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Introduzione

PARTE I

1.1 INTRODUZIONE

| tumori stromali gastrointestinali (GIST) sono un gruppo eterogeneo di tumori
mesenchimaliche insorgono prevalentemente nella parete del tubo digerente.

La prima descrizione accurata al microscopio ottico dei GIST risale al lavoro di
Golden e Stodt del 1941, che defini erroneamente questi tumori come
leiomioblastomi, leiomiomi o leiomiosarcondata la presenza in alcuni di essi di

miofibrille citoplasmatiche, la morfologia cellulare prevalentemente fusata e

| " apparente origine dal | a muscol atura d
tuttavi a, all a fine deglrenziaione musére r i vel 0
|l iscia solo in wuna minoranza di guest.
anni’ 80 dimostro un’espressione molto va
desmin&*,

In considerazione di cioMazur e Clark nel 1983 preferirono definirl
Afgastrointesti(®8T)pesindicaverganericamante am giuppo di

sarcomi gastrointestinali, senza specificare una precisa linea di differenziazione.

Inoltre individuarono in alcuni casi una parziale positivitd immunoistochimica alla

protena S100, marcatore delle cellule derivate dal neuroectoderma e dalla cresta
neurale, in assenza pero degli aspetti ultrastrutturali delle cellule di Schwann.
Ipotizzarono quindi che questi tumori originassero da elementi nervosi diversi

dalle cellule di 8hwann, come le cellule del plesso nervoso mioenterico di
Auerbach, e chiamarono questo gruppo dituniomy ent er i ¢ nerve she
Herrera et al® introdussero nel 1984 il concetto di plexosarcoma per definire una

piccola parte di questi tumori corffdrenziazione in senso neuronale autonomico

e li chiamarono successivamenieg astr oi ntesti nal aut onomi
(GANTS).

Nel 1995Miettinen et al’ rilevarono la positivita al CD34 nel 73% dei GIST, ma

questo marker era caratterizzato da una bgpssaificita, essendo espresso in una

grande varieta di tumori a cellule fusate.

Nel 1998Hirota et al'' riportarono la presenza di mutazioni attivanti il proto

oncogene KIT in alcuni GIST; inoltre dimostrarono che le cellule interstiziali di
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Cajal, in analogia con le cellule dei GIST, erano le uniche nella parete
gastrointestinale normale a presentare doppia positivita per KIT e CD34.
Le cellule interstiziali di Cajal condividono aspetti immunofenotipici e

ultrastrutturali sia delle cellule muscolaridissia delle cellule neuronali

Esse funzionano come “cellule pacemaker
aut onomo e gl i strati muscol ar i del | a
coordinazione della peristal ssi .entale’ espres
nell indirizzare | a differenziazione del

di Cajal; infatti i topi knockout per KIT sono privi del sistema di cellule

interstiziali e presentano un tubo digerente aperistaitico

KIT & un recettore tirasa-chinasi di tipo 1l (RTK) transmembrafacodificato

dal protooncogene -kit, espresso sulle cellule emopoietiche staminali, sui
mastociti, sui melanociti e sulle cellule interstiziali di Cajal.

L' espressione di KI T e sotipecd @u sensilblgpen st a ¢ ¢
specifico dei GIST, che sono pertanto definiti come un gruppo distinto di
neoplasie mesenchimali del tratto gastrointestinale esprimenti KIT e originate

dalle cellule interstiziali di Caj&.

In realta alcuni GIST originano primitv a ment e dal mesentere o
sono pri vi di cellule di Caj al , sugger
mesenchimali multipoteri.

Inoltre e stata dimostrata la presenza di identiche mutazioni e espressione di KIT

anche a livello dei GAN¥, che non sono stati quindi pil considerati come
un’entita clinicopatologica separata ma
Nel 2003°®sono state descritte mutaziattivantia livello del gene codificante
“plateletderived growth factor recepto a I(FD&KERA) nei GIST privi di

mutazioni di KIT, introducendo cosi un nuovo elemento fondamentale nella
patogenesi molecolare di questi tumori. Successivanfeygeam et al?*” hanno

riportato la presenza di mutazioni nel gene BRAF nel 5% dei gazien “t wipled

per KIT e PDGFRA e nel 2% dei GIST con mutazioni in KIT/PDGFRA che

avevano acquisito resistenza al trattamento con imatinib.

Nel 2007 sono state inoltre descritte in pazienti con forme famigliari di GIST
mutazioni in alcuni geni del complessenzimatico SDH (SEB, SDHC,

SDHD)*%’,
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1.2 CARATTERISTICHE CLINICHE

a) EPIDEMIOLOGIA E PRESENTAZIONE CLINICA

La mancanza, finodaalcunianni or sono, di criteri diagnostici accreditati per i

GI ST ha determinato wuna (grirecidedza delftaar i abi |
malattia.

Kindblom et a’**hanno completato un’analisi ret
inquadrabili come GIST, identificati durante gli anni 1980 in una

popolazione di 1,5 milione di abitanti nella Svezia-sadidentale. Sulla ls& di

questo studio, che includeva la determinazione immunoistochimica di KIT,

l i ncidenza annual e di GI' ST primitiwvi I n
milione di abitanti e la prevalenza di 129 casi per milione di abitanti; in analogia

con una preedente valutazione condotta su un campione di popolazione nel sud
dell a Finlandi a, che aveva -20icasbpet at o un
milione di abitant’.

Il primo studio di popolazione condotto negli U8Aa identificato nefi S E E R

cancer regs t r tutd scasi di GIST maligni diagnosticati dal 1992 al 2000 e ha

stimato un’incidenza annuale di 6,8 casi
elevati negli individui di sesso maschile (8,3) e di razza nera (11,6).

La differenza rispetto aglitsdi sopra riportaff & dovuta al fatto che i dati dei

ASEER ¢ an c eincludeeagoisaadi tumoei definiti maligni.

Un altro studio a livello nazionale & stato condotto nei Paesi Baisstui sono

stati selezionati dal registro nazionale tunfor® A L QGutdi GIST presenti nel

1995 e tra il 1998 e il 2003. 1 risultat]
annuale dei GIST dai 2,1 casi per milione di abitanti del 1995 ai 12,7 per milione

di abitanti del 2003, probabilmente per il migliorame o del | accur a
diagnostica.

I GIST sono comunque una neoplasia relativamente rara, rappresentando il 5% di
tutti [ sar comi e meno dell’” 1% di tutt
gastrointestinale, ma sono i tumori mesenchimali piu frequ&ddo] in tale

sedé®®*® e i | 13, 9% dei tumori dell’intestin

meno dell 1% di quel #™7del |l esofago, col

3
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La | oro incidenza sembra essere indipend
dal sesso: gluomini e le donne ne sono equamente affettinche se alcuni studi

dimostrano un lieve aumento di prevalenza negli udthifi

L”incidenza real e dei GI ST, compr esi i
dimensioni non biopsiati o resecati, € difficile daterminare, perche richiede

complicate analisi retrospettive di autopsie & i di patblogia chirurgica su base

regionale.

L’"eta media alla diagnosi € circa 60 an
individui di eta superiore ai 50 affhimentre soninfrequenti prima dei 40 anni e

molto rari nei bambini.

Non sono stati identificati fattori eziologici dei GIST, anche se é stata rilevata

un' apparente associazione cBar®*lron nfezi ol
ancora validata.

I GIST possono insogge in qualsiasi punto del tratto gastrointestinale

dal | ' esof ag-60%ali questiettmbroe situatd nell® B8tomagdl 20-

30% nell’ i%Pedti Mmoo exred¥® i nt eS%wi Nel trasse
Un altro 510%>3% colpisce sdi addominali extragastrointestinali quali

peritoneo, mesentere, retroperitoneo o pelvi e molto raramente la ¥&scica

casi sono descritti a livello della coleci$tidel pancred8e del | '®%appendi ce
Lo studio immunoistochimico della KFpositivita € fondamentale per confermare

la diagnosi dei tumori stromali al di fuori del tubo digerente.

| tumori stromali gastrointestinali sono multicentrici in meno del 5% def‘asi

| tumori stromali extragastrointestinali, anche chiamati EGIST, sono
morfologicamente, immunoistochimicamente e molecolarmente identici ai
GIST™* Gli EGIST omentali sono approssimativamente comparabili ai GIST

gastrici, con prognosi piu favorevole, mentre quelli mesenterici sono simili

morfologicamente e biologicamente alguei d el | i ntestino tenuece
In realtd i veri EGIST sono estremamente®fag la maggior parte dei tumori

definiti EGIST sono probabilmente GIST con una crescita extramurale verso la
cavita peritoneal e, con | " eventratal e per
digerente.

Emory et af® hanno rilevato che la localizzazione anatomica & di per sé un fattore

prognostico, indi pendent e dal | a di mensi
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dal |l eta del paziente: migli or erigipeer i Gl
dall ' intestino tenue, ma | e fasi di gues:
Il nol tre i GI ST gastrici hanno una progno

tenue di simili dimensioni e indice mitotcs*®

Altri autori comeMiettinen et af° giudicano invece la maggior parte dei tumori
esofagei e del colon come maligni.

Approssimativamente il 280% dei GIST sono francamente maligni al momento
della diagnosi, per le caratteristiche biologiche delle lesioni, perche hanno gia dato
metastasi 0 4nno invaso le strutture o gli organi adiac€ft®*! | sintomi

iniziali sono spesso aspecifici, anche se rappresentativi del tratto gastrointestinale
di origine. Nel 50% de i casi | " esordi o avviene
gastrointestinale, per erosiongella mucosa, che pu0 essere cronico con
anemizzazione o acuto fino a rendere necessario un trattamento di emergenza.

La percentuale di pazienti che si presentano alla diagnosi con malattia metastatica
varia dal 109% fino al 50% dei cas?"’® la sede pitfrequente di metastasi & il
fegato seguita dalle membrane sierose addominali.

Il coinvolgimento dei linfonodi e di siti extraddominali si verifica in meno

del | ' 1% aslitamenta sano interessati i polmoni, soprattutto nei casi
avanzafi.

| GIST scoperti incidentalmente, durante esami o procedure chirurgiche per altre
malattie, un terzo di tutti i casi, sono solitamente di dimensioni inferiori ai’2 cm

Lo di popolazione dNilsson et af’® ha rilevato che la diagnosi di GIST era stata
fatta per sintomi nel 69% dei casi, casualmente nel 21% e al tavolo autoptico nel
10% e che le dimensioni medie tumorali erano rispettivamente di 8,9 cm, 2,7 cm e
3,4 cm.

Nel 5% dei pazienti con GIST si manifestano altre neoplasie maligne, di origine
mammaria,at anea, del |l ftero e della prostata
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b) SINDROMI FAMILIARI

In alcune sindromi i GIST si presentano in forma di tumore ereditario.

GIST FAMILIARI

La sindrome dei GIST familiari € caratterizzata dalla presenza di GIST multipli in

diversi membri diciascuna famigli®®®®’ ereditati con modalita autosomica
dominante.

I n quest.i casi |l e |l esioni sono multifoca
rispetto ai GIST sporadici (46 anni versus 60 anni).

Le analisi molecolari hanno dimostrato negidividui affetti la presenza di

mutazioni germinali attivanti KIT o PDGFRA, dello stesso tipo di quelle

osservate nei GIST sporadici.

Le mutazi oni (Tab. 1.1) sono state I de
KIT®99%9% del | > esone DBghinasico™ T doe|dd mismine 1
KIT*e del |l esoné”18 di PDGFRA

I pazienti con mutazioni ger mi nal i di K

sviluppano anche iperpigmentazione e orticaria pigmentosa (mastocitosi);
possono presentarsi finldd " i nf anzia | esi oni pi gmentat

nevi melanocitici benigni, macchie caffitte, ma anche melanoma maligho

Tabella 1.1 Stato mutazionale e altre lesioni presenti nei GIST familiari®’

MUTAZIONE ALTRE LESIONI
IPERPIGMENTAZIONE ORTICARIA NEVI ACALASIA
PIGMENTOSA
KIT esonell presente presente presente assente

(Val®- Al

KIT esone 11 assente assente assente assente
(Trp557- Argss7)
KIT esone 13 assente assente assente assente
(LySGAZ' GIuﬁAZ)
KIT esone 17 assente assente assente presente
( Asp84e_ Tyr846)
PDGFRA esonel8 assente assente assente assente
( ASp846- Tyr846)
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Nella maggioranza delle forme ereditarie di cancro una mutazione e stata
trasmessa per via germinale ma sono necessarie mutazioni addizionali somatiche

per iniziare il processo di trasformazione neoplastica. Nel caso dei GIST familiari

| "attivazione germinale di KI'T determina
Cajaf® e le successive mutazioni somatiche, in particolare la tipica delezione dei
cromosomi 14 e 22, potrebbero promuovere la transizione da iperplasia a
neoplasia. Questa conclusione & supportata dagli studi di clonalita condotti da
Chenetalfnell e |l esioni di due differenti feé
delle cellule interstiziali di Cajal della tonaca muscolare del tratto
gastrointestinale, era policlonale, mentre le lesioni diagnosticate come GIST erano
monoclonali e i diversi tumori prelevati dallo stesso paziente derivavano da cloni
indipendenti.

I meccanismi della progressioc@ogenetica e della segnalazione cellulare sono

uguali nei GIST familiari e nei casi sporadici.

TRIADE DI CARNEY E SINDROME DI CARNEY-STRATAKIS

Carney® %% jdentificd nel 1977 una piccola coorte di pazienti (7 giovani

donne non imparentate) conausindrome tumorale consistente in paraganglioma
extrasurrenalico funzionante multicentrico, condroma polmonare e GIST
epitelioidi mul tifocald. dell o stomaco (
gastrici). Per definire la sindrome é sufficiente la pneaedi due dei tre tipi di

neoplasia, evento che si verifica nel 78% dei casi descritti; la combinazione piu
frequente (53%) era di un GIST gastrico e un condroma polmonare. Solo il 22%

dei pazienti presentano tutti i tre tipi di tumori, anche se i pagdigam
extrasurrenalici e i condromi polmonari si sviluppano molti anni dopo la
comparsa dei GIST-

Vi €& una predominanza nel sesso femminil
e inferiore ai 30 anni.

Anche se non sono parte della triade inizialeymori della corticale surrenale

sono presenti nel 13% dei paziéfiti

Esistono diversi dati pubblicati sullo stato mutazionale di KIT e PDGFRA, ma

finora non sono state identificate mutazioni nei pazienti con la triade di
Carney’ %1% Recentemente stata dimostrata la presenza di perdita di funzione

del complesso Succinato deidroger®@BiH nei casi dsindrome di Carné§”.

7
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I GIST nei casi di sindrome di Carney hanno caratteristiche simili a quelli
pediatrici sporadici, che sono tipicamente |laadti nello stomaco, multifocali,
epitelioidi e spesso caratterizzati da metastasi nei linfonodi regionali.

La sindrome rappresenta una malattia cronica, persistente e indolente; infatti dopo
unfollowru p medi o di 20 anni | 'W%9% dei pazien
Anche la sopravvivenza relativamente lunga dei pazienti con la triade di Carney,
pur in presenza di metastasi linfonodali o epatiche, rispecchia la biologia dei
GIST pediatrici sporadici; infatti la mortalita correlata alla malattia & solo del
139,

| tumori gastrici multipli presenti in questa associazione richiedono numerosi
interventi chirurgici fino alla gastrectomia totale per ottenere la loro eradicazione.
E’ i mportante effettuare control i peri o
momento che i tumori della triade possono insorgere dopo un lungo intervallo
dalla diagnosi.

Carney e Stratakis® hanno descritto nel 2002 una nuova sindrome familiare
(Sindroma di Carne$tratakis) coinvolgente 12 pazienti provenienti da cinque
famiglie, affetti da paraganglioma del collo, mediastino o retroperitoneo e GIST
multifocali gastrici. Anche in questa sindrome familiare sono state identificate
mutazioni germinali dellsubunita SDEf® 374

A differenza della triade di Carney le lesioni eraneddate con modalita
autosomica dominante a penetranza incompleta, non vi erano differenze di

incidenza tra i sessi e i pazienti non presentavano condromi polmonari.

NEUROFIBROMATOSI DI TIPO I (VON RECKLINGHAUSEN’S
NEUROFIBROMATOSIS)

La neurofibromatosili tipo | € una malattia ereditaria autosomica dominante, con
una prevalenza di un caso ogni 3000 bambini nati vivi nei paesi occidfentali

La sindrome e causata da mutazioni germinali ereditate o spontanee del gene NF
localizzato nel cromosoma 17gllche codifica per la neurofibromina, un gene
soppressore tumoraf&**’

Oltre ai multipli neurofibromi cutanei, i pazienti con NFI sviluppano lesioni
cutanee (macchie caffatte, lentiggini ascellari), disordini neurologici (deficit
cognitivi e convulgdni), neoplasie extratestinali (feocromocitomi, tumori del

sistema nervoso centrale) e del tratto gastrointestinale (adenomi e adenocarcinomi

8
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ampollari, somatostatinomi, paragangliomi gangliocitici, carcinomi cobtiali e

GIST111,112,113).

L’ a s moome fraai GIST e la NFI é stata ampiamente dimostrata, ma la
frequenza dell " evento non e compl etament
25% dei pazienti con NFI presentava GIST multipli, mentre gli studi clinici
riportano un2%n®i®d®enza del 5

Le | esioni sono multifocali, | ocali zzat e
presenza di iperplasia delle cel¥ule int
Circa il 1520% dei GIST associati a NF1 sono amente maligni®(® 1** %),

| tumori presentano le tipiche caratteristiche istologiche e immunoistochimiche

dei GIST, ma nel 60% dei casisono SO0 s i t i Vv i e circa |’ 85%
scheinoidt*

Le analisi molecolari hanno rivelato che la maggioranza dei GIS& Nl non
presentano mutazioni di KIT o PDGFRA!? mentre nei GIST sporadici non &
mai mutato NFY*. Verosimilmente i due diversi gruppi di tumori stromali si
sviluppavano attraverso due meccanismi patogenetici mutualmente esclusivi.

Nel 2005Yantisset al*® hanno rilevato in uno dei tre casi analizzati la presenza

dell a mutazione puntiforme V559D nell’ es
i n 559 con | " aci do gl utammico) , corris
riportata in due differenti studi &IST multipli in pazienti con mutazioni di KIT

germinal?®®®

| pit recenti studi condotti dMiettinen et al*' e daMaertens et al?* hanno
confermato | assenza di mutazioni di KI'T

hanno di mostr altecaclhar d "é& vle'nitmatmoi vazi one
del l a NF1 nel tumor e. L”inattivazione d
alternativo all ' iperat t-chinaszmmemtredeviddil | a pa
JAK-STAT3 e PIBKAKT sono meno coinvolte a diffenza dei GIST sporadici.



Patogenesi molecola

1.3 PATOGENESI MOLECOLARE

a) STRUTTURA E FUNZIONE DI ¢c-KIT

L’ onc oge nkt é stata idehtiicator nel 1986 come il gene trasformante
del virus del sarcoma felino Harduckerman 4 (HZ4eSV)*’; poco dopo il suo
omologocellulare eKit & stato clonato e sequenzikfo

Inizialmente descritto come prodotto dal locus murino W dominante determinante

#3134 solo successivamente si & dimostrato che le mutazioni

il pelo bianco nei top
di kit erano | amd@Biupartcolaré GISFumori nel |l " uo
La glicoproteina transmembrana Kit, di 145 kDa, é codificata dal gekie c
localizzato sul cromosoma 421 ed € un recettore tiroskthinasi di terzo tipo

(RTK), strutturalmente simile & p | a-tleaviede growth factor reqet or s 0
(PDGFRs) alfa e beta,/ac ol ony st i -©hRECSEILRNedi FMike t o r
tyrosi n¢gFitBI*?4%e 30

Questo recettore tirosirzhinasi (Fig.1.1) possiede caratteristiche uniche: un
dominio extracellulare (EC) con il sito di legame pktligando, costituito da

cinque sequenze ripetute simili alle immunoglobuline e un dominio intracellulare
tirosina chinasico (TK), suddiviso da una sequenza di variabile lunghezza in due

regioni (TK-1 e TK-11).

La struttura e la sequenza amminoacidic&dit sono ben consevat

nei topi e nei rattf®.

1C
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FLT3 c-KIT

Asp52 (exon2) - CMPD

ins/del (exon 8) - AML

Plasma membrane Val530 (exon 10) - AML

AML/MDS (exons 14/15) ITD JM  ins/del (exon 11) - GISTs
- SNL
AML (exon 21) Asp835 Asp816 (exon 17) - MCD/AML

Asp820 (exon 17) - MCD
ValB25 (exon17) - SNL

Figura 1.1 Struttura dei RTK di classe 111 con dominio extracellulare (Ig1-5), una
singola regione transmembrana (TM), un dominio iuxtamembrana (JM) e due
domini intracellulari chinasici (TK-1 e TK-I1). Sono inoltre indicate la posizione
delle mutazioni nelle diverse patologie. CMPD, “chronic myeloproliferative
diseases”; AML, “acute myeloid leukaemia; SNL, “sinonasal lymphomas”; MCD,
“mast cell disease”; MDS, myelodysplastic syndrome.

La perdita di funzione di Kit, descritta nei topi mutanti W/Vda anemia per
ridotta produzione di eritrociti, il pelo bianco per la mancanza dei melanociti,
sterilita per deplezione di cellule germinali in entrambi i sessi, mancanza di
mastociti e di cellule interstiziali di Cajal.

La perdita compl e tkit coddace la’merte pintrauerina o n e

perinatale, per grave anemia.

Nel 1990Witte'*® identifico il ligando di Kit (KitL), chiamato anché st em c el

f a c t(SCF).0

11
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LA VIA DI TRASDUZIONE DEL SEGNALE

L’ attivazione da parte di SCF i nduce I
monomerici Kit, cui consegue -hinaskpyesco d
| " aut ofosforilazione dell e di{Figd)i ne di Ki
I residui tirosinici sono |l ocalizzati SO

funzionano da siti di legame per le molecole di trasduzione del segnale contenenti
ASr c h o mBH2pogdgminRddlegame per fosfotirosine (PTB).

Apoptosis inhibition Proliferation

Figura 1.2 Vie di trasduzione del segnale di Kit'*®

SCF e una proteina glicosilata transmembrana, che presenta due isoforme con o
senza un particolare sito proteolitico;
subisce la proteolisi e diventalsbile.

Le due isoforme dimostrano diversa capacita di trasduzione del segnale: la forma

solubil e conduce -kidapidare’transitoria,vneeatre guela d i C
associata alla membrana determina wun’ att
lega a al | a me mbr ana i nduceimun@ajwted vazi on

pr ot ei n(MAPK)mpia geesiétente rispetto a quella del ligando solubile.

Le differenze di segnalazione potrebbero in parte derivare dal fatto che

| > ancoraggi o del ralniagapdevialnlea Imemmbt er n:e
complesso ligandeecettore.

Lafi d o wn r e gdeilrexdttoriainm@mbrana cellulare, indotta dal ligando € un

importante meccanismo di regolazione della loro attivita ed e mediata

12
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dal | " ubi qui t i nai,soggeti a interealzzaeione e degeadagioné o r

nei lisosomi.

L i nt er nal-Kizedipendeatendalla pgroteina adattatrice Cbl, una ligasi

E3 che | ega covalentemente | > ubiquitina

fosforilazione in rispostalla stimolazione di SCF.

La fosfatidilinositole3-chinasi (PI3K) € una classe di chinasi lipidiche che
fosforila i guppo i dr o-4,5hbifdsfatec ¢PIPZ3 ’ del
producendo fosfatidilinositol8,4,5trifosfato  (PIP3). PIP3 & in graddi
associarsi a proteine contenenti un dominio omologo (PH), determinando il loro
ancoraggio alla membrana plasmatica dove possono essere attivate.

PI3K e costituita da una subunita regolatoria di 85 kDa e da una subunita
catalitica di 110 kDa. La subunitagolatoria e associata con Kit attivato tramite
un dominio SH2 ed é successivamente fosforilata a livello delle tirosine.

La subunita catalitica di PI3K attivato produce fosfatidilinosi®}é-bifosfato,

che é usato per la fosforilazione di Akt, unarsetreonina chinasi.

Il sistema PI3K/Akt € uno delle piu importanti vie di trasduzione del segnale

recettorial e. L’ at t-Kitveamplicatanie fordlameniali 3 K i n d
funzioni cellul ari gual i | a eonezione e la, l a d
riorganizzazione dell’”actina del citoschi
CKit promuove | a sopravvivenza cellul are

di Akt e la fosforilazione di Bad, una molecola fapoptotica; una via alternativa

consiste nella fosforilazior@kt mediata e inattivazione del fattore trascrizionale

Fox O3a.

Un’ altra via fondamentale di trasduzione
chinasi.

Ras é una piccola proteina G che puo oscillare tra la forma attiva legata a GTP e
quella inattiva ca GDP.

Kit attivato recluta SH2, contenente proteine quali Grb2, Shc e SHP2; Grb2 puo

|l egare Kit direttamente o indirettamente
Dal momento che Grb2 é costitutivamente associata a Sos, un fattore di scambio
guanino nuteotidico che favorisce lo scambio di GDP con GTP, il reclutamento

di Grb2 da Kit attivato risulta nella colocalizzazione di Sos e Ras e nella

conseguente attivazione di Ras.
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Questo promuove | i nt etreenina ahinasi Ratie laRas cor
suwccessiva attivazione di MEK 1 e 2, una MAP chinasi chinasi.

MEK fosforila ERK, una MAP chinasi, che a sua volta trasloca nel nucleo, dove

fosforila diversi fattori trascrizionali, incluso pp80

Alternativamente Kit puo anche attivare JNK chinasi, uriaPMthinasi collegata

alla risposta allo stress.

NFI, una proteina attivante le GTPasi, si ritiene coinvolta nella modulazione

del |l attivazione Ras tramite il segnal e
verifica nella neurofibromatosi potrebbe induwen aument o del |l at't
MAP chinasi.

LefiJanus WAKh)somodiresinachinasi citoplasmatiche che sono attivate

tramite la stimolazione dei RTK dal ligandb A valle delle JAK vi sono i
Asignal transducer s an@TAB,cheison@afostonlasi of t r
dalle JAK.

Gli STAT sono una classe di fattori trascrizionali costituiti da domini leganti il

DNA, un dominio SH2 e un dominio transattivante carbossiterminale.

Successivamente alla fosforilazione delle tirosine, gli STAT dimario tramite

|l i nterazione dell e fosfotirosine con i

nucl eo, dove regol ano | espressione di g

La via JAK/STAT é attivata dalla stimolazione di SCF, con una rapida e

transitoria fosforilazione di JAKA. * at t i v akziitonceo nddiucce al | ' as s
fisica e all ' atSTATY, 8TAT5A e STATBB. STAT1

Laii Sr ¢ f ami(8FK) piemde i romed dal suo membro prototip8rc,

che e | > omologo cellul are delidcamagr ot ei na
Rous, vSrc.

SFK comprende una serie di tirosiclainasi, alcune espresse ubiquitariamente
come Src, Yes e Fyn, altre presenti soprattutto nelle cellule emopoietiche, quali
Lck, Hek, Fgr, Lyrt*?e BIk.

La SFK e implicata in diverse funzionicebur i , tra cui I

adesi on
la sopravvivenza, la proliferazione e il traffico di proteine.

Il legame di SCF con-k i t conduce ad un rapido aumer
chinasica di SFK.
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L’ at t i v ichirasica di &Kt gud asaere inibh dallei pr ot ei n ki nase
(PKC), una famiglia di serinteonina chinasi attivate dal diacilglicerolo liberato
dalla via PI3K.

TUMORI ASSOCIATI AD ANORMALITA’ DI KIT

L’ anomal a e s-Kitr ee imglicata nre diffetanti ntalattie umane, in
particolaretumorali.

Sono stati identificati circuiti autocrini con stimolazione autonoma costituiti dalla
coespressione di SCF ekit in alcuni tipi di tumori, quali i microcitomi
polmonart®® il carcinoma colomettald®, il carcinoma della mammella
femminile®, i tumori ginecologici, i neuroblastomi e i seminomi.

Mutazioni attivanti KIT sono presenti nei tumori delle cellule mastocitarie, nei
GIST (sporadici e familiari) e nei tumori delle cellule germinali (Fig. 1.3). Nella
maggioranza dei tumori le mutazioaitivanti sono localizzate vicino al sito di
attivazione, cioé a livello di D816 nella seconda parte del dominio chinasieo di ¢
kit (TK-11), mentre nei GIST la sede piu frequente di mutazioni e la regione

iuxtamembrana del recettdré

816 820
Mast Cell Neoplasms ‘l
557 816 822
Germ cell tumors l ll l
EC ™ IM TK-1 KI K-l
Human Kit ~u, COOH

Y

502-503 550-586 642 820822

Figura 1.3 Mutazioni di Kit nelle neoplasie umane'*®

Anche | a perdit a-kitdéedtata’ assecata eds aldureenf@ame d i c

tumorali, come il cancro tiroideo, il melanoma e il carcinoma mammario.
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b) STRUTTURA E FUNZIONE DI PDGFRA

Il sistemafipl ad et evted gr owt hWPDGRER)/fi plIr a-tteedledetpt or O
gr owt h (AD&E) € oostituito due recettori, PDG&lR PDGFR, e quattro
ligandi, PDGFA, B, C e D.

| recettori sono composti da un dominio extracellulare per legare il ligando
costituito da anque regioni simili a immunoglobuline, da un singolo domino
transmembrana, da un dominio regolatore iuxtamembrana e da un dominio
catalitico intracellulare.

PDGFRa e PDGFR hanno in comune il 30% della sequenza amminoacitiea

sono membri della classi tlei RTK.

PDGFRa e codificato dal gene PDGFRA localizzato nella banda cromosomica
4912 ed é trascritto come mMRNA di 6,4 kb; PD®FRcodificato da PDGFRB in
5033 ed il suo messaggero € di 5,5 kb.

Dopo il clivaggio dei peptidi di segnale, i precursoritpia sono convertiti nel
reticolo endoplasmatico nelle forme da 140 kDa (PD&FR da 160 kDa
(PDGFRb), quindi ogni recettore é glicosilato.

| quattro ligandi PDGHA, B, C e D sono codificati da geni localizzati
rispettivamente nelle bande cromosomich22/[22q13, 4931 e 11g22.

Le isoforme A e B possono formare omodimeri o eterodimeri e le loro attivita
sono ben caratterizzate; invece sono poco conosciute quelle C e D.

PDGFRb é capace di legare fortemente PDBIB e DD omodimeri, ma
debolmente gli eterodieri AB e per nulla PDGRAA.

PDGFRa lega gli omodimeri PDGHA, B e C e gli eterodimeri AB con eguale
affinita, ma scarsamente gli omodimeri DD.

I ligandi differenti sono capaci di indurre segnali diversi; ad esempio PAYGE

BB sono potenti mitogeni, malsoBB trasforma i fibroblasti murini in vitro.
Queste diverse capacita di segnale e il
dei quattro ligandi é regolata da un controllo indipendente conferiscono al sistema
PDGFR/PDGF un alto grado di flessibiltambinatoria.
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LA VIA DI TRASDUZIONE DEL SEGNALE

Il legame del ligando PDGF dimerico induce la dimerizzazione del recettore e i

cambi ament i

conf or mazi

onal i

specifici residui di tirosina nei domini citoplasntaiFig.1.4).
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Figura 1.4 Vie di trasduzione del segnale di PDGFRA'®

che rendono

Il legame specifico di molecole segnale intracellulari a queste tirosine fosforilate

tramite SH2 o PTB promuove una cascata di segnalazione, culminante nel

fenotipo irdotto dal ligand&*.

Le molecole di trasduzione del segnale con attivita enzimatica includono: PI3K,
fosfolipasi Gg (PLC-g), SFK, la tirosina fosfatasi SHP
protein” (GAP).

Le molecole adattatrici, che collegano il recettore dthialle altre componenti,

comprendono Grb2, Shc, Nck, Grb7 e Crk.

e

“ R-actvatiggT P

Gli STAT sono reclutati e fosforilati da PDGFR attivati, quindi migrano nel

nucleo in forma dimerica e attivano direttamente la trascrizione di geni bersaglio.

Il reclutamento e la fosforilmone possono essere diretti, come nel caso di
STATL, o indiretti come con STAT3.
Esistono diversi meccanismi per limitare il segnale tradotto dalle tirohimasi.
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(! | egame del |l igando conduce inizial men
del compksso ligandaecettore negli endisosomi entro 3@0 minuti.

Secondari ament e, i recettori attivati p C
rende pronti alla degradazione citoplasmatica nei proteosomi.

Infine, le tirosinachinasi sono soggette a selymk feedback negativi mediati da

proteine come ld&aipr ot ei n tyr os(PhPe e lpthoowphrad sas@rs 0 0

cytokine si ¢gs0@S).l i ng familybo

LE FUNZIONI NORMALI DEL PDGFR
La stimolazione di PDGF conduce ad una serie di risposte cellulari, tra cui
| usment o dell a mobilizzazione del calci o,
monofosfati e la promozione della segnalazione intercellulare inducendo la
fosforilazione di proteine delle giunzioni serrate, la mitogenesi e la protezione
dal |l " apoptosi
L ' eesgione di PDGFRA é necessaria per la normale formazione delle cellule
della cresta neurale ed e infatti rilevabile nelle cellule di Schwann del sistema
nervoso periferico.
La transitoria espressione di PDGFRA nel tubo neurale nel punto di chiusura e da
un estremo all’” altro del mesoderma dirig
connettivo, cuore e muscolo.
Questa funzione di PDGFRA e stata ben caratterizzata nei topi naturalmente
mutanti i P a t. d kopi eterozigoti per una delezione completa del lodus
PDGFRA hanno una macchia bianca sul tronco, dovuta al fallimento della
migrazione dei melanociti verso la linea mediana durante lo sviluppo.
Al contrario degli eterozigoti che sviluppano normalmente il midollo spinale, un
terzo degli omozigoti Patch gmvvive, ma manifesta una grave spina bifida
occulta e anormalita craniofaciali, inclusa la palatostiisi
Il sistema PDGFA e recettore hanno un ruolo centrale nella differenziazione e/o
sopravvivenza delle cellule di Leydf§
PDGFRb media il coinvogimento e le risposte chemiotattiche dei monaociti,
macrofagi e piastrine nei tessuti inflammati ed e implicato nella regolazione della
pressione interstizialé"
| segnali di PDGFR modulano la tensione tra le cellule e la matrice
extracellulare, quella ed normali vasi sanguigni e delle malattie proliferative
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vascolari. Le cellule della parete di vasi sanguigni danneggiati iperesprimono
PDGFRb e sono indotte a proliferare, quindi questo recettore € implicato nella

deposizione di placche aterosclerotiche.

TUMORI SOLIDI ASSOCIATI AD ANORMALITA’ DI PDGFR

La coespressione di PDGFR e PDGF, che suggerisce un meccanismo di
stimolazione autocrina, e stata descritt:
quali il meningioma, il melanoma, il cancro mammario, @@r pancreatico,

pol monar e, prostatico, | i stiocitoma f
| " osteobl ast oma, i glioblastoma e | ast
dai circuiti autocrini e paracrini PDGFR/PDGF nelle neoplasie non e ancora
chiard®.

PDGFRA é amplificato e iperespresso in un gruppo di tumori gliali e nel
medulloblastoma metastatico.

| ligandi PDGF sono iperespressi in molte neoplasie maligne, in particolare nel
dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP), una rara neoplasia dermat@ogica

lenta crescita di intermedia maligriith La maggioranza dei casi di DFSP sono
caratterizzati dalla presenza di una traslocazione tra le bande cromosomiche

17912 e 22ql13. Questa anormalita provoca la fusione del gene COL1Al
localizzato sul cromosoma 1odificante lacaten a1 d e | col Fagene,
B sul cromosoma 22, cosi PD&Fpassa sotto il controllo del promotore di

COL1A1 ampiamente espresso.
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c) MUTAZIONI DI ¢c-KIT E PDGFRA NEI GIST

Mutazioni di KIT sono identificate nel 780% dei GIST! 14314414514 g 1 5):
esse conducono a proteine KIT di lunghezza completa ma attivate

indipendentemente dal ligando.

SDHD 0.2%

Fig. 1.5 Frequenza dei sottotipi molecolari di GIST>®

KIT e costituito da un totale di 21 esoni, ma le mutazioni si raggruppano solo nei
cinque esoni 9, 11, 13, 14 e 17 codificanti rispettivamente per il dominio
extracellulare transmembrana, il dominio intracellulare iuxtamembrana, la prima
porzione del dominio chinasicA(A TP b i n @ iTKl ger esdnitl@ e14) e il
Aki nase acf((TKIy(&g.l.&).n | oopo
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5 immunoglobulin-like Icu:uf;:s
Extracellular (ligand-binding) domain
EC) ht

Location of primary and secondary
KIT and PDGFRA activating mutations

KIT exon 8
KIT exon 9
Transmembrane domain

Juxtamembrane domain {JM) KIT exon 11 PDGFRA exon 12
i o)
First tyrosine kinase domain  \F F) KIT exon 13 PDGFRA exon 14
[TK1:| KIT exon 14
. . . KIT exon 15
Kinase insert (Kl) KIT exon 16

N T
Second tyrosine kinase domain '-f,

(TK2) KIT exon 17 PDGFRA exon 18

Oncogenic activation of signalling networks

SFK/STAT Rac/Rho-JNK

Ras/MAFP kinase PI3K/AKT

J

Decreased apoptosis
Increased proliferation

Figura 1.6 Sede delle mutazioni di KITe PDGFRA, con i pallini blu sono indicate le

mutazioni primitive, con quelli gialli e rossi le mutazioni secondarie (in corso di

trattamento)313

Le mut azi oni piu C 0 mu 8ane 14,0 nsoontradili | i v el
approssimativamente nel 0% dei GIST 19143144146

La regione iuxtamembrana di KIT (esone 11) inibisce la dimerizzazione del
recettore in assenza di SCF e piccole delezionifnr a neeinserzioni o

mutazioni puntiformi di queto dominio bloccano questa funzione, permettendo la
dimerizzazione del recettore indipendentemente dal ligahtfg

Le mutazioni nell  esone 11 sono abbasta
mutazioni si raggruppano in diverse regioni: le delezionileeinserzioni

predominano nell estremita 5’ dell’ esone

21



Patogenesi molecola

mutazioni puntiformi sono identificate solo in quattro codoni, ovvero 557, 559,

560 e 576; mentre | e duplicaziomai sono |
Le mutazi oni nell’  esone 11 sono guasi

fusocellulari®”. La presenza di mukitaomicaredcomel | ' es
| " espreskiitoneéetdar nti nata tramite |1 mmuno
negativa per una basa espr essi one del | a proteina

recettoriale riconosciuto dal CD1¥?,

Le mutazioni nell’  esone 9 sono il secon
almeno nel 10% dei cd8(**®***® Tutte | e mutaziomihe finor a
9, con una sola eccezione, sono identic
nucl eoti di, con | a conseguente duplicazi

(AY501-502); solo un caso in letteratura presenta una nuova duplicazione degli

amminoacidi506-508, fenilalaninaalaninafenilalanina (FA506608)"**. Si ritiene

che |l e mutazioni nell’  esone 9 Dblocchino
dominio extracellularg. 11 95%*® d el | e mut azi oni nell’  esone
nei GI ST dedel i ntestino ten

Le mutazioni nell ' eson-4% deidGISF'O'HE " pr esent i
sono esclusivamente mutazighimi s s,e&lhe sletedminano la sostituzione della

' isina 642 con | " acido glutammico (K642E
Le mutazioni nel | ' es e @0 stafe rilsvate io0 menm c o r a

del MM @i GIST e consistono in sostituziofiimi s s a fivelle degli
amminoacidi in posizione 820 (acido aspartico) e 822 (asparagina).

F7,158,159,167,168,17?.] anno

Diversi gruppi di autof ri port aettmlaun’ ass o

presenza di mutazi oni nell esone 11 e co
GIST.

Lo studio diTaniguchi et af®® condotto su 124 pazienti ha dimostrato che la
presenza di una mutazione nell’”  esone 11
maldtia e sopravvivenza inferiore (tasso di sopravvivenza a 5 anni 86 versus

49%).

Lasota et af**hanno osservato mut &izrielo6@% denel | ' es
GIST definibili biologicamente maligni, mentre erano presenti solo nel 16% dei

tumori a basso risgo.

f

InveceCorless et al:™” hanno analizzato 13 GIST diagnosticati incidentalmente,

di dimensioni inferiori al cm e privi di mitosi (categoria di rischio molto basso): il
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76, 9% avevano mutazioni nell " esone 11 de
forme ad alto rischio; quindi le mutazioni di KIT sono acquisite precocemente

nello sviluppo dei GIST. Gli stessi autori hanno valutato la frequenza delle
mutazi oni nell esone 11 in 275 GI ST stra
rischio la frequenzara di 87,19% risultati analoghi sono stati ottenuti in altri

stud461¢°

Wardelmann et d°' e Martin et al’®* hanno dimostrato che una delezione dei
codoni 557 (Triptofano) e 558 (Lisina) n
maligno e allo svuppo di metastasi; infatti questa delezione non si verificava mai

nei GIST non metastatici e la sua identificazione e predittiva di rischio di
metastasi, anche nei tumori a basso rischio secondo criteri istologici.

Il raggruppamento delle mutazioni adilo di Trp557 e Lys558 nei GIST

metastatici indica una particolare importanza di questa regione per la funzione e

| "attivazione r ecet tMareiad®®hannodimostrateschel t at i
gueste delezioni determinavano cambiamenti n@fdarmazione ad alfalica di

guesto dominio culi conseguiva |l a perdit
chinasica del recettore privo di ligando.

Singer et al>” hanno dimostrato che le mutazianissensen e | | * esone 11 h;
una prognosi piu favorele rispetto agli altri tipi di mutazione (tasso di
sopravvivenza libera da malattia a 5 anni del 89% versus 40%); mentre i pazienti

con delezioni e inserzioni nello stesso esone hanno un tasso di sopravvivenza

libera da malattia a 5 anni del 37% versu%@8 tutti gli altri casi.

50

Gli studi diLasota et at®®e Antonescuetd®hanno ril evato un’ ass

mutazi oni nell esone 9 e comportamento c
Sakurai et al® e Hirota et al’*° non hanno dimostratia correlazione né con la

sede non gastrica né con la prognosi sfavorevole.

Anche [ rari casi di GI ST con mut azi c
istologicamente e clinicamente malitili

Uno studio recente dim et al*®® ha dimostrato che la presenza ditazioni di

Kit, insieme con un alto indice mitotico e considerevoli dimensioni tumorali, € un

fattore indipendente di prognosi sfavorevole in pazienti con GIST localizzati.

Anche il lavoro diLiu et al'’®ha riportato che i GIST con mutazioni di KIT son

di dimensioni maggiori, invadono piu frequentemente i tessuti adiacenti, hanno un

indice mitotico superiore e maggiore necrosi, manifestano piu spesso recidive
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locoregionali e a distanza e hanno una mortalitd superiore rispetto ai tumori KIT

wild-type
EE stato ipotizzato che | a progressione Vv
correlata all’”accumul o di mutazioni secol

A questo riguardo i dati riportati in letteratura sono discord&iless et af**

hanno analizzato gli esoni 9,,113 e 17 di KIT in 127 GIST maligni e non hanno
individuato piu di una singola mutazione.

*%in tre casi eAntonescu et a'®in 11 casi

| risultati dei lavori diLasota et al:
dimostrano che lo stato mutazionale in campioni tumorali consecutivi ricavati

dallo stesso paziente rimane identico nelle differenti recidive.

ContrariamenteAndersson et &> hanno individuato in sei casi su nove una o

due mutazioni aggiuntive negli esoni 14 e 15 di KIT (dominio intracellulare), oltre

alla mutazione primariatlel * esone 11.

Sakurai et a® hanno identificato mutazioni differenti in campioni diversi dello

stesso paziente.

Vu et al*®® hanno riportato un caso di GIST duodenale ricorrente, in cui & stata
identificata una nuova mu tva wmarateein nel | ' e
aggiunta a quella presente nell’ esone 11
La presenza di mutazioni secondarie nei GIST, indipendenti dalla resistenza
farmacologica, rimane quindi oggetto di discussione.

Il 5-10% dei GIST presenta mutazioni del geRDGFRA>****2(Tab. 1.2) a

livello degli esoni 18 (82,5% dei casi), 12 (13,7%) e 14 (3,7%) che sono omologhi
rispettivamente degli esoni 17, 11 e 13 di KIT.

Le mutazioni di PDGFRA, in analogia a quelle di KIT, conducono ad

un’ atti vazi dpergente Hal leganseicanal ligandod studi preliminari
dimostrano che la segnalazione a valle del recettore € simile nei GIST con
mutazioni attivanti di KIT o PDGFRA

Heinrich et al*® hanno individuato mutazioni di PDGFRA nel 35% dei GIST

KIT -wild-type mentreHirota et al'® nel 62,5% dei tumori senza mutazioni di

KIT.

(! ti po piu comune di mut azione e |l a so¢
del |l acido aspartico con | ¥™diauttdlea (D84:
mutazioni di PDGFRA. Le ntazioni di PDGFRA sono correlate a GIST gastrici

di istotipo epitelioide o mist§’#'
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Tabella 1.2 Mutazioni di PDGFRA nei GIST™?

MUTAZIONE NUMERO DI CASI RIPORTATI

ESONE 12
V651D 18
Del RV560561

Del RVIES560564
Ins ER561-562
SPDGHEB6-571R
SPDGHE566671K
Ins YDSRW582586

P WN R PR

ESONE 14
N659K 3

ESONE 18
D842V 181
D842Y

D842l
DI1842-843IM
D846Y

Y849C

Del D842

Del 1843

Del RD841-842
Del DIM842-844
Del DIM842-845
Del IMHD843-846
Del MHDS844847
RD841-842KI
DIMH842-845A
DIMH842-845V
DIMHD842-846E
DIMHD842-846S
DIMHD842-846N
DIMHD842-846G
IMHDS843-847T
IMHDS843-847M
HDSN845848P

AP PR WONRE RO

=N
w ©

PP WRRPRRPROWR R R PR

| GIST presentanti mutazioni negli esoni 12 e 18 di PDGFRA hanno un indice
mitotico inferiore a 5 mitosi/50 HPF nel 81% dei ¢&sed un decorso clinico
benigno nell ™ 83, aupinediedi 13praezi). ent i (f ol |l ow
Lasotaetat’*hanno recentemente riportato che

14 di PDGFRA sono caratterizzati da un @so clinico favorevole con dati di
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follow-up a lungo termine (in media 235,5 mesi), nonostante la meta di essi siano
stati inizialmente classificati ad alto potenziale maligno secafidtiinen et af.

Le mutazioni di KIT e PDGFRA sono mutualmente esiel@ e dai primi studi di
espressione genica @ubramanian et d° e di Antonescu et af* emergono
significative differenze nei pattern di espressione genica dei GIST KIT o
PDGFRA mutanti.

L’ espressione immunoi stochi mide GlSTe | CDh11
KIT -mutati, mentre fino al 40% dei GIST PDGFRWutati sono negativi o
debolmente positivi

Circa il 1015% 'dei GIST sono privi di mutazioni sia di KIT, sia di PDGFRA
(Tab. 1.3) e la maggioranza di questi casi hanno una inattivazione fuezitaha
complesso succinateidrogenasi (SDH) o mutazioni di NF1 o di BRAF. Tale
condizione e piu frequente nei casi pediatrici e nei GIST associati a sindrome
NF1.

Tabella 1.3 Correlazioni patologiche dello stato mutazionale nei GIST*

TIPO DI FREQUENZA TIPO ISTOLOGICO SEDE ANATOMICA
MUTAZIONE
MUTAZIONI DI KIT 80% fusocellulare
esone 9 10% intestino tenue
esone 11 60-70%
esone 13 1%
esone 17 <1%
MUTAZIONI DI
PDGERA 5-10% epitelioide o misto stomaco
esone 12 1%
esone 14 <1%
esone 18 6%
WILD-TYPE
(assenti mutazioni di 10% fusocellulare
KIT e PDGFRA)
L anal i si mutazional e dei geni KI'T e PD

prognostico sia di predizione di risposta alla terapia con farmaci inibitori dei
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recettori ad attivita tirosichinasica. Nonostante la sempre maggiore importanza
rivestita dallo stato mutazionale nella valutazione della risposta ai diversi
trattamenti utilizzati per i GIST, attualmente tale dato non € ancora inserito in

alcuna classificazione del rischio.

d) MUTAZIONI DELLA PROTEINA DELLA
NEUROFIBROMATOSI 1 (NF1), DI KRAS E BRAF NEI GIST

Una piccola quota di GIST derivano da inattivazione mutazionale di NF1 o

dall " attivazi one BRAFC-ZZPEM Ciascund di quBSA S o
meccanismi alternativmutazionali conduce ad una attivazione costitutiva delle

via di RAS/RAF/MEK, in modo analogo ai GIST con mutazioni di KIT e
PDGFRA. Alcuni studi ipotizzano che siano necessarie mutazioni doppie per
ricapitolare il segn& a monte mediato da KIT/PDGFRAnNa attivante le vie

RAS/ RAF/ MEK e | pathivay PIZK/AKT/MTORPSht e | e

Nel 2008 il gruppo dAgaranf*’ ha permrimo identificato unanutazionedentica

in BRAF (V600E) in un piccolo gruppo di GIST KIT/PDGFRA WT. | GIST

BRAF mutati dimostran una predilizione per la sede intestinale. Undalistu

pubbl i cat $hadimosrats uaanfrequenza di mutazione di BRAF solo

nel 3,9% dei casi di GIST WT, inferiore a quella riportata nei lavori precedenti
compresa trél 2 ed il 1305246298323 335356 35, 381 Ttte |e mutazioni descritte in

letteratura sono esclusivamente rappresentate dalla sostituzione V60OE ed infatti &
stato riportato come | > utilizzo in i mmu
(specifico per tale mutazione) abbia wgmeecificita molto alta (97,5%) ed una alta

sensibilitd (81,8%) nel pdire lo stato mutazional®. L”i mmununocol or
antrVE1 potrebbe quindi essere utilizzata come un marker surrogato della

mut azione in BRAF, da us aaligmgecolama del | ' el
La maggioranza dei GIST BRAF mutati hanno una categoria di rischio intermedio

o alto sec. Miettinef?® solo nello studio di Hus¥ & stata descritta una
predominanza di categorie di rischio basso o assente.

Nella maggior parte dei case mutazioni in BRAF e KIT/PDGFRA sono
mutualmente esclusive: solo in rarissime lesioni (un caso su 53, 2%) sono state

descritte mutazioni conteporanee di KIT e BRAE®.
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Piu recentemente é stata descritta la presenza di mutazioni di KRAS a livello dei
codoni 12 e 13 in casi di S KIT o PDGFRA mutaff™ lo studio consisteva di

due coorti di GIST testate indipendentemente a Locarno e Milano tramite
amplificazione in PCR standard e sequenziamento diretto Sanger dei prodotti
PCR. Nella coorte di Locarnsono stati identificati 3 casi KRAS mutati su un
totale di 60 tumori analizzati (5%). Nellstudio successivo di Lasdtanon &
statainveceevidenziata nessuna mutazione di KRAS su una grande coorte di 514
GIST analogamente a quanto riportato da altrota(Tab. 1.4), a dimostrazione

del fatto che se tali mutazioni siano presenti sono comunque estremamente rare.

Tab. 1.4 Studi precedentemente pubblicati che non hanno dimostrato la presenza di

mutazioni di KRAS nei GIST3**

Table 1 Previously published studies that have failed to detect KRAS mutations in GISTs

Study Country No. of tumors Mutation detection method
Agaimy et al'® Germany, Switzerland 69 (49 patients) MNested PCR
Sanger sequencing
Martinho ef al'® Partugal 26 Standard PCR
. Single strand conformation polymorphism
Daniels et al'’ Germany, The Netherlands 78 Multiplex PCR
Single nucleotide probe extension assay
Origone ef al*® Italy a1 Nested PCR

Sanger sequencing

| GIST con mutazioni iBRAF, NF1 e KRAS sono biologicamente analoghi a
quelli KIT/PDGFRA mutati, infatti condividono gli stessi meccanismi di

progressione genetica.

e) GIST CON PERDITA DI FUNZIONE DEL COMPLESSO
SUCCINATO DEIDROGENASI (SDH)

La maggioranza dei GIST privi di muiani in KIT/PDGFRA/NF1 derivano da

alterazioni con perdita di funzione del complesso SDH, un complesso enzimatico
coinvolto nel ciclo dell’”acido citrico
complesso SDH e costituito dalle proteine codificate giii SDHA, SDHB,

SDHC e SDHD e la perdita di funzione di una qualsiasi di queste quattro
componenti si tr adpuessoneidirSDHBA a Lp 6 rditttd vael

della subunita € mediata da mutazioni dei geni codificanti la subunita (in circa
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| " 9% @ei casi) o da metilazione del promotore di SDHC con la corrispondente
inattivazione epigenetica del gefsirca il 20% dei casfj>?*® Nei pazienti con

GIST SDHA e la subunita piu frequentemente mutata , ma talora possono essere
coinvolte anche le sulnitd SDHB, C, D.

| GIST con alterazioni di SDH sono caratterizzati da alcuni elementi distintivi
rispetto a quelli KIT/PDGFRA mutati: insorgono quasi esclusivamente nello
stomaco e mostrano i$ipo epitelioide o mistd® Costituiscono infatti circa il

7,5% dé GIST gastrici®>2 Tali tumori hanno inotre una predilezione per i
bambini (soprattutto bambine nella seconda decade) ed i giovani adulti. Il pattern
di crescita e tipicamente multilobulare o plessiforme con nidi di cellule tumorali
separate da det di muscol atur a l i sci a. L”inda
anticorpi aniSDHB (normalmente espressa in modo ubiquitario) dimostra una
perdita di espressione nelle cellule tumorali e in presenza di negativita per SDHA
indica una sottostante mutazione dit¥R) al contrario la positivita per SDHA é
osservata nei casi con mutazioni o metilazione di SDHB, SDHC e SDHD.

La perdita di funzione di SDH é riscontrata nei GIST partdadelade di
Carney®® e della sindrome di StratakBar ney , questnteul ti ma
mutazioni germinali della subunita SE%*"* Queste due sindromi insieme perd
costituiscono solo una minoranza {20%) dei casdi GIST con alterazioni di
SDH*,

Questo gruppo di GIST esprime KIT attivato ma non € chiaro il meccanismo della
sua dtivazione. Inoltre non mostrano la canonica serie di delezioni citogenetiche
che caratterizzano i GIST con le mutazioni classiGKE/PDGFRA/NF1)*
Nonostante abbiano una tendenza alla diffusione linfatica con occasionali
metastasi linfonodali e allaultifocalita, i GIST con alterazioni di SDH hanno di
solito una andamentdiwico cronico indolent&*,

Queste caratteristiche morfologiche e genomiche evidenziano come questi casi
rappresentino un sottogruppo biologicamente differente dai GIST conionitaz

in KIT/PDGFRA/NF1.

Uno studio recentd®in 76 GIST con alterazioni di SDH ha dimostrato come le
classificazioni di rischio convenzionali non si applichino a questo sottogruppo di
neoplasie, in quanto non riescono a predire la progressione di enalattiE ’ gui ndi

necessaria | elaborazione di nuove categ
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f) PROGRESSIONE TUMORALE

Mentre | attivazione di KI'T o PDGFRA <co
precoce nella patogenesi dei GIST, sono necessari perdeegsmne tumorale
cambiamenti secondari, presenti solo in un sottotipo di cellule neoplastiche (Fig.

1.7).

Normal KIT/PDGFRA Signaling

M%

GIST pathogenesis

Loss of chromosomes 14, 1p,
9p (p16ink4a), 11p, 229, and gain
of chromosomes 8q and 17q.

Ligand independent activation
by activating mutation in KIT or
PDGFRA

Figura 1.7 Via di segnalazione di KIT/PDGFRA normale e patologica

I nf atti | a maggi or parte dledm), milter o GI ST
comuni nella popolazione generale, possiedono gia mutazioni di KIT o PDGFRA

ma dimostrano un potenziale di progressione maligna estremamente basso.

I GIST tendono ad avere cariotipi relativamente semplici rispetto alle altre
neoplasie fusockllari di grado istologico simile.

Dagli studi condotti sulla progressione citogenetica sembra che la maggioranza

dei GIST si sviluppino mediante un graduale accumulo di aberrazioni
cromosomiche.

Le alterazioni citogenetiche piu comuni sono la perdita atemosoma 14

dimostrata nel 600% dei GIST, e la perdita del cromosoma 22q nel 50% dei

3C



Patogenesi molecola

casi, che e associata con la progressione da una lesione borderline ad una
maligné5’145’173’174'17.7

Generalmente la duplicazione di materiale cromosomico corrigpoad
amplificazione di oncogeni e le delezioni a perdita di geni soppressori tumorali.

Le delezioni di 1p, 9p, 11p e 15qg sono meno frequenti delle precedenti, ma piu
significativamente correl ate con | a
progressiva dei ge di oncosoppressi tumorali localizzati in qu&i specifici

cromosomi e probabilmente responsabile della progressione genomica (Fig. 1.8).

Primary Secondary
KIT/PDGFRA/NF1 » e~ KIT/PDGFRA
mutation mutation
. &2 g i
| I PR L '\ T
14q 22q 1p Cell cycle 159 Xp
MAX OMD

microGIST Low risk

Intermediate risk High risk Metastatic

FIGURE 4. Model of gastrointestinal stromal tumor (GIST) genomic progression. Primary KIT, PDGFRA or NF1 mutations represent the
initiating oncogenic driver events in most GISTs and are followed by stepwise accumulation of chromosomal aberrations, harboring
putative tumor suppressor genes, and cell cycle dysregulating events. Metastatic GISTs develop treatment resistance through evolving
tyrosine kinase inhibitor-resistant subclones with additional secondary KIT or PDGFRA mutations.

Fig. 1.8 Modello di progressione genomica nei GIST **

In particolare la perdita di 9p & associata a compwtao aggressivo/malighd,

e sembra correlata con la delezione del gene soppressore tumorale pl6INK4a
(p16), che & deleto in diverse neopldSié’® P16 blocca le cellule nella fase G1
del ciclo cellulare
(CDK) 4 e 6, mantenendo quindi la forma attiva nonfosforilata della proteina
soppressore tumorale retinoblastoma (RB) e il blocco della formazione dei
complessi CDK4/&iclina D (necessari per il passaggio alla fase S).

"8 e Ricci et al*” hanno

Gli studi di immunaostochimica diSchneidefStock et a
dimostrato che i GIST plBegativi hanno una prognosi peggiore di quellipl1l6

positivi.
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L’ acqui sizione di 5p e 20q €& presente pi
alto rischio e metastaticiinvece quella di 8q e 17q solo nei tumori con
comportamento metastatica

Uno schema semplificato dell > acquisizion
GIST é il seguente: mutazione di KiT delezione di 14q delezione di 22qg

delezione di 1p anplificazione di 8p- delezione di 11p delezione di 9p

amplificazione di 174"

Le perdite dei cromosomi 14qg e 229 sono frequentemente osservate nei GIST a

basso rischio e quindi verosimilmente sono eventi precoci nella progressione
tumorale.

Recentemete € stato dimostrato che il gene oncosoppressore tumorale localizzato

in l4q-aédsoMyated factor X’ (MAX), wun f at
MYC3*%%*” | " i nattivazione omozigote di MAX |
mutazioni mononucleotidhe e stato osservato in circa il 20% dei casi KIT,
PDGFRA, NF1 mutatii. Quest. studi hanno
MAX sia presente anche nei microGIST, nei casi a basso rischio e nei campioni

metastatici. Tal i r iattivakidned MAXsiamwheverdon o q u i |
precoce nella progressione dei Gl ST, che
pl16.

L”’inattivazione della distrofina, codi fi

invece come evento tardivo nella progressione tumalé presente inig del
90% dei GIST metastatitf. Infatti DMD inibisce fisiologicamente la migrazione
cellul are e | ’7indipenden-mgolazobraelfdvdristcex c or ag g

ovviamente la diffusione metastatica.
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1.4 CARATTERISTICHE PATOLOGICHE E
DIAGNOSI

a) ISTOLOGIA E STRATIFICAZIONE DEL RISCHIO

| GIST presentano dimensioni variabili da meno di 10 mm a maggiori di 350 mm,
la media & approssimativamente 50 fhgeneralmente la dimensione correla con

| "aggressiita biologica

Crescono entrda tonaca muscolare propria del tratto gastrointestinale, sono
spesso ben circoscritti e provvisti di pseudocapsula.

La crescita pud essere: endofitica con necrosi e ulcerazione della mucosa,
esofitica, verso la cavita addominale @ @ u mb (manubri@ gr ginnastica) sia
verso la sierosa che verso la mudosa

Nelle lesioni piu grandi possono essere presenti aree centrali di degenerazione
cistica, emorragia o0 necrosi.

Si distinguono in base alla morfologia cellulare i sottotipi fusocellulare nel 70%,
eptelioide nel 20%, misto nel 10% e pleomorfico nel 2% dei'¢aSi

| GIST fusocellulari (Fig.1.9) sono tumori tipicamente ad alta cellularita, spesso

basof il per I alta densit a nucl ear e
vacuolizzazione perinuclearipica dei tumori del muscolo liscio.

Le forme del colon e del retto sono quasi sempre a cellule fusate.
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Figura 1.9 GIST fusocellulare (ematossilina-eosina)

| GIST epiteliodi (Fig. 1.10) sono piu comuni nello stomaco, dove costituiscono
approsshativamente unterzoditutiiGIT i nol tre sono present
come tumori intreaddominali disseminati di origine indefinita.

L’ atipia nucleare e | a multinucleazione
spesso accompagnata da altre taristiche di malignit¥; a livello dello stomaco

sono comuni cellule multinucleatef | or ét typeod
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Figura 1.10 GIST epitelioide (ematossilina-eosina)

| GIST di tipo misto possono presentare una brusca transizione tra aree con cellule

fusate e quedl con cellule epitelioidi oppure in alternativa i due tipi sono
frammistf”.

Nel 1020%°**dei casi, soprattutto nell’intesti
aggregati circolari di fibre collagene extracellulari eosinofile PAS positive
chiamatefibre schenoidijndicative di differenziazione neurale.

Esiste una rara variante a cellule ad anello con cd&Stofiég. 1.11),
probabilmente dovuta ad alterazioni metaboliche degenerative, che deve essere
distinta dai carcinomi primari e metastatici mucinosiagli altri tipi di neoplasie

con cellule chiare o ad anello con castone.
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Figura 1.11 GIST variante ad anello con castone (ematossilina-eosina)

| criteri per distinguere i GIST benigni da quelli maligni, o almeno per identificare
quelle lesioni con nggiore probabilita di metastatizzare, sono stati cercati,
analizzati e discussi per mol ti anni . F

necr osi tumoral e e I al ta cellul arita
statisticamente significativa con il compartanto maligno in alcuni studi, ma le
caratteristiche morfologiche risultate maggiormente predittive di prognosi sono

| "indice mitotico®®”]l a dimensione tumor al
Tuttavia i GIST sono stati definiti tumori a potenziale maligno incerto, perché

anche ¢ lesioni molto piccole (<2 cm) e quelle con indice mitotico molto basso
(<5/50 HHBHH ‘Power o dampe |lad safto ingrandimento)
occasionalmente metastatizzano; sono state riportate recidive fino a 20 anni dopo

la resezione chirurgiéa

Da studi di bllow-up prolungati € emerso che quasi ogni GIST che si presenta

con sintomi o segni clinici pud comportarsi in modo maligno. Quindi sembra piu
prudente sviluppare uno schema basato sulla valutazione del rischio, piuttosto che

cercare di definire criterigidi per separare i GIST benigni da quelli maligni.
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Abitualmente la definizione della prognosi dei GIST €& basata sulla dimensione
tumorale e sull’”indice mitotico per | a s
clinico aggressivo dei GIST primitivi.

Questa classificazione pubblicata Bietcher et af® ( basata sul GIST workshop
tenuto al “NatioNaH”" I nseti 200&3 ofekedPbt I
di rischio di comportamento maligno: molto basso, basso, intermedio e alto (Tab.

1.5).

Tabella 1.5 Linee guida per la definizione del rischio di comportamento aggressivo

nei GIST?
RISCHIO DIMENSIONE (cm) 1 INDICE MITOTICO 2
(num mitosi/50 HPF)
MOLTO BASSO <2 p=
BASSO = —
INTERMEDIO <5 —
5-10 <5
ALTO >5 o5
>10 qualsiasi indice mitotico
qualsiasi dimensione >10

NOTE: 1- la dimensione rappresenta il diametro singolo maggiore.
2-ideal mente | ’'indice mitotico dovrebbe essere
esaminata (basat a #igh Poaer Hiéldne ma non rtiesona e g | i
definizioni convalidate a questo riguardo.
riconoscimento delle mitlkisgh ePdwaerv hbRiialdds® t a

mitotico si dimostra utile.

Successivamente é stata introdat nuova categoria ad altissimo rischio per i

casi metastatici alla diagnosi.

Miettinenetalhanno successivamente pubblicato d
casistica di GIST dello stoma®ee del di gifsequitien udfelowl ' i | e o
up a lungaermine. In questi lavori hanno proposto alcune linee guida per definire

il potenziale maligno dei GIST gastrici (Tab 1.6) e di quelli digiunali e ileali (Tab.

1.7) in base alla dimensione e | "attivit:
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Tabella 1.6 Linee guida proposte per la definizione del potenziale maligno dei GIST
gastrici di differenti dimensioni e attivita mitotica®

COMPORTAMENTO BIOLOGICO PROGRESSIONE DI MALATTIA (PD)
TUMORALE E MORTALI TAOG
BENIGNO Assenza di mortalita correlata al tumore

- GRUPPO 1<2 cm e €5 mit/50HPF

PROBABILMENTE BENIGNO potenziale maligno molto basso, PD <3%

- GRUPPO 2: 25 cm e ¢5 mit/50HPF
- GRUPPO 3a: 510 cm e ¢5 mit/50HPF

POTENZIALE MALIGNO BASSO O no PD, ma troppi pochi casi per
INCERTO determinare certamente la prognosi
- GRUPPO 4: <2 cm e >5 mit/50HPF

POTENZIALE MALIGNO BASSO - mortalita correlata al tumore = 12 -15%
MODERATO

- GRUPPO 3b: >10 cm e€5 mit/50HPF
- GRUPPO 5: 25 cm e >5 mit/50HPF

POTENZIALE MALIGNO ALTO mortalita correlata al tumore = 49 -86%
- GRUPPO 6a: 510 cm e >5 mit/50HPF
- GRUPPO 6b: >10 cm e >5 mit/50HPF

NOTA PD = progressione di malattia

Tabella 1.7 Linee guida proposte per la definizione del potenziale maligno dei GIST
digiunali e ileali di differenti dimensioni e attivita mitotica®'®

COMPORTAMENTO BIOLOGICO PROGRESSIONE DI MALATTIA (PD)
TUMORALE E MORTALI TAO
PRATICAMENTE BENIGNO PD = 0 (no evidenza di PD)

- GRUPPO 1: <2 cm e€5 mit/50HPF

POTENZIALE MALIGNO BASSO PD <5%
- GRUPPO 2: 25 cm e ¢5 mit/50HPF  (4%)
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POTENZIALE MALIGNO MODERATO PD = 10-30%
- GRUPPO 3a: 510 cm e ¢5 mit/50HPF (25%)

POTENZIALE MALIGNO ALTO PD o mortalita correlata al tumore 250%
- GRUPPO 3b: >10 cm e€¢5 mit/50HPF  (52%)
- GRUPPO 4: <2 cm e >5 mit/s0HPF  (50%)
- GRUPPO 5: 25 cm e >5 mit/50HPF  (75%)
- GRUPPO 6a: 510 cm e >5 mit/'50HPF  (86%)
- GRUPPO 6b: >10 cm e >5 mit/50HPF (90%)

NOTA: Le percentuali tra parentesi indicano la % dei pazienti osservati con PD nei
rispettivi gruppi.

Tabella 1.8 Predizione del rischio per dimensione, indice mitotico e sede basata sui

casi AFIP “Armed Forces Institute of Pathology®**

Table 1 Rates of metastases or tumor related death in GISTs of stomach and small intestine by tumors grouped by mitotic rate
and tumar sizes

% of patients with progressive disease during long-term follow up and

Tumer parameters characterization of risk for metastasis
Group Size Mitotic rate Gastric GISTs Jejunal and ileal GISTs Duodenal GISTs Rectal GISTs
1 =2 cm =5 per 50 HPFs 0 none 0 none 0 none 0 nong
2 =2 =5¢cm =5k per 50 HPFs 1.9 very low £.3 low 8.3 low B.5% low
3a =5 = 10 cm =5k per 50 HPFs 3.6 low 24 moderate
b =10 cm =5 per 50 HPFs 12 moderate 52 high 34 hight 571 hight
4 =2 cm =5 per 50 HPFs 0t 50t § 54 high
5 =2 =5cm =5 per 50 HPFs 16 moderate 73 high 50 high 52 high
Ga =5 = 10 cm =5 per 50 HPFs E5 high 85 high
&b =10 cm =h per 50 HFFs B& high 90 high 86 hight 71 high}

“Based on previcusly published long-term follow-up studies on 1055 gastric, 629 small intestinal, 144 ducdenal, and 111 rectal GISTs, 7151830

IDenotes tumor categonies with very small numbers of cases,

tGroups 3a and 3b or 6a and 6b are combined in duodenal and rectal GISTs because of small number of cases.

*Mo tumors of such category were included in the study. Note that small intestinal and other intestinal GISTs show a markedly worse prognosis in
many mitosis and size categones than gastric GISTs.

Questa classificazione dimostra una differenza prognostica marcata tra i GIST

dello stomacoe quel | i del |l intestino tenue e ¢cI
gastrici si comportano infatti globalmente in modo indolente e quelli di
dimersioni inferiori a 2 cm sono quasi universalmente benigni. | GIST

del |l intestino sia tenue sia crasso di mo
pil aggressivo rispetto alla controparte gastrica: infatti le lesioni anche di
dimensioni inferiori @ 2 cm meon attivita mitotica superiore a 5/50 hpf possono

recidivare e dare metastasi.

Successivamente nel 2008ensuu et &> ha modificato la classificazione del

NIH introducendo fattori prognostici addizionali quali la rottura tumorale e la

sede della neoasia (Tab. 1.9). La rottura tumorale nella cavita addominale, sia
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verificata spontaneamente sia al momento della chirurgia, aumenta il rischio di
impianti tumorali intraaddominali e determina un rischio molto alto di recidiva,
i ndi pendent e memitotieo ed dallel dimemsioni.c Fortunamente

costituisce un evento abbastanza raro (< 5% dei casi).

Tabella 1.9 Proposta di classificazione sec. Joensuu®®

Table 4 Proposed modification of consensus classification for
selecting patients with GIST for adjuvant therapy

Bask category Tumor Mitone mdex  Pnmary
size (am) (per 50 HPFs) tumor site
Very low risk 2.0 =5 Any
Low risk 2.1-50 =5 Any
Intermediate sk 2.1-5.0 =5 Gastric
<5.0 6-10 Any
51-100 <5 Gastric
High risk Any Any Tumor rupture
=10 em Any Any
Any =10 Any
=5.0 =5 Any
2.1-50 =5 Nongastne
5.1-100 =5 Nongastne

Sono stati successivamente introdotti nomogrammi prognostici che considerano
l i ndiime lendiménsidani come variabili continue:pitimo riportato da

Gold et af® nel 2009 (Fig. 1.12) che ha dimostrato una predizione di
sopravvivenza libera da malattia superiore alle precedenti classificazioni NIH
AFIP.
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0O 10 20 30 40 S50 60 70 B0 90 100
i é 4 ¢ 1 0 & 0 0 ¢ B 0 1 3 1 4 1 1.1

Points L
Size (cm) | T T T T T T T
5 10 15 25 35 45
Mitotic index r I »5/50 HPF
<5/50 HPF
Colon/rectum
Site — 1
Stomach/other Small intestine
Total points T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Probability of 2-year RFS [ B e s e
90 B0 70605040302010
Probability of 5-year RFS  ——— 11111

90 80 70605040302010

Figure }. Nomogram to predict the probabilities of 2- and 5-year recurrence-free survival
Points are assigned for size, mitotic index, and site of onigin by drawing a line upward from
the comresponding values to the “Peoints™ line. The sum of these 3 points plotted on the
“Total Points™ line corresponds to predictions of 2- and 5-year EFS.

Fig. 1.12 Nomogramma per predire la probabilita di sopravvivenza libera da

malattia a 2 e 5 anni®®.

Recentemente & stato elaborato un altro nomograrmhe includeva sede,

dimensioni ed indice come variabili continue e stratificava i pazienti in due fasce
di et a < @bni(Agn hil3). lemodellodsato su questo nomogramma
risolveva i problemi derivati da una categorizzazione artefattuale di variabili

continue.
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FIGURE 2. Momogram for 10-year O5 according to patient’s age at diagnosis (< 65, =65 y). Instructions: The nomogram yields
the 10-year O5 probability corresponding to a patient’s combination of covariates. Locate the patient’s tumor site and draw a line
straight upward to the Points axis to determine the score associated with that site. Repeat the process for tumor size and mitotic
index, sum the 3 resulting scores, and locate the sum on the Total Points axis. Then, on the basis of patient's age at diagnosis
(<65 or =65 y), draw a line straight down to the comesponding 10-year OS5 axis to find OS5 probability.

Fig. 1.13 Nomogramma per la sopravvivenza globale in base all’eta del
paziente®®

b) IMMUNOISTOCHIMICA

Approssimativamente il 95% dei GIST sono KIT (CD117) positivi, it7806

sono CD34 positivi, il 3810% actina del muscolo liscio (SMA) positivi, il 5%
S100 p o s2%desmina oechetatind focalmente pogititi 03142

La positivita per KIT (CD17) e nella maggioranza dei casi diffusa e intensa con
una distribuzione citoplasmatica e nel 50% dei casi pud presentare una
distribuzione paranucleared 4 i ldefiditaii g ol g i ,ppEEedsd coasistente

al pattern classico di colorazione, piu rarategsolata.

Puo essere presente anche una distribuzione di membrana, soprattutto nei GIST
epitelioidi.

Solitamente la colorazione é presente nel 90% delle cellule tumorali, in rari casi €
presente una immunoreattivita focale in una minoranza delle calimerali per

cui la colorazione puo risultare negativa nelle piccole biopsie e positiva nelle

successive biopsie escissionali.
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Circa il 5%%**dei GIST sono negativi per KIT, alcuni di questi casi presentano
citomorfologia epitelioide, sono localizzatied | o stomaco o] nel |’
peritoneo e possiedono mutazioni a livello di PDGFRA.

E’ i mportante sottolineare che approssi
negativi hanno comunque mutazioni di KIT.

Approssimativamente il 90% dei GIST Kliegativi o debolmate positivi ha una

mutazione in KIT o PDGFRA, che non solo conferma la diagnosi ma fornisce
anche informazioni prognostiche sulla pr
Altri marker antigenici possono essere valutati nella diagnosi differenziale dei

GIST, ma non hanno la rilevanza diagnostica del CD117.

CD34, una glicoproteina transmembrana di 110 kDa, € un antigene delle cellule
progenitrici emopoietiche, presente anche nelle cellule endoteliali e in alcuni tipi

di fibroblasti*®*°ed & espresso soprdttt 0 nei GI ST del |l esofag

42
I

e correlato al .aggressivita biologica

La positivita al/l actina del muscol o | is
liscio normali e neoplastiche e in alcuni miofibroblasti, € dimostrabile soprattutto

neiGl ST gastrici e dell’”intestino tenue e
quell a a CD34; talora ci o é& evidenziabil
pattern a mosaico caratterizzato da aree CiEyhative e SMApositive e CD34

positive e SMAnegatve.

La proteina S100, un antigene delle cellule della cresta neurale, € espressa
soprattutto nelle | esioni del Il "intestino
sia nel citoplasma sia nei nuclei.

La desmina, un filamento intermedio di 53 kDa presardlle cellule muscolari

|l i sce, scheletriche e cardiache, €& posit.i
La rara positivita alla cheratina € presente soprattutto nelle forme ad alto rischio
epitelioidi; inoltre come molti tumori mesenchimali, soprattuttelbumaligni, i

GIST possono essere vimentina positivi.

Altri marker immunoistochimici minori sono: la forma embrionale della miosina

del muscolo |iscio, il caldesmon?® una pr
che sono antigeni del muscolo liscela nestina, un filamento intermedio del IV

tipo del citoscheletro espresso anche dai rabdomiosarcomi e melanomi.

| GANT sono caratterizzati da differenziazione neuroendocrina con espressione di

cromogranina, sinaptofisina, enolasi neuraspecifica, preteina gliofibrillare
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aci da o]

CD34.
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Nel 2004West et af* hanno scopertoctieDi s cov er e DOGI, urEl ST 10

DNA codificante per una proteina dei canali del cloro regolati dal calcio, e
espresso ubiquitariamente nei GIST indipendentemente dallo stato mutazionale;
infatti sieri policlonali rivolti contro DOGL1 peptidi erano altamente sensibili e

specifici per questi tumori e inoltre individuavano anche alcuni GIST- KIT

negativi. Sono statquindi commercializzati anticorpi policlonali e monoclonali

anti

DOG1 che erano positivi

mutazionale di KIT/PDGFRA" 318 339 (Tab. 1.10).

nei GIST indipendentemente dallo stato

Tab 1.10 Revisione dei risultati dell’immunoistochimica per DOG1 nei differenti

studi®”’
TABLE 5. Overview of DOG1 Staining Results in GIST
Espinosa®® LiegP* Miettinen® Ardeleam®®

Study on GIST DOGILT DOGLA Clone K9 Polyclonal
DOGT Antibody (Stanford) (%) (Stanford) (%) (Novocastra) (%a) (Spring) (%a)
Total 370/425 (87) 61/81 (75) 986,/ 1040 (94 8) 14/14 (100)%
Anatomic location

Stomach 148/169 (88) 15/26 (58) 307/537 (W4.4)

Small intestine 89T (91) 2130 (70} 358/372 (92)

Duodenum NA 202 (100) 53/57 (92)

Esophagus 1/2 (300 910 (90)

Colon and rectum 21/27 (78) 11 (100) 59/64 (92)

Omentum 16/21 (T6) 264333 34/38 (B9

Abdomen 12/17(71) 83/90 (92)
Genotype

KIT exon 11 180/197 (91) 19/21 (90) 0/3 (0)*

KIT exon 9 16/16 (100) 2/2 (100)

KIT exon 13 4/5 (80) 2/2(100)

PDGFRA exon 12 5/5 (100) 1/1 (10d0)*

PDGFRA exon 14 1/2 (30)*

PDGFRA exon 18 18 3/10 (30) 916 (56)*

Wild type 33/37 (8 15/20 (75) 3/16 (19)*
KIT-negative GIST 63/111 (37) 10/28 (36) 26/53 (49)

Pediatric GIST
Neurofibromatosis 1-associated GIST

719 (78) 9/11 (81)

16/16 (100)

11/12 (91.6)
16,16 (100)

*Mutation studies only in those GIST that were negative for DOGT, KIT, or both.
Fourteen spindle el GIST with no information on anatomic site and genotype provided.

DOG1 dimostra quindi, nei differenti studi, una sensibilita globale che e uguale o
leggermente superiore a quella di KIT. Sebbene esista una piccola quota di GIST

KIT positivi e negativi per DOG1, € emerso come questo nuovo anticorjga pos

identificare circa il 3660% dei casi KIT negativi, includendo alcuni casi con

mutazioni in KIT e soprattutto mutazioni in PDGFRA. La specificita per DOG1

sembra inoltre superiore a KIT come marker diagnostico nei GIST, gli unici

tumori  mesenchimali

@ezionalmente DOG1 positivi

sono leiomiomi

retroperitoneali di tipo uterino, leiomiomatosi peritoneali e sinovial sarcoma.
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L’indagine 1 mmunoi st ekKétTheiD@GIcidentifcca quinda nt i cor
quasi il 100% dei GIST in quanto questi due anticorpioscaratterizzati da

di fferenti aree d’  ombr a.

Protein kinase C thet§PKC-g), una molecola di segnale che svolge un ruolo

nell > attivazione del | e cellul e T, nel |
scheletrico e nella differenziazione neuronale, costituistaltro nuovo marker
immunoistochimico specifico e sensibile, espresso intensamente a livello dei
GIST***38¢ per cui sono disponibili anticorpi nel mercato. La presenza didPKC

e stata osservata a livello delle cellule interstiziali di Cajal, reem@nca negli

altri tumori mesenchimali o epiteliali inclusi quelli KIT positivi non GIST.

La coespressione di KIT e PK suggerisce che entrambe le molecole siano
funzionalmente correlat®lume e af’ hanno riportato che le isoforme classiche

di PKC smo coinvolte nella modulazione del segnale di KIT attraverso la
fosforilazione di specifici residui di serina in questa molecola, ma il ruolo

del |l " isoforma thet Atsushi etaaf'channa rilevatodas p| or a't
positivita per PKGqg soprattutto nelGIST-KIT negativi a differenza di quanto si

verifica con DOGL.

c) I “MICROGIST”

I “microGlI ST” sono GI ST di piccole di men
mm in base ai differenti studi, clinicamente silenti che mostrano una morfologia

prevalentemete fusocellulare. Sono lesioni comuni, con una prevalenza riportata

fino al 35% in alcuni stud®***%  Questi tumori sono chiamati anche noduli
i perplastici di cellule i nterstiziald@ d
Gl ST” . La eeldsomaco e soaol caratteérizzati da un pattern di

crescita infiltrativo, basso grado di cellularita, abbondante sclerosi ed un basso
indice mitotico (< 5/HPF) con una categoria di rischio molto basso.

Non é ancora chiaro se tutti i microGIST siano h&sip precoci o se almeno una
parte di essi rappresentino noduli iperplastici benigni. Tali tumori hanno
frequentemente mutazioni in KIT o PDGFRA, con un tasso di mutazione variabile

tra 7492% nei vari studi.
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L’alto tasso di m uostituiscanm mire evexnta grecece nedoc e ¢ h e
sviluppo neoplastico e che altre alterazioni molecolari secondarie siano necessarie

per | a progressione tumorale e | 7incremei
Clinicamente sono lesioni autolimitantesi con tasso di progressione in GIST

maligni molto basso.

d) CRITERI DIAGNOSTICI E DIAGNOSI DIFFERENZIALE

| GIST sono definiti come tumori mesenchimali del tratto gastrointestinale a
cellule fusate o epitelioidi o occasionalmente pleomorfi, che esprimono la
proteina kit (KIT immunoposititd) con eccezioni molto raie

Le eccezioni comprendono: lesioni con le tipiche caratteristiche citoarchitetturali
dei GIST ma che sembrano essere immunoistochimicamente inerti (ad esempio a
causa di artefatti della fissazione o eccessivo calore durargesls i ccament o d
sezione o deposito troppo prolungato dei vetrini non colorati), che sono KIT
negative a causa di errori di campionamento (ad esempio agobiopsie molto
piccole), che hanno terminato di esprimere KIT a causa di una forma di
evoluzione cloale durante la terapia con imatinib, o che, in meno del 2% dei
casi, sono realmente prive di mutazioni di KIT e/o KIT amplificazione.

| tumori appartenenti a queste eccezionali categorie possono essere chiamati
Astromal neoplasm most consistent with GI
Relativamente pochi altri tumori sono variabilmente o consistentemente kit
positivi e solo raramente entrano in diagnosi differenziale con i GIST, perche
morfologicamente diversi. Possono essere tumori solidi rappresentanti fenotipi
trasformati di cellld normali kitpositive come il melanoma, il mastocitoma, il
seminoma, il carcinoma mammario duttale, il tumore mieloide extramidollare
blastico (ovvero la manifestazione tissutale della leucemia mieloide acuta).
Alternativamente possono essere tumoripkisitivi in cui € sconosciuta la
controparte cellulare normale Jpositiva quali il sarcoma a cellule chiare, i

t umor i di Ewi ng, i sarcoma sinovial e,
schwannoma benigno, il neuroblastoma, il cancro ovari@antro colorrettale,

4|~6,4|7,48

| > angi osarcoma, e mi crocitoma pol monail
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Vi sono poi i veri tumori del muscolo liscio gastrointestinali, come il leiomioma

esofaged™ il piccolo leiomioma colomettale della muscolaris mucoéae i

rari veri leiomiosacomi gastrointestinali”®’, ognuno dei quali possiede distinte
caratteristiche clinicopatologiche. Ancora a parte ci sono i tumori del gfogib
schwannom®>}, i polipi fibrosi infiammatori>® i tumori miofibroblastici

infiammator?’ e i liposaromi addominali dedifferenziafi (Tab.1.11).

Tabella 1.11 Tumori gastrointestinali kit-negativi clinicamente o patologicamente

simili ai GIST#
ENTI TAG6 TUMOR/ ANALOGIE E DIFFERENZE CON | GIST
LEIOMIOMA ESOFAGEO Tumore esofageo intramurale composto da cellule muscolari ben differenziate,

actina e desmina positive. Minore cellularita dei GIST; insorge piu spesso in
pazienti giovani.
LEIOMIOMA PERICOLICO Insorge nelle donne; istologicamente simile al leiomioma uterino. Positivo ai

recettori degliestrogeni e progesterone, all 6acti

VERO LEIOMIOSARCOMA  Un raro tipo di sarcoma fusocellulare (fino al 10%) che esprime aspetti fenotipici
delle cellule muscolari lisce ben differenziate (actina e desminapositive). Si

manifesta spesso come masse polpoidi intraluminali, tipicamente in anziani.

TUMORE DEL GLOMO Identico al tumore del glomo dei tessuti molli periferici. Si sviluppa quasi
esclusivamente nello stomaco; =~ posi

alla desmina e puo essere variabilmente CD34 positivo.

POLIPI FIBROSI Lesione fusocellulare con linfociti e eosinofili, che puo essere CD34 positiva.
INFIAMMATORI Alcune varianti sono altamente vascolarizzate e simili al tessuto di granulazione.
Espri mono undet er ogendei GIST; ncaeréstopidaraente si

manifestano come polipi intramurali ulcerati.

TUMORE Insorge soprattutto nei bambini e giovani adulti pud formare una massa
MIOFIBROBLASTICO gastrica o intestinale mimando i GIST. Piu spesso omentale o mesererico.
INFIAMMATORIO Formato da cellule fusate o lievemente epitelioidi con citoplasma amfofilico e

processi citoplasmatici. Esprime il gene ALK e i suoi riarrangiamenti.

TUMORE DESMOIDI Pud manifestare un coinvolgimento della parete gastrica o intestinale simile ai

MESENTERICO GIST,; é formato da fibroblasti e miofibroblasti in uno sfondo di collagene. CD34 -
negativo.

TUMORE FIBROS( Puo presentarsi sulla superficie peritoneale o nel fegato. Formato da cellule

SOLITARIO fusate, con un patter na<€bh3hpokitzo. al | 6 em

SCHWANNOMA Solitamente € un tumore piccolo, giallo e circoscritto nella sottomucosa; la sede

pit comune €& lo stomaco, seguito dal colon. Formato da cellule fusate S100-
positive, spesso configuranti un pattern microtrabecolare in uno sfondo fibroso
S100-negativo. Frequente positivita alla GFAP, mai osservata invece nei GIST.
SARCOMI INDIFFERENZIATI Tumori gastrointestinali maligni che non esprimono alcun marker cellulare
specifico. Possono simulare macroscopicamente i GIST, ma istologicarante

dimostrano un maggiore pleomorfismo nucleare.

LIPOSARCOMI Tumori retroperitoneali mesenterici che possono coinvolgere la parete intestinale
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DEDIFFERENZIATI anal ogamente ai Gl ST. Possono mani fe
fibroso maligno mixoide o pleomorfo o al fibrosarcoma. La diagnosi e difficile se

non e presente tessuto adiposo nel tessuto campionato.

MELANOMA METASTATICO Puo formare un tumore macroscopicamente simile ai GIST con il coinvolgimento
di strati par o etstomaco. Bud | essére rkitpesititoi Sono

diagnostici i marker melanaocitari (tirosinasi, melanA, HMB45).

| veri tumori del muscolo liscio (leiomiomi e leiomiosarcomi) sono positivi per
SMA e per la desmina; mentre sono Kihfiegativi e CD34-positivi nel 10-15%

dei cast®*>®

Gli schwannomi sono S1@fbsitivi e KIT-negativi, ma & possibile una focale
positivita al CD34 (Antoni BY>* i polipi fibrosi infiammatori possono essere
CD34positivi*® ma sono KlFnegativi e contengono cellule infiammatorie
compr esi i granul oci ti eosinofili. E’
fibromatosi desmoid& che sembra essere correlata ad un eccessivo trattamento
di smascheramento antigenico; infatti eliminando questo passaggio tutti i casi di

fibromatos risultano negativi’ (Tab.1.12).

Tabella 1.12 Caratteristiche immunoistochimiche dei tumori fusocellulari del tratto
gastrointestinale®®

TUMORE KIT (CD117) CD34 SMA DESMINA S-100
GIST + +(60-70%) +(30-40%) molto rara +(5%)

TUMORI DEL
+(10-15%) + + rara

MUSCOLO LISCIO
SCHWANNOMA - +(AntoniB) . - &

FIBROMATOSI controversa rara + rare cellule

La valutazione immunoistochimica per kit (CD117) deve essere presa in

considerazione almeno nelle seguenti condizioni: tumori primitivi mesenchimali

on

del tubodi ger ent e (con | " eccezione dei p
schwannomi) , n e anpSerdeseetrperidoado la ‘cellube efusdteoo
epitelioidi o pleomortf e, tumor i mesenchi

parete addominale e tumoriagjei fusocellulari.
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Sebbene il sospetto di GIST possa essere suggerito clinicamente o
radiologicamente o istologicamente, la diagnosi deve essere confermata tramite

analisi immunoistochimiche.

Le tecniche radiologiche utilizzate per visualizzare i GISimjivi e le lesioni

met astatiche Il ncludono: | * esame radiogr

doppi o contrasto, I ecografia, I endosct
EUSfiendoscopi 9,latomografiacamputedzaata (TC) e la risonanza

magnetica nucleare (RMN).

All a TC, | " esame preoperatorio di scel t
chirurgica, i1 GIST primitivi si presentano tipicamente come tumori ben circoscritti

e altamente vascolarizzati che originano dallo stomaco o da gqualiia sede

nel tratto gastrointestinale e crescono con modalita extraluminale; inoltre le

lesioni piti grandi possono avere un centro necr&tico

L’ esame endoscopico mostra general mente

0 senza ulcerazione; talora pus s er e presente | a sol a
radiografico seriato del tubo digerente puo evidenziare, in questi casi, una piccola

massa intraparietale ad essa sottostante.

La RMN con sonde dedicate & |’ esame di s
casodi GIST rettali noti 0 sospetti.

Recentemente la tomografia ad emissione di positroni (PET) si e rivelata uno
strumento utile e non invasivo di monit ol
La tecnologia PET utilizza il tracciante metabolico IRBErodesosiglucosio

( FDG) per val ut ar e I "attivita met abol i
| i percaptazione tumorale rispetto ai no.
LaFDGPET e piu sensibile della RMN nell i
dei GIST e nel monitoraggidella risposta tumorale alla terapia. Durante una

risposta positiva alla terapia i GIST possono manifestare una diminuzione del
metabolismo, ma un aumento delle dimensioni prima della regressione e morte
cellulare.

Lo svantaggio della PET e la scarsa dispilita e accessibilita rispetto alle piu

diffuse TC e RMN.

Un i mportante progresso nella valutazior

del | ' ec oend emsdosoopic altraspuBf’S capace di visualizzare
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anche i tumori piu piccoli in forma di rese contenute entro la struttura di parete

a cinque strati.

| tumori stromali gastrointestinali sono generalmente lesioni rotonde o ovali con

un’ ecostruttura il poecogena; dat a | a | or
muscolare propria sono solitamente aisto@l quarto strato della parétema

talora i GIST derivano dalla muscolaris mucosa e conseguentemente si
visualizzano entro il terzo strato.

L'’ aspetto di tumore intramurale 1 poecog:
tumori a cellule granulose, neurortumori del glomo, carcinoidi e metastasi; nel

50%° dei casi si tratta di tumori stromali gastrointestinali.

Sono stati condotti numerosi studi per cercare di definire la benignita e malignita

dei GI ST sulla base del |’ o8 preditiviadi al | ' EU
malignitd sono: la dimensione, la forma non ovale e i margini irregolari o
indistinti.

Molti GIST sono resecati senza effettuare una biopsia, ma recentemente sta
aumentando i f nteeeldil z2z o a GOpAN) re apiceple diopsie

effettuate endoscopicamente.

La diagnosi istologica preoperatoria & possibile nelle lesioni esofagee, gastriche,
duodenali o coliche mediante biopsie endoscopiche, ma piu frequentemente
queste non sono diagnostiche data la localizzazione intrafffurale

A causa del rischio di rottura del tumore, che potrebbe portare a disseminazione
peritoneale e emorradia | ' uso routinario della bi
controverso; inoltre frequentemente non €& possibile ottenere una diagnosi
affidabile da una biopsia petemea, specialmente nei casi in cui si ricava
esclusivamente un aspirato ad agosottile o una porzione necrotica del tumore.

Quindi la biopsia percutanea andrebbe riservata alle seguenti situazioni: ai casi
giudicati non resecabili, ai casli necessaria dgnosi differenziale con altre

neoplasie (linfomi, tumori germinali, fiboromatosi e altri tipi di sarcomi)n

prospettiva di una terapia neoadiuvante.

Nel 2002 | ’finesneedleldspird&idhAiBpRHEUS guidate si € rivelato

capace di aspirare didiente materiale diagnostico nel 78%ei GIST, ma sono
necessar.i passaggi mul tipli; l "utilizzo
prelievo di materiaf¥. Infatti uno studio piti recent€ ha confermato un valore

di agnost i ¢NA ddlerb% haEhd) 8portato risultati migliori tramite
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|l "utilizzo dell e biopsie con aghi a scat
Secondo le linee guida dé&National Comprehensive Cancer Network ( NC CN)
NCCN v. 1.2018 | -EUS tguidatadel zuonored pimitiva € F N A B
preferibile a quello della biopsia peitanea, a causa del rischio di emorragia e di
disseminazione intraddominale neoplastica. La biopsia percutah@aguidata

andrebbe riservata invece ai casi di sospetta localizzazione metastatica.

Ottenere un volume sufficientemente grande di tessuto e importante per

un’ adeguata diagnosi ; sebbene | aspirato
di GIST non é in grado di definire il rischio di malignita ed inoltre le tecniche

immunoistochimiche sonpiu agevoli con una maggiore quantita di tessuto.
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1.5 TERAPIA

a) TERAPIA CHIRURGICA

TRATTAMENTO DEL TUMORE PRIMITIVO

Secondo | e raccomandazi oni del l e | inee g
di Oncologia Metta) 2016 e le linee guida dRICCN v.1.2018 la chirurgia e il

trattamento standard dei GIST localizzati o potenzialmente resecabili. Se

|l i ntervento comporta deficit funzionale
con imatinib con intento neadiuvante, soprattutto nei casi di GIST detto,

della seconda porzione del duodeno, della giunzione esghgjoca e

del | " esof ago.

Un requisito fondamentale per |l a chirurgi
| GIST tendono ad essere molto fragili e quindi deve essere accuratamente evitata

la rottura del | a mas s a tumor al e: | > obi et
macroscopica completa con la psewdpsula integra, possibilmente
raggiungendo margini microscopici indenni, per ridurre il richio di recidiva. La

rottura della massa, sia spontanealsgata a manovre chirurgiche, si associa ad

una prognosi sfavorevole, pertanto si puo considerare una terapilingante

anche nei casi in cui sia presente un rischio elevato di rottura intraoperatoria
neoplastica.

In caso di chirurgia gia realizzatan margini microscopicamente positivi (R1) si

pudo valutare | "esecuzione di un secondo
sua fattibilita e alla necessita di evi
mentre | NCCN non raccomanda tale approc:

Dopo la rimozione di ogni lesione sospetta per GIST, € essenziale la valutazione
patologica per confermare la diagnosi.

Considerando che [ GI ST tendono a cr
primitivamente coinvolto allontanando le strutture adiacenti, senz&arn, il

trattamento chirurgico adeguato comprende, a seconda della sede, la resezione
cuneiforme dello stomacdi(we d g e roeWR),dimitata allé porzione di

parete coinvolta dalla neoplasia, o la resezione segmentale intestinale.
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Nella maggiorana delle casistiche chirurgiche sono stati ottenuti risultati a lungo

termine equivalenti dalla WR e dalla gastrectomia parZfale

Nel caso di tumori primitivi esofagei, duodenali e rettali le WR non sono spesso
tecnicamente realizzabili e quindi le reisez ampie sono il trattamento di scelta.

Per i GI ST oment al i 0O mesentericeh € rac
b | odella malattia visibile.

Gli organi adiacenti aderenti alla massa devono essere reSeeati  bconalc 0

tumore, per evitare la toira della capsula e la disseminazione intraddominale.

Secondo le linee guida del NCCN la chirurgia laparoscopica dovrebbe essere
considerata per casi selezionati localizzati in sedi anatomiche favorevoli (come la
grande curva o la parete anteriore detonstco).

Matthews et al®® hanno posto a confronto 21 resezioni gastriche laparoscopiche

di variabile estensione e 12 interventi a cielo aperto, non riscontrando differenze

nei tempi operatori, nelle perdite ematiche o nelle complicanze. Tale accesso puo
trovare particolare indicazione nelle neoplasie localizzate nella parete gastrica
anteriore, in considerazioni delle minori difficolta tecniche e del miglior controllo

dei margini di sezione.

Gli studi di Bedard et af® e diLai | et al'® hanno confernta la sicurezza

del | " approcci o | aparoscopico netwpa&I ST ga
breve e intermedio termine soddisfacenti.

Il lavoro diNovitsky et af**ha stabi lito |l a sicurezza e
laparoscopica nei GIST gasi di piccole e medie dimensioni, riportando una
sopravvivenza libera da malattia a lungo termine nel 92% dei casi.

I mar gi ni devono essere negativi entro |
la neoplasia possa interessare anche la superficisaipenitoneale.

A differenza dei carcinomi, i GIST metastatizzano solo raramente nei linfonodi
regionali e quindi la linfoadenectomia sistematica non € indicata, se non nei casi

di evidente coinvolgimento linfonodale come osservato nei GIST con perdita di
funzione del complesso SDH.

La resezione macroscopica completa e pos
tumore primitivo localizzato e nel 7@6% di questi casi si ottengono margini

microscopicamente inderihi*®2
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La chirurgia non cura generalmente | G T , l >intervall o medio
resezione di un GIST primitivo ad alto rischio alla comparsa di recidiva e circa di

due anni.

La resezione completa in pazienti con GIST primitivo & associata ad un tasso di
sopravvivenza a 5 anni del-65% in diversstudi (Tab. 1.13).

Tabella 1.13 Studi pubblicati sulla sopravvivenza dopo resezione completa di GIST

primitivi
SOPRAVVIVENZA
NUM.
INTERVALLO A 5 ANNI DOPO
RIFERIMENTO NUM. PZ RESEZIONI
DI STUDIO RESEZIONE
COMPLETE
COMPLETA (%)
Akwari et al**° 1950-1974 108 52 50
Shiu et al*** 1949-1973 38 20 65
McGrath et al**? 1951-1984 51 30 63
Ng et al. > 1957-1997 191 99 48
DeMatteo et al®* 1982-1998 200 80 54
Crosby et al*** (2001) 50 34 42
(tutti i casi
localizzati
nell 6i nt e:
Fujimoto et al.**® (2003) 140 129 93
(tutti i casi

localizzati nello

stomaco)

Lo studio diDeMatteo et af’ riporta in una casistica di 80 pazienti con tumore

primitivo privo di metastasi sottoposti a resezione chirurgica macroscopica
completa, un tasso di sopravvnza a 5 anni del 54% con un valore mediano di

66 mesi. | pazienti trattati con resezione incompleta, per tumore non resecabile
all’’  esplorazione chirurgica o presenza d
escissione, presentavano invece una mediangthwovenza di 22 mesi.

In questo lavoro, come in quello @emetri et al'®, la presenza di margini

positivi microscopicamente non e stata dimostrata predittiva di recidiva.

Yao et af®" hanno riscontrato una mediana di sopravvivenza di 46 mesi nei cas

di resezione completa versus 10 mesi se la resezione risultava incompleta; le
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recidive locali sono state pero il 100% negli 11 casi di infiltrazione microscopica
del margine chirurgico.

Risultati simili sono stati riferiti ddanger et af*®? che hannmsservato recidiva
locale in 3 dei 4 pazienti con margini microscopicamente infiltrati.

Sebbene non sia stato definitivamente dimostrato che la resezione con margini
positivi comprometta la soprawvivenza, essa pud determinare un rischio piu
elevato di rediva peritoneale o malattia metastatic4”%°

La mancanza di un accordo unanime puo avere diverse spiegazioni: i risultati
degli studi condotti sulla terapia chirurgica dei GIST primitivi sono alterati dal
fatto che molti autori tendono a raggrupp@@&zienti con malattia primitiva e
recidive; questi errori metodologici inficiano le valutazioni di correlazione con la
sopravvivenza. Inoltre il numero di casi con margini microscopicamente positivi,
anche nelle casistiche piu ampie, € talmente esigu@aonsentire valutazioni
statisticamente significatife

La rottura tumorale prima o durante

rischio di disseminazione intraddominale tumorale e recitfiva

b) TERAPIA MOLECOLARE CON INIBITORI DELLE
TIROSINA-CHINASI

L IMATINIB MESILATO € un derivato della -fenilaminopirimidina (Fig.
1.14), capace di inibire le tirosif@inasi ABL, PDGFRAB e KIT.

T s
N i

=
—

N — -

CGP 57148/STI 571/Gleevec

Figura 1.14 Struttura chimica dell’imatinib, definito chimicamente come 4-[(4-metil-
1-piperazinil)metil]-N-[4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidiniljJamino-]-
fenil]benzamide metanesulfonato
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1 far maco e un antagoni st a competi ti v
intracellulare recettoriale, capace di bloccare il trasferimento di gruppi fosfato
dal | ' #&didRi didirosina sulle proteine substrato (Fig.1.15).

tyrosine

CML

Figura 1.15 Meccanismo di azione dell’imatinib
I n particolare | ’”imatinib inibisce non s
fosforilazione di Akt e ERK, interrompendo cosi le duegmari vie di
trasduzione del segnale di KIT.
L”inibizi on e -chinasi Hemsaglib si gerifica arconsentrazoni simili
di 100nM; il farmaco ha una buona biodisponibilita orale (97%), e metabolizzato

nel fegato dal citocromo p450 isoenzima CYRB e h a un’ emi vi t e

circolazione sanguigna diiB6 or e, compatibile con un’u
giornaliera.

Due i mportant:. osservazioni ottenute nel
essere efficace contro i GIST. La prima era che il farneaaon grado di bloccare

in vitro | "attivita chinasica sia di KI'T

mut azione %l lLaesecenth) osservazione er a
crescita della linea cellulare GIST882 contenente una mutazidfd dricavata

da un GIST metastaticd %

Sull a base di guesti studi preclinici, n
ad una donna di 50 anni con metastasi epatiche di GIST alla dose giornaliera di

400 mg*,

La risposta biologica in questa jpete fu monitorata tramite agobiopsie delle

metastasi epatiche: la valutazione di CD117 e Ki67 dimostro una drastica
riduzione nel numero di cellule-lgt positive proliferanti. La RMN rivelo una

diminuzione della dimensione tumorale del 41% due settidaaep o | " i ni zi o

Glivec, del 75% dopo 8 mesi e >80% dopo 14 mesi.
5€
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Una risposta completa al farmaco fu osservata in 6 delle 28 metastasi epatiche
originali, che scomparvero totalmente, e non furono rilevate nuove lesioni alla

RMN.

La FDGPET praticata 4s et t i mane dopo |’ inizio del/l
marcata attenuazione del segnale metabolico nelle lesioni metastatiche epatiche.

II farmaco fu ben tollerato da questa paziente; questi incoraggianti risultati
condussero alla rapida organizzazione detgidi di fase | e 1.

Nel |l agosiBur2Zdd@eanl aOrgani sation for Rese
Cancer Soft Ti ssue al(EORTBSTBRG) irdzad rucoo ma Gr o
studio multinazionale di fase'1*del Glivec per i pazienti con sarcoma dei tessuti

molli avanzati, inclusi i pazienti con GIST.

L obiettivo primario del trial era stabi
guell o secondari o consisteva nel val ut ar
dei GIST.

Quaranta pazienti, di cui 36 con GIST, fonootrattati con dosi da 400 mg a 1000

mg al die, continuando la terapia fino alla progressione, alla tossicita o al rifiuto
del paziente a procedere.

Nei pazienti con GIST si ottennero i seguenti risultati: risposta parziale nel 52,7%
dei casi, con miglimmento clinico gia dopo una settimana di terapia, malattia
stabile nell’”19% e progressiva nell’” 11%
SWOG).

La dose di 1000 mg giornalieri risultd essere quella limitante per la tossicita
(soprattutto nausea e vomito);entre la dose orale di 800 mg era sicura e
tollerabile per la maggior parte dei pazienti con GIST.

Risultati simili furono riportati nello studio clinico multicentrico di fase Il
(CSTI571B 2222 iniziato nel luglio 2000, che confrontava due dosi gideral

di 400 e 600 mg.

Furono arruolati 147 pazienti con GIST-Ribsitivo, avanzato e non resecabile.

Fu osservata risposta parziale nel 54% dei pazienti, malattia stabile nel 28% dei
casi e progressione di malattia nel 14%; in nessun paziente si risaovdr
risposta completa. Il tasso di sopravvivenza globale a 2 anni fu del 87% e non si
rilevo una differenza significativa nella tossicita o nella risposta tra le due dosi

farmacologiche.
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L’imatinib e risultato sicuentbcoreGISTener al m
sebbene quasi tutti i pazienti hanno riferito almeno un effetto collaterale minore.
La maggior parte degli effetti collaterali sono stati kevoderati, quelli gravi si
sono verificati nel 21% dei pazienti. Gli effetti collaterali piu fregtemente
riportat:i sono stati: edema (gener al ment
nausea, diarrea, crampi muscolari, astenia, rash, dolore addominale e emorragie
digestive o intraddominali.
Sull a base dei ri sul t americameh F qauce sdand sDruudg
Admini st FBA) ond 1 febbraio 2002 ha approc
dose giornaliera di 400 o 600 mg per il trattamento dei GIST Cpbsitivi non
resecabili e/o metastatici.
Lo studio di fase Il dDoi et al**® riportod risposta parziale nel 41% dei pazienti,
stabilita di malattia (SD) nel 30% dei casi e un caso di progressione di malattia
(PD).
Gl i studi di fase |11 (Tab. 1.14) sul | 7t
seguito riportati:
1. lo studio intergrupp nordamericano S0053 che ha paragonato gli effetti
di due diverse dosi del Il > i matinib (40
GIST non resecabile o metastatico. Questo lavoro ha fornito tassi di
risposta simili nei bracci 400 (43%) e 800 mg (41%)n cona
sopravvivenza globale a 2 anni rispettivamente del 78 e 73%.
| piu comuni effetti avversi sono stati rash, edema e sanguinamento
gastrointestinale; nel 23% dei pazienti sono stati moderati/severi.
2.1 0 studi o -STBSG llitalianESa@édmMaCGrouglSG /Australian
Gastrelntestinal Trial Group (AGITG)'® iniziato nel marzo 2001 per
valutare alte (800 mg) e basse dosi (400 mg) di imatinib. Il tasso di
risposta € stato del 50% nel gruppo 400 mg e 65% in quello 800 mg, la
sopravvivenza libera da maiatrispettivamente del 44 e 50% (p=0,026) e
la sopravvivenza globale a 2 anni del 69 e 74%. | risultati dimostravano
quindi una superiorita delle alti dosi di imatinib.
Almeno un evento avverso di grado 3 o 4 € stato rilevato nel 32,3% dei
pazienti tratti con 400 mg e nel 50,2 % dei trattati con 800 mg.
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Gli effetti collaterali piu comuni sono stati: anemia (93%), edema (80%),
astenia (74%), nausea (50%), granulocitopenia (42%) e rash cutaneo
(37%); piu spesso di grado lieve o moderato.

3. lo studio delFrench Sarcoma GroufBRF14)*in cui i pazienti affetti da
GIST metastatico o non resecabile sono stati randomizzati dopo un anno di
terapia con imatinib a proseguire il trattamento o sospendere il farmaco. Il
66% dei pazient. ¢ h avute RDsrippett® al 19,4%i mat i n
di quelli che hanno proseguito il trattamento. Non e stata dimostrata una
differenza statisticamente significativa in termini di sopravvivenza globale

tra i due gruppi.

Tabella 1.14 Dati di risposta e sopravvivenza da trial clinici randomizzati di fase 11 e
III sull’utilizzo del’imatinib in GIST avanzati o metastatici

PFS
DOSE OSa?z2
RR SDR a2
TRIAL GIORNALIERA NUM.PZ anni
(ma) (%) (%) anni %)
mg %
(%)
Trial di fase |l
400 28 41
Doi et al. 2004 55
600 46 41 NR NR
400 73 49 32
Demetri et al. 2002 NR 87
600 74 58 24
Trial di fase Il
400 473 50 44 69
EORTCISG-AGITG NR
800 473 65 50 74
INTERGROUP STUD 400 43 32 78
746 NS
S0033 800 41 32 73
FRENCH SARCON 400 159 52 36 NR NR
GROUP

Note: RR (response rate)}sR+PR/numero arruolati, SDR= stable disease rate, PFS= progression
free survival, NR= non riportato, NS= statisticamente non significativo OS= overall survival

Attual mente | ’'imatinib é& approvato per

recidivi 0 metagtici alla dose di 400 mg / die ed é indicato un incremento di
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dosaggio fino a 800 mg / die in caso di resistenza primaria o secondaria e nei casi

con mutazioni in esone 9 di KIT .

Non vi sono dati per definire la durata massima della terapia con imatiaitire

€ noto che | ’'interruzione dopo un anno
malattia. Pertanto il trattamento va protratto indefinitiamente fino a progressione

di malattia o tossicita.

Sebbene | "imatinib arrest imaggiaranzarda gr e s s i
pazienti, le risposte complete sono raré%9); prevalgono le remissioni parziali

o la malattia stabile. Il farmaco dovrebbe essere quindi considerato come un

agente oncostatico piuttosto che citotossico.

| principali parametri predittiv di ri spost a tumor al e al
miglioramento della sintomatologia clinica durante il trattamento, la riduzione di

densita della massa alla TC con mezzo di contrasto (m.d.c.) e la diminuzione della
captazione di FDG alla PET.

La FDGPET éund ndagi ne strumentale sensibile n
la riposta tumorale, anche dopo una settimana di terapia, ma secondo le linee

guida NCCN 2018 la PET non costituisce un sostituto della TC. La valutazione

del l a rispost a aehlikzath megianieMC &0 RMN® neécas er e r
dubbi tramite PET/TC.

| criteri dimensionali classici di risposta ai trattamenti antitumorali (RECIST e

SWOG) non sono completamente utilizzabili nella valutazione della risposta dei

GIST alla terapia con imatinil.” aument o di di mensi oni o |
prima non evidenti, con caratteri di ridotta densita possono comunque essere
espressione di risposta al trattamento. Tali eventi sono attribuibili ad emorragia,
edema o degenerazi onamoniVanelieda&® ahnd ’ i nt er 1
rilevato che | a diminuzione della densit.
presenza di lesioni cistiche stabili alla TC e un segno di risposta farmacologica in

pazienti con metastasi epatiche o peritoneali, carattea t e pr i ma del | * i
terapia con i matinib da i mpregnament o
necessario integrare i tradizionali criteri RECIST con qumtitodotti da Choi nel

2004 che considerano oltre alle dimensioni anche la misurazioitee dnsita

delle lesioni alla TC.

Le | inee gui da National Gomprehensigei Ganced &létwork

(NCCN) v.1.2018 raccomandano nei pazienti divenuti resistenti o intolleranti
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al l i mat i BUNBINIB malatop chedé un inibitore di molte tfioa

chinasi come KIT, PDGFR8v ascul ar endot ¢EGREP* gr owt h
RET e FLT3

In un recente trial randomizzato di fase Ill, sunitinib ha determinato beneficio
clinico significativo nel 65% doecon pazi en
un miglioramento del tempo medio di progressione (27,3 vs 6,4 settimane) e della
sopravvivenza globaf&# 2%

Il farmaco va utilizzato alla dose di 50 mg/die ed € generalmente ben tollerato.

Alla progressione di malattia dopo dopo Sunitinib, éathente approvato dal

FDA come terza linea di trattamento REGORAFENIB un altro inibitore
multichinasico con attivita contro KIT, RET, RAF1, BRAF, VEGFBR1TEK,

MAPK e PDGFR. Il dosaggio del farmaco e di 160 mg/die. Uno studio recente di

fase Il ha dinestrato una attivita significativa del regorafenib, con una mediana di
DFS di 10 mesi, in pazienti con GIST metastastici non respoadiwmatinib e

sunitinit?®’.

TERAPIA NEO-ADIUVANTE

Secondo le raccomandazioni delle linee guida in oncologia del NCCRD¢S |a

terapia neeadiuvante con imatinib é indicata nei casi di GIST resecabili con
mutilazioni o sacrifici d’"organo, con |’
chirurgia conservativa.

La risposta alla terapia deve essere valutata precocerfummo 24 settimane): se

il tumore risponde € indicato proseguire fino al raggiungimento della risposta

massima, che solitamente si verifica iF6 3mesi e quindi procedere con la

resezione chirurgica. Se non ¢’ @ rispos
confer mat a dal | a TC, e raccomandat a |
l i nterruzione dell i matinib.

TERAPIA ADIUVANTE

Secondo le linee guida NCCN la terapia adiuvante con imatinib dopo la resezione
completa macroscopica di malattia localizzata puo essergiderata nei pazienti

con tumori a rischio intermedialto sec. Miettineff® (non sottoposti a terapia
necadiuvante) e proseguita nei pazienti in cui era stata gia intrapresa a scopo neo

adiuvante.
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L anticipazione del | a dere magradod eradwarelda mat i n
malattia microscopica e condurre alla guarigione, ma potrebbe anche indurre la
comparsa di cloni cellulari farmacoresistenti.

Sono disponibili i risultati di 3 studi randomizzati di fase Il sulla terapia
adiuvante con imatibt il primo lavoro (De Matteo 2009) confrontava un
trattamento adiuvante con imatinib 400 mg per un anno vs placebo in pazienti con

GIST localizzato e di diametro maggiore di 3cm dopo resezione chirurgica
macroscopicamente completa. Lo studio ha dimosuatwantaggio nei pazienti

ad alto rischio trattati con imatinib in termini di sopravvivenza libera da recidiva

(DFS) ma non di soprawvivenza globale (OS). Il secondo I&%oha riportato

che la terapia adiuvante con imatinib per 3 anni rispetto ad oo da un

vantaggio sia in termini di DFS sia di OS nei pazienti ad alto rischio. Il terzo

studio™® ha confrontato 2 anni di trattamento adiuvante con imatinib rispetto alla

sola osservazione in pazienti affetti da GIST radicalmente resecati a rischio
intermedio o alto, ma senza dimostrare un vantaggio in termini di tempo libero al
fallimento di imatinib ovvero di inizio di un altro farmaco inibitore delle TK
(fattoresurrogato della sopravvivenza globale).

Sulla base dei risultati di questi stutskcond | * Al OM | a terapia a

imatinib per 3 anni puo essere applicata nei pazienti con GIST a rischio alto.

TRATTAMENTO DELLE RECIDIVE

Prima dell i ntroduzione dell’”imatini b, I
metastatici era la chirurgia, ldemomento che questa neoplasia € resistente alla
radioterapia e chemioterapia. Nessun dato della letteratura attuale indica che la
chirurgia da sola sia in grado pero di curare i GIST avanzati.

Nei pazienti che dimostrano risposta o stabilita di malaialungata al
trattamento con i matinib, o in quell: r
chirurgico esclusivamente se e possibile asportare tutto il tumore visibile, cioe se

la recidiva € isolata e potenzialmente resecabile, al raggiungimentondskama

ri sposta all’”imatinib, che di solito si
dopo | inizio della terapia.

Questa procedura e considerata ancora sperimentale, quindi deve essere praticata

da un team multidisciplinare esperto in materia.
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Lo swdio di Raut et af*®” ha dimostrato infatti che i GIST avanzati con malattia

stabile ist ab |l e o $D) s pregessione limitata in corso di terapia con

imatinib e sunitinib hanno una sopravvivenza globale prolungata dopo procedure
chirurgiche di deblking; mentre la chirurgia ha un ruolo molto limitato nel caso

di progressione generalizzata di malattia.

Per confermare questa osservazione saranno necessari nuovi trial clinici che
valutino | utilita dell’ appranelmitaia, chi r ur
con | o scopo di ritardare | "inizio di un .
Le metastasi possono essere asportate chirurgicamente o trattate con procedure
sperimentali, qgual.i | > abl azione con radi
DeMatteo et B** hanno riportato in 80 pazienti trattati con resezioni curative,

recidive locali isolate nel 33% dei casi, metastasi isolate nel 48% e entrambe nel

19%. Le metastasi avevano sede nel fegato nel 65% dei casi, nel peritoneo nel

21%, nei linfonodi nel 6%nello scheletro nel 6% e nel polmone nel 2%.

Le recidive peritoneali tendono ad avere una disseminazione di tipo superficiale e

scarsa tendenza al/l infiltrazione i n pr
Risultano in tal moddacilmente aggredibili churgicamente, ma la resezione é

seguita da ulteriore recidiva praticamente nella totalita defi’@asi

La sopravvivenza mediana dei pazienti con GIST metastatico € stata stimata in

studi preimatinib di 19 mesi, mentre nei casi con recidiva locale é-tR 9

mesf*®t

Nei pazienti con progressione generalizzata di malattia si deve procedere
all’”incremento del dosaggi o della terapi
sunitinib e valutare successivamente la risposta terapeutica.

Nei casi di progressione tuméganonostante la terapia con imatinib o sunitinib si

puo considerare il trattamento con Regorafenib: questi tre farmaci sono gli unici
approvati dal FDA per il trattamento dei GIST. Nel caso di fallimento della

terapia con Regorafenib le linee guida del QWC 2018 suggeriscono di

considerare altre opzioni terapeutiche, sia pur basate su limitati dati:
SorafeniB*®**°, Nilotinib (3*®' 33 %% Dasatinib(per pazienti con la mutazione

D842V), Pazopanif*® ed Everolimusin combinazione con uno dei tre farcha

inibitori approvati.

Sorafenib &€ una piccola molecola capace dbiia le chinasi KIT, VEGFR,

PDGFR, FLT3, RET e BRAF; Nilotinib €& wun
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PDGFRA e BCR/ABL. Dasatinib € un potente inibitore di BCR/ABL, KIT,
PDGFR e de# chinasi della famiglia ScrPazopanib agisce contro KIT,
PDGFRA e VEGFR13; mentre Everolimus e un inibitore di mTOR, una proteina
a valle nel signalling di KIT e PDGFRA.

MUTAZIONI E RISPOSTA ALL’IMATINIB
Lo stato mutazionale di KIT e PDGFRA é& predit di risposta clinica

all i matini b,

come

d Conesss et rald’t che hanb | o

analizzato le mutazioni di KIT (esoni 9, 11, 13 e 17) e PDGFRA (esoni 12 e 18)

in 127 pazienti con GIST avanzato arruolati nel trial multicentrico CSTI571B

222249

trattamento con imatinib (Tab.1.15).

Pertanti |’

anal i si

mut azional e

Tabella 1.15 Correlazioni tra lo stato mutazionale e la risposta farmacologica

all’imatini

313
b

Table 5. KIT and PDGFRA genotypes, in vitro sensitivity to imatinib and response to imatinib treatment based on previously

published studies from US and European dinical triale

Primary KIT and PDGFRA
mutations identified in GISTs

Gene Exon from imatinib clinical trials (n) Sensitivity to imatinib mesylate
KIT 9 Alas502_Tyr503dup Sensitive to imatinib in vito™
Complete remission in 5%, partial response in 29% , stable
disease in 47 %, progressive disease in 17 % as reported by
EORTC phase |1l trial®
A high-dose regimen increased progression-free sunvival®
1 Deletion ./ deletion—insertion Mast common mutants sensitive to imatinib in vitre™
Substitution Rare Val553lle mutant resistant to imatinib in vitm™
Duplication Complete remission in 6%, partal resporse in 61% , stable
disease in 25% , progressive disease in 3% as reported by
EQRTC phase [ trial®
13 Lys642Glu (8) sensitive to imatinib in vitm™
Glue3sLys (1) Partial resporse or stable disease reported in all nine
N LE
17 AspB20Tyr (1) AsnB22Lys and AsnB22His sensitive to imatinib in vitra™
AsnB22Lys (2) Partial resporse reported in four mutants induding
AsznB22His (2) AsnB20Tyr, AsnB22Lys, AsnB22His™ 2 Primary resigtance
reported in Asn822Lys mutant’”
PDGFRA, 12 AspseTVal (4) AspsETVal and some other exon 12 mutants tested
Deletion .~ deletion—insertion sensitive to imatinib in vitm™ "7 Objedive response
Duplication, irserion reported in the majorty of a few cases treated with
imatinib™*
14 AsnBE59Lys This mutant tested sensitive to imatinib in vitra®®
Mo clinical expernence
18 AcpB42 HisBasdel (2) some of these and similar mutants tested sendtive to
AspB42 MetBdddel (1) imatinib in vitro® "7 Objedtive response reported in the
lleB43del (1) majority of a few cases treated with imatinib**#*
lle843 Hisga5del (1) AspBa?val resistant to imatinib in vitrg®30117
AspB42Val (7) Resistance reported in seven cases induding
AspBasval (1) AspaEyal ™= dable diseate in one case after 5 months
of imatinib treatment =2
KIT 9, 11,13, 17 Wild-type Partial response in 23%, stable disease in 50% , and
PDGFRA 12,14, 18 Wild-type progressive disease in 19% as reported by EORTC phase |1l

trial®
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Nei pazienti con muWiTasizél ottenuta unaepercenteaeo ne 1!
maggi ore di ri sposte all’imatinib (83, 5%
9 (47,8%) o a quelli KIT e PDGFRA WT (0%). | pazienti con mutazioni

nell  esone 9 di KI T, per ragugli mutety er e r i
nell  esone 11, devono essere trattat:i co

Il tasso di risposta al sunitinib € invece maggiore per i casi con mutazioni

nell ”  esone 9.

Queste differenze si traducevano in una sopravvivenza libera ditien@PFS) e

gl obal e piu prolungata nel gruppo mut ant
giorni ) rispetto agl:| al tri due gruppi,
200 giorni) e KIT e PDGFRANT (PFS mediana = 82 giorni).

Questi risultati sfavorevoHi risposta clinica e sopravvivenza suggeriscono che i

GIST KIT e PDGFRAWT costituiscano un entita biologicamente distinta.

La scarsa sensibilita all’”imatinib osser
WT é stata correlata ad una caratteristica confeionale intrinseca dei recettori

KIT e PDGFRA WT il cui dominio ATP dimostra infatti un#fiaita inferiore per

| i m&t i nib

I tassi di PR e PFS differenti tra i paz
disaccordo pero con i dati di eguale seiiggb in vitro delle rispettive
oncoproteine KIT all " ipotizcanondifferenze neBad udi p |
segnal azione a valle del recettore nei
potrebbero influenzare | a supmositini bi | it
ri sposta alla soppressione chinasica ope]

Alternativamente i meccanismi di attivazione per i K§one 9 mutanti

potrebbero variare in vitro e in vivo.

Non sono state riscontrate differenze statisticamente significative rsei dias

ri sposta tra il gruppo di pazient.i con I
con delezioni nello stesso esone e anche tra le due diverse dosi di imatinib
somministrate.

Sono stati val ut at i un numer o tgomeppo bas
13 0 17, per avere risultati significativi.

I pazient. con mutazioni punti for mi D84

resistenti al |l ' i'4&gliistudiibvitro ed inwivovd®Prenen i n  vi t
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et al’® hanno dimostrato che questo tipo diutazione conferisce anche
resistenza a sunitinib.

Globalmente il tasso di risposte nei pazienti con una mutazione di KIT o

PDGFRA sensibile all’imatinib €& stato de
casi senza mutazioni o tinbe statondallo @z (0/I2n i res
pazienti).

Lo studio diCorless etat”?>ha per o di mostrato che | e mu
nell’  esone 18 di PDGFRA, i n codoni di ve
all > imatinib.

Si parla di resistenza primaria o preeawi casi di GIST che mostrano crescita

continua o crescita entro 6 mesi dalla terapia con imatinib, generalmente perché
portatori di genotipo KITWT (mutazioni in BRAF, RAS o NF1 o inattivazione di

SDH) , di mutazi oni del | " ®&8dR2Y dedi EEdne
di PDGFRA.

Per resistenza secondaria si intende invece il meccanismo per cui dopo un periodo
variabile di terapia con imatinib, solitamente dopo il sesto mese di trattamento, la
malattia cessa di rispondere al farnficda resistenzaecondaria pud essere

globale su tutti i focolai di malattia o solo su alcuni o anche su parti delle singole

lesioni.

Infatti dopo un tasso iniziale di alto controllo della malattia ent¥® &nni

dal |l " inizio del trattamendnoGIST aviluppa ggi or
resistenza all’imatinib e questo dato co
clinica di questi tumori.

Attualmente sono stati identificati tre meccanismi principali alla base della
resistenza secondaria all’>”imatinib.

(! p r icqusizioke di rhugazioni puntiformi secondarie in KIT o PDGFRA,

che conferiscono resistenza farmacologica. Le mutazioni secondarie in KIT sono

rare nella resistenza primaria mentre sono osservate in circ&1%Qlei pazienti

con resistenza secondarfmtonescu et &@° hanno riscontrato in 7 casi su 15 di

GIST con resistenza acquisita, mutazioni secondarie in aggiunta a quella primaria

nell  esone 11 di KI T, in particolare sc
nell  esone 17 ( 6/éntein3d aon rdsBtenzagoamariamaenn r e S |

sono state invece identificate mutazioni secondarie.
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La sede delle mutazioni secondarie potrebbe stabilizzare la conformazione attiva
del | a chinasi KI T, bl occando i | egame
secondrie potrebbero interferire con il legame del farmaco senza modificare la

conformazione strutturale recettoriale. Infatti 5 delle 7 mutazioni secondarie erano

| ocali zhAatce i nal jesome 1T)stabilzzando la conformazione

attiva del dominioc he non puod essere cosi I ni bita
l > i sof or ma i nattiva. l nol tre una del |
specificatamente il sito di | egame del
formazione di un importante legame adidrogenoa | " i mati ni b e i | r
Cheneta®hanno rilevato un’incidenza di mut a
acquisita del 100 %, | ocali zzate nell’ es:¢

primarie degli esoni 9 e 11.

DebiecRychter et af’ oltre aconfermare i dati precedenti Antonescu et &

hanno rilevato in un caso la presenza della mutazione acquisita D842V di
PDGFRA. Complessivamente le mutazioni secondarie sono riscontrate -nel 73

86% dei pazient. resi stendtiesaht’ ilrhatdini |
mentre solonel 23 3 % d i qguel | i con mutazioni nel |’
In alcuni casi sono state riportate differenti mutazioni in diverse lesioni o

| " evol uzi one s i muin un sing@cacampione mmdrafdi pl i cl oni
Un secondo meccanisnad resistenza secondaria, possibile spiegazione anche per

al cuni casi di resistenza pri mari a, Cor
KIT2%2%7 anche se con una frequenza nettamente inferiore.

Il terzo meccanismo di resistenza secondaria potrebbe essel ' at ti vazi one
recettore tirosinZhinasi alternativo, ancora sconosciuto e la perdita

del |l " espressiof della proteina KIT

Recentemente € stato infatti riportato in vitro che mutazioni di BRAF e KRAS

potrebber o i nfl ue nmbadrelluld @n muiasnpd KITa al | ' i
sensibilf*®® determinando la resistenza al trattamento. Nello studio & stato infatti

riportato per la prima volta la presenza di mutazioni in KRAS e BRAF in pazienti
con GIST presentanti mutazioni concomitanti in IT PDGFRA. E’ stat
dimostrato in vitro come cellule esprimenti una mutazione di KIT sensibile
all’”imatinib non rispondevano piu al far

BRAF. L”’identificazione di gueste mutazi

67



Terapia

clinico suggerendo la scelta di trattamenti alternativi con altri inibitori delle
tirosinachinasi.

Un altro studio recent® ha dimostrato la presenza di mutazioni di PIK3 in circa

il 2% di GIST non trattati con imatinib (10/529 casi), caratterizzatgandi
dimensioni e sopravvivenza ridotta. PI3KCA & una proteina parte della pathway a
valle di KIT. Tali mutazioni potrebbero quindi costituire un altro meccanismo alla

base della progressione e dello sviluppo di resistenza nei GIST.

¢) FOLLOW-UP

Non v € consenso sul tipodifollowp da adottare dopo | ’int
per GIST e attualmente non esistono schedule ottimali di fallpvibasate su

prove di efficacia. La valutazione del rischio puo essere utile nella scelta della
modalita di organizazzione del followup. Nelle linee guida AIOM 2016 si
consiglia di effettuare una TC del |l add
adiuvante, mentre dopo il termine del trattamento il controllo strumentale e

indicato ogni 34 mesi per 2 anni, poi ognir® mesi fino a 10 anni dalla fine

dell a terapia. Per i tumor i a basso risc
del follow-up strumentale: nel caso venga attuato € consigliabile una TC -ogni 6

12 mesi per 5 anni . I n cas$goomihimod mi cr oG
assente e sugger i tupendbscdpicd/etendoddopicorognif ol | o w
6-12 mesi procedendo all > escissione chir.?u
dimensionale o alla comparsa di sintomi o secondo le linee guida NCCN 2018 in

casodiceatteristiche di alto rischio alll ec

spazi cistici, ulcerazioni, foci ecogenici ed eterogenita).
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PARTE Il

“KIT AND PDGFRA MUTATIONS AND PDGFRA
IMMUNOSTAINING IN GASTROINTESTINAL STROMAL

TUMORS”
Nel 2011 abbiam@ ondott o uno studio con |’ obi et
riproduci bili ed ut il ai fini progn

immunoistologici e di biologia molecolare in una casistica di GIST e
secondariamente di valutare la concordanza tra sultati delle analisi

immunoistochimiche e molecolari.

A) MATERIALI E METODI

Sono stati esaminati i dati relativi ad una casistica retrospettiva comprendente 40

casi di GI ST, afferiti ai repart. di Chi
Battista di Tomo tra maggio 1994 e dicembre 2004. Sono stati raccolti i dati

clinici alla diagnosi e nel corso del folleup.

E’ stata valutata, medi ante i m@bBHoi st och
Actina muscolare liscia, Vimentina, Desminé;67, CD44, S100PDGFRA sui

preparati istologici dei tumori primitivi e di 11 recidive di malattia (per H5K). |

tumori sono stati classificati in base al rischio di comportamento aggressivo sec.
Fletchef®.

L’ analisi molecol are dei gé&(sonikAeT8)( esoni
e stata condotta utilizzando la metodica BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Byosi st ems, AB) .
parametri clinicgpatologici, immunoistochimici e molecolari e la presenza di
recidivaed e stata realizzata | > anali si uni €
(DFS).

B) RISULTATIL.
-Analisi descrittive e confronto tra i gruppi
Le mutazioni in KIT, presenti in 26 pazienti (65%), sono state suddivise in due

gruppi: mutazioni a basso elto rischio. Le mutazioni a basso rischio (LR)
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comprendevano 6 casi con mutazioni puntiformi, 3 casi con mutazioni puntiformi
insieme con delezioni e 3 casi con duplicazioni, mentre quelle ad alto rischio (HR)
includevano 13 campioni con delezioni ed urmn inserzione (Tab. 2.1) Le

mutazioni nel gene PDGFRA sono state riscontrate in 6 pazienti (15%) e
comprendevano 4 delezioni e 2 sostituzioni. 8 pazienti (20%) erane KIT
PDGFRA WT.

E’ stato di mostrato come i GI ST PDGFRA
proliferativo Ki67 ridotti e piu piccole dimensioni rispetto a quelli con mutazioni

KIT-HR (p=0.01).

Al l a diagnosi, | 83, 3% dei pazient. con
a differenza di solo il 25% dei casi KIT/PDGFRA WT e del 16,7% di quefli co

mutazioni KIFHR (p=0. 02) . L”invasi one di or ga
del |l i ntervento chirurgico, era-HRresente

e nel 12,5% di quelli KITPDGFRA WT, mentre era assente nei pazienti
PDGFRA mutati o con KIALR (p=0.04). Metastasi a distanza (sincrone o
metacrone) sono state osservate nel 50% dei casHR,Tnel 37,5% di quelli
KIT-PDGFRA WT e solo nel 16,7% di quelli PDGFRA mutati ed in nessun
paziente con KIILR (p=0.03).

Durante il followrup (medio di 39,6 mesrange 299) 10 (25%) pazienti hanno
presentato recidiva di malattia, mentre i restanti 30 casi (75%) erano liberi da
malattia.

Si sono verificate recidive di malattia nel 50% dei casi-RDGFRA mutati, nel
35,7% di quelli con KITHR e solo nel 16,7% diuglli PDGFRA mutati mentre
erano assenti nei casi KIIR (p=0.05).

La positivita immunoistodhikmi’c al aicrcteanrt sua :
perinucleare) per PDGFRA ¢ stata evidenziata solo in 5 dei 6 casi PDGFRA
mutati (83,3%) ma in nessun caso T HR/LR e KIT-PDGFRA WT (p<
0.0001).
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Table I. Association between type of KIT/PDGFRA mutation and clinicopathological variables.

PDGFRA KITHR KITLR KT/
deletions/ deletions/ substitutions/ PDGFRA
substitutions insertion deletion-substitutions/  wild-type
(n=0) (n=14) duplications (n=12) (n=8)
Variable No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Symptoms at diagnosis
Present 1(16.7) 11 (78.6) 10(83.3) 6(75.0) =973
Absent 5(833) 3214 2(16.7 202500 p=002
Site
Stomach 6 (100) 7(50.0) 9(75.0) 7(875) ¥=06.77
Other (I (V)] 7(500) 3(25.0) 1(125) p=007
Histologic type
Spindle cell 1(16.7) 10 (71.4) 8(66.7) 6(75.0) =647
Non-spindle cell 5(833) 4(28.6) 4(333) 2(250) p=0.09
Risk of aggressive behavior
Very low 1(16.7) 2(143) I (1)] 1(12.5) y=1345
Low 3(50.0) L ()] 4(333) 1(12.5) p=0.14
Intermediate 2(333) 30214 4(333) 2(250)
High 0 @ 9(643) 4(333) 4(500)
Adjacent organ invasion
at diagnosis
Present (L (V)] 5357 (R (1)] 1(12.5) ¥=192
Absent 6 (100) 9(643) 12 (100) T(875) p=0.04
Distant metastasis
Present 1(16.7) 7(500) (R (1)] 3(37.3) =886
Absent 5(833) 7(500) 12 (100) 5(625) p=003
Relapse
Present 1(16.7) 5357 (R (1)] 4(500) =174
Absent 5(833) 9(643) 12 (100) 4(500) p=005
PDGFRA immunostaining
Negative 0 @ 9(643) 50417 3(37.3) =723
Positive 6 (100) 5357 7(583) 5(625) p=0.06
PDGFRA “dotlike’
ImMunopositivity
Present 5(833) (L (V)] (L (V)] 0 ¥=32.38
Absent 1(16.7) 14 (100) 12 (100) 8 (100) p<0.0001
Variable Mean + 5D Mean + SD Mean + 5D Mean = 5D
Size (cm) 3.16+£132: 8.57+6.840 6.41+£3.05¢ 4.62+2.26 p=0.08
Mitotic index 3.5+2.58¢ 30.3513596° 6.58+7.56° 22.75+371 p=0.09
Ki67 score 3.0+1.67¢ 954798 525+6.73 1087154 p=028

HR, high-risk group; LR, low-risk group. a vs. b, p=0.01; a vs. ¢, p=0.006; d vs. e, p=0.01; e vs. f, p=0.02; g vs. h, p=0.01.

Tab. 2.1 Correlazione tra lo stato mutazionale e le variabili clinico-

patologiche®’

-Analisi di sopravvivenza

Ad un intervallo di 3 anni di followup tutti i pazienti con mutazioni di PDGFRA

0 KIT-LR erano liber da mal attia mentre solo
mutati e il 53% con KITHR non mostravano recidiva di malattia, anche se con
una significativita statistica borderline (p=0.1). Tuttavia i pazienti con-IKRT
mostravano una DFS significativamente pinda rispetto a quelli KIT/PDFRA
WT (p=0.01) e KIFHR (P=0.05) (Tab. 2.2).
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La DFS a 3 e 5 anni dei pazienti positivi per PDGFRA era rispettivamente del

95% e 72% rispetto a solo il 63% e 42% dei casi negativi (p=0.04) (Tab.2.2 e Fig.

2.1).
Table II. Correlation of type of KIT/PDGFRA mutation and PDGFRA immunostaining with disease-free survival in GISTs.
Variable No. 1-year DFS 3-year DF5S 5-year DFS p-value
rate (%) rate (%) rate (%)
Whole series 40 92 81 58
PDGFRA deletions/substitutions 6 100 100 75
KIT LR (substitutions/deletion- 12 100 100 100
substitutions/duplications)?
KIT HR (deletions/insertion)® 14 85 53 53 0.10
KIT/PDGFRA wild-type: 8 87 87 29
PDGFRA immunostaining
Negative 17 87 63 42
Positive 23 95 95 72 0.04

DFS, disease-free survival; HR., high-risk group; LR, low-risk group. a vs. b, p=0.05; a vs. c, p=0.01

Tab. 2.1 Correlazione tra lo stato mutazionale e I’espressione del PDGFRA

con la DFS®*

BF S probability

| I | PDGFRA posilive cases (M=23)

0.a l

0.a

P04
04

FDGFRA negativa cases (MN=17)

u] 24 48 72 B
Time (manths)

Figure 2. Actuarial probability of disease-free survival (DFS) for patients
with GIST, categorized according to PDGFEA imnminereactivity.

Figura 2.1 Curve di Kaplan-Meyer di DFS in relazione all’espressione di
PDGFRA®*

L’indice mitotico e stato-19ter>&60HPF)c at o

mentrel i ndi ce proliferativo MIB1 in 2 categ

entrambi esser e correl ati con | a DFS.
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val ore predittivo di rischio di recidiva
p = 0,04).

La s2de tumorale e statarrelata in modo significativo con la DFS (p=0.0004): i

casi di GIST gastrico dimostravano una migliore DFS rispetto a quelli

del |l "intestino tenue e crasso.
C) DISCUSSIONE.

| risultati dello studio dimostrano come i casi di GIST comamioni di KIT-HR

siano un sottogruppo di tumori con comportamento biologico piu aggressivo e

ridotta DFS rispetto a quelli con KITR. Sono infatti caratterizzati da maggiori

dimensioni, un pit alto indice mitotico, categorie di rischio alto sec. Féfah

correlati alla presenza di invasione degli organi adiacenti.

Questi dati sono in accordo con numerosi studi che hanno riportato una prognosi
sfavorevole per i GIST con delezioni o inserzioni in KIT (Singer, Wardelmann,
lesalnieks, Martid*®, Bracani,?’**!* KontogianniKatsarou), in particolare le

delezioni interessanti i codoni 55B8. Infatti i nostri 2 casi con delezioni
coinvolgenti questi codoni sono esorditi con malattia metastatica e deceduti

ri spettivamente doptochifurgieco. 11 mesi dal | "1 ni
Al contrario i casi PDGFRA mutati sono stati associati con comportamento
biologico meno aggressivo e una piu lunga DFS, in accordo con i datatijpa

limitati altri studi’®?°, Mostrano infatti ridotta dimensione e indici mitotico e
proliferativo inferiori rispetto ai pazienti con KiHR. Tutti i casi erano

localizzati nello stomaco ed anche la sede gastrica, come gia precedentemente
dimostrato da altri lavori, € correlata ad una prognosi piu favorevole. In accordo

con lo stato mutaagnale di PDGFRA i casi positivi per PDGFRA hanno
dimostrato un atteggiamento prognostico favorevole. Inoltre la positivita intensa

“dbt ke” per PDGFRA e risultata predittiyv
ed é tipicamente assente nei casi KIT mugatiegli altri tumori mesenchimali
intraddominali, come osservato in altri statfi**9#2®>° 337

L’indagine i mmunoi stochi mica per PDGFRA
esecuzione piu agevol e ri spetto all’®™ana
costiture un nuovo marker diagnostico e prognostico nella valutazione dei GIST,

predittivo dell " evoluzione dell a mal atti
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necessari ulteriori studi per validare i risultati ottenuti su una casistica piu ampia e

perspiegpe | a base biologica dH ickweesta parti .

Barreca A, Fornari A, Bonello L, Tondat F, Chiusa L, Lista P and Pich A.
KIT and PDGFRA mutations and PDGFRA immunostaining in
gastrointestinal stromal tumors. Molecular Medicine REPORTS 4: 3-8,
20117
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PARTE 111

3.1 LA CAVEOLINA-1

a) Caveole e caveolina-1

Le caveol ae (dal termine | ati raluaper “ pic
che furono descritte nel 1953 da Pal ade
ruolo di trasporto di mekcoleat t r av e r s6* Dhalla éoro dsaopera la o
presenza di strutture cavedike, rappresentate da invaginazioni regolari della
membrana plasmatica a forma di fiasco od omega, venne identificata grazie alla
microscopia elettronica, nella quasiaiita delle cellule, con eccezione dei globuli
rossi, linfociti, piastrin€, cellde di neuroblastonfd" ed alcuni tpi di cellule
epitelial®® Le caveolae sono infatti presenti sulla membrana cellulare della quasi
totalita delle cellule ed in partitare nelle cellule di derivazione mesenchimale,
come ad esempio le cellule endoteliali, gli adipociti e le cellule muscolari.

Le caveoline sono una famiglia di proteine strutturali (comprendenti caveolina 1,
caveolina 2 e caveolina 3) che partecipano fdtanazione delle caveolae. La
scoperta della caveolina, come primo marcatore molecolare di c&ig@mmise

la realizzazione di studi biochimici, biologici e genetici mirati alla identificazione

di queste strutture, discriminandole dalle altre vescitpigiche sulla membrana
cellulare e definendone inoltre alcuni aspetti funzionali, quali coinvolgimento nei
meccanismi di trafficking, nel trasporto, nella motilita e nella conparitazione
cellulare™.

Le caveole hanno distribuzione e densitd vélgah seconda dei diversi tipi
cellulari. Le cellule di natura mesenchimale, come le endoteliali, le cellule
muscolari e gli adipociti, ne posseggono elevatiantgta 3"3’® le cellule in
coltura, in particolar modo quelle trasformate in senso oncogesgatbrano
invece esserne meno ricche, suggerendo un qualche ruotm grélla crescita
tumoralé®®

Le caveole al microscopio elettronico si presentano come vescicole tondeggianti
sulla membrana plasmatica, del diametro dilB0 nm, e ricoperte sul \&ante

citoplasmatico da un rivestimento striato costituito da sottili filamenti paralleli.
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La caveolina € il costituente principale di questo mantello.

La famiglia delle caveoline é costituita da varie proteine (caveokoa le, [
caveolina 2, caveolind) codificate da tre geni divefé?. Nonostante ci sia una
grande omologia strutturale e di funzione tra le varie isoforme, esiste perdo una
diversa distribuzione tissutale. La maggior parte delle cellule differenziate
mesenchimali ed endoteliali coespririmgatti le caveoline 1 e %’ mentre nel

tessuto muscolare scheletrico, cardiaco e nelle cellule muscolari lisce predomina

invece la cavelina 3 L’ i soforma 2 non esiste sin
rapi damente distrutt assenzdi cavewlimp B'rlet o di
caveole costituiscono una delle multiple

principale, e agiscono come un’alternat:i
proteine sono inoltre direttamente ablte nella risposta celluta ad u stress

meccanico acuto tramite il loro rapido appiattiment@llan membrana
plasmatic’.E’ st ata proposta una relazione cor
caveoline ed il signallmg t r ans me mbr aneayeolaé asignatlimgs i det t
hypot,hia su da compartimentalizzazione delle molecole di segnale

all " interno del | e caveol e potrebbe con s
efficiente tra i recettori attivati e piu di un sistema effettore.

Recentemente €& stato di and $ranscapt ®leaseo me i |
factor?” ( PFTR apb0 b eavina)h una pn@eina cit@plasmatica

solubile, sia necessaria performazione delle caveof¥& PTFRcavina, tramite

il legame con caveoline oligodimerizzate, colesterolo e residui fossiuhlci

proteici, stabilizza la curvatura della membrana producendo la classica forma a

fiasco delle caveolae.

Tra tutte, il costituente principale delle caveolae &€ una proteina di membrana di
21-22-kDa, denominata caveoliria (Cavl) che e stata per lairpa volta

identificata nel 1943 in culture cellulari, proventi da Sarcoma di Rotf§ 269288

Il gene umano della Cavl é localizzato sul cromosoma 7 nella regione q.31.1 al

| ocus D7S522 ed in vi waveolms ichretcantiene idue i ¢
res dui d a Zcaveolind @h8 presanta Presidui da 32 a 178. La Cavl,
sintetizzata nel reticolo endoplasmatico, € essenziale nella formazione delle
caveolae e i suoi livelli di espressione correlano con il numero di caveolae.

La Cavl ha varie funziarira cui quella di trasporto dei lipidi e regolazione del

traffico di membrana. In particolare attraverso le caveole, la Cavl sembra essere
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coinvolta nel trasporto intrextracellulare del colesterolo e di altri lipidi

complessi, come dimostrato dal fattbe gli adipociti esprimono alti livelli di

proteina e che topi caveolifmull mostrano gravi alteraziomel metabolismo

lipidico

353316

E 3

stato i nol tre

trasduzione del segnale intracellulare, in quantdivallo caveolare si ha
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aminoacidica 8201, il cui ruolo e quindi duplice: i) sito di ancoraggio e ii)

responsabile della traduzione del segnale, sia essa in senso inib&ansenso
eccitatorid?®?®’ (Fig. 3.1).
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FIGURE 1: CAV1 localization options inside the cell. 1 In caveolae complexed with cavins interacting with tyrosine-kinase or
G-protein coupled receptors. 2 Out of caveolae interacting with the same receptors. 3 At the endoplasmic reticulum synthesis of CAV1. 4
From the plasma membrane to the golgi apparatus caveolae-dependent endocytic functions. 5 In the cytoplasm interacting with still unknown
proteins. Inset Structure and membrane topology of CAV1 showing phosphorylation sites, the caveolin scaffolding domain (CSD). and the
transmembrane domain
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Fig. 3.1 Sedi differenti di localizzazione della Cav1 nelle cellule®®°

L’"isoforma ao della Cavl puo

recentemente é stato dimostrato che f@&w1 agisca come inibitore della Cavl
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caveosomi sono compartimenti endosomiali tardivi che sono modificati
dal | " accumulema ipemrs$ptessa ep rcliet sono tide§ alla

degradazion@”.

b) Caveolina- 1 e tumori

La capacita della caveolina di modulare il signalling intracellulare ha implicazioni
importanti in numerose condizioni umane biologiche e patologiche, in particolare

nella cancerogenesi.

Negli ultimi 20 anni infatti, molti studi hanno valutato il ruolo della Cavl nella

iniziazione e progressione tumorale, dimostrando che questa proteina
mutifunzionale regoli numerosi processi associati allo sviluppo tumorale, quali la
trasformazione cellulare, |l a crescita tul
|l a resistenza terapeutica e |’ angiogene
funzioni della Cavl e la cancerogenesi rimane ancora parzialmente sconosciuta.
Numerosiat or i S i sono infatti focalizzat:i n e
in differenti tumori solidi per identificarne un suo ipotetico ruolo oncosoppressore

0 promuovente la progressione tumorale (Tab. 3.1)
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metastatica®®

Table 1 Caveolin-1 expression in primary carcinoma and in metastatic disease and correlation with in vivo and in wiro effects.

Tab. 3.1 Espressione della Cav1l nei carcinomi primitivi e nella malattia

Clinicopathological correlations

In vilro effects In vivo efiects
Cavl in primary cancer
Cavl tumour suppression
Sarcoma bone and Increase anchorage independence, Increase in the metastatic potential [17]
soft fissues invasion and migration
GIST Reduced expression (IHC), but no correlation with [18]
expression status and cell mitosis and tumour grade
Owvarian cancer Suppression of tumour cell survival [19]
Cavl tumour promation
Prostate cancer Gleason score, positive margins, aggressive cancer [28, 35, 36]
recurrence, lymph nodes involvement
RCC Poor disease-free survival; higher mRNA Cav1 increase  [29, 40]
tumour stage; tumour size, TNM stage and grade
Bladder carcinoma Aggressiveness, tumour grade and stage [30]
Brain tumour Qligodendrogiioma: Shorter survival [31-33]
Ependymomas. Unfavourable patient outcome
Breast carcinoma Shorter disease-free and overall survival [27]
NSCLC Advanced pathological TNM stage and shorter survival [37, 43, 45]
Cavl up-reguiation associated with metasialic disease
RCC Correlation with microvessel [40]
density, metastasis and poor prognosis
ESCC Lymph node metastasis and worse prognosis [41]
NSCLC Induction of filopodia formation Lymph node metastasis [42, 43]
SCLC Increase in the metastatic potential [44]
Hepatocellular carcinoma  Promotion of cell proliferation, Increase in the metastatic potential [48, 49]
migration and invasion
Malignant melanoma Increase anchorage independence, [38]
invasion and migration
Ewing's sarcoma Increased migration and invasion of the  Increase in the metastatic potential [47]

extracellular matrix

Cav1: caveolin-1; GIST: gastrointestinal stromal tumour; IHC: immunohistochemistry; RCC: renal cell carcinoma; ESCC: ocesophageal squamous

cell carcinoma; NSCLC: non-small cells lung carcinoma; SCLC: small cells lung carcinoma.

| risultati ad oggi ottenuti appaiono spesso discordanti: essa risulta infatti ridotta

in tumori di origine varica, mammaria e sarcomato$a>****> mentre risulta

aumentata nel carcinoma dele sof ago, del

prostatd®®.

aide e edslla i

L’ over espr ek g inotreeassatiatd, Inel carciaoma

ca, d

prostatico, renale e polmonare, ad un atteggiamento piu aggressivo e ad una

progncsi peggior

808261, 279,280

Que st o pagugssordella taeeolifia &

statosppgat o postulabde parteeri X” “ €avondo

un

senso o nell"altro di pefldciaassoca la

f or mar eundonal@i®¥°t a f

Il ruolo di cal quale oncosopprem® € stato anche ipotizzato per la sua

partn

localizzazione in corrispondenza del braccio corto del cromosoma 7 (7g31.1), una

regione cromosomica molto spesso deletaurabti solid?®™.
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In considerazione delle sue funzioni versatili la Cavl potrebbe quinentdire
sia un marker diagnostico sia un bersaglio promettente per la terapia

antineoplastica.

c) L’espressione della Caveolina-1 nelle cellule interstiziali di

Cajal
Nell i ntestino, l e cellule interstiziald@
controll o della funzione motori a. Det er

della contrazione di entrambi gli strati muscolari e funzionano da intermediari
nelle neurotrasmissione ai nervi colinergici e nitrergici. Tutte le classi di ICC (del
plesso mioenterico/del plesso mucolare profondo/della sierosa/intramuscolari),
come le cellule muscolari lisce, sono dotate di caveolae e quindi presentano la
Cav1?’%?*?"3 Tale proteina si inserisce nello strato interno della membrana
plasmatica lasciando residui terminali COOHe NH2 nel citoplasma. Questi
residui possiedono i siti di legame per numerose molecole di signalling, inclusi la
“nitroxic oxide synthase” (NOS), l e prot
stato di most r autinm, cherdaeQaVl e iassdciats ¢on incanalindel

cakio L-Ca2+ nelle ICE* influenzando il gradiente delle frequenze

nell > intestino. A livello delle I CC e d
murino Cavl €& necessar i arefawnscelmapospr essi o
indispensabile petle s pr essi®@ne di Cav3

Caw1 ha quindi un ruolo fondamentale come modulatore maggiore del signalling

nelle ICC e nelle cellule muscolari lisce intestinali.

d) Espressione della Cavl nei sarcomi e nei GIST

Inconsi derazione dell’’  abbondante espressio
terminalmente differenziate, come le cellule muscolari lisce, gli adipociti e le

cellule endoteliali, Wiechen et &° hanno per primi dimostrato nel 2001 un

ipotetico ruolo oncsoppressore della proteina nei sarcomi. Mediante analisi di
immunoistochimica hanno riportato una espressione elevata della Cavl nei

fibroblasti, nelle cellule muscolari lisce, negli adipociti e nelle cellule endoteliali
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con un pattern di positivita memim@so finemente granulare e citoplasmatico

diffuso. Inoltre hanno osservato come i livelli di Cavl fossero mantenuti in tutti i

tumori mesenchimali benigni, includendo 5 fibromatosi, 7 leiomiomi, 4 lipomi e

6 emangi omi . Al cont r aarassentelo’ netsvplmeats si one
ridotta nelle neoplasie maligne mesenchimali (3/3 fibrosarcomi, 17/20
leiomiosarcomi, 5/8 angiosarcomi, 15/18 istiocitomi fibrosi maligni e 8/8 sarcomi

> ha desttto

sinoviali). In accordo con tali risati lo studio di BayeGarne
una positivita debole o assente per Cavl nelle aree scarsamente differenziate o
dedifferenziate di leiomiosarcomi e liposarcomi.

In realta nel corso degli anni &€ emerso come il ruolo della Cavl nei sarcomi sia

molto contradditorio.

Infatti Cavl e gta identificata come un gene associato alla capacita di
metastatizzazione ed ad un fenotipo maligno nei tumori della famiglia d
sarcomadiEwing’’*°. E' stato inoltre dimostrato ¢
correlati alla resistenza al trattan@ichemioterapia nei sarcomi di Ewintj®.

Al contrario Cavl sembra agire come oncosepgore negli osteosarcdffij

infatti la sua dowsnregolazione e parte della trasformazione osteoblastica e della
progressione in osteosarcoma, e nei rabdomiosaralveolar?®®.

Sono necessari ulteriori lavori di validazione in quanto un adtxadio piu

recentt® ha riportato un’estesa positivita |
osteosarcomi xenotrapiantati e allo stesso mattd stud?® hanno invece

dimostrato cheun iperespressione della proteina sia correlata ad un aumento della
proliferazione e della migrazione in linee cellulari di rabdomiosarcoma.

I dat i relativi all  espressione dell a Ca
due studi presentanti risultaiscordanti.

Il primo pubblicato nel 200%’, in accordo con i lavori precedentemente descritti

nei sarcomi , ha wvalutato | " espressione
riportando una ridotta espressione (86,1% dei casi negativi) ma non ha dimostrato
nessuna correlazione con le variabili clinjgatologiche esaminate, incluse le

mi t osi e |l a categoria di rischio. Il nol tr
non rappresentava un fattore significativo predittivo di DFS.

Successivamente nel 2012 altro lavord® ha invece osservato una maggiore
espressione della Cavl nei GIST (66,7% di casi positivi ma senza realizzare

alcuna analisi statistica di valutazione prognostica.
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Fino ad oggi non esistono quindi in letteratura studi che dimostrino una
correlazone tra |’ es plreis@GISTereccaratteristiche clitica v

pat ol ogiche e mol ecol ar i dei tumori e so]
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PARTE 111

3.2 p130Cas
a) La famiglia di proteine Cas e p130Cas

La famiglia di proteine adattatrici Cdsubstrato associato a Crk) si & dimostrata

avere un ruolo cruciale nel signalling, con importanti funzioni regolatorie a livello

di processi sia patologici sia fisiologici. Tali proteine sono caratterizzate dalla
presenza di multipli domini conservatirpke interazioni proteingroteina e di

estese fosforilazioni di residui tirosinici e serinici.

La proteina pl30Cas, conosciuta -anche ¢
oestrogen resistance 17 ( B OigRariagmenteé st at e
come poteina altamente fosforilata in cellule trasformate con gli oncog&nc e

v-Crk*!. Successivamente alla scoperta di p130Cas sono state identificati altri tre

me mbr i dell a famiglia delle proteine C
expressed, developmeatly downr e gul at ed 9”7 ; anche chi ama"
of fil ament a} oroQasL 1/ EHEF ( “ e-adsacigtedn a | Fy

substrate”), and CASS4 (“Cas scaffolding
pl30Cas e priva di un dominio chinasico, ma contiene numewossind per
|l i nterazione con | e proteine che medi an

legame (Fig3.2).
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—[ Structured
N-terminal
region

MPAKPFLSSVLLSWKVLDFSGPGPQGTGQPCSCGHWAEGOGGPPEPAGGPNVI | 7 st domain
]

[P PAGPGPGPPATPAQPQPGLHAPAPPASQYTPMLPNTYQPQ T Profine-rich domain
|SKAQQGLYQVPGPSPOFQSPPAKQTSTFSKQTPHHPFPSPATDLYQVPPGPGGPAQ i [l IR,
DIYOVPPSAGMGHDIYQVPPSMDTRSWEGTKPPAKVVVPTRVGOGYVYEAACIPT tontaining

v moris

| J
| GGVVDSGVYAVPPPAEREAPAEGKRLSASSTGSTRSSOSASS 1AV 1o 212 TT T/ W I L
VEALARLQQGVSATVAHLLDLAGSAGATGSWRSPSEPQEPIVODLOAAVAAVQSAV g’t‘:’"‘:x[‘“
HELLEFARSAVGNAAHTSDRALHAKLSRQLOQKMEDVHQTLVAHGQALDAGRGGSG region
ATLEDLDRLVACSRAVPEDAKQLASFLHGNASLLFRRTKATAPGPEGGGTLHPNPTDK
158108 TG G EE T H L TN HLQGKEEFEKTQKELLEK | | sre-binding domain
GSITRQGKSQLELQQLKQFERLEQEVSRPIDHDLANWTPAQPLAPGRTGGLGPSDR
QLLLFYLEQCEANLTTLTNAVDAFFTAVATNQPPKIFVAHSKFVILSAHKLVFIGDTLSR
QAKAADVRSQVTHYSNLLCDLLRGIVATTKAAALQYPSPSAAQDMVERVKELGHST
QQFRRVLGQLAAA i i

52 110 160 459 489 916

C-Terminal domain

Migration

': FAK [9] Crk-DOCK180 [a0] Src (4]
= PYK2 110] Crk-C36G (61 BCAR3 (NSP2 / AND-34) (s3]
E €3G (6o Nck [11] Chat {NSP3) (s8]
2
PTP-PEST [71] sre (4]

PTP-1B [76)

Crk intera
p130Cas [38]

g
g

PP2A |70]| Caspase-3 (30]

Survival &
Cell cycle

Fig. 3.2 a) Sequenza di p130 Cas. b) Struttura della proteina ed elenco delle

proteine con cui interagisce®”.

La struttura di p130Cas € dlzedi una proteina adattatrice: possiede un dominio

SH3 ( “ aterminabSrelNo mol ogy 3 domai n”) seguito
di proline e da un dominio substrato, qu
motivo YxxP consenso per la fosforilaziomella famiglia delle chinasi Src

( SFK) . Le proteine con il domi ni o SH2 (°
tirosinici fosfarilati di questa regiorf&~. Dopo il dominio substrato la proteina

comprende un dominio ricco di serina che forma un fascio ditqueliche e

funziona come sito di interazione con le altre proteine. La rimanente sequenza
carbossiterminale contiene un dominio di legame per Src.

Numerose proteine correlate alla motilita interagiscono con p130Cas, incluse Crk,

FAK, protein tyrosineinase 2 (PIK2) e Src, indicando quindi un ruolo centrale

della proteina nel controllo dellaatilita cellulare®* 2

La regolazione di p130Cas tramite fosforilazioni, a livello del domio substrato
(YxxP), e defosforilazioni ha conseguenze fondamemteali signalling a valle
della proteinaNumerosi fattori di crescita inducono la fosforilazione di p130Cas
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tramite | attivita chinasica del recett
( VEGF) , -d‘eprliavteed egr owt h factor” c(tPoDDGF) , ‘
( EGF) , “hepatocyte gr olwitlhe farcdwtri f( HGFQ ¢

“fibrobl ast gr oARt) h faamdt o“roolar®y rstondatgpd-e
Fact or ” 3PHrEEEN52 | 5 fosforilazione di pl30Cas & anche
determinata da protee che non sono recettori tirosiohinasici, qualSrc, FAK,

PIK2 e AbF*°. Il signalling mediato da p130Cas possiede quindi caratteristiche

uniche, complesse e ridondanti (f&3).

Fecal adhesion FGE2  POGF o™
cumplex MOSF VEGF

Celltype oecific
cependency

|ntegrin (8} (B

w, B 1Py Neurop|n

C-Yerminal domain |
(E““S p130Cas

Fhosphatase
meciated
inhibition

Cytoskeletal

; GI24
a4 ’ @ rearrangements
L faciltatng migration and
"\ “asian
\ \."\
—_ ——
kY \\ ——
A\ “ Cell cycle progression -
X f 2
\ YRR
MRS

Fig. 3.3 Ruolo centrale di p130Cas nel signalling®™®.

La forma nonfosforilata ha una localizzazione nel citoplasma delle cellule,

mentre la fosforilazione delle tirosine indotta dal legame con le altre proteine
promuove la traslocazione di p130Cas alla membrana cellulare.

La fosforilazione di p130Cas e la consegueritevazione dei degli effettori a

valle € un evento cruciale nel controllo della riorganizzazione del citoscheletro,
permettendo | adesione, | a migrazione, |
Sono state descritte altre funzioni di pl130Cas nello gvduplel sistema
cardiovascolare e nell’  endoteli o come pa

che costituiscono un regolatore chiave della migrazione endoteliale. La proteina
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svolge inoltre un ruolo fondamentale nella contrazione delle cellule muscolari
lisce ddla parete dei vadl? *"°.

pl30Cas €& espressa ubiquitariamente e la sua delezione é letalell@a liv
embrionale nel top§". Tale dato & indicativo del suo significato fondamentale nel
signalling per lo sviluppo e quindi la sua alterata regolezipuo determinare

ampie implicazioni in malattie differenti.

b) pl130Cas e tumori

pl30Cas ha un ruolo cruciale nel signalling delle vie di trasduzione coinvolte
nella motilitd, prevalentemente tramite le piccole GPTasi Rapl e Racl. La
motilita acquigta dalle cellule tumorali determina la capacita di invadere i tessuti
circostanti e costituisce una tappa essenzialéapmetastatizzazioAe.

pl30Cas sta emergendo come proteina importante nella trasformazione ed
invasione indotta da numerosi oncog@ome Ha-Rag™>, v-Src® e ALK?**®

L’ eccessiva fosforilazione del | e tirosi

indicativa di un importante ruolo come impalcatura per p130Cas nello sviluppo di

un ferotipo cellulare invasivo®. I nol tre | ' espatrsisx one
met all oproteinase” (MMP) €& un aspetto fo
che | a degradazione della matrice extr ac

nei tessuti adiacenti. P130Cas e stata implicata nella regolazione della trascrizione

dele MMP e quindi potrebbe avere un ulteriore coinvolgimento nel processo di

invasioné®.
Studi recent.i hanno sottolineato | i mpor
3.2 . Un’ el evata espressione di pl30Cas

mamnella, cella prostatd?®°

e in alcune neoplasie ematologiche come la

leucemia mieloide cronica e la leucemia linfoblastica &6Ut&.

L'i perespressione di pl130Cas nei carcino
pill alto grado tumorale e praggsione di mattia 332

Nel carcinoma della mammella alti livelli di p130Cas sono stati correlati: nei casi
positivi ai recett or al trgitamentol conetantoxifeng e n o a
38027 mentre nei casi positivi per ERBB2 ad aumentata proliferaziomegagsi

sfavorevolé’®
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Tab. 3.2 Riassunto delle funzioni, interazioni ed effetti di p130Cas nelle neoplasie

umane®.
Table 1
Summary of the functions, interactions and effects of p130Cas in human malignandes.
Cancer p130Cas function/interactions Effects
Breast cancer Enhancement of Src adtivity [136] Increased proliferation
Activation of Rac [134] Increased invasiveness
Increased MMP transcription [134]
Transducer of ErbB2 signals [134] Cellular transformation; increased pl130Cas—Crkll coupling;
anchorage-independent growth
Interaction with BCARS [141,142] Resistance to anti-oestrogen chemotherapeutics, poorer prognosis, quicker
disease recurrence
ALCL p130Cas is a substrate and mediator of ALK-NPM oncmogenic kinase [146] pl30Cas constitutive hyperphosphorylation and cellular transformation
L p130Cas is a substrate of Ber-Abl oncogenic kinase [61,145] pl30Cas constitutive hyperphosphorylation and cellular transformation

Excessive signalling wia Ork-C3G-Rap1 [61]
Disruption of p130Cas-tensin interaction [145] Adhesion defects

Melanoma GD3-induced hy perphosphorylation of p130Cas and paxillin; increased Dysregulated focal adhesion dynamics
p130Cas-FAK association [148,149]
HMW-MAA-mediated g3 1 activation and recruitment of p130Cas and Alterations in cytoskeletal regulation
Cde-42 [150,151]
Prostate cancer p130Cas overexpression correlates with higher grade tumours, increased Disease progression
EGFR and reduced CDE2/KAIT expression [153,155]
Hepatocellular p130Cas overexpression correlates with increased B-catenin and decreased  Disrupted adherens junctions and increased invasiveness
carcinoma E-cadherin [158]
Colorectal cancer  pl130Cas is a substrate of PTPN14, which is frequently lost in (RC [159] Reduced dephosphorylation of p130Cas tyrosine 128, which may dysregulate
spreading and migation
Glhioma In witro work shows pl30Cas is required for chemotaxis towards HGF and pl30Cas required for chemotaxis
PDGF [26,160] pl30Cas plays a role in cell morphology and mode of motility

ALOL, Anaplastic large cell lymphoma; CML Chronic myelogenous leukaemia; GD3, Ganglioside 3; HMW-MAA, High molecular weight melinoma-associated antigen; PTPN1 4, Protein
tyrosine phosphatase non-receptor 14,

c) Espressione della famiglia delle proteine Cas nei sarcomi e nei
GIST

| dat. in |l etteratur a reeshreomiisonolimaatid ™ espr e

studi riguardanti il ruolo di pl303 nel sarcoma di Kapd&®: E°

stato
di mostrato che durante | e fasi precoci d
sarcoma di Kaposi, nelle cellule endoteliali umane microvascolarideeha
(HMVEC-d), p130Cas si associa a fosfoproteine cellulari e altri adattatori a valle
regolando la trasposizione del virus nel nucleo. Questo evento € determinante per

il correlato sviluppo del sarcoma di Kaposi.

La proteina p130Cas non € mai statautath in una casistica di GIST, solo uno

studio ha riportato nel 2009 iperespressione di Gas(NEDD9) in una linea

cellulare di GIST resistenti ad imatinib (GIFTL IR).

E’ stato pero recentemente di mostrato,
| * o vressiens ¢i p130Cas sia sufficiente a promuovere il legame della proteina

al recettore KIT e ad indurré®l attivazi
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IV-PARTE SPERIMENTALE

4.1 OBIETTIVO DELLO STUDIO

Il progetto ha un triplice obiettivo: 1) valutareruolo della proteina Cavl nella
progressione tumorale dei GIST; 2) studiare il ruolo di pl30Cas, come
biomarcatore predittivo di risposta e fattore prognostico di soprawvivenza; 3)
correl are | " espressi one di g u e sc¢oe due

patologiche e lo stato mutazionale dei tumori in esame.

4.2 MATERIALI E METODI

a) CASISTICA

Le analisi sono state condotte sulla casistica retrospettiva pubblicata nel 2011, di
cui e stato aggiornato il followp ed in cui e stato escluso un casolpére si g u a
quantita di materiale istologico in archivio. La casistica comprendeva quindi 39
casi di GIST primitivi diagnosticati tra maggio 1994 e dicembre 2004 presso la
Citta della Salute e della Scienza di Torino e 11 campioni di recidive di malattia
(relative a 7 pazienti fino & successive recidive per singolo caso). Sono stati
inoltre condotti esperimenti su linee cellulari di GIST per valutare i rapportt tra ¢

kit e p130Cas e per studiare i livelli di espressione di p130Cas in cellule sensibili

e resistenti alla terapia con imatinib.

b) DATI CLINICI
ALLA DIAGNOSI
Le informazioni sono state ottenute dalle lettere di dimissioni, dalle cartelle
cliniche, chirurgiche e mediche per determinare la presentazione clinica, i dati
anagrafici, la dimensionaitnorale, la sede, il tipo di resezione chirurgica, il tipo
di crescita, > infiltrazione di ergani

operatorie.
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La chirurgia e stata definita resezione
la malattia macrecopica con margini istopatologici indenni .

Per resezione completa | imitata si e int
di impianto cioe la resezione gastrica cuneiforme (WR), la gastrectomia subtotale

e la resezione segmentale intestinale. Bsezione completa radicale si € intesa

| " asportazione del |l organo di origine de
come la gastrectomia totale e la duodenocefalopancreasectomia.
Per resezione i ncompl eta si € duat esa |

macroscopico di malattia o margini istopatologici interessati da malattia.

AL FOLLOW-UP
| pazienti, successivamente alla resezione del tumore primitivo, sono stati seguiti
con visite di controllo periodiche, comprendenti esame obiettivo, esami di
labaratorio e indagini strumentali, descritti nelle schede di foligw
Per quel che riguarda le analisi statistiche é stata definita una data di entrata nel
follow-u p , corrispondente alla giornata del
uscita e stataidentfc at a con quell a dell " ultima visi
La presenza di recidiva di malattia, locale e a distanza, é stata individuata tramite
indagini strumentali e qualora clinicamente indicata & stata eseguita una nuova
resezione chirurgica.
Sonost ate valutate i nol toverall buavivabO3eala v vi v e n z
sopravvivenza liberadamalatta ¢l i sease fDFe survival o
I pazient.i non control |l at] da pirutp”di un
e sono stati consideratihee anal i si statistiche fino al
Nei pazienti trattati con terapia medica (imatinib) la risposta € stata valutata
secondoicriteriRECIST({Re s ponse Evaluation)Criteri a
¢ RISPOSTA COMPLETA (CR): scomparsa tlitte le lesioni bersaglio
senza formazione di nuove lesioni
¢ RISPOSTA PARZIALE (PR): riduzione almeno del 30% della somma dei
diametri maggiori delle lesioni bersaglio
¢ PROGRESSIONE DI MALATTIA (PD): aumento almeno del 20% della
somma dei diametri maggiadelle lesioni bersaglio

8¢



Parte sperimental

¢ STABI LI TA”’ DI MALATTI A (SD) : | e | esi
diminuite a sufficienza per essere incluse nella PR, né aumentate per
essere attribuite alla PD.
Inoltre € stata determinata la presenza di resistenza al trattamento naediinita
primaria, nei casi di PD entro i primi 6 mesi di trattamento, o secondaria, se la
malattia, dopo un iniziale periodo di beneficio clinico, solitamente oltre il sesto

mese, nhon ha piu risposto al farmaco.

c) ANALISI ISTOLOGICA E IMMUNOISTOCHIMICA

I pezzi operatori sono stat.i trasferiti
San Giovanni Battista Molinette (Citta della Salute e della Scienza di Torino),

ridotti e sottoposti a fissazione in formalina al 10%, seguita da disidratazione con
passaggi in alcool a concentrazioni maggiori, pulitura in xilolo e inclusione in
paraffina.

Dall’ inclusione in paraffina sono state
parte colorate con ematossilieasina e in parte utilizzate per le successive

indagini di immunoistochimica (1IC).

Sono stati valutati il tipo istologico, la presenza di aree necreticorragiche, le

di mensioni tumorali, |’ "invasione dell a m
Le indagini di IIC sono state realizzate con gli anticorpi primarcuiisin Tab.

4.1, come precedentemente descfitper quanto riguarda CD117, CD34, Actina

muscolare liscia, vimentina, desmina, S100, Ki67, PDGFRA e

nell i mmunocol oratore automatico (Ventan

Medical System, Tucson, AZ, U per Caveolindl e pB0Cas

Tabella 4.1 Anticorpi primari utilizzati nelle analisi immunoistochimiche.

ANTICORPO FONTE CLONE DILUIZIONE
CD117 Dako policlonale 1:50
CD34 Neomarkers QBENd 1:50
ACTINA MUSCOLARE LISCI. Dako 1A4 1:50
VIMENTINA Dako V9 1:100
DESMINA Dako D33 1:50
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PROTEINA S100 Dako policlonale 1:4000
Ki-67 Dako MIB-1 1:100
PDGFRA Cell Signaling policlonale 1:200
Caveolinal Santa Cruz Policlonale 1:350

(N20 sc 894)
pl30Cas Thermo Scientific CAS14 1:1500

| tumori sono stati suddisi in quattro classi di differenziazione in base ai risultati
del I " 11 C:

1. mnuscol are |liscia, se positivi all’”act]

2. neurale, se S16positivi;

3. misto neuralenus col are | i sci a, se positiuvi e

proteina S100;

4. indifferenziata, in caso di nessuna positivita immunoistochimica.
L”i mmunoreattivita per l a Cavl e stata
quantitativo (percentuale di cellule colorate) che qualitativo (intensita di
col or azi onad colordziorie re tstata gradtata tra 0 e 3+. |l tipo di
colorazione e stata definita *“di me mbr an:;
Tutte le valutazioni immunoistochimiche dei campioni tumorali sono state
condotte in cieco rispetto all’identita
L ' a tatprioliferativa & stata valutata mediante conteggio del numero di mitosi
per 50HP F; l indice MIB1 e stato ottenuto c
in 1000 cellule tumorali e riportato in percentuale ed e stato scelto il 5% come
valore dicut-off per le analisi statistiche.
| tumori sono stati classificati secondo le categorie di rischidedther et af° e
di Miettinen ¢ al*?®
Le valutazioni istologiche e immunoistochimiche sono state eseguite sia sui 39
campioni dei tumori primitivi sia su @lli delle 11 recidive di malattia.

d) ANALISI MOLECOLARE

L anal i si mol ecol are dei geni KI'T e PDGF

Oncologia Molecolare del Centro di Ricerca in Medicina Sperimentale (CERMS)
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del | " ospedal e Sa nnetki(Gtta dallanSalutBeadella Sgenza Mo | i

di Torino).

ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO DA TESSUTI FISSATI

Per ciascuna biopsia sono state tagliate in una eppendorf sterile 4 fette dello
spessore di 10um ed é stata eliminata la paraffina.

I DNA genomico € stat estratto utilizzando la procedura standard di digestione
con proteinasi, purificazione del DNA con fenolo e precipitazione in alcool.

Il pellet di DNA e stato risospeso in un volume variabile da 50 a 200ul di TE1X, a
seconda della grandezza del pellet, centato in diluizione 1:100 allo

spettrofotometro (misura della densita ottica, o D.O., a 260 e 280nm).

POLIMERASE CHAIN REACTION (PCR) DI CONTROLLO DEL DNA

ESTRATTO

| campioni di DNA sono stati controllati per le loro caratteristiche di
amplificabilita mediante un protocollo di PCR che utilizza oligonucleotidi

(“pri mers”) speci fici per una seguenza |
DRb. Il protocollo di PCR utilizzato € una miscela che contiene-HiG$ (pH8,4)

22mM, KCI 55mM, MgC} 1,5mM, i quattrodesossinucleotidi trifosfati (ANTPS)

alla concentrazione di 0,22mM, Taqg DNA Polimerasi 22U/ml a cui sono stati
aggiuntii 5pmol di ciascun “primer” (HKA
totale di 25pl.

[ ciclo di PCR €& c o nemdtusaziong¢ a95°€di5min, pr i mo
seguita da 40 cicli (esoni 9 e 17) a 95°C per 15 sec, 55°C per 30 sec e 72°C per 30

sec, seguito da un’ultima fase di estens.i
| prodotti di PCR sono stati separati mediante corsa elettroforetica in tampon
TBE1X su gel di agaroso al 2% col orato c
sono stati mescolati in rapporto 1:6 con un tracciante di corsa elettroforetica
(GLB6x") contenente due coloranti a velocita di migrazione differente (blu di
bromofenolo e xilae-cianolo) e sono stati caricati nei pozzetti del gel applicando

un voltaggio di 120V per 30 min. Al termine della corsa elettroforetica il gel &

stato osservato su un transilluminatore a luce UV (260nm) in grado di evidenziare

| " eti di o br otercalatoneldNA dediievergualiiamplificati che si
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sono formati. La marcatura del gel & stato acquisita con una telecamera collegata

ad un software di el aborazione dell i mma:

PCR DEI GENI KIT E PDGFRa

IDNAgenani co €& st ato sottoposto all’>amplifi
11, 13, 17) e di 2 esoni del gene PD@HRR2, 18).

La miscela di PCR conteneva 1xPCR buffer (H{SI 20mM, KCI 50mM),

MgCl 2 1, 5mM, dNTPs 0, 2mM, 0, 4 md/DN&A i ciasc
Pol i mer asi (Il'nvitrogen) . 1 ciclo di PCR
denaturazione a 95°C di 5 min, seguita da 33 cicli (esoni 11 e 13 di KT) o 40 cicli

(esoni 9, 17 di KIT e esoni 12, 18 di PDGHRa 95°C per 30 sec, 56°C per 30
secer2°C per 30 sec, seguito da un wultimo
Il ciclo di amplificazione di PDGFR & simile al precedente, solo la fase di

anneal ing” degli oligonucleotidi avvi en:t

ANALISI DEGLI ETERODUPLEX

Gli amplificati ottenut me di ante reazione di PCR per
esoni12e18diPDGRERs ono st at i sottopost.i a anal i s
5ul di amplificato sono stati mescolati in rapporto 1:1 ad un GLB contenente
formammide in grado di denaturare la digpplica del DNA, fatti correre su un

gel verticale di poliacriiammide (PAGE) non denaturante al 12% (29:1) a 200V

per 1 ora e successivamente colorato con etidio bromuro per poter visualizzare le

bande.

ESTRAZIONE DEL DNA DA GEL DI AGAROSO

| prodotti di amplificazione degli esoni dei geni KIT e PDG&kRsono stati
separati su gel di agaroso al 2% (100V per 80 min). Le bande di gel contenenti i
singoli frammenti amplificati sono state tagliate con lamette monouso e il DNA é
stato estr att aandd &dlohnina goatenensi mna umenmbtamazdi

resina di silice (Nucleo Spin Extract Kit, Macherey Nagel).
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SEQUENZIAMENTO ED ANALISI DEGLI ELETTROFEROGRAMMI

Le reazioni di sequenza sono state allestite utilizzando la metodica BigDye
Terminator v1.1 Cycle Segncing Kit (Applied Byosistems, AB) che prevede

| " uso di una Ready RezaTag PoiinmerasMi quattwo nt en e
dNTPs non marcati e i quattro ddNTPs marcati ciascuno con un diverso
fluorocromo. Per ciascun campione é stata preparata sia lanzeqdiretta che

guel |l a i nver sa, utilizzando ri spettivanm
“reverse’ di ciascuno degadlla coneenteandne d e i g ¢
finale di 2uM. La reazione di PCR per la sequenza é stata una reazione standard
indicaia dalla ditta AB ed é consistita di 25 cicli composti da denaturazione del

DNA a 96°C per 10 sec, “annealing” dei p
filamento a 60°C per 4 min.

Terminata la reazione di sequenza, i campioni sono stati purificatrd@ic c e s s o d i
ddNTPs marcati, sali e altre molecole a basso peso molecolare attraverso un
sistema che prevede | " uso di colonnine d
idratata (CentriSep Columns, Princeton Separation).

| prodotti sono stati infine carati su un sequenziatore automatico a capillare AB

Prism 310 sottoposti ad elettroforesi.

L’ anal i si degl i el ettr opregrarang:r ammi e st al

- http://www.ncbi.nim.nih.gov/blagii2seqge

- http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/blast

che hanno permesso rispettivamente | > all i
tra di | oro e consentito | a verifica dell

con sequenze fornite dalla banca dati.

e) Western blotting analysis

Le cellule di GIST sono state estratte con RIPA buffer (1% TritehO&

0,1%SDS, 1% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 50 mM-H@$ ph 7, 0.4

mM NagVO,, inhibitor mix). | lisati cellulari sono stati centrifugati a 13,000 g per

10 minuti e i supernatanti sono stati raccolti e valutati per la concentrazione
protei ca-Raan pirloteBino assay met hod” (Biora
proteine sono state fatte correre suun $OSGE ( “ Sodi um Dodecyl

PolyAcrylamide Gel Elet r ophoresi s’ , 0Ssi a el ettr
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poliacrilammide in presenza di sodio dodecil solfato) in condizioni riducenti.
Successivamente le proteine sono state trasferite su di un supporto di
nitrocellulosa, incubate con gli anticorpi specifici e quirilivate con anticorpi

secondari coiugati con perossidasi e reagente chemoluminescente ECL.

ANALISI STATISTICA

Lo studio della correlazione tra i parametri clinjgatologici, immunoistochimici

e molecolari & stato realizzato mediante il test di Pearsongsiderando
statisticamente significativa una@p0,05. La determinazione delle probabilita di
sopravvivenza é stata eseguita mediante il test di Kdp&ar e le differenze

confrontate statisticamente utilizzando il d{@nk test di Mantel.

E’ stnadtoat t@o | " anal iDES medianteit Govxar Pa o pordtii on
Hazard Regression Model 0o

4.3 RISULTATI

a) DATI CLINICI

ALLA DIAGNOSI

Il gruppo (Tab. 4.2) si compone di 20 maschi (51,3%) e 19 femmine (48,57%) di

eta media alla diagnosi di 65 anni (intetgal9-84 anni).

La sede della neoplasia era gastrica in 28 casi (71,8%), duodenale in 4 (10,2%),
digiunale in 4 (10,2%), ileale, colica e rettale in un caso ciascuno (2,6%).

In 28 casi (71,8%) erano presenti sintomi che hanno indotto la diagnosi, mentre

in 10 casi (25, 6 %) i ri scontro e stato
clinico. I sintomo all " esordio piu com
(n=15, 37,5%), sotto forma di ematemesi, melena o anemizzazione; in 9 pazienti
(22,5%) la malattia si € manifestata con dolore addominale.

Le dimensioni medie del tumore primitivo erano di 6 cm (intervallo2b tm).

Tutti i pazienti sono stati sottoposti a resezione chirurgica: in 31 casi (79,5%) é

stata eseguita una resezione conaplehitata, in 5 casi (12,8%) una resezione

completa radicale e infine in 3 pazienti (7,7%) una resezione incompleta.
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In 25 pazienti (64,1%) il decorso pegperatorio € stato regolare, mentre in 11

casi (28,2%) si sono verificate complicanze, quali gpsimsi, deiescenza

del | anastomosi , fistola anastomotica,
raccolte addominali e sindrome da distre:
La crescita tumorale era di tipo esofitico in 31 pazienti (79,5%), endofitico in 6

(15,4%) e intramurale in 2 casi (5,1%); in 5 casi (12,8%) si € riscontrata
infiltrazione di organi o strutture adiacenti.

In 3 pazienti (7,7%) erano presenti metastasi gia al momento della diagnosi.

E' stata riscontrata ilnturhofi primiéivg presén8 5, 9 %) |
gia al momento della diagnosi o insorti successivamente., Tali tumori
comprendevano un carcinoma dello stomaco, del colon, della prostata, del rene,

del polmone e due paragangliomi cromaffini extrasurrenalici, due carcoahai

mammella, due carcinomi del duodeno, due carcinomi della vescica e un

carcinoma squamoso del cavo orale.

AL FOLLOW-UP

Nel corso del followup (Tab. 4.3) 11 pazienti (28,2%) hanno presentato ripresa di
malattia, in 9 casi si e trattato di metastaisi 2 casi vi & stata una recidiva in sede

di pregresso intervent o, in un caso di
Inoltre 6 pazienti (15,4%) sono stati sottoposti ad un nuova resezione chirurgica

sia di malattia metastatica che della recidivzale.

Gli 11 campioni tissutali prelevati dalle riprese di malattia comprendevano: 2
recidive locali in sede gastrica (18,2%), 5 metastasi epatiche (45,4%), una recidiva
locale duodenale (9,1%) e 3 disseminazioni peritoneali (27,3%).

In un caso tutte lanalisi sono state condotte solo sui due campioni di recidiva di
malattia, in quanto il tumore primitivo era stato sottoposto a resezione chirurgica
fuori Torino.

In 9 casi (23,1%), dopo chirurgia della recidiva (n = 7) o alla ripresa di malattia (n

= 2) e stata iniziata la terapia con imatinib. In un caso si e avuta CR (11,1%), in 3
(33,3%) PR, in 2 (22,3%) SD e in altri 3 (33,3%) PD. La risposta farmacologica e
stata mantenuta per meno di 6 mesi in 2 pazienti (22,2%),-p2méesi in 3 casi

(33,3%), pe 12-18 mesi in 3 casi (33,3%) e per piu di 18 mesi nel rimanente
paziente (11, 1%). E’ stata identificata

pazienti (33,3%). Un ulteriore caso privo del campione primitivo e dei relativi dati
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di immunoistochimica e biogia molecolare (in quanto operato fuori Torino), ma
comprendente solo recidive istologiche e stato trattato con imatinib e ha
sviluppato resistenza secondaria.

Il follow-up medio della casistica completa e stato stimato di 80 mesi (range 5

220 mesi) edha fornito i seguenti esiti: 34 pazienti vivi (87,2%) e 5 casi deceduti

per il tumore (12,8%).

E’ stata rilevata una frequenza di assoc
o metacroni) del 35,9%, solo lievemente piu elevata rispetto al 26p@¥atio n

un recente lavor8®,

Tabella 4.2 Caratteristiche cliniche alla diagnosi dei pazienti inclusi nello studio

VARIABILE VALORI
SESSO
- maschi 20 (51,3%)
- femmine 19 (48,7%)

ETA6 ALLA DI AGNOSI (anni MEDIA:5 RANGE: 1984

SINTOMI
- assenti 10 (25,6%)
- dolore addominale 9 (23,1%)
- massa addominale 2 (5,1%)
- sanguinamento gastrointestinale 15 (38,5%)
- altro 2 (5,1%)
- non valutati 1 (2,6%)

MODALI TAd DI DI AGNOSI

- sintomatico clinico 28 (71,8%)
- incidentale clinico 10 (25,6%)
- non valutata 1 (2,6%)
SEDE
- stomaco 28 (71,8%)
- intestino tenue 9 (23,1%)
- intestino crasso 2 (5,1%)
DIMENSIONI (cm) MEDIA: 6 RANGE: 125

TIPO INTERVENTO

- resezione completa radicale 5 (12,8%)
- resezione completa limitata 31 (79,5%)
- resezione incompleta 3 (7,7%)

COMPLICANZE POST-OPERATORIE

- assenti 25 (64,1%)
- presenti 11 (28,2%)
- non valutate 3 (7,7%)

TIPO DI CRESCITA
- endofitica 6 (15,4%)
- esofitica 31 (79,5%)
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- intramurale

INFILTRAZIONE DI ORGANI ADIACENTI
- assente
- presente
- non valutata

METASTASI A DISTANZA
- assenti
- sincrone
- metacrone

PRESENZA DI ALTRI TUMORI PRIMITIVI
- assenti
- presenti

2 (5,1%)

33 (84,6%)
5 (12,8%)
1(2,6%)

28 (71,8%)
3 (7,7%)
8 (20,5%)

25 (64,1%)
14 (35,9%)

Tabella 4.3 Caratteristiche cliniche al follow-up dei pazienti inclusi nello studio

VARIAB ILE

RECIDIVE
- assenti
- presenti

REINTERVENTI
- non eseguiti
- esequiti

TI PO DI
- somministrato con CR
- somministrato con PR
- malattia stabile (SD)
- malattia progressiva (PD)
- non somministrato

RI SPOSTA ALLGI

MAT

DURATA DELLA RI SPOSTA ALL

- risposta mantenuta per < 6 mesi

- risposta mantenuta per 6-12 mesi
- risposta mantenuta per 12-18 mesi

- non somministrato

RESISTENZA Il AL GLIVEC
- assente
- presente
- non somministrato

MODALI TAd DI
- Vivi
- morti per la malattia

USCI TAUPDAL F

98

VALORI

28 (71,8%)
11 (28,2%)

33 (84,6%)
6 (15,4%)

1 (11,1%)
3 (33,3%)
2 (22,3%)
3 (33,3%)
30 (76,9%)

(23,1%) pz trattati

2 (22,2%)
3 (33,3%)
3 (33,3%)
31 (76,9%)

(23,1%) pz trattati

6 (66,7%) } (23,1%) pz trattati
3 (33,3%)
31 (80%)

34 (87,2%)
5 (12,8%)
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b) ANALISI ISTOLOGICA E IMMUNOISTOCHIMICA

(dati precedentemente pubblicati)

Nella Tab. 4.4 sono illustrate le caratteristiche istologiche e immunoistochimiche

della casistica esaminata.

Tabella 4.4 Risultati delle analisi istologiche e immunoistochimiche nei 39 campioni
dei tumori primitivi

VARIABILE
CD 117
- negativo
- positivo
A+
A ++
A +++
A non valutata
PDGFRA
- negativo
- positivo
A+
A ++
A +++
CD 34
- negativo
- positivo
VIMENTINA
- negativo
- positivo

- non valutata

ACTINA
- negativo
- positivo
- non valutata

DESMINA
- negativo
- positivo
- non valutata

- negativo
- positivo
- non valutata

ISTOTIPO
- fusocellulare
- epitelioide
- misto

9¢

VALORI

4 (10,3%)
35 (89,7%)
11 (31,4%)
10 (28,6%)
11 (31,4%)
3 (8,6%)

16 (41%)
23 (59%)
7 (30,4%)
11 (47,8%)
5 (21,8)

7 (18%)
32 (82%)

1 (2,6%)
20 (51,3%)
18 (46,1%)

20 (51,3%)
13 (33,3%)
6 (15,4%)

20 (51,3%)
1 (2,6%)
18 (46,1%)

28 (71,8%)
2 (5,1%)
9 (23,1%)

24 (61,5%)
4 (10,3%)
11 (28,2%)
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DIFFERENZIAZIONE

- muscolo liscio 11 (28,2%)
- neurale 0 (0%)
- muscolo liscio-neurale 2 (5,1%)
- indifferenziata 20 (51,3%)
- non valutata 6 (15,4%)
Ki-67 (%) MEDIA: 7,7 DS 9,3 RANGE: 140
- 5% 26 (66,6%)
- >5% 13 (33,3%)
INDICE MITOTICO MEDIA: 18,10 D.S.: 29,005
(num. mitosi/50 HPF) RANGE: 199
- 5% 24 (61,5%)
- >5% 15 (38,5)
NECROSI
- assente 25 (64,1%)
- presente 13 (33,3%)
- non valutata 1 (2,6%)
EMORRAGIA
- assente 26 (66,6%)
- presente 12 (30,8%)
- non valutata 1 (2,6%)

INVASIONE DELLA MUCOSA

- assente 27 (69,2%)
- presente 9 (23,1%)
- non valutata 3 (7,7%)

ULCERAZIONE

- assente 20 (51,3%)
- presente 16 (41%)
- non valutata 3 (7,7%)

CATEGORIA DI RISCHIO sec. Fletcher %°

- molto basso 3 (7,7%)

- basso 8 (20,5%)
- intermedio 11 (28,2%)
- alto 17 (43,6%)

CATEGORIA DI RISCHIO sec. Miettinen ~ 3%°

- nessuno 4 (10,3%)
- molto basso 8 (20,5%)
- basso 7 (18%)

- intermedio 10 (25,6%)
- alto 10 (25,6%)

La morfologia era fusocellulare in 24 casi (61,5%), mista in 11 (28,2%) e
epitelioide in 4 (10,3%).

Trentacinque tumori (89,7%) erano CD3{ddsitivi; 11 casi (31,4%) esprimevano
una positivia intensa (Fig. 4.1), mentre 10 (28,6%) e 11 (31,4%) di questi
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campioni erano rispettivamente moderatamente (Fig. 4.2) e debolmente positivi
(Fig. 4.3).
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La positivita al PDGFRA é stata riscontrata in 23 casi (59%), di questi 5 (21,8%)
& stato stimato 3+ (Fig. 4.4), 11 (47,8%) 2+ (Fig.4.5) e 7 (30,4%) 1+ (Fig.4.6) .

Figura 4.4 GIST con intensa positivita citoplasmatica per PDGFRA e accentuazione
perinucleare “dotl i K éidGol gi patterno)
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7 / w v LAY

Figura 4.6 GIST con debole positivita per PDGFRA

A

Trentadue casi (82%@sprimevano CD34, 20 (51,3%) la vimentina, 13 (33,3%)

|l "actina, un caso (2, 6%)-100a desmina e 2 |
In venti casi (51,3%) non era identificabile una linea differenziativa, 11 casi

(28,2%) manifestavano una differenziazione muscola@alis 2 (5,1%) una

differenziazione di tipo misto neurafeuscolare liscia.
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La percentuale di cellule K87 positive é risultata in media del 7,7% (range

d e 1-40%)1scegliendo comeut-off il 5% 26 pazienti (66,6%) appartenevano al

gruppo con valoré5% e 13 (33,3%) a quello >5%.

L”indice mitotico e risultato in -media d
99; scegliendo come coff il 5% 24 pazienti (61,5%) appartenevano al gruppo

con valoret5% e 15 (38,5%) a quello >5%.

E’ s t a t damosirataora torredazionestatisticamente significativéra le

variabili Ki-67 e indice mitotico con una p inferiore allo 0,0001.

Sono state rilevate aree di necrosi in 13 tumori (33,3%) e di emorragia in 12 casi
(30,8%). La neoplasia invadeva la mucosa ica8i (23,1%) ed era presente
ulcerazione in 16 casi (41%).

Secondo le categorie di rischio Hietcher et af® (Tab.4.4): 3 casi (7,7%)

rientravano nel rischio molto basso, 8 (20,5%) nel basso, 11 (28,2%)
nell’”intermedi o e 1T7and6 ihvece & ¥tegoneedi rischia | t o . |
sec. Miettinen et af?® 4 pazienti (10,3%) non presentavano nessun rischio di
potenziale maligno, 8 (20,5%) appartenevano al gruppo a rischio molto Basso,

(18%) a quello bassd0 (25,6%) a quello intermedio ed i tasti 10 (25,6%) a

guello alto.

c) ANALISI MOLECOLARE

(dati precedentemente pubblicati)

Mutazioni del gene KIT (Tab. 4.5) sono state osservate in 25 casi alla diagnosi

(64, 1%) , di gueste 24 (96 %) erano | ocal
9. Nonsono state identificate mutazioni negli esoni 13 e 17 di KIT.

Le mutazioni di KIT individuate erano 12 delezioni (48%), 6 mutazioni
puntiformi (24%), 3 mutazioni puntiformi e delezioni (12%), 3 duplicazioni

(12%) e un’inserzione (4%).

Le mutazioni di KIT erano tutte differenti, ad eccezione di due casi che
presentavano la stessa delezione di 6 paia di basi a livello dei codeBb857
del |’ esone 11 e di al tri tre casi che m
V559D.
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Dei 14 casi KIFTWT (35,9%), 6 (4%%) presentavano mutazioni del gene
PDGFRA e di queste

Globalmente le mutazioni di PDGFRA sono state rilevate in 6 GIST primitivi

5

erano a | ivel

(15,4%), di queste 4 erano delezioni e 2 mutazioni puntiformi (Tab 4.6).

In 8 casi (20,5%) non sono state individuate mutazioni né del gene KIT, né di

PDGFRA.

Tabella 4.5 Risultati delle analisi molecolari dei geni KIT e PDGFRA

VARIABILE

PRESENZA DI MUTAZIONI DI C -KIT
- owt
- esonell
- esone 9
- esone 13
- esone 17

TIPO DI MUTAZIONIDIC -KIT
- wt
- delezioni
- mutazioni puntiformi
- delezioni+mutazioni puntiformi
- duplicazioni
- inserzioni

PRESENZA DI MUTAZIONI DI PDGFRA
- owt
- esone 12
- esone 18

TIPO DI MUTAZIONI DI PDGFRA
- wt
- delezioni
- mutazioni puntiformi
- delezioni+mutazioni puntiformi
- inserzioni

N° PZ (%)

14 (35,9)
24 (96)
1(4)
0(0)
0(0)

14 (35,9)
12 (48)
6 (24)

3 (12)
3(12)
1(4)

33 (84,6)
1 (16,6)
5 (83,3)

33 (83,3)
4 (66,7)
2(33,3)
0(0)
0(0)

25(64,1)
pz KIT -mutati

25 (64,1)
pz KIT -mutati

6 (15,4)
pz PDGFRA-mutati

6 (15,4)
pz PDGFRA-mutati

Tabella 4.6 Mutazioni del gene PDGFRA nei 6 GIST della casistica

MUTAZIONE PDGFRA

esone 18

DellMHD
D842S
D842V
esone 12

DelPDGHE

10t

NUMERO DI CASI

0]

del
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d) ESPRESSIONE DELLA CAVEOLINA-1 NEI TUMORI
PRIMITIVI-Analisi descrittive

La Cavl e risultata positiva da debolmente (+) ad intensamente (+++) in 16/39
(41%) <casi di tumor i primitivi con un’ es
cellule (Fig.4.7, 4.8, 4.9). (Tab. 4.7).

Z . s ¥

Fig. 4.7 GIST con positivita intensa (+++) per Cavl

10¢€
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Fig. 4.9 GIST negativo per Cavl (positivita di controllo esclusivamente nelle

strutture vascolari)

Tab. 4.7 Espressione di Cavl nei GIST primitivi

Cavl
- negativa
- positiva

> > >

+/++ (< 50% cellule)
+/++ (50 -99% cellule)
++ (100% cellule)/ +++

23 (59%)
16 (41%)
6 (37,5%)
4 (25%)

6 (37,5%)



Parte sperimental

La maggior parte dei casi positivi p&avl dimostravano una differenziare

verso muscolo liscio (espressione di actina muscolare liscia 0 desmina) o mista
muscolare lisciameurale (espressione di actina muscolare liscia o desmina e di
S100) (p=0.02) (Tab. 4.8).

Tabella 4.8 Correlazione tra espressione di Cavl e differenziazione

Espressione CAV1
negativa positiva Totale
DIFFERENZIAZIONE Muscolare Conteggio 4 9 13
liscia/  mista o4 entro DIFFERENZ 30,8% 69,2% 100,0%
muscolare 4 ontro CAVL 21,1% 64,3% 39,4%
liscia-neurale
indifferenziato Conteggio 15 5 20
% entro DIFFERENZ 75,0% 25,0% 100,0%
% entro CAV1 78,9% 35,7% 60,6%
Totale Conteggio 19 14 33*
% entro DIFFERENZ 57,6% 42,4% 100,0%
% entro CAV1 100,0% 100,0% 100,0%

c®=4.629 p= 0.02

* 6 casi in cui differenziazione non valutata

L' es pr e sGvlocorelaval inoltre significativamente con la positivita
immunoistochimica per PDGFRA (p=0.002) (Tab. 4.9) ed in particolare tutti i casi
intensamente positivi per PDGFRA (pattern-bilo¢) erano contemporaneamente
positivi per la caveolind (p=0.008)Tab. 4.10).

Tabella 4.9 Correlazione tra espressione di Cavl e di PDGFRA

CAV1
negativa positiva Totale

PDGFRA negativa  Conteggio 13 3 16
% entro PDGFRA 81,3% 18,8% 100,0%

% entro CAV1 56,5% 18,8% 41,0%

positiva ~ Conteggio 10 13 23

% entro PDGFRA +/- 43,5% 56,5% 100,0%

% entro CAV1 43,5% 81,3% 59,0%

10¢
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Come precedentemente ripor&fo la positivita

Totale

Conteggio

% entro PDGFRA

% entro CAV1

23

59,0%

100,0%

16

41,0%

100,0%

39

100,0%

100,0%

c’=4.112 p=0.02

Tabella 4.10 Correlazione tra espressione di Cavl e intensita di positivita per

PDGFRA
CAV1
1 2 Totale

PDGFRA negativa Conteggio 13 3 16
INTENSITA % entro PDGRA | NT|81,3%| 188% 100,0%
6 % entro CAV1 56,5% 18,8% 41,0%
+ Conteggio 5 2 7

% entro PDGFRA INTENSITA' 71,4% 28,6% 100,0%

% entro CAV1 21,7% 12,5% 17,9%

++ Conteggio 5 6 11

% entro PDGFRA INTENSITA' 45,5% 54,5% 100,0%

% entro CAV1 21,7% 37,5% 28,2%

+++ Conteggio 0 5 5

% entro PDGFRA INTENSITA' ,0% | 100,0% 100,0%

% entro CAV1 ,0% 31,3% 12,8%

Totale Conteggio 23 16 39
% entro PDGFRA INTENSITA' 59,0% 41,0% 100,0%

% entro CAV1 100,0 | 100,0% 100,0%

%

c?=11.749 p=0.008

immunoistochimica con

accentuazione perinucleare dige per PDGFRA correlava con la presenza di

mutazione nel corrispondente gene (p< 0.0001) ed infatti allo stesso modo la Cavl

e

stata

associ at a n®DGFRA(p=0.03¢(Mab.at.)1d i

10¢
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Tabella 4.11 Correlazione tra espressione di Cavl e stato mutazionale di PDGFRA

CAV1
1 2 Totale

PDGFRA WT Conteggio 22 11 33
MUTAZIONI % entro PDGFRA 66,7% 33,3% 100,0%
% entro CAV1 95,7% 68,8% 84,6%

Mutazioni ex12 o ex 18 Conteggio 1 5 6

% entro PDGFRA 16,7% 83,3% 100,0%

% entro CAV1 4,3% 31,3% 15,4%

Totale Conteggio 23 16 39
% entro PDGFRA 59,0% 41,0% 100,0%

% entro CAV1 100,0% 100,0% 100,0%

c?=3.383 p=0.03
La maggioranza dei casi esprimenti Cavl dimostravano inoltre un numero di
mi t osi < 5/50 hpf (p=0.049) (Tab. 4. 12)

(p=0.003) (Tab. 4.13).

Tabella 4.12 Correlazione tra espressione di Cavl e indice mitotico

CAV1
negativa positiva Totale

MITOSI O 5/ Conteggio 11 13 24
% entro MITOSI 45,8% 54,2% 100,0%

% entro CAV1 47,8% 81,3% 61,5%

>5/50 Conteggio 12 3 15

% entro MITOSI 80,0% 20,0% 100,0%

% entro CAV1 52,2% 18,8% 38,5%

Totale Conteggio 23 16 39
% entro MITOSI 59,0% 41,0% 100,0%

% entro CAV1 100,0% 100,0% 100,0%

c?=3.154 p= 0.049

11C
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Tabella 4.13 Correlazione tra espressione di Cavl e indice proliferativo-MIB1

CAV1
negativa positiva Totale

MIB1 O 5 % Conteggio 11 15 26
% entro MIB1 42,3% 57,7% 100,0%

% entro CAV1 47,8% 93,8% 66,7%

>5% Conteggio 12 1 13

% entro MIB1 92,3% 7,7% 100,0%

% entro CAV1 52,2% 6,3% 33,3%

Totale Conteggio 23 16 39
% entro MIB1 59,0% 41,0% 100,0%

% entro CAV1 100,0% 100,0% 100,0%

c?=7.008p= 0.005

| casi positivi per Cavl presentavano infatti un numero medio di mitosi di 7,38 vs
25,57 di quelli negativi (Tab.4.14).

Tabella 4.14 Correlazione tra espressione di Cavl e valori medi di indice

proliferativo-MIB1 e numero di mitosi

CAV1 N Media Deviazione std.
MIB1 negativa 23 9,48 8,999

positiva 16 5,13 9,401
MITOSI negativa 23 25,57 34,093

positiva 16 7,38 14,778

Test per campioni indipendenti
Test t di uguaglianza delle medie
Differenza fra
t df Sig. (2-code) medie
K167 Assumi varianze uguali 1,459 37 ,153 4,353
Non assumere varianze uguali 1,447 31,493 ,158 4,353
MITOSI Assumi varianze uguali 2,001 37 ,053 18,190
Non assumere varianze uguali 2,270 32,059 ,030 18,190

MITOSI: p= 0.03

111



Parte sperimental

MIB1 n.s. (p=0,15)

La positivita pe Cavl € stata inoltre associata a categorie di rischio molto-basso
intermedio sec. Fletch®r(p=0.05) (Tab. 4.15) e nessuhasso sec. Miettinéf?
(p=0,05) (Tab. 4.16).

Tabella 4.15 Correlazione tra espressione di Cavl e categorie di rischio sec.

Fletcher®

CAV1
negativa | positiva Totale
CATEGORIA RISCHIO Molto Conteggio 2 1 3
SEC. FLETCHER basso o,  entro  CATEGORIA| 66,7% | 33,3% 100,0%
RISCHIO
% entro CAV1 8,7% 6,3% 7,7%
basso Conteggio 3 5 8
% entro CATEGORIA 37,5% 62,5% 100,0%
RISCHIO
% entro CAV1 13,0% 31,3% 20,5%
interm  Conteggio 4 7 11
edio o  entro CATEGORIA| 364% | 63,6% 100,0%
RISCHIO
% entro CAV1 17,4% 43,8% 28,2
alto Conteggio 14 3 17
% entro CATEGORIA 82,4% 17,6% 100,0%
RISCHIO
% entro CAV1 99%-=3; +++ 0 60,9% 18,8% 43,6%
++ 100%=4)
Totale Conteggio 23 16 39
% entro CATEGORIA 59,0% 41,0% 100,0%
RISCHIO
% entro CAV1 100,0% | 100,0% 100,0%

c®=3.104 p= 0.05
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Tabella 4.16 Correlazione tra espressione di Cavl e categorie di rischio sec.

Miettinen®?®

Categoria di rischio sec. Miettinen
Nessuno, molto
basso, basso Moderato-alto Totale

CAV1 negativa Conteggio 8 15 23
% entro CAV1 34,8% 65,2% 100,0%
% entro Categoria di rischio 42 1% 75,0% 59,0%
positiva ~ Conteggio 11 5 16
% entro CAV1 68,8% 31,3% 100,0%
% entro Categoria di rischio 57,9% 25,0% 41,0%
Totale Conteggio 19 20 39
% entro CAV1 48,7% 51,3% 100,0%
% entro Categoria di rischio 100,0% 100,0% 100,0%

c?=3.104 p= 0.05

Pur non raggiungendo la significativita statiatsi &€ osservato un trend per quanto

riguardava la correlazione tra espressione di Cavl e la presenza di necrosi e
emorragia: infatti rispettivamente il 76,9% dei casi con aree di necrosi ed il 75%

di quelli con emorragia risultavano negativi per Cavlo Atesso modo il 77,8%

dei casi con invasione della mucosa ed il 75% di quelli con ulcerazione non
esprimevano Cavl (p = ns).

Tut ti [ 5 casi che mostravano al mo ment o
di organi o strutture adiacenti erano negagiegr Cavl con una correlazione ai

[0 mi ti dell a significativita statistica
che presentavano metastasi sincrone o metacrone non esprimevano Cavl
(p=0.08).

L'’ espressione della Cavl ameotacorla setleat a c o
primitiva del tumore (p=0.47) ma |’ 81, 3%
localizzati nello stomaco.

La positivita per Cavl non é stata associata in modo significativo a p130Cas ma e

stata osservata in 3 casi la presenza di urerogtneita intratumorale

del |’ espressione delle due proteine con

11
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sel ezionar e cl oni di fferenti al |l i nterno

(Fig 4.10).

C e ‘ \ d & "

(S

.....

aree speculari nello stesso campione di GIST (a, b: piccolo ingrandimento; c,d: inset

a maggiore ingrandimento)

La Cavl non hawiamente dimostrato alcuna associazione con la risposta alla
terapia con Glivec e con |l a resistenza ¢
casi positivi per la proteina non sono stati trattati con Glivec, in virtu anche delle

loro migliori caratterischéiologiche e prognostiche.

e) Valutazione di p130Cas in linee cellulari di GIST

In questo studio, per capire quali vie di segnalazione siano attivate da
p130Cas/BCAR1 nei GIST, sono stati condotti esperimenti in vitro utilizzando

linee cellulari di GIST sasibili e resistenti alla terapia con imatinib. Le linee
cellul ari di GI ST sensibili all i matinib

lentivirali che trasportavano il cDNA di p130Cas. | risultati ottenuti tramite

114
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western blot indicano come aliivélli di p130Cas siano sufficienti ad indurre

|l > attivazione di KI'T e dell e suéllvie di
A-B) , in modo analogo agl:. event.i descril
secondaria. Al contrario il silenziamento di3®Cas nelle linee cellulari di GIST

resistenti (GIST430R) determina una ridotta attivazione ed espressione di KIT e

dei suoi effettori a valle (Fig 4.11-B).

Fig. 4.11A-B) Analisi di Western Blot in linee cellulari di GIST sensibili
(G1ST882) e resistenti (GIST430), in cui é stata rispettivamente iperespressa
e silenziata p130Cas.

Ulsrsse
A B CTR  ovaCm  CTR

GISiss2 GIS1430 PIIOCas
CTR overCas  CTR shCars
e —
PC-KIT —

e S ee—
C.KI1 - v . S—
PAUR — e -

HSPYO — — —

TRED —— S, -

Vi —— ——
Qui ndi | i perespressione di pl30Cas I n
all’”imatinib induce un’ attivazione forte
diametralmente opposto’ li ni bi zi one del I a proteina n
sufficiente per ridurre | attivazione di

f) ESPRESSIONE DI p130Cas NEI TUMORI PRIMITIVI-

Analisi descrittive

I n considerazione di guest. espae i ment i
immunoistochimica di p130Cas nei 39 campioni di tumore primitivo: 37 casi
primitivi (95% circa) sono risultati positivi per p130Cas ma con differenti gradi di
intensita (da + a +++/ddike) (Tab. 4.17) e di estensione (dal 10 al 100% delle

cellule neplastiche) (Fig. 4.12, 4.13) . Gli unici 2 casi negativi o0 sostanzialmente
negativi della casistica erano KIT e PDGFRA wiijghe (Fig. 4.14).

11¢
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Tabella 4.17 Espressione di p130Cas nei GIST primitivi

pl30Cas
- negativa 2 (5,1%)
- positiva 37 (94,9%)
A+ 18 (48,7%)
A ++ 11 (29,7%)
A +++ 8 (21,6)
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oy

Fig. 4.14 GIST negativo per p130Cas

Tutti gli 8 casi intensamente positivi (++&fano associati a categorie di rischio
moderatealto sec. Miettinen (p=0,01) (Tab. 4.18) e avevano presentato sintomi
all’  esordio (Tab. 4.19).

Tabella 4.18 Correlazione tra espressione di p130Cas e categorie di rischio sec.

Miettinen®?®

Categoria di rischio sec.
Miettinen
Nessuno, molto | Moderato-
basso, basso alto Totale

pl30cas Negativa/ Conteggio 2 0 2
sostanzialmente o4 entro p130cas 100,0% ,0% 100,0%

negativa % entro Categoria di rischio 10,5% ,0% 5,1%
Debolmente Conteggio 11 7 18

positiva (+) % entro p130cas 61,1% 38,9% 100,0%

% entro Categoria di rischio 57,9% 35,0% 46,2%

Moderatamente  Conteggio 6 5 11

positiva (++) % entro p130cas 54,5% 45,5% 100,0%

% entro Categoria di rischio 31,6% 25,0% 28,2%

Intensamente Conteggio 0 8 8

positiva (+++) % entro p130cas 0% 100,0% 100,0%

% entro Categoria di rischio ,0% 40,0% 20,5%

Totale Conteggio 19 20 39
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% entro p130cas

% entro Categoria di rischio

100,0%

48,7%

51,3%

100,0%

100,0%

100,0%

c®=10.961 p= 0.01

Tabella 4.19 Correlazione tra espressione di p130Cas e presenza di sintomi

all’esordio
pl30cas
Negativa/
sostanzialmente | Debolmente | Moderatamente | Intensamente
negativa positiva (+) positiva (++) positiva (+++) Totale
SINTOMI assenti  Conteggio 2 3 5 0 10
% entro 20,0% 30,0% 50,0% 0% 100%
SINTOMI
% entro 100,0% 16,7% 50,0% 0% 26,3%
p130cas
presenti Conteggio 0 15 5 8 28
% entro ,0% 53,6% 17,9% 28,6% 21,1%
SINTOMI
% entro ,0% 83,3% 50,0% 100% 100%
pl30cas
Totale Conteggio 2 18 10 8 38
% entro 5,3% 47,4% 26,3% 21,1% 100%
SINTOMI
% entro 100,0% 100,0% 100,0% 100% 100%
pl30cas
c?= 12,214 p= 0.007
L’ 87,5% dei casi Il Nntensamente positiuvi

unici 4 casi con pattern dtéike) mostravano mutazioni in-kit (Tab. 4.20

p=0.05), al contrario nessuno dei 6 casi PDGFRA mutati mostravano una

positivita intensa per p130Cas pur non raggiungendo la significativita statistica

(p=0.1).
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Tabella 4.20 Correlazione tra espressione di p130Cas e stato mutazione di c-kit

p130cas
Negativa/
sostanzialmente Debolmente Moderatamente | Intensamente Totale
negativa positiva (+) positiva (++) positiva (+++)
CKIT WT Conteggio 2 5 6 1 14
% entro CKIT 14,3% 35,7% 42,9% 7,1%
% entro p130cas 100,0% 27,8% 54,5% 12,5%
MUTATO Conteggio 0 13 5 7 25

% entro CKIT

% entro p130cas

,0%

,0%

52,0%

72,2%

20,0%

45,5%

28%

87,5%

100%

64,1%

Totale

Conteggio
% entro CKIT

% entro p130cas

2

5,1%

100,0%

18

46,2%

100,0%

11

28,2%

100,0%

8

20%

100,0%

39

100%

100%

9 pazienti (9/39 23%) sono stati trattati con imatinib e 3 di questi hanno

c?= 7,653 p= 0.05

sviluppato resistenza secondaria dopo una iniziale risposta. Un ulteriore caso

privo del campione primitivo ma comprendente solo recidive istologiche e stato
tratato con imatinib e ha sviluppato resistenza secondaria. Sebbene la bassa

numerosita campionaria dei pazienti trattati non abbia permesso di condurre

anal

(90-100% delle cellu e

S i

st at

i st

ma

camen

con

t e

positivita

var

significative,
abi

S

| e

casi che hanno sviluppato resistenza secondaria e in realta anche nel restante caso

resistente il primo campione primitivo risultava debolmente positivo solo nel 10%

delle cellule, ma alla teaz recidiva (preglivec) la positivita era nettamente

incrementata al 100% delle cellule.

Inoltre i 4 casi che hanno dimostrato una progressione di malattia durante il

trattamento con imatinib erano tutti diffusamente positivi per p130Cas (100%

++/+++).

Dal punto di vista prognostico p130Cas non ha mostrato nessuna correlazione

statisticamente significativa con le altre variabili clinjgatologiche in esame, si &

pero

osservato u

n trend

per

quanto

r

gua
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casi inensamente positivi per la proteina mostravano un numero di mitosi > 5/50
hpf (p=0.08).

g) ESPRESSIONE DELLA CAVEOLINA-1 E DI p130Cas
NELLE RECIDIVE TUMORALI

Nessuno degli 11 campioni (relativi a 7 pazienti) di recidiva tumorale analizzati
esprimeva Cav{p=0.01), al contrario non €& stata dimostrata alcuna associazione
tra la positivita per p130Cas valutata nel gruppo dei tumori primitivi rispetto ai
campioni delle recidive neoplastiche. In 6 dei 7 casi con uno o piu campioni di
recidiva tumorale si € oss&to perdo un incremento della quota di cellule
neoplastiche positive per p130Cas (o0 una stabilita nel caso di massima positivita

100% +++) (Fig. 4.15-b)
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Fig. 4.15 a-b) Incremento della quota di cellule neoplastiche positive per p130Cas
dal tumore primitivo (a: 10%o delle cellule debolmente positive) a quello della terza
recidiva neoplastica nello stesso paziente (b: 100% delle cellule debolmente positive)

g) ANALISI DI SOPRAVVIVENZA

E’ stata valutata | a corlose helozstudineela t r a | e
sopravvivenza globale (OS) e quella libera da malattia (DFS), che e stata calcolata
dal momento dell’”intervento chirurgico ¢

controllo di followup.

Anche in considerazioni delle caratteristichénico-patologiche descritte nei

paragrafi precedenti, in analisi univariata la positivita per Cavl correlava con una
prognosi migliore, sia in termini di sopravvivenza globale (p=0.02) (fig 4.16) che

di soprawvivenza libera da malattia (p=0.01) (fig 4,17)modo parallelo a quanto
precedentemente dimostrato con i casi PDGFRA positivi (p=0.007) con un valore

di p ancora piu significa-tp(figdl8dopo |’ aggi
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Funzioni di sopravvivenza
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Figura 4.16 Curve di Kaplan-Meyer di OS in relazione all’espressione di Cavl
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Figura 4.17 Curve di Kaplan-Meyer di DFS in relazione all’espressione di Cavl
p=0.01
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Funzioni di sopravvivenza
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Figura 4.18 Curve di Kaplan-Meyer di DFS in relazione all’espressione di PDGFRA
p=0.007

L'’ espressione di

PDGFRA

non

costituiva

Come atteso, le categorie di rischio sec. Miettifirtratificate nei 2 gruppi

(rischio nessuno, molto basso e basso vs rischio modegdto) sono risultate un

fattore predittivo di DFS (0,04) (fig. 4.19), mentre non € stata dimostrata una

correl

azi

one

con

O0S.

n

modo

ahal ogo

stratificate nei due gruppi (rischio molto basso e basso vs intermedio) hanno

dato gli stessi risultati nelle analisi di DFS (p=0.02) (fig 4.20).
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Figura 4.19 Curve di Kaplan-Meyer di DFS nei due sottogruppi delle categorie di

rischio sec. Miettinen®®

(rischio nessuno,molto basso e basso vs rischio moderato e alto)

p=0.04

Funzioni di sopravvivenza

0,87

0,67

0,44

sopravvivenza cumulata

0,01

L rischio molto basso e basso

— . +

rischio intermedio e alto

I 1 1 1
00 50,00 100,00 150,00 200,00

DFS IN MESI

1
250,00

CATRISCHIO
(FLETCHER)
-
M2
—t1-troncata
= 2-roncata

Figura 4.20 Curve di Kaplan-Meyer di DFS nei due sottogruppi delle categorie di

rischio sec. Fletcher?®

(rischio molto basso e basso vs rischio moderato e alto)

p=0.02
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Anche dopo | aggi-wp nla’'memd ioc & ermnetfdmdl il ocov st
gruppi (<« 5/ 50HPF vs > 5/50 HPF; p=0.001
vs > 5%; p< 0.0001) sono risultati essere correlati con la DFS (fig. 4.21, 4.22) con

un miglioramento della significativita statistica, mentre non sono stati associati

con | OS.
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Figura 4.21 Curve di Kaplan-Meyer di DFS nei due sottogruppi di indice mitotico (<
5/50 HPF vs > 5/50 HPF)

p=0.001
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Figura 4.22 Curve di Kaplan-Meyer di DFS nei due sottogruppi di indice
proliferativo MIB1 (< 5% vs > 5%)

p< 0.0001
Con | rnaangngoidel follow up anche la presenza di sintomi alla diagnosi si

associava con una ridotta DFS (p=0.02) (fig. 4.23), mentre la sede gastrica della

neoplasia era correlata ad una migliore DFS (p=0.002) (fig. 4.24).
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Figura 4.23 Curve di Kaplan-Meyer di DFS in relazione alla presenza di sintomi alla
diagnosi

p=0.02
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Funzioni di sopravvivenza
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Figura 4.24 Curve di Kaplan-Meyer di DFS in relazione alla sede tumorale
p=0.002

Altre variabili, risultate statisticamente non significative per la DFS, sono state il
sesso, lagnest |lamoadlith @i diadnosi, le dimensioni tumorali, il tipo di
intervento chirurgico, la presenza di complicanze popte r at or i e, I
immunoistochimica di CD117, di p130Cas, la sede delle mutazioni in KIT e la
localizzazione e il tipo di mationi in PDGFRA. Si & osservato pero un trend per
quanto riguarda il tipo di mutazione in KIT: infatti, come precedentemente
pubblicato, i tumori con delezioni e inserzioni mostravano una ridotta DFS
rispetto a quelli con mutazioni puntiformi, deleziomsieme a mutazioni

puntiformi e duplicazioni (p=0.07) (fig. 4.25).
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Funzioni di sopravvivenza
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Figura 4.25 Curve di Kaplan-Meyer di DFS in relazione al tipo di mutazione in KIT
stratificato nei 2 sottogruppi (mutazioni puntiformi, delezioni + mutazioni
puntiformi e duplicazioni vs delezioni e inserzioni)

p=0.07

Allo stesso modo pur non raggiungendo la significativita statistica € emerso come

i casi intensamente positivi per p130Cas abbiano una DFS ridotta (fig. 4.26).
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Figura 4.26 Curve di Kaplan-Meyer di DFS in relazione all’espressione di p130Cas
p=0.71
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h) ANALISI MULTIVARIATA DI DFS

Con regressione di Cox (anal i si mul ti v
indipendente risultava essere la sede della neoplasia primithva ¢.629 p=
0.04)
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4.4 DISCUSSIONE

Questo lavoro si e prefisso di valutare il ruolo delle proteine Cavl e p130Cas in

una casistica di GIST.

I risul tatdi dell o studio hanno di mostr at
GIST sia associata ad una prognosi favorevoléermini di sopravvivenza sia

globale sia libera da malattia. La positivita per tale proteina identifica un
sottogruppo di tumori con comportamento biologico meno aggressivo
caratterizzati da un ridotto numero di mitosi ed indice proliferativo e da ceego

di rischio non alto secondo entrambe le classificazioni di Fleftaaviettineri.

Tale sottogruppo si associava e sovrapponeva con i casi PDGFRA mutati e con
positivita immunoistochimica per PDGFRA. Questi ultimi, come avevamo
precedentmente dimstratd™* erano anche essi caratterizzati da una migliore

DFS. Tale associazione con PDGFRA ha un substrato molecolare in quanto
differenti studi hanno dimostrato che tale recettore inizia la trasduzione del
segnale dalle caveol#é 3*°1997). Le caeolae costituiscono infatti la principale
localizzazione dei PDGFR sulla superficie cellulare e al momento del legame del

PDGF con il suo recettore molte proteine delle caveolae vengono fosforilate nei
residui tirosinici. A agiene delacChvii aon BhNB GF st i
fosfoproteina di 190kDa. Successivamente €& stato dimostrato come le Cavl e

Cav 3, ma non | a Cav?2, i ni bi scano | aut c
modalitad dosealipendent®® La Cavl & quindi un altro fattore di regolazione

d e attivitd chinasica del PDGFRA.

Da un punto di vista biologico si pud ipotizzare che Gavl, che
caratteristicamente e particolarmente espressa in cellule di natura mesenchimale
terminalmente differenziate come endotelio, adipociti e cellule muscolari
riconosca, fra le cellule tumorali dei GIST, quelle che mantengono maggiormente

un fenotipo differenziato in senso me s €
dalla sua associazione con la presenza di una differenziazione in senso muscolare

liscio/ mista muscalre liscieneurale. Come giavelenziato in precedenza la

Cavl ha inoltre un ruolo fondamentale come modulatore maggiore del signalling

nelle ICC, che sono le cellule da cui originano proprio i GIST. In considerazione

di ci 0 |’ espr ess beomppresentare lua dat€ aivniaggipr@ t r e b
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| egame e somiglianza con | a componente
tre casi di una eterogeneita intratumor a
pl30Cas, come a sel ezi oddlastessatunooreidel di f f er

singolo paziente, potrebbe analogamente riflettere la presenza di aree con
maggiore differenziazione. La dowagolazione o perdita della Cavl potrebbe
contribuire o seguire alla trasformazione maligna e alla dedifferenziazione in

modo simile a quanto dimostraitoaltri sarcomf>®.

Concludendo si pud supporre che la Cavl potrebbe avere quindi nei GIST un

ruolo di soppressore tumorale.

L"intensa positivita riscontrata per p1:¢
interesse osservateer la prima volta in una casistica di tali tumori e la frequenza

di positivita per tale proteina € superiore a quella per CD117 (95% circa vs
89,7%). La positivita intensa € stata correlata significativamente con la categoria

di rischio moderat@lto sec Miettinen e con la presenza di sintomi alla diagnosi,
contrariamente a quanto riscontrato per Cavl. Inoltre la descrizione di un
incremento della positivita nelle recidive di malattia potrebbe suggerire una
selezione di cloni piu aggressivi con iperesgiene della proteina. Questi

risultati, anche se preliminari e non correlati significativamente con altre
caratteristiche clinicgatologiche dei tumori in esame, potrebbero essere
suggestivi per una associazione di pl30Cas con GIST dal comportamento
biologico piu maligno.

L’ evidenza di una associazione tra |’ esp
di mutazioni in KIT costituisce un altro elemento diametralmente opposto a

guanto osservato con Cavl, come a ipotizzare che le due proteine identifichino
sottogruppi bi ol ogicamente differenti al |
Nonostante i risultati in vitro abbiano suggerito un coinvolgimento di p130Cas nei
meccanismi di tumorigenesi e resistenza, la valutazione della proteina sui
campioni istologici non ha dimostratm uuolo definito di p130Cas come fattore
predittivo di ri sposta all’”imatini b, ma
numero di pazienti trattati e in particolare che hanno sviluppato resistenza
secondari a. Sarebbe | nfsaohed pl3DQas miumaa bi | e
casistica piu ampia di pazienti affetti da GIST e sottoposti a trattamento, suddivisi

in tre categorie in base alla risposta t

risposto, pazienti con resistenza primaria e secondariaridditesperimenti in
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vitro dovrebbero essere condotti per testare se le alterazioni dei livelli di p130Cas

siano sufficienti per mediare la resistenza a imatinib. Le cellule GIST882 wt e
sovraesprimenti p130Cas e le cellule GIST430R wt e silenziate p80Qds

dovranno essere trattate con imatinib ed eseguiti esperimenti per valutare la
sopravvivenza di queste cellule dopo la terapia.

L’ aggi or na meuptha indtre tonférmakoli reswitati precedentemente
pubblicati nel 2011 relativi al ruolo progo st i co del | " espr
i mmunoi stochimica di PDGFRA, del |l a sede
mitotico e delle categorie di rischio sec. Fletéher Miettine? (in precedenza

non considerate nella valutazione), migliorando per molte variakli |
significativita statistica.

| risultati osservati in questo studio sia per Cavl sia per pl30Cas necessitano
quindi di una validazione su una casistica piu ampia e multicentrica. Sono inoltre
necessari ulteriori studi per caratterizzare il meccanisnapdinregolazione di

Cavl nei GIST e per valutare leffetto diretto dell'inibizione di pl130Cas
utilizzando xenograft derivati da campioni di GIST.

lareespressione ectopica di Cavl o |’ intr
domai n” ( CSD) tuipectiovesojziore terapeutiohesnieiiGIST. Infatti

|l i nduzione del |l espressione di Cavl ha
di cellule di carcinoma della mammeltd e la capacita invasiva di cellule

tumorali pancreatheé®* e della mammelf4?

E' stato infatt:i di mostrato come -l inocu
terminale della sequenza di internalizzazione della Drosophila antennapedia (AP)

in tumori murini impiantati in sede sottocutanea inibisca la progressione tumorale
tramite lariduzione della permeabilita vascolare ed un effetti-amgiogenico

direttc®®?,

Inoltre una migliore e piu precisa conoscenza delle proteine e molecole di
signalling che interagiscano con Cavl potrebbe costituire la base per lo sviluppo

di nuove terapia bersaglio nei GIST.

Allo stesso modo pl130Cas e i suoi effettori a valle potrebbero quindi essere

studiati come nuovi bersagli terapeutici mirati.
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