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Responsabile Scientifico: Dott. Antonino Musolino, Breast Unit interaziendale della provincia di
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Titolo: Studio pilota di "Nutriepigenomica" come prevenzione primaria del tumore della mammella
e dell’ovaio in donne a elevato rischio eredo-familiare e mutazione germinale dei geni BRCA1 e
BRCA2.

Premesse e Razionale (“Background”):

Il carcinoma mammario ereditario rappresenta circa il 5-10% di tutti i casi di tumore della
mammella ed ¢ associato ad una aumentata incidenza di carcinoma ovarico. Questa sindrome
genetica ¢ causata, in circa il 50% dei casi, da una mutazione germinale dei geni BRCA1 e BRCA2
[1]. I geni BRCA1 e BRCA2 sono importanti geni oncosoppressori implicati nel meccanismo di
riparazione del DNA. Alcune donne, che ereditano sin dalla nascita la forma mutata di uno di questi
geni (mutazione germinale), sono predisposte a sviluppare, nel corso della loro vita, un tumore della
mammella nel 55-60% dei casi ed un tumore dell’ovaio nel 16-59% [1]. In questi casi, le strategie
preventive proponibili sono i controlli radiologici intensivi (prevenzione secondaria) o la chirurgia
profilattica di mammelle e ovaio (prevenzione primaria).

Sebbene il rischio di carcinoma mammario e ovarico aumenti considerevolmente, non tutte le donne
portatrici delle mutazioni di BRCA1 e BRCA?2 sviluppano una neoplasia. La differente espressione
del potenziale cancerogeno dei due geni si definisce “penetranza”. Esiste pertanto una elevata
variabilita interpersonale nelle modalita e nei tempi di insorgenza dell’evento tumorale in questi
soggetti, suggerendo un potenziale ruolo di altri fattori di rischio individuali. sia endogeni che
esogeni, nel modulare la penetranza delle mutazioni germinali dei geni BRCAI e BRCA2. E’
interessante notare come I’incidenza di carcinoma mammario e ovarico nelle donne BRCA mutate
sia maggiore nelle portatrici nate dopo il 1940, suggerendo il ruolo svolto dalla modificazione dello
stile di vita nell’espressione del potenziale cancerogeno di questi geni [2]. Dati di letteratura
evidenziano come la pratica costante dell’esercizio fisico ed una dieta sana ed equilibrata possano
ridurre il rischio di carcinoma mammario nei soggetti portatori di mutazione BRCA [2]. La branca
della medicina che studia i meccanismi di regolazione genica del DNA da parte di fattori esogeni é
denominata “Epigenomica”.

I microRNA (miRNA) sono micro frammenti di RNA coinvolti nella modificazione post-
trascrizionale, epigenetica, dell’espressione del DNA. Diversi studi indicano come alcuni miRNA
siano correlati con: i) un aumentato rischio di tumore della mammella e dell’ovaio; ii) alcuni stili di
vita o fattori di rischio individuali modificabili o voluttuari; iii) la presenza di mutazioni nei geni
BRCA. I miRNA miR-21, miR-125b, miR-451, miR-484 e miR-155 sono associati ad un aumentato
rischio di insorgenza di carcinoma mammario € ovarico [3]. Inoltre, alcuni di essi, come miR-155 ;
sono maggiormente espressi in donne portatrici di mutazioni dei geni BRCA1 ¢ BRCA?2 [3,4].
Alcuni pannelli genici, che valutano contemporaneamente numerosi miRNA, sono in grado di
individuare profili di espressione miRNA differenti tra donne sane, donne affette da carcinoma della
mammella sporadico e donne affette da carcinoma mammario BRCA-mutato [5]. I miRNA sono
facilmente reperibili da campioni di sangue, saliva o urine, rendendo maneggevole la loro analisi
seriata e ripetuta nel tempo [5].

La nutriepigenomica ¢ una nuova area di investigazione che mira ad evidenziare il ruolo della
alimentazione nel modificare variazioni epigenetiche (indotte e inducibili) causa di rischio
tumorale. Recenti studi hanno dimostrato come 1’espressione dei miRNA puod essere influenzata
dall’alimentazione. Alcuni alimenti facilmente introducibili nella dieta, come ad es. la curcumina
contenuta nel curry o ’epigallocatechin-3-gallateil (EGCG) contenuto nel té verde, possono ridurre



la presenza di miRNA oncogenici e favorire I’incremento di miRNA oncosoppressori [6]. Un
adeguato apporto di nutrienti, vitamine e antiossidanti con una dieta ricca di frutta e verdura
incrementa la concentrazione di miRNA oncosoppressori [7].

Ipotesi scientifica alla base del progetto:

Una strategia nutrizionale puo regolare 1’espressione di variabili epigenetiche (miRNA) associate
allo sviluppo tumorale e in tal modo modulare la penetranza (rischio) e le manifestazioni
fenotipiche (eta di insorgenza e tipologia dell’evento tumorale) delle mutazioni germinali dei geni
BRCA1 e BRCA2.

Obiettivi:

Obiettivo Primario: Valutare come un programma nutrizionale possa modulare i profili di rischio
epigenetico individuale in una coorte di donne giovani, non affette, portatrici di mutazioni germinali
a carico dei geni BRCAI e BRCA2.

Obiettivi secondari: a) Valutare la variazione di fattori di rischio individuali e comportamentali
durante il programma nutrizionale; b) Valutare gli esiti riportati dalle pazienti (patient-reported
outcome, PRO) su beneficio e risultati ottenuti mediante 1’intervento nutrizionale; ¢) Valutare il
rischio tumorale in relazione ai profili epigenetici individuati al baseline e al termine del
programma nutrizionale.

Materiali e metodi:
Disegno: Studio prospettico a carattere interventistico non farmacologico.
Popolazione in Studio: Donne giovani, non affette, portatrici di mutazioni germinali a carico dei
geni BRCA1 e BRCA2 sottoposte al programma assistenziale per il rischio ereditario del tumore
della mammella e/o ovaio della Regione Emilia-Romagna [8].
Criteri di inclusione:
* Evidenza mutazione germinale dei geni BRCA1 e/o BRCA2
Eta 18 — 40 anni
* Partecipazione al programma assistenziale per il rischio ereditario del tumore della
mammella e/o ovaio della Regione Emilia-Romagna
* Performance status (Eastern Cooperative Oncology Group) < 1
= Normale funzione di organo ¢ midollare.
* (Consenso informato scritto.
Criteri di esclusione:
* Precedente diagnosi di tumore della mammella e/o dell’ovaio
* Precedenti intervento di mastectomia e/o ovariectomia profilattica
* (Condizioni cliniche in fase attiva o non controllate che limiterebbero la conformita ai
requisiti dello studio.
= (ravidanza o allattamento
Attivita svolte durante lo studio (Intervento sperimentale):
— Visita individuale di inizio studio:
* Raccolta anamnesi (familiare, fisiologica, patologica, farmacologica, ginecologica e
mestruale)
* Valutazione stile di vita e abitudini voluttuarie (alcol, fumo, ecc.)
* Misurazione peso, altezza, body mass index (BMI), parametri vitali (temperatura,
frequenza cardiaca, pressione arteriosa, frequenza respiratoria).
* Valutazione attivita fisica e stato nutrizionale attraverso [/ 'International Physical Activity
Questionnaire (IPAQ) [9]
* Esami ematochimici di baseline (routine ematochimica, colesterolo totale, trigliceridi,
colesterolo-LDL, glicemia a digiuno).
* (Calcolo insulino-resistenza (HOMA index)




= Prelievo di campione di sangue e saliva per miRNA
= Compilazione questionario di qualita di vita (HRQOL) attraverso la Short Form (36)
Health Survey (SF-36) [10]
* Consulenza nutrizionale e consegna del programma nutrizionale personalizzato.
— Interviste telefoniche a cadenza mensile (1 volta al mese):
* Raccolta esiti riportati dalle pazienti (PRO) attraverso questionari standardizzati
[11]
* Valutazione aderenza al programma nutrizionale
— Eventi educazionali e formativi di gruppo su nutrizione e stili di vita a cadenza bimestrale
(ogni 2 mesi).
— Visite periodiche individuali a cadenza trimestrale (ogni 3 mesi):
* Raccolta anamnesi (familiare, fisiologica, patologica, farmacologica,
ginecologica e mestruale)
* Valutazione stile di vita e abitudini voluttuarie (alcol, fumo, ecc.)
* Misurazione peso, altezza, body mass index (BMI), parametri vitali
(temperatura, frequenza cardiaca, pressione arteriosa, frequenza respiratoria).
" Valutazione attivita fisica e stato nutrizionale attraverso [ Infernational
Physical Activity Questionnaire (IPAQ) [9]
* Esami ematochimici di baseline (routine ematochimica, colesterolo totale,
trigliceridi, colesterolo-LDL, glicemia a digiuno).
* (Calcolo insulino-resistenza (HOMA index)
* Prelievo di campione di sangue e saliva per miRNA (a 6, 12, 18 e 24 mesi)
* Compilazione questionario di qualita di vita (HRQOL) attraverso la Short
Form (36) Health Survey (SF-36) [10]
* Consulenza nutrizionale e aggiornamento del programma nutrizionale
personalizzato.
Analisi di laboratorio (miRNA):
Verranno effettuati su ciascuna partecipante allo studio prelievi di sangue e saliva al baseline e nei
punti temporali: 6, 12, 18 e 24 mesi. Saranno utilizzate le pil recenti piattaforme di pannelli genici
per eseguire l'analisi “genome-wide” di espressione dei miRNA [3-6]. L'RNA totale verra estratto
utilizzando specifici kit di isolamento e la quantita e la qualitd del RNA saranno valutate
spettrofotometricamente [3-5]. La determinazione dei livelli sierici dei miRNA di interesse verra
eseguita mediante droplet digital PCR (ddPCR) [3-5].

Modalita di misurazione dei risultati (Endpoints):

Endpoint primario: Profilo epigenetico dei microRNA (miRNA) correlati allo stato mutazionale
BRCA e al rischio di insorgenza del tumore della mammella e dell’ovaio.

Endpoint secondari: HRQOL; PRO; IPAQ); tasso di aderenza al programma nutrizionale; BMI;
event-free survival (EFS) generale e in relazione ai profili epigenetici al baseline e al termine del
programma nutrizionale.

Analisi statistica:

Lo studio vuole verificare I’ipotesi nulla (HO) che I’effetto del programma nutrizionale di ridurre la
frequenza nella popolazione in studio dei profili epigenetici (miRNA) a rischio per tumore della
mammella/ovaio sia al massimo 0.1 contro I’ipotesi alternativa (H1) che sia 0.30. L.’elevato numero
di miRNA valutati richiedera I'utilizzo di una procedura statistica in grado di aumentare l'efficienza
anche con un numero limitato di campioni. Per questo motivo sara utilizzata la “Sparse Partial Least
Squares Discriminant Analysis™ (sPLS-DA) [12]. Verra inoltre utilizzata I'analisi della varianza
(ANOVA) per confrontare i valori medi tra gruppi di pazienti. Sulla base del disegno a singolo
stadio di Fleming [13], per verificare I’ipotesi in studio, sara necessario arruolare 25 soggetti per
avere un potere del 80% con un errore o = 0.05. Il programma nutrizionale sara considerato



promettente se ci saranno almeno 6 risposte nei 25 soggetti previsti. La distribuzione binomiale
degli intervalli di confidenza (CI) per stimare ’effetto reale del trattamento nutrizionale sara
costruita secondo il metodo di Duffy e Santner [14]. La distribuzione della EFS sara stimata
secondo il metodo di Kaplan Meier [15]. I test di Fisher e del Chi-quadro [16] saranno usati per
confrontare le caratteristiche clinico-molecolari dei soggetti in studio in relazione alla risposta al
programma nutrizionale. Una P < 0.05 sara considerata statisticamente significativa.

[ dati clinici e molecolari ottenuti durante lo studio saranno raccolti attraverso la compilazione di
una CRF elettronica (eCRF). Le analisi statistiche in programma saranno eseguite mediante il
software statistico SPSS.

Durata dello studio:
Due anni.
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