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TagMan real-time PCR e farmaco resistenza dell’ldnpy

INTRODUZIONE:

L’Helicobacter pylori € un batterio spiraliforme emaerofilo, che
colonizza lo stomaco delluomo. Esso é stato riseiwdo come la
principale causa della gastrite cronica e comeattiore determinante
nella patogenesi dell’'ulcera paptica e del canastrico, cosi come
nella patogenesi del MALT linfoma (linfoma del tess linfoide
associato alla mucosa). Molti studi hanno dimostranche
un’associazione tra I'H.pylori e patologie extrasggche, ad esempio
I'artrite reumatoide (1) e alcune patologie cardissolari (2). E’ stato
ampiamente dimostrato che tutti i soggetti con nalcgastrica o
duodenale e infezione da H.pylori devono esserlttatracon agenti
anti-microbici, poiché I'eradicazione di H.pylorausa la regressione
dell'ulcera (3). Linfezione da H.pylori pu0 essetmttata con una
combinazione di inibitori della pompa protonica R)Pe antibiotici.
Claritromicina, amoxicillina, metronidazolo e tefi@dina sono spesso
inclusi nei regimi di triplice o quadruplice terapiutilizzati per
eradicare I' H.pylori. L'efficienza di questi reginterapeutici puo
essere compromessa dall'instaurarsi della farmesistenza
(nell’ultimo decennio infatti i tassi d’eradicazerhanno subito un
evidente calo) la cui causa predominante sembiereets resistenza
alla claritromicina, essendo questo il farmaco dinp scelta per il
trattamento dell'infezione da H.pylori.

La claritromicina appartiene alla classe dei magrothe legano la
subunita 50S del ribosoma batterico e impediscargirtesi proteica.
La resistenza a questo farmaco & dovuta sopratwttoutazioni
puntiformi nella regione peptidil-trasferasica d&NA 23S, che
impediscono il legame del farmaco al ribosoma biatie Nel genoma
dell’'H.pylori, il gene del rRNA 23S e presente imptice copia, ben 8
mutazioni nella regione peptidil-trasferasica (A2G, G2141A,



A2142G, A2142C, A2142T, A2143G, A2143C e T21820)csastate
associate alla resistenza alla claritromicina (8). € comunque
osservato che la maggior parte dei casi di resiatgrimaria alla
claritromicina e dovuta a tre mutazioni (A2142C 142G e A2143G),
che sono state correlate con diversi valori di M{@inima
concentrazione inibente) in vitro (5,6,7,8).

La resistenza alla claritromicina € spesso coaedatross-resistenza
con altri macrolidi, in particolare si € osservatoe le mutazioni
A2142G e A2142C causano un alto grado di resistenzaitti i
macrolidi, mentre la mutazione A2143G porta ad ito grado di
resistenza all’eritromicina e ad un livello intemhiee di resistenza alla
clindamicina e alla streptogramina (9,10).

Nella pratica clinica, la valutazione della resizi@ batterica agli
antibiotici viene effettuata tramite isolamentotaodle e successivo
antibiogramma,; le tecniche disponibili sono I'aghlution, la disk
diffusion o I'E-test; quest’ultimo e il metodo piusato. Purtroppo,
essendo I'H.pylori un batterio microaerofilo e atkecrescita, ottenere
la coltura batterica impone molte difficolta e lligempi d’attesa (11,
12). Per questi motivi, molte linee guida per ilattamento
dell'infezione da H.pylori non consigliano I'antdgramma in pazienti
che non siano stati trattati in precedenza. Pdrdgnosi e valutazione
della resistenza alla claritromicina sono statliazati molti metodi
molecolari, come il DEI (Dna enzyme immunoassay),(1 Li-PA
(line probe assay) (14,15), la FISH (fluorescensita hybridization)
(16) e la real- time PCR. Queste metodiche hantmwlml#oni risultati e
in brevi tempi (con la real-time PCR si possonermdte risultati in 2
ore), inoltre si puo utilizzare anche il DNA estoatda campioni
bioptici inclusi in paraffina (6). Molti autori caordano sulla scelta

della real-time PCR come metodica di riferimento)(1



SCOPO DELLA RICERCA:

Lo scopo dello studio sara di valutare I'accuragedella TagMan real-
time PCR nel determinare la resistenza alla ctanicina rispetto al
metodo colturale standard (E-Test).

In questo modo sara inoltre possibile valutarentédienze e gli effetti
delle singole mutazioni coinvolte nella resistealta claritromicina in

H.pylori.

MATERIALI E METODI

POPOLAZIONE ARRUOLATA

La popolazione dello studio consiste in 86 pazjenlie si sono
sottoposti a 13C-UBT e EGDS nella nostra Unita @fpesi, € sono
risultati HP positivi.

Eseguendo I'esame colturale abbiamo ottenuto 2pgrup

46 pazienti resistenti alla claritromicina

40 pazienti sensibili alla claritromicina

Lo status HP é stato valutato con 13C-UBT, RUTi(fapease test),
esame istologico (giemsa) e colturale (e-test, ABdBks, Solna,
Sweden)

Da sezioni dei paraffinati si e estratto il Dna peeguire la TagMan
real-time PCR e I'esame molecolare.

Tra gli 86 pazienti arruolati, 66 non erano matidtattati, mentre 20
avevano assunto la triplice terapia e no erand staidicati, cio
permette di individuare eventuali differenze traisgenza primaria e

indotta.

COLTURE E E-TEST
Le colture batteriche sono state effettuate intpadi agar pylori

(biomerieux) al 5% di siero. Le piastre sono siateibate a 37.4°C in



giare contenenti un kit per generare I'ambienteroaierobico (Oxoid
Camp GasPak, Oxoid, Unipath, Garbagnate Milanéslg).|

Le colonie sono state identificate tramite i teskidasi, catalasi e
ureasi.

Una volta isolate, le colonie H.p. vengono sospesmluzione salina
alla concentrazione di circa 108 CFU/ml (opacitsleFarland) nella
guale viene imbevuto un tampone sterile, che ssgasilla piastra in
modo da formare una griglia. Una strip di E-tes{T@st; AB Biodisk,
Solna, Sweden) viene posata su ogni piastra, @reevieincubata per
72 ore.i ceppi vengono considerati resistenti al@ritromicina se
risultano vitali a concentrazioni superiori o ugual lug/ml di

antibiotico.

VALUTAZIONE DELLA RESISTENZA ALLA

CLARITROMICINA

L’identificazione delle 3 mutazioni di punto nel 2JRNAS
dell'H.pylori ((A2142C, A2142G and A2143G) e staseguita con la
real-time PCR utilizzando il protocollo di Oleandrbal (18)
Brevemente, il dna é stato estratto utilizzandNuctleo-SpinnTissue
(Macherey- Nagel GmbH & Co., Duren, Germany)applicalle
sezioni paraffinate,che, per I'analisi del dna titoscono un substrato
attendibile come i campioni freschi (19). La stepsacedura € stata
applicata agli omogenati di colture batteriche dpwbri(controlli
positivi e negativi) nei quali la presenza o asaaizesistenza alla ch
era gia stata valutata tramite e-test.la conceiomazfinale di Dna e
stata valutata con I'assorbanza a 260 nm. Diversterda Oleastro et
al, e stata utilizzata la Tagman real-time PCR eaiportato da
Kobayashi et al (20) per ottenere una stima delieca batterica con il
100% di sensibilita e specificita (comparata cdolagia, test rapido

all’ureasi , coltura e breath test)



CARATTERIZZAZIONE DEI CONTROLLI POSITIVI E

NAGATIVI

Il frammento Hp23S é stato ottenuto tramite amgaione del dna
estratto dagli omogenati delle colture battericbeppi con e senza
resistenza lla claritromicina, precedentemente attison I'E-test)
utilizzando come primers Hp23-F(5’-CCACAGGAT
GTGGTCTCAG- 3" e Hp23-R (5'-
CTCCATAAGAGCCAAAGCCC-3). Tutti i prodotti PCR sonstati
purificati utilizzando il Wizard PCR preps (Promeddadison, WI,
USA) e sottoposti al sequenziamento, effettato gloistessi primers
della PCR(21) utilizzando un Dye Terminator 3.1 @ReReaction Kit
(Applied Biosystems Division, Foster City, CA, USA)Il
sequenziamento é stato effettuato su entrambauinéhti dei prodotti
PCR con il sequenziatore automatizzato ABI Prisn7 3&pplied
Biosystems). Le sequenze nucleotiche risultantiosstate allineate

utilizzando il software sequence navigator (Applgdsystems).

PREPARAZIONE DI SONDE E PRIMERS

Sonde e primers, che si ibridassero col Dna wisktg mutato, sono
state progettate con il “Express program and Gemagy Assay
Service (Applied Biosystems)” che sintetizza | g1 e le sonde per

ogni mutazione.

GENOTIPIZZAZIONE

| reagenti per la genotipizzazione delle mutazarpunto (Assays-by-
Design service) consistono di un mix di primers PR non marcati
e sonde Tagman MGB (leganti il solco minore) marcabn |
fluorocromi FAM e VIC. Questi saggi sono stati pettgti per la
tipizzazione di specifiche mutazioni. Ogni saggi@rpette di

identificare entrambi i genotipi in un singolo pe#p.



La coniugazione delle MGB agli oligonucleotidi stedza i duplex di
acidi nucleici, causando un enorme aumento della (fmelting
temperature — tempratura di fusione).(note 27 28)

Il legame delle MGB permette 'uso di sonde fluang piu corte e
quindi porta ad una igliore identificazione dei ma&ch. Le sonde si
possono distinguere tramite marcatura con divarsrécromi (FAM e
VIC). Un aumento solo nella flourescenza asso@akAM o a VIC
indica I'omozigosi dell’allele specifico per FAM &IC, mentre

'aumento di entrambi i segnali indica I'eterozigq22)

REAL-TIME PCR E DISCRIMINAZIONE ALLELICA

Il composto per la real-time PCR e stato preparagmiungendo un
volume finale di 25uL contenente il Universal PCRader Mix
(Applied Biosystems): 36uM di primers, la concentoae ottimale
(8uM) di sonde MGB marcate con FAM e VIC e 10 ngDha
perificato.

La PCR é stata effettuata con uno strumento AB$mRrirf900HT
instrument (Applied Biosystems).

Le condizioni per 'amplificazione PCR sono: 95% 4@min e 40 cicli
a 92° per 15 sec e 60°C per 1 min. procedura pnitificaziOone
delle mutazioni effettuata secondo le indicazianihda et al. per M.
tuberculosis (23)

Tutti i campioni sono stati analizzati in triplica¢ in ogni saggio sono
stati inclusi sempre i controlli positivi e negativ dati sono stati
analizzati con il software SEQUENCE DETECTOR(Apglie
Biosystems) selezionando un valore per il cicloliso@ct) definito
come il primo ciclo di PCR in cui i sono aumentgi@rametri ed é
stata osservata la fluoroescenza.

Questa procedura indica una PCR efficace, 'anngalpecifico delle
sonde e una ottimale separazione delle molecolpofter”. La
fluorescenza delle sonde ibridate & stata anadizeah grafici a piu



componenti in cui la marcatura specifica (Fam e)YI& fluorescenza
di background e del controllo passivo (marcatoficmrocromo ROX)

sono espressi come segnale reporter normalizzaRn)(DTutti i

campioni sono stati raggruppati usando il Maximunkelihood

Algorithm basato sul segnale reporter.

Da questa analisi sono risultati 3 maggiori grupmirispodenti ai tre
genotipi costituenti: wild-type omozigote, mutatomarigote e

eterozigote.

SENSIBILITA’ DELLA real-time TagMan PCR

Per valutare la soglia minima del protocollo realet PCR, sono state
processate diluizioni seriali del DNA H.pylori estto sia dalle biopsie
paraffinate sia dagli omogenati cellulari ottendalle colture. Le
diluizioni (da 100 ng a 100 fg) sono state anatzzaima di eseguire
la real-time PCr e una linearita nell’amplificazéosi € ottenuta a 500
fg.

L’efficienza di amplificazione del dna ottenuto ki@psie in paraffina
e uguale a quella del dna ottenuto dagli omogesditilari (24).

La sensibilita della PCR nell'individuare ceppi tipli nello stesso
campione e stata valutata mixando il DNA wild-typen e ceppi
mutati A2142G, A2143G, A2142C nelle proporzioni &%, 25%,
10% e 5%. Queste miscele sono state analizzatéaaeal-time PCR
e il dna mutato viene individuato gia alla concanimne del 10% (18).

ANALISI STATISTICA

Le differenze statistiche tra i gruppi sono stataliazate tramite il test
t di Student per dati indipendenti, il test del goiadrato e il test di
fisher con la correzione di Yaate per i numeri piccLe differenze
sono state considerate significanti assumendwelldi di probabilita
del 5%.

Software: STATSOFT 6.0 per windows 98.0.



RISULTATI

Utilizzando la TagMan real-time PCR, 37 campionnaaisultati

sensibili alla claritromicina (gene wild), mentresinrimanenti 49

campioni (57%) si € osservata una delle 3 mutazamsiderate
(A2142C, A2142G, A2143G). In particolare, 32 cepb,3% dei

ceppi resistenti) sono risultati “puramente resigte mentre in 17

(34,7%) ceppi si e ottentuto il segnale sia del dild che del dna
mutato (stato etero-resistente). La mutazione A@&ldJresente in 26
ceppi (53.1%), la A2142G in 9 ceppi (18.3%), la A2C in 8 ceppi
(16.3%), mentre in 6 casi si & osservata una doppiazione di punto
(A2142G/A2142C e A2143G/A2142C in 1 caso, A2143GE/A2G in

4casi). Si puo percio confermare che la mutazioB&48G, singola o
combinata, sia quella piu frequentemente assoallgaesistenza alla
claritromicina, con un totale di 31 casi su 49 8838).figl
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Fig.1 distribuzione delle tamioni nei 49 ceppi mutati.

Considerando il metodo colturale (E-Test) come getdndard,

analizziamo 1 risultati ottenuti con la PCR: dei 4@si risultati



resistenti alla claritromicina tramite I'E-Test, 40no stati confermati
dalla PCR, mentre in 6 ceppi hon si & trovata alcdelle mutazioni
considerate. La sensibilita della TagMan real-tlr@&R sarebbe percio
del 87%. D’altra parte, dei risultati sensibilieatlaritromicina tramite
'E-Test, in 31 ceppi non sono state effettivamend@ate mutazioni,
mentre 9 ceppi risultavano mutati nel gene del 2BSIA. La
specificita della TagMan real-time PCR sarebbeipatel 77.5%. (fig
2)

86 patients
H.pylori positive

46 H.pylori strains
Ch-R for E-Test

40 H.pylori strains
Ch-S for E-Test

(40 H.pylori strains 6 H.pylori strains 9 H.pylori stranis 31 H.pylori strains\
Ch-R for PCR Ch-S for PCR Ch-R for PCR Ch-S for PCR

N /

Fig 2: flow-chart.distribuzione dei risultati pciiest

Nel primo caso di discordanza (ceppi non mutatsigtenti) si puo
ipotizzare che altre varianti genetiche, diverse gieelle da noi
considerate, siano responsabili della farmaco tesa alla
claritromicina.

Nel secondo caso di discordanza (ceppi mutati sibiih si puo
ipotizzare I'esistenza, nel campione bioptico, db-sloni resistenti
che non vengono individuati col metodo coltural@pare che le

mutazioni da noi considerate nel gene del 23S rRIA creino una
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condizione sufficiente all'instaurarsi delle resista alla
claritromicina.

Un ulteriore passo nell'interpretazione dei riatildi questo studio e
guello di analizzare le eventuali relazioni tralleerse mutazioni e gli
effetti fenotipici prodotti.

Come gia detto in precedenza, la mutazione A2148Q@mparsa in 26
ceppi di H.pylori, 9 dei quali sono “eteroresist§ot misti). Il
fenotipo resistente si € manifestato in 14 casi fra ceppi omogenei
(82% dei ceppi omogenei) e in 5 casi tra i 9 cepigti (55% dei ceppi
misti), per un totale di 19 casi (73%).

D’altra parte tutti i 9 campioni recanti la mutazéo A2142G hanno
confermato un fenotipo resistente con I'E-Testquasti 6 ceppi erano
misti. La mutazione A2142C, presente in 8 campidiai,recato un
fenotipo resistente nei 6 ceppi omogenei, men2eeppi misti hanno
mostrato un fenotipo sensibile.

Infine, tutti i 6 campioni recanti mutazioni dopgi@nno mostrato un
fenotipo resistente con 'E-Test.

Si puo ipotizzare che la mutazione A2142G esprireen@se un
fenotipo resistente, non influenzato dalla presehzafezioni miste e
che la A2142C sia in relazione al fenotipo resistesolo se il ceppo é
omogeneamente mutato. La mutazione A2143G mostaaelazione
meno forte, anche se il ceppo omogeneo porta anotipo resistente

piu di frequente. Fig 3
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Fig 3 concordanza pcr-e-test in presenza dellersigvenutazioni (in

ascissa € riportato il numero di ceppi).

Se leggiamo i dati ottenuti da un’altra prospettisansiderando cioé
che la TagMan real-time PCR sia piu sensibile Bellest. 40 dei 49
campioni recanti mutazioni sono risultati resisteobn I'E-Test
(81.6%), dei 9 campioni risultati sensibili, 7(2 ogenei e 5 misti)
recano la mutazione A2143G, e 2 (misti) recano lataione
A2142C. Si potrebbe quindi concludere che I'E-Te& meno
sensibile della PCR, soprattutto in caso di infezmon ceppi misti 0
etrozigoti per la mutazione e/o in presenza diraltipi di mutazione.
Inoltre, i casi in cui la PCR non ha segnalato ot in ceppi con
fenotipo resistente, possono essere facilmentgapieon la presenza
di mutazioni diverse da quelle da noi considerate.

Considerando sempre gli eventuali effetti fenotigicodotti dalle
diverse mutazioni, abbiamo cercato di individuara welazione tra

mutazione — MIC (minimal inibitory concentratiofabl
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MIC molto alta | MIC MIC bassa MIC molto
(forte resistenza)| intermedia (debole bassa
(resistenza resistenza) (sensibilita)
intermedia)
A2143G 3 10 6 7
26 campioni
A2142G 6 3
9 campioni
A2142C 2 4 2
9 campioni
MUTAZIONI |5 1
DOPPIE
6 campioni

Tabl mic osservate per ogni tipo di mutazione

Analizzando statisticamente i risultati, non sicaostra alcuna
relazione tra le diverse mutazioni e il grado dsiseenza alla
claritromicina. Probabilmente il trend diventa miliiaro analizzando
una popolazione sempre piu numerosa e/o analizzdaotte le

mutazioni di punto implicate.

Come in precedenza specificato, in questo studm sbati arruolati

66 pazienti mai trattati per l'infezione da H.pyler 20 pazienti che,
sottoposti a triplice terapia, non erano stati ied In questo modo
possiamo ipotizzare che nel secondo caso la ressstealla

claritromicina fosse indotta e non rpimaria.

Nel gruppo NT (never treated) 'esame colturaleimdividuato 26

ceppi ch-resistenti, 21 dei quali sono risultati tatiunel dna del

23SrRNA. D’altra parte la PCR ha individuato unaaaione anche in
9 dei 40 ceppi risultati sensibili alla claritroma tramite e-test (totale
dei ceppi mutati: 30).

Nel gruppo NE (nen eradicated), tutti i 20 ceppicsdsultati resistenti
alla claritromicina tramite e-test, tra questi sdlonon e risultato
mutato.(tab2 e fig 4 )

13




A2143G | A2142G | A2142C | A2143G+ A2143G+ | A2142G+
42G 42C 42C

NT * 15 6 7 2 / /
(50%) (20%) (23.3%) | (6.7%)

NE* |11 3 1 2 1 1
(57.9%) | (15.7%) | (5.3%) (10.5%) | (5.3%) (5.3%)

Total | 26 9 (18.3%) | 8(16.3%)| 4 1 1
(53.1%) (8.1%) (2.1%) (2.1%)

Tab2: *percentuale delle mutazioni di punto neica@i di ceppi NT
risultati mutati con la real-time PCR
**Percentuale delle mutazioni di punto nei 19 cadsiceppi NE

risultati mutati con la real.time PCR.

Oprimary res
W secondary res
Etotal

Fig4: grafico che illustra la distribuzione delleutazioni nei casi di
resistenza primaria e indotta. (In ascissa: % ppge

Non tenendo conto delle mutazioni doppie, la p@vah del genotipo
mutato A2143G risulta piu alta nei pazienti nonderati, per i quali
ipotizziamo la presenza di una farmaco resistemziptia. Questa
osservazione e in accordo con precedenti studjuradi si € riscontrato

che linfezione da H.pylori viene eradicata sold #8% dei pazienti

14



con ceppi resistenti alla claritromicina recantimatazione A2143G,
mentre in presenza delle altre 2 mutazioni (A2142CGA2142C)

I'eradicazione si ottiene nel 93% dei casi (25).

Potremmo quindi ipotizzare che la mutazione A2148@e ad essere
la piu frequente, sia quella maggiormente implica¢di’esito della

terapia antibiotica, poiché sembra che le altre mugazioni abbiano
un ruolo marginale.

Anche nel caso delle mutazioni doppie, l'unica dgamhe aumenta nei
pazienti non eradicati € quella doove compare 1d48%.

Indagare su un numero maggiore di ceppi per ottenan statistica
piu robusta, e soprattutto seguire I'esito dell’iterapeutico potrebbe
essere un importante passo per capire i meccargemetici della

farmaco resistenza e soprattutto sviluppare teenitiolecolari che

diano risultati accurati e in breve tempo.
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TEST FECALI NELLA DIAGNOSTICA DEL CARCINOMA
COLORETTALE

INTRODUZIONE

Il carcinoma colo-rettale (CCR) costituisce uno pi@ncipali problemi
sanitari nei paesi europei ove rappresenta la secpiti comune forma
di cancro (dopo il carcinoma mammario) nel sessoniaile, e la
terza nel sesso maschile (rispettivamente dopardimoma prostatico
e quello polmonare). Inoltre, va ricordato chedidenza di questo tipo
di tumore e andata via crescendo in Europa nelocdedle ultime
decadi, con un tasso di incremento dell’ 1.8% reigolo 2004 - 2006
(2). In Italia, nel 2005, si sono registrati 46.0&i incidenti di CCR,
267.000 casi prevalenti, e 16.000 morti per quastmre (2). Circa il
55% dei casi di CCR che vengono diagnosticati radtro Paese
presentano, gia al momento della diagnosi, metaktésnodali o a
distanza (CCR in stadio Il o 1V) e, pertanto,akso di sopravvivenza
standardizzato a 5 anni per CCR non e superids@%l (come in altre
nazioni dell’Europa occidentale) (3). Il carcinoroalo-rettale € una
malattia ideale da sottoporre a screening di papmhe, in virtu della
sua elevata frequenza e del suo lento svilupportrepaa una nota
lesione precancerosa (il polipo adenomatoso), larimopzione € in
grado di ridurre significativamente il successiwazhio di sviluppare il
CCR (4). Quattro grossi trial clinici randomizzathe hanno arruolato
un totale di 260.188 soggetti di entrambi i sekanno chiaramente
dimostrato che lo screening di massa della popmi@zigenerale ( a
partire dai 45 o 50 anni di eta, a seconda delidis} mediante ricerca
del sangue occulto fecale (FOBT), con successil@scopia totale nei
soggetti FOBT-positivi, € in grado di ridurre la radita specifica per
CCR (del 12-33% a seconda dello studio) nei soggetteenati
rispetto ai non-screenati (5-8). Tali trend di demza del CCR in
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Europa, unitamente alla dimostrazione che lo sangedi massa € in
grado di ridurre la mortalita per questa malattianno spinto le
autorita sanitarie di molti paesi europei a lareiarampagne di
screening per il CCR, con modalita diverse da Nazia Nazione (9).
Ad esempio, in Finlandia, Francia e Regno Unitoosstate lanciate
campagne nazionali di screening basate sulla acéiennale del
sangue occulto fecale nelle fasce d'eta a rischentre in Germania é
stato adottato, gia dallanno 2002, un programmaiomale di

screening del CCR mediante coloscopia totale utta vella vita per
la popolazione di entrambi i sessi di eta supergrg0 anni. In Italia,
il Ministero della Salute ha deciso nel 2005 chedeeening del CCR
dovesse essere gradualmente implementato nel pseséase
regionale, demandando alle singole autorita samitaegionali

I'organizzazione delle campagne di screening, cosie la scelta della
metodica da impiegare. A tutt'oggi 11 delle 21 osgiitaliane sono
partite con programmi regionali di screening peRJé&r o piu basati
(fatta eccezione per la regione Piemonte, ove fa gieoposta, in
associazione al FOBT, la rettosigmoidoscopia) sudierca, mediante
metodica immunochimica, del sangue occulto fecakguita dalla
coloscopia totale nei soggetti FOBT-positivi. Riatil preliminari in

provincie pilota nelle Regioni italiane che sonatipa@ per prime con
gueste campagne di screening dimostrano una bubesioae della
popolazione (10).

SCREENING DI MASSA: COME AUMENTARNE L'EFFICIENZA
E RAZIONALIZZARE LE COLONSCOPIE.

I FOBT costituisce a tutt'oggi l'unica metodicasgdonibile per lo
screening non invasivo di popolazione del CCR, ooa sensibilita
compresa tra il 26 ed il 69% per la diagnosi di CE&el 9 — 36% per

la diagnosi di adenoma (11).
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Considerando che lo screening di massa comporterebb
inevitabilmente un aumento delle colonscopie, img sarebbe molto
impotante validare un test (0o un’associazione gi)tehe abbia una
maggiore efficienza nella diagnosi degli stati raesfici e
preneoplastici; inoltre, considerando piu testpstrebbe creare un
“panel” per dare la giusta priorita allesame erbgsco, cioé
identificare quali colonscopie siano prioritariegeali possano essere
evitate o dilazionate nel tempo.

In questo studio abbiamo dunque cercato di validasst MPK2 e
CALP allo scopo di verificare se possano essellezadti al fine di

priorizzare le Colonscopie.

RAZIONALE
E' da tempo noto che le cellule neoplastiche sompaci di
sopravvivere e proliferare anche in condizioni “aenlali sfavorevoli”
quali quelle caratterizzate da uno scarso apportosdigeno e di
nutrienti. Un ruolo chiave di questa capacita pecel delle cellule
tumorali & svolto dalla piruvato chinasi, un enzigtiaolitico in grado
di regolare la quantita relativa di glucosio daainalare nei processi di
biosintesi o da utilizzare per la produzione dirgee La piruvato
chinasi puo essere espressa sotto forma di differspenzimi in
funzione delle diverse esigenze metaboliche. Dardnprocesso di
trasformazione neoplastica le piruvato-chinasi utes specifiche
vengono rimpiazzate dall'isoenzima M2-PK: nella sdarma
tetramerica piu attiva M2-PK porta ad un accumulodfometaboliti
che vengono incanalati verso i processi biosintequeali quelli degli
acidi nucleici, aminoacidi e fosfolipidi (12). Iraltmodo le cellule
neoplastiche si procurano energia attraverso laamglnolisi, un
processo ossigeno-dipendente. In condizioni ditted@pporto di
ossigeno la glutaminolisi viene inibita e 'M2-PKene shiftata nella
sua forma dimerica meno attiva. Cio consente allla neoplastica
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di passare facilmente da uno stato anabolico ad aatabolico in
funzione dell'apporto di ossigeno e nutrienti (13),

Molti tipi di tumore, inclusi la maggior parte detarcinomi
gastrointestinali (il carcinoma esofageo, gastripancreatico ed il
cancro colo-rettale), sovraesprimono I'M2-piruvatbinasi che puo
essere riscontrata non solo nei campioni tissutadianche nel sangue
e nelle feci dei pazienti affetti. E’ stato recenéte messo a punto un
test di tipo ELISA per il dosaggio della forma diea dell’isoenzima
priruvato chinasi (tumor-M2PK) nelle feci di pazeraffetti da
carcinoma gastrointestinale (14-17). Un epitopdadeI2PK e, infatti,
in grado di rimanere stabile nel materiale fecaletemperatura
ambiente per un periodo di tempo superiore a 48eoper piu di 1
anno a temperature di — 20 °C, consentendo quirgligkerare i limiti
dei test precedenti che necessitavano di un campewale fresco. La
determinazione fecale della forma dimerica dellauyato chinasi di
tipo M2 e stata quindi proposta in studi pilotalamediagnostica del
CCR con risultati incoraggianti (18-21). Tuttavn sono a tutt'oggi
disponibili in letteratura ampi studi clinici di efyonto tra livelli fecali
di M2PK e risultati del FOBT di tipo immunochimieello screening
di popolazione del CCR; inoltre, ancora poco siisza la correlazione
esistente tra livelli fecali di M2PK e stadio detlaoplasia colo-rettale
o le dimensioni, le caratteristiche istologicheiledumero dei polipi

adenomatosi riscontrati.

OBIETTIVI
Gli obiettivi primari sono di valutare la sensitilj la specificita, il
valore predittivo positivo (VPP) ed il valore préio negativo (VPN)
della ricerca fecale della piruvato chinasi di tigo(M2PK) nella
diagnostica delle lesioni neoplastiche e prenetipltes del colon
rispetto al FOBT di tipo immunochimico, utilizzandmme “gold
standard” la colonscopia, in una popolazione sete#a di pazienti
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afferenti agli ambulatori di Gastroenterologia @entri partecipanti
allo studio (ospedale A.Manzoni , Lecco; Ospedafersola, Bologna
e Ospedale Regina Margherita, Roma)e per i quahdeata (ed

appropriata) I'esecuzione di una coloscopia totale.

LA CALPROTECTINA
Questa € una proteina legante il calcio, concentsaiprattutto nel
citosol dei neutrofili. La sua presenza nelle féciun _indice di

inflammazione intestinale

Finora il suo dosaggio e servito in clinica percdiginare i sintomi
IBS (sindrome del colon irritabile — livelli basali calprotectina) dai
sintomi IBD (malattia inflammatoria intestinale- rbo di Crohn e

rettocolite ulcerosa — alti livelli di calprotecaéin

METODI
PAZIENTI
Criteri d’inclusione:
¢ Pazienti di entrambi i sessi di eta compresa tra 80 anni.
¢ Pazienti con sintomatologia addominale per i qaeliindicata,
dal punto di vista clinico, I'esecuzione di unaasmopia totale a
carattere diagnostico.
¢ Pazienti con diagnosi radiologica di patologia nasfica o
preneoplastica del colon che debbano essere sstiopo
coloscopia con biopsia confirmatoria della lesiome a
polipectomia endoscopica della stessa.
¢ Pazienti che abbiano firmato il consenso informato.
0 Pazienti in grado di comprendere la finalita dedtodio e di
rispondere alle domande del questionario.
Criteri di esclusione

¢ Pazienti di entrambi i sessi di eta inferiore aab0i.
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¢ Pazienti gia sottoposti ad intervento chirurgicd@stopico per
patologia neoplastica del colon ed in follow-up @sabpico
post-intervento.
¢ Pazienti che abbiano eseguito una coloscopia d&igaoo
terapeutica nel corso degli ultimi 3 anni.
¢ Pazienti noti portatori di malattie inflammatorigoniche
intestinali in follow-up clinicoendoscopico.
¢ Pazienti con controindicazioni all’esecuzione di aun
coloscopia.
0
SOMMINISTRAZIONE TEST FECALI
A tutti i pazienti reclutati nello studio, dopo ¢tquisizione del
consenso informato e prima di essere sottoposticaloscopia, sono
stati forniti 2 raccoglitori sterili per le fecigsl si effettuano le analisi
e il secondo e conservato intatto per eventualiguh ripetibilita).
| pazienti hanno riconsegnato i campioni fecali r@ntl giorno
successivo quello della raccolta. | campioni soteti sstoccati in

frigorifero a —20 C° .

MISURAZIONE DEI TESTS FECALI
SANGUE OCCULTO - METODO IMMUNOCHIMICO (i-FOBT)
Per il test del sangue occulto sono state utilezdet cuvette “OC
autosampling bottle 3” (Eiken Chem, Tokio. Rivend& Wellkang
Tech, London), inviate al Laboratorio Centralizzadell'ospedale
S.Orsola e analizzate con “DIANA oc sentor systeroi cut-off di
100ug/ml.
CALPROTECTINA
La calprotectina € stata quantificata con 2 metodi:
test ELISA(Calprotectin Buhlmann ELISA; Buhlmanmbtoratories
AG, Basel, Switzerland) e test RAPIDO SU CARD (Quam Blue
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Reader — Buhlmann). Dalla stessa estrazione, geinilo € stata fatta
una diluizione di 1:50 e per il secondo di 1:16r Betrambi i test il
cut-off e di 50 ug/g.

TUMOR-M2PK

Le concentrazioni del tumor-M2PK fecale sono stdeterminate
usando un test ELISA con due differenti anticorponmclonali

(ScheBo® ¢ Biotech AG, Giessen, Germany); cut-o# td)/ml.

ANALISI DEI RISULTATI ENDOSCOPICI

Le variabili considerate per tutti i pazienti sostate: sesso, eta,
refertazioni istologiche e endoscopiche e lesiorovdte. Una
colonscopia e considerata normale quando non staib asservati
polipi adenomatosi e/o tumori. Gli adenomi sonati stéassificati
istologicamente come tubulari, tubulo-villosi (2869%), villosi o
serrati. Sono stati considerati come avanzati d@gineami con almeno
10 mm di diametro e displasia ad alto grado.

Il cancro e stato definito carcinoma se era statasa la sottomucosa.
| cancri in situ e intramucosali sono stati clasaii come displasie ad
alto grado. | tumori sono stati suddivisi in 4 stat accordo con la
classificazione TNM (tumor node metastasis). Glerammi asportati
durante la colonscopia, se risultati “trasforma&@ho stati classificati

come tumori al primo stadio.

ANALISI STATISTICA
La validazione dei tests di screening e stata teHt
mediante la compilazione di una tabella a 4 enipzdabili
singole o combinate), comparate con il gold-stashdar
(colonscopia-istologia).
software: STATALO per c.i.open epi.
L’analisi statistica per ogni tipo d’esame é steffettuata 2

volte:

22



la prima considerando come gruppo “positivo” sofmzicon
neoplasia, la seconda considerando come gruppatiVads

pz con neoplasia e adenomi ad alto rischio.

RISULTATI
In questa fase della ricerca la popolazione e siigzionata
per ottenere un numero valido di casi Neo, AR, BRBno
stati arruolati 280 pazienti (157 maschi/123 fenemieta
media 67 anni con un range da 50 a 80 anni). Lieaabni
per I'esecuzione dellesame endoscopico sono apsrin
tabella 1.

Indication No. (%)

Rectal bleeding/Hematochezia 73 (26%)
Abdominal pain 50 (18%)
Change in bowel habits 67 (24%)
Abnormal findings at radiology 25 ( 9%)
(barium enema,CT scan)
Anemia of unknown etiology 42 (15%)
Weight loss 31 (11%)
Other 14 ( 5%)

Total of indications 302 *

Tabella 1: indicazioni per I'esecuzione della caloopia.
(*Il totale e superiore a 100 perché molti paziemtevano
piu di una indicazione).

RISULTATI ENSOSCOPICI

Il cancro colo-rettale e stato individuato in 4&ica i polipi
adenomatosi in 107 (85 adenomi avanzati e 22 aobass
rischio); 126 pazienti sono risultati negativi @sza di

alterazioni, diverticoli e/o polipi molto piccoliftab 2)
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Esito endoscopia donne uomini Totale
n % n % n %
negativo 67 54.5 59 37.6 | 126 | 45.0
neoplasia 18 14.6 29 18.5 | 47 16.8
adenoma alto rischio
28 22.8 57 36.6 | 85 30.4
adenoma basso rischio
10 8.1 12 7.6 22 7.9
Total 123 100.0 157 100.0 | 280 | 100.0
Tab2: risultati endoscopici
Le distribuzioni delle concentrazioni di calproieet e
tumor-M2PK nei sottogruppi diagnostici (cancro-aoi@i
normale) sono mostrati in fig 1 e tab 2.
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Calprotectin (ug/g)

negative LR adenoma HR adenoma cancer
mean 175.47 132.27 190.87 557.88
st.dev. 222.68 197.27 292.66 859.94
smallest 0.73 10.48 3.86 3.81
largest 1061.53 842.36 1554.86 5191.42
1 percentile 0.86 10.48 3.86 3.82
5 percentile 4.09 11.03 5.26 5.26
10 percentile 7.50 14.16 8.45 11.16
25 percentile 26.86 23.011 28.04 92.33
50 percentile 92.58 54.21 68.96 353.57
75 percentile 218.73 153.40 240.87 618.53
90 percentile 461.78 337.61 433.33 1132.1(Q
95 percentile 714.02 637.87 870.71 1494.1(Q
99 percentile 970.44 842.36 1554.86 5191.42
M2-PK (u/ml)
negative LR adenoma HR adenoma cancer
mean 4.16 3.51 5.99 47.60
st.dev. 8.04 3.93 6.85 68.73
smallest 0 0.13 0 0.21
largest 73.24 14.78 39.96 247.39
1 percentile 0.10 0.13 0 0.21
5 percentile 0.21 0.41 0.04 1.00
10 percentile 0.42 0.53 0.29 1.23
25 percentile 0.89 0.74 1.51 6.55
50 percentile 2.06 1.74 3.96 21.64
75 percentile 4.44 5.46 8.07 45.65
90 percentile 8.29 7.88 12.31 186.58
95 percentile 12.80 11.48 16.47 228.68

Fig 1 e Tab 2 distribuzioni delle concentrazioni di calprotecti

(ug/g) e tumor-M2PK (U/ml)nei diversi sotto-grugpagnostici.

In tutti i test 'adenoma ad alto rischio crea uizana grigia’con

dispersione dei dati. In ogni caso i risultati temd a un

miglioramento se si include I'AR nel gruppo dei aBg, nel caso
contrario, tende ad aumentare solo il valore ptigdipositivo (poiché
una frazione maggiore dei positivi al test vienesiderato come “vero
positivo”).

Nei casi di carcinoma colo-rettale, le concentrmazdi M2PK fecale

correlano con la classificazione di “Dukes”: la centrazione fecale
media del’M2PK é di 26.8U/ml (1.1 — 112.6) nediadi | e II, 35.3

U/ml (1.2-199.3) nello stadio 11l e 100.1 U/ml (80— 274.4) nello
stadio IV. Nelle tabelle 3 e 4 sono mostrati daifidd, specificita,
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valore predittivo positivo e negativo per tutti i t@sts.(cut-off:
100ug/gfobt, 4u/mim2pk, 50ug/gcalp).

fobt | M2pk | Calp | Fobt+calpy Fobt+m2pk* Calp+m2pk* ipletta*
Sens %| 61.7 | 87.23 | 85.71| 90.91 91.49 95.74 95.74
88.84| 62.66/ 39.71 35.89 57.08 26.39 24.07
Spec%
Vpp% | 52.73| 32.03 | 22.22| 22.99 30.07 22.06 21.53
Vpn% | 92 96.05 | 93.26| 94.94 97.08 96.61 96.3
Acc% | 84.29| 66.49 | 47.41| 45.45 62.86 38.78 36.88

Table 3. caratteristiche dei 3 test nell'individizere del carcinoma colo-
rettale (considerando come gruppo positivo solCRE

fobt | M2p | Calp | Fobt+calp| Fobt+m2pk| Calp+m2pk| Tripletta
k * * * *

Sens | 35.6 | 62.8 | 67.5 | 75.86 71.21 82.75 86.07

% 1 8 4

Spec | 945|695 | 37.9 | 37.23 66.89 26.95 26.24

% 9 9 6

Vpp% | 85.4 | 68.8 | 47.5 | 50.57 65.73 49.51 50.24
5 4 3

Vpn% | 62.2 | 97.7 | 58.4 | 64.56 72.26 64.41 68.52
2 6 3

Acc% | 66.7 | 66.4 | 51.3 | 54.94 68.93 52.85 53.99
9 3 9

Tab 4. caratteristiche dei 3 test nell'individuaziona darcinomi colo-
rettali ad adenomi ad alto rischio.(* almeno 2 fasditivo).

Considerando solo la diagnosi del CCR, il FOBT hapliu alta
specificita (88.8%) e PPV (52.7%); il tumor-M2PKrisultato il test
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con la migliore sensibilita (87.2%) e NPV (96.1%3. calprotectina ha
mostrato performance simili al tumor-M2PK per quanguarda il
NPV (91.8%), ma decisamente peggiori in termirspkcificita e PPV
(81.8% e 22.2%).

Dividendo la popolazione per eta (>70 anni) e sessm Si SONO
riscontrate differenze dai risultai ottenuti pergdapolazione totale.
Solo nel caso della calprotectina c’e una forte idirnione della
specifita nei pazienti over 70 anni, cio potreblgmificare che negli
anziani e presente uno stato inflammatorio, anclassenza di ccr.
Per quanto osservato, la miglior combinazione slistper predire nei
nostri pazienti sintomatici il rischio di cancro;g@indi stabilire una
priorita per gli esami endoscopici, risulta esseFOBT piu tumor
M2PK (tab 5 ).

N° pazienti| N° CCR PPV
Priorital 40 27
+/+ 67.5%
Priorita 2 103 16
+/_ _/+ 15.53%
Priorita3 137 4
-/- 2.92%
totale 280 47

N° pazienti| N° CCR+AR | PPV
Priorital 40 36
+/+ 90%
Priorita 2 103 58
+/_ _/+ 56.31%
Priorita3 137 38
/- 27.74%
totale 280 132

Tab 5: schema per la priorita d’accesso alla copia, in relazione
alla probabilita di cancro o di cancro + adenomanaato, valutata con
la combinazione dei tests fecali i-FOBT e tumor-M2P
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| pazienti con entrambi i tests fecali positivi hanil 67.5% delle
probabilita di avere un cancro. Nei pazienti riguftegativi a entrambi
i tests, la probabilita di trovare un cancro e 28%. | pazienti con

risultati discordanti presentano un rischio di candel 15.5%.

DISCUSSIONE
In questo studio € stata testata una combinaziotestd fecali: tumor-
M2PK, calprotectina, i-FOBT effettuati da un singocbmpione fecale.
Lo scopo e di capire se possano migliorare la disigtel CCR e degli
adenomi ad alto rischio nella routine ambulatoridletest M2PK
mostra nell'insieme una sensibilita superiore at talprotectina e i-
FOBT.
Il test M2PK (cut-off 4 U/ml) ha una sensibilital 7% per i CCR,
superiore alla sensibilita sia delli-FOBT che detlalprotectina, che
sono rispettivamente 62% e 85%, in tutti i casidasibilita diminuisce
se consideriamo come gruppo positivo i CCR insiagle AR.Questi
dati sono in linea con una serie di studi prosgettli recente
pubblicazione, che riportano un range di sensébdal 73 al 81% (19,
21, 22, 23, 24)
Osservando I'andamento della sensibilita in basiestayli tumorali, si
rileva che ci sono solo lievi diffrenze tra gli ditd-1V, sebbene con i
tumori allo stadio IV si ottenga una sensibilita pita. In questo studio
il numero di casi per ogni stadio tumorale € litmigoercio sara utile
analizzare sempre piu casi per fare delle stimgaise.
La specificita del test tumor-M2PK riguardo i CCRefntificazione
soggetti che non hanno il CCR, ma non € escluso afff#ano
adenomi) é del 63%. Questo dato é superiore atéfjstotectina che e
del 40%, ma inferiore a quello dell’ i-FOBT, che@& 89%
Si pud migliorare l'accuratezza dei tests combimdindon altri
markers. Infatti combinando i test i-FOBT e tumoPRK si ottiene
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una migliore accuratezza diagnostica per il CCR, wo PPV del 67%
nei casi in cui entrambi i test siano positivi.

Basandoci su questi risultati potremmo selezion&aecesso alla
colonscopia, in pazienti per i quali questo esamegea richiesto, in
differenti livelli di priorita. Saranno quindi soposti per primi
allesame i pazienti con entrambi i test positiyrababilita del
67.5%di trovare un cancro), andranno invece in doradla lista
d’attesa quelli con entrambi i test negativi (piob& di trovare un
cancro del 2.9%), mentre i pazienti con test ddaoti avranno un
medio livello di priorita( prob di cancro del 15.%%

Questa “griglia” sarebbe molto utile nel managemeetle liste
d’attesa per le PCS nelle unita operative di gasterologia.

Un altro aspetto da considerare € il potenzialéordoquesti markers
fecali nella diagnosi degli adenomi, soprattuttddene avanzate, che
sono ad alto rischio di trasformazione neoplastica.

Per l'individuazione dei cancri piu gli adenomi altio rischio, il test
M2PK da solo ha una sensibilita del 63% e una fipeaidel 70%.
Effettuandolo insieme all'i-FOBT, se consideriamame “positivi” i
casi con almeno 1 dei due test positivi, si ha serssibilita del 71% e
una specificita del 67%.

Il fatto che i livelli di M2PK non siano marcatameraumentati negli
adenomi avanzati € coerente con un andamento stgsindente delle
performance di questo test: tutti gli studi pentitneriportano una
sensibilita maggiore nei CCR avanzati rispetto Ri i@deno avanzati.
(21, 23, 24). Cio suggerisce che nella fase pregasa non si
raggiunga lo stadio critico della neoplasia chegad un aumenti dei
livelli della tumor-M2PK fecale.

Una spiegazione plausibile potrebbe essere il fakie negli stadi
precoci il tumore e ancora molto piccolo e le dellmeoplastiche
vengono raggiunte da ossigeno e nutrienti, cosicahe shiftano la
M2PK nella forma dimerica.
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E’ interessante approfondire le conseguenze dealéazone del
“panel” con i test tumor-M2PK e i-FOBT.

Su 103 casi discordanti, 88 sono composti da i-F@BgdativiiM2PK
positivi, la situazione opposta conta 15 casi

Il primo € composto da 36 negativi, 5 BR, 33 ARdenkoplasie.
Quindi se avessimo testato solo il FOBT, avremniettefato di fatto
88 colonscopie in meno, ma avremmo “perso” 33 Asvgrattutto 14
CCR.

Nel secondo caso, i 15 pazienti con FOBT positi2P¥ negativo
comprendono 3 negativi, 1 BR, 9 AR e solo 2 CCR.

Quindi é importante specificare che il nostro dbietnon e tanto di
diminuire il numero di esami endoscopici, ma di creare usofe”
per dilazionare gli esami nel tempo. Se non avessionsiderato il
test M2PK, non avremmo individuato ben 14 canc3Beadenomi ad
alto rischio.

In conclusione, la combinazione di 2 semplici tggigebbe costituire
un ottimo strumento per diagnosticare il piu altonero possibile di
casi di AR e CCR, dando anche la giusta prioritgaaienti per i quali
e richiesto I'esame endoscopico, poiché ci permatidassificazione

in differenti gruppi di rischio.
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