy”)

Participacié del doctorand (és co-primer autor amb I’A Artigas-Baleri): elaboracié de la base de

.....

manuscrit.

Paez D, Tobefia M, Fernandez-Plana J, Sebio A, Virgili AC, Cirera L, Barnadas A, Riera P, Sullivan |, Salazar S.
Pharmacogenetic clinical randomised phase Il trial to evaluate the efficacy and safety of FOLFIRI with high-
dose irinotecan (HD-FOLFIRI) in metastatic colorectal cancer patients according to their UGT1A1 genotype.
Br J Cancer 2019; 120(2):190-5

IF (segons JCR 2017): 5,922

1r quartil (Categoria “Oncology”)

Participacié del doctorand: genotipat de les mostres, disseny de les figures, redaccio i revisio del

manuscrit.

A més, el doctorand és autor d’un article en procés de publicacié que també s’inclou a la tesi doctoral:

Riera P, Rodriguez-Santiago B, Lasa A, Gonzalez-Quereda L, Martin B, Salazar J, Sebio A, Virgili AC,
Minguillén J, Camps C, Surrallés J, Pdez D. Novel somatic genetic variants as predictors of resistance to
EGFR-targeted therapies in metastatic colorectal cancer patients

Participacid del doctorand (és primer autor): elaboracié de la base de dades clinica, genotipat de les

mostres, analisi i interpretacio dels resultats, redaccid i revisié del manuscrit.

Barcelona, a 30 de juny de 2020

Dr. David Paez Lopez-Bravo Dr. Jordi Surrallés Calonge
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Aquesta tesi s’ha centrat en la identificacid de marcadors pronostics i predictius (tant d’eficacia com de
toxicitat) en cancer colorectal, amb I'objectiu Ultim de poder avangar en la individualitzacié terapeutica i
aconseguir que el tractament seleccionat sigui el més efectiu i segur per a cada pacient. En aquest sentit, la
tesi aporta evidencies sobre nous marcadors d’interés (tant germinals com somatics) que podrien ser
d’utilitat en la practica clinica. A continuacid es resumeixen els resultats més destacats de cadascuna de les

publicacions que constitueixen aquesta tesi doctoral.

1. Identificacié de biomarcadors pronostics en cancer de colon localitzat

Article 1. Riera P, Virgili AC, Salazar J, Sebio A, Tobefia M, Sullivan |, Pdez D. Genetic variants in the VEGF

pathway as prognostic factors in stages Il and Ill colon cancer. Pharmacogenomics J 2018; 18(4):556—64.

En aquest estudi vam avaluar la influencia de 28 polimorfismes d’un sol nucleotid en 12 gens de la via del
factor de creixement endotelial vascular (VEGF) i el seu paper en el pronostic de 347 pacients amb cancer
de colon d’estadis II-lll. Vam trobar que els rs9513070 (VEGFR1) i rs1137282 (KRAS) estaven associats amb
la SG dels pacients amb cancer de colon d’estadi Il (p=0,025 i p=0,001, respectivament). En fer I'analisi
multivariada, aquestes associacions van romandre estadisticament significatives. Aixi doncs, els pacients
d’estadi Il portadors d’almenys un al-lel G per a I'rs9513070 van presentar una SG superior (HR=0,268; p
ajustada=0,043), mentre que els homozigots GG per a I'rs1137282 van presentar una SG menor (HR=10,82;
p ajustada=0,005).

Quan es va tenir en compte la ubicacidé del tumor, I'rs9513070 també es va associar amb la supervivéncia
lliure de recaiguda (SLR) i la SG (p=0,033 i p=0,031, respectivament) en els pacients amb cancer de colon
esquerre. En fer I'analisi multivariada, aquestes associacions van mantenir la significacié estadistica.
D’aquesta manera, els pacients amb cancer de colon esquerre portadors d’almenys un al-lel G per a
I'rs9513070 van presentar una major SLR (HR=0,345; p ajustada=0,005) i SG (HR=0,061; p ajustada=0,011).
A més, I'rs35251833 del gen ITGAV es va correlacionar amb la SLR en pacients amb cancer de colon
esquerre (p=0,032). En fer I'analisi multivariada, els pacients portadors d’almenys un al-lel G per a

I'rs35251833 seguien presentant una major SLR (HR=0,242; p ajustada=0,005).

En definitiva, els resultats d’aquest estudi mostren com diversos polimorfimes germinals ubicats en els gens

VEGFR1, KRAS i ITGAV s’associen amb el pronostic en pacients amb cancer de colon d’estadis II-1ll.
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2. ldentificacio de biomarcadors predictius de resposta i toxicitat en cancer
colorectal metastatic

2.1. Identificacié de marcadors de toxicitat a l'irinotecan i avaluacié de la seva aplicabilitat
clinica

Article 2. Riera P, Salazar J, Virgili AC, Tobefia M, Sebio A, Gallano P, Barnadas A, Paez D. Relevance of
CYP3A4*20, UGT1A1#*37 and UGT1A1*28 variants in irinotecan-induced severe toxicity. Br J Clin Pharmacol
2018; 84:1389-1392.

En aquest estudi vam incloure-hi 308 pacients amb CCRm tractats amb un regim quimioterapic que incloia
irinotecan. Es va determinar la preséncia dels al-lels CYP3A4*20, UGT1A1*37 i UGT1A1*28 i la seva
associacié amb el desenvolupament de toxicitat greu (diarrea, neutropénia, neutropenia febril, asténia,
nausees i mucositis) secundaria al tractament. Vam trobar que I'al-lel UGT1A1*28 estava associat de forma
estadisticament significativa amb |'aparicid de diarrea, neutropénia i asténia greus (p=0,002, p=0,037 i
p=0,041, respectivament). A més, un pacient amb el genotip UGT1A1*28/*37 va desenvolupar neutropénia
grau IV i un xoc séptic que va resultar ser letal, tot i la reduccid inicial de dosi d’irinotecan en monoterapia
(dosi = 150 mg/m?). Pel que fa a la preséncia de Ial-lel CYP3A4*20, un pacient heterozigot per a 'UGT1A1

(*1/*28) també era portador de I'al-lel CYP3A4*20 en heterozigosi, perod no va patir toxicitat greu.

Article 3. Riera P, Artigas A, Salazar J, Pdez D. Comments on: “Clinical utility of ABCB1 genotyping for
preventing toxicity in treatment with irinotecan” (carta a I’editor). Pharmacological Research 2019;

145:104287.

Aquesta carta a I'editor anava dirigida a I'article de Salvador-Martin et al titulat Clinical utility of ABCB1
genotyping for preventing toxicity in treatment with irinotecan. En aquest article s’afirmava que la
presencia de I'al-lel UGT1A1*28 no era util com a predictor de toxicitat a I'irinotecan en aquells pacients
que rebien dosis <180 mg/m” (237). La dosi de 180 mg/m’ és la dosi habitual de I'esquema FOLFIRI,
esquema quimioterapic ampliament utilitzat en CCRm. A la carta vam citar un estudi previ de cerca de dosi
d’irinotecan que demostrava que els pacients homozigots per a I'al-lel UGT1A1*28 només podien tolerar
una dosi maxima d’irinotecan de 130 mg/m?, és a dir, una dosi un 28% inferior als 180 mg/m? contemplats a
I’esquema FOLFIRI (236). A més, en llegir I'estudi de Salvador-Martin et al vam detectar que la distribucio
de lal'lel UGT1A1*28 a la seva mostra no complia I'equilibri de Hardy-Weinberg (p<0,05), i que

precisament els pacients UGT1A1*28/*28, que sén els que presenten un major risc de toxicitat, estaven
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infrarepresentats. Per tant, tenint en compte aquest fet i I'evidéncia cientifica existent, vam concloure que
els resultats del seu estudi no eren suficients per descartar que I'al-lel UGT1A1*28 fos un bon predictor de

toxicitat induida per irinotecan en pacients que rebessin dosis <180 mg/m?>.

Article 4. Riera P, Artigas-Baleri A, Salazar J, Sebio A, Virgili AC, Arranz MJ, Pdez D. ABCB1 genetic variants as
predictors of irinotecan-induced severe gastrointestinal toxicity in metastatic colorectal cancer patients.

Frontiers in Pharmacology 2020; 11:973.

En aquest estudi vam avaluar, en la mateixa cohort de 308 pacients mencionada al segon article,
I"associacié de tres variants funcionals en el gen ABCB1 (rs1128503, rs2032582 i rs1045642), aixi com dels
seus diplotips i haplotips, amb el desenvolupament de toxicitat greu secundaria a l'irinotecan. Les toxicitats
avaluades van ser la diarrea, la neutropenia, I’astenia, les nausees i la mucositis, el grau de les quals es va
establir d’acord amb la versié 5.0 de Common Terminology Criteria for Adverse Events, del National Cancer
Institute. Per a I'analisi multivariada es van introduir com a covariables el génere, I'edat, el tractament

quimioterapic, la linia de tractament i els genotips de 'ABCB1 ila UGT1A1.

En I'analisi multivariada vam trobar que I'rs1128503 estava associat de forma estadisticament significativa
amb I'aparicié de diarrea i mucositis greus (p=0,014 i p=0,002, respectivament). En concret, els pacients
gue presentaven el genotip CC tenien un major risc de toxicitat gastrointestinal (en comparacio als pacients
amb els genotips CT i TT). A més, I'rs2032582 també es va associar amb I'aparicié de mucositis greu
(p=0,0001). En aquest cas, els pacients GG eren els que presentaven un menor risc de patir mucositis greu.
Pel que fa a Vl'analisi de diplotips, vam observar que els diplotips rs1045642T-rs1128503C
(freqliéncia=10,5%) i rs1128503C-rs2032582T (freqiiéncia=1,9%) estaven associats amb un major risc de
diarrea (p=0,035 i p=0,005, respectivament). El diplotip rs1128503C-rs2032582T també va mostrar

associacié amb el desenvolupament de mucositis i nausees (p=0,00018 i p=0,049, respectivament).

Quant als haplotips, vam trobar que la presencia de I"haplotip CTT (rs1128503-rs2032582-rs1045642)
s’associava a un major risc de diarrea, asténia, nausees i mucositis greus (p=0,012, p=0,047, p=0,029 i
p=0,002, respectivament). Aquest haplotip, pero, va ser bastant rar a la cohort estudiada (freqiiencia=1,5
%). No vam observar cap altra associacié de cap haplotip amb I'aparicié de toxicitat greu induida per

irinotecan.
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Article 5. Pdez D, Tobefia M, Fernandez-Plana J, Sebio A, Virgili AC, Cirera L, Barnadas A, Riera P, Sullivan I,
Salazar S. Pharmacogenetic clinical randomised phase Il trial to evaluate the efficacy and safety of FOLFIRI
with high-dose irinotecan (HD-FOLFIRI) in metastatic colorectal cancer patients according to their UGT1A1

genotype. Br J Cancer 2019; 120(2):190-5.

En aquest assaig clinic fase Il aleatoritzat vam avaluar si els pacients amb genotip UGT1A1*1/*1 o
UGT1A1*1/*28, en ser tractats amb dosis d’irinotecan superiors a les estandard de I'esquema FOLFIRI (180
mg/m?) presentaven una millor taxa de resposta objectiva sense un increment significatiu de la toxicitat (en
comparacié amb els que rebien la dosi de FOLFIRI estandard). Es van incloure 82 pacients, 41 al grup de
FOLFIRI altes dosis (FOLFIRI-AD) i 41 al grup de FOLFIRI estandard. La dosi d’irinotecan al grup FOLFIRI-AD
va ser de 300 mg/m? per als pacients UGT1A1*1/*1 i 260 mg/m” per als pacients UGT1A1*1/*28. Al grup
control, la dosi va ser I'habitual de 180 mg/m”. La taxa de resposta objectiva va ser significativament més
alta en el grup FOLFIRI-AD (67,5% enfront del 43,6%; p= 0,001; OR: 1,73 [IC 95%: 1,03-2,93]). En el grup de
FOLFIRI-AD va ser possible realitzar la reseccié quirurgica de les metastasis en un 22,5% dels pacients
(enfront del 15,4% del grup control). Com a dada curiosa es va observar que, dels sis pacients BRAF mutats
en el grup de FOLFIRI-AD, cinc (83,3%) van presentar resposta completa o parcial al tractament, mentre que
dels sis pacients BRAF mutats en el grup control cap (0%) no va presentar resposta (p=0,003). En canvi, no
es van observar diferéncies en la taxa de resposta objectiva entre ambdds grups de I'assaig segons |'estat
mutacional de RAS. No es van observar diferéncies ni en la SLP ni en la SG entre el grup de FOLFIRI-AD i el

grup control (p=0,46 i p=0,74, respectivament).

Les toxicitats grau 3-4 més comunes van ser la neutropénia (17,7%), leucopeénia (5,1%), neutropénia febril
(5,1%), diarrea (5,1%) i astenia (5,1%). No es van observar diferencies entre el grup experimental i el control
ni en I'aparicid de toxicitat greu (22,5% enfront del 20,5%), ni en la reduccié de la dosi d’irinotecan prescrita

(22,5% enfront del 28,2%) ni en I'administracié de G-CSF profilactic (17,5% enfront del 12,8%).

2.2. Identificacié de variants somatiques de resisténcia als agents anti-EGFR

Article 6. Riera P, Rodriguez-Santiago B, Lasa A, Gonzdlez-Quereda L, Martin B, Salazar J, Sebio A, Virgili AC,
Minguillén J, Camps C, Surrallés J, Pdez D. Novel somatic genetic variants as predictors of resistance to

EGFR-targeted therapies in metastatic colorectal cancer patients. Article en procés de publicacid.

En aquest estudi vam incloure-hi 61 pacients amb CCRm tractats amb farmacs anti-EGFR que havien

presentat fenotips extrems pel que fa a la resposta farmacologica: 38 pacients eren responedors i 23
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pacients eren resistents al tractament bioldgic. Vam dissenyar un panell customitzat que incloia 43 gens
relacionats amb la via de I'EGFR, entre els quals gens de lligands, receptors, moléecules de la via de
transmissioé de senyals i gens involucrats en processos de reciclatge i degradacié del receptor EGFR. Vam
sequienciar mostres d’ADN germinal i tumoral dels pacients mitjancant seqlienciacio de segona generacié o
next-generation sequencing (NGS). L'objectiu de I'estudi era descobrir noves variants somatiques de
resposta o resisténcia als farmacs anti-EGFR que poguessin explicar la resposta farmacologica observada en

pacients els tumors dels quals eren no mutats per als gens RAS i BRAF (mutacié V600E).

L'analisi mitjancant NGS va permetre detectar cinc pacients resistents al tractament biologic que
presentaven mutacions validades de manca de resposta al tractament (ubicades en els gens KRAS o NRAS o
la mutacié V600E de BRAF) en un percentatge superior al 5% de clona mutada. Per aquest motiu, aquests
individus van ser exclosos de la cerca de noves mutacions, en tenir ja una causa demostrada de manca de
resposta al tractament. No es va trobar cap pacient que presentés alhora mutacions en els gens KRAS i
NRAS, pero0 si que es va trobar un pacient que presentava concomitantment la mutacié V600E de BRAF i la
mutacido Q61L de KRAS, aixi com un altre pacient que presentava la mutacié V600E de BRAF i la mutacio
G13D de NRAS. A més, vam identificar dues mutacions de BRAF (D594N i G466A), previament relacionades
amb un pronostic favorable, en dos pacients responedors. La mutacié de PIK3CA E545K va ser trobada en

un pacient responedor i en un pacient resistent al tractament amb anticossos anti-EGFR.

En aquest estudi vam identificar vuit variants somatiques de resisténcia als farmacs anti-EGFR. Totes elles
es van trobar només en pacients no responedors i amb una freqliéncia al-lélica superior a I'1% de clona
mutada. Tres d'elles es van localitzar en gens relacionats amb la insulina (I1668N i E1218K en el gen IGFIR,
T1156M en el gen IRS2). Tres variants estaven localitzades en gens pertanyents a la familia LRIG (T152T en
el gen LRIG1, S697L en el gen LRIG2 i V812M en el gen LRIG3). Les dues variants restants es trobaven a
NRAS (G115Efs*46) i PDGFRA (T301T). No es van identificar variants somatiques de bona resposta al

tractament biologic.
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Els resultats d’aquesta tesi aporten noves evidéncies cientifiques sobre la utilitat dels marcadors genétics
per afrontar tres reptes importants en el camp del CCR: en primer lloc, coneixer amb una major precisio
quins pacients amb cancer de colon localitzat amb un prondstic pitjor es podrien beneficiar de rebre QT
adjuvant (article 1); en segon lloc, predir amb una major fiabilitat quins pacients no sén candidats a rebre
tractament amb irinotecan a les dosis estandard a causa del seu elevat risc de desenvolupar toxicitat greu i
quins pacients poden rebre dosis més altes que les estandard sense que augmenti significativament el risc
de toxicitat associada (articles 2-5); finalment, coneixer més determinants de resisténcia a les terapies anti-

EGFR que permetin millorar I’efectivitat d’aquests agents biologics (article 6).

1. Identificacié de biomarcadors pronostics en cancer de colon localitzat

El primer estudi d’aquesta tesi ens aporta més informacid sobre marcadors pronostics en cancer de colon
d’estadis II-1ll (300). Com ja s’ha comentat a la introduccid, el maneig terapéutic dels pacients amb cancer
de colon d’estadis Il i Il consisteix fonamentalment en una intervencié quirdrgica amb intencié curativa.
Tanmateix, el risc de recurréncia és alt, especialment en els pacients d’estadi lll i d’estadi Il d’alt risc (110).
Per aix0, amb l'objectiu de reduir el risc de recurréncia, aquests pacients reben QT adjuvant basada en
fluoropirimidines. Es important poder determinar de forma precisa quins sén els pacients d’estadi II-1ll amb
risc de recaiguda, de tal forma que no administrem QT adjuvant a un pacient que no recaura (i aixi li evitem
una toxicitat innecessaria) i que no deixem sense QT adjuvant a qui realment se’n beneficia. Es per aixd que
cal tenir marcadors que ajudin a decidir de forma individualitzada la idoneitat de I’adjuvancia. En aquest
sentit, la inestabilitat de microsatel-lits en estadi Il és un factor de bon pronostic amb una evidéncia solida
(111-114), fet que fa que es determini de forma rutinaria a la practica clinica diaria. Hi ha altres marcadors
que sén d’utilitat, com ara el grau de diferenciacié tumoral, la invasié perineural i limfovascular o
I'expressié de CDX2, entre d’altres. No obstant aix0, encara hi ha pacients en els quals la decisié sobre la
idoneitat o no de I'adjuvancia és dubtosa. En el nostre estudi vam observar que diverses de les variables
recollides s’associaven de forma estadisticament significativa amb la SLR i/o la SG, com ara |'estadi del
tumor, el grau de diferenciacio, la localitzacié tumoral, I'administracié de QT adjuvant, la invasié perineural
i el nimero de ganglis limfatics resecats. Aquestes covariables es van incloure en I'analisi multivariada.
Com a limitacid, cal destacar que no es coneixia la preséncia/abséncia d’inestabilitat de microsatel-lits en la
majoria de pacients, en ser una cohort de pacients diagnosticats entre 2009 i 2014, periode en el qual
aquesta determinacid encara no s’efectuava de forma rutinaria al nostre centre. En base a les evidéncies
cientifiques actuals, és de suposar que la preséncia d’inestabilitat de microsatél-lits també hauria afectat el

pronostic dels pacients i s’hauria hagut d’incloure com a covariable en I'analisi multivariada.
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El factor de creixement endotelial vascular (VEGF) és el promotor principal de I'angiogénesi tumoral, la qual
promou el creixement i progressié dels tumors solids, com ara el CCR (301,302). L’activacié de I'angiogéenesi
pot conferir un pitjor pronostic en pacients amb tumors localitzats, ja que pot promoure el switch de
cél-lules dorments no eliminades per la cirurgia a cél-lules amb capacitat proliferativa (303). Es per aixo6 que
ens vam plantejar si polimorfismes en gens de la via del VEGF podien modificar el pronostic en aquests
pacients. Vam trobar que diverses variants genétiques estaven associades amb la SLR i/o la SG. En concret,
el nostre estudi és el primer en mostrar que I'rs9513070 (VEGFR1) s’associa amb la supervivéncia, tant en
tumors d’estadi Il com en tumors de localitzacié esquerra. Aquesta variant ja s’havia relacionat amb la
supervivencia en pacients amb cancer de colon avancgat (296). Pel que fa a I'rs1137282 (KRAS), vam trobar
que els pacients amb genotip GG presentaven menor SG, uns resultats concordants amb els d’un estudi que
va avaluar el paper d’aquesta variant en pacients amb cancer de pulmd no microcitic d’estadis I-lll (304).
Finalment, la variant rs35251833 (/ITGAV) es va relacionar amb la SLR en pacients amb cancer de colon

esquerre, uns resultats semblants als trobats en un estudi previ que incloia pacients amb CCRm (305).

En definitiva, aquest estudi evidencia que polimorfismes genétics de la via del VEGF s’associen amb el
pronostic en pacients amb cancer de colon d’estadis II-lll, i que els resultats depenen tant de I'estadi com
de la localitzacié tumoral. Per tant, és important que estudis futurs sobre marcadors pronostics en cancer
de colon localitzat estratifiquin els pacients en funcié tant de I'estadiatge com de la ubicacié del tumor, ja

gue son caracteristiques rellevants per al pronostic.

2. Identificacio de biomarcadors predictius de resposta i toxicitat en cancer
colorectal metastatic

2.1. Identificacié de marcadors de toxicitat a lI'irinotecan i avaluacié de la seva aplicabilitat
clinica

Aquesta tesi doctoral conté tres estudis (306—308) i una carta a I'editor (309) sobre marcadors genétics de

toxicitat a I'irinotecan i la seva utilitat clinica.

El descobriment i possible translacio a la practica clinica de marcadors de toxicitat és d’una gran utilitat, ja
que l'aparicio d’efectes adversos greus secundaris a la quimioterapia condiciona de forma notoria la
qualitat de vida dels pacients oncologics. En aquest sentit, I'irinotecan és un citostatic ampliament utilitzat

per al maneig del CCR avancat que ocasiona toxicitats greus (habitualment neutropénia i/o diarrea, entre
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d’altres) en un ter¢ dels pacients aproximadament (22). Tanmateix, a dia d’avui encara no hi ha cap
marcador de toxicitat a I'irinotecan que sigui de determinacid obligatoria segons la seva fitxa técnica (233),
malgrat les evidencies existents sobre el paper rellevant de diversos marcadors (228,239,310). Aquest fet fa

gue en molts centres no es realitzi cap test genétic previament a I'administracié d’irinotecan.

Els resultats del segon article d’aquesta tesi confirmen el paper de 'UGT1A1*28 com a factor predictiu de
toxicitat greu secundaria al tractament amb irinotecan. En aquest estudi vam demostrar que la preséncia
d’aquest al-lel s’associava de forma estadisticament significativa amb I'aparicié de diarrea, neutropénia i
asténia greus (p=0,002, p=0,037 i p=0,041, respectivament). En canvi, no vam trobar associacid ni amb les
nausees (p=0,495) ni amb la mucositis (p=0,595) (306). Tal i com s’ha esmentat anteriorment, |'associacio
amb la neutropenia és molt coneguda i fins i tot apareix a la fitxa tecnica del farmac (233). Pel que fa a
I'associacié amb la diarrea, tot no apareixer a la fitxa técnica del farmac, ja havia estat descrita en un article
previ del nostre grup, que va mostrar que la preséncia de l'al-lel UGT1A1*28 s’associava de forma
estadisticament significativa amb un major risc de patir diarrea greu (p=0,005) (194). En aquest sentit, s’ha
demostrat que I'associacié de l'al-lel UGT1A1*28 amb I'aparicié de diarrea greu depéen considerablement
de la dosi d’irinotecan administrada. Aixi doncs, una metanalisi realitzada per Hu et al va concloure que no
hi havia associacié de I'al-lel UGT1A1*28 amb aquesta toxicitat a dosis baixes d’irinotecan (<125 mg/m?). En
canvi, els pacients heterozigots o homozigots per a I'al-lel UGT1A1*28 si que presentaven un major risc de
patir diarrea greu quan l'irinotecan era administrat a dosis mitjanes i altes (311). Una metanalisi posterior,
publicada per Liu et al, va mostrar uns resultats similars. En aquesta metanalisi, que va incloure 16 estudis,
es va concloure que els pacients amb genotip UGT1A1*28/*28 presentaven un major risc de presentar
diarrea greu (OR=1,84; p=0,002). Es va constatar, també, que aquesta incidéncia major de diarrea en els
pacients homozigots per a I’al-lel UGT1A1*28 es circumscrivia als pacients que rebien dosis mitjanes i altes

d’irinotecan (OR=2,37; p=0,002), és a dir, a aquells que rebien dosis d’irinotecan >150 mg/m2 (312).

En el nostre estudi, un 92% dels pacients van rebre I'esquema FOLFIRI, que conté irinotecan a la dosi de 180
mg/mz, considerada una dosi d’irinotecan mitjana. Per tant, els resultats trobats sobre I'associacié entre
I'al-lel UGT1A1*28 i I'aparicié de diarrea greu concorden amb les dues metanalisis recentment esmentades.
De totes maneres, cal tenir present que la diarrea és una toxicitat bastant manejable que pot veure’s
emmascarada per tractaments preventius, com ara l'atropina o la loperamida. Com a limitacié dels
resultats observats en aquest estudi hi ha la manca de registre del moment d’aparicié de la diarrea. Per
tant, no podiem saber si es tractava d’una diarrea precog (produida en les primeres 24 hores per sindrome
colinérgica) o tardana (produida a partir de les 24 hores per inflamacié de la mucosa intestinal). Tampoc no
podiem saber-ne el cicle d’aparicié, dada a considerar ja que els pacients amb predisposicié genética solen

presentar toxicitat en els primers cicles de tractament.
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L’evidéncia de l'associacid entre l'al-lel UGT1A1*28 i 'aparicid de toxicitat greu induida per irinotecan,
mostrada en el segon article d’aquesta tesi i avalada per la fitxa tecnica del farmac (233), ens van impulsar a
escriure una carta a I'editor (article 3) (309). Aquesta carta anava dirigida a un article publicat a la revista
Pharmacological Research que afirmava que la presencia d’aquest al-lel no era rellevant per a la prediccid
de toxicitat secundaria a I'irinotecan en pacients que rebessin dosis <180 mg/m?” (237). Aquesta afirmacié
no tan sols contradeia els resultats del segon article d’aquesta tesi, on un 92% dels pacients van rebre
irinotecan a la dosi de 180 mg/m? (esquema FOLFIRI), sind també diverses publicacions que mostren que a
les dosis mitjanes d’irinotecan la presencia de I'al-lel UGT1A1*28 s’associa de forma estadisticament
significativa amb I'aparicié d’efectes adversos greus (194,311,312). Vam detectar que en I'estudi objecte de
la carta aquesta variant no complia I'equilibri de Hardy-Weinberg. Més concretament, hi havia una
infrarepresentacid dels pacients homozigots per a I'al-lel UGT1A1*28, |la qual cosa podria explicar que no
trobessin cap associacié entre la presencia d’aquesta variant i I'aparicié de toxicitat greu secundaria a
I'irinotecan. Cal tenir present que I'estudi tenia una mida mostral relativament petita (n=158), la qual cosa

podria explicar que la distribucié de I'al-lel UGT1A1*28 no complis I'equilibri de Hardy-Weinberg (p>0,05).

A més a més, en el segon estudi de la tesi també vam descriure com a marcador de toxicitat greu induida
per irinotecan l'al-lel UGT1A1#*37. Préviament ja s’havia demostrat que aquest al-lel reduia I'activitat
enzimatica de la UGT1A1 fins i tot més que I'al-lel UGT1A1*28 (228), pero no s’havien descrit pacients
portadors d’aquesta variant que desenvolupessin toxicitat greu a l'irinotecan. Nosaltres vam descriure el
cas d’un pacient amb genotip UGT1A1*28/*37 que va presentar una toxicitat letal (neutropénia grau 4 i
neutropénia febril) tot i rebre irinotecan en monoterapia a una dosi reduida de 150 mg/m?. Aquest pacient
va ser diagnosticat d’'un adenocarcinoma de sigma amb disseminacié hepatica i pulmonar irresecable. A
part de tenir el genotip UGT1A1*28/*37, el pacient presentava un tumor amb la mutacié G12S en el gen
KRAS. Per tot plegat, es va realitzar una primera linia de tractament amb FOLFOX-bevacizumab. Després de
6 cicles de tractament el pacient presentava malaltia estable, perd el TC toracic va mostrar la presencia
d’un tromboembolisme pulmonar, atribuible al bevacizumab. Per aquest motiu, a partir del 7¢ cicle es va
administrar només FOLFOX. En els cicles posteriors va presentar neutropénies greus que van requerir
I'administracié de filgrastim i dues reduccions de dosi d’oxaliplati. Després del 12¢ cicle, el pacient va
presentar progressié de la malaltia. En aquest moment es va plantejar una segona linia de tractament.
Tenint en compte la contraindicacid dels anti-EGFR (per la mutacié en KRAS), es va decidir 'administracio
d’irinotecan en monoterapia a una dosi reduida de 150 mg/m?. No es va afegir 5-fluorouracil per minimitzar
el risc de toxicitat. Tanmateix, tal i com ja s’ha comentat, el pacient va presentar una toxicitat molt greu
gue va acabar essent letal. Aquest cas posa de relleu la rellevancia de la personalitzacié de la terapia en
CCRm. En base al que s’ha descrit, caldria determinar també l'al-lel UGT1A1*37 (a més de l'al-lel

UGT1A1#*28) a qualsevol pacient amb CCRm abans de prescriure I'irinotecan.
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El darrer al-lel que vam genotipar en el segon article va ser el CYP3A4*20, també denominat rs67666821.
Aquest al-lel es caracteritza per la insercid d'un residu d'adenina (c.1461_1462insA), que comporta un codé
de parada prematur (p.P488Tfs*494) i, per tant, la sintesi d'una proteina truncada i inactiva (246). Nosaltres
vam decidir genotipar aquest al-lel en aquesta cohort de pacients tractats amb irinotecan en base als
resultats d’un estudi previ publicat per Apellaniz-Ruiz et al (313). En aquest article van demostrar que els
portadors d'aquesta variant mostraven una major probabilitat de presentar neuropatia greu secundaria al
paclitaxel i de patir modificacions en el tractament, amb el conseqtient risc d’inefectivitat terapeutica (313).
Com que el CYP3A4 és un dels principals enzims implicats en el metabolisme del paclitaxel, la preséncia
d’una mutacidé truncant en heterozigosi causa una disminucié de la seva activitat i, en conseqieéncia, un
major risc de patir toxicitat al farmac. En base a aquesta premissa, i tenint en compte que el CYP3A4 també
és un enzim rellevant implicat en el metabolisme de l'irinotecan (Figures 16 i 17), vam voler determinar si
els pacients portadors d’aquesta mutacid presentaven un risc superior de patir efectes adversos secundaris
al tractament amb aquest citostatic. Contrariament al que haviem hipotetitzat, I'Unic pacient que vam
trobar portador d’aquesta variant (genotip CYP3A4*1/*20), que a més era heterozigot per a l'al-lel
UGT1A1%28, no va experimentar toxicitat greu. Tanmateix, caldria avaluar la tolerancia al tractament amb
irinotecan de més pacients portadors d’aquesta mutacid per poder discernir amb major fiabilitat si es tracta

o no d’un factor predictiu de toxicitat a aquest citostatic.

Cal tenir present que, fins ara, només un estudi dut a terme en 177 pacients japonesos havia avaluat la
influencia de variants en el gen CYP3A4 en |'aparicid de toxicitat greu induida per irinotecan, sense trobar
cap associacié estadisticament significativa (245). Altres estudis han avaluat el paper del CYP3A4 en
I'aparicié de toxicitat greu induida per irinotecan a partir del nivell de 6B-hidroxicortisol (242), de
I"aclariment de midazolam (243) o avaluant I'efecte d’un inhibidor com la claritromicina (244), obtenint
resultats no concloents. Els nostres resultats semblarien indicar que I'activitat d’aquest enzim no és critica

per a l'aparicio de toxicitat greu secundaria a l'irinotecan.

Pel que fa a la freqléencia poblacional de I'al-lel CYP3A4*20, és precis destacar que vam trobar una
freqliéncia de només el 0,3% a la nostra mostra (un portador d’entre 308 pacients). Aquesta freqiieéncia és
menor a I'1,2 % trobat en poblacié espanyola per Apelldniz-Ruiz et al (249). En base a aquesta publicacid,
els autors van descriure un efecte fundador espanyol per a aquesta mutacié. La freqliencia trobada en la
nostra cohort de pacients s’aproxima més a la que vam descriure préviament en una carta a |'editor
publicada a Medicina Clinica (314) (Annex 1). En aquesta carta vam detallar que aquesta mutacid no va ser
detectada en cap individu d’'una mostra de 310 pacients del nostre centre tractats amb paclitaxel.
Considerant ambdods articles podem concloure que hem detectat la preséncia de I'al-lel CYP3A4*20 en

només un individu de 618 pacients catalans analitzats (0,16%). Aixi doncs, la freqliéncia d’aquesta mutacié
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és possiblement menor a I'1,2% descrit per al global de la poblacié espanyola. D'altra banda, la base de
dades CIBERER Spanish Variant Server (http://csvs.babelomics.org/), que recull dades de seqiienciacié
d’exoma complet d'individus espanyols, descriu un 0,6% de portadors en heterozigosi (12 individus) de la
mutacio CYP3A4*20 en una mostra analitzada de 1890 individus. No s’ha descrit cap cas d’individu portador
d’aquesta mutacié en homozigosi, fet logic tenint en compte la baixa freqliéncia poblacional d’aquesta

mutacio.

Pel que fa al paper de variants funcionals en el gen ABCB1, els resultats de la quarta publicacié de la tesi
suggereixen que la preséncia de I'rs1128503 prediu el desenvolupament de toxicitat gastrointestinal greu
(mucositis i diarrea), que és superior en els pacients amb genotip CC. Aquest resultat de I'rs1128503 es veu
clarament reforgat pel fet que diversos diplotips i haplotips contenint I'al-lel C per a I'rs1128503 també han
mostrat associacions estadisticament significatives amb |'aparicid de toxicitat gastrointestinal greu, tal i
com s’ha exposat préviament a l'apartat de resultats (307). Tot plegat suggereix un paper rellevant
d’aquest al-lel en el risc de desenvolupar toxicitat gastrointestinal greu secundaria al tractament amb
irinotecan. També vam trobar I'existéncia d’'una associacid estadisticament significativa entre I'rs2032582 i
la preséncia de mucositis greu. En aquest cas, els pacients amb el genotip GG eren els que tenien un menor

risc de patir mucositis greu.

Hi ha pocs estudis que hagin analitzat les variants en el gen ABCB1 com a marcadores de toxicitat
gastrointestinal greu secundaria a l'irinotecan, i la majoria d’ells han mostrat resultats negatius (237,315—
318). No obstant aix0, Cortejoso et al van dur a terme un estudi en una cohort de 56 pacients amb CCRm
que van rebre tractament basat en irinotecan i van descriure que els pacients amb genotip CC per a la
variant rs1045642 tenien una probabilitat més alta de diarrea que els pacients amb genotips CT i TT
(p=0,039) (319). En linia amb aquest estudi, nosaltres vam trobar, en una mostra bastant més gran (n=308),
que els pacients amb genotip CC per a la variant rs1128503 tenien un risc més elevat de diarrea (p=0,014) i
mucositis (p=0,002), després d’ajustar considerant les covariables clinicopatologiques d’interes i el genotip
de la UGT1A1. Es tracta del primer estudi que mostra aquesta associacid, que es veu reforcada pels estudis
funcionals de Mathijssen et al, que van mostrar que els pacients amb genotip TT presentaven una major
exposicid sistémica a l'irinotecan (p=0,038) i a I'SN-38 (p=0,031) (320). Aquest fet es deuria a una menor
excrecio biliar, secundaria a un pitjor funcionament de la glicoproteina P (bomba codificada pel gen
ABCB1). Aquesta reduccié en I'excrecid biliar d’irinotecan podria explicar la menor toxicitat gastrointestinal

observada en els pacients amb genotip TT en la nostra mostra d’estudi.
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En un intent de millorar la prediccié farmacogenetica de toxicitat greu induida per irinotecan, vam centrar
el nostre estudi en les tres variants més informatives del gen ABCB1. Aquest enfocament ens va permetre
obtenir un poder estadistic més elevat, pero amb la limitacié de perdre I'efecte genétic d’altres variants
situades en el gen ABCB1 o en altres transportadors d’eflux hepatic, com ara ABCC2 o ABCG2, que també
poguessin ser d’interes. Una segona limitacié del nostre estudi podria ser la similitud en el perfil d'efectes
adversos del 5-fluorouracil i I'irinotecan. Tanmateix, com que la glicoproteina P no afecta la farmacocinetica
del 5-FU (321), considerem que les associacions trobades es deuen a modificacions en la farmacocinetica

de l'irinotecan.

Els resultats d’aquest estudi, doncs, mostren la utilitat de I'rs1128503 (a part de 'UGT1A1*28 descrit a
I'article 2), com a marcador de toxicitat gastrointestinal (diarrea i mucositis). No obstant aix0, caldria
validar els nostres resultats en una cohort de pacients independent per poder confirmar el valor predictiu

de I'rs1128503 com a marcador de toxicitat gastrointestinal greu.

El darrer estudi que involucra l'irinotecan (article 5) és I'assaig clinic fase Il exposat anteriorment, en el qual
els pacients amb genotip favorable per a la UGT1A1 (UGT1A1*1/*1i UGT1A1*1/*28) van ser aleatoritzats a
rebre I'esquema FOLFIRI amb una dosi d’irinotecan estandard (grup control: 180 mg/m?) o una dosi
superior (grup experimental: 300 mg/m2 als pacients UGTI1A1*1/*1 i 260mg/m2 als pacients
UGT1A1*1/*28) (308). Préviament ja s’havia demostrat que els pacients amb aquests genotips favorables
podien tolerar dosis superiors als 180 mg/m?” d’irinotecan (236,322). Aquest assaig clinic es el primer estudi
aleatoritzat que confirma que les dosis superiors als 180 mg/m?” en pacients amb genotip favorable per a la
UGT1A1 (UGT1A1*1/*1 i UGT1A1*1/*28) permeten aconseguir una major eficacia del tractament amb
FOLFIRI sense un increment significatiu dels efectes adversos secundaris. A més, el tractament amb
FOLFIRI-AD va permetre augmentar el percentatge de reseccions quirdrgiques de metastasis i millorar els
resultats en el subgrup de pacients de mal pronostic amb la mutacié V600E de BRAF. Tanmateix, no es va

obtenir una millora ni en la SLP ni en la SG.

Els nostres resultats van en la mateixa linia que diversos estudis recentment publicats que mostren
resultats favorables a dosificar I'irinotecan en base al genotip de la UGT1A1 (323—-326). També permeten
constatar que les recomanacions de dosi obtingudes a partir d’assaigs clinics tradicionals (com la de 180
mg/m? d’irinotecan en I’esquema FOLFIRI) s’haurien de revisar tenint en compte els marcadors genétics de
toxicitat validats (com I'UGT1A1%*28 per als tractaments amb irinotecan). El nostre estudi indica que els
pacients amb genotip favorable per a la UGT1A1 podrien estar essent infradosificats quan sén tractats amb

I’esquema FOLFIRI amb la dosi d’irinotecan estandard de 180 mg/m>.
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Com a limitacions de I'estudi cal ressaltar el desequilibri existent entre ambdds grups tant pel que fa a la
distribucié genotipica (hi havia més pacients amb genotip UGT1A1*1/*28 en el grup experimental) com pel
que fa a la localitzacié tumoral (hi havia menys pacients amb tumors de localitzacié dreta en el grup
experimental). Ambdds fets podrien haver afavorit el grup experimental ja que, d’una banda, hem observat
un major percentatge de respostes completes i parcials en els pacients amb genotip UGT1A1*1/*28 en
relacié amb els de genotip UGT1A1*1/*1 (64,3% vs 45,9%) i, de I'altra, els tumors de localitzacié dreta
presenten un pitjor pronostic (65,199). Per evitar aquest desequilibri i el possible biaix en els resultats,
caldria haver inclos tant el genotip de la UGT1A1 com la localitzacié tumoral com a factors d’estratificacio.
Una altra limitacié important és el fet que, actualment, I’'esquema FOLFIRI sol administrar-se conjuntament
amb un agent biologic en primera linia de tractament en CCRm, fet que limita la translacié dels nostres
resultats a la practica clinica. Finalment, cal tenir present que futurs estudis haurien de contemplar també
el genotip de la DPYD i no només el de la UGT1A1, tenint en compte les evidéncies existents sobre la seva

rellevancia com a marcadors geneétics de toxicitat a les fluoropirimidines (219,327).

En definitiva, per aconseguir la translacié a la practica clinica, cal que es realitzin assaigs clinics aleatoritzats
fase II-1ll per validar la utilitat de la intensificacié de dosi d’irinotecan en funcid del genotip de la UGT1A1,
perd en aquest cas administrant un esquema de tractament que inclogui FOLFIRI i un agent biologic (anti-

EGFR o antiangiogénic en funcid de I'estat mutacional de RAS).

2.2. Identificacié de variants somatiques de resisténcia als agents anti-EGFR

El darrer estudi d’aquesta tesi (article 6) ha permeés identificar noves variants genétiques somatiques de

resisténcia als agents anti-EGFR, fins ara no relacionades amb la manca de resposta a aquests farmacs.

En primer lloc, gracies a I'is de I'NGS i a la seva major sensibilitat, hem pogut detectar mutacions de
resistencia en RAS i BRAF que no s’havien detectat préviament mitjancant la seqlienciacié per Sanger.
Aquest fet ja era previsible, i és un dels motius principals pels quals I'NGS esta desplagant Sanger com a
tecnica per a la identificacid de mutacions somatiques (328). La identificacié acurada de les mutacions
somatiques, aixi com el percentatge de clona mutada, és rellevant a nivell clinic, i I’'NGS és actualment la
tecnica de referéncia per establir amb precisid la fraccio al-lelica mutada de cada variant (329). Un altre dels
avantatges de I'NGS és que es poden seqiienciar molts gens simultaniament. En el nostre cas, en només dos
dies de treball (preparacid i seqtienciacié de les llibreries amb un equip NextSeq) podiem seqienciar tots

els exons de 43 gens alhora en 8 pacients, fet impensable si haguéssim pretés fer-ho mitjancant Sanger.
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A més, hem pogut constatar que és possible la preséncia de mutacions concomitants en BRAF i KRAS o en
BRAF i NRAS, tal i com suggerien alguns casos recentment publicats (46). En canvi, no hem detectat que cap
pacient presentés de forma concomitant mutacions en els gens KRAS i NRAS, que tradicionalment s’han

considerat mituament excloents, tot i que recentment s’hagi descrit algun cas de concomitancia (330).

També hem pogut comprovar la rellevancia del percentatge de clona mutada per predir la resisténcia al
tractament amb anti-EGFR. S’ha descrit que el percentatge de fraccid al-lelica mutada que determina la
resposta/resisténcia al tractament amb anti-EGFR és del 5%, i que reduir-lo a un 1% no millora els resultats
(329,331). En el nostre estudi, un pacient que presentava un 5% de clona mutada amb una mutacié
activadora en el gen KRAS (A146V) va presentar una bona resposta al tractament amb QT i anti-EGFR. Es
tracta de I’Gnic pacient responedor en el qual es van detectar mutacions en RAS. Es de suposar que la bona
resposta mostrada per aquest pacient es va deure sobretot a I'esquema quimioterapic administrat
conjuntament amb I'anticos anti-EGFR. Tanmateix, I'heterogeneitat tumoral també podria explicar que els

clons cel-lulars RAS natius hagin respost al tractament amb anti-EGFR.

Com a dada interessant del nostre estudi hi ha el fet que una de les mutacions detectades de resistencia al
tractament amb anti-EGFR és una mutacid truncant en el gen NRAS (G115Efs*46). Es tracta d’un resultat
sorprenent, ja que la immensa majoria de mutacions descrites en aquest gen (aproximadament un 95%)
sén missense, és a dir, de canvi d’aminoacid (332). Tot i aix0, ja s’han descrit algunes delecions en aquest
gen, tal i com es pot comprovar a la base de dades COSMIC (332), pero es desconeix el seu paper com a
marcadors predictius de resistencia als farmacs anti-EGFR. La mutacid identificada, consistent en una
delecioé ubicada a I'exd 4 del gen que genera un codd de parada prematur i, en conseqiiencia, una proteina
trucada, és considerada una mutacié passatgera amb un efecte deleteri elevat segons Cancer Genome

Interpreter (333).

A part dels gens de la familia RAS, especialment KRAS i NRAS, els gens BRAF i PIK3CA també sén oncogens
driver involucrats en la carcinogenesi del CCR. Els nostres resultats confirmen el paper diferencial de les
mutacions en el gen BRAF envers la resposta als agents anti-EGFR. Hem observat que aquelles mutacions
que impliquen una alta activitat quinasa (com ara la V600E) es troben només en pacients resistents al
tractament amb anti-EGFR, mentre que aquelles mutacions que generen una activitat quinasa reduida o
nul-la (com ara la D594N o la G466A) es troben només en pacients sensibles al tractament amb aquests
agents biologics. Aquest fet concorda amb els resultats d’estudis previs que descriuen que les mutacions en
el gen BRAF diferents a la V600E identifiquen un subtipus molecular de CCRm amb pronostic favorable
(263,264). A més, la mutacié V600E només la vam detectar en tumors de colon dret, mentre que les

mutacions D594N i G466A les vam identificar en tumors de colon esquerre. Estudis previs ja havien descrit
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la major proporcié de mutacié V600E en tumors de colon dret (334,335). Aquesta distribucié diferencial de
les mutacions en BRAF podria afectar el pronostic dels tumors de colon esquerre en relacié amb els de
colon dret i definir un subtipus de CCR de pronostic excel-lent. Pel que fa a la mutacié E545K, el fet que
s’hagi trobat en un percentatge elevat de clona mutada (>5%) tant en un pacient responedor com en un
pacient resistent denota que no és critica per a la resposta als agents anti-EGFR, tal i com havien suggerit
diversos estudis previs (45,49,50). De fet, el valor predictiu de les mutacions en PIK3CA pel que fa a

I’efectivitat dels anticossos anti-EGFR continua essent dubtds a dia d’avui.

El nostre estudi suggereix un rol important de gens relacionats amb la insulina (en concret IGF1R i IRS2) en
la resposta als agents anti-EGFR. S’ha descrit que el receptor IGF1R pot estimular la via RAS i promoure la
proliferacié cel-lular d’una forma semblant al receptor EGFR, i que la seva funcionalitat és clau per a la via
de I'EGFR (336). En conseqiiéncia, és de suposar que mutacions activadores en aquest receptor podrien
implicar una pitjor resposta a la terapia anti-EGFR. Per tant, caldria esperar que les dues variants missense
trobades en el gen IGFIR (E1218K i 1668M) generin una activacid d’aquest receptor que comporti una
menor efectivitat del tractament amb farmacs anti-EGFR. Cal destacar que la variant E1218K ja havia estat
descrita préviament en un pacient amb leiomiosarcoma (337), mentre que la variant 1668N no s’havia
descrit abans i no apareix a la base de dades COSMIC (332). Pel que fa a la variant T1156M, identificada en
el gen IRS2, ja havia estat descrita préviament en un pacient amb cancer de colon (337). En aquest cas,
aquesta variant hauria d’afectar negativament la funcionalitat d’IRS2, ja que s’ha demostrat que el
knockdown d’aquest gen comporta una menor sensibilitat a cetuximab (276). D’altra banda, i de forma
analoga a les vies activades pels receptors EGFR i IGF1R, la via del receptor PDGFRA també esta involucrada
en la proliferacié cel-lular (338). El PDGFRA és un receptor amb activitat tirosina quinasa que es troba
habitualment mutat en tumors de I'estroma gastrointestinal (339). La variant identificada en el nostre
estudi com a predictora de manca de resposta als agents anti-EGFR en el gen PDGFRA afecta el seu procés
d’splicing. Fins ara, un dels estudis més rellevants que ha descrit mutacions de resistencia als agents anti-
EGFR en aquest gen és |'estudi de Bertotti et al, que va mostrar que diverses mutacions localitzades en el
domini catalitic d’aquest gen podrien actuar com a mecanismes de resisténcia primaria als agents anti-

EGFR (276).

El nostre estudi també ha mostrat que variants somatiques en els gens LRIG1-3 podrien afectar la resposta
als agents anti-EGFR. El paper com a supressor tumoral de LRIG1 és bastant conegut, i s’ha descrit que
aquesta proteina provoca una disminucié en I'expressié d’EGFR (340—-342). Tanmateix, el paper de LRIG2 i
LRIG3 és menys conegut, i hi ha resultats contradictoris envers la seva funcié (340,343-347). La variant
trobada en el gen LRIG1 (T152T), que afecta I'splicing del gen, s’ha trobat préviament en dos pacients, un

amb adenocarcinoma de colon i I'altre amb cancer de bufeta. Les altres dues variants, a LRIG2 (S697L) i
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LRIG3 (V812M) encara no s’han descrit (332). Caldria coneixer de quina manera aquestes variants afecten la
funcionalitat de la proteina codificada aixi com el seu efecte en la quantitat de receptors EGFR en la

superficie cel-lular, fet que podria afectar la resposta als farmacs anti-EGFR.

Cal tenir present que el nostre estudi s’ha centrat en la cerca de variants genetiques que confereixin
resisténcia primaria als agents anti-EGFR. Per tant, és raonable que no haguem trobat mutacions de
resisténcia adquirida ubicades als dominis extracel-lulars del receptor EGFR, tals com la S492R (284,290).
Tampoc no hem identificat cap variant genética de sensibilitat als farmacs anti-EGFR. Aquest fet concorda
amb l'evidencia cientifica disponible fins ara, que descriu fonamentalment alteracions genetiques de
resistencia al tractament (348,349). De fet, els fenotips de CCRm resistents tendeixen a ser més heterogenis
que els fenotips sensibles (350). Com a limitacié de I'estudi cal destacar la reduida mida mostral, la qual
podria explicar la manca d’associacid observada entre la localitzaciéd tumoral i la resposta farmacologica.
Tanmateix, tot i la reduida mida mostral, només tres de les vuit variants somatiques identificades havien
estat descrites previament (332), la qual cosa reforca I'estratégia dels fenotips extrems com a aproximacid

util per identificar alteracions genétiques rares.

> Estudis de funcionalitat

Per donar una major validesa als resultats de I'estudi comentats anteriorment, estem realitzant estudis de

funcionalitat per poder demostrar la rellevancia de les variants genétiques trobades. Aquests estudis no

son l'objecte de la tesi doctoral, pero li donaran continuitat i permetran donar més solidesa als resultats

trobats en el darrer article.

Els estudis que s’estan realitzant, perd que encara no han finalitzat, son:

a) Prediccié de les estructures tridimensionals de les proteines amb les variants trobades: es

determinara com les diferents alteracions genétiques trobades poden afectar la funcionalitat de la
proteina, les seves interaccions amb altres molécules, etc. Aixo es fara mitjancant la creacié de
models tridimensionals. Inicialment es treballara amb les variants que generen un canvi

d’aminoacid (missense).

b) Realitzacié de cultius cel-lulars: I'objectiu és poder determinar si les proteines que codifiquen els

gens en els quals s’ha identificat alguna variant de resisténcia als agents anti-EGFR afecten la

resposta a aquests farmacs. Per tal de poder-ho fer, es procedira de la seglient forma:
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Fase 1: identificacio de linies cel-lulars d’adenocarcinoma de colon sensibles als farmacs anti-
EGFR. S’han escollit linies cel-lulars wild-type per a EGFR, RAS (exons 2-4), BRAF (exd 15) i
PIK3CA (exons 10 21).

Fase 2: inhibicid mitjancant un ARN d’interferéncia (siRNA) del gen d’interés. D’aquesta
forma, i per comparaciéo amb el control, es podra veure si la inhibicié d’un determinat gen

comporta aparicié de resistencia al tractament amb anti-EGFR.

Fase 3: determinar si les cel-lules, amb la inhibicid pel siRNA, es tornen resistents al

tractament amb anti-EGFR.

Fase 4: en cas de constatar que, en inhibir la generaci6 d’una proteina, les cél-lules
esdevenen resistents al tractament amb anti-EGFR, el seglient pas seria, mitjancant

mutagénesi dirigida, determinar si la mutacié detectada produeix un efecte analeg.

En conclusid, els resultats d’aquest estudi revelen nous mecanismes de resisténcia a les terapies anti-EGFR

en pacients amb CCRm i suggereixen la utilitat de futures terapies dirigides a proteines relacionades amb la

insulina i/o proteines LRIG. La utilitat d'IGFIR com a possible diana terapéutica ja ha estat avaluada

préviament, tot i que els resultats encara no sén concloents. En el cancer de pulmdé no microcitic, la

hiperactivitat d’IGF1R s’ha relacionat amb la resisténcia adquirida a I'erlotinib, i s’ha descrit que la inhibicio

simultania d’EGFR i IGF1R és eficag per prevenir i també per superar la resistencia a I'erlotinib (351). Pel

que fa al CCRm, la inhibicié simultania d’EGFR i IGF1R, amb cetuximab i dalotuzumab, s’ha avaluat en

pacients amb CCRm KRAS wild-type, tot i que amb resultats negatius (352). En definitiva, els nostres

resultats, juntament amb les evidéncies descrites fins ara, podrien motivar la realitzacié de més estudis que

avaluin la utilitat de les proteines relacionades amb la insulina i les proteines LRIG1-3 com a possibles

dianes terapeutiques en CCR.
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En relacié amb la identificacié de biomarcadors pronostics en cancer de colon localitzat, les conclusions

d’aquesta tesi sén les seglients:

1)

2)

3)

Els biomarcadors pronostics en cancer de colon localitzat es veuen influenciats tant per I'estadi
com per la localitzacié tumoral, rad per la qual cal estratificar els pacients considerant aquests

parametres.

En pacients amb cancer de colon d’estadi ll, els rs9513070 (VEGFR1) i rs1137282 (KRAS) s’associen

amb la supervivencia global.

En pacients amb cancer de colon esquerre, 1'rs9513070 (VEGFR1) s’associa amb la supervivencia
lliure de recaiguda i la supervivencia global i I'rs35251833 (/ITGAV) s’associa amb la supervivéncia

[liure de recaiguda.

Pel que fa a la identificacié de marcadors geneétics de toxicitat a I'irinotecan i a la seva aplicabilitat clinica,

les conclusions d’aquesta tesi son les seglients:

1)

2)

3)

4)

L'al-lel UGT1A1*28 esta associat de forma estadisticament significativa amb I'aparicié de diarrea,
neutropenia i asténia greus induides per irinotecan. Es tracta d’un bon marcador predictiu de
toxicitat a I'irinotecan a les dosis habituals de I'esquema FOLFIRI (dosi d’irinotecan= 180 mg/m?).

Els pacients homozigots per a aquest al-lel son els que presenten un major risc de toxicitat.

L'al-lel UGT1A1*37, de molt baixa freqliencia en poblacié caucasica, sembla predir també el
desenvolupament de toxicitat greu induida per irinotecan, en reduir I'activitat enzimatica de la

UGT1A1 fins i tot més que 'al-lel UGT1A1*28.

No s’ha trobat associacid entre la presencia de I'al-lel CYP3A4*20 i I'aparicié de toxicitat greu

induida per irinotecan.
Dues variants ubicades en el gen ABCB1 s’associen amb |'aparicid de toxicitat gastrointestinal greu

secundaria al tractament amb irinotecan: I'rs1128503 s’associa amb diarrea i mucositis i

I’'rs2032582 s’associa amb mucositis.
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5)

Els pacients amb CCRm amb genotip UGT1A1*1/*1 i UGT1A1*1/*28, en ser tractats amb FOLFIRI
amb altes dosis d’irinotecan (dosi de 300 mg/m2 i 260 mg/mz, respectivament) assoleixen una
millor taxa de resposta objectiva que els pacients tractats amb FOLFIRI amb la dosi estandard

d’irinotecan de 180 mg/m?, sense que es produeixi un increment significatiu de la toxicitat greu.

En relacié amb la identificacié de variants genetiques somatiques de resisténcia als agents anti-EGFR, les

conclusions d’aquesta tesi son les seglients:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

L'ds de I'NGS permet identificar mutacions somatiques amb fiabilitat encara que la seva fraccid

al-leélica sigui baixa.

En tumors colorectals poden coexistir-hi mutacions activadores en BRAF (com ara la V600E) i

KRAS/NRAS.

L'activitat quinasa de les mutacions de BRAF és determinant en la resposta als agents anti-EGFR. La
mutacio V600E (alta activitat quinasa) confereix resisténcia al tractament amb anti-EGFR, mentre
gue les mutacions amb baixa activitat quinasa, com ara la D594N o la G466A, confereixen

sensibilitat al tractament amb anti-EGFR.

La distribucid diferencial de les mutacions de BRAF, amb una major preséncia de la mutacié V600E
en els pacients amb cancer de colon dret, podria contribuir a la diferencia de pronostic entre els

tumors de colon dret i esquerre.

La mutacié de PIK3CA E545K no és determinant en la resposta als farmacs anti-EGFR.

Diverses variants somatiques localitzades en gens relacionats amb la insulina (1668N i E1218K en el

gen IGF1R, T1156M en el gen IRS2) i de la familia LRIG (T152T en el gen LRIG1, S697L en el gen

LRIG2 i V812M en el gen LRIG3) ocasionen resisténcia al tractament amb anti-EGFR.
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Relevancia de la variante CYP3A4"20 como
predictor de neuropatia inducida por paclitaxel
en poblacion espaiiola

G} CrossMark

Relevance of the CYP3A4*20 variant as a predictor of
paclitaxel-induced neuropathy in the Spanish population

Sr. Editor:

El paclitaxel es un citostitico ampliamente usado para el
tratamiento de neoplasias de mama, ovario, pulmén, eséfagoy est6-
mago. Su toxicidad limitante de dosis es la neuropatia periférica,
que puede ser grave y afectar a un 5-30% de los pacientes en funcién
del esquema quimioterdpico’. Por ello, la identificacién de bio-
marcadores genéticos predictores de dicha toxicidad es de especial
interés clinico para prevenir efectos adversos en los pacientes.

Se han descrito diversas variantes genéticas asociadas a neuro-
patia inducida por paclitaxel, sobre todo en genes codificadores de
enzimas metabolizadoras (CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5) y transporta-
doras (SLCO1B3, SLCO1B1, ABCB1)?. Sin embargo, ninguna variante
en estos genes ha demostrado suficiente evidencia para su imple-
mentacion en la practica clinica diaria.

El CYP3A4 es una de las principales enzimas implicadas en el
metabolismo del paclitaxel. En consecuencia, una disminucién de
su actividad puede ocasionar toxicidad a este fairmaco. Una de las
variantes descritas, relacionada con pérdida de la actividad enzi-
matica, es el alelo CYP3A4*20, también denominado rs67666821.
Este alelo se caracteriza por la insercién de un residuo de adenina
(€.1461.1462insA), que comporta un codén de parada prematuro
(p.P488Tfs*494) y, por consiguiente, la sintesis de una proteina
truncada e inactiva®. Recientemente, Apellaniz-Ruiz et al. repor-
taron su presencia en un 1,2% de la poblacién espaifiola analizada
y demostraron un efecto fundador de esta mutacién®. En un tra-
bajo posterior, estos mismos autores evidenciaron que los pacientes
tratados con paclitaxel portadores de esta variante mostraban
una mayor probabilidad de presentar neuropatia grave y de sufrir
modificaciones en el tratamiento, con el consiguiente riesgo de
inefectividad terapéutica.

Los interesantes resultados de ambos estudios nos impulsaron a
replicar el andlisis en pacientes de nuestro centro, el Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, con la finalidad de validar estos
resultados y poder plantear la implementacién del genotipado del
alelo CYP3A4*20 en la practica clinica diaria. Se trata de un hospital
universitario de tercer nivel que atiende a una poblacién general
de unos 400.000 habitantes de la ciudad de Barcelona.

En el presente estudio se incluyeron un total de 310 pacientes,
cuyos diagnésticos fueron: cancer de mama(n=211), cancer de pul-
mon (n=66), cancer de ovario (n=22)y cancer de eséfago (n=11).

Todos ellos se trataron en nuestro hospital con distintas pautas
terapéuticas que incluian la administracién de paclitaxel entre los
afios 2006 y 2016. El genotipado del alelo CYP3A4*20 se efectud en
muestras de ADN genémico, utilizando metodologia previamente
descrita®.

Se observé que ninguno de los pacientes genotipados resulté
ser portador del alelo CYP3A4*20. Ello evidencia que la frecuencia
del CYP3A4*20 en la poblacién de nuestra area de referencia podria
ser menor al 0,8% descrito inicialmente por Apellaniz-Ruiz et al.%,
aunque las diferencias con dicho trabajo no son estadisticamente
significativas (p=0,29). Asimismo, estos autores reportaron dife-
rencias en la frecuencia de la variante entre las distintas regiones
espafiolas?, con porcentajes de portadores que oscilaban entre un
0% en Galicia y un 3,8% en Castilla y Leén. Por otro lado, la base de
datos CIBERER Spanish Variant Server (http://csvs.babelomics.org/),
que recoge datos de secuenciaciéon de exoma completo de indi-
viduos espafioles, describe un 0,5% de portadores de la mutacién
CYP3A4*20 en 816 individuos. Estas evidencias indican la necesidad
de genotipar poblaciones de estudio mas amplias para establecer
con fiabilidad la frecuencia de la variante en cada territorio.

En conclusién, el genotipado del CYP3A4*20 no nos ha permi-
tido identificar a ningin paciente con toxicidad grave inducida por
paclitaxel, posiblemente debido a la baja frecuencia de la variante.
La implementacién del genotipado de esta variante en la practica
clinica de nuestro centro queda, por lo tanto, condicionada a la
realizacién de estudios similares en poblaciones mas amplias.
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Abstract

Introduction Clinical and pathological characteristics are still considered prognostic markers in metastatic non-small-cell
lung cancer (NSCLC) patients but they cannot explain all interindividual variability. Tumoral angiogenesis mediated by the
vascular endothelial growth factor (VEGF) is critical for the progression and metastasis of the disease. We aimed to inves-
tigate the prognostic role of genetic variants within the VEGF pathway in patients with metastatic NSCLC.

Materials and methods We prospectively included 170 patients with metastatic NSCLC treated with first-line platinum-
based chemotherapy. A comprehensive panel of single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes belonging to the VEGF
pathway (VEGFA, VEGFRI/FLT1, VEGFR2/KDR, GRB2, ITGAV, KISS1, KRAS, PRKCE, HIFla, MAP2K4, MAP2K®,
and MAPK 1) were genotyped in blood DNA samples. SNPs were evaluated for association with overall survival (OS) and
progression-free survival (PES).

Results In multivariate analyses adjusted for patient characteristics, we found that VEGFA rs2010963 and VEGFR2 rs2071559
were significantly associated with OS [Hazard Ratio (HR) 0.7 (0.5-0.9); p=0.026 and HR 1.5 (1.1-2.3); p=0.025, respec-
tively]. Additionally, ITGAV rs35251833 and MAPK11 rs2076139 were significantly associated with PFS [HR 2.5 (1.4-4.3;
p=0.002 and HR 0.6 (0.5-0.9); p=0.013, respectively].

Conclusion Our findings reinforce the potential clinical value of germline variants in VEGFA and VEGFR2 and show for
the first time variants in /TGAV and MAPK11 as promising prognostic markers in metastatic NSCLC patients receiving
platinum-based chemotherapy.

Keywords VEGF - Genetic variants - Metastatic NSCLC - Prognostic factors
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Introduction

Non-small-cell lung cancer (NSCLC) represents about 85% of
lung cancer diagnoses and remains a major cause of cancer-
related deaths worldwide [1]. Unfortunately, as most patients
are diagnosed at an advanced stage, radical treatments are
unfeasible and outcomes are poor [2]. The treatment strategy
should take several factors into account, such as histology,
molecular alterations, performance status (PS), age, comor-
bidities, and patient preferences. Chemotherapy with plati-
num doublets continues to be the standard of care in NSCLC
patients without an actionable oncogenic driver, with clinical
contraindications to immunotherapy and with PS of 0-2 [3].
Although prognosis depends mainly on clinicopathological
characteristics, these factors alone are insufficient to predict
the course of the disease [4]. Identifying novel prognostic bio-
markers is thus needed to ameliorate patient outcomes.

Progression and metastasis of NSCLC is significantly
promoted by angiogenesis triggered by the vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) signaling pathway [5, 6]. A major
inducer of this process is hypoxia, mostly mediated by the
hypoxia-inducible factor HIFa, which contributes to the syn-
thesis of several proteins, including cellular receptors and
proangiogenic factors. Among these, VEGF is the pivotal
activator of this pathway through its binding to the membrane
receptors VEGFR1 (FLT1) and VEGFR2 (KDR). VEGF over-
expression has already been correlated with worse prognoses
in lung cancer patients [4]. Some studies have reported that
variants within VEGF-related genes regulate their transcrip-
tion [7, 8]. Likewise, single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
in these genes affect tumor microvessel density and thus influ-
ence patient outcomes [9, 10].

Given the paramount importance of angiogenesis in NSCLC,
we hypothesized that variants in genes of the VEGF signaling
pathway could contribute to prognosis. Several studies have
described associations between polymorphisms in VEGF-
related genes and survival in advanced-stage NSCLC, although
results reported to date are inconsistent [11-15]. Most of these
studies have focused only on functional SNPs in the VEGFA
gene, without including other key genes such as VEGFRI or
VEGFR2. We aimed to evaluate the correlation of germline pol-
ymorphisms in the most relevant VEGF-related genes, with out-
comes in a homogeneous cohort of metastatic NSCLC patients
treated with first-line platinum-based chemotherapy.

Materials and methods
Study population

Between 2010 and 2014, one hundred and seventy meta-
static NSCLC patients treated with first-line platinum-based

@ Springer

chemotherapy at either Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(N=149), Consorci Sanitari de Terrassa (N=16) or Hos-
pital de Sant Pau i Santa Tecla (N=15) were prospectively
included in the study. None of them harbored EGFR-acti-
vating mutations or ALK translocations. The following data
were collected from electronic medical records: age, gen-
der, PS according to ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group) scale, tobacco exposure, histological subtype, dis-
ease stage IVA or IVB according to TNM/AJCC 7th edition
[16], platinum-doublet chemotherapy regimen, and response
according to RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors) v1.1 [17].

The study was approved by the Institutional Ethics Com-
mittees and all the participants gave written informed con-
sent for blood collection and genetic analyses.

Genetic studies

We selected 24 SNPs with functional evidence in 12 VEGF-
related genes (VEGFA, VEGFRI/FLTI, VEGFR2/KDR,
GRB2, ITGAV, KISS1, KRAS, PRKCE, HIF1a, MAP2K4,
MAP2K6, and MAPKI11). The rationale for the selection
of the SNPs has been detailed in previous studies [18-21].
All the SNPs presented a minor allele frequency (MAF)
over 0.05 and an 7* threshold of 0.8 in European popula-
tion according to the 1000 Genomes project [22]. Table 1
includes more detailed information about the selected
polymorphisms.

Genomic DNA was automatically extracted from periph-
eral whole-blood samples (Autopure, Qiagen, Hilden, Ger-
many). The SNPs were analyzed by real-time PCR using
TagMan® SNP genotyping assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and 48.48 dynamic arrays on the
BioMark™ system (Fluidigm, San Francisco, CA, USA).
More than 99.8% of cases were successfully genotyped.

Statistical analyses

Hardy—Weinberg equilibrium was assessed for each ana-
lyzed SNP using a Chi-square test. Codominant, domi-
nant, and recessive models of inheritance were considered
to assess associations with outcome variables whenever
appropriate.

The primary endpoint was overall survival (OS) and
the secondary endpoint was progression-free survival
(PFS). OS was defined as the time from diagnosis until
death from any cause or last clinical follow-up. PFS
was defined as the time from treatment initiation until
disease progression or death, whichever occurred first.
Considering hazard ratios (HR) of 1.7 for OS, and adopt-
ing two-sided ¢ =0.05 and $=0.20, we estimated 138
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Table.1 Selected puta.tive . Gene symbol refSeq Label Relevant SNPs in LD MAF Minor allele
functional polymorphisms in
VEGF-related genes GRB2 157219 c*1081G> A 158079197 026 G
HIFla rs11549465 c.1816C>T 0.10 T
ITGAV rs35251833 c.2791-163G> A rs1839123, rs9333289 0.31 A
KISS1 rs71745629 c.417delA 0.22 -
KRAS rs61764370 c.*2505T>G 0.10 G
rs10842513 c.112-4312A>G rs10505980 0.09 A
rs12813551 c.11143429G> A 0.40 G
rs1137282 c.519T>C 0.22 C
MAP2K4 s3826392 c.-1300G>T rs3809728 0.25 G
MAP2K6 rs11656130 2.67400446T > G 0.45 G
rs2716191 2.67536322T>C 0.48 C
MAPKI1 rs2076139 c.756A>G 0.26 A
PRKCE rs4953299 c.1264-274T>C 0.24 C
VEGFA rs699947 c.-2055A>C rs833061, rs833070 0.50 A
rs1570360 c.-614A>G 0.32 A
rs2010963 c.-94C>G rs3024997 0.31 C
rs3025039 c.*237C>T rs3025040 0.12 T
VEGFRI rs9582036 ¢.3635+319G>T rs9554316, rs7993418 0.27 G
rs7996030 ¢.3636-273T>C 0.20 T
rs9513070 ¢.38154+976C>T 0.41 C
VEGFR2 rs2305948 c.889G> A 0.09 A
rs1551641 2.55993915C>T rs10013228 0.30 T
rs2071559 ¢.-906T>C 1s7667298 0.49 C
rs1870377 c.1416A>T 0.23 A

GRB2 growth factor receptor-bound protein 2, HIFIa hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit, /TGAV
integrin, alpha V; KISS/ KiSS-1 metastasis-suppressor, KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog, MAP2K4 mitogen-activated protein kinase kinase 4, MAP2K6 mitogen-activated protein kinase
kinase 6, MAPK11 mitogen-activated protein kinase 11, PRKCE protein kinase C, epsilon; VEGFA vascu-
lar endothelial growth factor A, VEGFRI or FLTI fms-related tyrosine kinase 1, VEGFR2 or KDR kinase
insert domain receptor, MAF minor allele frequency (1000 Genomes Project, European population; acces-
sion date: 21/08/18), LD Linkage disequilibrium; refSeq, reference sequence

Label according to the accession numbers: NM_002086.4 (GRB2), NM_001243084.1 (HIFla),
NM_001144999.2 (ITGAV), NM_002256.3 (KISSI), NM_004985.4 (KRAS), NM_001281435.1
(MAP2K4), NC_000017.10 (MAP2K6), NM_002751.6 (MAPKII), NM_005400.2 (PRKCE),
NM_001025366.2 (VEGFA), NM_002019.4 (VEGFRI), NC_000004.11 (rs1551641, VEGFR2), and

NM_002253.2 (VEGFR2 SNPs except rs1551641)

events would be needed to detect the prognostic effect of
the genetic variants (Schoenfeld). To achieve this objec-
tive, the study was continued until April 2017. For OS
and PFS analyses, survival curves and survival medi-
ans were estimated at the 95% confidence level using
the Kaplan—Meier method, and differences in survival
were analyzed with the log-rank test. A Cox proportional
hazards regression model was adjusted for multivariate
analysis of OS and PFS, including all significant poly-
morphisms in the univariate analysis and ECOG PS,
tobacco exposure, histological subtype, and disease stage.
The results were considered statistically significant when
p-values were below 0.05. All statistical analyses were
performed using SPSS (version 24.0, IBM).

Results
Clinical results

Table 2 summarizes the patients’ baseline clinical and
pathological characteristics. After a median follow-up of
14.7 (range 1.0-75.0) months, 160 (94.1%) patients had
progressed and 140 (82.4%) had died. The median OS was
14.8 [95% confidence interval (CI) 12.0-17.6] months, and
the median PFS was 6.0 [95% CI 4.7—7.2] months.
Overall survival differed significantly according
to ECOG PS and tobacco exposure. Patients with an
ECOG PS of 0 had a median OS of 22.8 months [95% CI
0.0-60.2] compared to 12.7 months [95% CI 9.0-16.3] in
patients with an ECOG PS of 1, and to 12.8 months [95%
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Table 2 Patient and tumor characteristics (N=170)

Characteristics N %
Age (years)
Median 63
Range [32,86]
Gender
Male 131 77.1
Female 39 229
Performance status (ECOG)
0-1 132 77.6
2 38 22.4
Tobacco exposure
No 24 14.1
Yes 146 85.9
Histological subtype
Adenocarcinoma 118 69.4
Squamous-cell carcinoma 37 21.8
Large-cell carcinoma 15 8.8

Disease stage

IVA 37 21.8
IVB 133 78.2
Treatment
Platinum plus pemetrexed 59 34.7
Platinum plus gemcitabine 56 329
Platinum plus vinorelbine 28 16.5
Platinum plus taxanes 27 15.9
Response
Complete response 5 2.9
Partial response 69 40.6
Stable disease 59 34.7
Disease progression 37 21.8

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

CI 8.7-16.9] in patients with an ECOG PS of 2 (p =0.01).
Regarding tobacco exposure, patients who smoked had a
median OS of 12.7 months [95% CI 10.4—-14.9), whereas
non-smokers had a median OS of 22.8 months [95% CI
15.7-29.9] (p =0.027). In the multivariate analysis includ-
ing all the clinical variables, both ECOG PS and tobacco
exposure retained their statistical significance (p =0.01
and p =0.04, respectively).

We also found a significant difference between PFS
and ECOG PS. Patients with an ECOG PS of 0 had a
median PFS of 12.2 months [95% CI 7.8-16.6] compared
to 5.9 months [95% CI 5.3-6.5] in patients with an ECOG
PS of 1, and to 5.1 months [95% CI 0.5-6.7] in patients
with an ECOG PS of 2 (p =0.008). In the multivariate
analysis, this association remained statistically significant
(p=0.004).
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Genetic variants and survival

All the genotypic frequencies were in Hardy—Weinberg
equilibrium except for rs11656130 T>G (MAP2K6) and
rs61764370 T>G (KRAS) variants, which were therefore
excluded from the analysis.

In the univariate analyses, four SNPs showed a statis-
tically significant association with OS: rs2010963 G>C
(VEGFA), 152071559 C>T (VEGFR2), 1s10842513 G>A
(KRAS), and 153826392 T>G (MAP2K4) (Table 3). For
the rs2010963 variant, patients with the GC genotype
had a longer median OS (18.9 months) than patients with
the GG (12.5 months) and CC genotypes (12.3 months)
(p=0.009) (Fig. 1a). For the rs2071559 variant, patients
with the CC genotype achieved a longer median OS than
patients carrying the T allele for the variant (17.2 vs.
12.8 months) (p =0.024 in a dominant model) (Fig. 1b).
For the rs10842513 variant, patients with the GG geno-
type had a longer median OS than A allele carriers (15.6
vs. 8.8 months) (p =0.024 in a dominant model). For the
rs3826392 variant, patients with the TT genotype had a
longer median OS (16.5 months) than patients with the
TG and GG genotypes (12.7 and 9.9 months, respectively)
(p=0.042). Non-significant associations between genetic
variants and OS are shown in the Supplementary Table.
In the multivariate analysis, two of these SNPs showed
statistical significance considering a dominant model of
inheritance: VEGFA rs2010963 (HR 0.7; 95% CI 0.5-0.9;
p=0.026) and VEGFR2 rs2071559 (HR 1.5; 95% CI
1.1-2.3; p=0.025).

In the univariate analyses, three variants were signifi-
cantly associated with PFS: rs9513070 T>C (VEGFRI),
rs35251833 G>A (ITGAV), and rs2076139 G>A
(MAPKI11) (Table 3). For the rs9513070 variant, patients
carrying the C allele had a longer median PFS than those
with the TT genotype (7.1 vs. 5.0 months) (p =0.025 in
a dominant model). For the rs35251833 variant, patients
carrying the G allele presented a longer median PFS
than patients with the AA genotype (6.3 vs. 4.0 months)
(p=0.027 in a recessive model). For the rs2076139 vari-
ant, patients carrying the A allele had a longer median PFS
than patients with the GG genotype (7.6 vs. 5.2 months)
(»=0.006 in a dominant model). The supplementary table
summarizes the non-significant associations between
genetic variants and PFS. In the multivariate analysis,
two of the variants retained their statistical significance:
ITGAV 135251833 (HR 2.5; 95% CI 1.4-4.3; p=0.002)
and MAPKI1 rs2076139 (HR 0.6; 95% CI 0.5-0.9;
p=0.013), considering a recessive and a dominant model,
respectively.



Angiogenesis (2019) 22:433-440

437

Table 3 Univariable analyses of VEGF genetic variants and their significant association with overall survival or progression-free survival

Gene SNP N OS PFS
Median OS, months (95% Hazard ratio (95% CI) P value Median PFS, Hazard ratio (95% CI) P value
CI) months (95%
CI)
VEGFA 152010963
GG 77 12.5(8.20-16.72) 1 (reference) 0.009 5.7 (4.49-7.00) 1 (reference) 0.181
GC 70 18.9 (13.68-24.09) 0.78 (0.48-1.27) 6.8 (5.16-8.42) 0.78 (0.48-1.26)
CC 23 12.3(8.33-16.33) 0.50 (0.30-0.83) 5.5(4.24-6.78)  0.64 (0.39-1.05)
GC+CC 93 15.7 (11.29-20.19) 1.32 (0.95-1.85) 0.100 6.0 (4.32-7.62) 1.10 (0.80-1.50) 0.553
VEGFRI 159513070
TT 57 12.7 (8.14-17.17) 1 (reference) 0.348  5.0(3.20-6.71) 1 (reference) 0.022
TC 83 17.0(11.90-22.13) 0.76 (0.19-3.15) 7.7 (6.70-8.71)  1.43 (0.35-5.90)
CC 28 13.8(8.10-19.57) 0.57 (0.14-2.33) 5.0 (3.74-6.29) 0.87 (0.21-3.58)
TC+CC 111 15.6 (12.03-19.25) 1.25 (0.88-1.78) 0.210  7.1(5.81-8.49) 1.45(1.05-2.02) 0.025
VEGFR2 152071559
CC 52 17.2 (12.76-21.61) 1 (reference) 0.079 7.2 (5.67-8.76) 1 (reference) 0.415
CT 80 12.9 (8.00-17.77) 0.66 (0.41-1.06) 5.4 (4.49-6.26) 0.93 (0.60-1.44)
TT 38 12.4(6.22-18.50) 1.03 (0.68-1.56) 6.0 (3.59-8.41) 1.17(0.78-1.76)
CT+TT 118 12.8 (8.95-16.63) 0.65 (0.45-0.95) 0.024 5.5 (4.65-6.37) 0.83 (0.60-1.17) 0.289
ITGAV 1535251833
GG 94 16.3 (12.72-19.94) 1 (reference) 0.598 6.0 (4.67-7.26) 1 (reference) 0.046
GA 59 14.5(10.37-18.62) 0.75 (043-1.31) 7.1(5.04-9.26) 0.61 (0.36-1.04)
AA 17 10.5 (3.30-17.75) 0.79 (0.44-1.41) 4.0 (2.51-5.56)  0.50 (0.28-0.87)
GG+GA 153 15.6 (12.52-18.69) 0.76 (0.45-1.31) 0.326 6.3 (5.15-7.38) 0.56 (0.33-0.95) 0.027
KRAS rs10842513
GG 150 15.6 (12.75-18.53) 1 (reference) 0.024 6.0 (4.74-7.20) 1 (reference) 0.490
GA+AA 20 8.8 (4.52-12.99) 0.57 (0.34-0.93) 5.3(1.65-8.91) 0.84(0.51-1.38)
MAP2K4 153826392
TT 99 16.5(14.31-18.61) 1 (reference) 0.042 5.9 (4.60-7.27) 1 (reference) 0.989
TG 63 12.7 (7.98-17.33) 0.40 (0.19-0.84) 6.0 (3.98-8.02) 0.98 (0.45-2.12)
GG 8 9.9(8.90-10.90) 0.41 (0.19-0.89) 7.7 (0.00-19.99) 1.01 (0.46-2.20)
MAPKI1 rs2076139
GG 112 14.8 (11.59-18.05) 1 (reference) 0.574 5.2 (3.99-6.37) 1 (reference) 0.024
GA 54 13.8 (9.63-18.05) 1.80 (0.57-5.70) 7.5(6.97-8.05) 1.57 (0.58-4.28)
AA 4 22.5(0.10-44.95) 1.67 (0.52-5.38) 8.8 (5.29-12.29) 0.99 (0.35-2.75)
GA+AA 58 14.5(8.45-20.53) 1.12 (0.79-1.60) 0.520 7.6 (6.76-8.38) 1.60 (1.14-2.24) 0.006

The values highlighted in bold are statistically significant (P <0.05)

OS overall survival, PFS progression-free survival, SNP single-nucleotide polymorphism

Discussion

Variants in genes belonging to the VEGF pathway were
found to be associated with outcomes in metastatic NSCLC
patients treated with first-line platinum-based chemother-
apy. The multivariate analyses after adjusting for the most
relevant clinical and pathological parameters showed that
polymorphisms in the VEGF pathway were significantly
associated with OS, rs2010963 (VEGFA) and rs2071559
(VEGFR2), and with PFS, rs35251833 (ITGAV) and
rs2076139 (MAPK11).

A large body of research suggests that polymorphisms
within the main VEGF-related genes can predict NSCLC
outcomes, although their clinical utility has not yet been
demonstrated [11-15, 19, 20, 23-27]. Some of the most
interesting findings to date concern the VEGFA rs2010963
(c.—634G>C, +405G>C). In 2008, Heist et al. conducted
a study in a cohort of 462 stage IA-IIB NSCLC patients
and observed that C allele carriers of the rs2010963 pre-
sented longer OS (p =0.006) [25]. Later, through univariate
analysis, de Mello et al. found that this SNP was also sig-
nificantly associated with OS in stage [-IV NSCLC patients
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Fig. 1 OS by genotype for patients with the VEGFA rs2010693 polymorphism (a) and VEGFR2 rs2071559 polymorphism (b). OS overall sur-
vival, VEGFA vascular endothelial growth factor A, VEGFR2 or KDR kinase insert domain receptor

(p=0.042) [12]. Conversely, other studies performed in
NSCLC patients did not find any correlation between this
SNP and OS [11, 13-15]. Other findings of note include the
2012 study by Eng et al. In their systematic review and meta-
analysis [26], updated in 2013 [27], these authors evaluated
the role of polymorphisms in the VEGF pathway as prog-
nostic and predictive factors in cancer, including NSCLC.
They reported that harboring the C allele of 152010963 con-
ferred a significant protective effect on OS regardless of the
tumor type (p=0.007). Additionally, this allele correlated
with better overall response to bevacizumab in combination
with platinum-based chemotherapy (p =0.038) in a cohort
of 303 patients with advanced or recurrent non-squamous
NSCLC from the ABIGAIL study [28]. The functional effect
of this variant on VEGF expression remains inconsistent.
Whereas two studies reported that the GG genotype implied
higher VEGF production [8, 29], another study carried out
in NSCLC described opposite results [7]. In our study, we
observed that C allele carriers of rs2010963 presented longer
OS, a finding in keeping with the results reported by previ-
ous studies [25, 26]. These findings strengthen the hypothe-
sis that rs2010963 could predict NSCLC outcomes, although
more research is required.

As for the association between VEGFR2 rs2071559
(c.—906T>C, —604T>C) and survival in NSCLC patients,
few studies have been conducted to date. Uzunoglu et al.
found that NSCLC adenocarcinoma patients who underwent
surgical resection with the TT genotype presented better OS
than patients with the CC genotype (p =0.024) [24]. In a
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subsequent study conducted in a cohort of 350 inoperable
stage I-IV primary NSCLC patients receiving radiother-
apy, the C allele was significantly associated with poorer
OS (p=0.002) and PFS (p=0.009) [23]. However, in the
ABIGAIL study, no associations were found between the
variant and OS or PFS [28]. In silico and in vitro functional
analyses showed that 12071559 correlated with VEGFR2
mRNA expression in NSCLC tumors, which could be
explained by the fact that the variant introduces a putative
IKZF2 (IKAROS Family Zinc Finger 2) transcription bind-
ing site in the promoter region [9]. In the present study, we
found that metastatic NSCLC patients with the CC genotype
for the polymorphism had a greater OS. The inconsistency
of the results so far published could be due to the heteroge-
neity in patient populations tested, as it has been reported
that VEGFR?2 protein expression differs between early- and
advanced-stage NSCLC [9]. Consequently, in advanced-
stage NSCLC, further research is needed to confirm the
relevance of the rs2071559 variant as a prognostic marker.
ITGAV 135251833 was also found to be clinically relevant
in the present study. ITGAV is a cell surface adhesion receptor
involved in cell survival, proliferation, and invasion, as well
as in tumor growth and angiogenesis, by interacting with the
extracellular matrix. Thus, genetic variants in /TGAV are likely
to modulate NSCLC prognosis. Yi et al. performed a study
in a cohort of 301 Chinese lung cancer patients treated with
thoracic radiation in which they investigated the association
of functional polymorphisms in /TGAV and ITGB6 integrin
genes with the risk of radiation pneumonitis [30]. In their set
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of polymorphisms, they included the rs1839123, which is in
high LD with rs35251833 (D’: 1.0, :0.99 in European and
Asian populations; data from Phase 3 of the 1000 Genomes
Project), and found no association with the variant. More
recently, we analyzed the correlation of the variant with sur-
vival in a cohort of stage I-III NSCLC patients treated with
complete surgical resection, and obtained negative results [19].
The variant is an intronic SNP associated with transcriptional
regulation, which suggests functional relevance. In the present
study, we found that the G allele of rs35251833 correlated with
longer PFS in metastatic NSCLC patients treated with first-line
platinum-based chemotherapy. Apart from the results herein
reported, there are no data showing significant associations of
r$35251833 with outcomes in NSCLC, although it should be
noted that little research has been conducted in this area. More-
over, two previous studies conducted in colon cancer patients
showed better outcomes in patients harboring the G allele [18,
21]. Based on the findings of our group, we propose the variant
as a potential outcome biomarker, worthy of validation.

Finally, almost no data are available regarding the poten-
tial value of the MAPK11 rs2076139 variant as a biomarker
of survival in NSCLC. MAPKI11 participates in the MAPK
signaling pathway, which modulates angiogenesis and can-
cer outcomes. In lung cancer, the previously mentioned study
by Sullivan et al. conducted in early-stage NSCLC patients
showed no association of the rs2076139 variant with prognosis
[19]. The analyzed SNP is located in exon 9 and causes a syn-
onymous substitution (p.Ser252 =) of unknown pathogenicity,
although it has been associated with mRNA levels [31]. In
the present study, we found that metastatic NSCLC patients
carrying the A allele presented better PFS. Our data suggest a
possible role of the MAPK11 rs2076139 variant in predicting
survival in metastatic NSCLC patients, although additional
studies are needed to validate this result.

The present study adds support to the utility of VEGF-
related polymorphisms as prognostic biomarkers in metastatic
NSCLC patients. We conducted a comprehensive evaluation
of putative functional polymorphisms in the VEGF pathway
genes, but more in vitro functional analyses are needed to pro-
vide further insight into their pathogenicity. It should be noted
that our findings could be limited by the relatively small num-
ber of patients included. However, as far as we know, this is
the largest reported prospective cohort of metastatic NSCLC
patients treated with a platinum-based chemotherapy regimen
in which associations between SNPs in the VEGF pathway and
survival have been analyzed.

Conclusions

This prospective study provides additional evidence con-
cerning the association of functional germline polymor-
phisms in VEGFA and VEGFR2 genes with prognosis.

Moreover, it shows for the first time that variants in /ITGAV
and MAPKI11 genes involved in the angiogenesis process
predict clinical outcome in metastatic NSCLC patients.
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