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RIASSUNTO
Piu del 90% dei carcinomi della vescica nei paesi industrializzati ¢ di tipo uroteliale e la
maggior parte, circa il 70-80%, delle neoplasie uroteliali € non muscolo invasivo alla prima
diagnosi. Le neoplasie non invasive possono essere distinte in due categorie separate: piatte e
papillari. 11 70-75% ¢ di tipo papillare e piu del 50% ¢ di basso grado. Le neoplasie uroteliali
non muscolo invasive nel 50-70% dei casi recidivano, mentre nel 15-25% progrediscono ad
uno stadio piu alto. Le neoplasie papillari non muscolo invasive possono presentare
eterogeneita sia dal punto di vista istologico che nella prognosi. L’origine della neoplasia
uroteliale della vescica rimane ancora incerta, tuttavia analisi istologiche e molecolari della
struttura dell’urotelio, costituito da cellule basali, intermedie e luminali, hanno fornito
importanti indizi sulla cancerogenesi delle neoplasie vescicali papillari e non papillari e sulla

loro intrinseca eterogeneita.

Il modello di cancerogenesi attualmente piu accreditato prevede un iniziale ‘field effect’ su
tipi differenti di cellule uroprogenitrici con espansione cellulare guidata da geni precursori
(FR) diversi, alcuni innescano ’espansione di cellule progenitrici intermedie portando allo
sviluppo di carcinomi papillari di tipo luminale, altri guidano 1’espansione delle cellule
progenitrici basali portando allo sviluppo di carcinomi di tipo basale. Virtualmente tutte le
neoplasie papillari di basso grado superficiali sono di tipo luminale, il 50% delle neoplasie
invasive evolve da preesistenti lesioni papillari che sono di tipo luminale ma che diventano di
alto grado perdendo i1 geni di soppressione tumorale come PTEN, PT53 e RBI, mentre il

restante 50% dei tumori presenta un fenotipo basale.

L’introduzione di tecnologie capaci di catalogare I’intero genoma, 1 pattern di espressione del
mRNA e le alterazioni del DNA in una certa neoplasia ha permesso di approfondire la

conoscenza dell’eterogeneita delle neoplasie vescicali, mettendo in evidenza sottotipi



molecolari, con pattern di espressione genica basale, luminale e con caratteristiche intermedie,

all’interno di carcinomi vescicali muscolo invasivi € non muscolo invasivi.

Diversi studi sono stati effettuati per identificare dei marker immunoistochimici da utilizzare
come surrogato per classificare il carcinoma della vescica muscolo invasivo nei sottotipi

molecolari basale, luminale e in quelli con caratteristiche intermedie.

Il nostro studio si € proposto di determinare lo stato di espressione immunoistochimico nei
carcinomi papillari vescicali non muscolo invasivi, utilizzando CK20 e CK5/6 come surrogato
dei fenotipi luminale e basale. Inoltre, abbiamo indagato le differenze tra i sottotipi
immunoistochimici molecolari ottenuti ¢ la sopravvivenza libera da recidiva, libera da
progressione e la sopravvivenza tumore-specifica nelle neoplasie vescicali non muscolo

invasive.

Lo studio si basa su una serie di 147 pazienti con tumori primitivi della vescica non muscolo
invasivi trattati tra il 2003 ed il 2015. L’eta media dei pazienti alla diagnosi era di 66,88 anni
(range 29-93). D1 questi 147 casi, 110 pazienti avevano un carcinoma papillare non invasivo
(pTa), di questi 95 erano di basso grado e 15 di alto grado, 1 restanti 37 casi erano carcinomi
di alto grado infiltranti il connettivo sotto epiteliale (pT1). Il follow-up dei pazienti ha avuto

una durata di 76 mesi.

Utilizzando 1 marker CK20 e CK 5/6 abbiamo potuto suddividere i nostri casi in quattro
sottotipi: luminale, basale, misto e negativo. Di seguito abbiamo posto in relazione i sottotipi
immunoistochimici molecolari individuati con la sopravvivenza libera da recidiva, libera da
progressione e tumore-specifica, ottenendo per il sottotipo luminale, nei carcinomi uroteliali
papillari di alto grado in stadio sia pTa che pT1, un valore predittivo di maggiore aggressivita,

mentre il sottotipo misto ¢ risultato il meno aggressivo.



Quindi I’espressione immunoistochimica dei marker CK20-CK5/6 potrebbe essere usata per
classificare 1 carcinomi vescicali non muscolo invasivi in sottotipi molecolari con diversa

prognosi.

Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per indagare la correlazione tra i sottotipi molecolari
dei carcinomi vescicali non muscolo invasivi e la riposta alla terapia e per sviluppare

pienamente il potenziale di questa classificazione e la sua introduzione nella pratica clinica.



INTRODUZIONE
I1 carcinoma della vescica ¢ la 9° neoplasia maligna diagnosticata nel mondo. Piu del 90% dei
carcinomi della vescica nei paesi industrializzati ¢ di tipo uroteliale e la maggior parte, circa il
70-80%, delle neoplasie uroteliali ¢ non muscolo invasiva alla prima diagnosi'?. Queste
possono essere distinte in due categorie separate: piatte e papillari, sulla base del loro pattern
di crescita in relazione alla superficie uroteliale della mucosa circostante. Questi due tipi di

lesione possono presentarsi separatamente o in combinazione.

Approssimativamente il 70-75% delle neoplasie non muscolo invasive ¢ di tipo papillare e piu

del 50% ¢ di basso grado®*>.

Le neoplasie uroteliali non muscolo invasive nel 50-70% dei casi recidivano, mentre nel 15-
25% progrediscono ad uno stadio piu alto®. I pazienti con neoplasie uroteliali non muscolo
invasive richiedono uno stretto follow-up e cid causa un aumento di spesa per il sistema

sanitario”®°.



CLASSIFICAZIONE DEI CARCINOMI UROTELIALI NON MUSCOLO INVASIVI
Lesioni piatte
Carcinoma uroteliale in situ (CIS). Neoplasia priva di architettura papillare, costituita da
cellule pleomorfe francamente atipiche con estensione limitata all’urotelio. Le cellule perdono
il loro normale orientamento o polarita e presentano nuclei ipercromatici, con nucleoli

prominenti. Si possono osservare mitosi in tutti gli strati.

I carcinoma uroteliale in situ possiede delle varianti morfologiche che non ne modificano la
prognosi ma sono utili al fine della diagnosi istologica: piccole cellule, grandi cellule,

denudato e pagetoide!® (Figura 1A e B).

Figura 1. Carcinoma uroteliale in situ (A); carcinoma uroteliale in situ di tipo pagetoide (B).




Il carcinoma in situ ¢ spesso multifocale e pud presentarsi come tale nella vescica, ma anche

nel tratto urinario superiore e nell’uretra''.

Dal punto di vista clinico il carcinoma uroteliale in situ puo essere classificato come: tumore
primario se isolato in assenza di un precedente o concomitante tumore papillare e in assenza
di un precedente CIS; tumore secondario se individuato durante il follow-up di pazienti con
un precedente tumore non CIS; tumore sincrono quando si osserva simultaneamente a ogni

altro tumore uroteliale nella vescica'?.

Lesioni papillari

I carcinomi uroteliali papillari sono le neoplasie non muscolo invasive di piu frequente
riscontro. Il primo sistema di ‘grading’ largamente accettato per le neoplasie uroteliali
papillari ¢ stato quello introdotto nel 1973 dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS)
che divideva i tumori uroteliali papillari in 4 categorie: papilloma, carcinoma di grado 1,
carcinoma di grado 2 e carcinoma di grado 3'3. Il grado istologico si basava sul grado di
anaplasia presente definito come: incremento della cellularita, affollamento nucleare, perdita
della polarita cellulare, mancanza di differenziazione dalla base alla superficie, polimorfismo
nucleare, dimensioni irregolari delle cellule, variazioni nella forma e nel pattern cromatinico
dei nuclei e presenza di mitosi. I tumori di grado 1 possedevano il minimo grado di anaplasia
compatibile con la diagnosi di malignita, i tumori di grado 3 avevano il piu severo grado di

anaplasia e 1 tumori di grado 2 avevano un grado di anaplasia intermedio.

Per oltre due decenni questa classificazione ¢ stata utilizzata e considerata di riferimento dai
patologi, urologi ed oncologi in tutto il mondo. Agli inizi degli anni 90 sono emerse alcune

criticita che hanno reso necessaria una rivalutazione dell’approccio a questa classificazione:



1) Alcuni gruppi di ricerca espressero delle perplessita nel chiamare carcinomi delle neoplasie

papillari di grado 1;

2) L’uso di terapia endovescicale come pratica standard nel trattamento di tumori papillari

non invasivi di alto rischio richiedeva che i1 tumori di alto rischio fossero identificati;

3) La classificazione del WHO 1973 era criticata per I’imprecisione dei criteri istologici,
portando molti patologi a creare cinque gruppi di gradi anziché tre (1, 1-2, 2, 2-3 e 3) con

I’effetto di confondere 1 clinici.

Nel 1998 I'ISUP (International Society of Urological Pathology) in associazione con ’OMS
ha proposto di modificare il sistema di classificazione delle neoplasie non invasive sia piatte
che papillari, soprattutto riguardo alle neoplasie papillari'*. Questa proposta fu accettata
definitivamente nel 2004 con la sua pubblicazione nel “WHO Blue book’ e attualmente

mantenuta nella 4° edizione del “WHO Blue book’ del 2016' (Tabella 1).

Il sistema di classificazione introdotto nel 2004 divide i1 tumori papillari uroteliali in:
neoplasia papillare uroteliale a basso potenziale di malignita (PUNLMP), carcinoma

uroteliale papillare di basso grado e carcinoma uroteliale papillare di alto grado.

Per le neoplasie uroteliali papillari il sistema di classificazione dell’OMS 2004-2016 richiede
la wvalutazione del livello di disordine architetturale e citologico a basso e medio
ingrandimento (100x e 200x). Definendo il disordine architetturale come anomalie
nell’orientamento delle cellule tra loro e la membrana basale delle papille, mentre definisce il
disordine citologico come anomalie relative alla dimensione e forma nucleare e le

caratteristiche della cromatina'*'® (Tabella 2).



Neoplasia uroteliale papillare a basso potenziale di malignita (PUNLMP).

Queste lesioni in parte, se non completamente, corrispondono ad una parte dei carcinomi
uroteliali papillari di grado 1 secondo la classificazione del OMS 1973. La lesione consiste di
delicate papille che mostrano poca o nessuna fusione, il rivestimento uroteliale appare
iperplastico per ’aumento del numero degli strati dell’epitelio, con minime irregolarita
architetturali e polarita conservata. Dal punto di vista citologico questa neoplasia presenta
nuclei lievemente ingranditi e piu affollati rispetto all’urotelio normale, con nucleoli assenti o
incospicui e cromatina uniforme. Le mitosi sono rare ¢ quando presenti sono limitate allo

strato basale® (Figura 2A).

Alcuni studi hanno dimostrato che la PUNLMP ha una prognosi piu favorevole rispetto al
carcinoma uroteliale papillare di basso grado, con un basso rischio di recidiva oltre a una

minor probabilita di progredire a diverso grado o stadio!”1819-20:21.22,23,24.25.26

Carcinoma uroteliale papillare di basso grado.
Molte di queste lesioni sarebbero state in parte considerate di grado 1 e in parte (circa il 70%)

di grado 2 secondo la classificazione del OMS 1973.

\

La lesione ¢ caratterizzata da papille delicate ed estesamente ramificate che appaiono
relativamente ordinate a basso ingrandimento anche se un minimo grado di fusione puo essere
presente, a maggior ingrandimento si identificano un certo grado di perdita di polarita
cellulare cosi come modesta irregolarita e pleomorfismo nucleare, la cromatina rimane fine e 1
nucleoli piccoli. Le mitosi possono essere presenti o0 meno, ma di solito non sono atipiche e

possono essere presenti anche lontane dallo strato basale?’ (Figura 2B).

Il carcinoma uroteliale papillare di basso grado ha un tasso di recidiva e di progressione ad un
piu alto stadio piu alto della PUNLMP, mentre nei confronti del carcinoma uroteliale papillare

di alto grado presenta un tasso di recidiva simile ma un tasso di progressione ad un piu alto
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stadio significativamente piu basso’®**30, Per questo tipo di neoplasia ¢ stato riportato in

letteratura un tasso di recidiva media del 50% e un tasso medio di progressione del 10%?>".

Carcinoma uroteliale papillare di alto grado.

Tutte le neoplasie di grado 3 e parte (circa il 30%) delle neoplasie di grado 2 secondo la
classificazione OMS 1973 appartengono attualmente a questa categoria. Questo tipo di
neoplasia & caratterizzata da papille che possono essere fuse, dando alla neoplasia
un’apparenza solida esofitica. Lo spessore dell’urotelio ¢ variabile e il disordine cellulare, la
variazione di forma e di dimensione dei nuclei e il pleomorfismo nucleare sono gia visibili a
basso ingrandimento. La cromatina ¢ azzollata ed irregolarmente distribuita e i nucleoli sono
irregolari ed evidenti. Le mitosi sono numerose, in tutti gli strati dell’urotelio e talora sono

atipiche (Figura 2C).

Questi tumori spesso sono associati a malattia invasiva all’epoca della diagnosi®’, e
complessivamente presentano un tasso di progressione, cio¢ di evoluzione a carcinoma

invasivo, che va dal 15-40%.

Tabella 1. Corrispondenza tra i carcinomi uroteliali papillari classificazione OMS 1973 e
OMS 2004-2016

OMS 1973 OMS
2004-2016
Grado 1 PUN-LMP

Grado 2 Basso Grado

»
\:
»

>

»

Ll

Grado 3 Alto Grado
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Tabella 2. Caratteristiche morfologiche: PUNLMP, carcinoma uroteliale papillare di basso

grado e carcinoma uroteliale papillare di alto grado.

Carcinoma Carcinoma
PUNLMP papillare di papillare di alto
basso grado grado
Architettura
Papille Delicate, pocoo  Delicate e Ramificate e
non fuse ramificate fuse
Minimo grado di
fusione
Organizzazione Polarita identica ~ Prevalentemente  Prevalentemente
cellulare al normale ordinate, disordinate, con
malgrado minimi  frequente perdita
Spessore affollamenti e di polarita.
aumentato minima perdita di Spessore
rispetto al polarita. Spessore variabile. Spesso
normale variabile. Coese.  non coese.
Citologia
Dimensioni Possono essere Ingranditi, di Ingranditi, di
nucleari uniformemente dimensioni dimensioni
ingranditi variabili variabili
Rotonda-ovale.
Allungata, Minime
C Pleomorfismo
Forma nucleare rotonda-ovale, variazioni di
: moderato-severo
uniforme forma e contorno
Variazioni
. C marcate sia intra/
Cromatina . Lievi variazioni . )
Fine . . . intercellulari, con
nucleare intra/intercellulari . )
ipercromasia
Assenti o Irregolari e
Nucleoli } . Piccoli evidenti
incospicui
Di solito
o . ionalmen fr nti, in tutti
Mitosi Rare, basali .Occas‘o aime ‘te eque t > In tutt
in tutti gli strati gli strati
. P n T
Cellule . Solitamente OSSONO essere
. . Presenti . assenti
cupoliformi presenti

*Se presenti, sono piccoli e regolari e non accompagnati ad altre caratteristiche del carcinoma di alto

grado.
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Figura 2. Neoplasia uroteliale papillare a basso potenziale di malignita (A); carcinoma

uroteliale papillare di basso grado (B); carcinoma uroteliale papillare di alto grado (C).

ETEROGENEITA NEL GRADO DEL CARCINOMA UROTELIALE PAPILLARE

L’eterogeneita nel grado ¢ una caratteristica dei carcinomi uroteliali papillari, attualmente
I’approccio piu utilizzato per graduare queste neoplasie si basa sulla componente di piu alto
grado presente. Alcuni autori sostengono che potrebbe essere utilizzato un cut-off del 5% per
classificare la neoplasia come di alto grado®. In uno studio ¢& stato osservato che tumori con
componente di alto grado fino al 10% hanno un comportamento clinico come le neoplasie di
basso grado*. Poiché non c’& nessun consenso tra gli esperti su quale sia la quantitd minima
di neoplasia di alto grado necessaria per la diagnosi di carcinoma uroteliale papillare di alto
grado, appare prudente indicare comunque la proporzione della componente di alto grado
presente nella lesione. Ci sono alcune evidenze che carcinomi uroteliale papillari di alto grado
puri, cio¢ totalmente di alto grado, siano piu aggressivi di quelli misti, ossia con componente

di basso e di alto grado®>.
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STADIAZIONE DEI CARCINOMI UROTELIALI NON MUSCOLO INVASIVI
Lo stadio patologico ¢ un fattore determinante per la prognosi e la gestione del cancro della
vescica. Come in tutti gli organi cavi lo stadio tumorale (T) nella vescica ¢ definito dalla

infiltrazione neoplastica nei vari strati della parete.

I carcinomi vescicali non muscolo invasivi (NMIBC), in accordo al sistema di classificazione
‘Tumor, Node, Metastasis’ (TNM)*, costituiscono un gruppo di neoplasie che comprende i
tumori papillari di basso e alto grado confinati alla mucosa senza invadere la lamina propria
(Ta), tumori piatti di alto grado o carcinoma in situ (CIS) classificato come Tis e i tumori che
infiltrano il connettivo sotto epiteliale della lamina propria posta oltre la membrana basale ma

non la tonaca muscolare propria (T1).

La diagnosi dipende dalla cistoscopia e dalla valutazione istologica del tessuto vescicale
ottenuto attraverso la resezione transuretrale della vescica (TURV) per i tumori papillari o

attraverso multiple biopsie vescicali in caso di carcinoma in situ®’.

Il rischio sia di recidiva che di progressione pud essere stimato per il singolo paziente
utilizzando il sistema di punteggio EORTC per mezzo del quale i pazienti sono stratificati a
basso rischio, a rischio intermedio o ad alto rischio e ci0 ¢ fondamentale per raccomandare

una terapia adiuvante®” (Tabella 3).
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Tabella 3. Gruppi di rischio secondo EORTC.

Gruppi di rischio Caratteristiche

Tumore primario, solitario, <3 cm, Ta
(PUNLMP, carcinomi uroteliali papillari di

Tumor1 a basso rischio basse. geida), no.CIS

Tutti 1 tumori che non rientrano nelle due
Tumore a rischio intermedio categorie adiacenti

Ognuna delle seguenti caratteristiche:

T1

o Carcimomi urotelhiali papillari di alto grado
Tumore ad alto rischio CIS

Tumori Ta di basso grado multipls,
recidivi e > 3 cm

La valutazione della categoria patologica del tumore (pT) ¢ cruciale per la gestione della
neoplasia vescicale e la consapevolezza delle implicazioni cliniche ¢ utile per 1 patologi. La
diagnosi di infiltrazione della tonaca muscolare propria nella TURV determina la scelta di una
terapia piu aggressiva, come la cistectomia radicale, la chemioterapia neoadiuvante o la radio-
chemioterapia*®2°. Anche per i tumori che infiltrano la lamina propria (pT1) e con altre

caratteristiche di alto rischio pud essere presa in considerazione la chirurgia radicale***!,

Nei casi in cui la resezione iniziale ¢ incompleta, cio¢ non ¢ presente la tonaca muscolare
propria, o si hanno carcinomi papillari ad alto rischio e di alto grado non infiltranti la lamina

propria (pTa) o se viene individuato un tumore pT1 ¢ raccomandata la re-TURV.

Diverse problematiche inerenti sia a fattori non anatomici, come frammentazione e artefatti
del tessuto (TURV), che a fattori isto-anatomici possono rendere complicata I’interpretazione

dello stadio.
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In primo luogo sono necessari dei criteri rigorosi nel valutare I’invasione della lamina propria
(connettivo sotto epiteliale) al fine di distinguere un carcinoma uroteliale papillare in stadio
pTa da uno in stadio pT1. I punti chiave da prendere in considerazione sono: la valutazione
dell’interfaccia urotelio-stroma, 1’aspetto morfologico della membrana basale, le

caratteristiche dell’epitelio infiltrante e la conseguente modificazione dello stroma.

I tumori papillari non invasivi (pTa) mostrano un‘interfaccia urotelio-stromale regolare con
membrana basale continua. Al contrario, nei tumori papillari infiltranti la lamina propria
(pT1), 'infiltrazione stromale ¢ caratterizzata da singole cellule o nidi di cellule tumorali con
disposizione irregolare e privi di membrana basale, con possibile differenziazione paradossa;
in alcuni casi il fronte di infiltrazione pud avere un’estensione digitiforme. Inoltre, anche se
non sempre, si pud osservare una reazione fibrosa, inflammazione o modificazione mixoide
dello stroma. L’infiltrazione tumorale non sempre ¢ presente alla base della lesione, ma si pud

osservare nell’asse fibro-vascolare*?.

Sono stati riportati comportamenti eterogenei all’interno del gruppo di carcinomi in stadio
pT1 sia per quanto riguarda la recidiva che la progressione verso un carcinoma muscolo

invasivo43’44’45’46’47

, pertanto suddividere in sotto categorie 1 tumori in stadio pT1 sarebbe di
aiuto nello stratificare queste neoplasie. Nel 2016 1’8° edizione AJCC, pur riconoscendo che
non vi ¢ ancora un metodo ottimizzato per la suddivisione in sotto categorie dei carcinomi
pT1, raccomanda fortemente di fare dei tentativi®®. Cid & stato anche richiesto
dall’ Associazione Europea di Urologia (AEU)!® e, piu recentemente, I'ICCR (‘International
Collaboration on Cancer Reporting’) ha suggerito di utilizzare o la profondita o la dimensione

dell’infiltrazione o utilizzare la muscolaris mucosae per sotto categorizzare la neoplasie

pT1%.
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Sotto categorie per il pT1

Il metodo da utilizzare al fine di sotto classificare le neoplasie pT1 rimane da standardizzare.

Nell’ultimo decennio diversi patologi hanno cercato di formulare dei criteri istologici per

suddividere in sotto categorie i carcinomi pT1.

Sotto categorie isto-anatomiche.

L’approccio piu studiato ¢ 1’utilizzo della muscolaris mucosae (MM) e/o del plesso vascolare
come punti di riferimento’®>!%3% .a MM ¢ posta in corrispondenza della meta superiore
della lamina propria e forma uno strato riconoscibile, anche se non ¢ evidente allo stesso
modo in tutte regioni della vescica, essa ¢ piu evidente verso la cupola e meno nel trigono, per
questo motivo il plesso vascolare, situato pressoché allo stesso livello della MM, ¢ stato

proposto come surrogato della MM quando questa non ¢ riconoscibile (Figura 3)*°.

\

E stata proposta inizialmente una suddivisione in tre livelli del pT1 considerando la MM e il
plesso vascolare: pTla per infiltrazione neoplastica della lamina propria al di sopra della
MM/plesso vascolare, pT1b per infiltrazione che raggiunge lo stesso livello della MM/ plesso

venoso e pTlc al di sotto di questo riferimento isto-anatomico™.

Altri studi hanno proposto una suddivisione a due livelli, piu seguita, pT1la con infiltrazione al
di sopra della MM/plesso venoso e pTlb per I’infiltrazione al di sotto della MM/plesso

Ven05056’57’58’59.

Questo metodo presenta comunque delle difficolta di attuazione, almeno in parte dovute alla

variazione strutturale della lamina propria.
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Sotto categorie per approssimazione.
Approcci meno oggettivi nella sotto categorizzazione delle neoplasie pT1 sono stati proposti,
ad esempio l’infiltrazione focale o multifocale o la percentuale di infiltrazione del tumore

(rapporto tra la componente infiltrante e ’intero tumore)®.

Sotto categorie micrometriche.

Un approccio promettente per la sotto classificazione delle neoplasie pT1 ¢ quello di utilizzare
un cut-off di 0,5 mm misurando a partire dalla membrana basale, come proposto da Van der
Aa e collaboratori®. Lo stadio pT1 era quindi suddiviso in: pTlm (microinvasivo), se
I’infiltrazione neoplastica della lamina propria era minore e¢/o uguale a 0,5 mm, e pTle
(esteso) sia se I’infiltrazione della lamina propria era superiore a 0,5 mm, sia in caso di
infiltrazione multifocale (> 1 focus). Diversi studi hanno applicato questo tipo di approccio,
evidenziando una maggiore riproducibilita nel valutare la sotto classificazione rispetto
all’approccio isto-anatomico®!:6263:646566 Inoltre, nella maggior parte degli studi, questo tipo
di metodo si ¢ dimostrato essere un fattore predittivo indipendente per recidiva, progressione

e morte per malattia nei tumori T1 > 0,5 mm.

Altri cut-off.

Altri cut-off sono stati presi in considerazione sempre considerando la profondita di
infiltrazione. Alcuni autori hanno proposto di suddividere lo stadio pTl in base
all’infiltrazione minore o uguale a 1 mm o maggiore di 1 mm. I risultati ottenuti utilizzando
come cut-off 1 mm sono comparabili a quelli ottenuti con il cut-off di 0,5 mm, evidenziando
un maggior rischio di recidiva, progressione e mortalitd cancro-specifica. Questo cut-off

inoltre & piu pratico da utilizzare®*.

Brimo e collaboratori hanno evidenziato che la profondita di infiltrazione di 3 mm e un

diametro di infiltrazione di 6 mm correlano meglio con la prognosi®’.
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Altri autori, tenendo conto della frammentazione del materiale a seguito di TURV, hanno
evidenziato che la lunghezza complessiva dell’infiltrazione tumorale maggiore o minore di 5

mm si correla con il tempo di recidiva a 6 mesi®.

Figura 3. Disposizione della muscolaris mucosae (MM) e del plesso vascolare nella lamina

propria.
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ORIGINE E CARATTERISTICHE MOLECOLARI DEL CARCINOMA UROTELIALE

L’origine del cancro vescicale rimane ancora incerta, tuttavia analisi istologiche e molecolari

della struttura dell’urotelio hanno fornito importanti indizi.

L’urotelio ¢ composto da tre diversi tipi di cellule distinte in base al loro livello di

differenziazione®® (Figura 4).

1) Le cellule basali, adiacenti alla membrana basale, sono le meno differenziate ed esprimono
le citocheratine basali (CK5/6 ¢ CK 14)®, molecole di ancoraggio alla superficie, come il
recettore per la laminina e la B4 integrina®’° e il recettore dell’acido ialuronico (CD44)”". E
generalmente considerato che a livello di questo strato di cellule risiedano cellule staminali o

uroprogenitrici con la capacita di automantersi’?.

2) Le cellule intermedie poste tra lo stato basale e luminale mostrano una moderata
differenziazione ed esprimono CK 18, CD44 e¢ CK 5/6 a livelli ridotti’>. La capacita
proliferante di questo tipo di cellule ¢ limitata ed ¢ simile alle cellule parzialmente

specializzate di altri tessuti.

3) Le cellule di superficie o luminali sono cellule differenziate in modo terminale ed

esprimono CK 20 e uroplachina’.
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Figura 4. Composizione e differenziazione dell’urotelio normale.
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Origine del carcinoma vescicale

Inizialmente, sulla base di osservazioni patologiche e cliniche si era sviluppato il concetto di
doppia via di cancerogenesi per le neoplasie vescicali papillari e non papillari. Studi svolti
negli anni ‘60 e ‘70, caratterizzati dalla mappatura istologica dell’intera vescica, contribuirono
a documentare che entrambe le forme di neoplasia vescicale si sviluppavano su una diffusa
modificazione iperplastica della mucosa. Questo ha fornito il fondamento per concetto di
un’origine comune delle due forme di carcinoma vescicale a partire da uno stesso ‘field
effect’ (effetto di campo). In questo scenario, eventi secondari erano considerati responsabili

per la dicotomia delle due vie’* (Figura 5).

Dati piu recenti indicano che gli eventi iniziali nelle due vie sono differenti da principio e che

le due forme di carcinoma vescicale originano da distinte cellule uroprogenitrici’>’¢7’.
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Figura 5. Rappresentazione grafica della doppia via come concetto iniziale dell’origine del

carcinoma vescicale.
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Evoluzione del concetto dell’origine del carcinoma vescicale

Studi molecolari su tessuti umani e modelli animali hanno fornito la conferma che 1 tumori
papillari e non papillari si possono sviluppare attraverso due distinti meccanismi. La
mutazione del gene ras attivo sembra essere alla base dell’insorgenza dei carcinomi papillari,
mentre 1’inattivazione delle vie di p53 e RB1 induce la sequenza dall’origine del carcinoma in

situ alla progressione a neoplasia non papillare invasiva’®.

E stato inoltre osservato che la perdita di p53 in uno stato di mutazione dell’H-ras induce
tumori papillari di basso e alto grado senza innescare la capacita infiltrativa, cid suggerisce
che eventi genetici complessi addizionali siano necessari per determinare un fenotipo

pienamente aggressivo e invasivo’>",
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L’identificazione della mutazione dell’FGFR3 in piu del 50% dei carcinomi papillari
superficiali suggerisce un ruolo guida dell’asse FGFR3/ras nella via delle neoplasie
papillari®®, mentre I’amplificazione e la sovra-espressione di MDM2 cosi come la delezione
CDKN2A sono fattori che contribuiscono alla perdita di funzione di p53 e RB1 e I’origine del

carcinoma in situ e la sua progressione’.

Cellula di origine e I’effetto campo

Diversi studi hanno fornito ’evidenza che la cellula uroprogenitrice o cellula staminale ¢ la
probabile sorgente del cancro vescicale®®’%"!. Le cellule staminali cancerose, come la loro
controparte benigna, sono anche regolate attraverso le interazioni con le cellule stromali e i
componenti della matrice extracellulare. La via di segnalazione paracrina, essenziale per
I’embriogenesi, ¢ un regolatore chiave sia per le cellule staminali benigne che per le cellule
staminali cancerose e coinvolge varie ed importanti vie oncogenetiche. Diversi gruppi di
studio hanno riportato che le cellule staminali uroteliali sia cancerose che normali hanno un

fenotipo che ricapitola quello delle cellule uroteliali basali®*33,

L’effetto campo o ‘field effect’ ¢ ritenuto di fondamentale importanza nella cancerogenesi
vescicale, portando le alterazioni che giocano un ruolo essenziale nell’iniziazione del
carcinoma vescicale. Dall’analisi mappata dell’intero organo ¢ stato osservato che I’iniziale
espansione clonale di cellule uroteliali preneoplastiche prende origine dalla delezione di una
megabase di DNA vicina al gene RBI1 sulla regione cromosomica 13q14. Questo tipo di
alterazione ¢ stato osservato non solo nell’urotelio neoplastico, ma anche nell’urotelio
apparentemente normale, solo che in quest’ultimo il soppressore tumorale RB1 non era né
ipermetilato né mutato, suggerendo che altri geni alternativi in questa regione, definiti geni
precursori (FR), siano la causa dell’espansione clonale della neoplasia. Cinque geni FR

(ITM2B, LPAR6, MLNR, CAB39L e ARLI1) sono stati identificati come potenziali
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iniziatori della cancerogenesi vescicale. Questi geni FR agiscono sulla disfunzione del gene
RB1*. La disregolazione dei geni FR puo essere I’alterazione molecolare iniziale associata
con il ’field effect’, mentre la disfunzione del gene RB1 pud essere un evento successivo

associato con lo sviluppo del carcinoma uroteliale della vescica®®.

Alterazioni genetiche simili sono state individuate sia nei carcinomi uroteliali papillari che
non papillari, suggerendo che potrebbero condividere un’origine comune, e che eventi
secondari sarebbero responsabili per la divergenza delle due vie per i carcinomi papillari e
non papillari.

Dr’altro canto, studi piu recenti hanno dimostrato che geni bersaglio a valle di queste regioni

858687 ¢ che quindi le due forme,

sono differenti nelle due forme di carcinogenesi vescicale
carcinomi papillari e non papillari, originano da due differenti cellule uroprogenitrici (Figura

6).

Figura 6. Modello di sviluppo delle neoplasie vescicali luminali e basali da distinte cellule

uroprogenitrici.
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Questo modello®® propone un iniziale ‘field effect’ su tipi differenti di cellule uroprogenitrici.
L’espansione cellulare ¢ guidata da geni precursori (FR) diversi, alcuni innescano
I’espansione di cellule progenitrici intermedie portando allo sviluppo di carcinomi papillari
luminali, altri guidano I’espansione delle cellule progenitrici basali portando allo sviluppo di
cancro basale. Virtualmente tutte le neoplasie papillari di basso grado superficiali sono di tipo
luminale, il 50% delle neoplasie invasive evolve da preesistenti lesioni papillari che sono di
tipo luminale ma che diventano di alto grado perdendo i geni di soppressione tumorale come

PTEN, PT53 e RB1, mentre il restante 50% dei tumori presenta un fenotipo basale3**,

Caratteristiche molecolari del carcinoma vescicale e caratterizzazione immunoistochimica

L’introduzione di tecnologie capaci di catalogare 1’intero genoma, 1 pattern di espressione del
mRNA e le alterazioni del DNA in una certa neoplasia ha permesso di approfondire la

conoscenza dell’eterogeneita delle neoplasie.

I primi studi sono stati effettuati sul cancro della mammella, dove il profilo di espressione
del’mRNA dell’intero genoma ¢ stato utilizzato per identificare i sottotipi molecolari della

neoplasia mammaria®®. Un approccio simile & stato applicato per indagare 1’eterogeneita

molecolare del carcinoma vescicale.

Inizialmente, si era evidenziato come i carcinomi non muscolo invasivi ¢ quelli muscolo
invasivi potessero facilmente essere distinti sulla base del loro differente profilo di
genomico’!. Successivamente sono stati individuati sottotipi molecolari all’interno di

carcinomi vescicali superficiali e muscolo invasivi’?.

Pill recentemente tre gruppi di ricerca’*®*°> hanno utilizzato il profilo di espressione
del’'mRNA dell’intero genoma per identificare sottotipi intrinseci al carcinoma della vescica

muscolo invasivo. Questi tre gruppi di studio osservarono un numero differente di sottotipi di
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neoplasia vescicale muscolo invasiva, ma tutti e tre i gruppi hanno riconosciuto che i sottotipi
molecolari osservati contenevano pattern di espressione genica basale, luminale e altri

sottotipi con caratteristiche intermedie”>*.

96,97,98

Diversi studi sono stati effettuati per identificare dei marker immunoistochimici capaci

di rendere piu agevole la classificazione molecolare dei carcinomi vescicali invasivi.

Dadhania e collaboratori hanno utilizzato GATA 3, CK20, CK18, Uroplachina II, Ciclina D1,
ERBB?2 per identificare i carcinomi uroteliali luminali e CK5/6, CK14 e p63 per i carcinomi
uroteliali di tipo basale e p16, BCL2, actina muscolo liscio, miosina, calponina e desmina per

il sottotipo p53-like®®.

Sijodahl e collaboratori hanno identificato quattro sottotipi di carcinoma uroteliale invasivo:
UroA, UroB, geneticamente instabile e carcinoma a cellule squamose-like e hanno utilizzato
un pannello di marker immunoistochimici quali FGFR3, p63, ERBB2, CCNB1, CKS5, CK14,

EGFR, E-caderina, P-caderina e Ki67 per tentare di discriminare i vari sottotipi’®.

Un altro gruppo di studio ha individuato per 1 carcinomi in stadio T1 tre sottotipi di carcinoma
uroteliale: Urobasale, geneticamente instabile e carcinoma a cellule squamose-like ed hanno
tentato una validazione immunoistochimica della classificazione molecolare utilizzando
marker come FGFR3, p63, ERBB2, CCNB1 e CK5%. Le stesse indagini immunoistochimiche
sono state svolte anche su carcinomi uroteliali delle alte vie escretrici utilizzando inizialmente
un pannello di marker ampio costituito da CKS5, CD44, EGFR, CK20, p63, GATA 3 e
FOXAT1 capace di individuare un sottotipo basale ed un sottotipo luminale. Questi autori sono
riusciti a ricavare due marcatori, ossia CK5 e CK20, da utilizzare come surrogato per
classificare le neoplasie studiate, individuando quattro sottogruppi differenti dal punto di vista

prognostico”.
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SCOPO DELLO STUDIO

Questo studio si ¢ proposto di:

- determinare lo stato di espressione immunoistochimico nei carcinomi papillari vescicali non
muscolo invasivi, utilizzando due marcatori CK20 e CK5/6 come surrogato dei fenotipi

luminale e basale.

- indagare le differenze tra i sottotipi immunoistochimici molecolari, ottenuti utilizzando 1 due
marcatori, ¢ la sopravvivenza libera da recidiva, libera da progressione e sopravvivenza

tumore-specifica nel carcinoma della vescica non muscolo invasivo.
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MATERIALI E METODI

Casi e caratteristiche cliniche

Lo studio si basa su una serie di 147 pazienti con tumori primitivi della vescica trattati tra il
2003 ed il 2015 con resezione transuretrale completa della vescica. L’eta media dei pazienti
alla diagnosi era di 66,88 anni (range 29-93), 17 erano di sesso femminile e 130 di sesso

maschile.

Di questi 147 casi 110 pazienti avevano un carcinoma papillare non invasivo (pTa), di questi
95 erano di basso grado e 15 di alto grado, i restanti 37 casi erano carcinomi di alto grado

infiltranti il connettivo sotto epiteliale (pT1).

I1 grado e lo stadio di tutti 1 tumori primitivi e le loro recidive sono stati rivalutati e assegnati

in base alla revisione WHO/AJCC/TNM del 2016'%.

I pazienti con carcinoma pT1 sono stati sottoposti ad una seconda resezione transuretrale della
vescica per escludere una malattia in stadio pT2, cio¢ infiltrante la tonaca muscolare propria.
Ai pazienti con carcinoma di alto grado ¢ stata somministrata una terapia adiuvante
endovescicale con BCG (Bacillus Calmette-Guerin). Il follow-up dei pazienti (numero di mesi
dal primo intervento fino alla cistoscopia piu recente, ultima visita o decesso) ha avuto una
durata di 76 mesi (range 6-120). La recidiva di malattia ¢ stata definita come la prima ripresa
di malattia nella vescica indipendentemente dallo stadio tumorale. La progressione dello
stadio tumorale ¢ stata definita come una transizione a qualsiasi stadio piu alto, nel caso dei
tumori pTa allo stadio pT1, pT2 fino a pT4 e nei tumori pT1 allo stadio pT2 fino al pT4, o
alla comparsa di metastasi. Come durata della sopravvivenza ¢ stato considerato il periodo di
tempo tra la diagnosi ed il decesso. La morte tumore-correlata ¢ stata considerata quando

causata dal carcinoma della vescica.
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Immunoistochimica e valutazione semiquantitativa

Tutti 1 campioni erano fissati in formalina tamponata al 10% e processati ed inclusi in
paraffina. Per ciascun tumore ¢ stato selezionato un blocco rappresentativo dal quale sono
state ottenute sezioni dello spessore di 4 um su cui ¢ stata effettuata la colorazione

immunoistochimica.

Le sezioni sono state deparaffinate con xilene, reidratate con alcoli graduati, poi lavate con
PBS (soluzione salina tamponata con fosfato). Per lo smascheramento degli antigeni le
sezioni sono state bollite in 10 mM di tampone citrato a pH 6.0. Successivamente le sezioni
sono state incubate con anticorpi monoclonali primari di topo: CK20 (Ks20 .8, prediluito;
DAKO, Carpinteria, CA) e CK5/6 (D5/ 16B4, 1:50; Cell Marque, Rocklin, CA),

contemporaneamente sono stati utilizzati controlli positivi e negativi.

Le colorazioni immunoistochimiche sono state effettuate utilizzando il sistema EnVision
(DakoCytomation, Denmark) per 30 min a temperatura ambiente con substrato cromogeno di
diaminobenzidina (0.6 mg/ml in TRIS salino, pH 7.6 con 12 ml 30% di perossido di

idrogeno). Le sezioni sono state poi contro colorate con ematossilina di Mayer.

Le sezioni colorate in immunoistochimica sono state valutate utilizzando un microscopio
ottico Zeiss Scope Al (Jena, Germania). Su ciascuna sezione la medesima area ¢ stata
esaminata utilizzando una griglia graduata di 1 cm? posta nell’oculare del microscopio. Un
pattern immunoistochimico negativo ¢ stato assegnato ai casi che mostravano o nessuna
cellula immunocolorata o rare e singole cellule colorate (< 1%) distribuite casualmente (sia
nei casi con CK20 che in quelli con CK5/6) o rare e cellule singole (< 1%) nella parte basale
delle papille (per CK5/6). Un pattern immunoistochimico positivo era assegnato quando erano
presenti molteplici cellule positive negli strati piu basali delle papille con elevata intensita di

colorazione. In questo modo sono stati individuati quattro pattern di espressione
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immunoistochimica: negativo (CK20—, CK5/6—), misto (CK20+, CK5/6+), basale (CK20—,

CK5/6+), luminale (CK20+, CK5/6—) (Figura 7).

Figura 7. Colorazioni ematossilina-eosina e immunoistochimica per CK20 e CK 5/6.

Analisi statistica

L’analisi della sopravvivenza libera da recidiva, libera da progressione, e tumore-specifica
con riferimento ai quattro pattern di espressione immunoistochimica nel carcinoma della
vescica non muscolo invasivo ¢ stata condotta mediante il metodo di Kaplan-Meier ¢ la
significativita delle differenze tra i gruppi ¢ stata determinata usando il log-rank test. Gli
hazard-ratio sono stati calcolati con intervalli di confidenza del 95% utilizzando la regressione
di Cox, ed in tutti i calcoli, un valore p minore o uguale a 0.05 ¢ stato considerato indicativo

di una differenza statisticamente significativa.
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Tutte le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando la versione 24.0 per i Software
Windows® dello Statistical Package for Social Sciences (IBM® SPSS® Statistics, Armonk,

NY, USA).
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RISULTATI
L’eta media dei pazienti alla diagnosi nei 147 casi era di 66.88 anni (range 29-93). Centodieci
casi (74,8%) erano di stadio Ta e 37 (25,2%) T1. Novantacinque casi (64,6%) erano
carcinomi papillari di basso grado non invasivi (Ta), mentre 37 pazienti (25,2%) avevano un
carcinoma di alto grado T1. Le dimensioni del tumore variavano da 1 a 8 cm (con una media
di cm 3,27), cinquantuno pazienti (34,7%) avevano un tumore < 3 cm, mentre i restanti 96

avevano un tumore di dimensione maggiore o uguale a 3 cm (65,3%).

La valutazione del sottotipo immunoistochimico molecolare ha individuato 89 casi (60,5%)
negativi (CK20- e CK5/6-), 6 casi (4,1%) di tipo misto, cio¢ che esprimono (CK20+ e CK5/6
+), 20 casi (13,6%) di tipo basale (CK20- e CK5/6 +) e 32 casi (21,8%) di tipo luminale

(CK20+ e CK5/6).

Le caratteristiche clinico-patologiche dei 147 pazienti ed il sottotipo immunoistochimico

molecolare sono riportate nella Tabella 4.
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Tabella 4. Caratteristiche cliniche.

Caratteristiche Eta Sesso Dimensione Stadio Grado Sottotipo IHC molecolare
Cliniche tumore (cm) tumore tumore
<70 | =70 F M <3 >3 Ta T1 LH HG | Negativo | Misto | Basale | Luminale
Totale casi
147 (%) 83 64 17 130 51 96 110 37 95 52 89 6 20 32
(56,5) [ (43,5) | (11,6) | (88,4) | (34,7) | (65,3) | (74,8)|(25.2) [ (86,4) | (13,6) | (60,5%) | (4,1) [ (13,6) [ (21,8)

LH: low grade, basso grado; HG: high grade, alto grado; IHC: immunoistochimico

Le varie caratteristiche cliniche, I’eta dei pazienti, le dimensioni tumorali, lo stadio ed il grado

tumorale dei 147 casi sono stati posti in relazione con la sopravvivenza libera da recidiva, con

la sopravvivenza libera da progressione e con la sopravvivenza tumore-specifica. I risultati

ottenuti, mostrati nella Tabella 5, indicano che 1’eta del paziente era associata solo con la

sopravvivenza tumore-specifica (p significativa 0,013), mentre lo stadio ed il grado tumorale

erano associati sia con la sopravvivenza libera da recidiva (p significativa rispettivamente di

0,006 e <0,001) che con la sopravvivenza libera da progressione e con quella tumore-

specifica (p significativa < 0,001).

Le dimensioni tumorali erano associate con la sopravvivenza libera da recidiva e con la

sopravvivenza tumore-specifica (p significativa 0,034 e 0,028 rispettivamente), ma non con la

sopravvivenza libera da progressione (p non significativa) (Tabella 5).
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Tabella 5. Variabili cliniche e analisi statistica della sopravvivenza.

Variabile Totale Sopravvivenza libera da Sopravvivenza libera da Sopravvivenza tumore-specifica
N=147 recidiva progressione N=127 (%)
(%) N=74 (%) N=120 (%)
p value* p value* p value*
Eta (anni) 0.691 0.150 0.013
<70 83 (56.5) 39 (47.0) 70 (84.3) 76 (91.6)
>70 64 (43.5) 35(54.7) 50 (78.8) 51(79.7)
Genere 0.424 0.062 0.112
Femmina 17 (11.6) 8 (47.1) 17 (100) 17 (100)
Maschio 130 (88.4) 66 (50.8) 103 (79.2) 110 (84.6)
Dimensioni del 0.034 0.162 0.028
tumore (cm) 51(34.7) 31 (60.8) 44 (86.3) 48 (94.1)
<3 96 (65.3) 43 (44.8) 76 (79.2) 79 (82.3)
>3
Stadio 0.006 <0,001 <0,001
Ta 110 (74.8) 61 (55.5) 100 (90.9) 103 (93.6)
T1 37 (25.2) 13 (35.1) 20 (54.1) 24 (64.9)
Grado <0.001 <0,001 <0,001
LG 95 (86.4) 57 (60.0) 89(93.7) 91 (95.8)
HG 52 (13.6) 17 (32.7) 31(59.6) 36 (69.3)

*Log-Rank Test; Eta media: 66.88; Dimensioni medie del tumore cm: 3,27 + 1,56 (1-8) follow-up (mesi): 76.

Successivamente anche il sottotipo immunoistochimico molecolare € stato posto in relazione
con la sopravvivenza libera da recidiva, libera da progressione, € tumore-specifica,
evidenziando come il sottotipo luminale, similmente agli altri classici fattori predittivi quali la
dimensione del tumore, lo stadio ed il grado, era predittivo di tumori piu aggressivi, mentre il

sottotipo misto individua tumori meno aggressivi (Figure 8, 9 ¢ 10).
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Figura 8. Sopravvivenza libera da recidiva nei NMIBC in base al sottotipo IHC molecolare.
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Figura 9. Sopravvivenza libera da progressione nei NMIBC in base al sottotipo THC

molecolare.
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Figura 10. Sopravvivenza tumore-specifica nei NMIBC in base al sottotipo IHC molecolare.
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Di seguito sono stati considerati i pazienti con carcinomi papillari non invasivi di basso grado
in stadio Ta e quelli di alto grado in stadio Ta e successivamente i pazienti con tumori di alto

grado in stadio T1.

Per quanto riguarda ’analisi della sopravvivenza nei carcinomi papillari di basso grado non
infiltranti (stadio Ta) relativa al sottotipo immunoistochimico molecolare si € evidenziato che
valori di significativita si raggiungevano per la sopravvivenza libera da progressione (p 0,005)
e per la sopravvivenza tumore-specifica (p <0,001) (Tabella 6), quindi il sottotipo
immunoistochimico molecolare aveva valore predittivo, con le neoplasie a sottotipo
immunoistochimico molecolare basale piu aggressive e quelle con sottotipo misto meno

aggressive (Tabella 6, Figure 11, 12 e 13).
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Tabella 6. Analisi della sopravvivenza nei pazienti con carcinoma della vescica TaLG in base

al sottotipo immunoistochimico molecolare.

Sottotipo Totale RFS p value* | PFS p value* | CSS p value*
IHC Ta LG N=57 N=89 N=91
1 1 0 0 0
molecolare | o %) (%) (%) (%)
0.183 0.005 <0,001
Negativo | 66 (69.5) |43 (65.2) 63 (95.5) 64
(97.0)
Misto 332 2 (66.7) 3 (100) 3 (100)
Basale 5(5.3) 2 (40.0) 3 (60.0) 3 (60.0)
Luminale |21 (22.1) |10 (47.6) 20 (95.2) 21
(100)

* Log-Rank Test; RSF: sopravvivenza libera da recidiva; RSF: sopravvivenza libera da

progressione; CSS: sopravvivenza tumore-specifica; IHC: immunoistochimico
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Figura 11. Sopravvivenza libera da progressione nei NMIBC Ta di basso grado in base al

sottotipo ICH molecolare.
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Figura 12. Sopravvivenza libera da recidiva nei NMIBC Ta di basso grado in base al sottotipo

IHC molecolare.
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Figura 13. Sopravvivenza tumore-specifica nei NMIBC Ta di basso grado in base al sottotipo

IHC molecolare.
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Per quanto concerne i tumori non invasivi (stadio Ta) di alto grado [D’analisi della
sopravvivenza in base al sottotipo immunoistochimico molecolare ha evidenziato valori di p
significativi per tutti 1 tre tipi di sopravvivenza presi in considerazione: sopravvivenza libera
da recidiva, sopravvivenza libera da progressione e sopravvivenza libera tumore-specifica,

come indicato nella Tabella 7.

Nel caso dei carcinomi papillari non invasivi (stadio pTa) di alto grado rispetto a quelli di
basso grado il sottotipo immunoistochimico molecolare luminale € risultato piu aggressivo,
mentre il sottotipo misto rimane predittivo di minor aggressivita (Tabella 7, Figure 14, 15 e

16).
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Tabella 7. Analisi della sopravvivenza in pazienti con carcinoma della vescica TaHG in base

al sottotipo immunoistochimico molecolare.

Sottotipo Totale RFS p value* | PFS p value* | CSS p value*
HC Ta HG N=4 (%) N=13 N=12
0 0
molecolare | N=15 (%) (%) (%)
0,004 <0,001 <0,001

Negativo | 6 (40) 0 (0.0) 5(83.3) 6 (100)

Misto 1(6.7) 1 (100) 1 (100) 1 (100)

Basale 6 (40) 3 (50.0) 5(83.3) 5(83.3)

Luminale 2 (13.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

* Log-Rank Test; RSF: sopravvivenza libera da recidiva; RSF: sopravvivenza libera da

progressione; CSS: sopravvivenza tumore-specifica
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Figura 14. Sopravvivenza libera da recidiva nei NMIBC Ta di alto grado in base al sottotipo

IHC molecolare.

Ta HG
1,09
Sottotipi IHC molecolari
£ 08
° Negativo
8 Misto
.g 0.6 —_— Basa.,ie
© Luminale
e
]
=]
§ 04 ‘
c
2
>
>
S 02
<]
’ |
=0.004
0,01 P
Ll ] L 1 L 1
0 20 40 60 80 100

Follow-up (mesi)

Figura 15. Sopravvivenza libera da progressione nei NMIBC Ta di alto grado in base al

sottotipo IHC molecolare.
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Figura 16. Sopravvivenza tumore-specifica nei NMIBC Ta di alto grado in base al sottotipo

IHC molecolare.
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I tumori in stadio T1 di alto grado, sulla base del sottotipo immunoistochimico molecolare,
sono risultati avere dei valori p significativi sia per la sopravvivenza libera da recidiva sia per
la sopravvivenza libera da progressione sia per la sopravvivenza libera tumore-specifica
(Tabella 8). Da notare che come per i carcinomi di alto grado non invasivi (Ta) il sottotipo
luminale ¢ risultato piu aggressivo mentre sempre il sottotipo misto ¢ risultato il meno

aggressivo (Figure 17, 18 e 19).
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Tabella 8. Analisi della sopravvivenza in pazienti con carcinoma T1HG in base al sottotipo

immunoistochimico molecolare.

Sottotipo Totale RFS p value* | PFS p value* | CSS p value*
HC T1 HG N=13 N=20 N=24
0 0 0
molecolare | N=37 (%) (%) (%) (%)
0,015 <0,001 <0,001

Negativo | 17 (45.9) 7(41.2) 12 (70.6) 14 (82.4)

Misto 2(54) 1 (50.0) 1 (50.0) 2 (100)

Basale 9(24.3) 5(55.6) 7(77,8) 8 (88.9)

Luminale | 9 (24.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

* Log-Rank Test; RSF: sopravvivenza libera da recidiva; RSF: sopravvivenza libera da

progressione; CSS: sopravvivenza tumore-specifica; IHC: immunoistochimico.
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Figura 17. Sopravvivenza libera da recidiva nei NMIBC T1 di alto grado in base al sottotipo

IHC molecolare.
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Figura 18. Sopravvivenza libera da progressione nei NMIBC T1 di alto grado in base al

sottotipo IHC molecolare.
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Figura 19. Sopravvivenza tumore-specifica neit NMIBC T1 di alto grado in base al sottotipo

IHC molecolare.
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Successivamente, utilizzando ’analisi multivariata di Cox sulla nostra serie di pazienti con
neoplasia non muscolo invasiva (Ta e T1) della vescica, il grado istologico della neoplasia e il
sottotipo immunoistochimico molecolare sono stati identificati come fattori predittivi
indipendenti della sopravvivenza libera da recidiva, libera da progressione e tumore-specifica,
con I’alto grado istologico ed il sottotipo immunoistochimico molecolare luminale associati a

neoplasie piu aggressive (Tabella 9).
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Tabella 9. Analisi multivariata della sopravvivenza dei pazienti con carcinoma della vescica

non muscolo invasivo (Ta/T1).

Variabile Sopravvivenza libera da Sopravvivenza libera da Sopravvivenza tumore-
recidiva progressione specifica
N=74 N=120 N=127
p Hazard Ratio (CI P Hazard Ratio (CI p Hazard Ratio (CI
value** 95%) value** 95%) value** 95%)
Eta (anni) - - - -
<70* 0.010 Riferimento
>70 3.428 (1.345 - 8.741)
Dimensioni del 0.099 - - 0.493
tumore (cm) Rriferimento Riferimento
<3* 1.578 (0.918 - 2.713) 1.570 (0.432 - 5.702)
>3
Stadio 0.143 0.676 0.985
Ta* Riferimento Riferimento Riferimento
Tl 0.563 (0.261- 1.215) 1.278 (0.404 - 4.043) 1.013 (0.263 - 3.906)
Grado <0.001 <0.001 <0.001
LG* Riferimento Riferimento Riferimento
HG 3.005 (1.820 - 4.962) 11.575 (4.411 - 9.604 (3.130 -
30.379) 29.471)
Sottotipo IHC 0.004 <0.001 0.001
molecolare
Negativo * Riferimento Riferimento Riferimento
Misto 0.286 0.459 (0.110 - 1.917) 0.990 0.987 (0.125 - 7.818) 0.983 -
Basale 0.402 0,730 (0.349 - 1.526) 0.555 1.396 (0.461 - 4.223) 0.186 2.474 (0.647 — 9.462)
Luminale 0.002 2.307 (1.350 - 3.943) <0.001 8.142 (3.259 - <0.001 9.036 (3.090 -
20.340) 26.420)

* categoria di riferimento / denominatore della comparazione nella regressione di Cox

** p value - ottenuto con il Wald test della regressione di Cox, IC (95%) — Intervallo di confidenza 95%

per HR
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DISCUSSIONE
Recenti studi hanno suggerito che i1 carcinomi della vescica muscolo invasivi possono essere
suddivisi in sottotipi molecolari intriseci: luminale e basale®>*>*®!1%! T tumori luminali hanno
un profilo di espressione simile agli strati intermedio/superficiale dell’urotelio, mentre i

tumori basali mostrano un profilo di espressione simile allo strato basale dell’urotelio®.

Diversi studi hanno suggerito 1’esistenza di classi molecolari nel carcinoma uroteliale con
capacita differente di progressione seguendo differenti vie. Sono stati individuati 3 classi
molecolari, 1 tumori a basso rischio (classe 1) erano caratterizzati da mutazioni del FGFR3
(fibroblast growth factor receptor-3), quelli di classe 2 ad alto rischio presentavano frequenti
alterazioni di TP53 ed ERBB2 e mutazioni correlate ad APOBEC e quelli di classe 3

mostravano caratteristiche ‘basal-like’'%?,

Alcuni gruppi di studio hanno preso in considerazione il profilo trascrizionale dei carcinomi
vescicali muscolo invasivi, identificando diversi sottotipi molecolari, altri studi hanno

associato a indagini trascrizionali e molecolari a indagini immunoistochimiche?®%7-%,

In uno studio condotto da Dadhania e collaboratori su TMA (tissue microarray), 1’espressione
immunoistochimica di due marcatori GATA 3 e CK 5/6 era stata sufficiente ad identificare
rispettivamente il sottotipo luminale e basale del carcinoma della vescica con un’accuratezza
del 90%, gli stessi autori indicano la necessita di studi in piu larga scala per confermare la

capacita classificativa di questi marker”®.

Recentemente, in un altro studio, Patschan e collaboratori’’ hanno identificato differenze nella
sopravvivenza libera da progressione in pazienti con carcinomi uroteliali in stadio T1 sia con
analisi univariata che multivariata, classificando 1 tumori in sottotipo urobasale,
genomicamente instabile e carcinoma squamocellulare-like utilizzando vari marcatori

immunoistochimici.
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In un altro studio, condotto su carcinomi uroteliali della via escretrice superiore, 1’espressione
immunoistochimica di marcatori quali CK5 e CK20 aveva identificato carcinomi uroteliali
rispettivamente di tipo basale e luminale, quest’ultimo con peggiore sopravvivenza tumore-

specifica®.

Il nostro studio aveva 1’obiettivo, seguendo lo studio sui carcinomi delle vie escretrici
superiori, di convalidare quanto proposto di Choi e collaboratori!® riguardo I’utilizzo di
CK20 e CK5 come surrogato immunoistochimico per la distinzione tra sottotipi luminale e
basale, e quindi di stabilire il suo potenziale impiego nella routine diagnostica. La differenza

103 sta nel fatto che essi avevano incluso nel loro

con quanto riportato da Choi e collaboratori
studio anche carcinomi della vescica muscolo invasivi. [ nostri risultati mostrano
un’associazione tra i sottotipi luminale e basale ¢ I’aggressivita del carcinoma vescicale non
muscolo invasivo, confermando che I’espressione immunoistochimica di CK20-CK5/6 puo
essere usata per classificare 1 sottotipi molecolari, e questo ¢ a sostegno del potenziale valore

prognostico del grado fenotipico molecolare anche nel carcinoma della vescica non muscolo

invasivo.

Mentre recentemente un sistema classificativo, che divide i carcinomi uroteliali in luminale e

basale, a cui viene assegnata una prognosi peggiore ma una migliore risposta alla

104,105 84,103,106
2

chemioterapia , ¢ stato pubblicato per i carcinomi vescicali muscolo invasivi
pochi studi hanno assegnato un ruolo all’immunoistochimica nella terapia del carcinoma della

vescica non muscolo invasivo.

Il nostro studio ha seguito un razionale analogo, considerando i tumori della vescica non
muscolo invasivi (Ta e T1), che di norma vengono sottoposti alla stessa terapia. Nel nostro
studio abbiamo evidenziato I’esistenza di sottotipi immunoistochimici molecolari
caratteristici, con la maggior parte dei casi (60.5%) con sottotipo negativo e a seguire sottotipi

luminale (22%), basale (14%) e misto nel 4% dei casi.
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E interessante notare che dalla nostra analisi multivariata & emerso che il sottotipo
immunoistochimico molecolare luminale ¢ un fattore predittivo indipendente di tumori piu
aggressivi nell’ambito dei carcinomi non muscolo invasivi, come osservato dalla sua
associazione con la sopravvivenza libera da recidiva, libera da progressione, e tumore-

specifica, con hazard ratio rispettivamente di 2.3, 8.1, ¢ 9.0.

Questi risultati sono simili a quelli riportati da Breyer e collboratori in uno studio centrato
sull’analisi dell’espressione dell’'mRNA di KRT 5 e KRT 20 per i carcinomi della vescica
pT1'%7. Inoltre, abbiamo osservato che la forza statistica del sottotipo immunoistochimico
molecolare ¢ simile a quella di altri parametri istopatologici classici, tra cui le dimensioni del
tumore e il grado o lo stadio. Nella nostra serie i tumori con sottotipo immunoistochimico
molecolare negativo o misto sono risultati meno aggressivi. Inoltre, il nostro studio ha
dimostrato che il sottotipo immunoistochimico molecolare ¢ predittivo della sopravvivenza
libera da recidiva, libera da progressione, € tumore-specifica nei pazienti con carcinoma
uroteliale di alto grado Ta e T1, con il sottotipo luminale che risulta essere piu aggressivo ed
il sottotipo misto meno aggressivo. Pertanto, se validato nel carcinoma vescicale non muscolo
invasivo, 1l sottotipo immunoistochimico molecolare potrebbe essere di aiuto nella

stratificazione prognostica dei pazienti.

Nel nostro studio non ¢ stato affrontato in modo specifico il problema della risposta alla
terapia sulla base dei sotto tipi luminale e basale, poiché tutti i casi di carcinoma vescicale Ta
T1 di alto grado sono stati trattati con instillazioni endovescicali di BCG (bacillo di Calmette-

Guerin), come da linee guida.

Comunque, considerando che nel carcinoma vescicale muscolo invasivo il fenotipo luminale ¢
ritenuto chemio-resistente ed il fenotipo basale chemio-sensibile e che dai dati ottenuti dal
TCGA (The Cancer Genome Atlas) sempre sul carcinoma della vescica muscolo invasivo i

casi luminali mostrano una risposta limitata all’immunoterapia sistemica®®, il nostro risultato
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puo suggerire che i tumori con sottotipo basale possano essere piu responsivi agli odierni
protocolli di instillazione endovescicale con bacillo di Calmette-Guerin. Tutto cid necessita di

essere confermato in studi prospettici pitt ampi.

Nel nostro studio sono presi in considerazioni i carcinomi vescicali uroteliali convenzionali in
stadio Ta e T1 e non le possibili varianti istopatologiche, che meriterebbero uno studio a

parte.

In conclusione il nostro studio dimostra che ¢ possibile determinare il sottotipo
immunoistochimico molecolare dei carcinomi vescicali non muscolo invasivi (Ta, T1)
utilizzando due marcatori immunoistochimici CK20 e CK5/6 e che ¢ possibile suddividere i
pazienti con carcinoma della vescica non muscolo invasivo in categorie prognostiche
potenzialmente predittive come luminale, basale, misto e negativo, aggiungendo cosi ulteriori
informazioni ai parametri istopatologici classici come le dimensioni della neoplasia, lo stadio

ed il grado.

Si rendono comunque necessari ulteriori studi per sviluppare pienamente il potenziale di

questa classificazione e la sua introduzione nella pratica clinica.
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