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            ABSTRACT 

Introduzione: Le fluoropirimidine (FP) sono utilizzate nel trattamento dei tumori solidi e sono 

frequentemente associate a reazioni avverse (Adverse Drug Reaction, ADR) gravi. È raccomandata 
l’analisi di quattro polimorfismi (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) del gene DPYD (DPYD*2A, 

DPYD*13, DPYD c.2846A>T e c.1129-5923C> G) che sono associati allo sviluppo di tossicità anche 

letale da FP. Le Linee Guida del Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) e del 

Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) raccomandano di ridurre del 50% le dosi iniziali di 
FP negli eterozigoti e di somministrare farmaci alternativi negli omozigoti. Oltre alle varianti DPYD, 

sono stati proposti come fattori predittivi di tossicità da FP due SNPs nel gene codificante la MTHFR (-

C677T e -A1298C) e uno SNP nella regione enhancer del gene codificante la TS (TYMS-TSER). La 
misurazione del rapporto plasmatico UH2/U e il Therapeutic Drug Monitoring (TDM) del 5FU possono 

essere esami fenotipici complementari alla genotipizzazione.  

Obiettivi: Obiettivo primario è associare il programma di Oncovigilanza (raccolta delle ADR da FP) 

alla valutazione del valore predittivo di tossicità dei quattro SNPs DPYD raccomandati, dei due SNPs 

del gene MTHFR e di quello TYMS-TSER. Obiettivo secondario è analizzare il valore predittivo di 

tossicità delle analisi fenotipiche UH2/U e TDM. 

Materiali e metodi: Soggetti in trattamento con FP sono stati reclutati da Giugno 2017 a Gennaio 2020 

presso l’UOC di Oncologia dell’AOU San Giovanni di Dio e Ruggi d'Aragona di Salerno e sono stati 

monitorati per almeno quattro cicli di terapia. Le ADR sono state classificate secondo i criteri (Common 
Terminology Criteria for Adverse Events, CTC-AE versione 5.0.). Presso il Laboratorio di 

Farmacogenetica dell’UOC di Farmacologia Clinica è stato eseguito il test farmacogenetico per le 

varianti DPYD mediante Real-time PCR con discriminazione allelica, per gli SNPs MTHFR-C677T e -

A1298C mediante pirosequenziamento e per la variante TYMS-TSER mediante PCR ed elettroforesi su 
gel di agarosio. Inoltre, presso il Laboratorio di Farmacocinetica della suddetta UOC, è stato misurato il 

rapporto plasmatico UH2/U mediante cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC) ed eseguito il 

TDM del 5FU mediante cromatografia liquida combinata con spettrometria di massa-tandem (UHPLC-

MS /MS).  

Risultati: Sono stati reclutati 150 pazienti (59% uomini e 41% donne, con un’età media di 64 anni) in 

trattamento con FP. Il carcinoma del colon era il più frequente (52,78%), seguito da quello gastrico e del 

retto. Le ADR di grado 3 e 4 maggiormente segnalate erano la neutropenia (13%) e diarrea (7%). I 
pazienti eterozigoti DPYD genotipizzati pretrattamento, dimezzata la dose iniziale di 5FU, non 

presentavano ADR gravi. Per MTHFR 1298, eterozigoti ed omozigoti registravano ADR 

gastrointestinali più severe rispetto ai wild-type (IC della differenza tra le medie al 95%: [-0,96; -0,13] 

p=0,0102). Per MTHFR 677, i pazienti con genotipo wild-type e omozigote presentavano gradi di 
tossicità più elevati rispetto agli eterozigoti (IC della differenza tra le medie al 95%: [-2,29; -0,75] p= 

0,0001 ADR ematologiche), (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,53; -0,76] p= 0,0000 ADR 

gastrointestinali) e (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,58; -0,93] p= 0,0000 ADR 
dermatologiche). Per TSER, i pazienti che manifestavano in media ADR più gravi erano quelli con 

genotipo 2R3R per le ADR neurologiche (IC della differenza tra le medie al 95%: [0,05; 0,44] p= 0,0139) 

rispetto a quelli con genotipo 2R2R e 3R3R che, invece, avevano ADR gastrointestinali e dermatologiche 

più invalidanti (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,58; -0,85] p= 0,0000) e (IC della differenza 
tra le medie al 95%: [-1,28; -0,58] p= 0,0000). Per sei delle tossicità registrate (neutropenia, leucopenia, 

vomito, parestesia, disgeusia e mucosite) vi era evidenza di una relazione inversa tra i livelli di UH2/U 

e la gravità delle ADR (pazienti con valori del rapporto < 6 presentavano in media gradi di ADR più 

elevati). 

Conclusioni: Questo studio sottolinea l’importanza di eseguire l’analisi farmacogenetica DPYD 

pretrattamento. I polimorfismi del gene MTHFR e TYM-TSER possono essere presi in considerazione 

come potenziali fattori predittivi di tossicità. Inoltre, un approccio combinato 
genotipizzazione/fenotipizzazione potrebbe essere un valido strumento per personalizzare la terapia con 

FP. 
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             ABSTRACT  

Introduction: Fluoropyridines (FP) are used in the treatment of solid tumors and are frequently 

associated with severe Adverse Drug Reactions (ADR). It is recommended to analyse four Single 

Nucleotide Polymorphisms (SNPs) of the DPYD gene (DPYD*2A, DPYD*13, DPYD c.2846A>T and 
c.1129-5923C> G) which are associated to the development of life-threatening FP-toxicity. The Clinical 

Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) and the Dutch Pharmacogenetics Working Group 

(DPWG) Guidelines advise to reduce FP starting doses in heterozygotes by 50% and administer 
alternative drugs in homozygotes. Two SNPs of the MTHFR gene (-C677T and -A1298C) and another 

one in the enhancer region of the Thymidylate Synthetase gene (TYM-TSER) have been proposed as 

predictive factors of FP-toxicity. The UH2/U plasma ratio and the 5FU Therapeutic Drug Monitoring 

(TDM) can be complementary tests to the genotyping. 

Objectives: The primary endpoint is the Oncovigilance action of FP-toxicity, and the analysis of the 
predictive toxicity value related to four DPYD, two MTHFR and another one TSER SNPs. The 

secondary endpoint is the evaluation of the predictive toxicity value of the UH2/U ratio and the TDM. 

Materials and methods: The subjects treated with FP were recruited (June 2017-January 2020) at the 

Oncology Unit of San Giovanni di Dio and Ruggi d'Aragona Hospital in Salerno. ADRs have been 
classified according to the Common Terminology Criteria for Adverse Events, CTC-AE version 5.0. 

DPYD variants were analysed by Real-time PCR with allelic discrimination, MTHFR-C677T and -

A1298C by pyrosequencing and TYMS-TSER by PCR and agarose gel electrophoresis at the 

Pharmacogenetics Laboratory of the Clinical Pharmacology Unit. The UH2/U plasma ratio was 
evaluated by high performance liquid chromatography (HPLC) and the 5FU-TDM by high performance 

liquid chromatography combined with mass-tandem spectrometry (UHPLC-MS/MS) at the 

Pharmacokinetics Laboratory of the Clinical Pharmacology Unit. 

Results: 150 patients treated with FP were enrolled (59% men, 41% women, average age 64 years). 
Colon cancer was the most frequent disease (52,78%), followed by gastric and rectal cancer. The most 

common grade 3 and 4 ADR was neutropenia (13%) and diarrhea (7%). Pre-treatment genotyping DPYD 

heterozygous patients, after the reduction of 50% 5FU starting dose, had no serious ADRs. Regarding to 

MTHFR 1298, heterozygous and homozygous patients registered more severe gastrointestinal ADR 
compared to wild-type (CI at 95% [-0,96; -0,13] p=0,0102). Furthermore, MTHFR 677 wild-type and 

homo patients showed higher toxicity degree than heterozygous ones (CI at 95%: [-2,29; -0,75] p= 

0,0001 haematological ADR), (CI at 95%: [-1,53; -0,76] p= 0,0000 gastrointestinal ADR) and (CI at 
95%: [-1,58; -0,93] p= 0,0000 dermatological ADR). Finally, about TSER, 2R3R patients had on average 

more serious neurological ADR (CI at 95%: [0,05; 0,44] p= 0,0139) compared to 2R2R and 3R3R 

patients which affected by gastrointestinal and dermatological more debilitating ADR (CI at 95%: [-
1,58; -0,85] p= 0,0000) and (CI at 95%: [-1,28; -0,58] p= 0,0000). There was an evidence of an inverse 

relationship among UH2/U levels and severity degree of ADR regarding to six toxicities (neutropenia, 

leukopenia, vomiting, paraesthesia, dysgeusia and mucositis). 

Conclusions: This study emphasizes the importance of the DPYD pharmacogenetic analysis in patients 

naïve. The MTHFR and TYM-TSER SNPs should be considered as potential toxicity predictors. A 

combined genotyping/phenotyping approach could be a valuable tool to personalize the FP therapy. 
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1. INTRODUZIONE 

1.1. Farmacogenetica in oncologia 

 
L’indice terapeutico della maggior parte degli agenti citotossici è ancora oggi un elemento critico di 

sicurezza del trattamento perché l’attività farmacologica contro le cellule tumorali è associata quasi 

invariabilmente a fenomeni di tossicità nei confronti dei tessuti sani. I recenti progressi delle 

metodologie analitiche e il sequenziamento del genoma hanno permesso la scoperta di varianti alleliche 

di geni coinvolti nella farmacocinetica o nella farmacodinamica di molti antineoplastici. Queste 

alterazioni nel corredo genetico sono correlate alla variabilità di risposta ai chemioterapici sia in termini 

di efficacia ma soprattutto di tollerabilità (1). Le cause più frequenti di variabilità genetica consistono 

nella presenza di polimorfismi a singolo nucleotide (Single-Nucleotide Polymorphisms o SNPs) cioè 

variazioni del materiale genico a carico di un unico nucleotide, per cui l'allele polimorfico risulta 

presente nella popolazione in una proporzione superiore all'1%; al di sotto di tale soglia si è soliti parlare 

di variante rara (1,2). Questi SNPs sono presenti in regioni 5’-UTR (UnTranslated Region, sequenza 

localizzata alle estremità 5' di un RNA messaggero che viene riconosciuta dal ribosoma che consente 

di iniziare la traduzione) e negli esoni (polimorfismi non sinonimi); sono state scoperte anche varianti 

introniche che alterano la trascrizione genica (Figura1). Queste mutazioni possono determinare 

un’alterazione funzionale di proteine coinvolte nel metabolismo e/o nel meccanismo d’azione dei 

farmaci antineoplastici, modificando sensibilmente la tossicità o la risposta al trattamento. Lo studio 

della rilevanza clinica di queste mutazioni è affidato alla farmacogenetica, disciplina della farmacologia 

clinica (2). 

 

Fig 1 Cause di variabilità genetica 

Pharmacogenetics 2002; 12:555-8 
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Le analisi farmacogenetiche possono essere effettuate con un’ampia gamma di tecnologie adatte ad 

individuare le alterazioni del materiale genico con finalità diagnostico-terapeutiche. La scoperta di 

associazioni fra genotipi mutati e fenotipi clinici renderebbe possibile una scelta più razionale del tipo 

di terapia. Infatti, lo scopo della farmacogenetica è quello di stratificare i pazienti in base alla loro 

probabilità di rispondere alla chemioterapia e/o al rischio di sviluppare tossicità farmaco-correlata (2,3). 

Dato l’impatto sul Sistema Sanitario Nazionale delle tossicità gravi e/o letali nei pazienti trattati con 

fluoropirimidine (FP), lo sviluppo di un pannello di marcatori farmacogenetici rappresenta uno 

strumento di screening estremamente importante per una gestione appropriata dei pazienti oncologici 

(3,4). 

 

1.2 Farmacogenetica delle Fluoropirimidine 

 
1.2.1 Polimorfismi del gene DPYD 

 

Le FP, come il 5-fluorouracile (5FU) e la capecitabina suo profarmaco orale, sono agenti antineoplastici 

appartenenti alla classe degli antimetaboliti. Sono comunemente usati per trattare le neoplasie solide 

come il cancro del colon-retto, della mammella e del distretto testa-collo, spesso in associazione ad altri 

chemioterapici, sia agenti citotossici che biologici (5). La somministrazione delle FP può causare 

reazioni avverse ai farmaci (ADR) gravi a carico del sistema ematologico e del tratto gastrointestinale 

ma anche tossicità cutanee e neurologiche. Le ADR che insorgono più frequentemente in corso di 

trattamento con questi farmaci sono mielosoppressione severa, diarrea, mucositi, sindrome mano-piede 

(eritrodisestesia palmo-plantare) e neuropatie (6). È stato stimato che un aumento del rischio di ADR 

gravi coinvolge il 10-30% dei pazienti trattati con FP. Sebbene sia necessario identificare e segnalare 

precocemente queste ADR, si registra un marcato fenomeno di under-reporting nella pratica clinica 

oncologica (7,8). Il rate-limiting step del catabolismo delle FP è la conversione del fluorouracile in 

diidrofluorouracile; questa reazione è catalizzata da un enzima denominato diidropirimidina 

deidrogenasi (DPD) che è codificato da un gene altamente polimorfico (DPYD). La sua attività è 

soggetta a un’ampia variabilità che si traduce in una possibile gamma di carenze enzimatiche, da una 

perdita parziale a una perdita completa di funzione (8). La prevalenza di carenza parziale e completa di 

DPD nell’intera popolazione è di circa il 3 %-8 % e lo 0,01%-0,3 %, rispettivamente. Sono stati rilevati 

più di 30 diversi polimorfismi del gene DPYD sia nella forma di eterozigote (uno SNP su un solo allele) 

che in quella di omozigote (due SNPs identici sui due alleli). La forma omozigote è associata ad una 

marcata deficienza dell’attività enzimatica rispetto a quella eterozigote e ad un maggior grado di 

tossicità da FP (9,10). Sono state identificate quattro varianti del gene DPYD: c.190511G> A 

(rs3918290, DPYD*2A, p.IVS14), c.1679T> G (rs55886062, DPYD*13, p. I560S), c.2846A> T 
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(rs67376798, p. D949V) e c.1129–5923C>G (rs75017182, p.IVS10, HapB3) che possono causare 

l’assenza o la riduzione dell’attività della DPD. L’attività enzimatica è normale per il genotipo wild-

type o non mutato (DPYD*1), ridotta dal 30% al 70% per le varianti c.2846A> T e c.1129-5923C> G 

e c’è perdita completa di attività per le varianti DPYD*2A e DPYD*13(Figura 2). La variante più 

comune con una frequenza allelica del 4% è quella c.1129–5923C>G; invece, le varianti DPYD*2A, 

c.2846A>T e DPYD*13 sono presenti rispettivamente nel 2%, 1,4% e 0,1% della popolazione 

caucasica (8,9,10). 

La mutazione DPYDc.190511G> A, nota anche come DPYD*2A, rende conto di circa il 50% di tutte 

le deficienze di DPD e il suo ruolo come fattore predittivo di farmaco-tossicità è stato ampiamente 

dimostrato (8,11). Questa mutazione consiste nella sostituzione della guanina (G) in posizione 1986 

con una adenina (A) all’estremità 5’ dell’introne 14, impedendo il riconoscimento del sito durante lo 

splicing del pre-mRNA (trascritto primario) e causando la delezione dell’intero esone 14 con perdita di 

164 paia di basi. Vengono in questo modo persi circa 55 residui amminoacidici, dal 581 al 635, nella 

sequenza primaria della DPD, generando una proteina tronca e cataliticamente inattiva (11). Nella 

condizione di eterozigosi per la mutazione nel sito di splicing si riscontra una riduzione dell’attività 

della DPD che diventa completa negli omozigoti, determinando lo sviluppo di grave tossicità nei 

soggetti trattati con 5FU (12). Una riduzione della dose iniziale di capecitabina o di 5FU pari al 50% 

della dose standard ha dimostrato di ridurre il rischio di una grave tossicità negli eterozigoti; in un 

genotipo omozigote, invece, l’uso delle FP è altamente sconsigliato (12). 

La mutazione DPYD 1679T>G, nota anche come DPYD*13, si caratterizza per la sostituzione 

amminoacidica Ile560Ser nel sito di legame per la flavina adenina dinucleotide (FAD), interferendo 

con il legame dell’enzima con questo cofattore. La conseguenza funzionale di questa variante non è 

ancora ben nota ma sembra determinare destabilizzazione in una regione sensibile dell’enzima (9,13). 

Si prevede che un genotipo eterozigote per c.1679T>G abbia una riduzione del 40-50% dell’attività 

della DPD mentre la variante in omozigosi comporterebbe una perdita di attività di circa il 75% con 

un’inattivazione enzimatica quasi completa. Questo SNP aumenta il rischio di tossicità grave globale 

di circa quattro volte e, di circa nove e cinque volte rispettivamente il rischio di tossicità ematologica e 

gastrointestinale. Per i pazienti eterozigoti si raccomanda una riduzione del dosaggio iniziale di 

Capecitabina o 5FU del 50% (13,14). 

Il polimorfismo DPYD c.2846A>T determina un cambiamento amminoacidico Asp949Val localizzato 

in prossimità di un cluster ferro-zolfo della DPD, interferendo con il legame al cofattore o con il 

trasporto di elettroni. In omozigosi, questo SNP comporta una riduzione di circa il 50% dell’attività 

enzimatica rispetto alla forma wild-type, mentre in eterozigosi comporta una riduzione del 25%. Questo 
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suggerisce che, nonostante l’attività enzimatica sia ridotta, non è comunque paragonabile alla riduzione 

che si verifica nelle mutazioni DPYD*2A e DPYD*13 (8,9). Sebbene ci siano meno dati disponibili, è 

stata dimostrata una correlazione tra questa variante polimorfica e tossicità grave da FP. Pertanto, negli 

eterozigoti devono essere analizzate le condizioni cliniche del singolo paziente, per ridurre la dose del 

25% o se, c’è un alto rischio di tossicità, del 50% (10,14). 

Le varianti del gene DPYD che possono predire la tossicità da FP possono essere localizzate in regioni 

non codificanti come l’aplotipo (Haplotype, Hap) B3 legato ad una variante nell’introne 10 nota come 

DPYD c.1129-5923C>G (rs75017182). Lo splicing aberrante sul pre-mRNA determina l’inserimento 

di un frammento di 44 paia di basi all’interno di un mRNA maturo, con la formazione di un codone di 

stop precoce (8,15). Tale SNP costituisce l’assetto genotipico HapB3 insieme al polimorfismo 

c.1236G> A (rs56038477); quest’ultimo si verifica nell’esone 11 sotto forma di una variante in linkage 

completo con il polimorfismo c.1129-5923C>G nell’introne 10 (15). La produzione di mRNA normale 

non è stata completamente abolita, indicando che l'efficacia di splicing per produrre mRNA di tipo 

wild-type è ridotta ma non del tutto assente. Nei pazienti eterozigoti, una riduzione della dose del 50% 

sarebbe eccessiva poiché la presenza di c.1236G>A/HapB3 non causa la produzione di un enzima 

completamente disfunzionante. Una riduzione del dosaggio iniziale del 25% sembra ragionevole per 

evitare sia l'aumentato rischio di tossicità sia per prevenire il sotto-dosaggio; nei pazienti che non 

tollerano la dose iniziale la posologia deve essere ridotta del 50% (14,15). 
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Fig 2 Varianti DPYD note stratificate in base al livello di evidenza sull'associazione dell’attività enzimatica 

DPD con la tossicità da FP 

 

Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) guideline for the gene–drug interaction of DPYD and fluoropyrimidines, European 
Journal of Human Genetics2020: 28, 508–517. 
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1.2.2. Linee Guida CPIC e DPWG 

 

Il Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) e il Dutch Pharmacogenetics 

Working Group (DPWG) hanno pubblicato delle linee guida per il dosaggio delle FP basate sullo 

screening farmacogenetico dei quattro polimorfismi sopramenzionati; l’associazione genotipo 

DPYD/fenotipo DPD ha lo scopo di ridurre il rischio di grave tossicità da FP. Il fenotipo DPD viene 

assegnato utilizzando un punteggio di attività genica (DPYD-Activity Score, AS) basato sulla 

funzionalità degli alleli DPYD e calcolato come la somma dei due punteggi più bassi della singola 

variante genica (16,17). 

I portatori di due varianti senza funzione o di una variante senza funzione e una con funzione ridotta 

sono classificati come metabolizzatori lenti o poveri (DPYD-AS:0 o 0.5); i portatori di una variante 

normale con una senza funzione o una con funzione ridotta sono considerati metabolizzatori intermedi 

(DPYD-AS: 1 o 1.5) e quelli con le sole varianti a funzione normale (DPYD-AS: 2) sono identificati 

come metabolizzatori normali o estensivi (16,17) (Figura 3). 

 

Fig 3 Assegnazione dei fenotipi DPD sulla base dei genotipi DPYD 

https://cpicpgx.org/guidelines/guideline-for-fluoropyrimidines-and-dpyd/Update febraury 2020 

 

Il CPIC, in accordo con il DPWG, ha fornito delle raccomandazioni sulle dosi di FP sulla base del 

fenotipo DPD (Figura 4). 
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Fig 4 Dosi delle FP raccomandate in rapporto al fenotipo DPD 

https://cpicpgx.org/guidelines/guideline-for-fluoropyrimidines-and-dpyd/Update febraury 2020 

 

I metabolizzatori intermedi devono ricevere dosi iniziali ridotte, con titolazione della dose e 

monitoraggio delle concentrazioni plasmatiche di farmaco (Therapeutic Drug Monitoring, TDM). Negli 

eterozigoti di varianti senza funzione (DPYD-AS di 1) va ridotta la dose iniziale del 50%; in quelli con 

varianti a ridotta funzione (DPYD-AS di 1.5), si può ridurre la dose iniziale del 25% o, in caso di alto 

rischio di tossicità, del 50% (16,17,18). 

Nei metabolizzatori lenti (DPYD-AS di 0,5 o 0) con un alto rischio di tossicità anche letale è fortemente 

raccomandato di evitare l'uso delle FP. Tuttavia, se altri regimi chemioterapici non sono considerati 

un’opzione adeguata, le FP vanno somministrate ad una dose fortemente ridotta, inferiore al 25%. In 

questi casi, il TDM deve essere effettuato il più presto possibile e la terapia deve essere interrotta 

immediatamente se il livello plasmatico del farmaco è troppo elevato. Per questi pazienti un test 

fenotipico dovrebbe essere preso in considerazione per personalizzare la dose iniziale (16,17,19). 

Il Comitato di Valutazione dei Rischi per la Farmacovigilanza (PRAC) dell’European Medicines 

Agency (EMA) il 30 aprile 2020 ha comunicato che i pazienti, prima di iniziare la terapia con il 5FU o 

con capecitabina e tegafur, vanno sottoposti al test farmacogenetico DPYD (20,21); il 7 luglio 2020 è 

stato definitivamente raccomandato di effettuare il test del genotipo e/o fenotipo pretrattamento con 

5FU. Pertanto, l’uso delle FP è controindicato in pazienti con deficit completo noto di DPD, in quelli 
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con deficit parziale noto di DPD va presa in considerazione una dose iniziale di 5FU ridotta secondo le 

Linee Guida (20,21). 

 

1.2.3. Polimorfismi TYMS-TSER e MTHFR 

 

Non tutti i pazienti portatori di una delle quattro varianti DPYD raccomandate sviluppa gravi ADR; la 

tossicità farmaco-correlata può essere legata anche alla presenza di polimorfismi in altri geni coinvolti 

nel pathway del 5FU (Figura 5). Due polimorfismi nel gene della 5,10-Metilenetetraidrofolato 

Reduttasi (MTHFR) e una ripetizione in tandem nella regione di potenziamento del gene della 

Timidilato Sintasi (TYMS) potrebbero concorrere nel predire la tossicità correlata a questi 

chemioterapici (22). 

Fig 5 Geni coinvolti nel pathway del 5FU 

 

Anticancer Research August 2020, 40 (8) 4263-4270; DOI: https://doi.org/10.21873/anticanres.14428 

 

Timidilato Sintasi (TS) 

La TS è un enzima chiave nella sintesi dei nucleotidi ed è il bersaglio del 5FU. La sua espressione può 

essere influenzata da diverse varianti geniche ma soltanto una è fortemente connessa alla risposta alla 

terapia con FP; questa variante è caratterizzata da una variazione nel numero di ripetizioni (2 o 3) di 

una sequenza di 28 basi situata nel promotore del gene TYMS chiamata TSER 28bp VNTR 

(rs45445694), dove per TSER si intende Thymidylate Synthase promoter Enhancer Region e per VNTR 

Variable Number of Tandem Repeats (23). I livelli di espressione del gene TYMS nei tessuti tumorali 

sono associati alla risposta in termini di efficacia ma soprattutto di tollerabilità al 5FU. Pazienti con 
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genotipo TSER 2R/2R (omozigote wild-type) presentano tossicità grave di tipo ematologico e 

gastroenterologico anche a basse dosi di FP; in questi soggetti si registra la percentuale più alta di 

anemia e diarrea di grado 3 rispetto ai genotipi TSER 2R/3R (eterozigote) e TSER 3R/3R (omozigote 

mutato) (24). Sebbene a rischio di gravi ADR, gli omozigoti per la variante caratterizzata da 2 sequenze 

ripetute rispetto a quelli con 3 ripetizioni tandem sembrano rispondere meglio al trattamento con 5FU, 

presentando livelli più bassi dell’enzima TS. Pazienti eterozigoti e omozigoti mutati, invece, 

presentando un livello più alto di espressione dell'mRNA e dell'enzima, sembrano mostrare una scarsa 

risposta alle FP ma minore farmaco-tossicità (25,26). 

Metilenetetraidrofolato Reduttasi (MTHFR) 

MTHFR è il principale enzima coinvolto nella conversione del 5,10-metilenetetraidrofolato a 5-

metilenetetraidrofolato; quest’ultimo permette la rimetilazione dell’omocisteina a metionina richiesta 

per la metilazione dell’acido nucleico. Il 5,10-metilenetetraidrofolato è anche uno dei componenti del 

complesso ternario di inibizione della TS insieme al deossiuridilmonofosfato (5-dUMP). Pertanto, le 

varianti del gene MTHFR sono responsabili dei livelli di 5,10-metilenetetraidrofolato e possono 

svolgere un ruolo importante nell’attività citotossica del 5FU (22,27). Sono stati identificati due 

polimorfismi responsabili dell’alterazione dell’attività enzimatica di MTHFR: 677C>T e 1298A>C. La 

variante 677C>T consiste in una sostituzione della citosina con la timina alla posizione 677, 

determinando lo scambio di alanina con valina al residuo 222 del sito catalitico dell’enzima. La variante 

1298A>C è caratterizzata dalla sostituzione di glutammina con alanina nel codone 429 del dominio di 

regolazione enzimatico (27). Entrambi i polimorfismi sono stati associati ad una ridotta attività 

dell’enzima MTHFR, con conseguente incremento dei livelli di omocisteina ed alterazione della 

distribuzione intracellulare dei folati. Essendo i folati target del trattamento con FP, tali polimorfismi 

possono alterare il risultato clinico di una terapia con questi farmaci. Inoltre, queste due varianti di 

MTHFR possono aumentare la tossicità di 5FU incrementando i livelli intracellulari di 5,10-

metilenetetraidrofolato e rendendo maggiormente stabile il complesso ternario (28,29). 
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1.3. Analisi di fenotipizzazione 

 

1.3.1. Misurazione dell’attività enzimatica di DPD 

 

Il genotipo DPYD e l’attività enzimatica della DPD sono solo moderatamente correlati; molti pazienti 

eterozigoti DPYD possono presentare una normale attività della DPD e possono essere diagnosticati 

come falsi positivi. Il test di genotipizzazione DPYD può quindi predire un deficit enzimatico ma 

soltanto un test di fenotipizzazione può misurare l’attività di DPD in vivo (9,10). Infatti, il deficit 

enzimatico può essere causato anche da fattori che non modificano i livelli di espressione genica come 

i polimorfismi non sinonimi e le interazioni con farmaci inibitori della DPD come la sorivudina e 

brivudina (30). Una carenza completa o parziale della DPD può essere valutata misurando l’attività 

enzimatica tissutale o cellulare oppure tramite il dosaggio dei livelli plasmatici di prodotti del 

metabolismo del 5FU. La valutazione dell’attività della DPD nelle cellule mononucleate del sangue 

periferico (PBMCs) è stata impiegata come parametro indicativo della tollerabilità al 5FU, in quanto 

correlata all’attività enzimatica nel tessuto epatico (31). L’impiego di questo metodo nella pratica 

clinica risulta piuttosto complesso in quanto prevede l’incubazione ex vivo delle PBMCs con 5FU 

radiomarcato e la successiva determinazione del catabolita risultante mediante cromatografia liquida 

ad alta prestazione (HPLC) (31,32). Numerosi fattori possono ridurre l’accuratezza dei risultati di 

questo test, quali la manipolazione ed il processamento del campione, l’instabilità in ambiente acquoso 

del prodotto di reazione e l’eterogeneità cellulare in quanto l’attività enzimatica varia tra monociti, 

linfociti e neutrofili (32). La misurazione dei livelli endogeni di 5,6-diidrouracile (UH2) e uracile (U) 

nel plasma mediante HPLC risulta, invece, un metodo di fenotipizzazione più affidabile; l’U è 

fisiologicamente metabolizzato a UH2 ad opera della DPD e la valutazione del rapporto UH2/U misura 

indirettamente l’attività dell’enzima (33). Si ritiene che soltanto un basso rapporto plasmatico possa 

essere un buon fattore predittivo di tossicità, in quanto il valore diminuirebbe con il numero di alleli 

non funzionali, determinando un completo deficit della DPD. Un valore di tale rapporto inferiore a 1,8 

aiuterebbe a identificare i pazienti a più alto rischio di tossicità da FP, tuttavia non è ancora stata fissata 

una soglia cut-off (33,34). È dimostrato che l’associazione del rapporto UH2/U con la genotipizzazione 

DPYD può essere un approccio più accurato rispetto al singolo test farmacogenetico (35). 
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1.3.2. Therapeutic Drug Monitoring (TDM) 

 

Il monitoraggio plasmatico delle FP è un ulteriore metodo di fenotipizzazione utilizzato per ottimizzare 

la dose di 5FU con lo scopo di ridurne le tossicità. Le FP hanno una significativa variabilità 

farmacocinetica interindividuale in quanto la loro clearance è in funzione della superficie corporea e 

del peso del soggetto (36,37). Il TDM misura l’area sottesa alla curva (AUC, area under the 

time/concentration curve) allo stato stazionario (circa 2 ore dopo la somministrazione del 5FU) e 

richiede la raccolta di campioni di sangue a tempi diversi (37,38). I livelli plasmatici di 5FU allo stato 

stazionario per una AUC da 20 a <24 mgxhxL-1 (Figura 6) dovrebbero essere compresi tra 2500-3000 

μg/L; concentrazioni più basse o più alte richiedono un aggiustamento della dose (37,38). 

 

 Fig 6 Aggiustamento della dose in base ai livelli plasmatici di 5-FU 

 

 

Per i pazienti genotipizzati DPYD in trattamento con FP è raccomandato il TDM perché questa 

metodica può fornire ulteriori informazioni sulla efficacia e sulla sicurezza della dose iniziale (39,40).  
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2. OBIETTIVI 

 

• Analizzare la frequenza dei quattro polimorfismi DPYD raccomandati dalle Linee Guida per 

valutarne la correlazione con le tossicità da fluoropirimidine registrate nella nostra casistica. 

 

• Ricercare nei pazienti wild-type (non portatori delle quattro varianti DPYD) la potenziale 

predittività di altri polimorfismi nei geni MTHFR e TYMS-TSER in termini di tossicità da 

fluoropirimidine. 

 

• Verificare l’utilità di associare ai test genotipici analisi di fenotipizzazione come il rapporto UH2/U 

e il TDM. 
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3. MATERIALI E METODI 

 

3.1. Popolazione dello studio 

 

Presso il Laboratorio di Farmacogenetica dell’UOC di Farmacologia Clinica dell’AOU San Giovanni 

di Dio e Ruggi d'Aragona di Salerno da giugno 2017 sono stati screenati per i quattro polimorfismi 

DPYD raccomandati più di 400 pazienti. Di questi, 150 sono stati monitorati costantemente per almeno 

quattro cicli di chemioterapia (fino a gennaio 2020) e rappresentano il nostro campione. Questo studio, 

approvato dal Comitato Etico Campania Sud con Parere Unico N.65 r.p.s.o., è ancora in corso. 

Sono stati reclutati soggetti naïve o già in trattamento con le FP (in monoterapia o in associazione con 

altri farmaci citotossici e/o biologici) con un’età superiore a 18 anni ed afferenti all’UOC di Oncologia 

della suddetta AOU. Sono stati esclusi i malati oncologici eleggibili al trattamento con questi 

chemioterapici che non hanno firmato il consenso o che presentavano al momento dell’arruolamento 

una grave insufficienza epatica e/o renale che ne comprometteva le capacità metaboliche e/o escretive. 

Tutti i soggetti sono stati informati sugli obiettivi e sulle procedure di analisi dei quattro polimorfismi 

DPYD raccomandati ed hanno firmato un apposito modulo di consenso informato per lo screening 

farmacogenetico (Figura 7) e per la registrazione, in forma anonima, dei dati demografici, anamnestici 

e clinici.  

 

Fig 7 Modulo di acquisizione del consenso informato per lo screening dei polimorfismi del gene DPYD 
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3.2. Case Report Form, CRF 
 

I dati demografici, anamnestici e clinici dei pazienti reclutati sono stati registrati in una scheda di 

raccolta dati (Case Report Form, CRF) redatta ad hoc per il progetto (Figura 8) e sono stati collezionati 

in un database dedicato e costantemente aggiornato ad ogni ciclo chemioterapico dal personale 

dell’UOC di Farmacologia Clinica della suddetta AOU. I pazienti sono stati seguiti per almeno quattro 

cicli di chemioterapia, in sinergia con gli oncologi di reparto. Per rispettare la privacy dei soggetti, sono 

stati utilizzati esclusivamente codici identificativi numerici. 

La scheda CRF ha previsto una sezione dedicata alle caratteristiche basali; sono state registrate le 

informazioni sullo stato sociodemografico, genere, età, altezza, peso, abitudine al fumo, uso di alcool 

e/o droghe e sulla condizione clinica (tipo di neoplasia, stadiazione, fase di malattia, patologie 

concomitanti e l'anamnesi familiare dei fattori di rischio e/o di neoplasie). È stata raccolta una 

dettagliata anamnesi farmacologica: schemi chemioterapeutici a base di FP utilizzati, durata e numero 

di cicli, posologia e tempi di somministrazione, farmaci non oncologici assunti per comorbidità, uso di 

integratori e l'eventuale assunzione di cibi e/o bevande in concomitanza del trattamento. I parametri 

laboratoristici pretrattamento rilevati in questa sezione sono poi stati confrontati con quelli post-terapia, 

opportunamente riportati nella scheda di Follow-up. 

 

Nella CRF, particolare attenzione è stata dedicata alla registrazione delle ADR secondo i criteri CTCAE 

(Common Toxicity Criteria for Adverse Events, Version 5.0.) (41). 

Il CTCAE è strutturato secondo una scala da 1 a 5, con una descrizione clinica univoca della severità 

di ogni ADR basata sulle seguenti linee guida: 

Grado 1 Lieve; asintomatico o lievi sintomi; solo osservazione clinica o diagnostica; non è indicato un 

intervento specifico. 

Grado 2 Moderato; indicato intervento minimo, locale o non invasivo; evento che comporta una 

limitazione delle ADL (attività della vita quotidiana) strumentali età-correlate. 

Grado 3 Grave o significativo dal punto di vista clinico, ma non immediatamente pericoloso per la vita; 

indicata l’ospedalizzazione o il prolungamento del ricovero; invalidante; limitativo delle ADL relative 

alla cura della persona. 

Grado 4 Conseguenze potenzialmente letali; indicato intervento urgente. 

Grado 5 Morte correlata all’ADR. 
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Di seguito un estratto dei CTCAE per l’analisi di una ADR “diarrea”, secondo la categorizzazione per 

gradi di gravità. 

 

 

 

 

 

                         Criteri CTCAE traduzione a cura dell’Associazione Italiana di Oncologia Medica, AIOM 

 

La scheda CRF ha previsto, infine, una sezione per la valutazione della risposta oggettiva al trattamento 

sulla base dei criteri RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors Version 1.1) (42). Tale 

sezione è compilata dall’oncologo di reparto. 
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Fig 8 Case Report Form, CRF 
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CARATTERISTICHE BASALI (3) 
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3.3. Analisi molecolari 

 

Nella CRF e nel database sono stati inseriti i risultati delle analisi molecolari che sono state eseguite 

presso l’UOC di Farmacologia Clinica, responsabile del progetto. Tutti i campioni ematici sono stati 

consegnati al Laboratorio di Farmacogenetica per le analisi di genotipizzazione e a quello di 

Farmacocinetica per le analisi di fenotipizzazione. 

 

3.3.1. Genotipizzazione 

• Da un prelievo di sangue periferico di circa 6 ml si è provveduto ad estrare il DNA genomico 

destinato all’esecuzione degli screening farmacogenetici per verificare la presenza di 

polimorfismi del gene DPYD raccomandati (DPYD*2A, DPYD*13, c.2846A>T e c.1129-

5923C>G). 

• È stato effettuato dallo stesso prelievo per l’analisi DPYD anche lo screening degli SNPs 

MTHFR-C677T e -A1298C mediante pirosequenziamento e quello della variante TYMS-

TSER mediante PCR con elettroforesi su gel di agarosio. 

 

L’analisi delle varianti DPYD è stata realizzata tramite PCR quantitativa (Real-Time PCR) con saggio 

di discriminazione allelica. È stato utilizzato il kit CE-IVD Easy PGX Diatech DPYD e il Real-Time 

PCR System, QuantStudio™ (Applied Biosystem). La tecnica della Real Time PCR (43) prevede 

l’utilizzo di una sonda complementare al DNA da amplificare, la quale è marcata ad una estremità 

con un fluoroforo e all’estremità opposta porta un quencher, una molecola che, quando è vicina al 

fluoroforo, è in grado di inibirne la fluorescenza. Il parametro misurato nella Real Time PCR è 

l’aumento di fluorescenza. Col procedere della reazione di amplificazione della sequenza stampo, la 

sonda viene gradualmente degradata nei suoi singoli nucleotidi ad opera dell’enzima AmpliTaq Gold 

DNA polimerasi, che possiede attività esonucleasica 5’-3’; questo determina il progressivo 

allontanamento del quencher che non si troverà più sufficientemente vicino al fluoroforo per 

assorbirne l’emissione. Si osserverà un aumento della fluorescenza, che sarà proporzionale alla 

quantità di DNA stampo contenuto nel campione; in questo caso sono state usate 2 sonde marcate 

con 2 diversi fluorofori (VIC e FAM), ciascuna specifica per uno dei due alleli dello SNP da analizzare 

(Figura 10). 
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Fig 10 PCR real-time 

 

Dopo ogni rilevamento, i segnali di fluorescenza sono processati da un software e la cinetica di 

formazione dell’amplificato è stata visualizzata graficamente come incremento dei segnali di 

fluorescenza in ordinata e per cicli di reazione in ascissa. Per interpretare i risultati è stato necessario 

valutare i rapporti tra le fluorescenze osservate nei due canali di analisi VIC e FAM. Nella ricerca di 

DPYD c.2846A> T (rs67376798, p.D949V), la sonda wild type ha riconosciuto l’allele A legandosi 

al fluorocromo VIC, mentre la sonda mutata ha riconosciuto l’allele T legandosi al fluorocromo FAM. 

Nei campioni omozigoti per l’allele wild type (A/A) è stato osservato il massimo rapporto FAM/VIC, 

con un solo picco FAM; nei campioni eterozigoti il rapporto era intermedio al precedente e sono stati 

rilevati due picchi; nei campioni omozigoti per l’allele mutato (T/T) è stato osservato il rapporto più 

basso FAM/VIC, con un solo picco VIC (Figura 11). La stessa metodologia (44) è stata applicata per 

le altre tre mutazioni di DPYD ricercate. 

 

Fig 11 Guida all’interpretazione dei possibili genotipi di DPYD c.2846A> T 
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Entro sette giorni dal prelievo, ottenuto l’esito della genotipizzazione DPYD, si è provveduto ad 

informare l’oncologo di riferimento tramite refertazione del risultato del test (Figura 12) per le 

eventuali modifiche di terapia in accordo con le Linee Guida (16,17). 

 

Fig 12 Refertazione del test farmacogenetico DPYD 
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3.3.2. Stima del rapporto UH2/U 

 

Per tutti i pazienti reclutati, in associazione alla genotipizzazione, come misura indiretta dell’attività 

dell’enzima DPD, è stato calcolato il rapporto dei due metaboliti UH2 e U mediante HPLC (45,46). 

Fase preanalitica: per la stima del rapporto della concentrazione plasmatica Diidrouracile/Uracile, 

che potrebbe essere predittiva dell’attività in vivo dell’enzima DPD, è stato utilizzato lo stesso 

campione di sangue (EDTA come anticoagulante) prelevato per lo screening farmacogenetico. La 

provetta è stata centrifugata a 3000g per 6 minuti e 500 µl di plasma sono stati prelevati; dopo 

precipitazione proteica con ammonio solfato solido sono stati estratti gli analiti con una soluzione di 

acetato di etile/alcool isopropilico (85:15 %v/v). 

Fase analitica: per l’analisi della concentrazione plasmatica dei metaboliti, 50 µl di estratto sono stati 

iniettati in un sistema HPLC accoppiato ad un detector UV. Dato il diverso assorbimento delle due 

molecole in esame e per ridurre al minimo l’interferenza con altre sostanze, la concentrazione di 

Uracile è stata letta a 268 nm (Figura 13), mentre quella del Diidrouracile a 210 nm (Figura 14). 

 

Fig 13 Cromatogramma Uracile (U) da campione di plasma  

 

Fig 14 Cromatogramma Diidrouracile (UH2) da campione di plasma 
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3.3.3. Quantizzazione dei livelli plasmatici di 5FU 

 

In pazienti genotipizzati DPYD già in trattamento con FP è stata anche eseguita la quantizzazione 

della concentrazione plasmatica di farmaco. Ogni paziente, dopo essere stato informato, ha firmato 

apposito modulo di consenso redatto ad hoc per le analisi farmacocinetiche. 

Secondo il nostro protocollo lo schema dei tempi per eseguire il TDM (Figura 15) ha previsto un 

prelievo prima dell'infusione di 5FU (T0); uno da 3 a 18 minuti (T1) dopo l'iniezione rapida o bolo 

durante la cinetica di picco; uno a 45 minuti (T2) dopo l'avvio dell’infusione o cinetica di valle. 

Inoltre, l’AUC funzionale a stimare la minima concentrazione efficace del 5-FU è stata fissata a 20-

30 mgxL/h e la concentrazione plasmatica di 5FU ricade in un intervallo di 400-500 ng/ml (range di 

normalità) allo stadio stazionario di 45 minuti (47,48). 

 

Fig 15 Schema dei tempi dei prelievi per l’analisi farmacocinetica del 5FU 

 

Il plasma, ottenuto in seguito a centrifugazione dei prelievi di sangue intero (provette da 6ml con 

eparina come anticoagulante), è stato processato ed etichettato con lo stesso codice alfanumerico 

utilizzato per la genotipizzazione al fine di evitare confondimenti. Le proteine sono state fatte 

precipitare mediante aggiunta di metanolo 1:4 (%v/v); l’analisi tramite UHPLC-MS/MS ha permesso 

di ottenere la misurazione della concentrazione plasmatica di 5FU (49,50). 
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3.4. Analisi statistica 

 

Le differenze tra i genotipi nel grado medio di gravità delle ADR sono state inizialmente valutate 

attraverso l’ANOVA (Analisi della Varianza) ad una via considerando, per ogni polimorfismo 

(MTHFR 677, MTHFR 1298, TYMS-TSER) e per ogni categoria patologica (TOSSICITA’ 

EMATOLOGICHE, GASTROENTEROLOGICHE, NEUROLOGICHE, DERMATOLOGICHE)  il grado 

di ADR come variabile dipendente e i genotipi (WILD-TYPE, ETERO,OMO) come gruppi (variabile 

categoriale indipendente).1 Una delle ipotesi dell’ANOVA è che le varianze delle popolazioni 

(indipendenti) dai cui sono stati estratti i campioni (uno per ciascun gruppo) siano uguali (ipotesi di 

omoschedasticità).2 Sfortunatamente, tale ipotesi valutata sulla base del test di omogeneità delle 

varianze di Bartlett3 è stata costantemente rigettata dai dati. Per tale motivo, si è deciso di utilizzare 

il test t sulla differenza tra medie, il quale non richiede necessariamente l’ipotesi di omoschedasticità 

delle popolazioni. Esso, tuttavia, può essere applicato solo se i gruppi sono due. A tal fine, dunque, 

per ogni polimorfismo si è proceduto ad aggregare i due genotipi meno numerosi; più precisamente:4 

• per MTHFR1298 sono stati aggregati i gruppi ETERO e OMO e dunque il confronto è stato 

effettuato tra i gruppi WT ed ETERO+OMO; 

• per MTHFR677 sono stati aggregati i gruppi WT e OMO e dunque il confronto è stato 

effettuato tra i gruppi ETERO e WT+OMO; 

• per TSER sono stati aggregati i gruppi 2R2R e 3R3R e dunque il confronto è stato effettuato 

tra i gruppi 2R3R e 2R2R+3R3R. 

Lo stesso tipo di test è stato utilizzato per l’analisi del rapporto UH2/U. In questo caso i gruppi sono 

i due livelli di UH2/U (Basso e Alto) e lo scopo è stato quello di valutare le differenze nel grado 

(medio) di ADR delle singole tossicità, anziché delle categorie patologiche. 

Tutte le elaborazioni sono state realizzate con il software statistico Stata. 

 

 

 

 

 

 

 
1 Nel complesso, dunque sono state realizzate 3 (polimorfismi) x 4 (categorie patologiche) = 12 analisi ANOVA. 
2 Si veda Norman, G. e Streiner, D. (2015), Biostatistica, II ed., Casa Editrice Ambrosiana, Milano, p. 91. 
3 Bartlett, M.S. (1937), Properties of sufficiency and statistical tests, Proceedings of the Royal Society, A 160, 268–282. 
4 Si vedano le Figure 1-3 nei risultati. 
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4. RISULTATI 
 

Sono stati reclutati 150 pazienti in trattamento con FP, afferenti all’ UOC di Oncologia della suddetta 

AOU. Tutti i pazienti sono stati monitorati costantemente per almeno quattro cicli di chemioterapia; 

hanno firmato il consenso per partecipare al progetto e per la pubblicazione dei dati. 

4.1. Caratteristiche della popolazione in studio 

 

La popolazione in esame era rappresentata da uomini per il 59% e da donne per il 41%, con un’età 

media di 64 anni; il paziente più giovane reclutato aveva 43 anni, il più anziano 85 anni. Come da 

Tabella 1, il 54% dei soggetti possedeva un diploma di scuola media inferiore, seguito da un 42% 

con licenza elementare, da un 33% con diploma di scuola superiore e da un 14% di laureati. Il 40% 

dei pazienti reclutati non aveva mai fumato, il 34% era fumatore, con un consumo medio di 20 

sigarette/die, mentre il 26% era ex fumatore; il 60% dei soggetti screenati aveva o aveva avuto quindi 

un’esposizione al fumo di sigaretta. Per quanto riguarda il consumo di alcool, il 56% dei soggetti 

aveva dichiarato di essere astemio, mentre il 44% assumeva una quantità di alcool inferiore a 29,9 

g/die per gli uomini e inferiore a 19,9 g/die per le donne. Dall’anamnesi si è evinto che il 20% dei 

pazienti aveva patologie autoimmuni (6 pazienti affetti da tiroidite di Hashimoto, 14 da artrite 

reumatoide, 7 da LES e 3 da Spondilite); nessun soggetto tra quelli reclutati aveva epatopatie quali 

epatite B e C; il 52% dei pazienti era iperteso (P.A. >140/90); il 14% era affetto da diabete mellito di 

tipo 2. Il 46% (69) dei pazienti reclutati aveva familiarità per malattie oncologiche: il numero di 

parenti di primo grado presentanti neoplasie in passato o in atto andava da 1 a 3 per ciascun paziente 

reclutato. I tumori riguardavano nel 31% dei casi lo stesso organo coinvolto nel paziente, nel 69% dei 

casi invece erano presenti in sedi diverse. 
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Tab 1 Popolazione in studio: informazioni di base 

 

Il 16% (24) dei soggetti presentava alterazioni di alcuni parametri laboratoristici prima dell’inizio del 

trattamento: 6 pazienti con anemia ipocromica carenziale (MCH >27-33 pg/cellule e MCHC >33-36 

g/dl), 4 con leucopenia (>4000 U/ml), 8 con leucocitosi neutrofila (>4300-10.000 U/ml), 2 con 

iperbilirubinemia (>5,1-17,0 mmol/l) e 4 con ipertransaminemia (>50 U/l). Di ciò si è tenuto conto 

nella successiva valutazione dei dati di laboratorio durante il follow-up.  In quattro pazienti è stata 

rinviata la somministrazione del primo ciclo di chemioterapia a causa della necessità di trasfusioni. 
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I pazienti erano affetti dalle seguenti neoplasie, come rappresentato in Figura 16: il 52,78% (79) 

avevano un tumore al colon, il 10,61% (16) allo stomaco, il 9% (14) al retto, il 6,15% (9) al sigma, il 

5,29% (8) a carico del distretto testa-collo, il 5,25% (8) al pancreas, il 4,60% (7) alla mammella, 

l’1,73% (3) alle vie biliari, l’1,37% (2) al cieco, l’1,24% (2) al rene, l’1% (1) all’esofago e lo 0,98% 

(1) alla vulva. 

Fig 16 Neoplasie rappresentate nella popolazione in studio 

 

Per la neoplasia del colon, la più rappresentata nella popolazione in studio, è stata analizzata la 

stadiazione, come in Figura 17. Il 46,5% (37) dei pazienti era allo stadio IV. I pazienti allo stadio III 

erano il 28,5% (22) allo stadio IIIB, l’11% (9) allo stadio IIIC e il 3,5% allo stadio IIIA. Allo stadio 

IIA il 7% (6) e allo stadio IIB il 3% (2). 

Fig 17 Stadiazione del tumore del colon nella popolazione in studio 

 

I regimi chemioterapici a base di fluoropirimidine registrati nella popolazione in studio erano i 

seguenti, come mostrato nella Figura 18: Folfox (5 FU/Leuvocorina + oxaliplatino) 42% (63), Xelox 
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(Capecitabina + Oxaliplatino) 32% (48), Folfori (5-FU/Leuvocorina + Irinotecano) 13% (20), Xeloda 

(Capecitabina) 7% (10) e Folfirinox (5FU+Leuvocorina+Irinotecano+Oxaliplatino) 6% (9).  

Fig 18 Regimi chemioterapici a base di Fluoropirimidine registrati nella popolazione in studio

 

I farmaci biologici somministrati in associazione alle FP nella popolazione in studio sono illustrati 

nella Figura 19. Di 150 pazienti reclutati il 40% (60) ha assunto farmaci biologici: Bevacizumab 20% 

(30), Cetuximab 16% (24) e Aflibercept 4% (6). 

Fig 19 Farmaci biologici assunti nella popolazione in studio 

 

L’86% (129) dei pazienti ha ricevuto tali regimi di chemioterapia in modalità adiuvante, il 14% (21) 

di essi non è mai stato invece sottoposto a trattamento chirurgico a causa della inoperabilità della 

neoplasia. 
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La genotipizzazione DPYD è stata eseguita su tutti i 150 pazienti reclutati (Figura 20). 

• 139 soggetti (92,5%) sono wild type per ciascuno dei quattro polimorfismi DPYD investigati 

(DPYD*2A, DPYD*13, DPYD c.2846 A>T e c.1129-5923C>G). Di questi 139 pazienti a 

fenotipo non mutato 59 (39,2%) sono donne e 80 (53,3%) sono uomini. 

• 11 pazienti (7,5%) sono portatori in eterozigosi di una variante del gene DPYD, nello 

specifico 6 (4%) per la variante DPYD*2A e 5 (3,5%) per quella DPYD c.2846 A>T.  

Due pazienti di sesso femminile sono eterozigoti per la variante DPYD*2A.  

Nove pazienti di sesso maschile: quattro sono eterozigoti per la variante DPYD*2A e cinque 

per la variante DPYD c.2846 A>T. 

• Nessun paziente era portatore delle varianti DPYD*13 e c.1129-5923C>G. 

Fig 20 Genotipi DPYD riscontrati nella popolazione in studio 

 

 

Tre di questi undici pazienti eterozigoti sono stati reclutati nello studio a posteriori rispetto allo 

sviluppo di tossicità di grado uguale o superiore al 3 (Test farmacogenetico post-trattamento). Questi 

soggetti erano in trattamento con i seguenti regimi di chemioterapia: folfiri + bevacizumab, folfox + 

cetuximab e folfox.  
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La misurazione del rapporto UH2/ U è stata effettuata su tutti i 150 pazienti reclutati, il valore 

minimo rilevato era di 1,77 e il massimo di 13,65 con un valore medio di 5,8.  

• Il 31% (47) dei soggetti aveva un rapporto UH2/U inferiore a 4, il 29% (43) un rapporto 

tra 4 e 6 e il 40% (60) superiore a 6. 

• Per gli undici soggetti eterozigoti DPYD, il valore minimo era 1,77 e il massimo era 7,38 

con un valore medio di 4,5. 

 

Il TDM del 5FU è stato eseguito solo su tre degli undici eterozigoti DPYD che hanno firmato il 

consenso a prelievi seriati per l’analisi farmacocinetica durante almeno due cicli di terapia (Tabella 

2). 

Tab 2 Pazienti eterozigoti DPYD e corrispondenti livelli plasmatici di 5FU ad ogni ciclo di chemioterapia 

a T2 45 min (ng/ml) 

 

 

• Per il paziente 1, il TDM è stato eseguito al quarto ciclo presentando livelli di farmaco 

elevati. 

• Per il paziente 2, il TDM è stato eseguito dal primo ciclo mostrando livelli plasmatici nei 

range di normalità. 

• Per il paziente 3, il TDM ha rilevato livelli plasmatici di 5FU elevati ad ogni ciclo di 

terapia. 
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4.2. Report delle ADR  

 

I pazienti reclutati hanno presentato un totale di circa 642 ADR. Va precisato che in corso di 

trattamento con i farmaci in studio un soggetto ha sviluppato quanto meno tre ADR per ciclo di 

terapia. Inoltre, tutte le tossicità registrate sono state poi monitorate per almeno quattro cicli.  

Le singole ADR sono state suddivise per tipo di categoria patologica rilevata (ematologica, 

gastroenterologica, neurologica e dermatologica) e poi sono state categorizzate, secondo i Criteri 

CTCAE (41), in rapporto alla loro gravità in quattro gradi.  

 

La frequenza delle ADR ematologiche suddivise per grado di severità è riportata nella Figura 21. 

Fig 21 ADR Ematologiche 

 

• Per il grado 1 si registra per la neutropenia una frequenza del 14% (21), per l’anemia una del 

32% (48), per la leucopenia una del 24% (36) e per la piastrinopenia una del 40% (60).  

• Per il grado 2 si registra per la neutropenia una frequenza del 10% (15), per l’anemia una del 

12% (18), per la leucopenia una dell’11% (17) e per la piastrinopenia una del 9% (13).  

• Per il grado 3 si registra per la neutropenia una frequenza del 12% (18), per l’anemia una 

dell’1% (1), per la leucopenia una del 3% (4) e per la piastrinopenia una dell’1% (1).  

• Per il grado 4 si registra solo per la neutropenia una frequenza del 1% (1). 
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La frequenza delle ADR gastroenterologiche suddivise per grado di severità è riportata nella Figura 

22. 

Fig 22 ADR Gastroenterologiche 

 

 

• Per il grado 1 si registra per la diarrea una frequenza del 30% (45), per il vomito una del13% 

(19), per la nausea una del 20% (30) e per la stipsi una del 27% (40).  

• Per il grado 2 si registra per la diarrea una frequenza del 17% (25), per il vomito una del 3% 

(4), per la nausea una del 4% (6) e per la stipsi una del 7% (10). 

• Per il grado 3 si registra per la diarrea una frequenza del 5% (8) e per il vomito una del 3% 

(4).  

• Per il grado 4 si registra solo per la diarrea una frequenza del 2% (3). 
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La frequenza delle ADR neurologiche suddivise per grado di severità è riportata nella Figura 23. 

Fig 23 ADR Neurologiche 

 

• Per il grado 1 si registra per la parestesia una frequenza del 43% (65) e per la disgeusia una 

dell’8% (12).  

• Per il grado 2 si registra solo per la parestesia una frequenza del 7% (10). 

• Per il grado 3 e 4 non si registrano ADR. 

 

La frequenza delle ADR dermatologiche suddivise per grado di severità è riportata nella Figura 24. 

Fig 24 ADR Dermatologiche 
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• Per il grado 1 si registra per la sindrome mano-piede una frequenza del 28% (42) e per la 

mucosite il 36% (54).  

• Per il grado 2 si registra per la sindrome mano-piede una frequenza del 10% (15) e per la 

mucosite il 9% (13). 

• Per il grado 3 si registra solo per la mucosite una frequenza del 2% (3). 

• Per il grado 4 non si registrano ADR. 

 

Nello specifico, le tossicità di grado 3 e 4 sono riportate in Figura 25. 

Fig 25 ADR gravi e potenzialmente fatali nella popolazione in studio 

 

• Per le ADR di grado 3 e 4 nella popolazione in studio si registra una frequenza del 28,6% 

(43).   

• Per le ADR di grado 3 (mucosite, vomito, piastrinopenia, leucopenia, anemia e neutropenia) 

si registra una frequenza del 26% (39); per le ADR di grado 4 (diarrea e neutropenia) si 

registra una frequenza del 2,6% (4).  

• La neutropenia e la diarrea sono le ADR più segnalate per entrambi i gradi di severità. 
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4.3. Presentazione dei pazienti eterozigoti DPYD 

 

Di 150 pazienti reclutati 11 sono risultati eterozigoti DPYD (Tabelle 3 e 4). 

ADR di grado 3 e 4 si registrano in 4 degli 11 pazienti eterozigoti DPYD. 

Tab 3 Caratteristiche principali dei 3 pazienti eterozigoti DPYD in cui è stato possibile effettuare il 

anche il TDM 

 

Pz, paziente; CRC, cancro colorettale; FOLFOX, 5-fluorouracile + leucovorina + oxaliplatino; DPYD-PGx, Test Farmacogenetico DPYD; C, ciclo; 

UH2/U RATIO, rapporto diidrouracile/uracile; 5-FU, 5-fluorouracile; ADR, reazione avversa a farmaco; G, grado di tossicità secondo i Criteri 

CTCAE. 
 

Il paziente 1 di 55 anni affetto da adenocarcinoma del colon retto allo stadio IV con metastasi 

linfonodali, ai polmoni, al fegato e ai reni, è stato trattato con lo schema folfox e cetuximab. Dopo tre 

cicli di chemioterapia ha riportato neutropenia (neutr: 830.58/mm3) e mucosite di grado 3; al quarto 

ciclo il test DPYD ha rivelato una eterozigosi DPYD*2A e il TDM ha evidenziato una elevata 

concentrazione plasmatica di 5FU di 950 ng/ml. Il rapporto UH2/U era di 4,52. Alla luce di questi 

risultati è stato necessario ridurre la posologia di 5FU e cetuximab. La TAC non ha rivelato una 

progressione di malattia in accordo con i criteri RECIST v1.1. Al sesto ciclo di terapia la 

concentrazione plasmatica di 5-FU era di 400 ng/ml (nella norma), non registrando ADR di grado 

severo.  

Per il paziente 2 di 48 anni, affetto da un adenocarcinoma del colon retto allo stadio IV con metastasi 

linfonodali e al fegato, è stato scelto lo schema folfox con bevacizumab. L’analisi DPYD 

pretrattamento ha identificato una eterozigosi DPYD*2A ed il rapporto plasmatico UH2/U era di 

3,22. Dopo il primo ciclo di terapia, ridotta la dose iniziale di 5FU del 50%, non ha presentato ADR 

di grado severo con una concentrazione plasmatica di 474 ng/ml, nella norma. Al quarto ciclo 

effettuata una TAC non si è evidenziata progressione di malattia in accordo con i criteri RECIST 

v1.1.; è stata effettuata una terapia di mantenimento con capecitabina e bevacizumab per altri sei cicli 

con assenza di ADR di grado severo. 
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Per il paziente 3 di 60 anni affetto da un adenocarcinoma del retto allo stadio IV con metastasi 

epatiche è stato programmato un regime chemioterapeutico secondo lo schema folfox più cetuximab. 

Lo screening pre-terapeutico del gene DPYD ha rivelato un’eterozigosi c2846A>T, è stata dimezzata 

la dose iniziale del 5FU e il rapporto UH2/U era molto basso di 1,77, il più basso registrato nel nostro 

studio. Al secondo ciclo di terapia la concentrazione plasmatica di 5FU era 811 ng/ml, un valore alto 

nonostante la riduzione della dose.  Al terzo ciclo il livello plasmatico di farmaco era ancora elevato, 

1093 ng/ml, con la comparsa di diarrea di grado 3; per cui è stato necessario ridurre ulteriormente la 

dose del 10%. Ciononostante, al quarto ciclo la concentrazione plasmatica rimaneva comunque alta 

(1048 ng/ml) con la comparsa di diarrea di grado 4. Al quinto ciclo la concentrazione plasmatica era 

lievemente ridotta 934 ng/ml con una diarrea di grado 3. La TAC mostrava una riduzione delle lesioni 

epatiche, una risposta parziale alla terapia secondo i criteri RECIST v1.1. Dopo un mese 

dall’intervento chirurgico per la rimozione delle lesioni epatiche, la TAC ha mostrato una nuova 

lesione per cui è stato necessario ricorrere a un nuovo protocollo folfiri in cui la dose di 5FU era 

ridotta del 50%. Dopo sei cicli di terapia per la comparsa di diarrea di grado 3 si è deciso di continuare 

soltanto con irinotecano e bevacizumab.  

 

 

Tab 4 Caratteristiche principali degli 8 pazienti eterozigoti DPYD in rapporto alla tempistica con cui è 

stato eseguito il test di genotipizzazione 

 

 
Pz, paziente; CRC, cancro colon rettale; FOLFOX, 5-fluorouracile +leucovorina + oxaliplatino; FOLFIRI, 5-fluorouracile+ leucovorina 

irinotecano; XELOX, capecitabina più oxaliplatino; XELODA, Capecitabina; DPYD-PGx, Test farmacogenetico DPYD; UH2/U RATIO, rapporto 

diidrouracile/uracile; ADR, reazione avversa al farmaco; C, ciclo; G, grado di tossicità secondo i Criteri CTCAE. 
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Il paziente 4, affetto da carcinoma gastrico allo stadio III, in terapia secondo lo schema folfox, ha 

avuto vomito di grado 3 al secondo ciclo ed è stato identificato come portatore della variante 

DPYD*2A dopo il trattamento, proseguendo poi con il solo oxaliplatino.  

Il paziente 5, con un adenocarcinoma del colon di stadio IV, trattato secondo lo schema folfiri più 

bevacizumab, ha manifestato vomito di grado 3 all’ottavo ciclo di chemioterapia ed è stato 

identificato post-trattamento come portatore eterozigote della variante c.2846A>T. Gli è stata 

dimezzata la dose di 5-FU e non ha più ripresentato l’ADR. 

Ai pazienti da 6 a 11 sottoposti al test farmacogenetico pretrattamento la dose di 5FU è stata 

dimezzata e fin dal primo ciclo non hanno sofferto di ADR di grado severo.  

Il paziente 6 è stato identificato come eterozigote DPYD c.2846A>T e trattato con capecitabina (1000 

mg/die); il paziente 7 è stato identificato come eterozigote DPYD c.2846A>T e trattato con 

capecitabina (2000 mg/die) e oxaliplatino (170 mg ev); il paziente 8 è stato identificato come 

eterozigote DPYD c.2846A>T e trattato con capecitabina (1500 mg/die) e oxaliplatino (130 mg ev); 

il paziente 9 è stato identificato come eterozigote per DPYD*2A e trattato con capecitabina (2000 

mg/die) e oxaliplatino (150 mg ev); il paziente 10 è stato identificato come eterozigote per 

DPYD*2A e trattato con capecitabina (1000 mg/die) e cisplatino (60 mg ev); il paziente 11 è stato 

identificato come eterozigote per DPYD*2A e trattato con 5-FU (340 mg in bolo seguito da 2000 mg 

per 46 ore di infusione continua) e oxaliplatino (100 mg ev). 
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4.4. Associazione wild-type DPYD, grado di ADR e rapporto UH2/U 

 

Il dataset su cui si basa lo studio5 contiene informazioni su 150 pazienti di cui 11 sono soggetti 

eterozigoti DPYD. 

Per ciascun paziente si dispone: 

1) del genotipo dei seguenti tre polimorfismi: i) MTHFR1298 (WT, ETERO, OMO), ii) 

MTHFR677 (WT, ETERO, OMO), iii) TSER (2R2R, 2R3R, 3R3R); 

2) del valore del rapporto UH2/U; ai fini dell’analisi questa variabile è stata categorizzata in due 

modalità: Basso (UH2/U < 6) e Alto (UH2/U ≥ 6). 

3) del grado di reazione avversa (ADR), misurato su una scala discreta da 0 (assenza di reazione) 

a 4 (massima gravità), per ciascuna delle 12 tossicità raggruppate ai fini dell’analisi nelle 

seguenti quattro categorie patologiche (variabili): 

i) EMATOLOGICHE: Neutropenia, Anemia, Leucopenia, Piastrinopenia; 

ii) GASTROINTESTINALI: Diarrea, Vomito, Nausea, Stipsi; 

iii) NEUROLOGICHE: Parestesia, Disgeusia; 

iv) DERMATOLOGICHE: Sindrome mano-piede, Mucosite. 

Per ogni categoria è stata calcolata la somma dei gradi di ADR associati a ciascuna delle 

tossicità ricomprese nella categoria stessa. 

 

Le domande di ricerca sono le seguenti: 

1) per ciascun polimorfismo, il grado totale di ADR di ciascuna delle quattro categorie 

patologiche di cui sopra dipende dal genotipo del paziente? In altri termini, esiste una 

differenza statisticamente significativa tra il grado di ADR medio di ciascun genotipo 

(gruppo)? 

2) per ciascuna delle 12 tossicità rilevate, il grado di ADR dipende dal livello di UH2/U? Più 

precisamente, esiste una differenza statisticamente significativa tra il grado di ADR medio 

dei due gruppi (Basso o Alto) di UH2/U? 

 

Nel caso della 1) l’analisi è stata condotta sui 139 pazienti wild-type DPYD mentre per la 2) si è fatto 

uso del campione completo di 150 soggetti reclutati. 

 

 

 

 

 
5 Tutte le elaborazioni sono state realizzate con il software statistico Stata. 
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Nelle Figure 1-3 è riportata, per ogni polimorfismo, la distribuzione dei pazienti per genotipo.  

Nel caso di MTHFR1298 circa la metà dei pazienti ha genotipo WT, segue il genotipo ETERO con 

poco più del 40%, mentre il genotipo OMO sia attesta al 9,35%. Per MTHFR677, invece, il genotipo 

prevalente è ETERO che caratterizza più della metà dei pazienti, mentre l’altra metà è quasi 

equamente divisa tra i genotipi WT (25,90%) e OMO (23,02%). Infine, nel caso di TSER, prevalente 

è il genotipo 2R3R (circa 49% dei pazienti), seguito dal 3R3R con circa il 28% e dal 2R2R con il 23%. 

 

 

Figura 1 – Distribuzione dei pazienti per genotipo  

(MTHFR1298) 
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Figura 2 – Distribuzione dei pazienti per genotipo  

(MTHFR677) 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Distribuzione dei pazienti per genotipo  

(TSER) 

 

 

 

Le Figure 4-6 riportano, invece, il grado medio di ADR per genotipo e categoria patologica.  

Da esse emerge che in molti casi il grado di ADR medio per un dato polimorfismo e una data categoria 

patologica risulta diverso a seconda del genotipo considerato. Ad esempio, nel caso di MTHFR1298 

(Figura 4) e delle tossicità EMATOLOGICHE, mentre i genotipi WT e OMO presentano un grado 

medio di ADR (calcolato sui pazienti del gruppo corrispondente) di circa 4, per i pazienti caratterizzati 
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dal genotipo ETERO la gravità media risulta di appena 0,3. Analogamente, i pazienti caratterizzati 

dal genotipo OMO sperimentano ADR GASTROINTESTINALI con una gravità media pari a 3,3, e 

quindi superiore a quella dei genotipi WT ed ETERO per i quali tale valore è pari, rispettivamente, a 

1,6 e 1,8. 

Una categoria patologica nella quale sembra non vi siano differenze di gravità tra i diversi genotipi è 

quella delle ADR NEUROLOGICHE: a prescindere dal tipo di polimorfismo considerato il grado 

medio di ADR si mantiene quasi sempre al di sotto di 1.6 

Se si guarda al complesso delle categorie patologiche (TOTALE) i genotipi che risultano 

caratterizzati da una gravità media più elevata sono OMO (10,8) per MTHFR1298, WT (9,4) per 

MTHFR677 e 2R2R (9,2) per TSER. I genotipi caratterizzati, invece da ADR meno gravi sono 

ETERO (2,7) per MTHFR1298, ETERO (4,4) per MTHFR677 e 2R3R (5) per TSER. 

Ovviamente, le differenze riscontrate tra i vari genotipi potrebbero essere dovute all’errore 

campionario. Un giudizio definitivo sulla significatività statistica delle stesse può essere fornito solo 

valutandole in un contesto inferenziale, cioè attraverso un test. La metodologia a tal fine utilizzata è 

descritta nel prossimo paragrafo. 

 

Figura 4 – Grado medio di ADR per genotipo e categoria patologica  

 (MTHFR1298) 

 

 

 
6 Tranne che per il genotipo OMO del gene MTHFR1298 nel quale la gravità media è pari a 1,1 (Figura 4). 
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Figura 5 – Grado medio di ADR per genotipo e categoria patologica  

(MTHFR677) 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Grado medio di ADR per genotipo e categoria patologica  

 (TSER) 
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La Tabella 1 riporta i risultati del test t per ogni combinazione polimorfismo-categoria patologica. 

Più precisamente essa contiene: il valore della statistica test, il p-value per l’ipotesi alternativa che le 

medie dei gruppi (genotipi) siano diverse e l’intervallo al 95% della differenza tra le due medie. Come 

si nota le medie risultano sempre significativamente diverse ad un livello di almeno il 5%, ad 

eccezione dei due casi MTHFR677-NEURO e TSER-EMATO. 

Per i casi di differenza significativa tra le medie dei due gruppi, un intervallo di confidenza con limiti 

positivi denota il fatto che il grado medio di ADR del primo genotipo (gruppo) risulta 

significativamente superiore a quello del secondo.  

Nel caso di MTHFR1298 e delle ADR Ematologiche, il grado medio di ADR del genotipo WT è 

superiore a quello del gruppo costituito dai genotipi ETERO +OMO; la differenza tra la prima media 

e la seconda è, con una probabilità del 95%, compresa tra 2,51 e 3,75. In altri termini, i pazienti 

caratterizzati dal primo genotipo si ammalano più gravemente di quelli caratterizzati dai genotipi 

ETERO +OMO. Sempre con riferimento a MTHFR1298, lo stesso vale per le ADR Neurologiche e 

Dermatologiche sia pure con differenze di grado più contenute. Viceversa, per le ADR 

Gastrointestinali sono i pazienti ETERO+OMO ad ammalarsi più gravemente (IC della differenza tra 

le medie al 95%: [-0,96; -0,13] p=0,0102). 

Nel caso  di MTHFR677, gli intervalli di confidenza relativi ai casi di significatività statistica della 

differenza (EMATO, GASTRO, DERMATO) hanno tutti limiti negativi e ciò implica che i pazienti 

del secondo gruppo cioè con genotipo WT+OMO si ammalano più gravemente di quelli ETERO a 

prescindere dalla categoria patologica considerata (IC della differenza tra le medie al 95%: [-2,29; -

0,75] p= 0,0001 EMATO), (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,53; -0,76] p= 0,0000 

GASTRO) e (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,58; -0,93] p= 0,0000 DERMATO). Per le 

ADR Neurologiche, come già rilevato, la differenza tra i livelli di gravità non è significativa e dunque 

il genotipo sembra non essere un buon predittore del grado di ADR. 

Infine, nel caso di TSER, quelli che si ammalano più gravemente (rispetto all’altro gruppo) sono i 

pazienti con genotipo 2R3R se si considerano le ADR Neurologiche (IC della differenza tra le medie 

al 95%: [0,05; 0,44] p= 0,0139), mentre sono i pazienti 2R2R+3R3R se si considerano le ADR 

Gastrointestinali e Dermatologiche (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,58; -0,85] p= 0,0000 

GASTRO) e (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,28; -0,58] p= 0,0000 DERMATO). Non vi 

è differenza significativa, invece, rispetto alle ADR Ematologiche.  
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Questi risultati sono evidenti anche nella Figura 7 che contiene i Box plot del grado medio di ADR 

per i tre polimorfismi e per le due categorie patologiche (Ematologiche e Gastrointestinali) in 

rapporto ai diversi genotipi. 

Questo tipo di analisi può, ovviamente, trovare applicazione anche con riferimento alle singole 

tossicità piuttosto che alle categorie patologiche. Ciò, se da un lato comporta una proliferazione dei 

possibili confronti (in questo caso i possibili confronti sarebbero 3 polimorfismi x 12 tossicità = 36 

anziché 12), dall’altro consente di indagare in modo più specifico quali sono le ADR che 

contribuiscono maggiormente alle evidenze sopra discusse. A titolo di esempio, si riportano nella 

Tabella 2 i risultati ottenuti per la Neutropenia e la Diarrea, le tossicità che hanno registrato i più alti 

gradi di severità. Con la sola eccezione della combinazione TSER-Neutropenia, le differenze 

risultano sempre statisticamente significative, almeno al 10%. I casi significativi all’1% riguardano 

la Neutropenia per MTHFR1298 dove i pazienti di genotipo WT presentano livelli di gravità più 

marcati rispetto al gruppo ETERO+OMO, e la Diarrea nel caso di MTHFR677 e TSER, rispetto ai 

quali i pazienti del secondo gruppo cioè WT+OMO per MTHFR 677 e 2R2R+3R3R per TSER si 

ammalano più gravemente degli altri (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,33; -0,79] p= 

0,0000) e (IC della differenza tra le medie al 95%: [-1,15; -0,59] p= 0,0000). 

Infine, la Tabella 3 contiene i risultati dell’analisi finalizzata a rispondere alla domanda di ricerca 2). 

In questo caso lo scopo è stato quello di verificare se i due gruppi di pazienti caratterizzati da un 

livello Basso (<6) /Alto (≥6) di UH2/U, presentino gradi di ADR medi significativamente diversi e 

dunque se l’UH2/U costituisca un valido predittore del livello di gravità delle singole tossicità. Come 

mostrato nella tabella, le differenze risultano significative per 8 tossicità (Neutropenia, Leucopenia, 

Vomito, Nausea, Stipsi, Parestesia, Disgeusia, Mucosite) su 12 registrate nello studio. In 6 degli otto 

casi significativi, l’intervallo di confidenza della differenza tra le medie presenta limiti positivi cioè 

il primo gruppo di pazienti (livello di UH2/U Basso) presenta gradi di ADR in media più elevati 

rispetto al secondo (livello di UH2/U Alto). Solo Nausea e Stipsi fanno eccezione (IC della differenza 

tra le medie al 95%: [-0,85; -0,52] p= 0,0000) e (IC della differenza tra le medie al 95%: [-0,72; -

0,31] p= 0,0000). Nel complesso vi è quindi evidenza di una relazione inversa tra livelli di UH2/U e 

gravità delle ADR. 
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Tabella 1 – Risultati del test t per i tre polimorfismi - Categorie patologiche  

Polimorfismi 
Categoria 

patologica 

Statistica 

test 

p-value 

𝐻1:  𝜇1 ≠ 𝜇2 

Intervallo di 

confidenza al 

95% ( 𝜇1 − 𝜇2) 

lim. inf. lim. sup 

MTHFR1298 (gruppi: 
WT; ETERO+OMO) 

EMATO*** 9,98 0,0000 2,51 3,75 

GASTRO** -2,61 0,0102 -0,96 -0,13 

NEURO*** 2,95 0,0040 0,10 0,49 

DERMA*** 7,41 0,0000 0,90 1,55 

MTHFR677 (gruppi: 
ETERO; WT+OMO) 

EMATO*** -3,90 0,0001 -2,29 -0,75 

GASTRO*** -5,91 0,0000 -1,53 -0,76 

NEURO 0,69 0,4927 -0,13 0,27 

DERMA*** -7,66 0,0000 -1,58 -0,93 

TSER (gruppi: 2R3R; 
2R2R+3R3R) 

EMATO -1,48 0,1414 -1,42 0,20 

GASTRO*** -6,60 0,0000 -1,58 -0,85 

NEURO** 2,50 0,0139 0,05 0,44 

DERMA*** -5,29 0,0000 -1,28 -0,58 
***,**,* = differenza tra le medie significativa rispettivamente all’1%, al 5% e al 10%. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabella 2 – Risultati del test t per i tre polimorfismi - Neutropenia e Diarrea 

Polimorfismi ADR 
Statistica 

test 

p-value 

𝐻1:  𝜇1 ≠ 𝜇2 

Intervallo di 

confidenza al 95% 
( 𝜇1 − 𝜇2) 

lim. inf. lim. sup 

MTHFR1298 (gruppi: WT; 
ETERO+OMO) 

Neutropenia*** 11,13 0,0000 1,24 1,79 

Diarrea* 1,80 0,0736 -0,03 0,61 

MTHFR677 (gruppi: 
ETERO; WT+OMO) 

Neutropenia* -1,87 0,0635 -0,72 0,02 

Diarrea*** -7,74 0,0000 -1,33 -0,79 

TSER (gruppi: 2R3R; 
2R2R+3R3R) 

Neutropenia 0,33 0,7442 -0,31 0,44 

Diarrea*** -6,10 0,0000 -1,15 -0,59 
***,**,* = differenza tra le medie significativa rispettivamente all’1%, al 5% e al 10%. 
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Figura 7 – Box plot del grado medio di ADR per i tre polimorfismi e per le due categorie 

patologiche (Ematologiche e Gastrointestinali) in rapporto ai diversi genotipi 
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Tabella 3 – Risultati del test t su UH2/U (gruppi: BASSO-ALTO) – Tutte 

le tossicità rilevate  

ADR 
Statistica 

test 

p-value 

𝐻1:  𝜇1 ≠ 𝜇2 

Intervallo di 

confidenza al 95% 
( 𝜇1 − 𝜇2) 

lim. inf. lim. sup 

Neutropenia*** 9,67 0,0000 0,97 1,48 

Anemia -0,74 0,4599 -0,37 0,17 

Leucopenia*** 10,16 0,0000 0,74 1,10 

Piastrinopenia 1,60 0,1130 -0,05 0,45 

Diarrea 0,04 0,9643 -0,33 0,34 

Vomito*** 3,86 0,0002 0,17 0,54 

Nausea*** -8,32 0,0000 -0,85 -0,52 

Stipsi*** -4,97 0,0000 -0,72 -0,31 

Parestesia* 1,90 0,0611 -0,01 0,43 

Disgeusia*** 3,70 0,0004 0,06 0,21 

Sindrome mano-piede -0,16 0,8722 -0,26 0,23 

Mucosite*** 8,53 0,0000 0,64 1,03 
***,**,* = differenza tra le medie significativa rispettivamente all’1%, al 5% e al 10%. 
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5. DISCUSSIONE 
 

Le fluoropirimidine sono i farmaci antineoplastici più prescritti al mondo e rappresentano la terapia 

maggiormente utilizzata per il cancro del colon-retto. Tuttavia, circa il 10-30% dei pazienti trattati 

soffre di tossicità dose-limitante e nel 4% di questi può essere letale (51). Nel nostro studio ADR di 

grado 3 e 4, rispettivamente gravi e potenzialmente letali, si sono verificate con una frequenza del 

29%. Un ridotto metabolismo del 5FU può determinare l’accumulo di metaboliti intermedi con la 

comparsa di reazioni avverse gravi, soprattutto ematologiche e gastrointestinali (52); la neutropenia 

e la diarrea sono le tossicità per il grado 3 e 4 maggiormente registrate nel nostro campione. La 

carenza di DPD rappresenta una parte sostanziale della tossicità indotta dalle FP (8,53,54); quattro 

polimorfismi nel gene DPYD, c.190511G> A (rs3918290, DPYD*2A, p.IVS14), c.1679T> G 

(rs55886062, DPYD*13, p.I560S), c.2846A> T (rs67376798, p.D949V) e c.1129–5923C>G 

(rs75017182, p.IVS10, HapB3) possono causare una carenza parziale o completa di DPD con lo 

sviluppo di tossicità severa (9,54,55). Quattro degli undici eterozigoti DPYD hanno mostrato ADR 

gravi; tre di questi pazienti sono stati sottoposti al test farmacogenetico post-trattamento, sebbene 

l’EMA ne abbia raccomandato l’esecuzione prima di iniziare la terapia con FP (20,21). Il paziente 1 

ha presentato neutropenia e mucosite di grado 3 risultando poi eterozigote DPYD*2A e, dimezzata 

la dose di 5FU, dal quarto ciclo non ha sofferto di ADR di grado severo. I pazienti 4 e 5 hanno avuto 

tossicità gastrointestinale (vomito) di grado 3 risultando poi eterozigoti DPYD*2A e DPYD c.2846 

A>T. In questi due pazienti l’ADR di grado severo si è manifestata in tempi diversi; nel paziente 4 

dopo il secondo ciclo e nel paziente 5 dopo l’ottavo ciclo. Al paziente 4 eterozigote DPYD*2A è stata 

sospesa la terapia con 5FU perché portatore di una variante non funzionale (deficit enzimatico 

completo); al paziente 5 eterozigote DPYD c.2846 A>T sono state dimezzate le dosi di 5FU perché 

portatore di una variante ipofunzionale (deficit enzimatico parziale) non ripresentando più ADR 

gravi. Il paziente 3 eterozigote DPYD c.2846 A>T, sebbene sottoposto al test farmacogenetico 

pretrattamento ha continuato ad avere tossicità gastrointestinale di grado 3 (diarrea). I restanti sette 

degli undici eterozigoti DPYD sono stati sottoposti, invece, al test farmacogenetico pretrattamento. 

Il paziente 2 eterozigote DPYD*2A e i pazienti da 6 a 11 (tre eterozigoti DPYD c.2846 A>T e tre 

eterozigoti DPYD*2A), ridotta la dose iniziale di 5FU, non hanno presentato ADR di grado severo. 

Risulta quindi necessario implementare nella pratica clinica oncologica l’esecuzione dello screening 

DPYD perché può prevenire il 20-30% delle tossicità precoci gravi con riduzione dei costi sanitari 

associati (56,57).  

Tuttavia, non solo i pazienti portatori di una delle quattro varianti DPYD raccomandate sviluppano 

ADR gravi da FP (28,29). È stato dimostrato che possono essere coinvolti altri polimorfismi a carico 

del gene MTHFR e TYMS-TSER, come marker predittivi di tossicità (58,59,60).  L'MTHFR è un 
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enzima coinvolto nella sintesi delle purine, delle timidine e nell' omeostasi dei folati; due 

polimorfismi -C677T e -A1298C nel gene che codifica questo enzima possono esercitare un effetto 

sinergico sulla diminuzione dell’attività della MTHFR nella popolazione caucasica e sono stati 

proposti come potenziali fattori predittivi di tossicità da FP, da raltitrexed e da metotrexato (61). 

Xiong-wei et al. hanno mostrato che l’allele mutato C a carico del polimorfismo MTHFR 1298 nel 

56% dei pazienti era associato ad una ridotta attività dell’enzima MTHFR e ad un aumento del rischio 

di tossicità gastrointestinale ma non di altri tipi di ADR (62). Anche nel nostro studio gli eterozigoti 

(AC) e gli omozigoti (CC) per il gene MTHFR1298 presentavano ADR gastrointestinali più gravi 

rispetto ai wild-type (AA). Nel caso del polimorfismo MTHFR677, i pazienti con genotipo wild-type 

(CC) e omozigote (TT) mostravano in media  gradi di ADR più gravi  rispetto agli eterozigoti (CT), 

a prescindere dal tipo di tossicità rilevata (ematologica, gastroenterologica o dermatologica).Ramos-

Esquivel et al., invece, hanno dimostrato che solo gli individui portatori di almeno un allele mutato 

(T) del polimorfismo MTHFR C677T avevano un aumento del rischio di sviluppare anemia, 

neutropenia, trombocitopenia, diarrea e sindrome mano-piede rispetto ai pazienti portatori degli alleli 

wild-type (63). Inoltre, Nahid et al. hanno evidenziato che gli omozigoti MTHF677 presentavano 

tossicità di grado 3 e 4 ma erano anche quelli che rispondevano meglio al trattamento (64). Tuttavia, 

Campbell et al. in una recente metanalisi non hanno trovato alcuna correlazione statisticamente 

significativa tra questi due polimorfismi e la tossicità da FP (65). De Mattia et al., hanno sostenuto 

che è difficile stabilire una correlazione tra i due polimorfismi MTHFR e la tossicità da FP per la 

variabilità della quantità di folati introdotti con la dieta e dei livelli di saturazione dell’enzima in 

rapporto ai diversi regimi chemioterapici utilizzati (66).  

L’altro polimorfismo proposto come fattore genetico responsabile di tossicità da FP è nella regione 

enhancer TSER del gene TYMS che codifica l’enzima timidilato sintasi (TS). È stato dimostrato che 

i pazienti portatori dell'allele a doppia ripetizione (2R) avevano una maggiore probabilità di 

sviluppare tossicità gravi da FP rispetto agli eterozigoti 2R/3R e all'omozigote mutato 3R/3R. Ciò 

potrebbe essere correlato a una diminuzione dell'espressione genica di TYMS nel tessuto normale dei 

pazienti a genotipo 2R/2R con aumento dell’inibizione enzimatica quando assumono le FP 

(23,24,25). Se si fa riferimento al complesso delle ADR registrate nei soggetti wild-type DPYD, uno 

dei genotipi che risultava caratterizzato da una gravità media più elevata era quello 2R/2R. In 

particolare, pazienti con genotipo 2R/2R e 3R/3R presentavano ADR gastrointestinali e 

dermatologiche più gravi rispetto agli eterozigoti 2R/3R. Meulendijks et al. hanno mostrato che 

pazienti con genotipo 2R/2R avevano avuto nuove ospedalizzazioni o ricoveri prolungati a causa 

della comparsa di grave neutropenia febbrile, sindrome mano-piede e diarrea (67). Inoltre, Schwab et 

al. hanno dimostrato che la presenza in omozigosi dell’allele 2R nella regione enhancer del gene 
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TYMS raddoppiava il rischio di diarrea rispetto ai pazienti eterozigoti DPYD (68). Nel nostro 

campione i pazienti con genotipo 2R/2R e 3R/3R presentavano in media i casi più gravi di diarrea 

rispetto agli eterozigoti. Una recente metanalisi di Hamzic et al. ha evidenziato che erano gli 

eterozigoti a mostrare un rischio tre volte maggiore di sviluppare una grave sindrome mano-piede 

rispetto agli omozigoti mutati (69). Un dato interessante, invece, emerso dalla nostra casistica è che i 

genotipi 2R/3R si ammalavano più gravemente di ADR neurologiche rispetto agli altri due. Gallegos-

Arreola et al hanno identificato che la presenza del genotipo eterozigote e di quello omozigote per 

l’allele 2R era associata ad un alto rischio di sviluppare ADR ematologiche in pazienti fumatori affetti 

da tumore del colon-retto allo stadio III e IV (70).  Invece, nel nostro studio non è stata registrata 

differenza significativa rispetto alle ADR ematologiche per i tre genotipi di TSER. A causa di risultati 

discordanti la variante germinale di TSER non è ancora considerata di rilevanza clinica dalle Linee 

Guida.  

Risulta prioritario quindi individuare un quadro più ampio di possibili varianti geniche ma gli sforzi 

dei ricercatori sono indirizzati anche a trovare i migliori metodi di fenotipizzazione del deficit di DPD 

da integrare con successo alla genotipizzazione DPYD. Tra i diversi approcci proposti finora, l’analisi 

dei parametri farmacocinetici del 5-FU è stata presa in considerazione prima dell’introduzione della 

farmacogenetica. Dagli anni 80 è stata dimostrata l’esistenza di una correlazione tra i livelli di 5FU e 

la tossicità da FP; oggi è possibile determinare i livelli plasmatici di farmaco utilizzando l’HPLC-

MS/MS (37,38,50).  Nel nostro studio solo tre pazienti eterozigoti DPYD (pazienti 1, 2 e 3) hanno 

firmato il consenso a prelievi seriati per effettuare il TDM del 5FU durante il ciclo di terapia. Solo 

per il paziente 1, il TDM è stato eseguito contestualmente alla genotipizzazione post-trattamento 

quando il soggetto aveva già presentato ADR gravi. Poi dimezzata la dose, è stato rieseguito il TDM 

e le concentrazioni di farmaco erano nel range di normalità in assenza di ADR di grado severo. Per il 

paziente 2, il TDM è stato eseguito contestualmente alla genotipizzazione pretrattamento. Ridotta la 

dose inziale di farmaco, nei cicli successivi i livelli plasmatici di 5FU erano nel range di normalità 

con assenza di ADR gravi. Per il paziente 3, il TDM è stato eseguito dopo genotipizzazione 

pretrattamento; nonostante la riduzione della dose iniziale il paziente ha continuato a presentare 

tossicità gastrointestinale grave e livelli di farmaco costantemente elevati tali da dover interrompere 

la terapia con FP.  Per gli eterozigoti DPYD il TDM permette di acquisire informazioni sulla sicurezza 

della dose iniziale minimizzando il rischio di tossicità da farmaco-accumulo (40,71,72). Tuttavia, 

questa metodica non sempre è fattibile nelle strutture ospedaliere per ragioni tecnico-laboratoristiche 

e perché non è in grado di rilevare un deficit di DPD pretrattamento. 

È necessario un metodo di fenotipizzazione meno invasivo e soprattutto predittivo di tossicità rispetto 

al TDM; a tal proposito viene presa in considerazione la misurazione del rapporto plasmatico UH2/U. 
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Nei nostri pazienti, dallo stesso campione di sangue utilizzato per la genotipizzazione sono state 

dosate le concentrazioni plasmatiche dei due metaboliti UH2 e U per valutare indirettamente l’attività 

dell’enzima DPD. È stato dimostrato che in pazienti trattati con 5-FU, livelli plasmatici di uracile 

elevati erano correlati con una diminuzione della clearance del farmaco e la comparsa di tossicità 

(73,74). Secondo Zhou et al. non vi era un’associazione statisticamente significativa tra il rapporto 

UH2/U, la concentrazione plasmatica di 5FU e la tossicità da FP (75). Kobuchi et al. hanno dimostrato 

in modelli animali che questo rapporto può avere una sua validità solo dopo somministrazione delle 

FP perché l’attività della DPD subisce variazioni all’assunzione del farmaco (76).  Kristensen et al., 

invece, hanno evidenziato che questo rapporto UH2/U può avere valore predittivo di tossicità 

pretrattamento solo se in associazione alla genotipizzazione DPYD (77). È stato dimostrato che solo 

un basso rapporto UH2/U plasmatico sia un buon fattore predittivo di tossicità; Gamelin et al. hanno 

suggerito che un valore inferiore a 1,8 identificherebbe i pazienti a più alto rischio di tossicità (78). 

Kristensen et al. hanno studiato 24 pazienti trattati con FP che hanno sperimentato tossicità grave, di 

cui 21 avevano un rapporto UH2/U di 4 (proposto come cut-off) con un valore medio che diminuiva 

con il grado di tossicità (78). Thomas et al. hanno fissato, invece, il valore di cut-off a 6, specificando 

che i pazienti che trasportano un allele funzionale e uno non funzionale di DPYD (eterozigoti) 

avevano un rapporto UH2/U che variava da 1,5 a 6, mentre quelli che erano portatori di due alleli non 

funzionali (omozigoti) mostravano un valore vicino a 0, corrispondente a una carenza completa di 

DPD (79). Nei nostri 11 pazienti eterozigoti DPYD il rapporto UH2/U variava da 1,77 a 7,38; la 

fluttuazione dei valori del rapporto potrebbe riflettere la variabilità del deficit di DPD in un range tra 

il 30% e il 70% nei pazienti eterozigoti. Nondimeno, il rapporto UH2/U plasmatico potrebbe 

contribuire a identificare pretrattamento in associazione alla genotipizzazione, i soggetti che sono più 

a rischio di sviluppare ADR di grado severo. Il paziente 3, infatti, è un chiaro esempio della 

complessità della gestione della terapia a base di FP. Il soggetto, genotipizzato pretrattamento come 

eterozigote DPYD c.2846A>T, mostrava il valore del rapporto plasmatico UH2/U più basso registrato 

nello studio (1,77). Nonostante il dimezzamento della dose iniziale e una ulteriore riduzione del 

dosaggio del 10%, ha continuato ad avere tossicità di grado 3 e 4 con livelli costantemente alti di 

farmaco al TDM per cui è stato necessario interrompere la terapia con FP.  Valutando i valori del 

rapporto UH2/U sul totale del campione, pazienti con un livello basso (<6) presentavano gradi di 

ADR medi significativamente diversi rispetto a quelli con un livello alto (≥6) di UH2/U. Le differenze 

risultavano significative per 8 tossicità (Neutropenia, Leucopenia, Vomito, Nausea, Stipsi, Parestesia, 

Disgeusia e Mucosite) su 12 registrate. In 6 degli otto casi significativi, l’intervallo di confidenza 

della differenza tra le medie presentava limiti positivi cioè il primo gruppo di pazienti (livello di 

UH2/U Basso) mostrava gradi di ADR in media più elevati rispetto al secondo (livello di UH2/U 
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Alto). Solo le tossicità nausea e stipsi facevano eccezione. Nel complesso vi è evidenza nel nostro 

campione di una relazione inversa tra livelli di UH2/U e la gravità delle ADR. Pertanto, va precisato 

che il rapporto UH2/U da solo rimane un marcatore non sempre affidabile per le diverse variabili che 

potrebbero influenzarlo come l’assunzione contemporanea di farmaci inibenti l’attività enzimatica e 

la presenza di altri polimorfismi rari o poco noti (30,35).  

 

Limiti dello studio 

 

Trovare una correlazione tra l’impiego delle FP e una specifica ADR può essere un compito difficile 

perché questi farmaci sono usati in associazione con altri chemioterapici, come oxaliplatino ed 

irinotecano; quest’ultimi possono essere causa di tossicità gravi come le FP (80).Queste ADR sono 

associate a polimorfismi farmacogenetici, come la mutazione del gene della Glutatione S-Transferasi 

P1 (GSTP1 Ile105val, rs1695) per l’oxaliplatino (81,82) e del gene della UDP-Glucorosil-Transferasi 

(UGT1A1*28, rs34815109) per l’irinotecano (83,84). Questi SNPs e altri a carico del gene DPYD 

introdotti di recente nelle linee guida (85,86) non sono stati presi in considerazione nella nostra 

popolazione. Studi più ampi, con un follow-up più lungo e che includano tutte le varianti geniche 

coinvolte sono necessari. 
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6. CONCLUSIONI 
 

I risultati riportati nella nostra casistica confermano la rilevanza clinica dello screening 

farmacogenetico delle varianti DPYD come indagine di primo livello nei pazienti naïve. 

 

Tuttavia, la tossicità da 5FU si può manifestare anche nei soggetti wild-type DPYD. Pertanto, la 

genotipizzazione di altri polimorfismi in geni che codificano la MTHFR e la TS può essere presa in 

considerazione come screening farmacogenetico di secondo livello.  

 

Inoltre, un approccio combinato genotipizzazione-fenotipizzazione potrebbe rappresentare un 

ulteriore valido strumento per la personalizzazione della terapia nei pazienti oncologici che assumono 

FP. 
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