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BACKGROUND E RAZIONALE

La progressione di malattia del carcinoma del colon retto avanzato (mCRC) & un evento che coinvolge
I"acquisizione di numerose mutazioni genetiche che rendono la neoplasia resistente ad un determinato
trattamento chemioterapico. Gli agenti chemioterapici e soprattutto pil recentemente gli agenti a
bersaglio molecolare sono responsabili di una pressione selettiva nei confronti delle cellule neoplastiche
che portano ad un evoluzione clonale della malattia. Diverse sono le molecole che sono coinvolte nella
patogenesi e nella diffusione a distanza della neoplasia e che coinvolgono in particolar modo i processi
di proliferazione cellulare e della neoangiogenesi e della diffusione metastatica (BRAF, RAS, VEGF,
¢-KIT, VEGFR, FLT, FGFR, ¢-MET, RET, PIK3CA). La conoscenza dello stato mutazionale dei geni
coinvolli nel processo oncogenico € oggi di fondamentale imporlanza sia dal punto di vista predillivo di
risposta a determinati agenti a bersagiio molecolare che dal punto di vista prognostico. in particoiare nel
mCRC. la valutazione dello stato mutazionale di RAS (KRAS, NRAS) e BRAT rappresenta ad oggi il
momento fondamentale per ottimizzare la strategia terapeutica dei pazienti affetti da mCRC al fine di
ottenere i migliori risultati possibili con i nostri trattamenti. L assetto molecolare della neoplasia viene
routinariamente valutato sul pezzo chirurgico o su biopsia tissulale, anche se questo possiede delle
limitazioni dovute soprattutto alla difficoltosa ripetitivith e soggette a selezione spaziale. 1’ utilizzo dele
hiopsic liguide inoltre rappresenta una evoluzione fecnica che consente di ovviare a queste
problematiche e di monitorare nel corso del trattamento eventuali evoluzioni clonali. Regorafenib € un
agente tirosinchinasico multitarget la cui cfficacia ¢ stata dimostrata ncl mCRC a fallimento dei
trattamenti standard (Anti VEGF, Anti EGFR, 5-FU, Oxaliplatino, Irinotecan). La risposta a questo
trattamento non sembra influenzata dailo stato mutazionale di RAS. ma il suo meccanismo d azione
multitarget potrebbe selezionare particolari tipi di mutazioni che potrebbero influenzare una successiva
scella terapeutica.

STCOP0 DELLO STUDIO

L obiettivo di questo studio & di valutare se il trattamento con Regorafenib & in grado di selezionare
particolari tipi di mutazioni in due coorti separate di pazienti (RAS WT e RAS mutati) e come queste si
correlino con la prognosi. La valutazione ripetuta mediante la ricerca su plasma delle mutazioni sul
DNA tumorale circolante (¢tDNA) potrebbe permettere di intercettare particolari tipi di mutazioni
correlate significativamente con la sopravvivenza globale e/o la sopravvivenza libera da progressione al
fine di selezionare precocemente pazienti ds candidare a Regorafenib o ad altvo trattamento in
considerazione del tipo di mutazione. Altro obieftivo € la creazione di un modello in vitro utilizzando
ccllule di carcinoma del colon per valutare sc il trattamiento con regorafenib induce particolari tipi di
mutazioni di resistenza e se queste sono le stesse che compaiono con Puiilizzo di altri agenti multitarget
(Nintedanib) o altri agenti a bersaglio selettivo (come il Vemurafenib — anti BRAF).

FASI DELLA RICERCA

1) Arruolamento consecutivo di pazienti per cui € indicato i1l trattamento con Regoralenib e divisione
nelle due coorti (RAS WT ¢ RAS mut)

2) Valutazione della storia clinica e dell’assetto mutazionale di partenza (KRAS. NRAS, BRAF) su
tessuto



3) Inizio del trattamento con Regorafenib (4 cp/die da 40 mg — ogni ciclo ¢ costituito da 28 giorni di
terapia)

4) Al TO (arruolamento) ed ogni 28 giorni il paziente viene sottoposto a prelievo ematico per la
valutazione del ctDNA.

5) Valutazione del profilo mutazionale su ctDNA plasmatico per riscontro di eventuali differenze tra il
profilo mutazionale tissutale di partenza e quello ematico

6) Nel caso di mancata corrispondenza, verra valutato se il Regorafenib ¢ in grado di modificare I’assetto
mutazionale di partenza.

7) Correlazione con outcome maggiori (Overall survival, Progression free survival, Disease control
Rate, Response rate)

8) Verra inoltre creato un modello in vitro in cui le cellule di carcinoma colorettale RAS WT ¢ RAS mut
verranno sottoposte a Regorefenib e Nintedanib (altro agente multitarget con imminente indicazione nel
carcinoma colorettale), per valutare se verranno riscontrati profili mutazionali differenti. In questo caso
I’assetto mutazionale sara analizzato tramite NGS (Next generation Sequencing) utilizzando lo Ton
Ampliseq Colon and Lung Cancer panel per I'analisi contemporanea delle regioni target di 22 geni
coinvolti nel carcinoma colorettale (KRAS, EGFR, BRAF, PIK3CA, ERBB2, PTEN, NRAS, STK11,
MAP2K1, ALK, DDR2, CTNNBI1, MET, TP53, SMAD4, FBXW7, FGFR3, NOTCH1, ERBB4,
FGFR1, FGFR2). Se cio avvenisse in ugual misura e con le medesime modalitd con entrambi i
trattamenti cio sarebbe molto suggestivo di un sottostante meccanismo biologico dimostrandone quindi
un preciso nesso di causalita. Inoltre sara verificato se le cellule di carcinoma colorettale RAS mutate
sottoposte ad entrambi i trattamenti sono capaci di mutare il loro assetto genetico e superare la resistenza
agli agenti anti EGFR (Cetuximab e Panitumumab). Le stesse linee cellulari di carcinoma colorettale
verrano in seguito trattate con 'agente a bersaglio selettivo Vemurafenib (anti-BRAF) per dimostrare
che I'effetto sulla resistenza non sia dovuto all’azione degli agenti multitarget su un singolo bersaglio
(come BRAF) ma all’azione delle stesse molecole su piu target.

APPROCCIO METODOLOGICO

Estrazione del DNA libero circolante

Il sangue venoso intero (6-10 mL) sard raccolto da pazienti all’interno provette EDTA. Tutti i pazienti
forniranno il proprio consenso per la raccolta e I'analisi genetica. Il sangue intero sara centrifugato per
10 minuti a 1200g ed il supernatante plasmatico sara ulteriormente centrifugato per 10 minuti a 3000g.
L’estratto plasmatico sard conservato in provetle a -80°C fino al momento dell’utilizzo. 11 ctDNA sara
isolato usando il QIAmp circulating Nucleic Acid Kit (Quiagen) in accordo con il protocollo del
fornitore. Il DNA sara eluito in un tampone AVE e conservato a -80°C fino al suo utilizzo.

Droplet digital PCR Workflow

La Mix di reazione per I’analisi in ddPCR é composta da 2x Mastermix ddPCR (Bio-RAD) ¢ dai saggi
(sonde + primers) specifici per le mutazioni da ricercare. Tale miscela sara quindi caricata sul droplet
generator (Bio-RAD) insieme ad una soluzione oleosa (Bio-RAD) che consenta la produzione
dell’emulsione acqua-olio. Una volta prodotte le droplet all’interno delle apposite cartucce, I'emulsione
verra trasferita tramite pipetta multicanale in piastre da 96 pozzetti. La piastra sara termosaldata, posta
su un termociclatore convenzionale dove avverra I’amplificazione. Dopo la PCR, la piastra sara letta sul
sistema QX-200 (Bio-RAD). L’analisi dei dati del ddPCR sard eseguita con il software per analisi
QuantaSoft (Bio-RAD) che accompagna il lettore di gocce.



Analisi NGS

Questa metodica ci consente di valutare contemporancamente i seguenti geni (KRAS, EGFR, BRAF,
PIK3CA, ERBB2, PTEN, NRAS, STK11, MAP2KI, ALK, DDR2, CTNNBI, MET, TP53, SMAD4,
FBXW7, FGFR3, NOTCHI, ERBB4, FGFR1, FGFR2) coinvolti nel carcinoma colorettale. L analisi
verra fatta in PGM (Personal Genome Machine — Lifetechnologies) seguita da una opportuna analisi
bioinformatica.

Saggi Cellulari

Una linea cellulare di carcinoma colorettale, Caco2 cell line (RAS wild type) e 2 linee cellulari di
carcinoma colorettale SK-CO-1 e SW1116 (K-RAS mutata) verranno coltivate in terreno DMEM-F12
(Life Technologies) supplementato di FBS al 10% e Pen/Strep 1%. Le suddette linee cellulari verranno
trattate, separatamente, con Regorafenib e Nintedanib per un tempo prolungato al fine dell’acquisizione
della resistenza al farmaco. Ai fini dei trattamenti farmacologici verranno effettuati dei test di vitalita
cellulare tramite il saggio MTT. 8x10° cellule verranno piastrate in multiwell da 96 pozzetti e trattate
per 24, 48 e 72h a concentrazioni crescenti del farmaco (10 nM, 100 nM, | pM, 10 uM). Terminato il
tempo di incubazione le cellule saranno incubate per 4h a 37°C con 10 pl di MTT e I’assorbanza
successivamente letta a 590 nm.

Per studiare la proliferazione cellulare verranno costruite delle curve di crescita attraverso conta
cellulare effettuata mediante una camera di Burker.

Per valutarne la vitalita, le cellule verranno messe in coltura in piastre da 96 pozzetti e si utilizzera un
saggio colorimetrico MTT (CellTiter 96@® AQueous One Solution Cell Proliferation) contenente i Sali
di Tetrazolio ¢ la Fenazina Etansolfato che, in presenza della Deidrogenasi Mitocondriale, daranno
origine al Formanzano, composto color porpora solubile nel terreno di coltura. La lettura
spettrofotometrica del mezzo di coltura a 490nm rendera evidenti le cellule metabolicamente attive. |
risultati potranno essere confermati attraverso un saggio di vitalita con il Trypan Blue che sfrutta il
principio secondo cui le cellule non vitali assorbono il colorante e si colorano in blu mentre le cellule
vitali rimangono bianche. In questo caso le cellule vitali e le non vitali potranno essere discriminate ¢
contate mediante camera di Burker.

Le capacita invasive delle suddette linee cellulari saranno valutate tramite saggio di invasivita cellulare
seminando le cellule in piccoli cestelli il cui fondo & costituito da una membrana semipermeabile coattata
sul lato interno con matrigel. Questi cestelli saranno posizionati in piastre da 24 pozzetti in presenza di
FBS ed incubate per 48 h. Le cellule in grado di invadere il gel ed oltrepassare la membrana verranno a
questo punto colorate e contate al microscopio.

Considerazioni Statistiche

[ confronti tra i dati per variabili categoriali e nominali verranno effettuati mediante I’utilizzo del test di
Fisher e del Chi quadro.

Lao studio delle relazioni tra le mutazioni geniche e gli endpoint di sopravvivenza (OS, PFS, DCR, RR)
al fine di valutarne un potenziale ruolo predittivo, verra effettuato mediante il log rank test.
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Work Package 1| raccolta dei campioni (tessuto e plasma)
Work Package 2 | genotipizzazione tumorale e caratterizzazione del ctDNA con la NGS
'\}V_makgg?g_ analisi delle gocce con I'analisi digital PCR

Work Package 4| analisi bioinformatica

Work Package 5| analisi dei dati

stabilizzazione delle colture e svilupo del modello delle resistenze cellulari
Word Package 7| trattamenti e test biologici

Word Package 8| analisi dei dati
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