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ALLEGATO 2
Plane of PR
resection Definition Implication T
Total mesorectal Mesorectal Smooth CRM, no Good
excision (anterior fascia defects deeper than  prognosis
resection or 5 mm, intact
abdomino-perineal mesorectum
resection)
Intramesorectal  Irregular mesorectal  Intermediate
plane surface, moderate prognosis
bulk to the
mesorectum
Muscularis Defects down onto  Poor
propria plane the muscularis prognosis
propria, very
irregular CRM
Sphincter evaluation QOutside levator  Cylindrical specimen, Good
{abdomino-perineal plane with en bloc prognosis
resection) resection of levators
Sphincter plane CRM on the surface  Intermediate
of the intact prognosis
sphincteric muscular
tube
Intramuscular/  Perforation or Poor
submucosa missing areas of prognosis
plane muscle
Colon resections Mesocolic plane Intact mesocolon Good
prognosis
Intramesocolic  Significant mesocolic  Intermediate
plane defects that do not  prognosis
reveal the muscularis
propria
Muscularis Significant and Poor
propria plane extensive defects prognosis

that expose areas of
the muscularis
propria

CRM, Circumferential resection margin.
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Mucosa
Muscularis propria
Distance of
extramural spread
beyond muscularis
propria in mm
I in mm of primary

N 4 sod ———_ ¥ _— tumouws, extramural

; or nodal deposit or
resection margin tumour in vessel,

whichever is closest



ALLEGA\FFO Ci Dgr n. del

ALLEGATO 4

Pathologic Staging (pTNM) (Note AD

TNM Descriptors (required only if applicable) (select all that apply)
__ m (multiple pnmary tumers)

___ T (recurrent)

____ v {post-treatment)

Primary Tumor (pT)

___ pTX: Cannot be assessed

___ pT0: No evidence of primary tumor

___pTis: Carcinoma in sitw, intraepithehial (no invasion)

__pTis: Carcinoma in situ, invasion of lamina propria

___pT1: Tumor invades submucosa

__ pT2: Tumor mvades musculans propria

__ pT3: Tumor mnvades through the musculans propria mto pencolorectal tissues
___pTda: Tumor penetrates the visceral peritoneum

_ pT4b: Tumeor directly invades or 1s adherent to other organs or struchures

Regional Lymph Nodes (pN)

___ pNX: Cannot be assessed

__ pNO: No regronal lymph node metastasis

___pNla Metastasis in 1 rezional lymph node

___ pN1b- Metastasis nn 2 to 3 regional lymph nodes

__ pNlc: Tumor deposit(s) in the subserosa, or non-penitonealized pericolic or perirectal tissues without
rezional l[ymph nede metastasis

___ pN2a: Metastasis in 4 to 6 regional lymph nodes

___pN2b: Metastasis in 7 or more regional lymph nodes

___Nonodes submitted or found

Distant Metastasis (pM)
__ Not applicable

__ pM1: Distant metastasis
*Specify site(s):
__ pMla: Metastasis to single organ or site (eg, liver. lung. ovary. nonregional lymph node)
___ pMIb: Metastasis to more than one organ‘site or to the pentoneum

TNM Stage Groupings

Stage 0 Tis NO M0=

Stage I T1 NOMO
T2 NOMO

Stage ITA T3 NO MO

Stage IIB T4a NO MO T1-T2 N2b MO

Stage IIC T4b NO MO Stage IIIC T4a N2a MO

Stage ITA T1-T2 N1 MO T3-T4a N2b MO
T1 N2a Mo T4b N1-N2 MO

Stage B T3.-T4a N1 M0 Stage IVA Any T Any N Mla
T2-T3N2aMoO Stage IVB Any T Any N Ml1b

Per I’inserimento delle codifiche SNOMED si rimanda al NAP
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PARTE SESTA
(referente dott. Duilio Della Libera)

ANALISI IMMUNOISTOCHIMICHE E MOLECOLARI FINALIZZATE AL-
LA CARATTERIZZAZIONE PROGNOSTICO-PREDITTIVA E ALLA RI-
CERCA DELLE FORME EREDITARIE DEL CARCINOMA DEL COLON
RETTO (CCR)

Nella comune pratica clinica le indagini molecolari ritenute al momento fondamentali nella scelta
del trattamento medico del CCR in quanto test predittivi di risposta ai farmaci a bersaglio molecola-
re con valenza prognostica utile nella pianificazione della strategia terapeutica individuale sono co-
stituite dall'analisi mutazionale dell’oncogene RAS (KRAS e NRAS). Tale analisi, in accordo con le
raccomandazioni AIOM, trova attualmente indicazione nei soggetti con carcinoma del colon-retto
candidati a trattamento in I° linea o in linee successive con farmaci anti-EGFR. Nelle prime fasi
diagnostiche puod risultare utile la valutazione molecolare a scopo prognostico dello stato di BRAF e
dei geni del Mismatch Repair (MMR) con metodiche immunoistochimiche (espressione immunoi-
sochimica delle proteine V60OE ¢ del Mismatch Repair) riservando le analisi mutazionali molecola-
ri a un livello successivo.

Fig.1

Carcinoma del Colon Retto : Reflex test

1. Analisi mutazionale dell’oncogene RAS ( KRAS e NRAS )

2. Analisi geni del Mismatch Repair { MMR ) con metodiche

immunoistochimiche ( espressione delle proteine del
Mismatch Repair : MLH1, PMS2, MSH2, MSHS8)

3. Analisi gene BRAF con metodiche .jmmungistechimiche
( espressione della proteina V600E )

L

In generale il profiling molecolare del CCR dovrebbe costituire una parte integrante della procedura

diagnostica anatomo-patologica e comprendere le seguenti informazioni:

- L’identificazione del paziente e del medico/struttura che ha richiesto 1’analisi.

- L’identificazione del campione utilizzato per I’analisi.

- La descrizione macroscopica inclusa la definizione della percentuale di cellule tumorali presenti
nel campione, I’eventuale dissezione eseguita, con riferimento dell’anatomo-patologo responsa-
bile.

- La metodica impiegata per I’esecuzione dell’analisi molecolare con riferimento alla sensibilita
del metodo, agli esoni/codoni o le specifiche mutazioni sottoposte ad analisi.

- I risultati del test, con specificazione del tipo di mutazione eventualmente rilevata con
I’indicazione del responsabile della esecuzione del test molecolare.
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Per quanto attiene alla preparazione dei campioni biologici da esaminare, le metodiche di estrazione
¢ di analisi mutazionale del DNA si rinvia alle “Raccomandazioni AIOM e SIAPEC-IAP per la va-
lutazione delle mutazioni di Ras nel carcinoma del colon-retto (2015)”.

E’ auspicabile e raccomandato ’adesione ai programmi di controllo della qualitd patrocinati
dall’ ATOM-SIAPEC per certificare i laboratori che effettuano analisi mutazionale del gene R AS.
Per contrarre i tempi di refertazione molecolare (a garanzia di una rapida inclusione dei pazienti in
adeguati percorsi terapeutici) pud essere opportuno iniziare la caratterizzazione mutazionale per i
geni KRAS e NRAS, la determinazione immunoistochimica per il gene BRAF ¢ le proteine del
MMR parallelamente alla valutazione isto-morfologica come reflex test (Fig 1).

Mutazioni di ras nel carcinoma del colon retto (ccr)

Mutazioni dei gene KRAS e NRAS sono in genere riscontrate in circa il 40-50% dei carcinomi del
colon retto e sono predittive di una resistenza al trattamento con farmaci anti-EGFR. Sulla base di
questi risultati, AIFA ha ristretto I’impiego di Panitumumab e di Cetuximab ai soli pazienti RAS
wild type (assenza di mutazioni nei codoni 12, 13 dell’esone 2, dei codoni 59, 61 dell’esone 3, e dei
codoni 117,146 dell’esone 4 di KRAS e NRAS). L’analisi mutazionale dei geni KRAS ed NRAS
dovrebbe essere eseguita su richiesta dell’oncologo medico in base delle indicazioni dell’ AIFA
(Agenzia Italiana del Farmaco) per I’utilizzo nel CRC metastatico degli anticorpi monoclonali anti-
EGFR. L’analisi dei geni RAS trova attualmente indicazione nei pazienti con carcinoma del colon-
retto metastatico per i quali ¢ indicato un trattamento in I linea o in linee successive con un regime
di terapia contenente un anticorpo monoclonale anti-EGFR. L’analisi mutazionale di KRAS ed
NRAS pud essere condotta con diverse metodiche e deve riguardare almeno i codoni 12, 13, 59, 61,
117 e 146 di entrambi i geni. In considerazione dell’alta concordanza fra le mutazioni riscontrate
nei carcinomi primitivi e nelle corrispondenti metastasi epatiche, la determinazione dello stato
mutazionale di RAS pud essere effettuata indifferentemente su tessuto tumorale primitivo o
metastatico. Per quanto attiene invece le metastasi linfonodali, visto il riscontro di un tasso di
discordanza di circa il 25% tra stato mutazionale di RAS del tumore primitivo e delle metastasi
linfonodali, queste ultime non dovrebbero pertanto essere utilizzate in prima istanza se il tessuto del
tumore primitivo ¢ disponibile.

Non vi sono controindicazionii di eseguire contestualmente all’esame istopatologico le analisi mu-
tazionali dei geni KRAS ed NRAS (reflex test) al fine di ridurre e ottimizzare i tempi di refertazione
¢ definizione terapeutica.

Studio del mismatch repair del DNA

11 15% circa dei carcinomi colo-rettali (CCR) si caratterizzano per una particolare alterazione gene-
tica denominata instabilita dei microsatelliti (elevata MSI-H), causata da un’anomala funzione del
sistema di riparazione del DNA mismatch repair (MMR). T due terzi dei CCR con MSI-H sono spo-
radici, presentano la metilazione somatica biallelica del promoter di MLHI, e si sviluppano secondo
la VIA CpG island methylator (CIMP). I rimanenti CCR con clevata instabilitd microsatellitare
(MSI-H ) sono ereditari ( Sindrome di Linch ) e derivano da mutazioni germline di uno dei geni del
MMR (MLHI1, MSH2, ¢ pil raramente MSH6 ¢ PMS2) con inattivazione somatica del secondo al-
lele. L’inattivazione genetica germline o epigenetica dei geni del MMR si associa generalmente a
perdita di espressione della corrispondente proteina e del corrispondente partner eterodimerico
(MLHI con PMS2 e MSH2 con MSH6).

Le proteine del mismatch repair (MMR) sono un gruppo di enzimi nucleari preposti alla correzione
e riparazione degli errori (base-base mismatch) che si verificano durante la replicazione del DNA.
Le proteine tendono a formare dei complessi di eterodimeri che legandosi alle aree di DNA alterato
ne provocano la rimozione. La perdita delle proteine del MMR comporta un accumulo di errori re-
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plicativi nel DNA delle cellule proliferanti, fenomeno piu’ evidente in quelle aree genomiche cg}at- wm >

terizzate da brevi e ripetitive sequenze nucleotidiche (instabilita’ microsatellitare / MSI). La perdltah
delle funzione delle proteine del MMR si correla generalmente ad un alto grado di instabilita’ mi-
crosatellitare (MSI-H). La stessa funzione viene generalmente mantenuta in caso di bassa (MSI-L) o
nulla (MSS) instabilitd microsatellitare. Sono stati identificati nove geni con funzioni correlate al
MMR, cinque dei quali con particolare interesse clinico in quanto correlati allo sviluppo della Sin-
drome di Linch (Carcinoma Colo-rettale ereditario non polifonico / HNPCC): MLH1 (49%), PMSI
(0.3%), PMS2 (2%), MSH2 (38%), and MSH6 (9%). Nella formazione degli eterodimeri, MLH 1
tende a legarsi con PMS2, PMS1 o MLH3 ¢ MSH2 con MSH6.

Lo studio immunoistochimico delle proteine del MMR costituisce un metodo rapido e affidabile di
screening della funzionalita’ del sistema del mismatch repair con una sensibilita’ pari al 90% e una
specificita’ vicina al 100% (valori inferiori in caso di mutazioni del gene MLHI). Perdita
dell’espressione delle proteine MLH1 ¢ MSH2 si verifica in oltre il 90% di neoplasie con elevata
instabilita’ microsatellitare (MSI-H). Lo studio immunoistochimico dell’espressione delle proteine
del MMR deve comprendere un adeguato controllo interno (tessuto non neoplastico/mucosa colica
normale).

Le alterazioni dei partner obbligatori (MSH2 e MLH1) comportano degradazione € quindi perdita di
espressione anche del corrispettivo partner secondario, mentre le mutazioni dei partner secondari (
MSH6 ¢ PMS2 ) sono caratterizzate da perdita selettiva della sola espressione di MSH6 o PMS2.,
Pertanto ’analisi immunoistochimica dell’espressione delle proteine del MMR consente di identi-

....

Assente espressione di
MSH2

Mutazione germline MSH2

Mutazione germline EPCAM

ciarsi a mancata espressione
ICC di MLHI1

L’assente espressione 1CC
della sola proteina PMS2
puo’ essere espressione di
mutazione  germline  di
MLHI

Forte probabilita’ di muta-
zione dei geni MSH2 o
EPCAM

Silenziamento epiqgenetico
gene MSH2

Icc Interpretazione Commenti Approfondimenti
Assente espressione di | Mutazione germline MLH1 Silenziamento epiqgenetico | Analisi mutazionale gene
MLH1 Ipermetilazione promoter | del gene MLHI per iperme- | MLH1
MLHI tilazione del suo promoter | Analisi mediazione promoter
MLH1
Analisi BRAF V600E
Assente espressione di | Mutazione germline MLH1 Espressione ICC di| Analisi mutazionale gene
MLHI1 e PMS2 Ipermetilazione promoter PMS2 assente in caso | MLH1
MLH1 di mutazione di MLH1 | Analisi mediazione promoter
(dimero MLLH1/PMS2 ) | MLH1
Mutazione germline di | Analisi BRAF V600E
PMS2 rara
Assente espressione di | Mutazione germline PMS2 Mutazioni  germline  di | Analisi mutazionale gene
PMS2 Mutazione germline MLH1 PMS2 possono non asso- | PMS2

Analisi mutazionale gene
MLHI1 se il gene PMS2 non
¢’ mutato

Analisi
MSH2
Analisi mutazionale gene
EPCAM se il gene MSH2
non €’ mutato

mutazionale gene
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Approfondimenti

Assente espressione di
MSH6

Mutazione germline MSH2
Mutazione germline MSH6

guito di una mutazione di
PMS2

La proteina MSH2 puo di-

merizzarsi con altri partner
oltre a MSH6. La mutazione
di MSH6 provoca la manca-
ta espressione ICC solo di

ICC Interpretazione Commenti
Assente espressione di Mutazione germline MSH2 Le proteine MSH2 ¢ MSH6 | Analisi mutazionale gene
MSH2 e MSH6 Mutazione germline EPCAM formano un dimero e spesso | MSH2

Mutazione germline MSH6 MSHG6 non ¢’ espressa a se- | Analisi mutazionale gene

EPCAM / MSHS6 se il gene
MSH2 non e’ mutato

Analisi
MSH6
Analisi mutazionale gene
MSH?2 se il gene MSH6 non
€’ mutato

mutazionale gene

MSH6

Normale espressione

Non Sindrome di Linch La normale espressione ICC | Correlazione con
ICC di tutte le proteine | Possibile mutazione germline | delle proteine del MMR non | instabilita’ microsatellitare
del MMR non senso in uno dei geni del | esclude la S.di Linch. Mu- | econ criteri clinico-
MMR tazioni non senso possono | anamnestici

esitare in proteine intatte ma
non tunzionanti

Lo status del sistema MMR sembra costituire un fattore prognostico indipendente nel carcinoma
colo-rettale. Forme di CCR in stadio II e III con instabilita’ microsatellitare (MSI) sembrano avere
tassi di sopravvivenza maggiori rispetto a forme analoghe MSS e una minor responsivita’ a
trattamenti chemioterapici adiuvanti con composti a base di 5 fluoro-uracile. Inoltre lo stato del
MMR ¢ essenziale nell'iter diagnostico per l'identificazione delle forme ereditarie associate alla
sindrome di Lynch. Per tale motivo se ne consiglia la valutazione quanto piu estesa possibile.

Mutazioni di BRAF nel carcinoma del colon retto

L’oncogene BRAF codifica una serina/treonina chinasi che agisce a valle del KRAS nella via
MAPK. L’azione del BRAF si esplica attivando una chinasi (mitogen activated protein kinase
kinase / MAPKK o MEK) che porta alla proliferazione cellulare. In oltre il 90% dei casi la
mutazione dell’oncogene riguarda lo scambio Timidina/Adenina al nucleotide 1799 nel domain
della chinasi (mutazione V600E) con sostituzione valina/glutammina, attivazione di MEK e una
incontrollata proliferazione cellulare EGFR indipendente. Nel CRC le mutazioni KRAS/NRAS e
BRAF sono mutuamente esclusive.

Mutazioni di BRAF sono presenti in circa il 10% dei pazienti con carcinoma del colon retto (CCR),
sono correlate ad una prognosi sfavorevole della malattia e sembrano rispondere in misura minore a
terapie con farmaci anti-EGFR associandosi spesso a condizioni di instabilita microsatellitare
(MSI). Le mutazioni di BRAF, al pari delle neoplasie con MSI, prevalgono nei soggetti di eta
avanzata, di sesso femminile localizzandosi preferibilmente nel colon prossimale. Tali forme inoltre
presentano una certa predilezione a metastatizzare in sedi non tipiche, peritoneo e linfonodi a
distanza, con un minor numero di metastasi polmonari.

Forme sporadiche di CCR con elevata instabilita microsatellitare (MSI-H) e assente espressione
immunoistochimica per la proteina MLH1 del MMR presentano frequentemente una mutazione
V600E del gene BRAF (reazione ICC positiva per V60OE) a differenza delle forme di CCR
correlate alla Sindrome di Linch wild type per BRAF (Fig.2 reazione ICC negativa per V600E).
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Fig. 2
MSI-H / MLH1 -
BRAF ( V60OE) BRAF ( V60OE)
=+ -
CCR SPORADICO CCR S. di LINCH

Un ulteriore utilizzo della reazione ICC per la ricerca della proteina V60OE risiede nello screening
delle lesioni serrate. La mutazione V60OE del gene BRAF costituisce infatti un marcatore specifico
della via serrata nella carcinogenesi del CCR. Non ¢’ presente nei convenzionali adenomi, ne’ nei
polipi iperplastici tipici € compare nelle lesioni serrate a partire dalla forma microvescicolare del
polipo iperplastico connotando un particolare rischio di progressione maligna lungo la via serrata.

Farmacogenomica

L'utilizzo chemioterapico di farmaci citotossici nella terapia medica del CCR comporta talora
problemi legati all’efficacia terapeutica del composto utilizzato e alla sua tossicitd. Tali farmaci
infatti sono caratterizzati da un complesso metabolismo che prevede attivita enzimatiche specifiche
il cui deficit si traduce generalmente in una riduzione della compliance terapeutica con conseguente
accumulo della sostanza attiva o dei suoi metaboliti con comparsa di una indesiderata tossicita’.

Le maggiori problematiche sono connesse alla terapia con fluoropirimidine e irinotecano. Puo
essere indicato in casi selezionati (valutazione preterapeutica di casi con elevato il rapporto
rischio/beneficio in base alle particolari carattestiche cliniche o in corso di terapia cola comparsa di
fenomeni inattesi di tossicita’ o tossicita gastrointestinale di grado >3 o ematologica di grado 4) lo
studio della diidropirimidina deidrogenasi (DPD), enzima del metabolismo delle fluoropirimidine, e
I’uridina-glucuronosil-transferasi (UGT) del metabolismo epatico dell’irinotecano.

Classificazione molecolare del carcinoma del colon-retto

Il carcinoma del colon-retto (CCR) & contraddistinto da specifiche alterazioni molecolari a carico di

numerosi geni oncosoppressori € oncogeni che complessivamente determinano la trasformazione

neoplastica da un normale epitelio colico all’adenocarcinoma invasivo con il tramite di lesioni
intermedie (precursori).

Circa il 70-80% dei casi di CRC sono di tipo sporadico ¢ si caratterizzano per un lungo processo di

trasformazione multifattoriale con il graduale accumulo di mutazioni somatiche multiple (instabilita

cromosomica - CIN) che si associa a gravi anomalie geniche (delezioni ed inserzioni, attivazione di

proto-oncogeni, inattivazione di geni tumore soppressore) precocemente a carico del gene APC e

tardivamente del gene P53. I rimanenti casi di CRC sono correlati ad una predisposizione famigliare

o ereditaria ad ammalare di neoplasia colica con riferimento a particolari sindromi genetiche, come

la poliposi adenomatosa familiare, associata (FAP) a mutazioni del gene APC (adenomatous

polyposis coli), ed il carcinoma del colon-retto ereditario non-poliposico nella sindrome di Linch,
caratterizzato da mutazioni germinali dei geni mismatch repair (MMR

Nel processo della cancerogenesi del CCR sono note almeno tre vie molecolari (Fig 3):

1. Via dell’instabilita cromosomica (CIN) o “APC pathway” caratterizzata dall’attivazione di
oncogeni e inattivazione di geni tumore soppressore con forme sporadiche di CCR o ereditarie
(FAP). Le forme sporadiche di CCR presentano precoci mutazioni somatiche bialleliche del gene
tumore soppressore APC in oltre 1’80% dei casi e le forme ereditarie FAP mutazioni geminali
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dello stesso gene. [ casi di CCR sporadico prive di mutazioni somatiche del gene APC si ™YY
caratterizzano per mutazioni del gene codificante la beta-catenina, proteina coinvolta nell a stessa
cascata di segnali la via Wnt (Wingless type) APC correlata. In oltre il 50% dei casi le forme
sporadiche di CCR presentano una mutazione dell’oncogene RAS (generalmente KRAS e meno
frequentemente  NRAS) che compare precocemente nel processo della cancerogenesi
dell’adenocarcinoma colico (presente in oltre la meta’ degli adenomi colici di dimensioni
superiori a 1 cm).

2. Via della disfunzione del sistema del mismatch repair del DNA caratterizzata da due fenomeni
principali. Il primo correlato alle forme ereditarie di CCR nell’ambito della Sindrome di Linch,
prevede una o piu’ mutazioni germline a carico dei geni del mismatch repair del DNA che si
associa in modo caratteristico all’accumulo ripetuto di brevi sequenze nucleotidiche, i
microsatelliti, definendo il fenomeno dell’instabilita microsatellitare (MSI). L’instabilita
microsatellitare non e’ presente in modo esclusivo nella Sindrome di Linch essendo presente
anche nel 15% delle forme sporadiche di CCR. In questi casi |’instabilitd microsatellitare non
deriva da una mutazione dei geni del MMR ma rappresenta un fenomeno epigenetico con
’ipermetilazione del promoter di un gene del MMR, generalmente MLH1, che comporta il
silenziamento trascrizionale dell’espressione del gene ipermetilato.

3. Via dell’ipermetilazione o metilazione aberrante del DNA (CIMP). La trascrizione dei geni ¢
regolata da cosiddette sequenze promotrici che regolano il legame dei fattori di trascrizione al
gene di interesse. La metilazione delle sequenze promotrici € un fine meccanismo di regolazione
della trascrizione genica, in quanto altera la capacita dei fattori di trascrizione di legarsi ad esse e
promuovere la trascrizione. Questa via di cancerogenesi prevede I’ipermetilazione di particolari
sequenze nucleotidiche, le cd isole CpG (CIMP) dei promotori di molti geni coinvolti nella
genesi del CRC. Le isole di CpG sono segmenti di DNA (di almeno 0.5 kb) con un alto rapporto
G:C e elevato contenuto CpG, spesso localizzate nelle regioni promoter o nelle sequenze
terminali-5° dei geni. Il 90% delle isole CpG delle regioni promoter sono in condizioni normali
non metilate. Il verificarsi di una condizione di ipermetilazione altera il legame fra il DNA e le
proteine istoniche con il concorso di un enzima, la istone-deacitelasi e trasforma la struttura
cromatinica delle regioni del promoter in una struttura chiusa, inaccessibile ai fattori di
trascrizione con il risultato dell’inattivazione genica. In queste condizioni I’ipermetilazione delle
isole CpG del promoter rappresenta un meccanismo alternativo alla mutazione genica per
I’inattivazione di geni tumore soppressore nei tumori umani. Nel caso del CCR sono coinvolti i
geni del MMR con una instabilita microsatellitare (MSI) su base epigenetica. Le forme
sporadiche di CCR CIMP+ con instabilita microsatellitare (MSI-H) generalmente non presentano
mutazione a carico dei geni RAS ma mutazioni del gene BRAF e costituiscono un sottogruppo di
neoplasie correlate alla cancerogenesi lungo la via delle lesioni serrate.
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I geni del Mismatch Repair (MMR) sono preposti al controllo e alla riparazione degli errori che si
verificano durante il processo di replicazione del DNA (MLH1, MSH2, PMS2 ¢ MSHS6). In circa il
15 dei casi di CCR si verifica la perdita di espressione del prodotto genico del sistema MMR dovuto
generalmente ad alterazioni epigenetiche che silenziano I’espressione genica (generalmente
ipermetilazione del promoter di entrambi gli alleni del gene MLH1) e in minor misura da mutazioni
germline a carico di uno o piu’ di questi geni sono alla base della Sindrome di Linch (SL). Esistono
due possibili varianti legate la prima, Sindrome Linch like, alla presenza di instabilita
microsatellitare (MSI) con anomala espressione di una proteina del MMR dovuta né a mutazione
germline, n¢ a ipermetilazione del promoter ma a una mutazione somatica acquisita bilancia di un
gene del sistema MMR. La seconda variante, Sindrome famigliare del carcinoma colo-rettale Tipo
X (FCCTX) pur soddisfando i criteri di Amsterdam, si differenzia dalla SL per l’assenza di
anomalie o mutazioni del sistema MMR e dall’assenza di rischio di sviluppare neoplasie
extracoliche. Un’ultima variante riguarda la Sindrome di Linch soprattutto nelle forme con tumori
extracolici in generale e endometriali in particolare. In questi casi il gene MSH2 del MMR viene
silenziato in maniera epigenetica da una ampia delezione che interessa il gene contiguo EpCAM. La
conseguenza del funzionamento anomalo del sistema del Mismatch Repair (MMR) oltre al
verificarsi di ripetuti errori replicativi del DNA & data dall’accumulo di corte sequenze anomale di
nucleotidi chiamate microsatelliti che tendono ad accumularsi nelle regioni promoter dei geni che
controllano la crescita cellulare, rendendoli vulnerabili a mutazioni. Questo fenomeno prende il
nome di Instabilita Microsatellitare (MSI) e costituisce la “footprint” biologica del funzionamento
anomalo del MMR.
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L’Instabilitd Microsatellitare (MS) viene valutata testando i loci specifici con un panel di sequenze
mono-dinucleotidiche; I’instabilita microsatellitare viene definita alta (MSI-H) quando presente in
oltre il 40% dei loci e bassa (MSI-L) quando inferiore al 40%. Se assente si parla di Instabilita
Microsatellitare assente (MSS).

Le neoplasie correlate alla Sindrome di Linch e al 15% delle forme sporadiche di CCR presentano
un condizione di elevata instabilita microsatellitare (MSI-H). Queste varianti di adenocarcinoma
tendono ad avere caratteristiche anatomo-cliniche particolari: prevalenza nel colon destro, grading
elevato, prevalente componente mucinosa, ricco infiltrato linfocitaria intratumorale e lunga
sopravvivenza.

Per quanto riguarda le neoplasie con bassa instabilitd microsatellitare (MSI-L), a differenza delle
forme MSI-H, non sono generalmente associate a difetti del sistema MMR (mutazione germline o
ipermetilazione promoter gene MLHI1). In una bassa percentuale di casi si associano a perdita di
espressione del gene MSH3 del sistema MMR che costituisce un elemento prognostico negativo. In
una buona percentuale di casi si associa a metilazione del promoter del gene O-6 Metilguanina
DNA metiltransferasi (MGMT) con instabilita del MMR di tipo MSI-L. La metilazione di MGMT
rara nella sindrome di Linch e’ presente in un’elevata percentuale di casi di lesioni serrate (25%
adenomi serrati sessili, 78% adenomi serrati dislessici, 50% adenocarcinomi serrati) e suggerisce un
ruolo della MSI-L nella via CIMP/Serrata della cancerogenesi del CCR.

» Sindromi di predisposizione ereditaria al carcinoma del colon-retto

[l 5% circa dei casi di carcinoma del colon-retto € portatore di alterazioni genetiche predisponenti

allo sviluppo della neoplasia. Da una parte le forme non poliposiche che si riferiscono

principalmente alla sindrome di Lynch (HNPCC / Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer),

dall’altra le forme poliposiche ( Adenomatosi famigliare classica/ FAP o attenuata/AFAP, poliposi

associata a mutazione MutYH / MAP).

Non esiste un accordo universale sugli elementi diagnostici minimi utili a identificare pazienti

portatori di mutazioni associate a sindromi conosciute da avviare alla consulenza oncogenetica.

Tuttavia sulla base delle linee guida di Amsterdam e Bethesda si suggerisce di considerare alcuni

elementi clinici di sospetto sulla base delle caratteristiche della neoplasia e sull’anamnesi

oncologica del paziente e della sua famiglia:

- neoplasia con elevata instabilita microsatellitare ( MSI ) ad alto grado di malignita, fenotipo
mucinoso o a cellule ad anello con castone, con infiltrato linfocitario tumorale Crohn like.

- neoplasie con elevata instabilita microsatellitare ( MSI ) con mancata espressione
immunoistochimica di una o piu proteine del Mismatch Repair (MMR )

- eta inferiore ai 50 anni

- neoplasie del colon prossimale

- neoplasie multiple , sincrone o metacrone nello stesso paziente

- neoplasie utero-ovariche, pelvi-ureterale, del pancreas, stomaco e prostata in eta inferiore ai 50
anni

- polipi/poliposi associata al carcinoma colo-rettale

- piu casi di neoplasia nello stesso gruppo parentale di I/IT grado ( materno e paterno )

- presenza in famiglia di almeno un caso di neoplasia in eta inferiore ai 50 anni

Per quanto attiene alla sindrome di Lynch i dati della letteratura consigliano di eseguire un test di

screening con la valutazione immunoistochimica delle proteine del MMR eventualmente seguita

dalla valutazione della instabilita microsatellitare su tutti i campioni di tumore (Fig.4). In caso di

instabilitd dei microsatelliti (MSI) o immunoistochinica con mancata espressione delle proteine

codificate dai geni del Mismatch Repair (MMR) vi ¢ indicazione della ricerca della mutazione

ereditaria su campione di sangue dei geni del MMR (MLHI1, PMS2, MSH2, MSHS6). In caso di

riscontro di mutazione, ¢ in carico al genetista I’inquadramento clinico del paziente ¢, sulla base

della storia famigliare, della componene parentale del paziente.
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Fig 4

Absant BRAF
Loss ot mutation (and/or
°‘h‘" MMR MLH1 pmm

1 = MSI (microsateliite instability testing) is an
alternative to immunohistochemistry testing

Per I casi di poliposi deve essere ricercata una mutazione ereditaria su campione di sangue dei geni
APC, MutYH.
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