MARCATORI
MOLECOLARI NEI
GLIOMI MALIGNI

V. Martin

I gliomi maligni sono neoplasie carat-
terizzate da elevata variabilita geneti-
ca. Tale aspetto biologico si manifesta
fenotipicamente  nell’eterogeneita
morfologica che contraddistingue le
cellule coinvolte e che rende comples-
sa la classificazione istologica di que-
sti tumoril.

Nonostante molti studi abbiano forni-
to validi criteri istopatologici per la
classificazione dei gliomi maligni, i
processi genetici che stanno alla base
della progressione tumorale non sono
ancora completamente chiari2. In ge-
nerale, i geni associati alla trasforma-
zione neoplastica sono molti, e spesso
la loro alterazione causa un accumulo
di anomalie a carico dei sistemi di tra-
sduzione del segnale a valle, ad opera
di proteine con attivita intrinseca tiro-
sin-chinasica (come EGFR o VEGFR) o
delle vie da essi attivate (quella che co-
involge RAS e le MAP chinasi), o nei
meccanismi di arresto del ciclo cellula-
re, con interessamento di diverse pro-
teine regolatrici (come p53, PTEN,
p16)3. In particolare, numerosi autori
indicano I'esistenza di vie patogeneti-
che differenti a seconda dell'istotipo e
del grado dei gliomi4 (Figura 1).

Alla ricerca di alterazioni biologiche e
genetiche che possano aggiungere
informazioni utili a migliorare I'ap-
proccio clinico verso il paziente, la
comprensione delle vie molecolari im-
plicate nella progressione neoplastica
dei tumori gliali ha portato all'identi-
ficazione di diversi marcatori che svol-
gono un ruolo di rilievo in ambito dia-
gnostico, prognostico e predittivo>.
Ad oggi, tra i marcatori molecolari piu
promettenti vi sono: la perdita combi-
nata (co-delezione) del braccio corto
del cromosoma 1 (1p) e del braccio
lungo del cromosoma 19 (19q) negli
oligodendrogliomi, I'alterazione a ca-
rico del recettore del fattore di cresci-
ta epidermico (EGFR) nei glioblasto-
mi, e I'espressione e metilazione di O-
6-metilguanina-DNA metil transferasi
(MGMT) nei gliomi sia di basso che di
alto grado.

CELLULA GLIALE DIFFERENZIATA O CELLULA PROGENITRICE

P53 mutato (>65%)
PDGFA/PDGFR-o sovra-espresso (~60%)

ASTROCITOMA A BASSO GRADO

WHO grado I

19q perso (~50%)

RB mutato (~25%)

CDK4 amplificato (15%)

MDM2 sovra-espresso (10%)

P16 perso (4%)

11p perso (~30%)

¥
ASTROCITOMA ANAPLASTICO
WHO grado I}

10q perso (~70%)

DCC perso (~50%)

PDGFR-o amplificato (~10%)
PTEN mutato (~10%)

PI3K mutato/amplificato (~10%)

GLIOBLASTOMA SECONDARIO
WHO grado IV

EGFR amplificato (~40%)
EGFR sovra-espresso (~60%)
EGFR mutato (~20-30%)

MDM2 amplificato (~10%)
MDM2 sovra-espresso (>50%)
10q perso (~70%)

PI3K mutato/amplificato (~ 20%)
P16 perso (~30%)

PTEN mutato (~40%)

RB mutato

v

GLIOBLASTOMA PRIMARIO
WHO grado IV

1p perso

19q perso

4q perso

EGFR sovra-espresso
PDGF/PDGFR sovra-espresso

OLIGODENDROGLIOMA A BASSO GRADO

WHO grado Il

P16 perso
RB mutato (~65%)

P53 mutato

PTEN perso

9p perso

10q perso

CDK4/EGFR/MYC amplificato (raro)

OLIGODENDROGLIOMA ANAPLASTICO

WHO grado Il

Fig. 1: Anomalie genetiche e cromosomiche coinvolte nello sviluppo dei gliomi ad alto grado (glioblastoma primario, glioblastoma secondario, oligo-

dendroglioma anaplastico).
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Fig. 2 e 3:

FISH per I'analisi della co-delezione 1p/19q. La strategia utilizzata prevede I'uso di due kit commerciali (Abbott Molecular) di sonde molecola-

ri che riconoscono in modo specifico la regione 1p e la regione 19q. Ciascun kit & costituito da una miscela di sequenze direttamente marca-

te che ibridano rispettivamente la regione da indagare in rosso e il controllo interno in verde.

In dettaglio, in Figura 2 il kit 1p36/1025. Ideogramma dei cromosomi 1 e mappa delle sonde specifiche (LSI 1p36 in rosso e controllo interno
LSI 1925 in verde) in condizione di assetto normale e di perdita della regione 1p (2a); nucleo normale (due segnali rossi e due segnali verdi)
(2b); nuclei di oligodendroglioma con perdita della regione 1p (numero di segnali rossi inferiore al numero di segnali verdi) (2c).

In dettaglio, in Figura 3 il kit 19913/19p13. Ideogramma dei cromosomi 19 e mappa delle sonde specifiche (LSl 19q13 in rosso e controllo in-
terno 19p13 in verde) in condizione di assetto normale e di perdita della regione 19q (3a); nucleo normale (due segnali verdi e due segnali ros-
si) (3b); nuclei di oligodendroglioma con perdita della regione 19913 (numero di segnali rossi inferiore al numero di segnali verdi) (3c).

Co-delezione 1p/19q

La perdita contemporanea delle re-
gioni 1p e 19q & generalmente pre-
sente negli oligodendrogliomi, e si ri-
trova in una buona quota di pazienti
(60-90%). Dalla vasta e consolidata
esperienza bibliografica internaziona-
le sono emerse considerazioni impor-
tanti circa il suo valore di marcatore
molecolare. A livello diagnostico in-
fatti, poiché la co-delezione 1p/19q
risulta essere quasi esclusiva dei tu-
mori con istotipo oligodendrogliale, &

TRIBUNA MEDICA TICINESE

utilizzata dai medici patologi come
ausilio in diagnosi differenziale (vs
neurocitoma e glioblastoma a piccole
cellule). A livello clinico, inoltre, poi-
ché la perdita combinata correla con
un aumento della sopravvivenza (es.
soprawvivenza mediana 10 anni vs 2
anni), & considerata un importante
marcatore di prognosi favorevoles.

Alcuni studi sembrano indicare che
pazienti che presentano la co-delezio-
ne 1p/19q rispondano meglio a diver-
si protocolli chemio-terapici, ma ad
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oggi il coinvolgimento di questo mar-
catore nella chemio-sensibilita rimane
ancora controverso’.

Per tutte queste evidenze, nella prati-
ca clinica dei pazienti affetti da neo-
plasia oligodendrogliale, & importante
valutare la co-delezione 1p/19q, e, in
guesto contesto, le indagini di patolo-
gia molecolare svolgono un ruolo di
rilievo. Fra le nuove, ma ormai conso-
lidate, tecniche di diagnostica mole-
colare la FISH (Ibridazione In Situ Fluo-
rescente - vedi box metodica) si & ri-
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Fig. 4: FISH per I'analisi dell'amplificazione genica di EGFR. La strategia utilizzata prevede I'uso di un kit commerciale (Abbott Molecular) di sonde mole-
colari costituito da una miscela di sequenze direttamente marcate che ibridano rispettivamente il gene EGFR in 7p12 in rosso e il centromero del
cromosoma 7 (controllo interno) in verde. Ideogramma dei cromosomi 7 e mappa delle specifiche sonde in condizione di assetto normale e di
amplificazione del gene EGFR attraverso elementi extra-cromosomici detti double minutes (4a); nuclei di glioblastoma con amplificazione genica
di EGFR (numero di segnali rossi in eccesso rispetto al numero di segnali verdi (4b); sezione istologica dello stesso tumore colorata con ematossi-
lina-eosina e utilizzata per I'analisi morfologica (4c).

velata capace di potenti sinergie con il
campo della diagnostica istopatologi-
ca (Figure 2 e 3).

EGFR

Il gene EGFR, che mappa sul braccio
corto del cromosoma 7, codifica per
un recettore trans-membrana di tipo
tirosin-chinasico la cui attivazione in-
nesca vie di trasduzione del segnale a
valle implicate nella regolazione della
mitosi, della differenziazione, della
sopravvivenza cellulare e dell’apopto-
si. Nei tumori solidi, alterazioni a ca-
rico di EGFR (causate da sovraespres-
sione proteica, amplificazione genica
0 mutazione genica) determinano la
perdita di controllo di queste vie,
conferendo alla cellula le tipiche ca-
ratteristiche tumorigeniche, quali la
capacita di crescita indefinita, I'inibi-
zione dell’apoptosi e la capacita di
migrare e creare vasi, che, nel com-
plesso, favoriscono la progressione
tumorale e la metastatizzaziones.

Il gene che codifica per EGFR & quel-
lo che pit di frequente risulta altera-
to nei gliomi ad alto grado di origine
astrocitaria: un terzo dei glioblastomi
(GBM) e alcuni astrocitomi anaplasti-
ci ne mostrano |'amplificazione,
mentre generalmente i gliomi a bas-
so grado non presentano questa
anomalia.

In particolare, I'amplificazione di
EGFR caratterizza prevalentemente i
GBM primari, che insorgono de no-

vo, rispetto ai GBM secondari, che si
originano in seguito a progressione
da un tumore di grado inferiore9.
Questa distinzione, non possibile a li-
vello istologico in quanto GBM pri-
mari e GBM secondari sono indistin-
guibili dal punto di vista morfologico,
& molto importante dal punto di vista
clinico e fa di questo marcatore non
solo un valido aiuto diagnostico ma
anche un potenziale indicatore pre-
dittivo per la selezione del trattamen-
to. L'approccio terapeutico mirato al-
le specifiche alterazioni molecolari
sta diventando ormai una realta di
fatto in ambito oncologico (ad es. in
tumori del polmone e del colon), e
diversi trial clinici con farmaci biologi-
ci anti-EGFR sono attualmente in cor-
so su pazienti affetti da GBM10-13,

Per indagare le alterazioni di EGFR
esistono diversi approcci (immunoi-
stochimica, sequenziamento diretto,
ecc), ma oggi e la FISH la strategia
piu comunemente utilizzata in pato-
logia clinica per valutarne I'amplifica-
zione genica nei gliomi'4 (Figura 4).

MGMT

Il gene MGMT codifica per I'enzima
O-6-metilguanina-DNA metil transfe-
rasi che svolge una funzione protetti-
va nei confronti della cellula tumorale
in quanto & deputato alla riparazione
dei danni al DNA indotti da agenti ci-
totossici.

Recenti studi indicano un ruolo chiave
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di MGMT nei meccanismi di azione e
resistenza agli alchilanti nei pazienti
affetti da GBM, ed é stato dimostrato
che quando MGMT ¢ inattivo, attra-
verso il silenziamento epigenetico do-
vuto a ipermetilazione del promotore
del gene, viene compromesso il mec-
canismo di riparo e la chemioterapia e
efficace. L'ipermetilazione di MGMT &
presente in circa la meta dei GBM, e
poiché é stata dimostrata una sua
correlazione con una miglior risposta
alla chemioterapia e a un tempo
maggiore di progressione, tale altera-
zione e oggi considerata un valido
marcatore predittivo15-18. Dati preli-
minari indicano inoltre che MGMT &
anche un efficace marcatore progno-
stico in quanto la sua metilazione &
correlata a una sopravvivenza miglio-
re in pazienti affetti da astrocitomi
anaplastici o oligoastrocitomi’9. Per
tutti questi motivi, la maggior parte
dei nuovi studi clinici prevede una
stratificazione dei pazienti secondo lo
stato di MGMT.

In generale, la metilazione di MGMT
viene valutata con tecniche di biolo-
gia molecolare eseguendo sul DNA
estratto dalle sezioni istologiche del
tumore in esame una PCR specifica
per I'individuazione di gruppi metilici.

L'esperienza dell'Istituto
Cantonale di Patologia-ICP

In campo neuro-oncologico la dia-
gnosi istologica rappresenta tuttora il




FISH: Ibridazione in Situ Fluorescente

La FISH & una metodica basata sul principio
generale dell'ibridazione tra acidi nucleici.
Permette di indagare |'assetto genico di spe-
cifiche regioni (geni o interi cromosomi) vi-
sualizzando le sequenze di interesse diretta-
mente sul campione analizzato, mediante
|"utilizzo di un microscopio a fluorescenza.
In patologia clinica, la FISH viene eseguita
sulla sezione istologica (fissata in formalina e
inclusa in paraffina) della biopsia o della tu-
morectomia del paziente, rendendo quindi
possibile I'immediata correlazione tra dato
genetico e dato morfologico. L'analisi del
campione viene effettuata con un attento
approccio cellula-per-cellula e richiede per-
sonale esperto e opportunamente formato
(genetisti o patologi molecolari).

Box metodica FISH

“gold standard”. Tuttavia |'approfon-
dimento dei meccanismi molecolari
che stanno alla base della patogenesi
dei gliomi maligni permette oggi di
aggiungere informazioni utili a livello
diagnostico, prognostico e predittivo.
Ecco perché le indagini molecolari so-
no sempre piu utilizzate nel contesto
istopatologico.

All'ICP di Locarno le analisi di marcato-
ri molecolari nei tumori solidi sono or-
mai bene integrate con la routine dia-
gnostica, e, dalla fine del 2006, la FISH
viene effettuata su tutti i gliomi opera-
ti in Ticino che giungono all'Istituto.
Ad oggi, sono stati analizzati 53 pa-
zienti affetti da glioma maligno. In li-
nea con i dati della letteratura, la per-
dita combinata 1p/19q é stata rileva-
ta in 5 dei 6 (83%) tumori oligoden-
drogliali analizzati, mentre I'amplifica-
zione di EGFR e stata evidenziata in
12 dei 38 (31%) astrocitomi e in 1 dei
9 tumori gliali ad alto grado a istolo-
gia diversa e/o mista.

Alla luce della nostra esperienza, I'uti-
lizzo di marcatori molecolari nella pra-
tica clinica ha permesso di migliorare
la valutazione diagnostica e di stratifi-
care in modo efficiente i pazienti, an-
che alla luce dei nuovi approcci tera-
peutici.

V. Martin, Genetista,
Istituto cantonale di patologia,
Laboratorio di diagnostica molecolare
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