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RESUMEN

La via del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es fundamental en el
desarrollo y progresion del cancer colorrectal. Esta via de sefializacidon esta
implicada en la respuesta a farmacos dirigidos directamente frente a esta via,
y en la respuesta a otros agentes citotéxicos como las radiaciones ionizantes.
Existen biomarcadores que predicen la falta de respuesta a estos farmacos
dirigidos en los pacientes con cancer colorrectal metastasico (CCRm). Sin
embargo, un numero relevante de pacientes no responde, lo que prueba la
existencia de otros factores que influencian la respuesta. En el contexto de
cancer de recto localmente avanzado, cuyo tratamiento consiste en la
administracidon de quimiorradioterapia de forma preoperatoria, no existe
ningun marcador predictivo de respuesta a este tratamiento combinado.

Esta tesis consiste en 3 trabajos que evaluan polimorfismos localizados en
los genes EGFR, EGF, KRAS, los ligandos del EGFR anfiregulina vy
epiregulina, genes reparadores del ADN y el gen timidilato sintetasa como
biomarcadores en cancer colorrectal. Los resultados de estos trabajos
muestran: una asociacion entre un polimorfismo en la region 3'UTR del gen
KRAS vy la respuesta a farmacos anti-EGFR en pacientes con CCRm; una
asociacion entre polimorfismos localizados en la region génica de la
anfiregulina y la respuesta y supervivencia en pacientes con CCRm tratados
con anti-EGFR; una asociacion entre polimorfismos en la region génica de la
anfiregulina y en el gen EGFR y la probabilidad de respuesta completa
patolégica tras el tratamiento con quimiorradioterapia en pacientes con

cancer de recto locamente avanzado.






SUMMARY

The epidermal growth factor receptor pathway is essential in the development
and progression of colorectal cancer. This signalling pathway is involved in
the response to drugs targeting this pathway, as well as, in the response to
other cytotoxic treatments like ionizing radiation. Biomarkers are available to
predict response to drugs targeting EGFR pathway in metastatic colorectal
cancer (mCRC). However, a relevant number of patients do not respond to
treatment, highlighting the fact that other factors might influence the response.
In locally advanced rectal cancer patients the standard treatment consists of
preoperative chemoradiotherapy and, in this context no biomarkers have been
found.

This thesis consists of three studies in which polymorphisms located in EGFR,
EGF, KRAS, EGFR ligands amphiregulin and epiregulin and DNA repair
genes are evaluated as biomarkers in colorectal cancer. Results from these
studies show that: there is an association between a polymorphism located in
the 3'UTR region of KRAS and the response to anti-EGFR treatments in
patients with mCRC,; there is an association between polymorphisms located
in the amphiregulin gene region and the response and survival in mCRC
patients treated with anti-EGFR therapies; there is an association between
polymorphisms located in the amphiregulin gene region and the EGFR gene
and the probability of pathological complete response after neoadjuvant

chemoradioterapy in patients with locally advanced rectal cancer.
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Introduccion

1.1.- El Cancer Colorrectal

1.1.1- Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) es, en términos absolutos, el de mayor incidencia
en Espafia, donde al afio se diagnostican aproximadamente un total de 25.600
nuevos casos que representan el 14.5 % de todos los nuevos tumores
diagnosticados [1]. A nivel mundial, el CCR es el tercero en incidencia tras el
cancer de mama en mujeres y el cancer de préstata en varones. En los ultimos
tiempos, en los paises desarrollados se ha documentado una reduccién en la
incidencia de CCR. Este hecho se debe fundamentalmente a la introduccion de
programas de cribado que facilitan la extirpacion de pdlipos precancerosos [2].
En cuanto a la mortalidad, tras el cancer de pulmén, el CCR representa la
segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial [1]. La mortalidad por
CCR, al igual que la incidencia, ha descendido en las ultimas décadas gracias
a la combinacion de las mejoras en el diagndstico precoz y los tratamientos
quirurgicos y sistémicos.

La edad es el factor demografico mas importante en el riesgo de desarrollar
CCR. La incidencia del mismo es 15 veces superior en personas mayores de
50 aflos que en personas de entre 20-49 afios y el 94 % de las muertes se
producen en individuos mayores de 50 afos [3]. En cuanto a las diferencias por
sexo, la incidencia y la mortalidad son aproximadamente un 30 % mas altas en
hombres que en mujeres. Estas diferencias se fundamentan, probablemente,
en el papel protector de las hormonas femeninas y en las diferencias en la

exposicidn a los factores de riesgo entre ambos sexos [4].
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1.1.2.- Etiologia

El desarrollo del CCR es un proceso multifactorial y complejo que implica tanto
factores medioambientales como factores genéticos. La mayoria de los
tumores son esporadicos (85%) y en ellos juegan un papel fundamental los
factores medioambientales y el estilo de vida, aunque también influyen factores
genéticos [4]. Aproximadamente el 15 % de todos los tumores colorrectales son
hereditarios y en ellos las alteraciones en genes de susceptibilidad son

determinantes para la aparicién de la enfermedad [5].

1.1.2.1.- Factores medioambientales

La dieta es un factor relevante en el desarrollo del CCR. La ingesta de carne
roja y grasas han sido tradicionalmente asociadas a un aumento del riesgo de
desarrollar CCR [6, 7]. Sin embargo, estudios posteriores han evidenciado que,
en el caso de la carne roja, este riesgo parece ser débil (riesgo relativo <1.5) y
no estadisticamente significativo [8]. En el caso de la ingesta de grasas, un
estudio randomizado que incluyé a mas de 19.000 mujeres no demostrd
diferencias en la incidencia de CCR tras una reduccién en la ingesta de grasas
del 10% [9].

La dieta también puede actuar como un factor protector, y asi, a la ingesta de
pescado se le ha atribuido un efecto protector basado en la actividad
antiinflamatoria de los acidos grasos poliinsaturados omega-3 [10]. Sin
embargo, en recientes revisiones sistematicas esta relacion entre los acidos

omega-3 Yy la reduccion del riesgo de CCR no se ha podido confirmar [11]. Se
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ha postulado que la relacion entre los diferentes acidos grasos, y no el
contenido total de grasa en la dieta, sea el factor mas importante de cara al
riesgo de desarrollar CCR [12]. Otros productos alimenticios a los que se les ha
asociado un posible valor protector son la fibra, el calcio, la vitamina D y la
fruta y verduras, asi como al selenio y los antioxidantes [13-16].

Los factores no alimenticios como el indice de masa corporal y la actividad
fisica también juegan un papel relevante en el desarrollo del CCR [17, 18]. De
la misma forma, y aunque en menor medida que en otros canceres, el tabaco y
el alcohol también favorecerian el desarrollo de CCR [19, 20]. La tabla 1
muestra los factores medioambientales y dietéticos mas importantes y el su

riesgo relativo asociado al CCR.
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FACTORES PROTECTORES Y DE RIESGO EN CANCER COLORRECTAL

Riesgo relativo
Factores que aumentan el riesgo
Herencia familiar/ Antecedentes patolégicos

e Un familiar de primer grado 2.2
* Mas de un familiar de primer grado 4.0
e Un familiar diagnosticado antes de los 45 afios 3.9
Enfermedad inflamatoria intestinal
* Enfermedad de Crohn 2.6
e Colitis ulcerosa
o Colon 2.8
o Recto 1.9
Diabetes 1.2
Otros factores
*  Obesidad 1.2
e Consumo de carne roja 1.2
*  Tabaquismo 1.2
e Consumo de alcohol 1.2

Factores que reducen el riesgo
Actividad fisica

*  Hombres 0.8
*  Mujeres 0.7
Consumo de calcio 0.8

Tabla 1. Riesgo relativo para los factores protectores y de riesgo de cancer colorrectal.

(Adaptada de “Colorectal cancer facts and figures” 2011-2013, American Cancer Society.)

1.1.2.2.- Factores genéticos y bases moleculares

En las ultimas décadas los avances en genética han permitido profundizar en
el conocimiento de las bases moleculares que influyen en el desarrollo y la
progresion del cancer. Actualmente, se definen tres vias principales en el
desarrollo del CCR, aunque existen otras vias moleculares que también estan
implicadas. Ademas, la alteracion de genes supresores de tumores y

oncogenes juega un papel fundamental en el desarrollo del CCR [21].
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1.1.2.2.1.- Vias moleculares del cancer colorrectal

Mas del 90% de los CCR se desarrollan a partir de adenomas, lo que se
conoce como “secuencia adenoma-carcinoma”. Esta secuencia se caracteriza
por una acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas que se agrupan
fundamentalmente en tres vias moleculares que se describen a continuacion y

se esquematizan en la Figura 1.

Via de la Inestabilidad Cromosdmica (CIN)

Esta via se caracteriza por alteraciones que incluyen amplificaciones,
deleciones y reordenamientos, y por mutaciones en el gen APC. El proceso
central de esta via es el funcionamiento incorrecto de la via Wnt/APC/B-
catenina. En condiciones normales, la onco-proteina B-catenina forma un
complejo con las proteinas APC, axina, caseina quinasa 1a y glicogeno
sintasa-3p3 (GSK3pB) que finaliza en la degradacién de (-catenina a través del
sistema ubiquitin-proteosoma. La destruccion de este complejo tiene como
resultado el control de la cantidad de B-catenina que se transloca al nucleo. En
el nucleo y gracias a diferentes coactivadores, -catenina activa la transcripcion
de varios genes diana entre los que se encuentran genes que favorecen la
proliferacion celular como c-Myc y ciclina D [22]. Las mutaciones en el gen
APC (presentes hasta en el 80% de los casos) son la causa mas frecuente de
mal funcionamiento de esta via y una de las alteraciones moleculares mas
frecuentes en CCR [23]. La forma hereditaria de este tipo de CCR se conoce
como Poliposis Adenomatosa familiar (PAF), en la que existe una mutacion

germinal en un alelo del gen APC. La pérdida de funcién o inactivacion
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somatica del segundo alelo se puede producir por varias causas: por la pérdida
del brazo largo del cromosoma 5, por la metilacién de la region promotora del
gen APC o por una mutacion inactivadora del alelo nativo del gen APC. La
forma esporadica de CCR asociado a la via CIN, ocurre debido a una gran
variedad de mutaciones en uno o mas miembros de la via de sefializacion de
Wnt y que incluyen mutaciones en los genes [(-catenina, SOX9, ARID1A,
FAM123B, la familia DKK y TCF7L2 [24]. Los eventos genéticos posteriores
caracteristicos de esta via incluyen delecciones y disbalances alélicos, asi
como mutaciones en oncogenes KRAS o PI3K, o mutaciones en genes

supresores como TP53.

Via de la Inestabilidad de Microsatélites (MSI)

Esta via también que se conoce como “via del fenotipo mutador”, representa
el 15-20 % de todos los tumores colorrectales. Se caracteriza por la
inactivacion de los genes de reparacion “mismatch” (MMR) del ADN, lo que da
lugar a un incremento en el numero de mutaciones [25]. Ademas, la
incapacidad de la célula de reparar el ADN, lleva asociado un epifendmeno
conocido como Inestabilidad de Microsatélites (MSI). Los microstélites son
secuencias cortas y repetitivas de ADN que se encuentran repartidos a lo largo
del genoma. Estos microsatélites son particularmente sensibles a la falta del
correcto funcionamiento de los genes MMR para reparar los defectos que
ocurren durante la replicacion del ADN. Por este motivo, los fallos en la
reparacion del ADN dan lugar a cambios en el tamafio y en el numero de los

microsatélites [26, 27].
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La forma hereditaria de los tumores colorrectales desarrollados a través de esta
via se conoce como Sindrome de Lynch o Cancer Colorrectal Hereditario no
Polipdsico (HNPCC). Se caracteriza por una mutacién en la linea germinal en
los genes de reparacion: MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2. Las mutaciones en
MLH1 y MSH2 representan el 90% de los casos. En la forma esporadica de
este tipo de CCR, se produce la hipermetilacién del promotor de MLH1 con la
consecuente inactivacion del gen [28]. Los eventos posteriores caracteristicos
de esta via incluyen un porcentaje elevado de mutaciones por alteracion en el
marco de lectura (“frameshift’) en distintos genes. Este tipo de cancer
colorrectal, caracterizado por la inestabilidad de microsatélites y una deficiente
reparacion del ADN, se desarrolla fundamentalmente en el colon proximal y en
los casos esporadicos es mas frecuente en pacientes de edad avanzada y sexo

femenino.

Metilacion de Islas CpG (CIMP)

Esta via esta caracterizada por la hipermetilacion de la regién promotora y los
exones iniciales de un largo numero de genes que contienen islas de
dinucledtidos CpG en sus secuencias [29-31]. Las bases moleculares de este
tipo de CCR comprenden el silencio transcripcional de los genes que adquieren

esta hipermetilacion y también alteraciones en la estructura de la cromatina.

10
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Otras vias moleculares

Existen otras vias menos estudiadas implicadas en el desarrollo del CCR. Una
de ellas, se caracteriza por anormalidades en la linea germinal del gen de
reparacion por escision MutYH. En estos casos, el cancer se manifiesta
unicamente siguiendo un modelo de herencia recesivo. El fenotipo clinico es
similar a una PAF atenuada con un numero menor de adenomas que
desemboca en un CCR de desarrollo mas tardio. La progresion molecular en
esta via incluye con frecuencia mutaciones G>T en diversos genes y
frecuentes pérdidas alélicas siendo estas caracteristicas las que se producen
en el cromosoma 18q [32].

Otra de las vias, que no presenta inestabilidad de microsatélites, se caracteriza
por la presencia de un elevado numero de mutaciones en genes de reparacion
“‘mismatch”, MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6 y PMS2 o mutaciones en los
genes de la ADN polimerasa, en particular POLE [33].

La tabla 2 resume las caracteristicas moleculares de las diferentes vias de

CCR. La figura 1 resume las frecuencias de los diferentes tipos de CCR.

11



VIA MOLECULAR BASE MOLECULAR

Inestabilidad Cromosémica
(CIN)

APC-f-catenina en la via Wnt

Tipo hereditario PAF

Inestabilidad de
Microsatélites
(MSI)

Genes de reparacion de
“mismatch”

Forma hereditaria: Sindrome
de Lynch, HNPCC

Forma esporadica:
hipermetilacion del gen MLH1

Metilacion de Islas CpG Disregulacion de ADN
(CIMP) metiltransferasas

MUTYH MutYH gene de reparacion
por excision de bases

Forma hereditaria: recesiva

Ultramutado Mulitples genes de reparacion
“mismatch”o el gen de la ADN

polimerasa

Introduccion

EVENTOS POSTERIORES

Disbalances alélicos y
mutaciones genéticas

Mutaciones genéticas

Silenciamiento
transcripcional, alteraciones

Mu;taciones ‘G>T, delecion
de 18q, pérdiad de
heterocigosidad etc.

Disbalances alélicos y
mutaciones genéticas

Tabla 2. Resumen de las vias moleculares implicadas en el cancer colorrectal

12
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via

!:l\m

via via 3 VA
mMsi MSI _\:ﬂ

via
ciN
PAF
APAF
PIS
Ps

Figura 1. Esquema de las vias moleculares del cancer colorrectal. Abreviaturas: CCR,
cancer colorectal; MSS, estabilidad de microsatélites; MSI-H: inestabilidad de microsatélites
alta; PAF: poliposisadenomatosa familiar; AFAP: poliposisadenomatosa familiar atenuada; PJS:
sindrome de Peutz-Jeghers; JPS: sindrome de poliposis juvenil; CIN: inestabilidad

cromosomica; CIMP: metilacion de islas CpG; ?:vias todavia por definir
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1.1.2.2.2.-Oncogenes y genes supresores

Los protooncogenes Ras

La familia de los protooncogenes RAS que comprende KRAS, NRAS y HRAS,
es un conjunto de reguladores moleculares muy relevantes para diversas vias
de sefalizacion implicadas en el control de la proliferacion, diferenciacion,
adhesion, migracién celular [34].

El oncogen KRAS juega un papel fundamental en la secuencia adenoma-
carcinoma. Este gen codifica para una proteina con actividad GTP-asa que
estda implicada en la regulacion de diferentes vias relacionadas con la
diferenciacion celular [35]. Las mutaciones en el gen KRAS se asocian a un
incremento de la proliferacion celular y estan presentes el 35-45% de los
pacientes con adenomas o carcinomas colorrectales [36, 37].

En CCR también se han descrito mutaciones en el gen NRAS, aunque estas
son menos frecuentes que las localizadas en KRAS. En la mayoria de tumores,
no coexisten mutaciones en KRAS y NRAS, por lo que se consideran

excluyentes [38].

El protooncogen BRAF

El protooncogen BRAF codifica para una proteina serina/treoninakinasa de la
familia RAF. Las proteinas ARAF y CRAF son otros miembros de la familia
RAF, sin embargo BRAF es la que se une con mayor afinidad a las proteinas
RAS [39] . BRAF se encuentra mutado en aproximadamente entre un 5-15% de
los tumores colorrectales, siendo la mutacion mas frecuente V600E (cambio del

animoacidovalina al acido glutamico). La frecuencia de la mutacion de BRAF

14
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difiere segun se trate de tumores con MSI (hasta un 80%) o de tumores sin

inestabilidad de microsatélites (MSS)(aproximadamente un 10 %) [40].

El protooncogen PI3K

El protooncogen PI3K, y en concreto el gen que codifica para la subunidad
p110a, PIK3CA, aparece mutado en un 15-20 % de los pacientes con
carcinoma colorrectal. Estas mutaciones se localizan fundamentalmente en los
exones 9 y 20. El aumento de funcién proporcionado por las mutaciones
localizadas en el exdn 20 es independiente de la interaccidn con Ras, mientras
que las mutaciones en el exén 9 dependen de la interaccién Ras-GTP para dar

lugar a este aumento de funcién.

El Gen Supresor TP53

El gen TP53 se conoce como “el guardian del genoma” ya que su funcion es
bloquear la proliferacion celular en la presencia de ADN dafiado. Ademas,
también promueve la reparacion del ADN y es capaz de dar lugar a apoptosis
celular en el caso de que dicha reparacion sea insuficiente [41].

En CCR se han detectado mutaciones en TP53 hasta en un 70% de los

tumores [21].
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1.1.3.- Caracteristicas anatémicas y patolégicas del cancer colorrectal
1.1.3.1.- Caracteristicas anatdmicas

El CCR se puede desarrollar en cualquier localizacién entre el ileon terminal y
el canal anal. El colon se divide en cuatro segmentos: colon derecho o
ascendente, colon transverso, colon descendente y colon sigmoide. EIl
segmento sigmoide se continua con el recto y éste con el canal anal. El
denominado colon derecho comprende el ciego y el colon ascendente cuya
parte posterior estd en contacto con el retroperitoneo. A nivel del angulo
hepatico el colon ascendente se continua con el transverso, localizado
intraperitonealmente, y que a nivel de la flexura esplénica se continua con el
colon descendente. La parte posterior del colon descendente se encuentra
también en contacto con el retroperitoneo. El colon descendente se continua
con el colon sigmoide que es completamente intraperitoneal. A continuacién se
encuentra el recto, que es una estructura fundamentalmente extraperitoneal
que mide entre 10 a 15 cm desde el margen anal. El recto se divide en tercio
bajo, tercio medio y tercio superior. Esta division junto con la proximidad al
margen anal tiene implicaciones terapéuticas ya que influye en el tipo de
cirugia a realizar. El drenaje linfatico del colon se realiza mediante los ganglios
pericolicos a nivel del borde mesocdlico del colon. El drenaje linfatico del recto
varia segun la porcion: el recto superior via arteria mesentérica inferior,
ganglios presacros y de las iliacas internas y del recto inferior via las cadenas
iliacas inguinales e iliacas externas. La Figura 2 esquematiza la anatomia del

colon y del recto.
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Figura 2. Esquema de la anatomia del colon y del recto

Desde su origen primario en el colon o en el recto, las células tumorales
pueden migrar dando lugar a la diseminacién de la enfermedad. Existen 4 vias
fundamentales de diseminacion del CCR:
1. Directa: Se produce por continuidad a través de la pared intestinal
mediante la invasion de estructuras vecinas.
2. Linfatica: Las células tumorales alcanzan el sistema de vasos linfaticos y
se depositan en los ganglios. Una exéresis quirurgica total de los
trayectos linfaticos correspondientes al segmento resecado es

importante para la deteccion y la eliminacion de los ganglios afectos.
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3. Hematdgena: Las células tumorales alcanzan el torrente sanguineo. Las
principales localizaciones de metastasis via hematdégena del cancer
colorrectal son higado, pulmén y hueso.

4. Carcinomatosis peritoneal: Consiste en la invasién por parte de células
tumorales del peritoneo parietal, el epiplon y el peritoneo visceral. Puede

conllevar la aparicion de ascitis.

1.1.3.2.- Caracteristicas patologicas

La histologia del cancer colorrectal es fundamentalmente tumores

epiteliales y fundamentalmente el adenocarcinoma (90-95%). Otros tipos
menos frecuentes son: el adenocarcinoma mucinoso (Figura 3) que se
caracteriza por estar formado en mas del 50% por mucina extracelular; el
carcinoma en células de anillo de sello que se caracteriza por presentar en
mas del 50% de la lesiobn prominentes vacuolas de mucina
intracitoplasmatica que desplazan el nucleo celular; el carcinoma medular
cuyas caracteristicas incluyen un nucléolo prominente, abundante
citoplasma eosindfilo y poca formacién glandular; el carcinoma
adenoescamoso Y el carcinoma indiferenciado.

Otro grupo de tumores de colon no epiteliales y mas infrecuentes esta
formado por linfomas, melanomas, leiomiosarcomas o tumores del estroma
gastrointestinal[32].

El grado tumoral: los adenocarcinomas se caracterizan por una formacion

glandular que, en los adenocarcinomas bien diferenciados representa mas

del 95% del tumor, en los moderadamente diferenciados un 50-95 % y en
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los pobremente diferenciados menos del 50%. En la practica diaria mas del
70% se clasifican como moderadamente diferenciados, representando los
bien diferenciados un 20 % y los pobremente diferenciados sélo un 10 %

[42].

Figura 3. Adenocarcinoma mucinoso de colon.

Figura 4. Adenocarcinoma de colon moderadamente diferenciado
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1.1.4.- Cribado poblacional y diagnéstico

Las etapas iniciales del CCR suelen ser normalmente asintomaticas. A medida
que el tumor se desarrolla, y dependiendo de la localizacion, pueden estar
presentes diferentes sintomas tales como cambios en el habito deposicional,
dolor abdominal difuso o localizado, pérdida de peso, sangrado o astenia.

Para el cribado poblacional, no existe una prueba considerada estandar y los
modelos de cribado poblacional varian significativamente entre paises.
Actualmente en Espana existen varios programas piloto en diferentes
Comunidades Autbnomas, pero no existe un programa nacional de cribado.
Existen en la actualidad 5 pruebas diagndsticas y de cribado para el CCR que

se describen a continuacion:

1.- La colonoscopia se considera el “gold standard” para el diagnéstico
del carcinoma colorrectal debido a su alta sensibilidad y especificidad
para la identificacion de podlipos, asi como por la posibilidad que ofrece
para realizar biopsias in situ de lesiones sospechosas. Los
inconvenientes y riesgos de la colonoscopia incluyen perforaciones del
colon e infecciones, ademas de ser una prueba operador-dependiente y
de presentar un elevado coste sanitario.

2.- La sigmoidoscopia, que consiste en la evaluacion unicamente del

colon sigmoide, ha demostrado en tres ensayos clinicos randomizados
reducir la incidencia y la mortalidad por CCR [43-45]. Sin embargo la

obvia limitacidén de esta prueba es la evaluacién de un unico segmento
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del colon, con la consiguiente posibilidad de falsos negativos. Asi mismo,
al igual que la colonoscopia completa presenta riesgos y también es
operador-dependiente.

3.- La prueba de sangre oculta en heces ha demostrado en un

metaanalisis que incluyo cuatro estudios randomizados, ser una buena
prueba de cribado poblacional y reducir la mortalidad por CCR [46-48].
Los puntos débiles de esta prueba diagnostica son un elevado numero
de falsos positivos que requieren pruebas posteriores.

4.- El enema de bario consiste en la ingesta por parte del paciente de un

contraste baritado y la posterior realizacion de radiografia simple para la
valoracion del trayecto realizado por dicho contraste. Esta prueba
presenta como limitaciones una baja sensibilidad para detectar pdlipos,
la necesidad de una preparacion del colon exhaustiva y la necesidad de
ser valorada por un radidlogo experto [49]. Debido a esto y tras la
aparicion de la TAC colonoscopia el enema de bario se encuentra,

practicamente, en desuso.

5.- La TAC colonoscopia es la técnica mas reciente para el diagnostico
en CCR. En un metaanalisis, la TAC colonoscopia ha demostrado tener
alta sensibilidad y especificidad para polipos con un tamafio mayor o
igual a 10 mm, pero una reducida sensibilidad y especificidad para
polipos de menor tamano [50]. Esta técnica es relativamente no invasiva
pero presenta el inconveniente de ser operador-dependiente y de

identificar lesiones/hallazgos que no son clinicamente relevantes.
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Existen otra serie de pruebas moleculares actualmente en estudio, realizadas
fundamentalmente en heces y otros fluidos corporales [51]. Las basadas en
ADN fecal se encuentran en una fase avanzada del desarrollo, pero de
momento la evidencia clinica no es suficiente como para que sean aceptadas

para el diagndstico o cribado poblacional del CCR [52].
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1.1.5.- Factores prondsticos

Un factor prondstico es aquella situacion, afeccién o caracteristica del paciente
que, independientemente del tratamiento que éste reciba, puede usarse para
predecir el curso clinico de una enfermedad. En el CCR son los factores
clinicos los que aportan mas informacion sobre el prondstico del paciente. La
determinacién del pronodstico de un paciente es de vital importancia de cara a
plantear un tratamiento y un seguimiento. Tras un tratamiento con intencidn
curativa, la deteccidn de pacientes de alto riesgo de recidiva es fundamental
para poder determinar aquellos que se beneficiaran mas de un tratamiento
intensivo. Paralelamente, la deteccion de pacientes de bajo riesgo de recaida
podria ahorrar tratamientos y costes innecesarios. En el contexto de la
enfermedad mestastasica, la identificacibn mediante factores prondsticos de
tumores indolentes en contraposicion a aquellos mas agresivos, supondria la

posibilidad de ajustar la intensidad y toxicidad de los tratamientos.

1.1.5.1.- Factores prondsticos clinicos

La clasificacion TNM (de las siglas en inglés “tumor node metastases”) es el

factor pronostico mas importante en la mayoria de los tumores sdlidos y
también en el CCR (Tabla 3). La T define la profundidad de afectacion del
tumor a través de las capas de la pared del colon, y va desde Tis, en el que el
tumor se encuentra localizado a nivel intramucoso, a T4 en el que el tumor ha
invadido todas las capas de la pared y esta afectando a 6rganos adyacentes

y/o cavidad peritoneal. La N esta definida por el numero de ganglios
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locorregionales afectados y la M define la presencia o ausencia de metastasis
[53]. Las diferentes T, N y M dan lugar a la clasificacion por estadios. El estadio
| comprende los tumores mas iniciales en los que el tumor no ha sobrepasado
la capa submucosa. En el estadio Il, el tumor ha sobrepasado la submucosa e
invade la muscularis propia y los ganglios no estan afectados. En el estadio Il
los ganglios regionales estan invadidos por células tumorales y por ultimo, en el
estadio IV se han detectado metastasis en localizaciones distantes del tumor
primario. La supervivencia es claramente superior cuando menor es el estadio:
la supervivencia a 60 meses es aproximadamente del 93.2% para el estadio |,
84.7% para el estadio lla, 72.2% para el estadio llb, 83.4% para el estadio llla,
64.1% para el estadio lllb, 44.3% para el estadio llic y 8% para el estadio IV
[54]. Histéricamente y previo a la aparicion de la clasificacion TNM la

clasificacion mas empleada era la de Dukes.
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Clasificacion TNM

Tumor primario (T)

Tx No se puede evaluar la invasion del tumor
TislIntraepitelial o intramucosa

T1 Invasion de la submucosa

T2 Invasion de la muscular propia, sin sobrepasarla
T3 Invasion de la serosa o la grasa pericolica

T4 Invasion de 6rganos adyacentes y/o cavidad peritoneal

Afectacion ganglionar (N)

Nx No se puede evaluar la presencia de ganglios afectos
NO Ausencia de gangliosafectos

N1 Afectacion de 1-3 ganglios

N1a Afectacién de 1 ganglio

N1b Afectacion de 2 a 3 ganglios

N1c Presencia de depdsitos tumorales en la subserosa o en los tejido mesentéricos
o pericololénicos o perirrectales
N2 Afectacion de 4 o mas ganglios

N2a Afectacion de 4 a 6 ganglios
N2b Afectacion de 7 o mas ganglios
Metastasis a distancia (M)

Mx No se puede evaluar la presencia de metastasis a distancia
MO Ausencia de metastasis a distancia
M1 Presencia de metastasis a distancia

Estadios TNM Dukes
Estadio 0 Tis NO MO -
Estadio | T1-2 NO MO A
Estadio Il T3-4 NO MO B
Estadio Il T1-4 N1-2 MO C
Estadio IV T1-4 NO-2 M1 -

Tabla 3. Clasificacion TNM y Dukes del carcinoma colorrectal

“

Nota: cuando la letra “c’ precede a la clasificacion TNM se refiere al estadio
clinico/radiolégico y cuando es precedida de la letra y se refiere al estadio patoldgico-

quirurgico tras recibir tratamiento. Cuando la letra “y” precede a la clasificacion TNM

indica que se ha administrado tratamiento previo.

25



Introduccion

El nimero de ganglios linfaticos resecados y evaluados es otro de los factores

pronosticos mas importantes en CCR. Desde la primera descripcion de que la
afectacion de los ganglios locorregionales es un factor prondstico negativo en
cancer de colon por Cuthbert Dukes en 1932 [55], diferentes estudios han
evaluado el numero de ganglios resecados y analizados, demostrando que una
completa linfadenectomia y un cuidadoso examen de los ganglios resecados es
un factor prondstico en si mismo, incluso en pacientes sin ganglios afectos [56,
57]. Una correcta linfadenectomia facilita la adecuada clasificacion de los
pacientes, lo que conlleva implicaciones terapéuticas como la necesidad de
administrar un tratamiento adyuvante. En la actualidad se recomienda que la
linfadenectomia y posterior evaluacion incluya al menos 12 ganglios [58].

Las caracteristicas histopatoldgicas también han demostrado tener un valor

prondstico. Tras una evaluacion del registro nacional de cancer de Estados
Unidos (SEER, Surveillance, Epidemiology and End Results Program) se
demostré estadisticamente una supervivencia a 5 afnos superior para los
subtipos histolégicos adenocarcinoma y adenocarcinoma mucinoso (66% vy
62%, respectivamente) en comparacion con el subtipo de células en anillo de
sello (36%), aunque estas diferencias excluian el estadio |. De igual forma se
reportd una mayor supervivencia a los 5 aflos para los tumores localizados en
sigma (70%) frente a los localizados en colon derecho (64%) [54].

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es un antigeno oncofetal detectable en el

suero que se sobreexpresa en un porcentaje elevado de adenocarcinomas de
colon y recto. Sin embargo, es un marcador imperfecto ya que

aproximadamente un 30% de los tumores colorrectales no lo expresa, en
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particular los tumores pobremente diferenciados [59]. Los niveles de CEA se
ven alterados por otros factores como el tabaquismo activo, la inflamacién, la
hepatitis y la colitis. La determinacion de los niveles de CEA tiene un papel
definido en el seguimiento de los pacientes con tumores estadio Il y Il y esta
incluido en la mayoria de guias clinicas. Sin embargo, su papel como factor
pronostico es mas controvertido. Se ha reportado de especial interés en los
pacientes con enfermedad metastatica limitada en higado. En un estudio
prospectivo la medicién del CEA pre y post cirugia hepatica reveldé al CEA
como un factor prondstico independiente para la supervivencia global de los
pacientes [60].

La ausencia de células tumorales viables tras el tratamiento neoadyuvante

(respuesta completa patoldgica, ypCR) en cancer de recto locamente avanzado

es considerada un factor prondstico, ya que los pacientes con ypCR presentan
una disminucién de la probabilidad de recaida y una mayor supervivencia [61,
62]. Una de las clasificaciones mas empleadas para valorar el grado de
respuesta patoldgica tras quimiorradioterapia neoadyuvante, es la descrita por
Mandola et al. que clasifica segun el grado de regresion tumoral (TRG) en 5
subtipos de respuesta: TRG1: equivalente a respuesta completa patolégica en
el que no existe carcinoma residual y la fibrosis se extiende por las diferentes
capas de la pared rectal; TRG2: presencia de alguna célula tumoral residual en
una pieza constituida fundamentalmente por fibrosis; TRG3: abundante numero
de células tumorales residuales pero con mayor porcentaje de fibrosis; TRG4:
el porcentaje de células tumorales es superior al de fibrosis; TRGS: ausencia

de cambios tras el tratamiento [63] (Figura 5)
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Figura 5. Grados de regresion patolégica

Uno de los factores prondsticos clinicos mas recientes es la clasificacion

prondstica de Kéhne. Esta clasificacion deriva del estudio de 3825 pacientes

con CCR avanzado y tratados con 5-Fluorouracilo, en la que Kdéhne et al.
propusieron una clasificacion pronodstica basada en la evaluacién de 4
parametros clinicos: el estado funcional medido mediante la escala del Eastern
Cooperative Oncologic Group (ECOG), el recuento de leucocitos, los niveles de
fosfatasa alcalina en sangre y el numero de localizaciones metastasicas. Este
trabajo clasificd6 a los pacientes en tres grupos prondsticos segun estas

caracteristicas:
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- Riesgo Bajo: ECOG 0-1 y una sola localizacion metastasica

- Riesgo intermedio: ECOG 0-1, mas de una localizacién metastasica y
fosfatasa alcalina <300 U/L; o pacientes con ECOG>1, recuento de
leucocitos <10 x10%/L y una sola localizacién metastasica.

- Riesgo alto: ECOG 0-1, fosfatasa alcalina 2300 U/L; o pacientes con
ECOG >1, recuento leucocitario >10 x10%L y mas de una localizacion

metastasica.

Otros factores pronosticos con una evidencia menos consistente incluyen la
infiltracion linfocitica o las micrometastasis ganglionares. La infiltracidon

linfocitica peritumoral refleja una respuesta inmune del huésped y se ha

sugerido que confiere un mecanismo de resistencia frente al tumor [64, 65]. Las

micrometastasis ganglionares se definen como un grupo solitario de células

tumorales que miden un maximo de 2mm en un ganglio considerado por lo
demas negativo. La presencia en la pieza patoldgica de dichas micrometastasis
ha sido propuesta como marcador pronostico en pacientes con cancer de colon

estadio Il [66].

1.1.5.2.- Factores prondsticos moleculares
Como se ha comentado en el apartado de factores genéticos y bases

moleculares, la inestabilidad de microsatélites es una de las vias moleculares

de la carcinogénesis del CCR. Diversos estudios han evaluado la presencia de
MSI como factor pronostico en CCR. En una revision sistematica y meta-

analisis que incluyé 32 estudios, se reportd un beneficio en supervivencia
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para los pacientes con tumores con alta MSI en comparacion con aquellos
tumores MSS (HR: 0.65, 95% CI 0.59-0.71) y este efecto se mantuvo tras
estratificar por estadio tumoral [67]. En el primer estudio prospectivo que
valoraba el estado de la inestabilidad de microsatélites como factor prondstico y
que englobaba 5 ensayos clinicos randomizados de quimioterapia adyuvante,
se reportd un mejor pronostico para los pacientes con alta MSI que no
recibieron tratamiento adyuvante, frente a aquellos pacientes con baja MSI
(88% vs 68% de supervivencia a 5 afios; p= 0.009) [68].

En cancer colorrectal metastasico, la MSI se identifica en un menor numero de
pacientes. En un estudio comparativo, los tumores con alta MSI representaban
un 14% de los estadios avanzados, mientras que representaban un 53% en los
estadios | a Ill, posiblemente como reflejo de la menor capacidad de
metastatizar de estos tumores [69].

La inestabilidad de microsatélites parece ser por lo tanto un factor prondstico
de especial interés en estadios iniciales. Sin embargo, hasta la fecha no ha
sido aceptado como un factor prondstico establecido en las guias terapéuticas
de la Asociacion Americana de Oncologia Clinica (ASCO) o la Sociedad

Europea de Oncologia Médica (ESMO).

Pérdida de heterozigosidad del cromosoma 18g. El cromosoma 18 contiene

importantes genes implicados en la carcinogénesis del CCR. La pérdida del
cromosoma 18q (18gLOH) se asocia con frecuencia a la inestabilidad

cromosomica y muy infrecuentemente a la inestabilidad de microsatélites [70].
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El significado pronostico de 18qLOH ha sido evaluado en diversos estudios. En
un estudio retrospectivo la pérdida alélica 18q se demostré mas frecuente en
pacientes con estadio Ill comparado con aquellos pacientes en estadio Il. Sin
embargo solo en los pacientes con estadio Il se reportd un valor prondstico
negativo (HR: 2.46, 95%CI| 1.06-5.71; p= 0.036) [71]. El primer estudio
prospectivo para evaluar 18qLOH en pacientes con CCR estadio Il que no
recibieron quimioterapia adyuvante demostroé una mejor supervivencia a 5 anos
para los pacientes con 18q intacto [72]. Sin embargo, estudios posteriores no
han confirmado estos hallazgos [73], y por lo tanto la pérdida de

heterocigosidad del 18q no es un factor prondéstico establecido.

La inestabilidad cromosémica (CIN), otra de las vias moleculares implicadas en

el desarrollo del CCR también ha sido estudiada como factor pronéstico. En un
meta-analisis que evaluod la presencia de CIN como un factor prondstico se
reportd que los pacientes estadios Il y Ill con CIN tenian una peor
supervivencia en comparacion con pacientes sin CIN (HR: 1.45, 95%Cl 1.35-
1.55; p< 0.001) [74]. Los tumores con CIN incluyen alteraciones como MSS,

aneuploidias o poliploidias y mutaciones en genes relevantes como APC.

El gen BRAF. Las mutaciones del gen BRAF (fundamentalmente V600E) estan
presentes en aproximadamente un 5-15% de los tumores colorrectales. El valor
pronostico de esta mutacion ha sido evaluado de forma retrospectiva en varios

estudios en el contexto de enfermedad metastasica, y actualmente se
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considera esta mutacién un factor de mal prondstico establecido en este
contexto [75-77].

Otros factores prondsticos estudiados aunque sin firme evidencia incluyen: las
mutaciones en TP53 o las mutaciones en PI3KCA. Las mutaciones en el gen
TP53 han sido reportadas de forma inconsistente como un factor prondstico. El
grupo cooperativo TP53-CCR, evalu6 el papel prondstico de p53 en 3583
pacientes con CCR resecado y estratificados por localizacion tumoral, estadio,
tipo de mutacion en TP53 y el uso de quimioterapia adyuvante. Se reportaron
un 42% de mutaciones en TP53, mas frecuentes en colon distal y recto. En el
analisis multivariado, solo mutaciones de TP53 con deleciones que daban lugar
a pérdida de aminoacidos se asociaron con un peor pronostico (HR: 2.52, 95%
Cl 1.03-1.79; p= 0.03) [78]. Las mutaciones en el gen PI3KCA, localizado en
una de las vias efectoras del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), han sido evaluadas en diversos estudios en el contexto de
enfermedad avanzada. En un analisis que incluy6 450 pacientes con estadios |
a lll se encontréo prevalencia de mutaciones en PI3KCA del 18%, y una
asociacion de la mutacién de PISKCA con una peor supervivencia (HR: 2.23,
95% CI 1.21-4.11) en el analisis multivariado. Sin embargo, esta mutacion se
encontré asociada a otros factores como la falta de expresion de TP53 o las
mutaciones en el gen KRAS, dificultando la interpretacion de los resultados [79].
Ademas de factores prondsticos individuales, distintas firmas genéticas que
incluyen la evaluacion de varios genes implicados en el desarrollo y progresion

del CCR han sido evaluadas como factores prondstico [80-82].
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Recientemente, se han conocido los datos del “Colorectal cancer consortium-
CRCSC” que engloba diferentes universidades y grupos con el fin de definir
subtipos moleculares de CCR. Este consorcio ha reunido mas de 4562
muestras de CCR caracterizadas molecularmente, en su mayoria estadios Il y
lll, mediante varias plataformas. Fruto de este trabajo se han definido 4
subtipos moleculares de cancer colorrectal (CMS 1-4) y un grupo inclasificable
de pacientes (Tabla 4). Estos subtipos moleculares definen grupos de

pacientes con un prondostico diferente [83].

MSI-H, hipermutacién, BRAF mut, activacion

CMS 1 :
o Mujeres, colon derecho, inmune
’ mayor edad Supervivencia intermedia
Epitelial, MSS, CIN alto, TP53 mut, activaciéon
CMS 2
Colon izquierdo de Myc/Wnt
41% . . .
Mejor supervivencia
Epitelial, heterogeneo MSI y CIN, KRAS mut,
CMS 3

8% sobreexpresion de IGFBP2
° Supervivencia intermedia

Mesenquimal, CIN/MSI, activacion
TGFb/VEGF, sobreexpresion de NOTCH3

Peor supervivencia

CMS 4 Edad joven, estadios Ill y
20% v

No Infiltracion inmune y estromal, activacion

Clasific. epitelio mesénquima variable

Tabla 4. Clasificacion molecular del cancer de colon

Adaptada de Dientsmann et al. ASCO meeting 2014.
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1.1.6.- Tratamiento de la enfermedad localizada

1.1.6.1 Aspectos quirurgicos

1.1.6.1.1.- Cirugia del cancer de colon

En la era previa a la anestesia, el mejor tratamiento que podia ofrecerse a
algunos pacientes con cancer de colon era la colostomia descompresiva para
aliviar la obstruccion causada por un tumor. La primera colostomia fue
realizada por Pierre Fine en Génova en 1797, tras la cual la paciente sobrevivid
3 meses. En 1823, Jean Francis Reybard realiz6 con éxito y sin anestesia la
primera reseccion de sigma [84].

La cirugia del cancer de colon tiene 4 objetivos fundamentales. El primero es la
reseccion de la lesion con 5 cm de margen asi como la reseccion de la
vasculatura que irriga dicha lesion y de su drenaje linfatico. El segundo, la
reseccion en bloque de la lesion y las estructuras contiguas. En tercer lugar, el
objetivo es el restablecimiento de la continuidad y transito del colon. Y en ultimo
lugar, es también objetivo de la cirugia la reinsercién social y laboral del
paciente.

En todas las cirugias de tumores colorrectales, se debe realizar ademas una
cuidadosa exploracién de los 6rganos abdominales con especial atencion al
omento, higado y superficie peritoneal para evaluar la posible presencia de
enfermedad metastasica que no haya sido visualizada por técnicas de imagen.

Dependiendo de la localizacion del tumor existen diferentes tipos de cirugias

para el cancer de colon:
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- La hemicolectomia derecha: es la técnica reservada para tumores localizados

en ciego, colon ascendente e incluso para algunos tumores de angulo hepatico.
En este procedimiento se reseca el ileon terminal, el ciego, y el colon
ascendente hasta angulo hepatico, ligandose en su origen la arteria ileocdlica,
la arteria célica derecha y la rama derecha de la arteria célica media.
Aproximadamente unos 5-10 cm de intestino delgado se resecan para asegurar
un flujo sanguineo adecuado al ileo terminal.

- La hemicolectomia derecha extendida o ampliada: se reserva para lesiones

localizadas desde el colon proximal a la mitad del colon transverso. En esta
técnica, ademas de lo mencionado para la hemicolectomia derecha, se reseca
también el colon transverso y, si es preciso, también el anguloesplénico (segun
la localizacion de la lesion); posteriormente se liga la arteria célica media en su
origen, en lugar de unicamente su rama derecha. Tras la reseccion, el flujo
vascular se sustenta por la rama ascendente de la arteria cdlica izquierda y la

circulacion colateral.
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- La hemicolectomia izquierda: es la técnica quirurgica de eleccién para

lesiones localizadas entre el colon descendente y sigma. En este procedimiento
se resecan al menos 5 cm proximales a la lesion hasta el sigma o la unién
rectosigmoidea. Se realiza ligadura y reseccion de la arteria y vena
mesentérica inferior en su origen, para asegurar una cirugia radical. También
es posible realizar una hemicolectomia izquierda ampliada para tumores del
angulo esplénico; en esta intervencion se realizaria una ligadura de la arteria

cdlica izquierda [85].

1.1.6.1.2.- Cirugia del cancer de recto

En el cancer de recto el tipo de cirugia también depende de la localizacion del
tumor. Para los tumores de recto del tercio superior o de la unidon recto
sigmoidea se realiza la reseccién anterior alta de recto (RAA). Sin embargo,
para los tumores del recto medio y para algunos del tercio inferior (altos) se
realiza una reseccioén anterior baja (RAB). Dentro de los tumores del tercio
inferior bajos, dependiendo de la distancia al esfinter, se realizan distintas
técnicas: para tumores en la region supra-anal (distancia mayor de 1cm) se
realiza reseccion anterior ultra baja (RAuB) con anastomosis colo-anal
convencional; para los tumores yuxta-anales se realiza una RAuB con
reseccion parcial interesfentérica; para lostumoresintra-anales se realiza RAuB
con reseccion total interesfentérica, y para los tumores transanales o tumores
mas distales se realiza la amputacion o reseccion abdominoperineal (AAP u

operacion de Miles). En la reseccion abdominoperineal no existe la
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posibilidad de anastomosis debido a la insuficiente cantidad de recto distal y se
realiza un colostomia permanente.

Una parte fundamental de la cirugia del cancer de recto es la escision total del
mesorrecto que consiste en la extirpacion en bloque del tumor y el
correspondiente mesorrecto, asegurando unos margenes adecuados y una
correcta linfadenectomia [86]. EI margen radial circunferencial se considera el
mas importante y se asocia con la probabilidad de recidiva y la supervivencia,

considerandose positivos margenes <1 mm [87].

En la actualidad el uso de la técnica laparoscopica esta bien establecido tanto
para las cirugias de colon como de recto. Cuatro ensayos clinicos prospectivos,
COST, CLASSICC, COLOR y Barcelona han demostrado la utilidad de esta
técnica y los beneficios sobre la cirugia abierta convencional en CCR [88-91].
Estos ensayos han demostrado de una forma consistente y uniforme que este
tipo de abordaje quirdrgico es al menos no inferior al abordaje abierto
convencional y ademas se ha asociado con una reduccion significativa de la
necesidad del uso de analgesia, la estancia hospitalaria y una recuperacion

mas rapida de la funcién intestinal.
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1.1.6.2.- Tratamiento Quimioterapico

1.1.6.2.1.- Quimioterapia adyuvante

La quimioterapia adyuvante consiste en la administracion sistémica de
farmaco/s tras la reseccion del tumor primario, y su objetivo fundamental es la
eliminacién de células tumorales residuales que pueden persistir tras la cirugia
para reducir la probabilidad de recaida del tumor.

La quimioterapia adyuvante para el cancer de colon demostré por primera vez
su capacidad para reducir el riesgo de muerte en un articulo publicado en 1990
en el New England Journal of Medicine. En este articulo Moerter et al.
reportaron que un afno de tratamiento con el inmunomodulador levamisol y 5-
fluorouracil (5-Fu) en pacientes con estadio C en la clasificacion de Dukes
reducia la recurrencia un 41% y el riesgo de muerte un 33%. La supervivencia
estimada a los 3.6 afios fue del 71% en la rama de pacientes que recibieron
quimioterapia frente a un 55% en la rama de pacientes que fueron
randomizados a observacion [92, 93] . Asi, a principios de los afos 90 el
tratamiento con 5-Fu era ampliamente recomendado tras la resecciéon de un
cancer de colon estadio lll. Posteriormente diferentes estudios demostraron
que 6 meses de tratamiento con 5-Fu eran equivalentes en supervivencia libre
de progresion y en supervivencia global al tratamiento administrado durante un
afno [94] y el leucovorin (LV) reemplazoé al levamisol [95]. La infusion continua
de 5-Fu en contraposicion a la administracion en bolus se erigio como estandar,
tras la publicacion de los resultados de un ensayo randomizado fase Ill en el
que se demostro una eficacia similar a la de los estudios publicados con menor

toxicidad en la rama de la administracion continua [96]. Las toxicidades
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limitantes de dosis del 5-Fu son la diarrea, la mucositis y la toxicidad
hematoldgica.

La capecitabina, una fluoropirimidina oral, se utiliza en la actualidad como
alternativa a la infusiéon continua de 5-Fu [97]. La toxicidad derivada de la
administracion de capecitabina es similar a la del 5-Fu pero ademas presenta
un efecto secundario caracteristico que consiste en un eritema cutaneo
localizado fundamentalmente en las palmas de las manos y las plantas de los
pies conocido como sindrome palmo-plantar.

Posteriormente a la introduccion del 5-Fu como tratamiento adyuvante, el
estudio MOSAIC evalu6é la adicion de oxaliplatino (derivado del platino de
tercera generacion) a la combinacion de 5-Fu/LV (esquema FOLFOX) como
tratamiento adyuvante. En este estudio se demostré que el esquema FOFLOX
era superior a 5-Fu/LV y aumentaba la supervivencia libre de progresion a 5
afnos de 67.4 a 73.3%. Este trabajo incluy6 tanto pacientes estadio || como I,
pero el analisis de subgrupos demostré que este beneficio solamente se
producia en los pacientes con estadio Ill [98]. Otros dos ensayos clinicos han
demostrado también que la adicion de oxaliplatino a 5-Fu/LV mejora la
supervivencia de pacientes con estadio Il [99, 100].

El papel de la quimioterapia adyuvante en los estadios |l continua siendo
debatido [101]. Existen subgrupos de pacientes con estadio |l que presentan un
peor pronostico que otros dentro del mismo estadio y son considerados de alto
riesgo. En estos casos, existe casi uniformidad de las guias terapéuticas a la
hora de recomendar quimioterapia adyuvante a pacientes que son

considerados de alto riesgo (Tabla 5). En los estadios Il, el oxaliplatino no ha
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demostrado aumentar la supervivencia en diferentes ensayos clinicos
randomizados, por lo que su uso no esta recomendado en la mayoria de guias
para los estadios Il [98].

La presencia de MSI ha sido asociada a un mejor pronostico y a una
resistencia al 5-Fu y actualmente existen grupos que no recomiendan

tratamiento adyuvante en tumores estadio Il con MSI [68, 102, 103].

CARACTERISTICAS CLINICAS DE ALTO RIESGO EN ESTADIOS Il DE COLON

e Lesion T4 en la clasificacion TNM

* Perforacion u oclusion forma inicial de presentacion

* Grado histolégico pobremente diferenciado

* Margen quirargico afecto

¢ Invasion linfovascular

* Invasion perineural

e Evaluacion de menos de 12 ganglios linfaticos

Tabla 5. Caracteristicas de los tumores estadio Il de alto riesgo
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1.1.6.2.2- Quimioterapia neoadyuvante en el cancer de recto

El riesgo de recaida en estadios Il y Il de recto tras la reseccion quirurgica
exclusiva es del 25-70%. Numerosos estudios han evaluado la eficacia del
tratamiento con quimioterapia y radioterapia y la combinacion de ambas de
forma adyuvante a la cirugia [104-108]. De estos estudios se desprende que la
radioterapia aumenta el control local y la quimioterapia la supervivencia al
reducir las recaidas a distancia.

La posibilidad de reducir el estadio inicial de los pacientes, de incrementar las
posibilidades de preservacion del esfinter y mejorar la resecabilidad fueron los
principales motivos para evaluar en diversos ensayos clinicos el tratamiento
con quimioterapia y radioterapia concomitantes administradas de manera
previa a la cirugia. El estudio francés FFCD 9203 evaludé el papel de la
quimiorradioterapia con 5-Fu/LV versus la radioterapia sola de forma
neoadyuvante en pacientes con adenocarcinoma de rectoresecable T3-T4NXx,
que tras la cirugia recibieron 4 ciclos mas de 5-Fu/LV. El grupo tratado con
quimorradioterapia neoadyuvante presenté una disminucion significativa en el
numero de recaidas locales en comparacion al grupo tratado con radioterapia
solamente (8.1% vs 16.5%; p=0.004); sin embargo, esta diferencia no se
tradujo en un aumento de la supervivencia [109]. El estudio randomizado de
cuatro ramas de la European Organization for Research and Treatment of
Cancer (EORTC) 22941, evalu6 la RT neoadyuvante vs la quimiorradioterapia
neoadyuvante con 5-Fu vs radioterapia preoperatoria seguida de quimioterapia
adyuvante vs la quimiorradioterapia preoperatoria seguida de quimioterapia

adyuvante. En este complejo estudio la recurrencia locorregional se redujo en
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los pacientes tratados con quimioterapia independientemente de cuando fuese
administrada. Sin embargo, no se demostré un aumento de la supervivencia o
de la supervivencia libre de progresién para ninguno de los brazos del estudio
[110]. Un analisis posterior demostré que los pacientes con respuesta ypT0-2
tras la terapia neoadyuvante se beneficiaban de recibir quimioterapia
adyuvante [111]. Dos estudios compararon de forma directa la administracion
de quimiorradioterapia de forma pre o postoperatoria. En el estudio de Sauer et
al. no se observaron diferencias significativas en la supervivencia global, sin
embargo si se observaron diferencias en el riesgo de recaida local (6% vs 13%;
p=0.006) y un aumento del ratio de preservacién del esfinter (39% vs
19%;p=0.004) en la rama de quimiorradioterapia preoperatoria [112, 113]. El
estudio NSABP-R03 comparo el tratamiento con quimioterapia de induccion
seguida de quimiorradioterapia neoadyuvante versus quimorradioterapia
adyuvante. En este estudio se demostré6 una mayor supervivencia libre de
progresion (64.7% vs 53.4%; p=0.011) y una tendencia hacia una mayor
supervivencia global (74.5% vs 65.6%; p=0.065) en la rama de pacientes
tratados de forma neoadyuvante. En este estudio, los autores destacan el
hecho de que ninguno de los pacientes que presentd respuesta patologica
completa (15%) tras la quimiorradioterapia (ypCR), presentd recaida de la
enfermedad [114].

La capecitabina es también una alternativa a la infusién continua de 5-Fu para
el tratamiento neoadyuvante en cancer de recto [115] y es el tratamiento de

eleccion en muchos centros en la actualidad. Ademas, algunos estudios han
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propuesto una mayor capacidad de radiosensibilizacion a la radioterapia en
comparacion con el 5-Fu [116].

La adicién de oxaliplatino a las fluoropirmidinas no ha demostrado mayor
supervivencia pero si mayores toxicidades grado 3-4 [117, 118]. Un estudio
reciente del grupo aleman CAO/ARO/AIO-04, ha reportado una tasa superior
de respuestas patoldgicas en la rama de los pacientes tratados con oxaliplatino
y flouropirimidinas comparado con los pacientes tratados soélo con
fluoropirimidinas a expensas de una mayor toxicidad. Recientemente se han
conocido los resultados de supervivencia libre de progresién (SLP) en los que
la rama con oxaliplatino presenta una ventaja frente a la rama so6lo con 5-Fu
(SLP a 3 anos 71.2% vs 75.9%, p=0.03). Los resultados de supervivencia
global (SG) estan a la espera de un mayor seguimiento [119-121]. Sin embargo,
y también recientemente, otro estudio no ha encontrado diferencias en SLP con
la adicion de oxaliplatino a la quimiorradioterapia neoadyuvante cuando el
farmaco empleado es la capecitabina (SLP a 3 afos 74.5% vs 73.9%, p=

0.781) [122].
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1.1.7.- Tratamiento de la enfermedad diseminada o metastasica
Aproximadamente un 20-25% de los pacientes presenta al diagndstico
metastasis a distancia. Algunos pacientes con metastasis hepaticas o
pulmonares podran ser curados mediante un tratamiento multidisciplinar que
incluira cirugia +/- quimioterapia. Sin embargo, el tratamiento de la mayoria de
los pacientes con enfermedad diseminada tiene como finalidad prolongar la
supervivencia y paliar los sintomas derivados de la enfermedad.

En la pasada década el desarrollo de combinaciones de quimioterapicos
ademas de la adiccidn de nuevas terapias bioldgicas revoluciono el tratamiento
del CCR metastatico (CCRm). En la década de los 90 donde el unico citotéxico
utilizado para el tratamiento en la enfermedad metastasica era el 5-Fu, la
supervivencia mediana de los pacientes con CCRm era aproximadamente de
12 meses. Sin embargo en la actualidad esta mediana ha aumentado hasta los
31 meses. La combinacion de 5-Fu en infusion continua/LV (régimen de
Gramont) es todavia la base de la quimioterapia en CCR [123]. En CCRm, la
capecitabina también representa una alternativa a la administraciéon

endovenosa de 5-Fu [124, 125].

El irinotecan es un inhibidor de la topoisomerasa | y fue afadido al arsenal
terapéutico en CCRm tras demostrar aumentar la supervivencia en
combinacion con 5-Fu/LV en bolus (régimen IFL) y en infusion continua
(régimen FOLFIRI) [126-128]. El régimen FOLFIRI se asocié con una mayor
respuesta (35% vs 22%;p=0.005), mayor SLP (6.7 vs 4.4 meses; p<0.001) y

SG (17.4 vs 14.1 meses; p=0.031) [127].
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El oxaliplatino demostré por primera vez afadir beneficio al 5-Fu/LV en un
ensayo clinico randomizado que comparé FOLFOX (oxaliplatino, 5-Fu/LV) con
5-fu/LV en monoterapia. En este estudio se demostré una mayor tasa de
respuestas (50.7% vs 22.3%; p=0.0001), mayor SLP (9.0 v 6.2 meses;
p=.0003) para la rama de FOLFOX pero similar SG (16.2 v 14.7 meses;
p=0.12) [129].

FOLFIRI y FOLFOX son considerados tratamientos estandar de primera linea
en el cancer colorrectal. EI grupo GERCOR llevé a cabo un ensayo para
determinar la mejor secuencia en primera y segunda linea de estos esquemas.
En este estudio la mediana de SG fue de 21,5 meses para la secuencia
FOLFIRI>FOLFOX y de 20,6 meses para FOLFOX->FOLFIRI demostrando
gue ambos esquemas son equivalentes en primera linea[117]. Las diferencias
fundamentales entre estos dos esquemas se dan en los diferentes perfiles de
toxicidad grado 3-4. La toxicidad caracteristica que define al oxaliplatino es la
neurotoxicidad, mientras que las toxicidades limitantes de dosis del irinotecan
son la diarrea y la neutropenia.

La capecitabina en combinacion con irinotecan o con oxaliplatino en lugar de la
infusion continua de 5-Fu ha demostrado su eficacia en varios ensayos clinicos
y es considerada como una alternativa terapéutica[130, 131].

El desarrollo de los nuevos farmacos biolégicos ha contribuido de forma
importante a la mejora en la supervivencia de los pacientes con CCRm. Estos
farmacos pueden agruparse en dos tipos: aquellos que actuan inhibiendo la via

del factor del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) a nivel de
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su receptor conocidos como anti-EGFR (cetuximab y panitumumab) y, aquellos
que actuan fundamentalmente como inhibidores de la generacion de nuevos
vasos sanguineos, fendmeno conocido como angiogénesis (bevacizumab,
aflibercept y regorafenib).

Los farmacos anti-EGFR aprobados para el tratamiento del CCRm son el
cetuximab y el panitumumab. Ambos farmacos son anticuerpos monoclonales
que bloquean la union de los ligandos naturales al receptor del EGF impidiendo
asi la cascada de sefalizacion que da lugar a la activacion de la proliferacion
celular. Aproximadamente un 40% de los pacientes con CCRm presentan
mutaciones en el gen de KRAS situado en la via de sefalizacion del EGFR y
no presentan respuesta a los anticuerpos anti-EGFR. Recientemente también
las mutaciones en el gen NRAS han demostrado predecir la falta de respuesta
a estos farmacos. La via de sefalizacion EGFR y las mutaciones en los genes
KRAS y NRAS son discutidas en el apartado 1.2. La toxicidad mas
caracteristica de los tratamientos anti-EGFR es la aparicion de un rash cutaneo
de tipo acneiforme, que se localiza fundamentalmente en cara y tronco. Este
rash aparece en la mayoria (90%) de los pacientes tratados con cetuximab o
panitumumab aunque solo en el 17-36% de la ocasiones es grave. Otros
efectos adversos caracteristicos de los farmacos anti-EGFR son la diarrea y la
hipomagnesemia.

El cetuximab (Erbitux®, Merck) es un anticuerpo monoclonal quimérico
humano-ratéon 1gG1. En primera linea de cancer colorrectal metastatico el
estudio CRYSTAL evalud la adicion de cetuximab a FOLFIRI. En este estudio,

y tras analizar de manera retrospectiva la presencia de mutaciones en el exon
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2 del gen KRAS, se demostrd un aumento de la tasa de respuestas (57.3% vs
39.7%; p< 0.001), la SLP (9.9 v 8.4 meses; p= 0.0012) y la SG (23.5 v 20.0
meses; p= 0.0093) en la rama de cetuximab, asi como un aumento en la tasa
de reseccidn de lesiones metastasiscas con una intencion curativa [75]. El
papel de cetuximab en combinacion con FOLFOX en primera linea fue
evaluado por el ensayo fase Il randomizado OPUS en el que la rama de
FOLFOX-cetuximab demostré ser superior a FOLFOX en tasa de respuestas
(57% vs 64%; p=0.049) y en SLP también en el subgrupo de pacientes con
KRAS nativo (7.7 vs 7.2 meses; p=0.02) [132]. También en primera linea y en
combinacion con regimenes basados en oxaliplatino, el estudio britanico COIN
evalué cetuximab con FOLFOX o CapeOX (capecitabina + oxaliplatino)
reportando un aumento en la tasa de respuestas en los pacientes con KRAS
nativo pero no en la SLP o SG [133].

En segunda linea de tratamiento, tres estudios fase Ill randomizados han
evaluado la eficacia de cetuximab. De ellos sélo el estudio en tercera o lineas
posteriores de cetuximab frente al mejor tratamiento de soporte analiz6 el
estado de KRAS vy fue el unico en reportar un aumento en la SG (9.5 vs 4.8
meses; p<0.001) [134]. Los otros dos estudios que evaluaron la eficacia de
cetuximab en segunda linea ambos en combinacion con irinotecan,
demostraron un aumento en la tasa de respuestas y en la SLP pero no en la

SG, aunque el estado de KRAS no fue analizado [135, 136].

El panitumumab (Vectivix® Amgen) es un anticuerpo 1gG2 completamente
humanizado. En el estudio pivotal en primera linea PRIME, la adicién de

panitumumab a FOLFOX en pacientes con KRAS nativo demostré un aumento

47



Introduccion

de la SLP (9.6 vs 8.0 meses; p= 0.02) y la SG (23.8 vs 19.4 meses; p= 0.03)
[137, 138]. Un posterior analisis de mutaciones en otros exones de del gen
KRAS y en el gen NRAS(analisis extendido de Ras: KRAS codones 3y 4y
codones 2, 3, 4 del gen NRAS) aumento el beneficio en supervivencia para los
pacientes sin ninguna mutacion en Ras en la rama de panitumumab (26.0 vs
20.2 meses; p=0.04) [139, 140]. En segunda linea, panitumumab fue evaluado
en un estudio fase Ill en combinacion con FOLFIRI demostrando, tras la
evaluacion de las mutaciones del generas, un aumento en la tasa de
respuestas (35% vs 10% ; p<0.001) y en la SLP (5.9 vs 3.9 meses; p= 0.004)
pero no en la SG (14.5 vs 12.5 meses; p= 0.12)[141]. También en segunda
linea y en pacientes sin mutacion en KRAS el estudio PICOLO evaluo la
combinacion de FOLFOX—panitumumab frente a FOLFOX sin poder demostrar
un beneficio en SG pero si en tasa de respuesta (34 vs 12%; p<0.0001) y la
SLP [142]. En pacientes refractarios en progresion a los tratamientos estandar
panitumumab también ha mostrado eficacia en comparacion con el mejor
tratamiento de soporte en pacientes sin mutacion del gen KRAS [143, 144].

Recientemente se han reportado los resultados del analisis de Ras extendido
en varios estudios tanto con cetuximab como con panitumumab vy
todosdemuestran una falta de respuesta a los tratamientos con anti-EGFR en

pacientes con mutaciones en NRAS [142, 145-147].

48



Introduccion

Las moléculas dirigidas frente a la angiogénesis aprobadas en Europa para el
tratamiento del CCRm incluyen:

El bevacizumab (Avastin®, Genetech) es un anticuerpo monoclonal contra el
factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGF-A). EI VEGF-A es uno de
los ligandos activadores del receptor VEGF, cuya union desencadena una
cascada de senalizacion que da lugar a la activacion de genes implicados en la
angiogénesis. Los efectos adversos mas comunes de la administracion de
bevacizumab incluyen la hipertension arterial y la proteinuria; otros menos
frecuentes son el incremento de los eventos tromboembdlicos, hemorragias y
perforacion intestinal.

En primera linea del tratamiento de CCRm, en un estudio randomizado inicial,
la adiccion de bevacizumab a IFL (bolus 5-Fuy leucovorin) resulté en un
aumento de la tasa de respuestas (44.8% vs 34.8%, p=0.004), la SLP (10.6
meses vs 6.2 meses, p<0.001) y la SG (20.3 meses vs 15.6 meses, p<0.001)
para el brazo con bevacizumab, lo que supuso la aprobacion por la FDA y la
EMA de bevacizumab en combinacion con fluorouropirimidinas para el
tratamiento del CCRm [148]. Otros estudios también han mostrado un aumento
de la SLP y la respuesta para la adicion de bevacizumab a bolus 5-Fu/LV [149].
Posteriormente, la adicién de bevacizumab a otros esquemas citotoxicos no ha
demostrado el beneficio esperado tras los resultados del estudio pivotal. El
ensayo clinico fase Il que evaludé en un disefio 2 x 2 FOLFOX vs CapeOX +
bevacizumab y FOLFOX vs Capeox demostré un beneficio en SLP para la
adicion de bevacizumab pero no para la tasa de respuestas ni la SG [150]. No

existe ningun ensayo clinico randomizado que evalue la combinacion de
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FOLFIRI con bevacizumab en primera linea. El estudio de uso expandido BEAT
mostréo una mediana de SLP de 11.6 meses y de 23.7 meses para OS en los
pacientes tratados con bevacizumab-FOLFIRI [151].

En una segunda linea de tratamiento en CCRm, el estudio randomizado de tres
ramas E3200 que comparé FOLFOX-bevacizumab vs FOLFOX vs
bevacizumab en monoterapia, fue cerrado tras un primer analisis interino que
demostré una mayor supervivencia en la rama de FOLFOX-bevacizumab y una
falta de eficacia en la rama de bevacizumab en monoterapia con un ratio de
respuestas del 3.3% [152]. En cuanto a la combinacion con irinotecan en
segunda linea hasta la fecha no existe ningun ensayo clinico fase Il evaluando
la combinacion con bevacizumab aunque varios estudios fase Il ha demostrado
su eficacia[153].

El ensayo clinico randomizado FIRE-3 evaluo por primera vez cetuximab frente
a bevacizumab en primera linea en combinacion con FOLFIRI en pacientes con
KRAS nativo. En este estudio, cuyo objetivo principal era evaluar la tasa de
respuestas, no se encontraron diferencias significativas ni en respuesta ni en
SLP pero si en la SG favoreciendo a la rama con cetuximab (28.7 vs 25.0

meses, p=0.017) [154].

Aflibercept (Zaltrap®, Sanofi) es una proteina de fusion recombinante disefiada
para bloquear la actividad de VEGF-A, VEGF-B y el factor de crecimiento de la
placenta (PIGF). El estudio VELOUR demostré un ligero aumento de la
supervivencia para los pacientes tratados con Aflibercept-FOLFIRI en segunda

linea frente a FOLFIRI solo (13.5 vs 12.6 meses; p=0.0032) [155]. Al igual que
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con bevacizumab el efecto adverso mas comun en este estudio fue el

desarrollo de hipertension.

Regorafenib (Stivarga®, Bayer) es un inhibidor de multiples kinasas implicadas
en la angiogénesis como VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, TIE2; en la
oncogeénesis como KIT, RET, RAF1, BRAF, y en microambiente tumoral como
PDGFR y FGFR. Este farmaco ha demostrado, en un estudio fase Il frente a
placebo, aumentar la supervivencia (6.4 vs 5.0 meses; p=0.0052) en pacientes
tras progresién a todos los tratamientos estandar [156]. Las toxicidades mas
relevantes de regorafenib incluyen sindrome mano-pie, fatiga, diarrea,

elevacion de transaminasas e hipertension.
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1.2.- La via del factor de crecimiento epidérmico y el cancer colorrectal

La via de sefializacién del EGFR tiene como finalidad promover la proliferacion
y supervivencia celular asi como la migracion y la angiogénesis, favoreciendo
el crecimiento y el desarrollo tumoral. Esta via es una de las mas importantes

en el desarrollo y en el tratamiento del cancer colorrectal.

1.2.1.- La cascada de sefalizacion

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) también conocido
como HER1 pertenece a la familia de receptores tirosin quinasa ErbB. Los
ligandos del EGFR con capacidad para iniciar la cascada de sefalizacion tras
su union al receptor son el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la
anfiregulina (AREG), la epiregulina (EREG) y el factor de crecimiento
transformante alfa (TGF-a) [157]. Tras la unién de alguno de los ligandos al
EGFR se produce la homo o heterodimerizacién del receptor seguida de su
autofosforilacién, iniciando asi una cascada de sehnalizacion que en ultima
instancia da lugar a la proliferacion celular, la invasion, el desarrollo de
metastasis y la apoptosis celular. Estos procesos ocurren mediante la
activacion de dos nuevas vias: i) la cascada Ras/Raf/MAPK vy ii) la cascada
PI3K/proteina quinasa B (AKT)/mTOR. La primera, se inicia con la activacion
de Ras mediante el factor intercambiador del nucledtido de guanina. Ras
activado induce la activacion de Raf que, a su vez, iniciara la fosforilacion de

las proteina-quinasas MAPKSs. Las MAPKSs son traslocadas al nucleo donde
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regulan la transcripcion de factores que favorecen la supervivencia y la
proliferacion celular [158, 159]. En la cascada PI3K/proteina quinasa B
(AKT)/mTOR, cuando EGFR es activado la subunidad catalitica de la
fosfatidilinositol-4, 5-bifosfato 3- quinasa (PI3K) es fosforilada a fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (PIP3). La funcién de PIP3 es antagonizada por la proteina
PTEN. La forma activa dePIP3 es capaz de fosforilar la proteina quinasa B
(AKT) que, a su vez, tendra la capacidad de fosforilar multiples sustratos. AKT
promueve la proliferacion celular al regular de forma negativa el supresor
tumoral p53 [160]. Ademas, AKT activa el complejo de la diana molecular de la
rapamicina en mamiferos (MTOR) a través de la regulaciéon negativa de las
proteinas del complejo de esclerosis tuberosa 1 (TSC1) y TSC2 (Figura 7).
Estas dos cascadas interaccionan a su vez con otras vias de sefalizacion lo
que contribuye a la auto-regulacion de la via, pero también probablemente a la

aparicion de resistencias a los farmacos dirigidos frente a estas vias [161].
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Figura 7. Esquema de la via de sefalizacion del EGFR

1.2.2.- Biomarcadores en la via del EGFR

1.2.2.1.- Mutaciones somaticas

Mutaciones en el gen KRAS. Las mutaciones en este gen fueron los primeros
biomarcadores de respuesta descubiertos para las terapias anti-EGFR en CCR.
El oncogen KRAS codifica para la proteina GTP-asa KRAS que se encuentra
mutada en un 30-40% de los tumores colorrectales [162]. En condiciones

celulares normales, la actividad del gen KRAS nativo esta altamente regulado y
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presenta escasa activacion. Cuando existe una mutacion activadora, KRAS
estd activado de forma constitutiva y sus cascadas de sefalizacidon
RAS/RAF/MEK/MAPK y PISK/AKT permanecen también activas. La mayoria de
las mutaciones en KRAS se encuentran en los codones 12 y 13 del exén 2 pero
también pueden existir en los exones 3 y 4 [163] (Figura 8). Numerosos
estudios han confirmado los hallazgos preliminares de Lievre et al. que
indicaban que los pacientes con mutaciones en el gen KRAS no respondian al
tratamiento con cetuximab [164] como ha sido discutido en el apartado 1.1.7.
De Rook et al. realizaron un estudio retrospectivo exploratorio en el que
demostraron que los pacientes con mutaciones del gen KRAS en el codén 13,
tenia mejor respuesta, SLP y OS que los pacientes con mutaciones de KRAS
localizadas en otros codones [165]. Este hecho puede ser debido a que dichas
mutaciones (fundamentalmente G13D) tienen una menor actividad oncogénica.
Sin embargo, en cuanto al tratamiento con panitumumab, esta dato no ha
podido ser corroborado [166].

Mutaciones en el gen NRAS. Las mutaciones en el gen NRAS son menos

frecuentes que en el gen KRAS (Figura 8) y su coexistencia es excepcional
[142].

Mutaciones en el gen BRAF. Como ha sido discutido en el apartado 1.1.5.2, la

mutacion V600E del gen BRAF esta considerada un factor de mal prondstico
independiente del tratamiento. Sin embargo, no se ha demostrado que tenga
papel como factor predictivo de respuesta a los tratamientos anti-EGFR [167-

169].
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EXON 4

EXON 4

117 146

Figura 8. Frecuencia y localizacion de las mutaciones en Ras y BRAF

Adaptada de Heinemann et al. ESMO Congress, Amsterdam 2013.

Mutaciones en PI3KCA. Los datos referentes al valor de las mutaciones en

PIBKCA como factores predictivos de respuesta para los tratamientos anti-
EGFR son contradictorios. A modo de ejemplo, Sartore-Bianche et al.
demostraron la falta de respuesta a anti-EGFR en pacientes con mutaciones en
este gen [170], mientras que Prenen et al. tras analizar 200 muestras de
pacientes con cancer colorrectal no encontraron ninguna correlacion entre

estas mutaciones y la respuesta a cetuximab [171].
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1.2.2.2.- Otros biomarcadores moleculares
En la via del EGFR se han evaluado otros biomarcadores como factores

predictivos de respuesta a farmacos anti-EGFR:

Silenciamiento del gen PTEN. El gen PTEN es un enzima tirosin fosfatasa que

funciona como un regulador negativo de la via PI3K/AKT. Las mutaciones en el
gen PTEN son infrecuentes y se encuentran asociadas a tumores con alta MSI.
La hipermetilacion del promotor de PTEN que es frecuente en tumores con alta
MSI, es la causa mas frecuente de silenciamiento del gen PTEN. Algunos
estudios han encontrado una correlacion entre la falta de expresiéon de PTEN y
la supervivencia en los pacientes con cancer colorrectal metastatico tratados
con anti-EGFR [168]. Sin embargo, datos recientes no corroboran estos
hallazgos [172].

La sobreexpresion de EGFR. Un 50-70% de los carcinomas colorrectales

presenta sobreexpresion del EGFR. Sin embargo, la expresion de EGFR en el
tumor medida mediante técnicas de inmunohistoquimica, no se asocia con la
respuesta a tratamientos anti-EGFR [173].

Los niveles de expresion de anfiregulina y epiregulina. Los niveles de estos

ligandos del EGFR también han sido correlacionados con la respuesta al
tratamiento con cetuximab. En un estudio que incluyé 220 pacientes con CCRm
refractarios a tratamiento con irinotecan y tratados con cetuximab, los pacientes
sin mutacion de KRAS y con niveles altos de expresién de anfiregulina y
epiregulina presentaron una mayor SLP y una mayor OS [174]. En otro estudio,

que evalud 110 pacientes incluidos en un ensayo clinico de cetuximab en
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monoterapia, se analizaron los perfiles de expresion de anfiregulina y
epiregulina describiéndose un mayor control de la enfermedad y SLP en

pacientes con alta expresion [175].

1.2.2.3.- Biomarcadores clinicos

La toxicidad cutanea. La gran mayoria de los pacientes tratados con farmacos

bloqueantes del la via EGFR desarrollan toxicidad cutanea. Este efecto
secundario se debe a la alta dependencia de que los queratinocitos tiene de la
via del EGFR para proliferar. El bloqueo de esta via impide la maduracién
normal de los queratinocitos y favorece su apoptosis, dando lugar a xerosis y
prurito [176]. El desarrollo de toxicidad grado 2 o superior se ha asociado a una
mayor eficacia de los farmacos anti-EGFR. Un ejemplo de esta asociacion es el
estudio PRIME que valor6 FOLFOX con o sin panitumumab en el que se
reportd que los pacientes con KRAS nativo y toxicidad cutanea grado 2 o
superior presentaban una mayor SLP y OS que los pacientes con una toxicidad
cutanea grado 0-1 [177, 178].

La hipomagnesemia. El desarrollo de hipomagnesemia también ha sido

evaluado de forma retrospectiva como un marcador predictivo de respuesta a
los anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Sin embargo, los resultados hasta la

fecha son contradictorios [179-181].
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1.3.- Estudios farmacogenéticos en el cancer colorrectal

En este apartado se describen unicamente los estudios farmacogenéticos
referentes al tratamiento con terapias anti-EGFR y aquellos estudios realizados
en el contexto del tratamiento del cancer de recto localmente avanzado tratado

con quimiorradioterapia.

1.3.1.- Estudios farmacogenéticos de las terapias anti-EGFR

1.3.1.1.- El gen EGFRy sus ligandos

El estudio de polimorfismos en los genes implicados en la cascada de
sefalizacion del EGFR ha sido objeto de numerosos trabajos.
Fundamentalmente, estos trabajos se han centrado en el estudio de
polimorfismos en el gen que codifica para el receptor (EGFR). En el gen EGFR
se han descrito multitud de polimorfismos, entre ellos 4 funcionales que se
asocian con la regulacion del EGFR: i) una repeticion del dinucleétido CA(,) en
el intron 1 en el que la actividad transcripcional del EGFR es inversamente
proporcional al numero de repeticiones [182]; ii) un polimorfismo no sinénimo
que afecta a la capacidad de union de los ligandos al EGFR (Arg521Lys)[183];
iii-iv) dos polimorfismos en la regidn promotora (-216G>T y -191C>A) que
afectan al sitio de unién de un factor de transcripcion Sp1 [184].

En el ligando natural del EGFR, EGF, el polimorfismo mas estudiado se
encuentra localizado en la regién 5’ UTR y consiste en un cambio de A>G en la

posicion 61 que afecta sus niveles de expresion.

59



Introduccion

No se han descrito polimorfismos funcionales en los otros ligandos del EGFR
comoanfiregulina o epiregulina.

En el contexto de CCRm, varios grupos han estudiado estos SNP como
factores prondsticos o predictivos de respuesta a tratamientos basados en
terapias anti-EGFR. En 2008, Graciano et al. evaluaron el valor de estos
polimorfismos en una cohorte de 110 pacientes cuyo estado de la mutacién de
KRAS era desconocido, y que fueron tratados con irinotecan y cetuximab tras
progresion a al menos una linea de tratamiento. En este estudio, pacientes con
un genotipo con dos alelos con menos de 17 CA repeticiones en el intron 1 del
EGFR y un genotipo GG para el 61A>G polimorfismo en el gen EGF,
presentaban una mayor SLP y una mayor SG [185]. Lurje et al. estudiaron
polimorfismos en EGFR y EGF en una cohorte de 130 pacientes (con estado
mutacional del gen KRAS desconocido) tratados con cetuximab en
monoterapia y describieron una correlacion entre el polimorfismo EGFR
Arg521Lys y la SLP. En este estudio, los pacientes con el genotipo
heterocigoto A/G presentaban una mayor SLP que los pacientes con genotipos
G/G y A/A[186]. Hsieh et al. también describieron una relacidn entre este
polimorfismo y la respuesta y la SLP en pacientes tratados con FOLFOX-
cetuximab. En este estudio los pacientes con al menos un alelo A presentaban
una menor respuesta y SLP que los pacientes homocigotos G/G [187]. Spindler
et al. también estudiaron polimorfismos en el gen EGFR y EGF en pacientes
con KRAS nativo tratados con irinotecan y cetuximab, y describieron una

asociacion entre el EGF 61 A>G y la supervivencia [188].
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Dahan y colaboradores evaluaron estos polimorfismos en un perfil similar de
pacientes y reportaron una asociacion entre el polimorfismo EGFR -191 C>Ay
el tiempo a la progresion [189].

De los resultados de estos estudios se desprende que el papel de estos
polimorfismos en los genes EGFR y EGF no ha sido aclarado, ya que los
resultados reportados por unos grupos no han podido ser reproducidos en otras
cohortes.

En el contexto de cancer de recto localmente avanzado, el valor de estos SNPs
como biomarcadores ha sido menos estudiado. Algunos estudios in vitro han
demostrado que las radiaciones ionizantes pueden simular la accion de los
ligandos de EGFRy, por lo tanto, iniciar la cascada de sefializacion de esta via.
Esta activacion actuaria como un mecanismo de proteccion celular frente a la
radioterapia. Zhang et al. evaluaron la asociacion de varios polimorfismos en el
gen EGFR y su relacion con la probabilidad de recurrencia local tras cirugia y
tratamiento neo o adyuvante en 53 pacientes con cancer de recto. Estos
autores reportaron una mayor probabilidad de recurrencia local para los
pacientes con la combinacion del genotipo EGFR 521 Arg/Arg y un numero
inferior a 20 de repeticiones CA en el intron 1 del EGFR [190]. Spindler et al.
evaluaron 77 pacientes con cancer de recto localmente avanzado vy
describieron una mayor respuesta al tratamiento con quimiorradioterapia para
los pacientes homocigotos G/G para el polimorfismo EGFR -216G>T
comparado con los pacientes con genotipos con al menos un alelo mutado T

[191].
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El polimorfismo EGF 61A>G también se ha correlacionado con la respuesta al
tratamiento con quimiorradioterapia y cetuximab en un estudio que incluyé 130
pacientes con cancer de recto, en los que el genotipo EGF 61 G/G se asocio a
una mayor probabilidad de respuesta completa patologica [192].

Al igual que en el contexto de CCRm, los resultados de estos estudios impiden
a dia de hoy la interpretacion del verdadero papel de estos SNPs como

biomarcadores de respuesta a quimiorradioterapia.

1.3.1.2.- Farmacogenética de la toxicidad mediada por anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales anti-EGFR ademas de proporcionar una
actividad antitumoral mediante el bloqueo de su diana EGFR, también
presentan una actividad antitumoral indirecta mediante un mecanismo de
citotoxicidad mediada por células y dependiente del anticuerpo (ADCC). La
porcidn Fc del anticuerpo se une a los receptores Fc (FcyR) en las células
efectoras citotoxicas (macréfagos o natural killer) dando lugar a esta actividad
antitumoral [193]. Las variaciones genéticas que afectan al receptor celular
para la fraccion constante de las inmunoglobulinas FcyRlla y llla,(CD32 y CD16
respectivamente) pueden alterar este mecanismo citotoxico. Zhang et al.
analizaron polimorfismos localizados en dichos receptores y reportaron que los
polimorfismos FCGR2A-H131R y FCGR3A-V158F estaban asociados con la
SLP en pacientes tratados con cetuximab en monoterapia [194].
Posteriormente, Bibeau et al. en una cohorte de pacientes tratados con
irinotecan y cetuximab, confirmaron los resultados previos respecto al

FCGR2A-H131R. Sin embargo, los resultados respecto al polimorfismo
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FCGR3A-V158F fueron contradictorios [195]. Paez et al. no evidenciaron
ninguna relacién entre estos dos polimorfismos y la SLP en pacientes tratados
con irinotecan y cetuximab [196]. Muy recientemente, un estudio de un
consorcio internacional no ha podido tampoco comprobar el valor de estas

variantes genéticas [197].

1.3.1.3.- Farmacogenética de los micro RNA en la via del EGFR

Los microRNA (miRNA) son una clase de ARN apenas modificado durante la
evolucion y no codificante, formado por 20-22 nucledtidos. Actuan como
reguladores transcripcionales de la expresion génica. Su mecanismo de accion
es a través de la unién a secuencias complementarias del mRNA diana para
degradarlo o reducir su traduccion (Figura 9).El funcionamiento incorrecto de
estos mMiRNA puede dar lugar a la inadecuada inactivacion de genes

supresores tumorales como a la activacién de oncogenes [198].
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En los ultimos afos, numerosos estudios han implicado a los miRNA en

multiples procesos tanto en cancer colorrectal como en otros tumores y

enfermedades. En CCR, la familia de miRNA conocida como “lethal-7" (Let-7),

ha sido una de las mas estudiados. Consiste en 12 genes que codifican para

nueve miRNA diferentes (let-7a — Let-7i). En modelos experimentales, lineas

celulares de CCR transfectadas con Let-7a mostraron una supresion del

crecimiento tumoral y una reduccién en los niveles proteicos de KRAS con

niveles invariables de mRNA. En la region 3'UTRdel sitio de unién de Let-7a al

gen KRAS, conocido como “sitio complementario de unién let-7 6” (LCS6), se

ha descrito un polimorfismo que afecta a la unién del miRNA. Este polimorfismo
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consiste en un cambio de T>G que altera la afinidad de unién del miRNA let-7

que conllevaria una mayor expresion de KRAS [199, 200].

D - w Represion
esaparaaimienio ' translacional
de bases

2'UTR

Figura 10. Mecanismo de accion del Let-7. EImiRNA let-7 se une junto con el complejo RISC
a la regién 3'UTR del genKRAS donde se localiza un sitio complementario de uniéon (LCS6)

dando lugar a la represion translacional del gen KRAS.

El estudio de este polimorfismo en pacientes con cancer colorrectal ha dado
lugar a resultados discordantes. En CCR en estadios tempranos (I y Il), la
variante G del polimorfismo KRAS LSCS6 se asociéo a un mejor pronostico
[201]. Sin embargo, en otro estudio posterior los autores describieron esta
asociacion en pacientes con estadios Il y IV y no con estadios | y Il [202]. Esta
variante genética también ha sido estudiada en pacientes tratados con
cetuximab con resultados contradictorios. Un grupo italiano estudio este
polimorfismo en un grupo de pacientes afectos de CCRm refractario a al menos

una linea de tratamiento y que recibieron irinotecan y cetuximab, y describieron
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una relacion entre la variante G del KRAS LCS6 y una peor SLP y SG en
pacientes con KRAS nativo[203]. Sin embargo, pocos meses después un grupo
estadounidense reportd la asociacion contraria en un grupo de pacientes
tratados con cetuximab en monoterapia [204].

Recientemente, un estudio que incluy6é a 510 pacientes tratados con terapias
anti-EGFR, reportdé una mayor SLP para los pacientes KRAS y BRAF nativos
con al menos un alelo G, tratados con cetuximab en monoterapia. Sin embargo,
esta diferencia no se observd en los pacientes tratados con terapias anti-EGFR
y quimioterapia. Un estudio realizado en lineas celulares mostré diferencias en
el impacto de este polimorfismo en la expresiéon de KRAS dependiendo del tipo
de tratamiento empleado [205]

Otros polimorfismos localizados tanto en las secuencias de unién de miRNAs
como en las secuencias codificantes de estos miRNAs, han sido evaluados en

estudios epidemioldgicos [206-208].

1.3.2.- Estudios farmacogenéticos en el tratamiento del cancer de recto con
quimiorradioterapia basada en fluoropirimidinas.

A continuacién se describen unicamente los estudios farmacogenéticos en el
contexto del tratamiento del cancer de recto localmente avanzado tratado con
quimiorradioterapia. Los quimioterapicos empleados en combinaciéon con
radioterapia son las fluorouropirimidinas, 5-Fu o capecitabina, y el oxaliplatino.
El mecanismo de accion de las fluoropirimidinasse basa en de la inhibicién de

la timidilato sintetasa (TS), una enzima que cataliza la sintesis de ADN [209].
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Se han descrito diversos polimorfismos en el gen que codifica para la enzima
TS y algunos modifican su expresion. Uno de ellos se encuentra localizado en
la region 5’'UTR, y consiste en una variacion en el numero de repeticiones de
una secuencia formada por 28 pares de bases [210]. Los alelos mas frecuentes
en la poblacion general contienen 2 o 3 repeticiones (2R o 3R)en tandem de
dicha secuencia. Este numero de repeticiones afecta los niveles de TS de
forma que los alelos con 3 repeticiones presentan una mayor eficiencia
traslacional que los alelos con dos repeticiones [211, 212]. Otro polimorfismo
que altera la expresion de TS, consiste en un cambio de G

por C en los pacientes que tiene tres repeticiones en el polimorfismo de la
secuencia en tandem previamente descrita. Este cambio, da lugar a una
alteracion en el sitio de union de un factor de transcripcién, alterando asi la
actividad translacional de la TS [213]. Combinando estos polimorfismos
descritos podemos clasificar a los genotipos en: asociados a alta expresion
(2R/3G; 3C/3G; 3G/3G) y asociados a baja expresion (2R/2R; 2R/3C; 3C/3C).
Estos polimorfismos han sido evaluados como marcadores predictivos en el
carcinoma de recto localmente avanzado tratado con quimiorradioterapia. En
los estudios mas antiguos, los pacientes con genotipo 2R presentaban una
mayor respuesta al tratamiento con quimiorradioterapia preoperatorio [214,
215]. Sin embargo, estudios mas recientes y con un mayor numero de
pacientes asociaron los genotipos 3R y aquellos de alta expresién con una
mayor probabilidad de respuesta al tratamiento neoadyuvante [216, 217].
Ademas del tratamiento con fluorouropirimidinas, el tratamiento multidisciplinar

del cancer de recto localmente avanzado incluye la radioterapia y, en
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ocasiones, otros farmacos como el oxaliplatino. Los dafos producidos por esos
agentes son reparados mediante las vias de reparacion del ADN por escision
de nucleédtidos (NER) y la via de reparacioén por escisién de bases (BER).

La via NER repara los aductos que distorsionan la doble hélice de ADN [218].
La figura 11esquematiza esta via y muestra las principales proteinas

implicadas en su funcionamiento.
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Figura 11. Via de reparacion por escision de nucleétidos. La reparacion en la TC-NER esta
compuesta por cuatro pasos principales: 1) primero, el dafio es reconocido durante la
transcripcion por la polimerasa Il y la proteina cockayne syndrome B(CSB). 2)el complejo TFIIH
(formado por XPB y XPD) es reclutado para desenrollar aproximadamente unas 30 pares de
bases alrededor de la zona de ADN dafada. 3) las endonucleasas ERCC1/XPF y XPG rompen
los extremos 3’ y 5’ de la cadena danada generando un oligonucleétido de aproximadamente
24-32 pares de bases que contiene la lesion. 4) finalmente, la sintesis de ADN de novo

completa la reparacion mediante la maquinaria normal de replicacién de ADN.

La proteina ERCC1(escision repair cross-complementing group1) participa
activamente en esta via de reparacién. Se han correlacionado unos niveles de
expresion bajos de ERCC1 con una disminucion de la capacidad reparadora
del ADN y por lo tanto una mayor eficacia de los tratamientos basados en
platino [219]. En el gen que codifica para esta proteina se han descrito diversos
polimorfismos. El mas estudiado es el ERCC1 C118T, pero en los estudios
realizados en cancer de recto tratado con quimiorradioterapia no se ha
encontrado ninguna asociacion con la respuesta a los tratamientos.

La proteina XPD (xeroderma pigmentosum D), también conocida como ERCC2
(escision repair cross-complementing group 2), también esta involucrada en la
via NER. De todos los polimorfismos descritos en ERCC2, el mas estudiado es
un cambio de A>C que conlleva un cambio de aminoacido de lisina por
glutamina (Lys751GIn). En cancer de recto localmente avanzado este SNP no

se ha relacionado con la respuesta.
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Recientemente, un metaanalisis que incluyé 17 estudios ha concluido que la
presencia de las variantes alélicas delos polimorfismos ERCC1 C118T vy
ERCC2 Lys751GIn es un factor de mal prondstico en pacientes con cancer
colorrectal tratados con oxaliplatino [220].

La via BER repara el dafio producido por las reacciones oxidativas, la

metilacion, la deaminacion o la hidroxilacion que tienen lugar en la célula.
Ademas también participa en la reparacidon del dafio producido por el
oxaliplatino y la radiaciones ionizantes. La figura 12 esquematiza esta via y

muestra las proteinas implicadas en su funcionamiento.
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Figura 12. La via de reparacion por escision de bases. La via BER se divide en reparacion de
parche corto y reparaciéon de parche largo. La primera y mayoritaria reemplaza la lesién con un solo
nucleétido, mientras que la segunda reemplaza la lesion con entre 2 y 20 nucledtidos. La via BER de
parche corto comprende diferentes pasos: 1) varias ADN-glicosilasas se encargan de excindir la lesion,
aunque también se puede producir una hidrdlisis espontanea. Il) La APE1 endonucleasa realiza un
escision en una localizacion apurimica/apirimidinica. 11l) La polimerasa poli-ADP-ribosa (PARP) se une al
punto de la lesidon mientras que una polinucelétido quinasa (PNK) orienta los extremos de la reparacion.
IV-V) La ADN-polimerasa B rellena el vacio. VI) El complejo XRCC1-ligasa sella la reparacion de la lesion.
En la via de parche largo (VII-IX) estan implicadas diferentes ADN polimerasas y el antigeno de

proliferacion celular del nacleo (PCNA) entre otras.



Introduccion

La proteina XRCC1 (X ray repair cross-complementing protein 1) participa de
forma activa en esta via formando un complejo con la ADN polimerasa B. Se
han estudiado distintos polimorfismos en el gen que codifica para esta proteina
como biomarcadores prondsticos y predictivos en distintos tipos de cancer. Los
tres polimorfismos no-sindnimos mas evaluados y que han demostrado alterar
la capacidad reparadora de ADN de esta proteina son: Arg194Trp, Arg280His y
Arg399GiIn. Estos polimorfismos también han sido estudiados como factores de
respuesta al tratamiento neoadyuvante con quimiorradioterapia en pacientes
con cancer de recto localmente avanzado. Algunos de los resultados obtenidos
en estos estudios evidencian una asociacion entre los genotipos codificantes

para arginina con una mejor respuesta y una mejor SLP [216, 217].
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Objetivos

En oncologia y en concreto en el tratamiento del cancer colorrectal, la
eficacia de los farmacos disponibles es limitada. En la enfermedad
metastasica las tasas de respuesta son relativamente bajas y, en el contexto
adjuvante, la quimioterapia aporta una escasa reduccidn de las recaidas de la
enfermedad. Por otro lado, la toxicidad asociada tanto al tratamiento con
citostaticos como a las nuevas terapias biologicas es importante.

Los estudios farmacogenéticos tienen como finalidad la busqueda de factores
genéticos predictivos de respuesta y/o toxicidad, tanto a los tratamientos
convencionales como a las nuevas terapias biologicas.

La via de sefalizacion del factor de crecimiento epidérmico es una de las
mas relevantes dado que un gran numero de tumores colorrectales depende
de ella para proliferar y diseminar. En la actualidad, el empleo de terapias
biolégicas que actuan en esta via ha contribuido al aumento de la
supervivencia en pacientes con CCR metastatico. Pese a la existencia de
biomarcadores de respuesta a estos farmacos, todavia existe un numero
importante de pacientes que no pueden beneficiarse de estos tratamientos.
La via del EGFR también jueva un papel en el contexto del cancer de recto
localmente avanzado ya que esta implicada en la resistencia al tratamiento
con radioterapia. Sin embargo, en este contexto no existe ningun
biomarcador que ayude a predicir que pacientes se beneficiaran mas del
tratamiento con quimiorradioterapia y presentaran una respuesta completa

patoldgica asociada a una mejor supervivencia.
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Objetivos

En base a lo expuesto los objetivos de la presente tesis son:

Andlisis de variantes genéticas en genes implicados en la via del factor
de crecimiento epidérmico como marcadores farmacogenéticos de
respuesta y/o supervivencia a un tratamiento sistémico basado en

farmacos anti-EGFR, en pacientes con cancer colorrectal metastatico.

Andlisis de variantes genéticas en la via del factor de crecimiento
epidérmico y los genes implicados en la reparacién del ADN y el
metabolismo de las flourouropirimidinas como factores predictivos de
respuesta al tratamiento con quimiorradioterapia neoadyuvante

administrada en el cancer de recto locamente avanzado.
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Resultados

3.1.1.- Estudios farmacogenéticos en el cancer colorrectalmetastasico

En este apartado se incluyen las dos publicaciones que se describen a

continuacion:

3.1.1.1.-The LCS6 polymorphism in thebindingsite of let-7 microRNAtothe
KRAS 30-untranslated region: its role in theefficacy of anti-EGFR-

basedtherapy in metastaticcolorectalcancerpatients

Pharmacogenetics and Genomics. 2013;23:142-147

Ana Sebio, Laia Paré, David Paez, Juliana Salazar, Alan Gonzalez, Nuria Sala,
Elisabeth del Rio, Marta Martin-Richard, Maria Tobefia, Agustin Barnadas y

Montserrat Baiget
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Universitat Autbnoma de Barcelona, Barcelona, Spain
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Resultados

Objetivo: la mutacion de KRAS es un fuerte predictor negativo de respuesta a
terapias contra el factor de crecimiento epitelial (EGFR), sin embargo no todos
los pacientes con genotipo nativo responden. La familia de microRNAs “lethal-7"
(let-7) regula la actividad de KRAS. Un polimorfismo funcional (rs61764370) ha
sido descrito en el sito complementario de let-7 6 (LCS6). En este trabajose
plantea la hipdtesis de una posible asociacion entre este KRAS let-7 LCS6
polimorfismo y la respuesta a los tratamientos anti-EGFR en pacientes con
KRAS y BRAF nativo afectos de cancer colorrectal metastasico (mCCR).
Materiales y métodos: hemos estudiado la asociacion del polimorfismo KRAS
let-7 LCS6 con la respuesta en 100 pacientes con mCCR tratados con
anticuerpos anti-EGFR. Para evaluar el efecto real de este polimorfismo en
relacion al tratamiento administrado, también hemos estudiado esta asociacion
en una cohorte independiente de pacientes tratados exclusivamente con
quimioterapia. El polimorfismo KRAS let-7 LCS6 fue genotipado usando el
sistema BioMark™ en muestras de sangre periférica y de tumor. La mutacion de
BRAF V600E fue analizada en muestras de tumor.

Resultados: el alelo G del KRAS let-7 LCS6 mostré una asociacion significativa
con la falta de respuesta al tratamiento basado en anti-EGFR: 31.9% de los
pacientes con el genotipo T/T presentaron una respuesta completa o parcial
frente a ningun paciente con los genotipos T/G o G/G (P=0.004). En el grupo de
pacientes que recibid quimioterapia exclusivamente no se observd ninguna
diferencia significativa.

Conclusién: estos datos avalan el papel del polimorfismo KRAS let-7 LCS6
como predictor de eficacia a tratamiento basado en anti-EGFR en pacientes con

mMCCR con KRAS y BRAF nativo.
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The LCS6 polymorphism in the binding site of /et-7 microRNA
to the KRAS 3'-untranslated region: its role in the efficacy
of anti-EGFR-based therapy in metastatic colorectal cancer

patients

Ana Sebio?, Laia Paré®, David Paez®, Juliana Salazar®®, Alan Gonzalez®,
Nuria Sala®, Elisabeth del Rio®, Marta Martin-Richard®, Maria Tobefa®,

Agusti Barnadas® and Montserrat Baige

Objective Although KRAS mutation status has been
identified as a strong predictor of response to
anti-epidermal growth factor receptor (EGFR) theraples,
not all wild-type patients respond. The lethal-7 (fet-7)
family of microRNAs regulates KRAS activity. A functional
polymorphism (rs61764370) has been described in

the Jet-7 complementary site (LCSE). We hypothesized

a possible association between this KRAS Jet-7 LCS6
polymorphism and the response to anti-EGFR treatments
Iin KRAS and BRAF wild-type metastatic colorectal cancer
patients (mCRC).

Materials and methods We studied the association

of the KRAS let-7 LCS6 polymorphism with the response
in 100 refractory mCRC patients treated with anti-EGFR
antibodies. To assess the real effect of this polymorphism
in relation to the treatment administered, we also studied
this association in an independent cohort of patients
treated exclusively with chemotherapy. The KRAS Jet-7
LCSE polymorphism was genotyped using the BioMark
system in blood and tumor DNA samples. The BRAF V600E
mutation was analyzed in tumor samples.

Results The KRAS let-7 LCS6 G-allele showed
a statistically significant association with nonresponse
to anti-EGFR-based treatment: 31.9% of patients with the

Introduction

The survival of patients with colorectal cancer has
improved considerably over the last decade because of
new combinations of chemotherapy and the recently
introduced targeted therapies [1-4]. Two of the most
widely used targeted therapies are epidermal growth
factor receptor (EGFR) monoclonal anubodies, cetux-
imab and panitumumab. The most relevant biological
marker of anti-EGFR treatment benefit is KRAS muta-
tion status [4,5]. However, many pauents (40-30%) with
a wild-type KRAS status do not respond to anti-EGFR
monoclonal antibodics. Therefore, novel markers of
benefit to anti-EGFR agents are warranted [6]. Recently,
in a retrospective consortium analysis, the cffects of

mutations in four downstream components of the EGFR
signaling pathway (KRAS, BRAE NRAS, and PIK3CA)

1744-8872 © 2013 Woters Kluwer Haalth | Uppincott Williams & Wiking
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T/T genotype presented a complete or a partial response
versus no patients with T/G or G/G genotypes (P=0.004),
No statistically significant differences were observed in the
patients who received chemotherapy only.

Conclusion These data support the pharmacogenetic
role of the KRAS let-7 LCS6 polymorphism in
predicting the efficacy of anti-EGFR-based therapy

in mCRC patients with the KRAS and the BRAF
wild-type genotype. Pharmacogenetics and Genomics
00:000-000 & 2013 Wolters Kluwer Health | Lippincott
Williams & Wilkins.
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were analyzed in a large cohort of patients. The study
confirmed the negative effect of KRAS mutations on
outcome after anti-EGFR therapy and showed that BRAF,
NRAS, and PIK3CA mutations are significantly associated
with a low response rate [7].

Of particular interest in colorectal cancer is the study of
the lethal-7 (dr-7) family of microRNAs (miRNAs),
which consists of 12 genes encoding for nine distinct
miRNA (let-7a to let-71). miRNAs are highly conserved,
small noncoding RNAs that regulate gene expression at
the post-transcriptional level through binding to the
3-untranslated region (3-UTR) of the target mRNAs,
MiRNA polymorphisms (miR-SNPs) arc a novel class
of functional polymorphisms that have been postulated to
influence drug response by affecting the expression of

DOL: 10.1087/FPC.0001 383283545000
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drug rarget genes. The KRAS 3-UTR conuins let-7
complementary sites (LCSs) that allow let-7 to bind
regulating KRAS cxpression [8,9].

In experimental models, colon cancer cells transfected
with the /r-7a-1 precursor showed significant growth
suppression and a decrease in the KRAS and c-myc
protein levels, whereas the mRNA levels remained
unchanged [10]. A functional single nucleotide poly-
morphism (SNP) has been described in the KRAS
J-UTR (rs61764370) in the lr-7 complementary site
(LCS6). This polymorphism consists of a T>G base
change that alters the binding ability of the mature k-7
to the KRAS mRNA. In-vitro experiments in lung cancer
tumors samples have shown that the G variant allele
increases KRAS expression [11]. Smits & 2l [12] studied
this variant allcle as a potential prognostic marker in
colorectal cancer and found that in early stages, the G
variant allele is associated with a better outcome,
cspecially in patients with the KRAS murtation. This
association was not found in patients with colorectal
cancer stage I11 or IV [12]. However, the G-aliele has also
been associated with reduced survival in oral cancer
patients [13] and with a poor outcome in postmenopausal
women with epithelial ovarian cancer [14].

Recently, two groups of rescarchers [15,16] evaluated the
involvement of the KRAS Zr-7 LLCS6 SNP in the response
to targeted therapies, reporting conflicting results. It was
suggested that the backbone chemotherapy could ac-
count for the differences found [17).

The aim of this study is 1o clarify the role of KRAS kr-7
LCS6 SNP in the efficacy of anti-EGFR therapy. We
investigated this polymorphism in DNA from perpheral
blood and also in DNA from tumor tissue in a cohort of
wild-type KRAS patients with metastatic colorectal
cancer (mCRC) treated with ant-EGFR antibodies. We
evaluated the associations berween the KRAS Lr-7 L.CS6
genotype and response, overall survival (OS), and
progression-free survival (PFS) after excluding patients
harboring the BRAF V600E mutation. To test the
implications of the chemotherapy backbone, we also
studied an independent cohort of patients treated with
chemotherapy alone.

Materials and methods

Eligible patients

We analyzed 100 White patients with KRAS wild-type
refractory metastatic colorectal adenocarcinoma. They were
treated with cetuwxamab  (Erbitux; Merck, Whitchouse
Station, New Jersey, USA) or panitumumab (Vectibix;
Amgen, Thousand Oaks, California, USA) in monotherapy
or in combination with chemotherapy. In an independent
cohort, we analyzed 75 White patients treated with
FOLFIRI (irinotecan, 3-fluorouracil) as first-line chemother-
apy for mCRC.

Clinical data (sex, age, ECOG performance status score,
cte.) were obtained from clinical records. Patients were
classificd according to the Europcan Organization for
Research and Treatment of Cancer (EORTC) risk model
into three prognostic groups depending on four bascline
clinical parameters: performance status, white blood cell
count, alkaline phosphatase, and number of metastatic
sites in low, medium, and high risk [18]. Skin toxicity was
graded according to the National Cancer Institute
Common Toxicity Criteria (version 2.0; National Cancer
Institute, Bethesda, Maryland, USA). Response to trear-
ment was cevaluated every 2-3 months by tomodensito-
metry according to the Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors 1.1 [19] and classified as follows:
(1) complete response (CR), (ii) partial response (PR),
(iif) stable disease, or (iv) progressive disease. For the
statistical analyscs, the best tumor response was sclected.
The median duration of follow-up was 11 months (range,
1-43 months) for the anti-EGFR-based treatment group
and 19 months (range, 3-93 months) for the chemorther-
apy-alone group. All patients signed informed consent for
tissue and blood collection and the study was approved by
the Institutional Ethics Commirtee.

Genetic analyses

The genomic DNA was extracted from blood samples
using the salting-out procedure [20]. Formalin-fixed,
paraffin-embedded tumor blocks were reviewed for
quality and tumor content, and a single representative
tumor block from each patient, containing at least 70% of
neoplastic cells, was selected. DNA was extracted from
tumor tissuc samples using the QiAamp DNA FFPE
Tissue Kit Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). KRAS
mutations in codons 12 and 13 were assessed on tumor
DNA. Mutational analysis was carried out by PCR
amplification of exon 2 of the KRAS gene following the
instructions of the Therascreen KRAS PCR kit (Qiagen
GmbH). We genotyped the blood and tumor samples for
the rs61764370 polymorphism (located in the LCS6,
where the Let-7 miRNA binds to the KRAS
3“UTR [11]) and the BRAF V600E mutation in tumor
samples using the 48,48 dynamic amay chips on the
BioMark system (Fluidigm, San Francisco, California,
USA). The samples and the TagMan SNP genotyping
assay (Applied Biosystems, Foster City, California, USA)
mixes were prepared following the manufacturer’s
recommendations. Briefly, the chips were primed in the
NanoFlex IFC Controller (Fluidigm) before loading the
mixes into the inlets. Next, the samples and genotyping
assay mixes were loaded into the inlets of the dynamic
array chips and placed again in the IFC Controller for
loading and mixing for 45 min. PCR was performed using
the BioMark system. The thermal cycling conditions
were an initial step at 50°C for 2 min and 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles at 95°C for 15s (denaturation) and
60°C for 1 min (anncaling and extension). Finally, the
endpoint fluorescent image data were acquired on the



BioMark Real-Time PCR System (Fluidigm) and data
were analyzed using the Fluidigm SNP Genotyping
Analysis software  (Fluidigm). Normal, hererozygous,
and homozygous sequenced samples were included in
every chip as internal controls,

Statistical analysis

The distribution of genotypes was tested for Hardy-
Weinberg cquilibrium (P> 0.05). The differences be-
tween catcgorical variables were calculated using the
ri-test. Logistic regression was used as 4 multivariate
method to ascertain which vanables independently
predicted response after adjustment for other relevant
clinical variables. Kaplan-Mcicr cstimates and log-rank
tests were used in the univaniate analysis of PFS and OS.
PFS was calculated from the onsct of systemic treatment
until progression of the necoplasia or death. OS was
calculated from the start of systemic treatment to death,
irrespective of the cause. The Cox regression method was
used for the multivariate analyses of PFS and OS. Results
were considered statistically significant when P valucs
were less than 0.03.

Results

We studied a total of 100 refractory mCRC patients
treated with anti-EGFR antibodies in monotherapy or in
combination with chemotherapy. The baseline character-
istics arc detailed in Table 1. Eighty-nine patients (89%)
were treated with chemotherapy plus cetuximab and 11
paticnts (11%) were treated with panitumumab in
monotherapy. Most patients (37%) were treated in a
second-line setting, whereas 33 and 10% of the patients
were treated in @ third-line and fourth-line setting,
respectively. (Table 1), Four patients were not evaluated
for response as clinical data were not available. BRAF
V60OE mutation screening was performed in 79 tumor
samples; four patients harboring this mutation were
excluded from the analysis. Two patients (2.2%) had
CR, 21 had PR (22.8%), 44 had stable discasc (47.8%),
and 25 progressed (27.2%). No statistically significant
diffcrences in response were observed between the
patients receiving chemotherapy plus anti-EGFR treat-
ment or anti-EGFR alone (Table 1). The median PFS was
6 months (range, 0.5-30) and the median OS was 12
months (range, 1-43).

Clinical parameters and outcome

We found a significant relationship between performance
status and clinical response: 30% of patients with 0 or 1
performance status showed CR/PR, whereas only 9% of
patients with performance status greater than 1 showed
CR/PR (P=0.048). There were also significant differ-
ences in the clinical response when patients were
grouped according to the EORTC clinical risk classifica-
tion. Eight patients (26%) in the low-risk group achieved
a CR/PR, whereas no patients in the high-risk group

KRAS let-7 LCSE SNP and anti-EGFR therapy Sebo efal 3

Table 1 Baseline characteristics of metastatic colorectal cancer
mwmmmnmmmww
=1

Response rate (RR)®
N ol
N CRPR SOIPD Pwake

Mean age (range, yours) 66 (34-85) - - -

Sax 0.530
Fomale kL] 7(21.2) 26(788)

Maw 64 16 (27.1) 43(720)

ECOG performance status 0.048
-1 74 21 (30) 49 (70)

2 26 2(91) 20(808)

Previous ines of chemotherapy 0.220
1 57 12(222) 42(778)

2 33 0(32.1) 10(879)
=3 10 2 (20) 8 (80)

Cinical classfication 0,013
Low rsk 33 8258 23(M2)
Intermediate risk 46 15 (36.7) 27 (84.3)

High risk 21 o 190100

Ant-EGFR treatment 0832
Aore 1" 202220 7(778)

Plus irinotecan 80 17 (22.4) 56 (776)
Plua aeatplatin 0 4(571) 3(429)

Siin toxctty grade 0.024
01 ar 4(121) 29 (878)

r s 63 10 (322) 40 (878)

Metaststc sdes involved 02586
1 45 9(22) 3z(m)
>1 55 14 (275) 37 (725)

KRAS let-7 LCS6 gonotype 0.004
m 8 23(319) 49(681)

1/G and GIG 22 ) 20 (100)

CR, complete msponse; EGFR, epidermal growth factor recepior;
PD, progressnve distase; PR, partial reaponse; SD, stable decase.

*RR: this parameter has boon calculated for 92 patients avalable for response,
2

I test

showed a response (P=0.013). The median PFS was
longer for the low-risk patients |9 months; 95%
confidence interval (CI): 7.5-10.7] than for the inter-
mediate-risk and high-risk patients (7 months; 95%
Cl: 4.6-9.3 and 2 months; 95% CI: 0.3-3.7, respectively)
(P<0.0001). OS also differed according to the clinical
risk classification: 25 months (95% CI: 16.5-33.46) in
low-risk patients, 12 months (95% CI: 6.6-17.3) in
intermediate-risk patients, and 5 months (95% CI:
3.5-6.4) in high-risk patients (P < 0.01).

The severity of skin rash was significantly associated with
a clinical response: 19 patients (32%) with severe skin
toxicity responded to treatment versus only four patients
(12%) with grade 0/1 skin toxicity (£ = 0.024). Skin rash
toxicity was also associated with a better PFS: 4 months
(95% CI: 2.4-5.5) for patients presenting skin rash grade
0/1 versus 8 months (95% CI: 6.5-9.4) for skin rash grade
2 or 3 (P=0.001).

Genetic determinants and outcome

Among the 96 patients with a BRAF wild-type genotype,
74 (77%) had a KRAS-LCS6 wild-type genotype (T/T),
whereas 22 patients (23%) were carriers of the variant
allele (T/G or G/G).
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Comparison between the KRAS-LCS6 genotype in blood
and tumor samples yiclded identical results in 98% of cascs.
Although a heterozygous T/G genotype was observed in
DNA from peripheral blood, a homozygous T pattem was
obscrved in the tumor samples of two paticnts, This finding
has never been reported before for the KRAS lr-7 vanant
and these cxceptions could correspond to the loss of
heterozygosity in the tumor sample.

The KRAS let-7 LCS6 polymorphism was associated with
response: none of the patients with the variant allele
(T/G or G/G) achieved a radiological response, whereas
31.9% of patients in the wild-type group (T/T)
responded (P=0.004) (Fig. la). In the multivanate
analysis, the logistic regression method confirmed that
skin roxicity and EORTC clinical classification and KRAS
let-7 LLCS6 polymorphism remained statistically signifi-
cant irrespective of other clinical parameters. The
pharmacogenetic marker showed an odds ratio of 0.15
(CI 95%: 0.01-0.83; P= 0.034).

No staustically significant differences were observed in
PFS (P=0.76) or OS (P=0.24) on the basis of camiers

Table 2 Baseline characteristics of metastatic colorectal cancer
patients treated with FOLFIRI in a first-line setting (N=75)

N %)

';m age {range, years) 88 (24-83)

Fernale 48 (B4)

Meo 27 (36)
ECOG periormance status score

O=1 82 (82.8)

2 130173
KRASACSS polymerphism

m 50 (78.8)

G 15 (20)

GG 1(1.4)
Anstomic site

Rgm colon 13 (124)

Le#t colon 11 (14.8)

Sgmod 27 (36)

Rectosigmod 6 (8)

Rectum 18 (24)
Metastasis development

Synchronous 35 (46.8)

Metachronous 40 (534)

harboring the KRAS ler-7 1LCS6 variant allele. However, in
a homogenous subgroup of patients who received the
irinotecan—ceruximab regime (#=42) in a second-line
setting, the KRAS ler-7 1LCS6 variant allele had a trend
toward a worse PFS. The median PFS was 9 months (95%
CI: 5.5-12.4) in patients with 2 T/T genotype compared
with 7 months (95% CI: 2.4-11.6) in patients harboring
the variant allele (T/G or G/G genotypes; P = 0.075).

To test the hypothesis that the KRAS let-7 LCS6
genotype influences response only in patients treated
with ant-EGFR therapy {alone or in combination with
chemotherapy), we selected a second group of patients.
We studied 75 patients receiving @ FOLFIRI regime as
first-line chemotherapy and correlated their KRAS -7
LCS6 genotype with response, PFS, and OS. Table 2
shows the clinical charactenstics of this cohort. Four
patients (5.8%) achieved a CR, 29 achieved a PR (42%),
24 achieved an EE (34.7%), 12 progressed (17.4%), and
six patients were not evaluated for response. The median
PFS was 9 months (range, 0.5-21) and the median OS
was 19 months (range, 3-93).

Figure 1b shows the lack of association between the
KRAS la-7 1ICS6 genotype and response: CR/PR was
achieved in 44.6% of partients harboring the T/T genotype
and in 61.5% of patients whose genotype contained the
G-allele (P=0.29). Neither PFS nor OS was influenced
by the KRAS let-7 1.CS6 polymorphism: PFS was 9 and 10
months for T/T and T/G-G/G genotypes, respectively
(P =0.3); OS was 24 months for patients harboring the
T/T genotype and 20 months for the paticnts whose
genorype contained the G-allele (P = 0.39).

Discussion
In the present work, we analyzed the clinical response
according to the KRAS /kr-7 LCS6 polymorphism



in mCRC patients without KRAS and BRAF mutations.
Our results showed that no patient with the varniant allele
(T/G or G/G) achieved a clinical response, whereas 31,.9%
of patients in the wild-type group (T/T) responded
(P=10.004), Another interesting finding is that in a
homogeneous subgroup of 42 patients, all wreated with
ifinotecan=cetuximab as second-line treatment, we ob-
served a wend toward higher PFS in patients with the
T/T genotype. In addition, in an independent cohort of
patients treated with first-line chemotherapy FOLFIRI,
we did not find any relationship between the LCS6 SNP
genotype and the response rate, PFS, or OS.

The potential role as a pharmacogenetic marker of this
funcrional SNP (rs61764370) in the KRAS gene (LCS6)
had been analyzed in previous studies that yielded
contradictory results. Graziano o &/, [15] studied the
association between the rs61764370 polymorphism and
survival outcomes in 134 patients with mCRC treated
with salvage cetuximabfirinotecan. A comprehensive
study of codons 12, 13, and 61 in KRAS and of the BRAF
V600E mutation was carried out. They found that the 63
patients with KRAS wild-type and BRAF wild-type and
with the KRAS /-7 LCS6 G-allele showed worse OS
(P=0.001) and PFS (P=0.004) than patients with a
T/T genotype. Discase control was also lower in the T/G
and G/G genotype groups of patients (P = 0.02). Zhang
et al. |16] studied the association between the KRAS fet-7
LCS6 polymorphism and response in 130 mCRC patients
treated with cetuximab in monotherapy. They reported
that this SNP predicted response in the 67 cases without
mutations in codons 12 and 13 of the KRAS: patients with
a T/T genotype (# = 35) had a worse objective response
ratc than patients (v =12) with the T/G or the G/G
genotype, 9 versus 42% objective response rate, respec-
tively (P = 0.02). It was also found that patients with the
G-allele had a trend toward longer PFS (3.9 vs. 13
months) and OS (10.7 vs. 6.4 months) than those with
a T/T genotype.

To clanify these controversial results, both groups later
published additional comments and new data. In a letter
to the editor, Ruzzo e al [21] emphasized two points:
(1) that it would be of interest to know the percentage
of mutated KRAS codon 61 and the BRAF status in the
patients with the KRAS /r-7 LCS6 T/T genotype
analyzed by Zhang & @/, [17] and (ii) that in a previous
abstract presentation that included patients treated with
irinotecan/cetuximab, Zhang and colleagues reported
results similar to those of the Italian group. In the letter
of response, Zhang e al. [17] stated that the murtation
status of KRAS and BRAF did not alter their previous
results and suggested that the chemotherapy backbone
may play an important role when analyzing the KRAS le-7
LLCS6 SNP as a predictive marker.

Recently, Ruzzo & @l [22] analyzed the relationship
berween Let-7a miRNA levels and the clinical outcome
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in 65 patients with the KRAS muration treated with
salvage innotecan/cetuximab. In this work, the KRAS &r-7
LCS6 polymorphism was also stwudied. The results
showed that high levels of Zr-7 miRNA were significantly
associated with better survival outcomes (P = 0.01). The
same findings with an accentuated positive effect were
observed in an exploratory analysis of the 45 patients with
a T/T genotype (P=0,002), This study supports the
previous finding that the KRAS lr-7 LCS6 varant
predicts low levels of let-7 [11,14],

Our results parallel those published by the Iralian
group [13,19] showing that paticnts who harbor a T/T
genotype have a higher probability of response to
irinotecan anti-EGFR therapy. In an attempt to clanfy
how the backbone chemotherapy might influence our
results, we studied an independent cohort of patients
treated exclusively with chemotherapy. In this group, no
differences in response or survival were found according
10 the KRAS /er-7 LCS6 genotype. We therefore conclude
that although the variant allele does not influence
response in patients treated with chemotherapy alone,
the LCS6 SNP predicts poor response in refractory
mCRC patients without KRAS and BRAF murations
treated with anti-EGFR therapy. However, because of the
fact that few patients were treated with anti-EGFR
monotherapy, we are underpowered to fully asscrr that
the KRAS k-7 1.CS6 genotype influences response in
patients treated with anti-EGFR monotherapy. The real
value of this polymorphism should be confirmed and
validated in prospective clinical trials.
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Resumen

En la via del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
polimorfismos en el EGFR y su ligando EGF han sido estudiados como
biomarcadores para el tratamiento con anti-EGFR. Sin embargo, el potencial
papel de otros ligandos del EGFR como la anfiregulina (AREG) y la epiregulina
(EREG) no ha sido elucidado. Nosotros hemos estudiado 74 pacientes con
CCRm con KRAS y BRAF nativo tratados con anti-EGFR e irinotecan.
Veintidos variantes genéticas en EGFR, EGF, AREG y EREG fueron
seleccionadas usando la base de datos HapMap y recursos bibliograficos. Tres
tag-polimofismos intergénicos de nucleétido simple en la regiébn génica de
AREG (rs11942466 C>A, rs13104811 A>G, and rs9996584 C<T) predijeron
control de enfermedad en el analisis multivariado. AREG rs11942466 C>A vy
rs9996584 C>T también se asociaron con la supervivencia global (SG). El
polimorfismo funcional EGFR rs712829 G>T se asocidé con la supervivencia
libre de progresion y la SG. Nuestros hallazgos respaldan que polimorfismos
intergénicos en la regidn genética de AREG pueden ayudara identificar
pacientes con cancer colorrectal que se beneficiaran del tratamiento con

irinotecan y anti-EGFR.
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Intergenic polymorphisms in the amphiregulin gene region
as biomarkers in metastatic colorectal cancer patients treated

with anti-EGFR plus irinotecan

A Sebio', D Pdez', J Salazar™, A Berenguer-Llergo®, L Paré-Brunet?, A Lasa’, E del Rio?, M Tobefa', M Martin-Richard’,

M Baiget™ and A Barnadas'

In the epidermal growth factor receptor (EGFR) pathway, polymorphisms in EGFR and its ligand EGF have been studied as

biomarkers for anti-EGFR treatment. However, the potential pharmacogenetic role of other EGFR ligands such as amphiregulin
(AREG) and epiregulin (EREG) has not been elucidated. We studied 74 KRAS and BRAF wild-type metastatic colorectal cancer
patients treated with anti-EGFR plus irinotecan. Twenty-two genetic variants in EGFR, EGF, AREG and EREG genes were selected
using HapMap database and literature resources. Three tagging single-nucleotide polymorphisms in the AREG gene region
(rs11942466 C> A, rs13104811 A > G, and rs9996584 C > T) predicted disease control in the multivariate analyses. AREG rs11942466
C>A and rs9996584 C> T were also associated with overall survival (OS). The functional polymorphism, EGFR rs712829 G> T, was
associated with progression-free and OS. Our findings support that intergenic polymorphisms in the AREG gene region might help

to identify colorectal cancer patients that will benefit from irinotecan plus anti-EGFR therapy.

The Pharmacogenomics Journal advance online publication, 20 August 2013; dol:10.1038/tp).2013.29
Keywords: amphiregulin; anti-EGFR; colorectal cancer; EGFR pathway; intergenic; polymorphisms

INTRODUCTION
Survival of metastatic colorectal cancer (MCRC) patients has
improved over the last decade because of the new combinations
of chemotherapy with targeted therapies such as cetuximab
(Erbitux) and panitumumab (Vectibix), ™ These monocional
antibodies bind to the epidermal qrowth factor receptor (EGFR)
competing with its natural ligands.” The EGFR is the cell-surface
tyrosine kinase receptor for members of the epidermal growth
factor family. EGFR activation via ligand binding results in
signalling through the several pathways such as PI3K/AKT and
Ras/Raf/Mek/Erk, which contributes to cell proliferation, survival,
angiogenesis and metastasis development.®

KRAS-mutation status remains the most relevant biological
marker of response to anti-EGFR treatments” A mutated KRAS
gene is a strong predictor of resistance to the anti-EGFR
therapies, but only about half of the KRAS wild-type patients will
benefit from these treatments. Mutations in other downstream
components of the EGFR signalling pathway (BRAF, NRAS and
PIK3CA) have been analysed in a large cohort of patients.®
This study confirmed the negative effect of KRAS mutations on
outcome after anti-EGFR therapy and showed that BRAF, NRAS
and PIK3CA mutations could account for an additional small
percentage of non-wesponding patients. To further increase
knowledge on the molecular basis for sensitivity or resistance to
anti-EGFR therapy, several studies have been performed. Some of
these studies have focused on the EGFR gene and in its main
ligand, EGF. Two single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the
EGFR gene promoter (—216G>T rs712829 and —191C>A

1s712830) have shown to influence mRNA expression.” Another
non-synonym polymorphism in the EGFR gene, R521K G>A
(previously known as R497K, rs2227983) has been proposed to
influence ligand binding to EGFR'® and, recently, a pharma-
cogenetic role has been suggested for this SNP in mCRC patients
treated with cetuximab-based therapy.'' Also, a polymerphic
(CA), repeat in EGFR intron 1 has been related to the EGFR gene
transcriptional activity.'” In the EGF gene, the most studied
polymorphism, EGF 61 G>A (rs4444903), is located in its
S-untranslated region and affects the EGF levels in vitro and
in vivo."* This SNP has been associated with the outcome in mCRC
patients treated with cetuximab-based therapy.'*"?

Although EGF Is the natural ligand of EGFR, other members of
the EGF family, such as amphiregulin (AREG) and epireguilin (EREG),
can bind to this receptor.'® The study of these ligands as biological
markers has evolved around expression studies measured by
immunochistochemical staining and mRNA levels.'”"” To our
knowledge, the potential role of the AREG and EREG genes as
pharmacogenetic markers has not yet been elucidated.

In the present work, we analysed the tagging SNPs (Tag SNPs) in
the AREG and EREG genes in a population of refractory mCRC
patients with KRAS and BRAF wild type, treated with irinotecan-
based chemotherapy plus EGFR inhibitors. In these patients, we
also analysed the Tag SNPs of the EGF gene along with known
functional SNPs in the EGFR and EGF genes, This approach was
designed to focus on the different extracellular components of the
EGFR pathway as potential pharmacogenetic markers for anti-
EGFR treatment.
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MATERIALS AND METHODS

Patient population and treatment protocol

Seventy-four patients with refractory mCRC were included in this
retrospective pharmacogenetic study. Tumour samples of all patients
were KRAS and BRAF wild-type genotype. All patients were treated
uniformly with anti-EGFR agents plus an irinotecan-based chemotherapy at
our institution. Patient clinical data (gender, age, ECOG performance status
score and so on) were collected from clinical records. The risk model of the
European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC)%®
was used to classify patients in three prognostic groups (low, medium and
high risk) based on four baseline clinical parameters: performance status,
white blood cells count, alkaline phosphatase and number of metastatic
sites. Skin toxicity was graded according to the National Cancer Institute
Common Toxicity Criteria (version 2.0). Response to treatment was
evaluated every 2-4 months using the Response Evaluation Criteria in
Solid Tumours (RECIST 1.1)?" and classified as follows: complete response,
partial response, stable disease or progressive disease. For the statistical
analyses, the disease control rate (complete response, partial response,
stable disease vs progressive disease) was selected. This study was
approved by the Institutional Ethics Committee at Santa Creu i Sant Pau
Hospital, and all patients signed informed consent for tissue and blood
collection and analysis.

Genetic studies

We studied a total of 22 SNPs in four genes (EGFR, EGF, AREG and EREG)
involved in the EGFR pathway. In the EGFR and EGF genes, four potentially
functional polymorphisms were selected from the literature. Table 1 shows
the characteristics of the studied germline genetic variants. Tag SNPs were
selected for the EGF, the EREG and the AREG genes using the HapMap
genome browser based on the CEU population (http://hapmap.ncbi.nlm.-
nih.gov/ cgiperl/gbrowse/hapmap27_B36/) and Haploview software 4.2
following two predefined criteria: (i) coefficient cut off of 0.80 and (i) minor
allele frequency of 0.10. The nine Tag SNPs in the AREG gene cover a
region of 180Kb and are all located in the AREG-AREGB intergenic region
(Figure 1).

The genomic DNA was automatically extracted from blood samples
using the salting out procedure (Autopure; Qiagen, Hilden, Germany) and
was quantified using the BioSpec-nano spectrophotometer (Shimadzu,
Kyoto, Japan). We analysed 20 polymorphisms using the 48.48 dynamic
array chips on the BioMark system (Fluidigm, San Francisco, CA, USA). The
samples and the TagMan SNP genotyping assay (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA) mixes were prepared following the manufacturer’s
recommendations. Real-time PCR was performed using the BioMark
system. Data were analysed using the Fluidigm SNP Genotyping Analysis
software. The two SNPs, rs712829 and rs712830, were analysed by direct
automated DNA sequencing on an ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). The sequences of the primers used were as follows:
forward primer: 5-ATTCTCCTCCTCCTCTGCTC-3' and reverse primer:
5'-TCTCCCGATCAATACTGGAC-3'. Automated Sanger DNA sequencing
was also used for quality-control purposes to confirm the results of 15
randomly selected DNA samples. One polymorphism, rs11942466, was
sequenced in all patients due to deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium showing a 99% concordance. SNP allele frequencies were
comparable to those previously reported from HapMap.

Statistical analysis
Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were analysed using an
exact test. Progression-free survival (PFS) was calculated from the first
treatment date until disease progression or death by any cause or last
follow-up. Overall survival (OS) was calculated from the first treatment date
to the date of death by any cause or last follow-up. For OS and PFS
analysis, survival curves and survival medians were estimated at 95%
confidence using the Kaplan-Meier estimator. The association between
survival and clinical variables was tested using the log-rank test. We
evaluated the association between disease control rate and clinical
variables using an exact Fisher's test. In all cases, three models of
inheritance were considered: additive, dominant and recessive. The
inheritance model was selected according to the Akaike Information
Criteria.?? Significance of these associations was assessed using the log-
likelihood ratio test. The odds ratio (OR) was used to measure the SNP
effects in the logistic regression analysis, whereas hazard ratios and
survival medians were used in the survival analysis. The association of SNPs
and outcomes was evaluated both in a univariate and a multivariate model
in which clinical baseline parameters were included as covariates (age, sex,
the European Organisation for Research and Treatment of Cancer clinical
risk classification, number of previous lines of treatment and number of
metastatic locations). A logistic regression model was used to assess the
association of each SNP with response, whereas a Cox model was used for
PFS and survival analysis. A 95% level of significance was used for all the
statistical tests.

For multiple testing adjustments taking into account the number of
SNPs and the selection of inheritance model for each SNP, a permuta-
tion approach and the Benjamini and Hochberg step-up false discovery

Table 1. Primary information on the analysed polymorphisms

Gene SNP Substitution Location Function MAF

EGFR rs712829 G>T 5" UTR (-216) 30 % increased promoter activity® 0.31
rs712830 C>A 5" UTR (-191) Reduction of mRNA expression® 0.15
rs2227983 G>A (R497K/R521K) Exon 13 Reduction in ligand binding, growth stimulation, 0.31

tyrosine kinase activation and proto-oncogene induction®

EGF rs6533485 C>G Intronic NA 0.43
rs11568993 C>T (Cys/Cys) Exon 13 NA 0.10
rs4698803 T>A (Gly/Val) Exon 19 NA 0.15
rs4444903 A>G 5" UTR (61) Reduced EGF production® 0.40
rs11568972 C>A Intronic NA 0.32
rs929446 C>T Intronic NA 0.40
rs2074390 G>A Upstream NA 0.39
rs6850557 G>A Intronic NA 0.30

AREG/AREGB rs11942466 C>A Intergenic NA 0.34
rs9996584 C>T Intergenic NA 0.39
rs13104811 A>G Intergenic NA 0.34
rs1353295 A>G Intergenic NA 0.32
rs3913032 A>C Intergenic NA 0.51
rs6447003 C>G Intergenic NA 0.28
rs10034692 A>G Intergenic NA 0.27
rs11725706 G>A Intergenic NA 0.14
rs2132065 A>T Intergenic NA 0.18

EREG 157687621 C>T Intronic NA 0.22
rs1017733 T>C 3’ UTR NA 0.24

Abbreviations: AREG, amphiregulin; AREGB, amphiregulin B; EGFR, epidermal growth factor receptor; EGF, epidermal growth factor; EREG, epiregulin;

MAF, minor allele frequency (obtained in the present study); NA, not analysed.

2Liu et al., 2005; PMoriai et al,, 1994; “Shahbazi et al,, 2002.
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Figure 1.

rate-controlling procedure were applied. As a statistical validation method,
a 10-fold Monte Carlo cross-validation procedure was carried out in order
to assess the influence of individual observations on the results. At each
iteration, association with outcome at univariant level was reanalyzed
using only 90% of the observations. For each analysis, resampling was
performed 100 times using outcome stratification when it was possible
(response and OS).

RESULTS

Table 2 shows the patients’ baseline characteristics. Fifty-four
per cent of patients were treated in a second-line setting, whereas
32% and 14% were treated in a third-line and fourth-line setting,
respectively. Fifty-five patients (74%) achieved disease control
(complete response, partial response or stable disease) and 19
patients (26%) progressed. No statistically significant differences in
disease control rate were observed between the different line
settings (P=0.871) or the different irinotecan-based plus anti-
EGFR therapies (P=0.366). Median PFS and OS were 7.7 months
(95% Cl: 6.4-9.4) and 18.8 months (95% Cl: 11.2-21.5), respectively.

Clinical parameters and outcome

Supplementary Table 1 shows detailed information on the
relationship between clinical parameters and response. The
European Organisation for Research and Treatment of Cancer
clinical risk classification correlated with response: 89% of patients
in the low-risk group achieved a response, whereas only 40% of
patients in the high-risk group showed response (P=0.003). In
addition, an association between response and age was found.
This finding is because of the significant relationship between age
and the number of metastatic sites in our cohort (P=0.02; analysis
of variance test)

Skin toxicity grade 2 or higher was present in 47 patients (64%).
This adverse effect was also associated with response: 94% of
patients with skin rash grade 2 or higher achieved disease control
compared with only 41% of patients with skin rash grade 0/1
(P=1.03e-06). PFS was also significantly higher for those patients
presenting severe skin rash toxicity: 9.4 months (95% Cl: 6.9-10.3)
for patients with skin rash grade 2 or more vs 5.0 months (95% Cl:
3.5-8.7) for patients with grade 0/1 (P=0.005).

Genetic determinants and response

Table 3 shows the univariate analysis of the associations of the
genetic variants with disease control. Only SNPs located in the
AREG gene region correlated significantly with the disease control
rate: rs11942466 C> A, rs9996584 C>T and rs13104811 A>G. For
rs11942466 C> A, patients homozygous for the variant allele A
showed a significantly lower disease control rate (25%) than those
with a heterozygous A/C genotype (72%) or homozygous C/C
genotype (85%) (P=0.019). For rs9996584 C>T, 89% of patients
harbouring a T/T genotype achieved disease control, whereas 80%
of patients with a T/C genotype and 60% of the patients
harbouring a C/C genotype achieved disease control (P=0.038).
And for rs13104811 A>G, all patients (100%) whose genotype
was homozygous for the variant allele G responded compared

© 2013 Macmillan Publishers Limited
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Genomic location of the AREG and AREGB genes and the intergenic tagging single-nucleotide polymorphisms included in the
present study. The three SNPs associated with outcome are underlined.

Table 2. Baseline clinical characteristics
N (%)
Mean age years (range) 64 (40-85)
Sex
Male 50 (68)
Female 24 (32)
Performance status
0-1 53 (72)
2 21 (28)
Clinical risk classification
Low risk 27 (37)
Intermediate risk 32 (43)
High risk 15 (20)
Anatomic site
Righ colon 16 (22)
Left colon 31 (42)
Rectal sigmoid 7 9)
Rectal 20 (27)
Metastases development
Synchronous 34 (46)
Metachronous 40 (54)
Metastatic sites involved
1 34 (46)
2 29 (39)
3 or more 11 (15)
Previous lines of chemotherapy
1 41 (54)
2 23 (32)
3 or more 10 (14)
Chemotherapy regime
Irinotecan + cetuximab 55 (74)
FOLFIRI + cetuximab 12 (16)
Irinotecan + panitumumab 7 (10)

with only 70% of the patients whose genotype contained at least
an A allele (P=0.011). Two other polymorphisms in the AREG
gene region, rs1353295 A>G and rs3913032 C>A, showed a
trend towards association with disease control rate.

After adjusting for all the relevant clinical variables in a logistic
regression model, all three polymorphisms retained their statistical
association with the disease control rate. For rs11942466 C> A the
OR was 0.29 (95% Cl: 0.07-0.94; P = 0.038); for rs9996584 C>T, the
OR was 3.77 (95% Cl: 1.05-16.88; P=0.041); and for rs13104811
A>G, the OR could not be estimated as no patients with
a GG genotype progressed (P=0.006). Also, rs1353295 A>G
polymorphism that had a tendency towards association in
the univariate analysis, when adjusted, showed a statistically
significant P-value (0.045) (Table 3).
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Table 3. Analyses of genetic variants and their association with disease control rate
Disease control rate
CR, PR and SD PD
Gene SNP N N (%) N (%) P-value, univariate OR (95% Cl) P-value, mulitvariate
EGFR rs712829 G>T 0,060* Ref. 0.089
G/G 37 24 65 13 35 3.27 (0.83-15.14)
G/T-T/T 37 31 84 6 16
rs721830 C>A 0.848 1.20 (0.27-6.24) 0.817
c/C 53 40 75 13 25
C/A 20 14 70 6 30
A/A 1 1 100 0 0
rs2227983 G>A 0.390 0.88 (0.33-2.50) 0.807
G/G 36 29 81 7 19
G/A 30 20 67 10 33
A/A 8 6 75 2 25
EGF rs6533485 C>G 0.867 1.23 (0.47-3.38) 0.671
G/G 23 16 70 7 30
G/C 34 27 79 7 21
c/C 17 12 71 5 29
rs11568993 C>T 0.921 Ref. 0.954*
c/C 59 44 75 15 25 1.05 (0.20-6.74)
(@2) 15 11 73 4 27
/T 0
rs4698803 T>A 0.848 0.98 (0.25-4.13) 0.973
/T 53 40 75 13 25
T/A 20 14 70 6 30
A/A 1 1 100 0 0
154444903 A>G* 0.953 1.10 (0.41-3.10) 0.845
A/A 26 19 73 7 27
A/G 37 28 76 9 24
A/A 1 8 73 3 27
rs11568972 A>C 0.637 1.50 (0.46-5.47) 0.508
A/A 32 24 75 8 25
A/C 37 26 70 11 30
c/C 5 5 100 0 0
15929446 C>T* 0.953 1.10 (0.41-3.10) 0.845
26 19 73 7 27
(@) 37 28 76 9 24
/T m 8 73 3 27
rs2074390 G>A 0.805 1.14 (0.43-3.18) 0.788
G/G 28 20 71 8 29
G/A 35 27 77 8 23
A/A 11 8 73 3 27
rs6850557 G>A 0.494 1.59 (0.49-5.84) 0.449
G/G 34 25 73 9 27
G/A 35 25 71 10 27
A/A 5 5 100 0 0
AREG rs11942466 C>A 0.019 0.29 (0.07-0.94) 0.038
27 23 85 4 15
C/A 43 31 72 12 28
A/A 4 1 25 3 75
rs9996584 C>T 0.038 3.77 (1.05-16.88) 0.041
25 15 60 10 40
/T 40 32 80 8 20
/T 9 8 89 1 11
rs13104811 A>G 0,011** Ref. 0.006
A/A-A/G 64 45 70 19 30 NA
G/G 10 10 100 0 0
rs1353295 A>G 0,053*%* Ref. 0.045
A/A-A/G 68 49 72 19 28 NA
G/G 6 6 100 0 0
rs3913032 C>A 0.071 2.41 (0.93-7.13) 0.069
c/C 19 12 63 7 37
C/A 37 27 73 10 27
A/A 18 16 89 2 11
rs6447003 C>G 0.250 3.10 (0.88-13.95) 0.081
37 26 70 11 30
C/G 33 25 76 8 24
G/G 4 4 100 0 0
rs10034692 A>G 0.594 1.63 (0.57-5.49) 0.371
G/G 40 29 72 11 28
A/G 28 21 75 7 25
A/A 6 5 83 1 17
rs11725706 G>A 0.650 0.68 (0.16-2.70) 0.586
G/G 56 41 73 15 23
G/A 16 14 87 2 13
A/A 2 0 0 2 100
rs2132065 A>T 0.615 0.86 (0.27-2.83) 0.803
A/A 50 37 74 13 26
AT 21 17 81 4 19
/T 3 1 33 2 67
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Table 3. (Continued)
Disease control rate
CR, PR and SD PD
Gene SNP N N (%) N (%) P-value, univariate OR (95% Cl) P-value, mulitvariate
EREG rs1017733 T>C 0.399 0.54 (0.16-1.75) 0.303
40 31 78 9 22
T/C 32 23 72 9 28
c/C 2 1 50 1 50
rs7687621 C>T 0.463 0.66 (0.20-2.18) 0.484
c/C 43 33 77 10 23
/T 29 21 73 8 28
T/T 2 1 50 1 50
Abbreviations: AREG, amphiregulin; ClI, confidence interval; CR, complete response; EGF, epidermal growth factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; EREG,
epiregulin; OR, odds ratio; PD, progressive disease; PR, partial response; Ref,, referent; SD, stable disease.
All results shown are for the additive model unless otherwise stated: *dominant model; **recessive model. *Indicates linkage disequilibrium between the SNPs.

Genetic determinants and PFS

A significant association was evidenced for SNPs in two genes:
rs11942466 C> A in the AREG gene region and rs712829 G>T in
the EGFR gene. For rs11942466 C> A, patients harbouring the C/C
or C/A genotypes had a median PFS of 84 months (95% Cl:
6.6-9.4) and patients harbouring an A/A genotype showed a
median PFS of 3.0 months (95% Cl: not estimable) (P = 0.006). For
rs712829 G>T, the median PFS was 6.4 months (95% Cl: 5.1-9.4)
for patients with a G/G genotype, 9 months (95% Cl: 6.6-9.9) for
patients with a G/T genotype and 11.6 months (95% Cl: not
estimable) for the patients with a T/T genotype (P=0.027).

In the multivariate analysis after adjusting for the clinical
variables, these polymorphisms remained statistically associated
with the PFS. For rs11942466 C> A, the hazard ratio was 6.03 (95%
Cl: 1.89-19.18; P=10.009), and for rs712829 G >T, the hazard ratio
was 0.66 (95% Cl: 0.46-0.96; P=0.025) (Table 4).

Genetic determinants and OS

The two SNPs associated with PFS also showed a significant
association with OS. In addition, rs9996584 C>T located in the
AREG gene region was associated with OS. Regarding rs11942466
C> A, patients harbouring a C/C or a C/A genotype had a median
OS of 19.6 months (95% Cl: 11.9-22.0) compared with 5.9 months
(95% Cl: not estimable) for patients harbouring an A/A genotype
(P=10.002). For rs9996584 C>T, patients with a C/C genotype had
a median OS of 10 months (95% Cl: 7.9-16.3) compared with 20
months (95% Cl: 13.0-24.4) and 26 months (95% Cl: not estimable)
for patients with C/T and T/T genotypes, respectively (P=0.009)
(Table 4). The rs10034692 A > G polymorphism also located in the
AREG gene region showed a trend towards association with OS:
patients homozygous for the A allele had a median OS of 20.2
months (95% Cl: 19.0-26.9), whereas patients harbouring at least a
G allele had a median OS of 11.0 months (95% Cl: 9.7-19;
P=0.067; Supplementary Figure 1).

In the EGFR gene, for rs712829, patients with a G/G genotype
had a median OS of 11.0 months (95% Cl: 9.3-22.1), patients with a
G/T genotype had a median of 19.7 months (95% Cl: 12.0-26.0)
and patients with a T/T genotype showed a median of 27.3
months (95% Cl: not estimable) (P=0.036).

In the multivariate analysis, the three SNPs retained their
significance when adjusted for clinical variables. The hazard ratio
was 10 (95% Cl: 3.01-33.64; P=0.001) for rs11942466 C> A, 0.55
(95% Cl: 0.35-0.87; P=0.009) for rs9996584 C>T and 0.67 (95% Cl:
0.45-1.00; P=0.047) for rs712829 G>T (Table 4).

In multiple testing including all the analysed SNPs, none of
them remained statistically associated with the outcome para-
meters analysed. For the 10-fold Monte Carlo cross-validation
procedure, out of the 100 cross-validation iterations, variants

© 2013 Macmillan Publishers Limited

rs13104811, rs11942466 and rs9996584 were found significant
100, 81 and 52 times, respectively, in the response analysis. SNPs
found to be significantly associated with PFS and OS also achieved
significance in the cross-validation procedure with high frequency
(rs11942466: 97 and 98 times; rs712829: 71 and 61 times,
respectively).The rs9996584 SNP also showed association with
OS in most of the 10-fold iterations (97 times).

DISCUSSION

In the present work, we found that common variants in the AREG
gene region were associated with the outcome of refractory mCRC
patients treated with anti-EGFR plus irinotecan-based therapy.
Three SNPs located in the AREG gene region (rs11942466 C>A,
rs13104811 A>G and rs9996584 C>T) predicted disease control
rate, and all the three remained significant in the multivariate
analysis. AREG rs11942466 C>A and rs9996584 C>T were also
associated with OS. In addition, we found that the functional
polymorphism rs712829 G>T in the EGFR gene was associated
with PFS and OS.

Previous studies have evaluated functional polymorphisms in
the EGFR and EGF genes as predictive and prognostic biomarkers.
Findings from these works that have been obtained in different
clinical settings are not consistent. Here we comment only on
pharmacogenetic studies performed in mCRC patients treated
with anti-EGFR therapies.

In 2008, an Italian group performed a pharmacogenetic profile
for cetuximab plus irinotecan therapy in 110 mCRC patients,
regardless of their KRAS status.'® They showed that one
polymorphism in the EGFR gene (CA repeats in intron 1) and
one in the EGF gene (EGF 61, rs4444903 A>G) were associated
with survival. Later on, Lurje et al.>® conducted a study in 130
patients treated with cetuximab monotherapy, also regardless of
the KRAS status. They found that the EGF 61A>G and the EGFR
R497K polymorphisms were associated with a longer PFS, but that
only EGFR R497K remained significant after multivariate analysis.
In a subsequent study that included 42 KRAS wild-type patients
treated with irinotecan/cetuximab in a third-line setting, a
significant association between EGF 61 polymorphism and
response and survival was reported.>* Dahan et al.*® reported an
association of a variant in the EGFR gene (—191C> A rs712830)
with the time to progression in the univariate analysis in their
KRAS wild-type subgroup of 34 patients treated with salvage
irinotecan—cetuximab. However, the significance of this associa-
tion was not retained in the multivariate analysis. More recently,
Hsieh et al'' found an association of rs2227983 G>A
polymorphism (R497K/R521K) in the EGFR gene with response
rate, PFS and OS in 112 KRAS wild-type mCRC patients treated with
first-line 5-fluorouracil + oxaliplatin—cetuximab.
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Table 4. Survival results of the multivariate cox proportional hazards models for significant germline variants
Progression-free survival Overall survival
Gene SNP Months HR 95% ClI P-value Months HR 95% Cl P-value
AREG rs11942466 C>A
C/C-C/A 83 6.03 Referent 0.009 19.6 10.0 Referent 0.001
A/A 3.0 (1.89-19.18) 59 (3.01-33.64)
rs9996584 C>T
c/C 55 10.0
(@2) 8.3 1.15 (0.70-1.88) 0.583 20.2 0.55 (0.35-0.87) 0.009
/T 9.3 26.0
EGFR rs712829 G>T
G/G 6.4 109
G/T 9.0 0.66 (0.46-0.96) 0.025 19.6 0.67 (0.45-1.00) 0.047
T/T 11.6 273
Abbreviations: AREG, amphiregulin; Cl, confidence interval; EGFR, epidermal growth factor receptor; HR, hazard ratio.
These studies have been unable to clearly define the role of the transcriptional level because it alters a PAX1 Motif.?* For

functional polymorphisms as biomarkers in the EGFR and EGF
genes. Some results that suggested an association between a
genetic marker and outcome obtained by a research group could
not been replicated in other studies, including the present work. In
our set of MCRC patients with wild KRAS and BRAF genotypes, the
associations described for rs2227983 G> A, rs4444903 A>G and
rs712830 C> A in the EGFR gene could not be confirmed, and only
a correlation with survival has been assessed for the functional
EGFR rs712829 G>T polymorphism. Our results are in keeping
with the not yet established role of the functional polymorphisms
in EGFR and EGF genes as relevant biomarkers for anti-EGFR
treatment.

AREG and EREG are EGFR ligands that have recently gained
interest as novel biomarkers of response in patients treated with
anti-EGFR therapies. The vast majority of the studies have
analysed AREG and EREG mRNA expression in tumour samples
of mCRC patients.'”?%?” They all agree that patients with tumours
that have high gene expression levels of AREG and EREG are more
likely to have better outcome on anti-EGFR therapy. Recently, in a
preclinical model, Oliveras-Ferraros et al.'® hypothesised that the
levels of mRNA of AREG and EREG could be useful dynamic
predictors of resistance to cetuximab treatment in KRAS wild-type
tumour cell-line models.

In this exploratory study, we identified significant associations
between outcome and common genetic variants in the intergenic
region located between two linked genes (AREG and AREGB) in the
long arm of chromosome 4 (4913.3).

The mechanism that might explain the predictive and prog-
nostic value of SNPs in this intergenic region remains unknown.
One explanation could be that these polymorphisms are in
linkage disequilibrium with functional genetic variants located in
the AREG exonic and regulatory regions. Using the 1000 Genome
database, we have identified several polymorphisms in high
linkage disequilibrium (* >90) with the studied SNPs, all of them
located intergenically. The lack of complete data regarding the
minor allele frequency of intragenic variations of AREG hampers
confirmation of this hypothesis. Another plausible explanation for
our results could come from recent data revealed by the ENCODE
project.® Findings from this project indicate that much of the
functional non-coding DNA is involved in regulating the
expression of coding genes, and that the expression of each
coding gene is controlled by multiple regulatory sites located both
close to and far from the gene. The association of the intergenic
SNPs with clinical outcome in our set of patients could be
attributed to some functional role of these non-coding DNA. In
silico analysis (RegulomeDB and F-SNP databases) showed that
the rs9996584 C>T polymorphism may affect regulation at a
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rs11942466 C>A and rs13014811 A>G, a functional role in the
transcriptional regulation has been proposed (F-SNP database).
Additional studies correlating the levels of AREG expression with
potentially functional variants in the AREG genes would help to
prove these hypotheses.

To our knowledge, the present study is the first to identify SNPs
in the AREG gene region as potential biomarkers for anti-EGFR
therapies. This cohort includes a small number of patients treated
in different line settings; however, it represents a large homo-
geneous cohort in terms of KRAS and BRAF status and
chemotherapy combination compared with the previous pub-
lished works. This work proposes polymorphisms located in the
AREG/AREGB intergenic region as potential novel biomarkers for
outcome in mCRC patients treated with anti-EGFR therapies plus
irinotecan-based chemotherapy. The study does not include
correction for multiple testing, and there is no validation of the
results in an independent series; however, the 10-fold cross-
validation analysis performed supports the robustness of the
findings. Therefore, the hypothesis-generation data of this study
warrant further validation in a larger and independent cohort.
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3.1.2.- Estudios farmacogenéticos en el cancer de recto localmente
avanzado
En este apartado se detalla el trabajo efectuado en el grupo de pacientes con

el diagnéstico clinico de cancer de recto localmente avanzado:

3.1.2.1.- EGFR ligands and DNA repair genes: genomic predictors of
complete response after capecitabine-based chemoradiotherapy in

locally advanced rectal cancer
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Resumen

La activaciéon del receptor del factor de crecimiento epidérmico por
radiaciones ionizantes da lugar a un incremento de la proliferacion celular y
actua como un mecanismo de radioresistencia. La quimiorradioterapia
neoadyuvante es el tratamiento estandar para el tratamiento del cancer de
recto localmente avanzado y hasta la fecha no se han encontrado
biomarcadores de respuesta. Hemos analizado polimorfismos en el EGFR y
sus ligandos, genes de reparacion del ADN y en el gen de la
timidilatocsintasa en 84 pacientes con estadios Il y Ill de cancer rectal
tratados con capecitabina y radioterapia neoadyuvante. El polimorfismo
rs11942466 en la region génica de la anfiregulina se asoci6 con la respuesta
completa patolégica (ypCR) (OR: 0.26; 95% CI: 0.06-0.79; p=0.014). El
polimorfismo en el gen ERCC1 también se correlacioné con la ypCR ya que
ningun paciente con un genotipo CC alcanzé ypCR; p=0.023. Este es el
primer trabajo en proponer variantes en los genes de la anfiregulina y el
ERCC como prometedores biomarcadores predictivos de ypCR en cancer de

recto.
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EGFR ligands and DNA repair genes: genomic predictors of
complete response after capecitabine-based chemoradiotherapy in

locally advanced rectal cancer

A Sebio’, J Salazar™, D Péez', A Berenguer-Llergo®, E del Rio?, M Tobefa', M Martin-Richard”, | Sullivan', E Targarona®, | Balart®,

M Baiget™ and A Barnadas’

Epidermal growth factor receptor (EGFR) activation by radiation leads to increased cell profiferation and acts as a radioresistance
mechanism. Neoadjuvant chemaradiation is the standard of care for locally advanced rectal cancer, and to date, no biomarkers of
response have been found. We analyzed polymorphisms in the EGFR and its ligands, DNA repair genes and the thymidylate
synthase in 84 stages i and Il rectal cancer patients treated with necadjuvant capecitabine plus radiotherapy. The rs11942456
polymarphism in the amphiregulin (AREG) gene region was associated with a pathological complete respanse (ypCR) (odds ratio
0.2%; 95% confidence intenval: 0.06-0.79; P=0014). The rs11615 C=T polymorphism in the ERCC1 gene also cormelated with the
ypCR as no patients with a C/C genotype achleved ypCR: P=0.023, This is the first work to propose variants within the AREG and
the ERCCT genes as promising predictive biomarkers of ypCR in rectal cancer.

The Pharmacogenomics Joumal advance online publication, 15 July 2014; doi:10,1038/tpj 2014.33

INTRODUCTION

Preoperative chemoradiation (CRT) and total mesorectal excision
have become the standard of care for locally advanced rectal
carcinoma. This combined approach reduces local recurrence rate
and improves disease-free survival' The absence of residual
neoplasia in the resected specimen after chemoradiotherapy,
known as pathological complete response [ypCR)L has been
reported in approximately 15-18 % of the patients and correlates
with a better outcome.”

Until recently, the most widely used cyfotoxic agent for neo-
adjuvant CRT was 5-fluorouraci (5-FU). Howeves, in recent years,
the oral fluoropyrimidine capecitabine has become a standard
reatment’ Capecitabine provokes antinecplastic activity by
misincorporating fluoronucleotides into the ANA and DNA and
inhibiting nucleotide synthetic enzyme thymidylate synthase (T5)."
The most studied polymorphisms in the TS gene are a variation in
the number of a 28-base pair tandemly repeated [VNTR) sequence
in 5untransiated region and a G=C change in T5 alleles with
three repeats.®® Both these TS polymaorphisms have been asso-
ciated with the response to necadjuvant treatment in locally
advanced rectal cancer.”*

In the necadjuvant setting, capecitabine is used as a radio-
therapy sensitizes, Radiotherapy uses ionizing radiation to induce
cellular darmage, causing both single- and double-strand breaks in
the DNA molecule, This damage is repaifed by several genes.
ERCCT (the excision repair cross-complementing 1) and ERCCZXPD
are DNA repair genes that participate in nucleotide excision repair
pathway. Polymorphisms within these genes have been analyred
as biomarkers of response (o necadjuvant chemoradiotherapy in

rectal cancer; however, to date no coerelation has been found,
Another gene, XRCCH (the X-ray cross complementing group 1
gene), has an important rofe in the base excision repair pathway.
Within this gene, the functional polymorphism Ang399GIn has
been associated with the response to preoperative CRT based on
5-FU in rectal cancer patients.”?

To pratect eukaryotic celis from the radiation-induced damage,
an additional cellular mechanism is the activation of the epidermal
arewth factor recepter (EGFR) pathway. [ wiro and in vive studies
have shown that lonizing radiation can simulate the action of
EGFR ligands and initiate EGFR signaling, thus increasing cell
proliferation and survival'” In the EGFF pathway cascade, KRAS
mutations are a predictive factor of ncn-response to ant-EGFR
therapies in patients with metastatic colarectal cancer. The effect
of KRAS mutations on outcome after chemoradiotherapy in rectal
cancer has been evaluated by several groups. Howewver, & recent
mela-analysis has shown that these ARAS mutations do not
influence response or sunvival following necadjuvant chemaora-
diotherapy in rectal cancer.'’ Other genetic variations in the EGFR
gene and its ligand epidermal growth factor (EGF) as markers of
response o chemoradiotherapy in rectal cancer have been
scarcely studied. In the promoter region of the EGFR gene, the
single-nucleatide palymonphisms (SNPs] — 216G>Tand - 191CA
influence mANA expression, and — 191C>A palymorphism has
been correlated with the response to chemoradiotherapy based
on Tegafur + Uracil'*" In the EGFR gene, RS21K G=A alters
ligand binding to EGFR, and the variant allele of this SNP has been
associated with a higher response rate to FOLFOX-cetuximab,'*"
The EGF AB1G polymarphism affects the in vitro and in vivo levels
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of the natural igand of EGFR and has been assocated with the
ypCR in rectal cancer patients treated with cetuximab-based
CRT.)“7 p isms in other EGFR ligands, such as amphire-
qulin (AREG) and epiregulin (EREG), have not been explored as
markers for neoadjuvant treatment in rectal cancer patients.

As biomarkers to predict response to neoadjuvant chemor-
adiotherapy In rectal cancer are lacking, the aim of this study was

. antigen.
The preplanned radiotheragy dose was 45 Gy given at 1.8 Gy per session,
5 days per week for 5 weeks. Concomitantly with radiotherapy, patients
received capecitabine 825 mgm ~*12h ' 5 days a week. A pelvic MRI was
performed after to evaluate response. Surgical
resection was performed within 6-8 weeks after preoperative treatment.
Adjuvant treatment was left 1o the discretion of the treating physician. Al
patients provided written informed consent, and the study was approved
by the institutional ethics committee.

Response evaluation

Clinical data were obtained from clinical records. Response to treatment
was measured pathologically by the tumor regression grade (TRG) and
classified accoeding to Mandard’s scale i grade 1 (TRG1) when no

partial regression with clear evidence of residual cancer cells but
predominant fibrosis; and grade 4 (TRG4) when the residual cancer cells
outgrew fibrosis.'® Tumor downstaging was evaluated by comparing
pretreatment T and N with the pathological stage of the surgical specimen,
following the Seventh edition of the AJCC cancer staging manual.

Genetic studies

We studied 28 polymorphisms in genes involved in the fluoropyrimidine
metabolism (75), the DNA repair (ERCCI, XPD, XRCCT) and the EGFR
pathway (EGFR, EGF, AREG and EREG). For the TS, ERCCY, XPD, XRCCT and
EGFR genes, functional polymorphisms were selected from the iterature.
TagSNPs in the AREG, EREG and EGF genes were chosen using the HapMap

nihgovicgiperl/gbeowse/hapmap2? |

based on two predefined critera: (i) pairwise coefficient of determination
(') cutoff of >0.80, and (i) minor allele frequency > 0.10. For the AREG
gene, the selected TagSNPs covered 3 region of 180KDb and were all
located In the AREG-AREGS Intergenic region (Table 1). Al polymorphisms

. polymorphisms were
dynarnic array chips on the BioMark system (Fluidigm, San Francisco, CA,
USA) and TagMan SNP genatyping assays (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Data were analyzed using the Fluidigm SNP Analysis
software. The palymarphisms located in the TS gene and EGFR Sp1 binding

Table 1. Polymorphisms selected for genotype
Gene NP Substitution Location Function MAF
EGFR 15712829 G>T(-216) SUTR numwm?" 040
5712830 C>A(-191) SUTR Reduction of mRNA expression’ on
152227983 G>A RI7KMS21K) Exon 13 Reduction in ligand binding, growth stimulation, 025
tyrosine kinase activation, proto-oncogen induction™
EGF rs6533485 c>G Intronic NA 046
511568993 C>T (Cys>Cys) Exon 13 NA on
4698803 T>A (Gly>Val) Exon 19 NA 015
154444903 A>G S'UTR (61) Reduced EGF production'” 042
1511568972 CxA Intronic NA 035
15929446 C>T Intronic NA 042
152074390 G>A Upstream NA 040
136850557 G>A Intronic NA 035
AREG/AREGE 311942466  C=A Intergenic NA 045
1128635876 C>T Intergenic NA 044
rs13104811 A>G Intergenic NA 046
151353295 A>G Intergenic  NA 037
53913032 A>C Intergenic NA 040
156447003 C>G Intergenic  NA 035
1510034692 A>G Intergenic NA 024
11725706  G>A Intergenic NA Q15
52132065 A>T Intergenic  NA 020
EREG 157687621 C>T Intronic NA s
151017733 T=C J U NA 019
ERCCY 1511615 C>T(NMBAn>Asn]  Exon 4 Alters mRNA expression and protein levels™ 035
153212986 G=>T YUTR Suspected to affect mANA stability™ 024
XPD (ERCC2) 1513181 A>C (751Lys >Gln) Exon 23 Lower DNA repair capacity after X-irradiation™ 032
XRCCH 1525487 G A (399Ar9 > Gln) Exon 10 Decrease in DNA repair and ionizing-radiation 033
15 VNTR — S'UTR 3R sequence greater translational efficiency than 2R® 044
3R atiele G>C SUTR Reduced -
Abbreviations: AREG, amphiregulin; AREGS, amphiregulin B; EGF, epidermal growth factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; ERCCY, excision repair
cross complement 1; EREG, epireguiin; MAF, minor aliede frequency in this cohort: NA, not analyzed: SNP, single-nucieotide polymoephism TS, thymidylate
synthase; UTR, untranslated region; XPD, xeroderma pigmentosum D; XRCCT, X.ray repair complementing 1,
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Table 2. Baseline cinlcal characteristics
N %
Mean age, years (range) 67.6 (80-42)
Sex
Male 55 655
Female 29 345
Performance stotus
0 35 a7
1 46 548
3 36
Tumor stoge
] 23 274
L} 61 716
Pretreatment CEA
<50ngml ' 2 38
>50ngml ' M 405
NA 18 215
Surgesy procedure
Lower antetior resection &0 ns
Ultra low anterior resection 7 83
Abdominoperineal resection 16 19
TEM 1 12
Adjuvant chemotheropy
28 333
Capecitabine 34 405
FOLFOX 2 262
Abbreviations: CEA, carcinoembryonic antiger: NA, not analyzed: TEM
ransanal endoscopic MKrosurgery.

shte (-216G>T and -191C> A) were analyzed by direct automated DNA
sequencing on an ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems).

Statistical analysis

For each SNP, deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were
assessed using an exact test for two aliele markers 5 implemented in
the R genetics package.'” The statistical associations between clinical data
and ypCR were evaluated using a rest for continuous varlables and a
Fisher's exact test for categorical variables, Log-lkeihood ratio tests (LRT)
derived from logistic regression models were performed to test the
association of the polymarphisms with the ypCR at 3 5% significance level.
The corresponding odds ratio (OR) and 95% confidence Intervals {C1) were
used as effect measures of these assoclations. Additive, dominant and
recessive inheritance models were considered as long as there was a
minimum of five patients per group available for analysis. Co-dominant
inheritance model that considers the three genotypes was also analyzed,
For each SNP, hbaxn\odﬂwnmmhgmhm
Information Criteria.™ The association of the palymorphisms with the ypCR
was evaluated both In a univarlate and a mukivariate model, The cova-
riates included In the multivariate analyses were age at diagnosis, gender,
performance status, completeness of treatment, initial carcinoembryonic
antigen level and initial stage. To assess the independence of the effects
found, 3 stepwise forward automatic selection was carried out
on the SNPs that showed a Pvalue <0.25 in the adjusted model using the
Alaike’s Information Criterla for model selection. Only SNPs with a LRT
Pvalue <005 were kept in the final model. For multiple contrast
adjustment, a permutation strategy was applied to the truncated rank
product of Pvalues derived from the univariate models as described by
Dubridge e al*' In the permutation scheme, the selection of the
inheritance model was taken into account. Significance of the truncated
ank product was assessed using 10000 permutations. The truncation
point was defined as the number of markers showing a Pvalue <0.05 in
the univariate analysis, Additionally, recursive partitioning was applied to

© 2014 Macmillan Publichers Limited

Pharmacogenetics in rectal cancer
A Seblo et o

stratify patients according to their probabiity of achieving & ypCR. A
conditional inference classification tree was buill with the SNPs that
retained assoclation in the adjusted models as described and implemented
In the R package As criterion for spiit creation, the null hypothesis of
e between any of the SNPs and the ypCR was tested and

c adjusted Monte-Carlo Pvalues were computed based on
10000 resamples. A split was created only when the adjusted P-value was
<5%

RESULTS

Clinical results

Table 2 shows patients baseline clinical characteristics, Seventy-nine
patients (94%) completed the preplanned chemoradiotherapy
treatment. Seventy-nine patients (94%) underwent RO resec-
tion, 4 (4.8%) underwent R1 micrascopically incomplete resection
and one patient (1.2%) had an R2 macroscopically incomplete
resection,

After CRT, ypCR or no evidence of residual carcinoma (TRG1) in
the pathological specimen was achieved in 17 patients [20.2%).
Residual microfoci (TRG2) were also found in 17 patients (20.2%);
partial regression with clear evidence of residual cancer cells but
predominant fibrosis (TRG3) was present in 23 patients (27.4%)
and residual cancer cells outgrowing fibrosis (TRG4) In 27 patients
(32.1%). No disease progression was observed during treatment in
any patient. From the recorded baseline dlinical characteristics,
only the Initial stage at diagnosis correlated with ypCR; stage Il
patients were more likely to achieve ypCR than stage lll patients
(P=0014).

Pathological tumor downstaging was obtained In 55 patients
(65.5%), while radiological response measured by pelvic MRI
prechemoradiotherapy and postchemoradiotherapy was achieved
in 45 patients (53.5%). There was a correlation between radiologi-
cal response and downstaging. Patients with a radiological
response were more likely to achieve pathological downstaging
than those who did not show response in the MRI (P=0.020).
However, radiological response did not predict ypCR; a total of 11
patients (24.4%) that showed partial response by MRI achieved
ypCR compared with 3 patients (11.5%) showing stable disease by
MRL; (P=023).

The median follow-up of this cohort was 25 months (range 3-
89), and during this period recurrence was observed in 12 patients
(143%). Because of the low number of recurrences, the asso-
clation of these SNPs with progressionfree survival, overall
survival and survival for patients achieving complete has not
been tested,

Genetic determinants and complete response

Table 3 shows univariate analyses of the assoclations between the
studied polymorphisms and the pathologic complete response.
Three SNPs showed a significant association; the rs11942466 C> A
In AREG gene reglon and the rs11615 T>>C and rs3212986 G>>Tin
the ERCCI gene. For 1311942466 C>A in the AREG gene region,
35.7% of the patients with a C/C genotype achieved a yp(R
compared with 194% of the patients with a heterozygous
genotype and none of the patients with an A/A
(P=0.0018). For rs11615 in the ERCCI gene, 30.6% of the patients
with a T/T genotype achieved a ypCR, whereas only 16.2% of the
patients with a T/C and no with a C/C
responded (P = 0.0235). In the 3'untranslated region of the ERCCY
gene, the rs3212986 polymorphism was also associated with the
ypCR, as 292% of the patients for the G allele
achieved a ypCR compared with 9.7% of the patients harboring
the G/T genotype and no patients harboring the T/T genotype
(P=0.0096). For multiple test adjustment, a approach,
based on the truncated rank product of marginal P-values <0.05,
was performed. An adjusted P-value of 0.07 was associated for
these SNPs when considered all together,
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Table 3.  Univariate analyses of genetic variants and their assoclation with pathological complese response
Gene 15 number Model Genotype TRG 2-4/TRG 1 OR (95% O LRT Pvalue
EGFR n2829 Co-dominant GG 25 (758%Y8 (24.2%) Ref. assss
(< 27 (79.4%07 (205%) 081 (025, 2.58)
™m 15 (BB.2%)2 (11.8%) 0.42 (008, 154)
5712930 Doménant o 53 (77.9%W15 (221%) Aef, 03705
CANA 14 (B7.5%)2 (12.5%) 050 (0.07, 208)
32227983 Dominant GG 40 (B70%V6 (11.0%) Ref, Q0706
G/ANA 27 (A% 289%) 222 (092,872
EGF rs6533485 Co-dominant GG 19 (B26%V4 (17.4%) Rel. Q8385
oC 34 (77.3%010 22.7%) 140 (0.4), 565)
o 14 {B24%)3 (17.6%) 102 {0.18, 535
311568993 Dominant oc $2 (BO.O%N13 (20.0%) Rof, as203
o 15 (78.9%)4 (21.1%) 107 (027, 359)
re4698803 Dominant T 49 (BL.7%N11 (183%) Ret, 04587
TIAAIA 18 (75.0%V6 (25.0%) 148 (044, 453)
4444903 Co-dominant AA 21 (BA.0%V4 (16.0%) Ref, s
AG 36 (76.6%V11 (234%) 160 1048, 637)
GG 10 {83.3%2 (16.7%) 105 10,13, 6.38)
11568972 Co-dominant AR 20 (785%YT (1.2%) Ref. B3
A 34 (75.1%Y9 (20.9%) 0.38 {032, 3.08)
oC 7 (B7.5%Y1 (12.5%) 053 (003, 178
15929446 Codominant o 21 (BA.0%V4 (160%) Rel. an
T 36 (76.6%V11 (234% 160 (048, 637)
v 10 {B3.3%)2 (16.7%) 105 (0.13, 638
2074390 Co-dominant GG 24 (BS.7%)V4 (143%) Ref, asos2
G/A 33 (75.0%011 (250%) 200 (050, 791)
AA 10 {83.3%)2 (16.7%) 120015, 7.25)
56850357 Co-dominant GG 28 (BO.O%NT (20.0%) Ref, ans
G/A 31 (77.5%)9 (22.5%) 1,18 (038 144)
AA B {88.9%1 (11.1%) 0.50 (0.02, 345)
AREG 511942466 Co-dominant oC 18 {64.3%)10 35.7%) Ret, 00078
A 25 (BO.AWYT (15.4%) 043 (0.34, 133
ANA 20 {(100.0%N0 {0.0%) 0.00 (NA)
1528635876 Co-dominant AA 23 (B1%5 (17.9%) Rel. 03705
AG 28 (73.7%W10 (263%) 154 1051, 591)
GG 16 {B8.9%Y2 (11.1%) 0.58 (0.08. 3.04)
313104811 Co-dominant AA 23 {BLI%VS (17.9%) Ref, 05112
AG 27 (19.48%Y7 (204%) 1.19 (034, 451)
GG 17 (77.3%)S (22.7%) 1351033, 560
151353295 Co-dominant AA 25 (BDAMNVG (194%) Ret, 05812
AG 35 (79.5%V9 (20.5%) 1.07 (034, 156)
GG 7 (17.8%N2 (22.2%) 1.19 (0,15, 684
153913032 Co-dominant AA 28 (B4.8%Y5 (15.2%) Rel. 05483
AC 26 (7AI%VS (257%) 194 10.59, 7.02)
oC 13 (B1.29%)3 (18.8%) 1290024, 617
5447003 Co-dominant oc 29 (B2O%)Y8 (17.0%) Ref. Q8347
oG 31 (77.5%V9 (22.5%) 140 (045, 465)
GG 7 (778%2 (2.2%) 138 10,18, 766)
15100346592 Dominant NA 38 (B6.4%)6 (13.6%) Rel. ans
AGGG 29 (72.5%W11 (27.5% 240 (082, 7631
n11725706 Dominant GG 48 (8713 (1.5%) Rel. Q68es
G/ANA 19 (B2.6%N4 (17.4%) 078 (020, 252
152132065 Dominant AA 44 (B0.O%WY 11 (200%) Ref. 05405
ATTIT 23 (79.3%V6 (20.7%) 1.04 (032, 1192)
EREG 1017733 Dominant ™ 42 (76.4%)13 (236%) Rof, Q270
TALC 25 (B6.2%V4 (138%) 052 (0.3, 169
157687621 Doménant oC 42 (750%¥14 (250%) Ret, 0.1089
o 25 {BS.3%V3 (10.7%) 036 (0.08, 1.24)
ERCCY 11818 Co-dominant ™ 28 (694%)11 (304%) Ref. 0023
T~ 31 {83.8%)6 (16.2%) 044 1013, 132
oC 11 {100.0%)0 {0.0%) 0.00 (NA)
3212586 Additive GG 34 (JO8%14 (29.2%) 0.24 (005, 07Y) Q0056
GT 28 {90.3%)3 (9.7%)
" 3 (100.0%V0
XPO 1513181 Codominant AA 30 (76.9%V9 (23.1%) Aef, 07352
A 30 (BL.1%Y7 (18.9%) 078 (025, 23§)
oC 7 (B7.5%)1 (12.5%) 048 (0.02, 322
s TS WNTR Co-dominant kT ] 24 (B5.7%)4 (14w Ref, a2
n 26 (70.3%011 (20.7%) 2.54 {0.75, 10.15)
n 17 {89.5%2 (10.5%) 0.71 (0.09, 4.06)
TS expression alicles Low 39 (B1.2%VS (18.8%) Ret, 06558
High 28 (77 5%)/8 (22.2%) 124 (042, 383)
Abbreviations: AREG, amphiregulin: €, confidence intervat EGF, epidermal geowth factor: EGFR. epidermal growth factor recepeor: ERCCY, excision repair
crasscomplementing 1; EREG, epireguling LAT, likelihood ratio test; NA, not analyzed: OR, odds ratio; TRG, tumar regressian grade: TS, tymidilate synthase; XPD,
xeroderma pigmentosum D, Note: when possible {at least five patients per groupl. the co-dominant model data are shown.
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Fgere 1, Conditional inference classification tree for pathological response. TRG, tumor regression grade.

In the multivariate analysis, two of these polymorphisms
retained their significance. The rs11942466 in the AREG gene
region showed an OR of 026 (95% Ck: 0.06~0.79; P=0.0149) in
the additive model. The rs11615 In the ERCCI gene remained
significant in the recessive model and the OR was not estimable as
no patients with the C/C genotype presented a complete response
(P=0.0238).

To further explore the Inter-relation of the effects found, a
model was fitted using a stepwise forward automatic selection
algorithm and combining SNPs showing a Pvalue <025 In the
multivariate models, using the Akalke’s Information Criteria for
model selection. Of these, only the rs11942466 (OR: 0.26, 95% Ck:
0.06-079; P=00149) and the rs11615 (OR not estimable;
P = 0.0238) polymorphisms were kept in the final model according
to the astringent criteria used (LRT P< 0.05). To analyze potential
interactions between the analyzed loci, a conditional inference
dassification tree was built using the SNPs that retained asso-
ciation in the adjusted models, r$11942466 C>A and rs11615
C>T. Four terminal nodes arose from the resulting tree, which
showed significantly different rates of pathological response
(Figure 1). The initial split was due to AREG rs11942466 C>A,
indicating that this SNP s the main contributing factor to variation
in the ypCR rate in our cohort of patients. The homozygous variant

© 2014 Macmillan Publishers Limited

at this locus defined a terminal node in which none of the patients
achleved a ypCR. The patients with a C/C or (A genotypes for
511942466 C>A plus a T/T genotype for rs11615 C>T defined
the node with the higher ypCR rate (37.9%). Finally, patients with a
T/C or C/C genotypes for the rs11615 C>T were stratified into two
nodes, depending on their genotype for the rs11942466 C>A
SNP. Those who harbored an rs11942466 C/C genotype had a
higher ypCR rate (33.3%) than those who harbored an rs11942466
A genotype (5%). To take the multiple contrasts being evaluated
into account, @ Monte-Carlo resample procedure was performed
for each split creation.

DISCUSSION

In the present work, we found that one genetic variant in the AREG
gene region and two in the ERCCT gene were associated with a
ypCR after neoadjuvant capecitabine-based chemoradiotherapy in
locally advanced rectal cancer. The rs11942466 C> A in AREG gene
reglon and the rs11615 C>T In ERCCI gene retained their stati-
stical association when adjusted for the relevant clinical variables,
These SNPs also showed independent effects when tested in the
same model. Furthermore, these Isms were able to
stratify patients according to their probability of achieving ypCR

The Pharmacogenomics Journal 2014), 1-7

w



Pharmacogenetics in rectal cancer
A Sebio et af

o

when their interaction was evaluated In a dassification tree. To our
knowledge, this is the first pharmacogenetic study designed to
evaluate the EGFR ligands as potential markers of response in
rectal cancer patients treated exclusively with capecitabine plus
radiotherapy.

Preoperative chemoradiotherapy has been adopted as the
standard treatment for locally advanced rectal cancer. In this
setting, fluoropyrimidines such as capecitabine act as radio-
sensitizers 1o increase the DNA damage produced by radiation.
DNA-damage repair Is intimately linked to EGFR signaling, both
mechanisms acting against the radio-induced cellular damage.”*
In preciinical models, it has been shown that EGFR Is activated by
ionizing radiation and that EGFR levels correlate inversely with
radiosensitivity of tumor cells.?*** A recent study reported that
EGFR status and EGF ligand expression influence treatment res-
ponse in head and neck cancer cell lines.® In the dlinical

the expression of EGFR ligands, AREG and EREG, has been
correlated with outcome in metastatic colorectal cancer patients,
suggesting their causal role in the pathway activation.”

To our knowledge, the potential pharmacogenetic role of SNPs
located In the AREG and EREG genes as blomarkers of response to
neoadjuvant chemoradiotherapy for rectal cancer has not been
explored previously. In this work, we found that the 1511942466
C> A polymorphism in the AREG gene region was associated with
the ypCR. In a recent work, this intergenic SNP located between
two linked genes (AREG and AREGS) was found to correlate with
outcome In metastatic colorectal cancer patients treated with
ifinotecan plus ant-EGFR™ The mechanism underying this
association has not yet been defined. One explanation could be
that this SNP is in linkage disequilibrium with other functional
genetic variants within the AREG gene. However, the lack of data
regarding the minor allele frequency of variations within the AREG
gene hinders confirmation of this hypothesis, Another potential
explanation for the association between rs11942466 C> A and the
ypCR in our study could come from data from the ENCODE
project™ Findings from this project revealed the presence of
multiple regulatory sites located both close to and far from the
gene. The association of this intergenic SNP with response in our
set of patients could be attributed to some functional role of this
non-coding DNA region,

Our results differed from those in the literature regarding the
polymorphisms involved in the DNA repair mechanism In rectal
cancer patients treated with preoperative CRT based on fluor-
opyrimidines, Other groups that evaluated SNPs located in the
ERCC gene as markers of response to CRT in rectal cancer found
negative results” In our study, which included only patients
treated with we found a significant association between
ERCC1 rs11615 C>T and a complete pathological response. These
findings could be attributed to radiosensitization differences
between capecitabine and 5-FU, as previous reports in human
cancer xenograft models have shown DNA damage Is higher
when radiotherapy is combined with capecitabine than with 5-FU.
This difference is considered the result of activation of thymidine
phosphorylate by capecitabine.™

A ypCR after chemoradiotherapy Is a good outcome predictor,
and despite Its limitations, it Is now the primary end point as a
surrogate factor in many clinical trials, Patients who achieve ypCR
have a better outcome, but unfortunately, no biomarkers helping
predict ypCR have been found to date. However, in this work the
conditional Inference classification tree clearly stratifies the pro-
bability of achieving ypCRC according to the rs11942466 C>A
and rs11615 C>T genotypes, reinforcing their role as potential
biomarkers of ypCR. The limited number of patients included and
the low number of recurrences in this series as well as the short
follow-up do not allow testing the correlation of these SNPs with
survival outcomes. In conclusion, the promising results of the

present study should be considered as hypothesis generating until
its validation in an independent cohort of patients.
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4.1.- Estudios farmacogenéticos en la via del factor de crecimiento

epidérmico en cancer colorrectal metastasico.

En los ultimos afos la supervivencia de los pacientes con CCRm se ha
incrementado de forma muy significativa. Esto se ha debido, en parte, a las
mejoras en la cirugia de reseccion de lesiones metastasicas, sobre todo en
pacientes con enfermedad exclusivamente hepatica, y también a la aparicion
de nuevos farmacos diana dirigidos contra cascadas de sefalizacion
especificas.

Un grupo muy importante de estos farmacos son los disefiados contra la via
de senfalizacidn del factor de crecimiento epidérmico para los existen
biomarcadores de eficacia. Desde el primer estudio, en el afio 2006, en el
que se describié por primera vez que los pacientes con mutaciones en el
exén 2 del gen KRAS no respondian a los tratamientos anti-EGFR [164],
numerosos estudios han confirmado a la mutacion de KRAS (exon 2) como el
primer biomarcador predictivo en cancer colorrectal metastasico.

Sin embargo, a pesar de la presencia de mutaciones en el gen KRAS como
marcadores de no respuesta a terapias anti-EGFR, un elevado porcentaje
(30-40%) de pacientes con KRAS nativo, no responde a dichos farmacos.
Esto indica que, ademas de estas mutaciones, existen otros factores que
influyen en la respuesta a estas terapias biologicas.

El polimorfismo localizado en el sitio de union del microRNA let-7 a la region
3'UTR del gen que codifica para KRAS se consider6 como uno de estos

factores por dos autores distintos. En el trabajo de Graciano et al., que incluia
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63 pacientes con KRAS y BRAF nativos tratados en segunda y posteriores
lineas con anti-EGFR e irinotecan, los pacientes con el genotipo con al
menos un alelo G del KRAS LCS6 presentaban una peor SLP, una peor SG
y un menor ratio de control de la enfermedad, que los pacientes con el
genotipo T/T [203]. En el segundo estudio, publicado por Zhang et al., unos
meses después, y que investigd pacientes con KRAS nativo tratados con
cetuximab en monoterapia, el alelo G se asoci6é a una mejor respuesta y a
una tendencia hacia una mejor SLP y SG [204]. En posteriores
comunicaciones, los autores de estos trabajos sugirieron que las diferencias
en el tratamiento con o sin quimioterapia entre estas poblaciones podria
explicar las diferencias en los resultados obtenidos [221, 222].

En el primer trabajo de esta tesis doctoral, se plantea el estudio de esta
variante genética y se evalua su valor como biomarcador de respuesta a un
tratamiento basado en anti-EGFR en pacientes con CCRm. En este trabajo,
los pacientes con al menos una variante G del polimorfismo KRAS LCS6 no
presentaron respuesta al tratamiento con irinotecan y anti-EGFR, mientras
que el 31.9% de los pacientes con el genotipo nativo T/T respondieron. En el
global de los pacientes del estudio esta mayor respuesta no se tradujo en un
aumento de la SLP, sin embargo, en un subanalisis realizado en los
pacientes tratados en segunda linea, se observo una clara tendencia hacia
una mayor SLP para los pacientes con el genotipo nativo T/T.

En este mismo trabajo, evaluamos la relacion de esta variante genética con la

respuesta y la supervivencia en una cohorte independiente de pacientes
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tratados exclusivamente con quimioterapia en primera linea. En esta serie no
se encontrd6 ninguna relacion entre el polimorfismo KRAS LSC6 y la
respuesta, por lo que concluimos que este SNP carece de valor como
biomarcador en pacientes no tratados con anti-EGFR.

En un estudio muy reciente, los pacientes con el genotipo nativo para el
polimorfismo KRAS LSC6, presentaron una mayor SLP y SG cuando eran
tratados con quimioterapia + anti-EGFR frente a anti-EGFR en monoterapia.
Sin embargo, en este estudio los pacientes que recibieron tratamiento en
monoterapia con cetuximab presentaban mejor supervivencia si tenian un
genotipo con al menos un alelo variante G [205].

Se ha postulado que el miRNA let-7 regula la expresion del gen KRAS
mediante su unidén en la region 3'UTR [223]. Sin embargo, un estudio
reciente en el que se realiza “knock-in” de la variante G del polimorfismo en
una linea celular de cancer de colon (SW48) con KRAS LSC6 nativo,
cuestiona aquel postulado [224]. Los autores reportan que este polimorfismo
no modula los valores de proteina KRAS, ni su activacion o su sefializacion a
travées de PI3K o MAPK. Demuestran, sin embargo, un aumento de la
proliferacion celular y una disminucion en los niveles de microRNA let-7a, let-
7b vy let-7c en las células transfectadas con la variante G. Estos resultados
sugieren que la actividad biologica del polimorfismo en cuestion, se ejerce a
través de la regulacion de la expresion del microRNA let-7, y no a través de
la modulacién transcripcional del gen KRAS.

Para poder establecer de forma definitiva el papel como marcador

farmacogenético de la variante genética KRAS LSC6, es imprescindible
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incluir este SNP en futuros ensayos clinicos disefiados con caracter

prospectivo.

En el segundo trabajo de esta tesis doctoral se evaluaron polimorfismos en el
gen EGFR y sus ligandos (anfiregulina y epiregulina) como factores
predictivos de control de la enfermedad en pacientes con CCRm refractario y
tratados con anti-EGFR.

Hasta la fecha de publicacion de este trabajo, los estudios llevados a cabo
en relacion al potencial factor predictivo y/o prondstico de estos ligandos
habian sido unicamente estudios de expresion. En estos estudios una mayor
expresion (niveles de mRNA) de ambos ligandos se asocid a una mejor
respuesta. En el primero de ellos publicado por Khambata-Ford et al. los
autores describieron una asociacion entre la alta expresion de AREG y EREG
y un mayor control de la enfermedad en 110 pacientes tratados con
cetuximab en monoterapia. Estos pacientes con alta expresién de AREG y
EREG también presentaban una mayor SLP [175]. En un estudio posterior
Jacobs et al. confirmaron estos resultados al evaluar a 220 pacientes con
CCRm tratados con cetuximab e irinotecan en segunda linea o posteriores.
En los pacientes de esta serie con KRAS nativo, la alta expresién de AREG y
EREG se asoci6é a una mayor respuesta y también a una mayor SLP y SG.
Por el contrario, en los pacientes con mutacion de KRAS no se observo dicha
asociacion [174].

Los primeros estudios farmacogenéticos de los ligandos del EGFR

anfiregulina (AREG) y epiregulina (EREG) son el motivo de la segunda

119



Discusion

publicacion incluida en la presente tesis. En este estudio, se seleccionaron
Tag-SNPs para los genes AREG, EREG y EGF y se analizaron los SNPs
funcionales descritos en EGFR y EGF. Para identificar los Tag-SNPs se
utilizé la base de datos HapMap (versién 27- B36) y el software Haploview
(version 4.2) con los siguientes criterios: frecuencia del alelo menos frecuente
(FAM) superior al 10% y r* de 0.8 para el desequilibrio de ligamiento. En el
momento de la seleccion de los SNPs, en la base de datos HapMap no
existia ningun polimorfismo en el gen de la AREG con FAM >10%, por lo que
los Tag-SNPs seleccionados se encuentran todos en una localizacion
intergénica entre el gen AREG y el gen de la anfiregulina B (AREGB) (Figura
14). El gen AREGB, es un paralogo que resulta de una duplicacion del gen
AREG. La funcion de AREGB no ha sido descrita y son pocos los datos que

existen sobre este gen.

AREG gene rsB447 003 1511942466 AREGB gene
rs11725706 rg13563295
I 510034692 | I
T —HH —H CH O —
1 [ I I
153913032
1e2130065 rs131046811 r=9996584
Chr4q13.3

Figure 13. Region intergénica entre el gen AREG y el gen AREGB donde se localizan
los polimorfismos seleccionados.
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Nuestros resultados muestran que tres polimorfismos (rs11942466 C>A,
rs13104811 A>G and rs9996584 C>T) con localizacion intergénica entre el
gen AREG y el gen AREGB se asociaron con el control de enfermedad en
pacientes KRAS y BRAF nativo con CCRm refractario y tratados con anti-
EGFR (panitumumab o cetuximab) e irinotecan/FOLFIRI. El polimorfismo
rs11942466 C>A se correlacioné ademas con la SLP y la SG y el rs9996584
C>T también se asocié con la SG. Para el polimorfismo AREG rs11942466
C>A, ninguno de los pacientes con el genotipo A/A presentd respuesta al
tratamiento y ademas presentaron una corta SLP y SG.

La funcionalidad potencial de estos polimorfismos de localizacién intergénica
todavia esta por determinar. El proyecto ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elements) es un proyecto de investigacion publica que nace con la intencidn
de identificar todos los elementos funcionales del genoma humano. Los
genes que codifican para proteinas suponen aproximadamente solo un 1.5%
del genoma humano. El objetivo de este proyecto es la determinacién del
papel del resto de componentes del genoma al que tradicionalmente se habia
denominado “ADN basura”. En este ADN no codificante para proteinas se
encuentran aproximadamente el 90% de los SNPs del genoma humano.
Muchos de estos SNPs en regiones no codificantes se han asociado a
diversas enfermedades, por lo que el conocimiento profundo de la
funcionalidad de estas regiones es fundamental para determinar el verdadero
valor de estas variaciones genéticas. Uno de los hallazgos mas relevantes

del proyecto ENCODE es que el 80% del genoma presenta elementos
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ligados a funciones bioquimicas y que el espacio entre los genes esta
rellenado con elementos regulatorios del ADN, regiones promotoras y
numerosas regiones que codifican transcritos de ARN que no se traducen a
proteinas, pero que pueden tener relevancia en la regulacion génica [225].
Para explorar la funcionalidad de los polimorfismos asociados con la
respuesta y la supervivencia en nuestra poblacién, se utilizo la base de datos
RegulomeDB (www. Regulomedb.org) en la que se encuentran los datos
generados por el proyecto ENCODE y la base de datos F-SNP. Esta ultima,
contiene la informacion obtenida de un gran numero de bases de datos y
herramientas bioinformaticas sobre los potenciales efectos funcionales de los
SNPs. Para los tres polimorfismos intergénicos, este estudio in silico mostro
una funcionalidad potencial por alteracién de la regulacion de mecanismos de
la transcripcion.

En el segundo trabajo de esta tesis se reporta también, una asociacion entre
el polimorfismo rs712829 G>T localizado en el gen EGFR con la SLP y la SG.
Diversos trabajos han evaluado el papel de cuatro polimorfismos funcionales
en el gen del EGFR (EGFR CA repeticiones en el intrén 1, EGFR Arg521Lys,
EGFR -216G>T y EGFR -191C>A) y un polimorfismo funcional descrito en su
ligando natural, el EGF (EGF A61G). En un estudio pionero, Graziano y
colaboradores realizaron un perfil farmacogenético en 110 pacientes tratados
con cetuximab e irinotecan reportando que el polimorfismo consistente en
repeticiones CA en el intron 1 del EGFR y el EGF A61G se relacionaban con
la supervivencia global. Sin embargo, el polimorfismo rs712829 G>T no se

correlaciond con la supervivencia [185]. Dahan et al. estudiaron varios
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polimorfismos localizados en genes implicados en la cascada de sefializacion
del EGFR. En un subgrupo de 34 pacientes con KRAS nativo tratados con
irinotecan y cetuximab, el EGFR rs712830 C>A, aunque no el EGFR
rs712829 G>T, se asocid con el tiempo a la progresion unicamente el en
analisis univariado.

El segundo articulo de esta tesis es, por lo tanto, el unico en el que se ha
descrito una asociacion del EGFR rs712829 polimorfismo con la
supervivencia de los pacientes con KRAS nativo tratados con irinotecan y
cetuximab. En el estudio realizado por Graziano y colaboradores, pese a
reunir 110 pacientes, el analisis de las mutaciones de KRAS no fue evaluado.
En el estudio de Dahan y colaboradores se realizé un analisis en el subgrupo
de pacientes con tumoreskKRAS nativo, pero el numero de pacientes con esta
caracteristica era probablemente insuficiente para encontrar diferencias
estadisticamente significativas. Para validar la funcion de este polimorfismo
como biomarcador de eficacia en pacientes tratados con terapias anti-EGFR,
es necesario el analisis de una cohorte de pacientes amplia y de

caracteristicas clinicas y moleculares homogénea.
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4.2.- Estudios farmacogenéticos en la via del factor de crecimiento
epidérmico, en los genes reparadores del ADN y en el gen de la

timidilato sintetasa en cancer de recto localmente avanzado

En la actualidad el tratamiento inicial en el cancer de recto localmente
avanzado consiste en la quimiorradioterapia preoperatoria. Este tratamiento
ha demostrado mejorar la tasa de recidivas locales y la preservacion del
esfinter [109, 112]. Ademas, la obtencion de una respuesta completa
patolégica tras la quimiorradioterapia (ypCR) y el grado de regresion
patoldgica se han asociado a un mejor prondstico [61, 114, 226].

En la actualidad los quimioterapicos de eleccion para la quimiorradioterapia
son las fluorouropirimidinas, 5-Fu o capecitabina. Hasta la fecha, la adicion
un segundo quimioterapico no se considera un estandar de tratamiento. Pese
a que en un estudio reciente se demostré una mayor SLP con la adicion de
oxaliplatino al 5-Fu, otro estudio paralelo en el tiempo no demostrd
diferencias con la combinacién de oxaliplatino y capecitabina [122, 227].
Ademas, la supervivencia a 3 afnos en el estudio que empled la capecitabina
en monoterapia con radioterapia fue del 74.5%, muy similar a la demostrada
por el estudio que empled 5-Fu en combinacion con oxaliplatino (75.9%).

La capecitabina es el farmaco de eleccion en muchos centros para el
tratamiento combinado con radioterapia en el cancer de recto locamente

avanzado. Un estudio randomizado comparo capecitabina frente a 5-Fu
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administrado de forma concomitante a la radioterapia, y demostré la no
inferioridad de la capecitabina frente al 5-Fu ya que la supervivencia a 5 afios
fue del 76% en la rama de capecitabina comparado con el 67% en la de 5-Fu
[228].

El papel fundamental de la capecitabina en la quimiorradioterapia
preoperatoria es fundamentalmente como radiosensibilizante. Se ha sugerido
en modelos xenograficos que la capecitabina podria tener una mayor
capacidad radiosensibilizante que el 5-Fu [116].

Existen varios mecanismos de radiorresistencia a las radiaciones ionizantes y
entre ellos se encuentra la sefializacién a través de la via del EGFR.
Estudios in vivo con carcinomas murinos han demostrado que existe una
correlacion inversa entre la sefalizacion a traves de EGFR y la
radiosensibilidad. La transferencia del gen EGFR a células tumorales con
baja expresion de EGFR vy radiosensibles demostréo la aparicion de
radioresistencia celular [229, 230]. Este hecho, que llevé a la evaluacion de
tratamientos anti-EGFR en combinacién con radioterapia, pero en la
actualidad esta combinacién se considera un tratamiento experimental.

Las mutaciones en la cascada de sefializacion del EGFR han sido también
evaluadas como factores predictivos de respuesta a la quimiorradioterapia en
cancer de recto localmente avanzado. Sin embargo, un reciente metaanalisis
ha demostrado que las mutaciones de KRAS no afectan a la respuesta al
tratamiento neoadyuvante y no se relacionan con la supervivencia cancer-
especifica [231]. Otras variantes genéticas han sido también estudiadas en

pacientes tratados con la combinacion de quimioterapia y radioterapia
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preoperatorias. Los polimorfismos en el gen EGFR y su ligando EGF han sido
estudiados como biomarcadores de respuesta en cancer de recto localmente
avanzado tratado con quimiorradioterapia. Sin embargo, en este contexto,
s6lo Spindler et al. describieron una mayor respuesta al tratamiento para los
pacientes con el genotipo G/G del polimorfismo -216 G>T (rs712829 G>T)
tras el tratamiento con quimiorradioterapia basada en la fluorouropirmidina
tegafur-uracil [191]. Otros grupos han estudiado alguno de estos
polimorfismos en los genes EGFR y EGF en un contexto similar sin describir
asociaciones [216, 232]. Los polimorfismos en los genes AREG y EREG no
habian sido estudiados como factores predictivos de respuesta a
quimiorradioterapia.

El tercer trabajo de la presente tesis evalué SNPs en los genes EGFR, EGFy
los ligandos AREG y EREG como biomarcadores de respuesta completa
patoldgica tras el tratamiento con quimiorradioterapia basada en capecitatina.
Este trabajo incluyé también la evaluacion de polimorfismos localizados en
los genes reparadores del ADN y la TS. Varios estudios previos habian
evaluado el valor de SNPs en estos genes como potenciales marcadores de
respuesta tras tratamiento neoadyuvante con quimiorradioterapa. En estos
trabajos, los quimioterapicos empleados incluian mayoritariamente 5-Fu +/-
oxaliplatino y han sido descritos en el apartado 1.3.2.

Los resultados de este tercer estudio mostraron, al igual que en el segundo
trabajo de esta tesis, una asociacion del polimorfismo AREG rs11942466

C>A con la respuesta: el 35.7% de los pacientes con el genotipo C/C
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presentaron una ypCR comparado con el 19.4% de los pacientes con un
genotipo C/A y ninguno de los pacientes con un genotipo A/A.

Como ha sido discutido en referencia al segundo articulo de la tesis, este
polimorfismo se encuentra localizado a nivel intergénico por lo que su
funcionalidad no ha sido definitivamente establecida. Estudios in silico
demuestran una potencial funcionalidad por alteracion de la regulacion de la
transcripcion. ElI hecho de que en dos poblaciones de pacientes diferentes
(CCRm tratado con anti-EGFR y cancer de recto locamente avanzado tratado
con quimiorradioterapia), el genotipo A/A de este polimorfismo se asocie con
una peor respuesta y supervivencia, apoya el valor de este genotipo como un
factor de no respuesta y de mal prondstico en ambas poblaciones.

Enn este tercer estudio, un polimorfismo funcional localizado en el promotor
del gen reparador del ADN ERCC1, rs11615 T>C, también se asocio con la
probabilidad de presentar un ypCR tras el tratamiento con quimiorradioterapia
neoadyuvante.

En los estudios previos que evaluaron este SNP no se reportd una asociacion
del genotipo con la respuesta. Este hecho puede deberse, en parte, a la falta
de homogeneidad entre diferentes esquemas de quimioterapia que
acompanaban a la radioterapia en los distintos estudios realizados.

Para profundizar en la relaciéon de estos polimorfismos entre ellos y con la
ypCR, se realizé un analisis de inferencia condicional. El arbol de respuesta
obtenido de este analisis, clasifica a los pacientes segun las probabilidades

de alcanzar una ypCR en 4 grupos. El grupo de pacientes con mayor
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probabilidad de respuesta completa (casi un 40%) comprendia los pacientes
con genotipos C/C o C/A para el rs11942466 y T/T para el rs11615, en

comparacion con un 0% para los pacientes con el genotipo

A/A para el
rs11942466 (Figura 14).
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patolégica.
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Esta clasificacion, que deriva unicamente del estudio de 2 polimorfismos,
podria ser de gran utilidad como biomarcador para los pacientes con cancer
de recto locamente avanzado con indicacién de quimiorradioterapia basada

en capecitabina.
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Conclusiones

En relacion a la evaluacion de las variantes genéticas en la via del receptor

del factor de crecimiento epidérmico como marcadores farmacogenéticos de

respuesta y/o supervivencia en cancer colorrectal metastasico tratados con

terapias anti-EGFR, las conclusiones son las siguientes:

1.

El polimorfismo KRAS LCS6 se asocia con la respuesta en pacientes

refractarios tratados con irinotecan y terapias anti-EGFR.

. El polimorfismo KRAS LCS6 no influencia la respuesta al tratamiento

en pacientes tratados exclusivamente con quimioterapia.

El polimorfismo rs11942466 C>A, localizado en la region génica de la
AREG, se asocial con el ratio de control de la enfermedad, la
supervivencia libre de progresion y la supervivencia global en esta

poblacion.

Los polimorfismos rs9996584 C>T y rs13104811 A>G, localizados en
la region génica de la AREG, se asocian con el ratio de control de la
enfermedad. El polimorfismo rs9996584 C>T también se correlaciona

con la supervivencia global en esta poblacién.

El polimorfismo en el gen EGFR se asocial con la supervivencia libre

de progresion y la supervivencia global en esta poblacion.
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En relacion a la evaluacion de las variantes genéticas en la via del receptor
del factor de crecimiento epidérmico, en los genes reparadores y en los
genes implicados en el metabolismo de las fluorouropirimidinas, en pacientes
cancer de recto localmente avanzado tratado quimiorradioterapia

preoperatoria, las conclusiones son las siguientes:

6. El polimorfismo rs11942466 C>A, localizado en la regidon génica de la
AREG, se asocia con la respuesta complete patoldogica en esta

poblacion.

7. El polimorfismo rs11615 T>C en el gen ERCC1 se asocial con la

respuesta complete patoldgica en esta poblacion.

8. El arbol de respuesta formado con los polimorfismos rs11942466 C>A
y rs11615 T>C permite clasificar a los pacientes en alta probabilidad
de respuesta (= 40%) en contraposicion a los pacientes sin

probabilidad de responder.
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Conclusions

Regarding the evaluation of the genetic variants in the EGFR pathway as
pharmacogenetic markers of response and/or survival, in metastatic colorectal
cancer patients treated with anti-EGFR therapies, the conclusions are the

following:

1. The KRAS LCS6 polymorphism is associated with the response in patients

treated with salvage irinotecan plus anti-EGFR therapies.

2. The KRAS LCS6 polymorphism does not influence the response to

treatment in patients treated exclusively with chemotherapy.

3. The rs11942466 C>A polymorphism in the AREG gene region is
associated with the disease control rate, progression-free and overall

survival in this population.

4. The rs9996584 C>T and rs13104811 A>G polymorphisms in the AREG
gene region are associated with the disease control rate. The rs9996584

C>T also correlates with overall survival in this population.

5. The rs712829 G>T polymorphism in the gene is associated with

progression-free and overall survival in this population.
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Conclusions

Regarding the evaluation as pharmacogenetic markers of genes within EGFR
pathway, DNA repair and fluoropyrimidine metabolism, in locally advanced
rectal cancer patients treated with preoperative chemoradiotherapy, the

conclusions are the following:

6. The rs11942466 C>A polymorphism located in the AREG gene region is

associated with a pathological complete response in this population.

7. The rs11615 T>C polymorphism in the ERCC1 gene is associated with a

pathological complete response in this population.

8. The response tree constructed with the rs11942466 C>A and rs11615

T>C polymorphisms allows to classify patients with a high probability of

response (= 40%) as opposed to patients with no probability of response
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