UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PADOVA
Corso di Laurea Magistrale in Medicina e Chirurgia
Dipartimento di Medicina DIMED

Dipartimento di Neuroscienze, sezione di Otorinolaringoiatria

TESI DI LAUREA

RUOLO PROGNOSTICO DEL TUMOR-STROMA
RATIO E DI PD-L1 (PROGRAMMED DEATH
LIGAND 1) NEL CARCINOMA LARINGEOQ. UNO
STUDIO CLINICO-PATOLOGICO

Relatore
Prof. Gino Marioni
Correlatore
Dott.ssa Lara Alessandrini
Laureando
Alessandro Drigo

Matricola

1142524

Anno Accademico 2021-2022









SOMMARIO

1
2

RIASSUNTO ..ottt ettt ettt st st st e b e bt e s bt e sbe e et e et e ebeesbeesbeesanenas 1
INTRODUZIONE ......eeiieeieeitet ettt ettt st st sttt s bbb et e sbeesaeesane e 3
2.1 La malattia neoplastica della laringe.......ccceceviiieeiei e 3
2.1.1 Anatomia della laringe ......ueevvee e 3
2.1.2 Il carcinoma a cellule squamose della laringe: epidemiologia e fattori di
170 oo T PP P ORI 5
2.13 Sedi di presentazione e sintomatologia........ccccceeeeeeecciiiieeei e, 6
214 DT T T 1] N 6
2.15 StAIAZIONE .. s 8
2.1.6 =] =1 o1 TP TP PPPPPPPPPPPPTPPPRE 10
2.1.7 Trattamento ChirUrgiCo .....uuuviiii i 10
2.1.8 Trattamenti NON ChITUIGICH .uuvvviiiiciiiieeee e 12
2.1.9 Trattamento metastasi linfonodali cervicali ..........ccoooeeriiiiniiiieiiiineee, 13
2.1.10  Farmaci biolOgiCi.....cccieiieieicieee et 13
2,100 FOUOWAUP ettt ettt et e e e e e e e e e bae e e e s bte e e e eaneeas 15
2.2 Microambiente tUMOrale........cocuii i 16
2.2.1 Transizione epitelio-mesenchimale @ CAFs.......ccccceeeevecciiieeeee e, 16
2.2.2 TS R et st b et ne e sae e et ereen 19
2.2.3 Utilizzo del TSR come marcatore prognostico nelle neoplasie solide....... 20
23 Ruolo del sistema immuNitario .......ccoceeveereeneenicnec e 21
231 Interazione tra sistema immunitario e tumore...........cccceevviieeiniiee e, 21
2.3.2 | recettori inibitori: CTLA-4 € PD-L1.....ccccceiiiiiiiieeiiee e 22
2.3.3 Immunoterapia basata sulla via PD-1/PD-L1......ccccccovevievieereereereereennen. 25
2.4 L'importanza di ricercare nuovi marcatori nel LSCC.........cccovvevecieeeeciieeeennen. 28
SCOPO DELLO STUDIO c.cciiiieieiiiitttee ettt e e e ettt e e e e e e eeiitete e e e e e semaseeeeeeesesennnnee 29
MATERIALI E IMETODI ...ttt ettt ettt ettt e e e e s st ee e e e e e s snneeeeeeas 31
4.1 PAZIENTH .eeeeeeeee e e 31
4.2 Indagini istopatologIChe .......uveiieee e 32
4.3 IMMUNOISEOCIMICA ... et 34
4.4 ANALiST SEATISTICA . ..veeeieeie ittt 35
RISULT AT ettt ettt et e e ettt e e e e e s e s bbbttt e e e e e sasasbeeeeeaeeesananneeeeeeas 36
5.1 OULCOME BENEIAIE.....cii ittt e e et e e s sata e e e s sntae e e snaaeeesanes 36

5.2 Concordanza tra biopsie e relativi campioni operatori in relazione al parametro
TSR ed alle altre variabili patologiche ...........eeeviiiiieie e 37



6

7
8

53 Associazione tra TSR e altre variabili clinico-patologiche sia sulle biopsie che
nei rispettivi campioni CHIrUGICI......ccocciiiiiiiiee e e

5.4 Valore prognostico del TSR e delle variabili clinico-patologiche.......................

DISCUSSIONE.

6.1 Significato della TSR come marker di aggressivita biologica negli LSCC............

6.2 PD-LL @ TSR ettt ettt e e e s e s e s s e e e

CONCLUSIONI
BIBLIOGRAFIA






1 RIASSUNTO

Background: I’espressione del Programmed cell death ligand 1 (PD-L1)
sembra basarsi su strette relazioni tra cellule neoplastiche e immunitarie nel
microambiente tumorale. Il tumor-stroma ratio (TSR) ¢ stato associato alla
prognosi in diverse neoplasie maligne.

Scopo dello studio: gli obiettivi di questa indagine esplorativa sono stati di
analizzare per la prima volta: (i) I'associazione tra TSR, I’espressione di PD-L1 e
altre caratteristiche clinico-patologiche in biopsie di carcinoma a cellule squamose
della laringe (LSCC) e rispettivi campioni chirurgici; (i1) ruolo prognostico e
predittivo di TSR e PD-L1.

Materiali e metodi: il TSR, I’espressione di PD-L1 (in termini di combined
positive score -CPS-) e altre caratteristiche clinico-patologiche sono state analizzate
in biopsie e campioni chirurgici di 43 casi di LSCC.

Risultati: ¢ stato riscontrato un buon accordo tra biopsie e campioni
chirurgici per il parametro TSR (statistica AC1 0.7957). Un CPS<I valutato sui
campioni chirurgici ¢ stato associato a un basso TSR (stroma rich) sia sulle biopsie
che sui campioni chirurgici (p=0.0143 e p=0.0063). Un basso TSR ha mostrato un
valore prognostico negativo significativo quando valutato sia su biopsie che su
campioni chirurgici (HR=8.808, p=0.0003 ¢ HR=11.207, p=0.0002). 11 CPS>1
sembrava essere un fattore prognostico favorevole (HR=0.100, p=0.0265).

Conclusioni: l'associazione tra i campioni bioptici e chirurgici per quanto
riguarda il TSR e l'espressione di PD-L1 dovrebbe essere ulteriormente studiata per
un potenziale impatto sui trattamenti mirati, anche per sviluppare protocolli

immunoterapeutici.

Background: Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) seems to rely on

close relations between neoplastic and immune cells in the tumor



microenvironment. Tumor to stroma ratio (TSR) has been associated with prognosis
in different malignancies.

The aims of this exploratory investigation were to analyze for the first
time the: (i) association between TSR, PD-L1 expression and other clinical-
pathological features in laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) biopsies and
paired surgical specimens; (ii) prognostic and predictive role of TSR and PD-L1.

Materials and methods: TSR, PD-L1 expression (in terms of combined
positive score [CPS]), and other clinical-pathological features were analyzed in
biopsies and surgical specimens of 43 consecutive LSCC cases.

Results: good agreement between biopsies and surgical specimens was
found for TSR (ACI1 statistic 0.7957). A CPS<I evaluated on surgical specimens
was associated with a low TSR (stroma rich) on both biopsies and surgical
specimens (p=0.0143 and p=0.0063). Low TSR showed a significant negative
prognostic value when evaluated on both biopsies and surgical specimens
(HR=8.808, p=0.0003 and HR=11.207, p=0.0002). CPS>1 appeared to be a
favorable prognostic factor (HR=0.100, p=0.0265).

Conclusion: the association between bioptic and surgical specimens TSR
and PD-L1 expression should be further investigated for a potential impact on

targeted treatments, also with regard to immunotherapeutic protocols.



2 INTRODUZIONE

2.1 La malattia neoplastica della laringe

2.1.1 Anatomia della laringe

La laringe puo essere suddivisa in 3 porzioni, importanti da ricordare perché una
diversa localizzazione del tumore da luogo a un corredo sintomatologico differente.

Nello specifico, si possono identificare:

» Lalaringe sovraglottica, la quale si trova al di sopra di un piano immaginario
passante per il margine superiore delle corde vocali (in continuita con la
faringe). In tale sede sono collocate: I’epiglottide, le pliche ari-epiglottiche,
le aritenoidi, le false corde, il fondo e il tetto del ventricolo(1).

A livello istologico ¢ rivestita da epitelio di tipo respiratorio con
alcune aree di metaplasia pavimentosa da stimoli meccanici (soprattutto in
epiglottide, pliche ariepiglottiche e aritenoidi). Al di sotto della mucosa si
trova la lamina quadrangolare (tessuto elastico) tesa tra il margine laterale
dell’epiglottide e le aritenoidi; essa termina a livello delle false corde,
formando il legamento vestibolare(2).

» La laringe glottica, che comprende il piano delle corde vocali (dal piano
immaginario passante per il margine superiore delle corde vocali fino a lcm
inferiormente a questo piano). In essa si trovano: le corde vocali vere, la
commisura anteriore (cio¢ il punto di unione delle corde vocali
anteriormente sulla cartilagine della tiroide) e posteriore e infine il
pavimento del ventricolo(1).

Si compone di un epitelio pavimentoso pseudostratificato, al di sotto
di cui si trova il cono elastico, il quale origina dalle corde vocali ed ¢ in
continuita con il cono elastico della trachea(2).

» Lalaringe ipoglottica o sottoglottica, che va dal limite inferiore della laringe
glottica fino all’inizio della trachea, ossia fino al margine inferiore della

cartilagine cricoide(1).



E rivestita da epitelio di tipo respiratorio(2).
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Figura 1: configurazione interna della laringe in sezione sagittale e in sezione frontale(3)

Le funzioni a cui assolve la laringe sono:

e Fonazione, sfruttando 1 movimenti di adduzione, abduzione, e vibrazione
delle corde vocali. Queste ultime determinano inoltre delle importanti
differenze nella produzione fonatoria: nello specifico, una variazione della
loro lunghezza, tensione, spessore ¢ associata a variazione della frequenza
della voce.

e Respirazione, dato che permette il passaggio di aria dalla faringe alla
trachea.

e Protezione delle vie aeree da eventuali corpi estranei: avviene a livello
sovraglottico con un meccanismo di chiusura della epiglottide, e a livello
glottico mediante adduzione delle corde vocali.

e Funzione secondarie: I’adduzione delle corde vocali permette di compiere
la manovra di Valsalva, fondamentale per azioni come il sollevamento di
oggetti pesanti, la minzione, il ponzamento e I’espulsione del feto durante il

parto(2).



2.1.2 1l carcinoma a cellule squamose della laringe:
epidemiologia e fattori di rischio

Il carcinoma della laringe costituisce il tumore piu frequente del tratto aero-
digestivo superiore (28%), rappresentando circa il 2.5% di tutti 1 tumori maligni
nell’uomo e lo 0.5% nella donna. In Italia la sua incidenza ¢ stimata in 3
casi/100.000/anno(4). 1l picco di incidenza si ha tra la VI e la VII decade di vita. Si
tratta di un tumore prevalentemente legato al sesso maschile, con un rapporto di
circa 10:1 (in Italia, in altri paesi il rapporto ¢ diverso)(5) ma, come per
I’adenocarcinoma polmonare, le differenze si stanno via a via appianando per una
diffusione del tabagismo presso il sesso femminile (lo stesso fattore culturale che
giustifica un rapporto diverso di prevalenza tra i due sessi nei diversi paesi)(6).
Infatti proprio il fumo di tabacco, assieme all’alcool, rappresenta uno dei principali
fattori di rischio per questo tipo di neoplasia, accompagnato dall’infezione cronica
con HPV, dal reflusso gastro-esofageo cronico, dall’esposizione occupazionale a
fumi e da una storia di irradiazione del distretto testa-collo(7,8)

Per quanto riguarda la caratterizzazione istopatologica, esiste un’enorme
varieta di neoplasie della laringe. I tumori di origine epiteliali sono quelli piu
diffusi: I’istotipo squamoso da solo ¢ responsabile del 90/95% delle neoplasie
totali(9,10); seguono poi il carcinoma a cellule fusate, 1’adenocarcinoma, il
carcinoma mucoepidermoide, il carcinoma linfoepiteliale e molti altri tumori
originanti dai tessuti epitaliali. Per quanto riguarda i tessuti molli, da essi possono
svilupparsi il fibroscarcoma, I’istocitoma fibroso maligno e altri tumori di origine
mesenchimale come il liposarcoma, il rabdomiosarcoma e il leiomiosarcoma; altre
volte la laringe ¢ sede di infiltrazione di linfomi maligni o sede di metastasi(11).
Per quanto concerne il LSCC, si possono ulteriormente suddividere le neoplasie in
base al grado di differenziazione citonucleare: con G1 si comprendono i carcinomi
ben differenziati, con G2 quelli moderatamente differenziati e infine con G3 quelli

scarsamente differenziati(7,8).



2.1.3 Sedi di presentazione e sintomatologia

I carcinoma si puo sviluppare, seguendo 1’anatomia dell’organo, a livello
glottico (sul piano delle corde vocali), oppure presentarsi a livello della laringe
sovra o sottoglottica. La diversa sede di presentazione si concretizza poi con una
differente sintomatologia(8):in presenza di una lesione a livello sovraglottico si ha
disfagia (fino alla polmonite ab-ingestis), odinofagia, otalgia (espressione di un
dolore riflesso attraverso le strutture nervose della faringe) ed emoftoe, nel caso in
cui la lesione abbia degli aspetti di tipo ulcerativo o erosivo(12). Solitamente la
diagnosi di una lesione sovraglottica ¢ tardiva, dato che la lesione deve avere una
localizzazione particolare o un elevato volume per dare una manifestazione
sintomatologica che induca il paziente a richiedere una consulenza.

In presenza di una lesione a livello glottico si presentano in genere disfonia,
tosse secca e nei casi piu estremi afonia. In caso di comparsa in tale sede la prognosi
¢ tendenzialmente migliore, poiché il paziente si accorge subito della disfonia e da
inizio all’iter diagnostico(13).

In presenza di una lesione sottoglottica il sintomo dominante ¢ la dispnea.
Tali lesioni sono molto poco frequenti; il piu delle volte queste sono lesioni
glottiche-sottoglottiche, o addirittura transglottiche, cio¢ interessano tutti e 3 i
livelli(14). Dunque spesso in suddetti casi alla dispnea si puo associare anche una

disfonia, per il co-interessamento glottico(13,15).

2.1.4 Diagnosi

Come per ogni patologia la diagnosi pone le sue basi sull’anamnesi, che in
questo caso si deve focalizzare sulla ricerca di fattori di rischio (in primis una storia
di abuso di alcool e tabacco) e sulla ricerca dei sintomi tipici di questa neoplasia,
come ad esempio la comparsa di disfonia insorta da alcune settimane, o la disfagia
in caso di lesione piu alta(15).

Una volta posto il quesito diagnostico tramite I’anamnesi si procede
attraverso 1’esame obiettivo, che consiste nell’esplorazione diretta della laringe
tramite una luce frontale ed uno specchietto che aiuta ad esplorare ogni orifizio
dell’organo; tale esame pud avvenire sia in situazione statica che in situazione

(1342} (192

dinamica, chiedendo al paziente di fonare dicendo “i” o “e” in modo da visualizzare



la modificazione del piano delle corde vocali e del lume glottico. Parte dell’esame
obiettivo consiste anche nella palpazione del collo alla ricerca di linfonodi di
dimensioni e/o consistenza alterati(16).

All’esame obiettivo viene affiancata 1’indagine endoscopica, con strumento
rigido o flessibile, la quale permette di visualizzare al meglio I’esatta anatomia
dell’organo e offre la possibilita di eseguire direttamente una biopsia. Se, per
caratteristiche della lesione o per eventuali comorbidita presenti si nutre il sospetto
di complicanze, la biopsia non puo essere eseguita durante una classica seduta di
endoscopia, ma deve esser pianificato un intervento chirurgico, in modo da eseguire
la procedura a paziente intubato(17).

Per lo studio delle strutture profonde bisogna ricorrere alla diagnostica
strumentale: in particolare ci si affida alla TC e alla risonanza magnetica nucleare
(RMN) con MDC. Tramite 1’utilizzo di queste tecniche si riesce a determinare
molto piu precisamente 1’estensione in profondita del tumore, dato fondamentale
per poter intraprendere un corretto iter terapeutico, nonché si pud indagare
un’eventuale linfonodale (uno dei parametri fondamentali nella stadiazione TNM).
Per la ricerca di metastasi linfatiche in realta ci si puo servire anche di indagini prive
di radiazioni ionizzanti (la quali portano con sé pur sempre un minimo rischio)
come [’ecografia, che pud aiutare nella ricerca di linfonodi reattivi(7,8); la
sensibilita e la specificita di questo esame (gia superiore rispetto alla sola
palpazione) possono essere ulteriormente aumentate tramite 1’esecuzione di un
agoaspirato sempre sotto guida ecografica, andando cosi alla ricerca diretta di
cellule neoplastiche(18).

Infine, per la valutazione delle metastasi a distanza ci si serve solitamente
di metodiche total body come la TAC(19); la PET-TC ¢ raccomandata in come
imaging di controllo post trattamento radioterapico ma non c’¢ ancora consensus
nel suo utilizzo nel processo diagnostico(20). Nei casi in cui non si abbiano a
disposizione questo tipo di strumenti si deve andare ad indagare con esami specifici
tutte quelle che sono le sedi di metastatizzazione a distanza piu frequenti dei tumori
maligni della testa e del collo. In particolare, ¢ necessario eseguire una radiografia
del torace per indagare eventuali localizzazioni polmonari, un’ecografia
addominale per gli eventuali noduli epatici e infine un dosaggio della fosfatasi

alcalina per indagare eventuali metastasi ossee(7).



2.1.5 Stadiazione

Come per ogni neoplasia ¢ stata concordata una classificazione TNM univoca ed

universale, strumento necessario di cui si servono gli specialisti per poter dialogare

in modo sicuro con le altre figure appartenenti al team multidisciplinare che si

occupa della gestione di tale patologia. In particolare, per quanto riguarda il

parametro T la classificazione cambia a seconda della porzione di laringe coinvolta.

Secondo I’ottava edizione della classificazione TNM (Amin et al.)(21), il tumore

sovraglottico ¢ definito

T1 se limitato ad una sottosede della sovragottide con motilita laringea
nella norma;

T2 quando la neoplasia invade piu di una sottosede sovraglottica o la
glottide o regioni extralaringee limitrofe alla laringe;

T3 se limitato alla laringe con fissita delle corde vocali o invasione dell’area
retrocricoidea, dello spazio pre-epiglottico o dello spazio paraglottico;
T4a se la neoplasia oltrepassa la cartilagine tiroidea e/o infiltra i tessuti
extralaringei, cio¢ 1 muscoli prelaringei, gli estrinseci della lingua, la
tiroide, la trachea e 1’esofago;

T4b se interessa gli spazi prevertebrali, avvolge la carotide interna o infiltra

le strutture mediastiniche.

In caso di localizzazione glottica invece si ha:

Tla, in cui la neoplasia interessa una sola corda vocale ma con motilita
cordale conservata;

T1b: la neoplasia raggiunge la commisura anteriore o ’altra corda vocale
ma con motilita cordale conservata;

T2, in cui il tumore si estende, cranialmente o caudalmente, mantenendo
una motilita cordale anche se ridotta;

T3, se limitato alla laringe con fissita cordale e/o invasione dello spazio
paraglottico e/o minima erosione della cartilagine tiroidea

T4a, se la neoplasia oltrepassa la cartilagine tiroidea e/o infiltra 1 tessuti
extralaringei, cio¢ i muscoli prelaringei, gli estrinseci della lingua, la tiroide,

la trachea e I’esofago;



T4b se interessa gli spazi prevertebrali, avvolge la carotide interna o infiltra
le strutture mediastiniche uguale a carcinoma sovraglottico. (gli ultimi due

punti sono uguali al carcinoma sovraglottico).

Il tumore sottoglottico prevede invece:

T1: tumore limitato a una sede della sottoglottide;
T2: tumore esteso alle corde vocali con normale o ridotta mobilita;
T3: tumore limitato alla laringe con fissita cordale;

T4a e T4b uguali a carcinoma sovraglottico e glottico.

Per quanto riguarda il parametro N esso ¢ uguale per tutti i tipi di lesione e si divide:

NO: non vi sono metastasi latero-cervicali;

N1: ¢’¢ un unico linfonodo patologico con diametro inferiore a 3cm;

N2: ¢’¢ un unico linfonodo omolaterale alla lesione che non sia di
dimensioni superiori ai 6cm e non abbia una estensione extracapsulare della
metastasi;

N2a: c’¢ un unico linfonodo positivo di dimensioni inferiori ai 3cm che pero
sia ENE*-positivo, cio¢ che abbia un’estensione extracapsulare della
metastasi; oppure un unico linfonodo con dimensioni comprese tra i 3cm e
1 6cm senza estensione extracapsulare (ENE-negativo);

N2b: multipli linfonodi omolaterali alla lesione senza un’estensione della
neoplasia al di fuori della capsula del linfonodo (ENE-negativo);

N2c: multipli linfonodi bilaterali o controlaterali con dimensioni inferiori ai
6¢cm;

N3a: unico linfonodo con dimensioni superiori ai 6cm senza progressione
al di fuori della capsula della metastasi (ENE-negativo);

N3b: qualsiasi linfonodo con dimensioni superiori ai 3cm ENE-positivo.

*estensione extranodale

Il parametro M invece si limita a definire 1’assenza (M0) o presenza (M1) di

metastasi a distanza.(21).
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2.1.6 Terapia

Per quanto riguarda la terapia, si cerca di essere meno demolitivi possibile,
in quanto in base a questa scelta il paziente potra o meno mantenere (o almeno
parzialmente) una buona deglutizione e normali funzioni fonatorie e respiratorie,
fondamentali per una buona qualita di vita(15). In particolare, prima di iniziare
I’iter terapeutico vanno prese in considerazione molte variabili, come le
caratteristiche biologiche del tumore (istotipo, grading, mutazioni come p53), la sua
sede di presentazione, i parametri T e N e I’eventuale presenza di metastasi a

distanza(22).

2.1.7 Trattamento chirurgico

In caso di lesioni early il trattamento chirurgico riesce a garantire una buona
prognosi senza compromettere eccessivamente la qualita di vita del paziente.
Soprattutto a livello glottico la prognosi risulta particolarmente favorevole, dato che
qui la neoplasia ¢ in genere diagnosticata piu precocemente e la zona ¢ meno ricca
di vasi linfatici, per cui anche la diffusione linfonodale risulta esser minore rispetto
alle altre sedi(4).

Storicamente la chirurgia si serviva di un approccio open (cordectomia per
laringofissura); ultimamente si preferisce invece un approccio mininvasivo
mediante endoscopio rigido ed exeresi con strumento laser: questo approccio si €
rivelato equivalente alla terapia demolitiva in caso di lesioni non particolarmente
estese (fino a T2-NO)(4). In presenza di condizioni anatomiche sfavorevoli
all’endoscopia, controindicazioni alla chemio-radioterapia o come opzione di
salvataggio dopo trattamento medico ci si puo servire della chirurgia conservativa
a cielo aperto, la quale garantisce la radicalita del trattamento chirurgico a fronte di
una maggiore preservazione d’organo rispetto la laringectomia totale(23). In questo
contesto si parla di laringectomia parziale orizzontale (OPHL), la quale viene divisa
in tre sottotipi:

e Tipo 1, sovraglottica, che prevede I’asportazione di tutta la porzione
laringea al di sopra del piano glottico, compreso lo spazio

preepiglottico e la meta superiore della cartilagine tiroidea;
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e Tipo 2, sovracricoidea, in cui viene asportata tutta la laringe che si
trova al di sopra la cartilagine cricoidea. E ulteriormente suddivisa
in tipo a se viene asportata solo I’epiglottide sottoiodea e b se invece
viene asportata tutta I’epiglottide. Tale procedura pud comprendere
o meno la rimozione delle aritenoidi;

e Tipo 3, sovratracheale, che prevede la rimozione della cartilagine
cricoide, ma con risparmio di un’unita crico-aritenoidea (necessaria
per la deglutizione). Anche tale procedura puo essere divisa in tipo
a o b a seconda che sia rimossa solo ’epiglottide sottoiodea o
tutta(23).

Qualora le tecniche conservative non fossero sufficienti per ottenere una
radicalita adeguata la tecnica chirurgica da adottare ¢ la laringectomia totale(24).
Nello specifico essa ¢ indicata:

e quando vi ¢ una estensione importante della neoplasia tale da fuoriuscire
dallo scheletro cartilagineo (T3 non passibili di protocolli di preservazione
d’organo non chirurgici);

e quando ad essere coinvolta dalla neoplasia non ¢ piu solo la laringe a livello
transglottico (cio¢ a tutti 1 livelli della laringe) ma anche I’ipofaringe (T4
per infiltrazione massiva dello scheletro cartilagineo o estensione
ipofaringea);

e quando ci troviamo di fronte ad un fallimento di una chirurgia o di un
trattamento di preservazione d’organo radio-chemioterapico;

e in caso di sequele funzionali post trattamento chirurgico o

radioterapico(24).

In questo caso il paziente necessitera di tracheostomia a permanenza. Attraverso la
riabilitazione 1 pazienti sottoposti a laringectomia totale possono riprendere la
funzione fonatoria. Cid puo avvenire con il posizionamento di una protesi tracheo-
esofagea; imparando ad utilizzare la cosiddetta voce esofagea, cio¢ una voce
autonoma prodotta in condizioni di apnea; oppure con apparecchi

elettronici come il laringofono(4).
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2.1.8 Trattamenti non chirurgici

In carcinomi piccoli, soprattutto a livello glottico ma anche sovraglottico la
radioterapia si ¢ visto garantire un risultato praticamente sovrapponibile alla
chirurgia conservativa, per cui si presenta come una valida alternativa nei casi ben
selezionati(4,7,8) In piu, il trattamento radioterapico (con chemioterapia
concomitante 0 meno) pud essere preso in considerazione come terapia di
salvataggio nel caso di recidiva post intervento chirurgico. Nello specifico ¢
indicato in caso di: margini chirurgici close (definiti come inferiore a 1 mm)(25);
stadio pT4; invasione delle strutture nervose, linfatiche o vascolari; presenza di tre
o piu linfonodi metastatici o stadio N3; diffusione extracapsulare e infine se la
lesione primaria si estende nell’area subglottica(7,26).

Un approccio combinato radio-chemioterapico pud essere utilizzato in
prima istanza anche nei tumori localmente avanzati (eccetto T4 con infiltrazione
della cartilagine tiroidea a tutto spessore o infiltrazione >1 cm della base della
lingua; scarso performance status e quindi impossibilita di eseguire una CT-RT): il
risultato in termini di sopravvivenza ¢ paragonabile a quello chirurgico, con il
vantaggio di una maggiore preservazione delle funzionalita dell’organo e possibilita
di ricorrere all’intervento chirurgico come trattamento di un’eventuale recidiva di
malattia. Tuttavia, si deve sottolineare che la chirurgia dopo CT-RT ¢ gravata da
un’alta percentuale (14%) di complicanze post-operatorie gravi, soprattutto fistole
faringo-cutanee e con modeste probabilita di successo(27).

La chemioterapia [cisplatino in monoterapia o in associazione con 5-
fluorouracile(28)] ¢ stata utilizzata in un primo momento solo nei pazienti che
presentavano metastasi alla diagnosi o come terapia palliativa in ricorrenza di
malattia(29); mentre non viene utilizzata come trattamento di induzione nei casi

localmente avanzati dato che gli studi non ne hanno identificato I’efficacia(28).
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2.1.9 Trattamento metastasi linfonodali cervicali

Nel caso di pazienti con evidenza clinica di metastasi linfonodali si puo
optare per uno svuotamento radicale dei linfonodi del collo o per uno svuotamento
radicale modificato (come in quella radicale vengono rimossi tutti i livelli
linfonodali -dall’T al V-, ma in questo caso viene preservata almeno una tra le
strutture non linfatiche, ossia il muscolo sternocleidomastoideo, il nervo accessorio
spinale e la vena giugulare interna) (30).

In caso di collo clinicamente NO le opzioni a disposizione sono: lo
svuotamento linfonodale elettivo, la radioterapia o I’approccio “wait and see” con
I’intervento chirurgico di salvataggio(7). Lo svuotamento linfonodale elettivo ¢
necessario qualora ci sia un rischio di metastasi occulte maggiore del 20%(31). Con
svuotamento elettivo si fa riferimento ad un insieme di differenti tecniche
chirurgiche, tra le quali spicca lo svuotamento linfonodale selettivo (una volta ci si
serviva dello svuotamento radicale modificato ma ad ora ¢ considerato un
overtreatment)(32). Tale trattamento selettivo (in cui vengono risparmiate una o piu
stazioni linfonodali del collo) (30) ¢ diventato dunque il gold standard nei pazienti
con collo clinicamente negativo. Nel caso di riscontro intraoperatorio di metastasi
linfonodali il trattamento ¢ il medesimo di chi ha metastasi linfonodali alla diagnosi

clinica.(7)

2.1.10 Farmaci biologici

Come per tutte le neoplasie solide e non solo anche in questo contesto ha
preso piede l’utilizzo di farmaci biologici, utilizzati sia in alterativa che in
sostituzione alla chemioterapia tradizionale.

Uno studio clinico randomizzato di fase III ha valutato I’impiego di un
anticorpo monoclonale anti EGFR (cetuximab) in associazione sincrona con la RT
(sia standard che a frazionamenti non convenzionali), dimostrando maggiore
efficacia rispetto alla radioterapia da sola in termini di controllo locoregionale a 3
anni e di sopravvivenza globale a 5 anni. Il vantaggio ¢ indipendente dallo stadio
(IIT vs IV) e dalle sedi di malattia (valutava le neoplasie di testa collo in

generale)(33).
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Da confronti indiretti il trattamento combinato con cetuximab+RT
presenterebbe un profilo di tossicita piu favorevole rispetto a quello della
combinazione contenente chemioterapia, anche se tale dato non ha trovato pieno
riscontro in successive osservazioni(4).

In un’altra analisi comprendente 168 pazienti affetti da carcinoma della
laringe ed ipofaringe candidabili a preservazione d’organo, il cetuximab ha
garantito una migliore preservazione laringea, sebbene non sia emersa una
differenza statisticamente significativa in paragone alla sola RT. Nonostante i limiti
di questa analisi (il ristretto numero di pazienti inclusi), la combinazione di
cetuximab/RT potrebbe essere un’opzione da considerare in pazienti unfit per
cisplatino. Purtroppo, il braccio di controllo di questo studio non era rappresentato
da chemio e radioterapia concomitante(34).

Al contrario, una revisione della letteratura che ha incluso principalmente
dati relativi a casi studiati in maniera retrospettiva, ha ipotizzato la superiorita della
chemioradioterapia a base di platino rispetto al cetuximab, in termini di controllo
locale, sopravvivenza libera da progressione e sopravvivenza globale(35). Non vi
sono dati sull’uso di cetuximab in combinazione con RT postoperatoria se non in
studi di fase 11(36).

Tre studi randomizzati hanno valutato il ruolo di panitumumab in
associazione con RT o con RT e cisplatino, senza fornire evidenza a favore dell’uso
del biologico(37).

L’utilizzo di afatinib dopo chemioradioterapia quale trattamento adiuvante
(dopo trattamento concomitante) in pazienti a rischio intermedio-alto non ha
dimostrato vantaggio rispetto al placebo in termini di sopravvivenza libera da
malattia (obiettivo primario dello studio) e lo studio ¢ stato chiuso per questa
mancanza di risultati(38). Inoltre uno studio randomizzato su circa 700 casi non ha
dimostrato alcuna utilita di lapatinib dopo chemioradioterapia postoperatoria

rispetto al placebo(39).
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2.1.11 Follow-up

La pianificazione del follow-up dovrebbe tenere conto delle caratteristiche
del singolo individuo e dal rischio di ricorrenza di malattia. Le sue finalita al
termine dei trattamenti oncologici sono diverse: la sorveglianza dalla comparsa di
recidive; la valutazione degli effetti sub-acuti e tardivi dei trattamenti; il ripristino
dello stato nutrizionale, delle funzioni deglutitorie e fonatorie; il monitoraggio dello
stato psicosociale del paziente e se, se possibile, 1’astinenza dai fattori di rischio
della malattia (alcol e fumo in primis)(40).

Nello specifico, il follow-up di articola in:

e Visite periodiche da parte dell’otorinolaringoiatra durante la radioterapia
per tutti quei pazienti con difficolta nella deglutizione o nella respirazione

e RX del torace ogni anno

e Indici epatici di laboratorio, da ripetere ogni anno, per coloro che si
presentano alla diagnosi con uno stadio avanzato di malattia

e visite periodiche da parte dell’oncologo che ha effettuato la radioterapia

e test di funzionalita tiroidea per chi ¢ stato sottoposto a trattamento
radioterapico nella parte inferiore del collo.

La frequenza delle visite non ¢ standardizzata e puo essere personalizzata;
in genere, nel primo anno al termine di ogni protocollo di trattamento si visitano 1
pazienti ogni 1-3 mesi; nel secondo anno si aumenta ogni 2-4 mesi; al terzo ogni 3-
6 mesi; nel quarto e quinto anno ogni 4-6 mesi per poi rivedere il paziente una volta

all’anno(7).



2.2 Microambiente tumorale

2.2.1 Transizione epitelio-mesenchimale e CAFs
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Nei campioni tissutali di carcinoma, oltre alle cellule epiteliali maligne, ¢

presente una componente stromale (costituita da fibroblasti, miofibroblasti, cellule

endoteliali, periciti, cellule muscolari lisce e adipociti), che si ¢ dimostrata

fondamentale per la proliferazione e la crescita delle cellule carcinomatose (41-44).
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Figura 2: rappresentazione schematica delle varie popolazioni cellulari costituenti

il

microambiente tumorale, ciascuna marcata con una differente colorazione immunoistichimica. In

particolare i marcatori utilizzati sono: la citocheratina 14 per le cellule tumorali; I’alfa-SMA per i

CAFs; il recettore del PDGF-beta per i periciti; il collagene lal per la matrice extracellulare; il
CD-45 per i linfociti; il CD-11c per le cellule della linea mieliode e il CD-34 per le cellule edoteliali.

(43).
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Non ¢ ancora ben chiaro se sia il tessuto sano attorno al tumore a produrre,
in relazione alla presenza di quest’ultimo, la componente stromale o se sia il tumore
stesso ad indurne la formazione tramite la produzione di specifici fattori di crescita.
In particolare, la produzione da parte della neoplasia di queste molecole sembra
indurre le cellule epiteliali a compiere la transizione epitelio-mesenchimale (EMT),
grazie al quale dismettono la loro caratteristica morfologica e il loro profilo normale
di espressione genica, assumendo una forma e un programma trascrizionale tipico
delle cellule mesenchimali (un po’ come avviene per la guarigione delle ferite (45).
Nello specifico le cellule perdono di polarita, I’espressione di citocheratine e la
presenza di giunzioni strette mediate dall’E-caderina mentre acquistano un fenotipo
mesenchimale, motilita, invasivita, aumentata resistenza all’apoptosi, 1’espressione
di N-caderina e la capacita di secernere proteinasi (MMP-2 ¢ 9).

Affinche si verifichi tale transizione sono necessari una serie di stimoli
biochimici che devono essere forniti dal tumore e rilasciati nell’ambiente
circostante. In tale contesto si inseriscono i CAFs, ossia i1 fibroblasti associati al
cancro(46). L’origine di tali cellule ¢ affascinante ed ¢ un chiaro esempio di come
laneoplasia impari a sfruttare i meccanismi fisiologici a proprio favore. I fibroblasti
normali, se sottoposti a particolari segnali biochimici come fattori di crescita (TGF-
beta, FGF, chemochine) o prodotti dell'esposizione a stress cellulare (come
l'ipossia, lo stress ossidativo o le radiazioni), rispondono con una modifica
morfologica, biochimica e funzionale, diventando NAFs (fibroblasto normalmente
attivato). Queste cellule hanno una forma stellata, esprimono 1’actina muscolare
liscia (SMA), la vimentina, proteine di superficie (quali VCAM E ICAM) e
secernono metalloproteasi, fattori di crescita, citochine ed altre molecole segnale,
in modo da agire sulla matrice extracellulare. Un esempio ¢ cio che avviene in caso
di ferita: in tal caso ’infiammazione, 1’intervento del sistema immunitario e il
rilascio di particolari fattori di crescita promuovono una trasformazione del
microambiente che favorisce la guarigione(47). Nel caso in cui pero tali stimoli
persistano (come ad esempio nel cancro, in cui il tumore addirittura continua a
crescere), la risposta non ¢ piu puntuale ma diventa costitutiva: i NAFs diventano
cosi CAFs. La loro attivitd non cambia, ma presentano delle modificazioni
epigenetiche per cui non possono piu regredire allo stato di fibroblasto normale,
continuando dunque costitutivamente a secernere sostanze capaci di rimodellare il

microambiente circostante (48).



18

ECM remodelling Secreted factors

Epigenetic Oxidative stress,
modulation ROS

. 4
@2@2@\0/

Resting, quiescent and/or resident fibroblasts
and stellate cells or other precursor cells
such as bone marrow-derived MSCs,
endothelial cells and adipocytes

Cancer-associated fibroblast

"
Metabolic Altered secretome Altered ECM deposition
alterations regulating other cell types and remodelling

Figura 3: Illustrazione schematica dei vari meccanismi coinvolti nell attivazione dei CAFs. (48).

Tali CAFs sono comunque diversi dai fibroblasti fisiologici in quanto non
posseggono una funzione riparativa o trofica, ma agiscono favorendo la
proliferazione del tumore attraverso una modulazione della polarizzazione
immunitaria, la produzione di fattori di crescita e di proteine di matrice
extracellulare (46). In piu, va ricordato il loro fondamentale ruolo di manipolazione
biochimica dell’ambiente tumorale per cui viene favorito il metabolismo delle
cellule neoplastiche (soprattutto lattacidico); allo stesso tempo, veicolando i
nutrienti (lattati, chetoni, acidi grassi liberi e amminoacidi come la glutammina) e
mettendoli a disposizione del tumore impoveriscono lo stroma di tutte le altre
sostanze di cui si servirebbero i linfociti per sopravvivere (49). Questo dato non ¢
pero altrettanto valido nel carcinoma pancreatico, in cui si ¢ dimostrato che i CAFs

posseggano un ruolo soppressivo nei confronti della neoplasia stessa(50).
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In questo contesto, studi recenti evidenziano anche un ruolo importante dei
microRNA (miR), regolatori pleiotropici dell'espressione genica, come componenti
critici del microambiente tumorale. E stato riportato come la deregolazione
dell'espressione di miR nel sito del tumore influisca sulla progressione e sulla
metastasi del tumore e che le cellule tumorali siano dotate della capacita di produrre
alcune classi di miR, come miR21 e miR29a. Queste piccole sequenze di RNA non
codificanti vengono poi interiorizzate dagli esosomi e secrete all'esterno della
cellula, alterando il meccanismo trascrizionale e diffondendosi allo stesso tempo
nell'ambiente tumorale. Tutte le cellule immunitarie che esprimono i TLR-8, come
le DC, sono potenzialmente esposte a questo scenario: pertanto i miR possono
essere visti come componenti integrati del letto tumorale, agendo come fattori
biologici paracrini che contribuiscono alla diafonia tra cancro e cellule immunitarie,
insieme alla rete di citochine ivi generate (44).

Per tutti questi motivi non stupisce che un contenuto elevato di stroma
tumorale sia associato a una sopravvivenza peggiore € ad un alto livello di
interazione tra cellule tumorali e stromali (51). Inoltre, ¢ stato visto che i tumori ad
alto contenuto di stroma tumorale sono associati a una debole risposta linfocitaria
suggerendo come una forte risposta immunitaria possa prevenire lo sviluppo dello
stroma tumorale minimizzando aggressivita del tumore (52). Molti studi sul cancro
della testa e del collo hanno mostrato una significativa correlazione tra un alto
contenuto di stroma tumorale e una maggiore aggressivita, inclusa I’invasione
perineurale (53), profondita di infiltrazione (54-56) invasione cellula-cellula (56),

stadio avanzato e resistenza al trattamento(52).

2.2.2 TSR

Nei tumori di testa e collo ¢ stata evidenziata una correlazione tra la
presenza di EMT e la presenza di una maggiore quantita di stroma a livello
istologico (57). Il TSR ¢ un'entita relativamente nuova ed ¢ stata descritta per la
prima volta da Mesker et al nel 2007 come fattore prognostico nel carcinoma del
colon-retto; tuttavia, ora, il suo significato prognostico ¢ stato studiato in vari
carcinomi tra cui esofageo, seno, endometriale, epiteliale ovarico, cervicale,

laringeo, carcinoma nasofaringeo ed epatico(58). Un tumore viene definito povero
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di stroma qualora il TSR sia superiore al 50%; viceversa ¢ ricco di stroma qualora

il TSR sia maggiore del 50%(59,60).

2.2.3 Utilizzo del TSR come marcatore prognostico nelle
neoplasie solide

Oltre ad essere un valido fattore prognostico per molte neoplasie (61—
64)(come gia detto in precedenza, dando risultati simili anche per il distretto testa-
collo) (54,56,63,65,66), possiede il vantaggio di essere una metodica rapida ed
economica, dato che 1 campioni possono essere analizzati semplicemente in
ematossilina-eosina ~ senza  dover  impiegare  particolari ~ marcatori
immunoistochimici che, oltre ad essere particolarmente costosi, non sono sempre
disponibili in tutte le aziende ospedaliere. Per questo motivo la valutazione del
TSR potrebbe entrare nella pratica clinica sia per la sua affidabilita, capacita

prognostica quanto per il suo rapporto costo-efficacia(67).
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2.3 Ruolo del sistema immunitario

2.3.1 Interazione tra sistema immunitario e tumore

Il sistema immunitario possiede un ruolo fondamentale nella prevenzione
della trasformazione maligna di un tessuto (immunosorveglianza)(68): molti studi
hanno ormai dimostrato come in vari carcinomi trovare un’intensa risposta
linfocitica sia associata ad una prognosi migliore. Per di piu, sembra che il risultato
prognostico individuato andando a cercare I’infiltrato linfocitario sia piu affidabile
in termini di prognosi rispetto alla tradizionale classificazione TNM(69) e che, una
maggiore presenza di linfociti sia associata ad una migliore risposta alla
chemioterapia neoadiuvante nei carcinomi di testa e collo(70). Al contrario, una
minor concentrazione di macrofagi ¢ associata ad una risposta migliore alla
chemioterapia (71).

Tutto ci6 non stupisce piu da quando si € scoperto che il sistema immunitario
sorveglia non solo la presenza di agenti infettivi, ma anche le cellule normali. Infatti
esso attacca non solo i patogeni, ma anche le cellule che, per qualche motivo, hanno
subito un certo tipo di modifica. In particolare, i linfociti CD8" sono in grado di
riconoscere una produzione aberrante di proteine: in quelle cellule i prodotti alterati
vengono degradati nei proteasomi; i frammenti che ne derivano vengono esposti
sulla superfice cellulare grazie ai MHC (complessi maggiori di istocompatibilita)
di classe I (¢ lo stesso meccanismo con cui vengono riconosciute le proteine virali)
e cosi riconosciuti dai linfociti citotossici(72). Purtroppo pero il segnale del MHC
di classe I spesso non ¢ sufficiente, dato che le cellule tumorali non esprimono gli
altri ligandi stimolatori capaci di attivare la risposta linfocitaria. Si pensa infatti che
I’attivazione del sistema immunitario sia possibile solo qualora tali antigeni mutati
siano captati dalle APC (A4ntigen Presenting Cell), le quali possono indurre una
proliferazione linfocitaria(73). In questo contesto si ¢ rilevato utile classificare gli
antigeni tumorali in due macro-categorie: gli antigeni tumore-specifici e gli antigeni
tumore correlati. Nella prima categoria vengono incluse le proteine mutate della
cellula tumorale, ossia mutazioni puntiformi che acquista il tumore e che quindi
sono specifiche esclusivamente di quella neoplasia (si ritiene che tali mutazioni
siano riconoscibili da parte del sistema immunitario, per cui hanno destato

particolare interesse tra i ricercatori). Gli antigeni tumore correlati invece sono una
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serie di proteine caratteristiche della cellula normale ma che nella cellula
neoplastica sono over espresse o neo prodotte, ovvero prodotte da un gene che
dovrebbe essere spento in quella cellula. Fanno da esempio Her2/neu nel carcinoma
mammario, 1’alfa-feto proteina nei tumori epatici e il CEA in quelli del colon(74)
Molti tumori maligni perd sviluppano meccanismo che permettono di
eludere le risposte tumorali dell’ospite oppure di resistervi. La pressione selettiva
indotta dalla risposta immunitaria porta a selezionare le cellule dotate di ridotta
immunogenicita; nello specifico, le cellule tumorali riescono a sfuggire al
riconoscimento perdendo ’espressione degli antigeni; oppure con mutazioni nei
geni del’MHC o di altri geni necessari al processamento dell’antigene; tramite la
produzione diretta di proteine immunosoppressive o, infine, sfruttando proteine

inibitorie di membrana. Tale processo ¢ definito immunoediting tumorale(74).

2.3.2 I recettori inibitori: CTLA-4 e PD-L1

Tra 1 recettori inibitori di membrana troviamo i complessi CTLA-4/ B7 e
PD-1/PD-L1.
CTLA-4 ¢ un membro della famiglia di CD-28 che si lega alle molecole B7. Esso
svolge due azioni importanti: pone fine all’attivazione continua dei linfociti T che
rispondono all’antigene e blocca I’attivazione dei linfociti T naive grazie all’azione
dei T regolatori(75). I meccanismi con cui agisce a livello molecolare sono

sostanzialmente 2:

e Dblocco della trasduzione del segnale, tramite il reclutamento di una fosfatasi
che agisce selle molecole coinvolte nella trasduzione del segnale del TCR e
CD28, interrompendone 1’azione;

e riduzione della disponibilita di B7, prevenendone il legame con CD28 e

inducendone 1’endocitosi (da parte delle APC).

L’importanza di tale via ¢ stata studiata mediante topo knockout per il gene CTLA-
4, nei quali ¢ stata osservata una mancanza della tolleranza periferica e una grave
patologia ad opera dei linfociti T che ricorda quella delle malattie autoimmuni(76).

Una funzione analoga ¢ svolata dalla proteina di morte cellulare

programmata 1 (PD-1, cosi chiamata perché in origine si riteneva erroneamente che



23

fosse implicato nella morte programmata dei linfociti T). PD-1, indicato anche
come CD279, ¢ una proteina transmembrana da 55 kDa contenente 288 aminoacidi
con un dominio N-terminale extracellulare (IgV-Like), un dominio permeante la
membrana e una coda citoplasmatica situata rispettivamente alle estremita N e C,
con due basi di tirosina(77).

Tale molecola ¢ un inibitore della risposta immunitaria sia adattativa che
innata ed ¢ espressa sui linfociti T attivati, natural killer (NK) e B, macrofagi,
cellule dendritiche (DC) e monociti; inoltre ¢ stato visto che PD-1 ¢ altamente
espresso anche sulle cellule T tumore-specifiche(78). Fattori di trascrizione come il
fattore nucleare delle cellule T attivate (NFAT), NOTCH, Forkhead box protein
(FOX) O1 e il fattore di regolazione dell'interferone (IFN) 9 (IRF9) possono
innescarne la trascrizione; allo stesso modo le regioni regolatorie a monte
conservate B e C (CR-B e COR-C) sono importanti per la sua espressione. C'¢ un
sito di legame nella regione CR-C che ¢ collegato a NFATcl (NFAT2) nelle unita
TCD4 e TCDS8; mentre c-FOS si collega a siti nella regione CR-B e migliora
l'espressione di PD-1 quando stimola i recettori delle cellule T al rilevamento di Ag
in cellule T naive. Durante le infezioni croniche, il PD-1 ¢ espresso nelle cellule
TCDS esaurite a causa del suo promotore demetilato e il fattore di trascrizione
FOXOL1 si lega al promotore PD-1 per aumentarne 1'espressione; la perdita di cellule
cancerose aumenta l'espressione della subunita c-FOS di AP1, aumentando cosi

l'espressione di PD-1 (79).
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Figura 4: azione di PD-L1 sulle cellule del sistema immunitario(79)
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PD-1 svolge due ruoli opposti, poiché pud essere sia benefico che dannoso.
Per quanto riguarda i suoi effetti benefici, svolge un ruolo chiave nel ridurre la
regolazione delle risposte immunitarie inefficaci o dannose e nel mantenere la
tolleranza immunitaria; d’altro canto, con lo stesso meccanismo previene
I’eliminazione da parte del sistema immunitario delle cellule tumorali capaci di
esprimerlo sulla membrana(79).

Tale molecola si lega al ligando di morte cellulare programmata 1 (PD-L1;
indicato anche come CD279 e B7-H1), una glicoproteina transmembrana di tipo 1,
appartenente alla serie B7, da 33 kDa e contenente 290 aminoacidi con domini Ig-
e IgC nella sua regione extracellulare(80) .

PD-L1 ¢ solitamente espresso da macrofagi, da alcune cellule T e B attivate,
dalle cellule dendritiche e da alcune cellule epiteliali, in particolare in condizioni
inflammatorie(81). Inoltre, PD-L1 ¢ espresso dalle cellule tumorali come un
meccanismo immunitario adattativo per sfuggire alle risposte antitumorali(82).

In pratica, una stimolazione immunitaria persistente induce i linfociti T a
produrre INF-gamma; se la cellula tumorale possiede il recettore per tale citochina,
c’¢ una attivazione della via JAKI1/JAK2-STATI1/STAT2/STAT3-IRF1(83).
Questa cascata porta all’attivazione del promotore di PD-L1, il quale cosi inizia ad
essere esposto e blocca ’attivazione linfocitaria.

Tale ligando viene considerato un fattore co-inibitore della risposta
immunitaria: combinandosi con PD-1 riduce la proliferazione delle cellule PD-1
positive, inibisce la loro secrezione di citochine e ne induce l'apoptosi: in questo
modo svolge un ruolo importante in vari tumori maligni, attenuando la risposta
immunitaria dell'ospite alle cellule tumorali. A conferma di cio ¢ stato visto il
targeting del PD-L1 ¢ stato associato a una risposta clinica significativa in un'ampia
gamma di pazienti oncologici(84); inoltre agisce come fattore pro-tumorigeno
attivando vie di segnalazione proliferativa e di sopravvivenza nelle cellule

neoplastiche(85).
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Cancer cells sense they are
under attack from T cells by
recognizing IFN-y, which
leads to the reactive
expression of PD-L1.

Blocking the PD-1-PD-L1
interaction takes away the signal
that prevented T cells from
attaching to cancer cells and
leads to tumor infiltration.

IFNy 60
* TCR PD-1 Anti-PD-1

Anti-PD-L1
PD-L1 l

> [T

Cancer cell (or tumor macrophage) Cancer cell (or tumor macrophage)

Figura 5: Meccanismo d'azione della terapia di blocco del PD-1. A sinistra) il riconoscimento del
recettore delle cellule T (TCR) dell'antigene affine presentato dalle molecole MHC sulla superficie
delle cellule tumorali provoca lattivazione delle cellule T. Le cellule T producono quindi
interferone-gamma e altre citochine. Le cellule tumorali e altre cellule nel microambiente tumorale
hanno recettori gamma dell'interferone che segnalano attraverso le Janus chinasi 1 e 2 (JAKI e
JAK?2), che fosforilano e attivano trasduttori di segnale e attivatori di proteine di trascrizione
(STAT) che dimerizzano e attivano una serie di geni di risposta all'interferone, incluso il fattore di
regolazione dell'interferone 1 (IRF-1), che si lega al promotore di PD-LI1 portando alla sua
espressione superficiale. L'espressione reattiva di PD-LI disattiva le cellule T che stanno cercando
di attaccare il tumore e queste cellule T rimangono ai margini del cancro. A destra) Il blocco
dell'interazione PD-1:PD-L1 con gli anticorpi terapeutici provoca la proliferazione e l'infiltrazione
delle cellule T nel tumore, inducendo una risposta citotossica delle cellule T che porta a una risposta

obiettiva del tumore(75).

2.3.3 Immunoterapia basata sulla via PD-1/PD-L1

La biologia unica e i tassi di risposta duraturi nei pazienti con piu tipi di
cancro indicano che il blocco terapeutico del percorso PD-1 ¢ probabilmente uno
dei progressi piu importanti nella storia del trattamento delle neoplasie(75).
Attualmente ci sono cinque anticorpi anti-PD-1 o anti-PD-L1 approvati dalla FDA
in 11 indicazioni di cancro. La prima prova dell'attivita antitumorale del blocco PD-
1 ¢ stata offerta da nivolumab (anticorpo monoclonale completamente umano che

inibisce l'interazione tra PD-1 e PD-L1(86). Tale anticorpo ¢ stato somministrato
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per la prima volta nel 2006 in uno studio di fase 1 e rappresenta il primo caso di
blocco del PD-1 nell'uomo. Tra i 16 pazienti iniziali che hanno ricevuto nivolumab
ogni 2 settimane, sei (37,5%) hanno avuto risposte obiettive al tumore, inclusi
pazienti con melanoma, carcinoma a cellule renali e carcinoma polmonare non a
piccole cellule (NSCLC), a fronte di una tossicita limitata(87).

La presentazione dei dati di fase 1 con nivolumab ha innescato una rapida
accelerazione dei piani di sperimentazione clinica con questo e altri anticorpi anti-
PD-1 e anti-PD-L1. L'anticorpo anti-PD-1 pembrolizumab ¢ entrato nei test clinici
nel 2011. Con 1 dati clinici incoraggianti di nivolumab, lo sviluppo clinico di
pembrolizumab si ¢ concentrato su pazienti con melanoma metastatico e
NSCLC(88,89).

Il primo anticorpo anti-PD-L1 approvato ¢ stato atezolizumab per i tumori
uroteliali nel 2016, seguito da avelumab per il carcinoma a cellule di Merkel nel
2017. Questa classe di agenti ¢ stata la prima a ottenere 1'approvazione della FDA
basata su una caratteristica genetica rispetto al sito di origine del cancro, con
I'approvazione di pembrolizumab e nivolumab per il trattamento di tumori
microsatellitari instabili di qualsiasi origine nel 2017(90). Recentemente (2019) ¢
stato approvato pembrolizumab in monoterapia o in combinazione con platino +5-
fluorouracile come trattamento di prima linea per 1 pazienti con carcinoma della
testa e del collo ricorrente o metastatico, PD-L1 positivi con CPS >1(91).

La piu alta attivita antitumorale della terapia con un singolo agente di blocco
del PD-1 ¢ nel linfoma di Hodgkin, dove vi ¢ un'espressione costitutiva di PD-L1
attraverso un'amplificazione comune del locus PD-L1 insieme a PD-L2 ¢ JAK2
(92) , il carcinoma cutaneo a cellule di Merkel indotto da virus(93), tumori a
instabilita dei microsatelliti con elevato carico mutazionale da deficit di riparazione
del disadattamento che porta a un'alta frequenza di inserzioni/delezioni(90) e nel
melanoma desmoplastico, un sottotipo raro di melanoma che ha un carico
mutazionale molto elevato derivante da mutazioni puntiformi croniche indotte dalla
luce ultravioletta(94). In questi casi, 1 tassi di risposta sono attualmente del 50-
90%.Un secondo gruppo di tumori con tassi di risposta relativamente alti sono
tumori indotti da cancerogeni, come le varianti pit comuni di melanoma derivanti
dalla pelle esposta in modo intermittente in cui i tassi di risposta anticipata sono
attualmente compresi tra il 35 e il 40% e una serie di tumori associati agli effetti

cancerogeni della sigarette come NSCLC, tumori della testa e del collo,
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gastroesofageo e vescica/uroteliale, con tassi di risposta compresi tra il 25 e il
15%(95-97).

Il trattamento del cancro mediante il blocco del checkpoint immunitario
(ICB) puo portare benefici clinici di lunga durata, ma solo una frazione dei pazienti
risponde al trattamento. Per prevedere la risposta alla terapia, ¢ stato sviluppato il
TIDE (Tumor Immune Dysfunction and Exclusion), un metodo computazionale per
analizzare 1 due meccanismi primari di evasione immunitaria del tumore:
l'induzione della disfunzione dei linfociti T nei tumori con elevata infiltrazione di
linfociti T citotossici (CTL) e la prevenzione dell'infiltrazione dei linfociti T nei
tumori con basso livello CTL(98). Come gia affermato, la risposta con
I’immunoterapia ¢ piu durevole rispetto alle altre terapie oncogene mirate (in cui
spesso purtroppo il tumore trova il modo di bypassare 1’oncogene mirato), ma ¢
comunque soggetta a refrattarieta primaria e resistenza acquisita dopo un periodo
di risposta(99).

Un altro vantaggio nell’utilizzo dei checkpoint inhibitors ¢ il profilo di
tossicita relativamente favorevole, con tossicita che richiedono un intervento
medico (grado 3—4) nell'intervallo del 10—15% nella maggior parte delle serie. La
maggior parte dei pazienti trattati con un singolo agente anti-PD-1/PD-L1 non
presenta tossicita rispetto a quanto ci si aspetterebbe dal placebo e 1 decessi correlati
al trattamento sono molto rari. Pochissimi pazienti (~5%) interrompono la terapia a
causa di tossicita. Gli eventi avversi correlati al trattamento pit comuni di qualsiasi
grado sono affaticamento, diarrea, eruzione cutanea e prurito nel 20-15% dei
pazienti (88,100-102). In una percentuale minore, le tossicita sono piu gravi e
comprendono diverse endocrinopatie, in cui il sistema immunitario si infiltra in una
ghiandola che produce ormoni e porta a disfunzioni permanenti che richiedono una
terapia ormonale sostitutiva per tutta la vita, come disturbi della tiroide (10-15%),
ipofisite, disturbi della ghiandola surrenale (1-3%) e diabete di tipo I (1%). Le
tossicita inflammatorie gravi degli organi viscerali sono rare (~1%) ma possono
interessare qualsiasi organo compreso il cervello (encefalopatia), le meningi
(meningite), i polmoni (polmonite), il cuore (miocardite), il tratto gastrointestinale
(esofagite, colite), il fegato (epatite), reni (nefrite), muscoli (miosite) e articolazioni
(artrite)(75). Questi possono essere pericolosi per la vita. La pietra angolare del
trattamento per le tossicita clinicamente rilevanti con la terapia di blocco sia del

PD-1 che del CTLA-4 ¢ la terapia immunosoppressiva, con alte dosi di
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corticosteroidi e talvolta antagonisti del fattore di necrosi tumorale (TNF) (che sono

controindicati nei pazienti con epatite ) e micofenolato mofetile(103).

2.4 L’importanza di ricercare nuovi marcatori nel
LSCC

I tumori della regione laringo-ipofaringea sono stati oggetto di studi clinici
particolarmente importanti negli anni piu recenti, nel tentativo di confermare la
validita di un approccio terapeutico finalizzato alla conservazione dell’organo e
della funzione. Ci0 ¢ naturalmente giustificato dal ruolo cruciale che questa regione
anatomica svolge nel contesto della fisiologia e della vita relazionale(13). Come
risultato di questo intenso sforzo di ricerca clinica, I’atteggiamento terapeutico nei
confronti dei tumori della laringe ¢ oggi dominato dalle terapie conservative: tali
scelte hanno permesso ai pazienti di mantenere una migliore qualita di vita con
(grazie ad una maggiore preservazione d’organo), ma a discapito di una
sopravvivenza che non ¢ aumentata nonostante lo sviluppo di nuove terapie sia
mediche che chirurgiche sempre piu efficaci (104). Probabilmente tale fenomeno ¢
dovuto al fatto che interventi meno invasivi risultano a volte anche meno radicali,
portando a ricomparsa di malattia.

Proprio in questo contesto cosi complesso come la laringe, dove il giusto
equilibrio tra radicalita e preservazione d’organo gioca un ruolo davvero
predominante per quella che sara la qualita di vita del paziente(15), risulta
fondamentale andare a ricercare dei nuovi marcatori, possibilmente analizzabili gia
alla biopsia (e non solo sul pezzo operatorio dove ormai sarebbe troppo tardi) e
capaci di stratificare al meglio i pazienti in modo da poterli trattare adeguatamente,

sempre in un’ottica multidisciplinare.



29

3 SCOPO DELLO STUDIO

Negli ultimi 30 anni, i tassi di sopravvivenza per i pazienti con carcinoma
laringeo a cellule squamose non sono migliorati, nonostante I'introduzione di nuovi
approcci chirurgici e l'adozione di strategie di chemioterapia e radioterapia
(104,105). Pertanto, la ricerca patologica e oncologica sul LSCC (in particolare
nelle forme piu avanzate) si ¢ concentrata su nuovi biomarcatori che potrebbero
stratificare meglio la prognosi dei pazienti per consentire trattamenti appropriati e
targeted (106—108).

Nell'ultimo decennio, l'interazione del tumore con lo stroma, il principale
componente del microambiente, ¢ stata ampiamente studiata a causa del suo ruolo
fondamentale nei diversi stadi della tumorigenesi(109). Al fine di quantificare
questa componente, studi recenti hanno identificato diversi parametri misurabili
sulle sezioni istologiche, incluso il tumor-stroma ratio (TSR). La valutazione del
TSR ¢ una tecnica semplice ed economica, applicata su vetrini colorati con
ematossilina ed eosina (H&E), per stimare la proporzione del tumore e del suo
stroma circostante. Il metodo di valutazione del TSR ¢ stato recentemente
standardizzato ed ¢ stato suggerito un valore di cut-off del 50% per stratificare 1
tumori con contenuto stromale basso o alto(67). Quest'ultimo ¢ stato associato a una
prognosi peggiore in diversi organi/siti maligne (110). TSR ha mostrato una buona
riproducibilita inter-osservatore (67,110) e tutt’ora viene considerato un
promettente fattore prognostico anche nei tumori del distretto testa-collo (53),
incluso il carcinoma della laringe (111-113).

Allo stesso modo, il cross-talk tra cancro e cellule immunitarie nel
microambiente tumorale ha importanti implicazioni prognostiche e terapeutiche. Il
ligando di morte cellulare programmata 1 (PD-L1) ¢ una molecola cruciale nel
percorso biologico del checkpoint immunitario (114). E stato anche dimostrato che
il valore clinico del PD-L1 ¢ sia un marker prognostico che un bersaglio per la
terapia in un'ampia gamma di neoplasie umane, incluso il carcinoma della testa e
del collo(115). Sulla base dei risultati di sopravvivenza dello studio KEYNOTE-
048, nel 2019 I'Agenzia europea dei medicinali ha approvato pembrolizumab in
monoterapia o in combinazione con platino +5-fluorouracile come trattamento di
prima linea per i pazienti con carcinoma della testa e del collo ricorrente o

metastatico, PD-L1 positivi con CPS >1 (91). Solo pochi studi hanno indagato il



30

ruolo di PD-L1 concentrandosi solo su pazienti con LSCC; il metodo CPS - gia in
uso per la valutazione del PD-L1 in altri tumori maligni - ¢ stato adottato molto
raramente per LSCC(113). Le relazioni biologiche del PD-L1 con i linfociti
infiltranti il tumore (TILs) sono state recentemente esplorate nel LSCC (113).

Gli obiettivi di questa indagine esplorativa sono stati di analizzare: (i) la
concordanza tra biopsie LSCC e rispettivi campioni chirurgici in termini di
caratterizzazione di TSR, tipo di stroma, large cell nests e budding tumorale; (ii)
l'associazione tra TSR, espressione di PD-L1 e altre caratteristiche clinico-
patologiche; (iii) il ruolo prognostico e predittivo di TSR e PD-L1 in una casistica

consecutiva di LSCC.
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4 MATERIALI E METODI

4.1 Pazienti

Lo studio ¢ stato condotto in accordo con i principi della Dichiarazione di
Helsinki. Tutti i pazienti hanno firmato un dettagliato consenso informato in merito
al trattamento e alla pubblicazione dei loro dati. Hanno consentito “I’uso dei loro
dati clinici per la ricerca nei campi medici, biomedici ed epidemiologici, anche in
vista di essere richiamati in futuro per follow-up se necessario”. I dati sono stati
analizzati rispettando le leggi italiane sulla privacy e sul trattamento dei dati
sensibili, in accordo con i regolamenti interni all’Universita di Padova.

Lo studio ha coinvolto 43 casi di carcinoma squamoso della laringe precoce
e localmente avanzato, trattati in prima istanza con l’intervento chirurgico tra il
1999 e il 2013. Tutti i pazienti (39 maschi, 4 femmine; eta media 65.0+8.2 anni)
sono stati sottoposti a intervento di microlaringoscopia con biopsia laringea,
endoscopia del tratto aereo-digestivo superiore, ultrasonorografia del collo (con o
senza citologia da agoaspirato), tomografia assiale computerizzata di testa e collo
con contrasto (TC) e/o risonanza magnetica, radiografia del torace in bianco e
ecografia epatica.

Tutti 1 pazienti sono andati incontro ad intervento di chirurgia laringea
primaria presso la Clinica Otorinolaringoiatrica dell’Universita di Padova,
includendo uno svuotamento unilaterale o bilaterale dei linfonodi in 41 casi. I
risultati patologici hanno giustificato la radioterapia adiuvante postoperatoria (con
0 senza chemioterapia concomitante) in 21 casi in conformita con le attuali linee
guida. Non sono state riscontrate metastasi a distanza alla diagnosi. Sono state
programmate visite di follow-up dopo il trattamento presso il nostro istituto (in
accordo alle caratteristiche individuali dei pazienti): una volta al mese durante il
primo anno post-intervento; ogni due mesi il secondo anno; ogni tre mesi il terzo;
ogni quattro il quarto; ogni sei mesi il quinto; poi una volta 1’anno. Se suggerito dei
dati clinici, sono state ripetute la TC con mezzo di contrasto del collo, la tomografia
ad emissione di positroni di tutto il corpo, la TC del torace e 1’ultrasonorografia del
collo e del fegato. La media di durata del follow-up ¢ stata di 76.2+46.5 mesi

(mediana 80 mesi).
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4.2 Indagini istopatologiche

Per ciascun paziente incluso nello studio, il parametro Tumor-stroma ratio
¢ stato valutato sui vetrini colorati con ematossilina-eosina (HE) sia delle biopsie
preoperatorie che dei corrispondenti campioni operatori, provenienti dall’archivio
del Dipartimento di Anatomia Patologica. I campioni sono stati analizzati da due
patologhe esperte in patologia oncologica del distretto testa-collo, che insieme
hanno selezionato tutti i vetrini piu rappresentativi. Questi sono stati inizialmente
valutati al microscopio ottico ad un ingrandimento complessivo di 40x e osservati
con ingrandimento 4x, per identificare le aree che comprendessero la maggiore
quantita di stroma. Nei vetrini relativi ai campioni operatori, ¢ stato anche incluso
il fronte di invasione della neoplasia. Successivamente i vetrini piu rappresentativi
sono stati osservati ad un ingrandimento di 100x; sono stati esclusi tutti i campi in
cui non fossero presenti sia il tumore che lo stroma, e in cui non fossero
visualizzabili cellule tumorali su tutti i lati del campo analizzato.

Non sono state considerate parte dello stroma tutte le aree con presenza di
necrosi, cosi come le strutture vascolari piu grandi e le aree comprendenti tessuto
muscolare. Non sono state escluse dal compartimento stromale le strutture vascolari
piu piccole, 1 nervi, le aree con infiltrato linfocitario. I campioni tissutali sono stati
classificati come poveri di stroma/7SR high (con una porzione di stroma inferiore
al 50%), o ricco di stroma/TSR low (in cui lo stroma ¢ superiore al 50%), come
riportato da van Pelt et al (67). Le aree di necrosi sono state escluse dalla
valutazione dello stroma, come anche le strutture vascolari maggiori e il tessuto
muscolare; al contrario i1 nervi, 1 piccoli vasi e I’infiltrato linfocitario non sono stati
esclusi dal compartimento stromale. Lo stroma, indipendentemente dalla sua
quantita, ¢ stato classificato come fibroblastico quando caratterizzato da tessuto
connettivo lasso o come fibrotico quando era presente uno stroma denso, omogeneo
e ricco di collagene.

Il budding tumorale ¢ stato definito come cellule singole o gruppi di cellule
(fino a quattro), presenti sul margine invasivo del cancro. Tale fenomeno ¢ stato
suddiviso in peri-tumoral budding (PTB, con budding tumorale nel fronte invasivo
del tumore), valutata su vetrini dei campioni chirurgici, e intra-tumoral budding
(ITB, con budding tumorale nel nucleo della neoplasia), valutata su vetrini di

biopsie preoperatorie. Per valutare 1’attivita di budding, 10 campi del fronte
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invasivo sono stati esaminati a medio ingrandimento per identificare I'hotspot. Il
conteggio dei budding in ciascun hotspot ¢ stato quindi diviso per il fattore di
normalizzazione piu appropriato (1.563), in base al numero di campo oculare del
microscopio utilizzato (25 mm), per garantire il conteggio TB per 0.785 mm2, come
raccomandato dall'ITBCC (116). Ai fini della stratificazione del rischio, ¢ stato
applicato un sistema a due livelli per classificare il budding tumorale, utilizzando
un cut-off di cinque per discriminare tra casi a rischio basso (LR; meno di 5 buds e
alto (HR; 5 o piu buds), come frequentemente utilizzato nel carcinoma della testa
e del collo(117) . E stata inoltre registrata la presenza/assenza di large cell nests di
cellule neoplastiche (definiti come nidi contenenti >15 cellule neoplastiche).

Il modello di crescita del tumore ¢ stato riportato come expansile (con bordi
spinti e ben circoscritti e/o bordi offuscati dall'invasione di large tumor nests) o
infiltrantive (con diffuse small nests, grappoli irregolari o cordoni di cellule
tumorali che si diffondono senza confini distinti).

I linfociti infiltranti il tumore (TILs) sono stati valutati come percentuale
dello stroma peritumorale/intratumorale totale occupato da cellule inflammatorie
mononucleate (linfociti e plasmacellule). Queste ultime due -caratteristiche

istologiche sono state valutate solo su vetrini da campioni chirurgici.
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4.3 Immunoistochimica

L'immunoistochimica (IHC) ¢ stata eseguita utilizzando il kit Bond Polymer
Refine Detection (Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, Regno Unito) nel
sistema BOND-MAX (Leica Biosystems) con l'anticorpo specifico per PD-LI
(22C3, THC PharmDx, Dako, Carpinteria, Ca, USA; diluizione 1:50), come
riportato in precedenza [14-16]. In dettaglio, erano necessarie almeno 100 cellule
tumorali vitali per un'adeguata valutazione di PD-L1, che ¢ stato studiato
utilizzando il combined positive score (CPS). Il CPS indica il numero di cellule
marcate con PD-L1 (cellule tumorali, macrofagi e linfociti) diviso per il numero
totale di cellule tumorali, moltiplicato per 100 (118). Qualsiasi cellula tumorale
vitale con colorazione della membrana lineare parziale o completa percepita come
distinta dalla colorazione citoplasmatica ¢ stata considerata positiva ai fini del
punteggio PD-L1. Ogni cellula infiammatoria mononucleata con evidente
colorazione di membrana e/o citoplasmatica all'interno dei nests tumorali e/o dello
stroma di supporto adiacente ¢ stata considerata PD-L1-positiva e inclusa nello
score. I casi sono stati considerati PD-L1-positivi se lo score (CPS) era uguale o

superiore a 1.
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4.4 Analisi statistica

Le analisi statistiche sono state eseguite con SAS 9.4 for Windows (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). I dati sono presentati come medie e deviazioni
standard, mediane e intervalli interquartile per variabili quantitative; come conteggi
e percentuali per le variabili categoriali.

La concordanza nel punteggio TSR tra biopsia e campioni chirurgici ¢ stata
valutata con la Gwet’s AC1 statistic che esprime la probabilita condizionata che due
valutatori selezionati casualmente siano d'accordo dato che non c'¢ accordo per
caso. Tale analisi regola la probabilita di accordo globale per I'accordo casuale. La
Gwet’s ACI statistic ha la stessa interpretazione della statistica kappa nel seguente
intervallo: <0.20, scarsa concordanza; 0.21-0.40, discreta concordanza; 0.41-0.60,
moderata concordanza; 0.61-0.80, buona concordanza; 0.81 - 1.00, ottima
concordanza.

L'associazione della TSR, valutata su biopsia e campioni chirurgici, con le
caratteristiche istopatologiche ¢ stata valutata con il test di Mann-Whitney in caso
di caratteristiche quantitative, con il Fisher’s exact test per quelle categoriali.

Il ruolo prognostico di ogni aspetto clinico-patologico e istopatologico verso
l'assenza di recidiva ¢ stato analizzato con ’'univariate Cox regression. L’intervallo
libero da malattia ¢ stato calcolato come il tempo trascorso dall'intervento
chirurgico alla recidiva di LSCC o all'ultimo follow-up per i pazienti censurati.

L'ipotesi di proporzionalita dei modelli di Cox ¢ stata verificata con il
Kolmogorov-type supremum test utilizzando 1.000 ricampionamenti. I risultati sono
stati espressi come p-value e rapporto di rischio (HR) con intervallo di confidenza
(CI) del 95%. Non ¢ stato possibile eseguire una multivariate Cox regression,
poiché le variabili risultate statisticamente significative (p<0.05) all'univariata,
erano collineari.

Un p-value <0.05 ¢ stato considerato indicativo di significativita statistica.
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5 RISULTATI

5.1 Outcome generale

Quattordici dei 43 pazienti consecutivi con LSCC considerati in questa casistica
(32.6%) hanno manifestato recidiva della malattia dopo un follow-up medio di 11.9
mesi (mediana 11 mesi). Ventinove (67.4%) non hanno mostrato evidenza di

malattia dopo una media di 84.7 mesi (mediana 84 mesi).



37

5.2 Concordanza tra biopsie e relativi campioni
operatori in relazione al parametro TSR ed alle
altre variabili patologiche

La tabella I mostra la concordanza tra biopsie e relativi campioni chirurgici in
termini di caratterizzazione di TSR, tipo di stroma, large cell nests e budding
tumorale. Secondo la scala di riferimento di Altman(119) ¢ stato trovato un buon
accordo tra biopsie e campioni chirurgici sia per il TSR (Figura 6C-6F) che per il
parametro large cell nests (Figura 6E, 6F) (statistica AC1 0.7957 e 0.6935) e un
ottimo accordo sia per il tipo di stroma (Figura 6 A-6F) che per il budding tumorale

(Figura 6A, 6B) (statistica AC1 0.8829 e 0.8244).
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Tab. I concordanza tra variabili patologiche misurata su biopsie e materiali operatori.

Variabili sui materiali operatori
TSR high/ TSR low/
- Statistica
TSR Povertdi | Ricchi di | AC1 (95%
stroma stroma (N CI)
(N =29) =14)
TSR
high/Poveridi| 27(93.1) | 03 (21.4)
stroma 0.7957
TSR sulle biopsie (0.6187 -
TSR 0.9727)
low/Ricchi di 02 (06.9) 11 (78.6)
stroma
Tipo di Fibroblastico | Fibrotico :éalt 1(s;15c(;
stroma (N =5) (N =38) c1 °
Tipo di stroma sulle Fibroblastico 03 (60.0) 02 (5.3) ( (());32519_
biopsie Fibrotico 02 (40.0) | 36 (94.7) | 1.0000)
Large cell Assenti Presenti : éalt 1(s;15c(;
nests (N=8) (N =35) c1 °
Large cell nests sulle Assenti 04 (50.0) 05 (14.3) ( (())289295 _
biopsie Presenti 04 (50.0) | 30(85.7) | 0.9020)
Statistica
Budding Basso rischio A ltq AC1
rischio
tumorale N=37) N=6
(N=6) | 95% CI)
Basso
Budding tumorale rischio 35(94.6) 04 (66.7) ((()) 272 gg )
sulle biopsie 0’9719
Alto rischio 02 (05.4) | 02(33.3) | 0-9719)

Interpretazione del Gwet’s ACI statistic: <0.20, poca concordanza; da 0.21 a 0.40, discreta
concordanza, da 0.41 a 0.60, moderata concordanza; da 0.61 a 0.80, buona concordanza,; da 0.81

a 1.00, ottima concordanza.

TSR: tumor-to-stroma ratio; 95% CI: 95% intervallo di confidenza.
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Figura 6. Biopsie e relatii campioni chirurgici: (4) biopsia LSCC con un TSR elevato (caso povero
di stroma), che mostra gemme tumorali in uno stroma fibroblastico (H&E, ingrandimento originale
50x; riquadro: ingrandimento originale 200x),; (B) campione chirurgico dello stesso caso di A, in
cui i buds tumorali sono evidenti nella parte anteriore dell'invasione del tumore (frecce) in uno
stroma fibroblastico; la muscolatura liscia puo essere vista nella parte superiore dell'immagine
(H&E, ingrandimento originale 200x); (C) biopsia di un TSR low (caso stroma alto) (H&E,
ingrandimento originale 25x); (D) campione chirurgico corrispondente (H&E, ingrandimento
originale 100x); (E) biopsia di TSR low (caso ricco di stroma), large cell nests e stroma fibrotico
(H&E, ingrandimento originale 50x); (F) rispettivo campione chirurgico (H&E, ingrandimento
originale 50x).



40

Tab. II Associazione tra variabili clinicopatologiche e TSR sulle biopsie e sui materiali operatori.

TSR (biopsia)

TSR TSR
high/Povero low/Ricco

di stroma  di stroma V. N
(N=30) (N=13) ~¥H¢

TSR (materiale
operatorio)

TSR high TSR P
/Povero di low/Ricco Value*
stroma di stroma
N=29) (N=14)

Tipo di stroma (biopsia)
Fibroblastico 03 (10.0) 02 (15.4) 0.6299
Fibrotico 27 (90.0) 11 (84.6)

Large cell nests (biopsia)
Assenti 06 (20.0) 03 (23.1) 1.0000
Presenti 24 (80.0) 10 (76.9)

Conta dei intra-tumoral budding (biopsia)

Media (SD) 1.47(2.92) 0.85

(1.46)
Mediana  0.00 (0.00— 0.00 (0.00 0.8217
(IQR) 1.00) ~ 1.00)

Budding tumorale (biopsia)

Basso 27 (90.0) 12 (92.3) 1.0000
rischio

Alto rischio 03 (10.0) 01 (07.7)

Tipo di stroma (materiale operatorio)
Fibroblastico 03 (10.0) 02 (15.4) 0.6299
Fibrotico 27(90.0) 11 (84.6)

02(6.9)  03(21.4) 0.3091
27(93.1) 11(78.6)

Large cell nests (materiale operatorio)
Assenti 05 (16.7) 03 (23.1) 0.6806
Presenti 25 (83.3) 10 (76.9)

04 (13.8) 04(28.6) 0.4038
25(86.2) 10(71.4)

Conta dei peri-tumoral budding (materiale operatorio)

Media (SD) 1.53 3.46 0.3892
(2.29) (5.32)

1.14 4.14
(1.64) (5.29)
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TSR (biopsia) TSR (materiale
operatorio)

TSR TSR TSR high TSR P

high/Povero low/Ricco /Povero di low/Ricco Value*

di stroma  di stroma stroma di stroma

Value*

(N =30) (N=13) N=29) (N=14)
Mediana 0.50 (0.00 — 1.00 (0.00 0.00 (0.00 3.00 (0.00 0.0464
(IQR) 3.00) —4.00) —2.00) —-6.00)

Budding tumorale (materiale operatorio)

Basso 27 (90.0) 10 (76.9) 0.3455 27(93.1) 10(71.4) 0.0767
rischio
Alto rischio 03 (10.0) 03 (23.1) 02 (06.9) 04 (28.6)

CPS (materiale operatorio)
<l 15 (50.0) 12 (92.3) 0.0143 14 (48.3) 13(92.9)
>1 15 (50.0) 01 (07.7) 15(51.7) 01(07.1) 0.0063

TILs (materiale operatorio)

Media (SD) 35.67 28.08 37.41 25.00
(21.12) (20.87) (21.45)  (18.29)
Mediana  30.00 (15.00 20.00  0.2470 35.00 20.00 0.0660
(IQR) ~50.00)  (15.00 - (20.00—  (15.00 -
30.00) 50.00) 30.00)

Pattern di invasione (materiale operatorio)
Expansile 23 (76.7) 07 (53.8) 0.1630 23(79.3) 07(50.0) 0.0774
Infiltrantive 07 (23.3) 06 (46.2) 06 (20.7) 07 (50.0)

* Fisher’s exact test per le variabili categoriche;, Mann-Whitney test per le variabili quantitative

TSR: tumor-to-stroma ratio;, CPS: PD-LI continuous positive score; TILS: tumor infiltrating

lymphocytes; SD: standard deviation; IQR: inter-quartile range
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TSR e altre variabili clinico-patologiche sia su biopsie che su rispettivi

Fi igura 7 Assoazione tra
campioni chirurgici: (A) campione chirurgico con un TSR high (caso povero di stroma) (H&E,
ingrandimento originale 100x); (B) stesso caso, che mostra un'elevata espressione di PD-LI
(CPS>1), principalmente da parte di cellule neoplastiche (immunocolorazione per PD-LI,
ingrandimento originale 100x); (C) un altro caso di TSR high associato ad alta densita di TIL
stromali (H&E, ingrandimento originale 100x); (D) stesso caso, che mostra un'elevata espressione
di PD-L1 (CPS>1), principalmente da parte di cellule peritumorali infiammatorie mononucleate
(immunocolorazione per PD-L1, ingrandimento originale 200x); (E) un caso ricco di stroma (TSR
low) sia sulla biopsia (riquadro) che sul campione chirurgico associato (H&E, ingrandimento
originale 100x); (F) stesso caso, che mostra un'espressione PD-LI quasi assente (CPS <l)

(immunocolorazione per PD-L1, ingrandimento originale 200x).
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5.3 Associazione tra TSR e altre variabili clinico-
patologiche sia sulle biopsie che nei rispettivi
campioni chirurgici

La tabella II riporta I'analisi dell'associazione tra TSR e le variabili clinico-
patologiche considerate su biopsie e relativi campioni chirurgici. E stato riscontrato
che un CPS <1 valutato su campioni chirurgici ¢ significativamente associato a un
TSR low (ricco di stroma) sia sulle biopsie che sui campioni chirurgici (p = 0.0143
e p = 0.0063) (Figura 7A-F). Sono state rivelate le tendenze statistiche verso
un'associazione tra TSR nei campioni chirurgici e TILs (p = 0.0660) (Figura 7 C,
D), pattern di invasione (p = 0.0774) e budding tumorale su campioni chirurgici (p
=0.0767). Inoltre, il TSR e la conta dei peri-tumoral buds, entrambe determinate

su campioni chirurgici, erano mutuamente associati (p=0.0464) (Figura 7E).
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5.4 Valore prognostico del TSR e delle variabili
clinico-patologiche

La tabella III riassume i risultati dell’univariate Cox’s regression model
for DFS prediction, sulla base delle variabili considerate in questo studio. E stata
considerata I'ottava edizione della classificazione TNM dei tumori maligni(21).
Anche un 7SR low (ricco di stroma) ha mostrato un valore prognostico negativo
significativo, quando valutato sia su biopsie che su campioni chirurgici (HR=8.808
IC 95%: 2.739-28.323, p=0.0003 e HR=11.207 IC 95%: 3.093-40.611, p=0.0002).
D'altra parte, un CPS>1 sembrava essere un fattore prognostico favorevole

(HR=0.100 IC 95%: 0.013-0.764, p=0.0265).

Tab. 111 Valore prognostico delle variabili clinico-patologiche (univariate Cox’s regression model).

Outcome

N=43 Assenza di Recidiva di P Value HR (95% CI)
recidiva malattia
(N=29) N=14)

Eta

Media (SD)  63.48 (8.69) 68.29 (6.29)

Mediana ~ 64.00 (60.00 —  68.00 (64.00- 0.0772  1.061 (0.994 -
(IQR) 68.00) 72.00) 1.134)

Classificazione pT

T1+T2 15 (51.7) 04 (28.6) 1

11 06 (20.7) 01 (07.1)

12 09 (31.0) 03 (21.4)

T3+T4 14 (48.3) 10 (71.4) 0.1869 2.185(0.684 -
6.977)

13 08 (27.6) 09 (64.3)

T4 06 (20.7) 01 (07.1)

Grading

Gl 05 (17.2) 02 (14.3) 1
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Outcome
N=43 Assenza di Recidiva di P Value HR (95% CI)
recidiva malattia
(N=29) N=14)
G2+G3 24 (82.8) 12 (85.7) 0.7986 1.215 (0.272 -
5.440)
G2 16 (55.2) 04 (28.6)
G3 08 (27.6) 08 (57.1)
N-status
NO 24 (82.8) 08 (57.1) 1
N+ 05 (17.2) 06 (42.9) 0.0736 2.642 (0.911 -
7.657)
Stadio
I+11 13 (44.8) 04 (28.6) 1
1 06 (20.7) 01 (07.1)
11 07 (24.1) 03 (21.4)
I+1v 16 (55.2) 10 (71.4) 0.3525 1.734 (0.543 -
5.533)
i 08 (27.6) 04 (28.6)
V14 08 (27.6) 06 (42.9)
TSR (biopsia)
TSR 26 (89.7) 04 (28.6) 1
high/Poveri
di stroma
TSR 03 (10.3) 10 (71.4) 0.0003 8.808 (2.739 -
low/Ricchi 28.323)
di stroma
Tipo di stroma (biopsia)
Fibroblastico 03 (10.3) 02 (14.3) 1
Fibrotico 26 (89.7) 12 (85.7) 0.7941 0.819 (0.183 -
3.662)
Large cell nests (biopsia)
Assenti 07 (24.1) 02 (14.3) 1
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Outcome
N=43 Assenza di Recidivadi P Value  HR (95% CI)
recidiva malattia
(N=29) N=14)
Presenti 22 (75.9) 12 (85.7) 0.3873 1.937 (0.433 -
8.671)
Conta dei intra-tumoral budding (biopsia)
Media (SD) 1.45(2.97) 0.93 (1.44)
Mediana 0.00 (0.00 — 0.00 (0.00—-  0.4730 0.904 (0.687 -
(IQR) 1.00) 2.00) 1.190)
Budding tumorale (biopsia)
Basso 26 (89.7) 13 (92.9) 1
rischio
Alto rischio 03 (10.3) 01 (07.1) 0.6632 0.636 (0.083 -
4.868)
TSR (materiale operatorio)
TSR 26 (89.7) 03 (21.4) 1
high/poveri
di stroma
TSR 03 (10.3) 11 (78.6) 0.0002 11.207 (3.093 -
low/Ricchi 40.611)
di stroma
Tipo di stroma (materiale operatorio)
Fibroblastico 04 (13.8) 01 (07.1) 1
Fibrotico 25 (86.2) 13 (92.9) 0.4897 2.049 (0.268 -
15.675)
Large cell nest (materiale operatorio)
Assenti 05 (17.2) 03 (21.4)
Presenti 24 (82.8) 11 (78.6) 0.9029 0.924 (0.257 -
3.317)
Conta dei peri-tumoral budding (materiale operatorio)
Media (SD) 1.41(2.34) 3.57 (5.02)
Mediana 0.00 (0.00 — 2.00 (0.00—-  0.0992 1.095 (0.983 -
(IQR) 2.00) 4.00) 1.219)

Budding tumorale (materiale operatorio)
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Outcome
N=43 Assenza di Recidivadi P Value HR (95% CI)
recidiva malattia
(N=29) (N=14)
Basso 26 (89.7) 11 (78.6) 1
rischio
Alto rischio 03 (10.3) 03 (21.4) 0.5232 1.516 (0.423 -
5.438)
CPS (materiale operatorio)
<1 14 (48.3) 13 (92.9) 1
>1 15 (51.7) 01 (07.1) 0.0265 0.100 (0.013 -
0.764)
TILs % (materiale operatorio)
Media (SD) 37.24 (21.28) 25.36 (18.96)
Mediana 30.00 (20.00—  20.00 (10.00 — 0.0795 0.972 (0.942 -
(IQR) 50.00) 30.00) 1.003)
Pattern di invasione (materiale operatorio)
Expansile 23 (79.3) 07 (50.0) 1
Infiltrative 06 (20.7) 07 (50.0) 0.1074 2.368 (0.829 -

6.766)
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6 DISCUSSIONE

6.1 Significato della TSR come marker di
aggressivita biologica negli LSCC

Solo pochi studi precedenti (52,59,111) hanno studiato il ruolo del TSR nei
pazienti con LSCC. Inoltre, alcuni studi (52,111) non hanno considerato solo il
LSCC, ma hanno raggruppato diverse sedi tumorali (faringe) e incluso biopsie
preoperatorie solo nei casi trattati con chemioterapia neoadiuvante, come surrogato
di campioni chirurgici(111). In questo studio, il TSR ¢ stato valutato per la prima
volta sia su biopsie preoperatorie che su rispettivi campioni chirurgici di LSCC,
mostrando una buona concordanza tra le due fonti di tessuto neoplastico (statistica
ACI 0.79) e un alto valore prognostico predittivo in termini di recidiva. Un
confronto simile ¢ stato eseguito in precedenza solo da uno studio sul carcinoma
esofageo, in cui il punteggio TSR sulle biopsie era concordante con i campioni
chirurgici nell'81% dei casi(120).

Considerando i1 campioni chirurgici, ¢ stata trovata un'associazione tra un
basso TSR (tumori ricchi di stroma) e un elevato budding tumorale. Cio ¢ coerente
con studi recenti sul cancro del colon (121,122) e LSCC (52) e riflette la visione
recentemente accettata secondo cui entrambe le variabili sono marcatori di
transizione epiteliale-mesenchimale (EMT). Come ¢ noto, I'EMT ¢ fondamentale
per la cancerogenesi € mostra implicazioni prognostiche anche nei LSCC (122). Un
fenotipo mesenchimale (stromale) ¢ stato associato a un fronte invasivo del tumore
in cui le cellule tumorali (fumor budding) si interfacciano con le cellule
stromali(123). Di conseguenza, da un punto di vista patologico, un'elevata attivita
di budding tumorale ¢ stata significativamente associata a tumori ricchi di stroma
nel cancro della testa e del collo(52,59) ed ¢ stato ipotizzato che quantita maggiori
di stroma potrebbero facilitare 1'EMT. Considerando il ruolo dell'infiltrato
inflammatorio, lo stroma sembra promuovere la tumorigenesi prevenendo
l'infiltrazione delle cellule immunitarie nel tumore. I miofibroblasti/fibroblasti
stromali creano una barriera fisica contro le cellule immunitarie grazie alle loro
proprieta contrattili, favorendo cosi la progressione del tumore(124). Questo

peculiare meccanismo sembra emergere anche dal nostro studio: i casi ricchi di
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stroma, valutati in campioni chirurgici, presentavano una percentuale inferiore di
TILs stromali (anche se non statisticamente significativa p=0.0660), suggerendo
come il microambiente tumorale possa determinare una maggiore difficolta per le
cellule immunitarie di raggiungere il nucleo del tumore. Questo particolare
comportamento tra TSR e TIL, come gia dimostrato in diversi istotipi
tumorali(125,126), sembra essere uno dei possibili meccanismi di fuga dal sistema
immunitario che le cellule tumorali stabiliscono durante I'EMT per eludere
I'immunosorveglianza. Questi risultati sono in linea con le precedenti osservazioni
secondo cui un'elevata percentuale di stroma ¢ associata a un infiltrato
inflammatorio peritumorale piu debole in pazienti con altre neoplasie solide (125).
E interessante notare che il punteggio di previsione della disfunzione immunitaria
e dell'esclusione tumorale (TIDE) (98), un surrogato dell'aumento del potenziale di
evasione immunitaria, ¢ risultato essere piu alto nei casi con stroma alto rispetto a
quelli con stroma basso(127).

Da un punto di vista biologico, il TSR sembra essere l'epifenomeno
istologico del concetto genomico di Stromal-Epithelial Signature Ratio (SESR),
che dipende dall'espressione differenziale di pattern di geni specifici per i fibroblasti
(C3, CFP, ECM1, THBS1 e TIMP1) e cellule epiteliali maligne (C4BPA, CFB,
CHGA, PF4, PPBP, SAA2, SERPINA1 e SERPINDI) (127). In linea con questa
visione, i punteggi di arricchimento per la firma stromale sono risultati piu alti nei
tumori con stroma alto, rispetto ai tumori con stroma basso, probabilmente

riflettendo il processo biologico di EMT (128).
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6.2 PD-L1 e TSR

La relazione tra tumore e microambiente immunitario si riflette anche
nell'espressione di PD-L1, che ¢ una molecola cruciale nella regolazione della
risposta immunitaria. La sua espressione sia nelle cellule tumorali che nelle cellule
immunitarie nel microambiente tumorale ¢ stata studiata come marker prognostico
e predittivo in un'ampia gamma di neoplasie umane (118,129). E interessante notare
che nella nostra casistica, PD-L1 era significativamente piu alto nei tumori con 7RS
high/poveri di stroma sia nelle biopsie preoperatorie che nei campioni chirurgici.
Questo pattern di associazione tra TSR ed espressione di PD-L1 sembra essere
coerente con quanto gia descritto in altri tipi di tumore, inclusi il cancro del colon-
retto e il cordoma spinale (130,131). Questa associazione potrebbe essere spiegata
come segue: la secrezione di PD-1 da parte delle cellule stromali mesenchimali (che
sono altamente rappresentate nei casi di neoplasie con 7RS low/ ricchi di stroma)
puo sopprimere la proliferazione delle cellule T, portando a una riduzione della loro
concentrazione, che si traduce anche in una down-regolazione dell’espressione di
PD-L1 anche sulla superficie dei linfociti T (132). Secondo l'evidenza attuale,
l'inclusione dell'espressione di PD-L1 sulle cellule immunitarie infiltranti il tumore
e non solo sulle cellule tumorali aumenta il valore predittivo. In effetti, il CPS offre
una valutazione del tumore piu efficace rispetto al punteggio della proporzione del
tumore, che misura l'espressione di PD-L1 sulle sole cellule tumorali (133). Da un
punto di vista clinico, un CPS piu elevato ¢ stato considerato un marcatore
predittivo rilevante per la terapia mirata, essendo associato a una risposta potenziata
agli inibitori del PD-L1 (91,114). Di conseguenza, il TSR, oltre ad essere un fattore
prognostico correlato al rischio di recidiva, sembra anche avere un ruolo potenziale
come predittore della risposta agli inibitori multi-chinasi nel cancro del colon(134).
Ci0 puo essere coerente con le vie biologiche coinvolte nella relazione tumore-
stroma, con conseguente attivazione a valle di chinasi multiple, stimolate
dall'interazione tra il ligando secreto dallo stroma HGF (Hepatocyte Growth
Factor) e 'onco-recettore MET (Hepatocyte Growth FActor Receptor (135).

Nonostante la natura preliminare dei nostri risultati, la buona concordanza
tra biopsie e campioni chirurgici abbinati nella valutazione del TSR puo aprire la

strada all'impiego di questo marcatore sia in una valutazione del rischio
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preoperatorio che come fattore predittivo di risposta a un eventuale terapia
adiuvante. Inoltre, se confermata da ulteriori dati su scala piu ampia, la possibilita
di ottenere una caratterizzazione affidabile del TSR da biopsie potrebbe consentire
di utilizzare quest'ultima come marker biologico predittivo anche in contesti non
chirurgici, come nei casi avanzati non resecabili, in modo simile all'attuale analisi
di PD-L1 su biopsie in tumori avanzati della testa e del collo potenzialmente adatti
per i checkpoint inhibitors (91,114). Sono necessari futuri studi prospettici prima di
concludere che TSR e CPS, valutati nelle biopsie pre-trattamento, possano
identificare i pazienti a piu alto rischio di recidiva della malattia, che potrebbero
beneficiare di un'intensificazione del trattamento oncologico (chemioterapia
neoadiuvante, radioterapia postoperatoria o terapia combinata) o almeno un piu
attento follow up clinico e radiologico.

Questo studio ¢ stato il primo ad analizzare il ruolo integrato di TSR e PD-
L1 in un contesto bioptico preoperatorio e istopatologico finale di LSCC. I
principali punti di forza di questa indagine risiedono nell'omogeneita della serie di
pazienti considerati come: (I) ¢ stato preso in considerazione un unico istotipo
specifico (SCC) localizzato in un'unica struttura della testa e del collo (la laringe);
(IT) tutti 1 pazienti sono stati sottoposti a chirurgia laringea primaria, eseguita
consecutivamente dalla stessa equipe nello stesso istituto; (III) sono stati valutati
sia 1 campioni chirurgici preoperatori che quelli accoppiati di LSCC; (IV) sono state
valutate diverse variabili patologiche non convenzionali (TSR, tipo di stroma, large
cell nest, budding tumorale e TILs); (V) l'anticorpo PD-L1 utilizzato (22C3 THC
PharmDX) era un clone commerciale che era stato validato da un panel di esperti a
fini terapeutici, cosi come il sistema di punteggio adottato (CPS); (VI) I criteri
clinico-radiologici di follow-up oncologico sono stati standardizzati. Le principali
debolezze dello studio riguardano la natura retrospettiva dell'indagine, e il numero
limitato di casi considerati, anche a causa del basso numero di casi con biopsia

preoperatoria disponibile.
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7 CONCLUSIONI

L'identificazione di nuovi parametri prognostici ¢ fondamentale per una
migliore stratificazione prognostica dei LSCC avanzati, portando eventualmente
allo sviluppo di strategie terapeutiche su misura. La presente indagine esplorativa
ha rilevato che il TSR valutato nelle biopsie laringee pretrattamento e nell'intero
tumore asportato possedeva un valido significato prognostico. II TSR ¢ un
parametro di rapida e facile applicazione che puod essere introdotto nella pratica
diagnostica laringologica di routine, se validato in una casistica piu ampia. Ulteriori
indagini sulla significativa associazione nella valutazione del TSR e
dell’espressione di PD-L1 tra i campioni bioptici e chirurgici potrebbero anche
portare a nuove conoscenze sulla biologia del LSCC con un potenziale impatto sui
trattamenti mirati, anche per quanto riguarda l'efficacia dei protocolli

immunoterapici basati su PD-1 o sui checkpoint inibitors di PD-L1.
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