Tumore (gonfiore) 0 neoplasia (nuova crescita):

*popolazione cellulare di nuova formazione che ha
preso origine quasi sempre da una sola cellula
somatica dell’ organismo, colpita da una serie
sequenziale di alterazioni genomiche (mutazioni, tipo
epigenetico,etc.) trasmissibili alla progenie cellulare

*effetti fenaotipici: comparsa di funzioni abnormi, perdita o
riduzione di altre funzioni



cellula
trasformata

neoplasia
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Benigne Maligne
Comportamento Solo crescita espansiva; si accresce localmente Crescita espansiva e invasiva; puod metastatizzare
Istologia Assomiglia alle cellule di origine (ben differenziato) ~ Mostra mancanza di differenziamento cellulare
Poche mitosi Molte mitosi, alcune delle quali di forma anormale
Rapporto nucleo/citoplasmatico normale Rapporto nucleo/citoplasmatico elevato

o lievemente aumentato

Le cellule hanno aspetto uniforme in tutto il tumore  Le cellule variano per forma e dimensioni (pleomorfismo cellulare)
" e/o i nuclei variano per forma e dimensioni (pleomorfismo nucleare)
ST (ECivEnD Possibilita della recidiva
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Neoplasia benigna della ghiandola della tiroide
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Margine di un tumore maligno della mammella
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Adenoma (benigno)

Adenocarcinoma (maligno)

Q
Dotti ghiandolari o o D f
normali O .
(sezione trasversale) Capﬁuglﬁ dlftﬁssum
Dotti connettivo fibroso
Oo g gﬁialndmaﬁ del tumare benigno
neoplastici Lo
o P

Dotti ghiandolari

cancerosi
Dotti ghiandolari A
normali 0

seemmm 1| Sistema Immunitario
EdiSES

Figura 16.1 Le differenze fra neoplasie
benigne e maligne derivate dallo stes-
so tessuto. || diagramma illustra dei car-
cinomi mammari. Adenoma é il nome da-
to ai tumori benigni del tessuto ghiando-
lare; i tumori maligni dei tessuti ghiando-
lari sono definiti adenocarcinomi.



Criter1 d1 classificazione de1 tumori
Prognostico: benigno o maligno

[stogenetico: tessuto di origine

Eccezioni: tumor1 definiti sulla base dell’organo e non

del tessuto (es. epatoma, timoma); tumor1 definiti sulla
base dello studioso che lo ha identificato per primo (es.
linfoma di Hodgkin, sarcoma di Ewing)



Classificazione dei1 tumori sulla base del tessuto
d1 origine

“*Epiteliali

**Del tessuto connettivo € muscolo
“*Dei tessuti emopoietici

s*Del sistema nervoso

s*De1 melanociti

*+ D1 origine placentare ed embrionale



Eziologia e Patogenesi dei tumori:

Cause esogene o ambientali

-agenti chimici (composti chimici)

-agenti fisici (es. radiazioni)

-agenti biologici (virus oncogeni ed un solo batterio -Helicobcter pylori)

Cause endogene

-mutazioni trasmesse dai genitori alla prole
-mutazioni per errori nella duplicazione del DNA
-squilibri ormonali

-agenti mutageni che non vengono neutralizzati (ROS)

* tutti gli agenti cancerogeni agiscono inducendo alterazioni a carico del
DNA



Cancerogenesi:

Iniziazione:
trasformazione della cellula somatica normale in cellula neoplastica
latente priva dell’autonomia moltiplicativa

Promozione:

Formazione di un clone di cellule portatrici delle stesse alterazioni
genomiche della cellula iniziata, che si rende clinicamente manifesto
quando raggiunge una determinata massa

Progressione:

Ulteriore accumulo di mutazioni nel genoma della popolazione
neoplastica (ad es. quelle responsabili del fenotipo invasivo e
metastatico).

Concetto del tumore come entita dinamica.



Gradazione (grading): gravita delle caratteristiche
Istologiche e citologiche

Parametri: grado di differenziazione, frequenza di mitosi,
pleomorfismo cellulare e nucleare, etc.

Stadiazione (staging): stadio di sviluppo in cui il tumore si
trova al momento della diagnosi (eventualmente a quello
dell'intervento chirurgico)

Parametri: T (estensione del tumore), N (invasione dei
linfonodi), M (presenza di metastasi)



Gradazione (grading):

G1: cellule molto differenziate

G2: differenziazione di medio grado
G3: differenziazione di basso grado
G4.: cellule indifferenziate

G5: cellule il cui grado di differenziazione non e definibile



Stadiazione (staging): stadio TNM

TO=lesione in situ, T1, T2, T3, T4= tumori di dimensioni crescenti

NO= assenza di coinvolgimento linfonodale, N1, N2, N3=
interessamento di un numero crescente di linfonodi

MO= assenza di metastasi a distanza, M1, M2= presenza di mestastasi
a distanza di numero crescente
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Caratteristiche dei tumori maligni

*Differenziazione e anaplasia
*Origine clonale /eterogeneita genetica
*Tasso di crescita

*Immortalita (cellule staminali tumorali, CSC e cellule che
iniziano il tumore, T-IC)

*Invasione locale

*Mestastatizzazione



METAPLASIA

Un tipo cellulare differenziato viene sostituito da un tipo
cellulare differente (puo regredire rimuovendo la causa

irritante)

DISPLASIA

Perdita di uniformita delle singole cellule e dell’ orientamento
architettonico cellulare (tipica di lesioni pre-cancerose e

cancerose).

ANAPLASIA

Mancanza di differenziazione (tipica dei tessuti tumorali)



Progressione della displasia a neoplasia

normale displasia neoplasia in situ neoplasia invasiva

muscolaris mucosae
intestinale

sottomucosa
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ANAPLASIA

3
- s R W ! !
Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.

Cellule e nuclei di diversa forma e dimensioni. La cellula centrale ha un fuso mitotico
anomalo



Caratteristiche dei tumori maligni

*Differenziazione e anaplasia
*Origine clonale /eterogeneita genetica
*Tasso di crescita

*Immortalita (cellule staminali tumorali, CSC e cellule che
iniziano il tumore, T-IC)

*Invasione locale

*Mestastatizzazione



| tumori hanno origine monoclonale!

Requiring fewer
Tumor cell growth factors

variants

Nonantigenic

[Normal Tumor
cell Carcinogen- cell
induced —s Human solid
change malignancy
Clonal
expansion
of surviving
cell variants
PROLIFERATION TUMOR CELL
TRANSFORMATION PROGRESSION OF GENETICALLY =  VARIANTS
UNSTABLE CELLS HETEROGENEITY

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Caratteristiche dei tumori maligni

*Differenziazione e anaplasia
*Origine clonale /eterogeneita genetica
*Tasso di crescita

*Immortalita (cellule staminali tumorali, CSC e cellule che
iniziano il tumore, T-IC)

*Invasione locale

*Mestastatizzazione



La proliferazione delle cellule neoplastiche:

*autonomia proliferativa

-grazie alla produzione autocrina di fattori di crescita sono indipendenti dai segnali di
crescita inibitori e regolatori che possono provenire dal’ambiente circostante

-la proliferazione incontrollata €& inoltre sostenuta da meccanismi di escaping
apoptotico che hanno un ruolo molto importante sia per l'iniziazione che per la
progressione tumorale



Caratteristiche dei tumori maligni

*Differenziazione e anaplasia
*Origine clonale /eterogeneita genetica
*Tasso di crescita

*Immortalita (cellule staminali tumorali, CSC e cellule che
iniziano il tumore, T-IC)

*Invasione locale

*Mestastatizzazione



Cellule staminali tumorali: self-renewal e differenziazione

Stroma CsC r Non-CSC tumor cells

Blood vessels

Secreted factors

CSC Self-
¥ > =
niche renewal

Drug resistance
Radiation resistance

»  Differentiation

CSC-specific antigens
Current Opinton in Biotechnology

Ailles LE, Weissman IL. Cancer stem cells in solid tumors.
Curr Opin Biotechnol. (2007)18:460-6.



Cancer Stem Cells origin

= Adult or Embryonic Stem Cells that turn
malignant?

= Malignant Cells that display “stem-like”
property?



Cancer Stem Cells origin

A Carcinogenesis B Tumorigenesis

C Tumor resistance

Immune evasion

|
|
Dysregulation of '
microenvironmental |
factors Mutations ot
| i Unlimited
y) | Sell-renewal Q proliferative potential >
0 . ‘ I Angiogenesis
" Somatic Vasulogenic mimicry Chemoresistance
) . stem cell Immune evasion Radicresistance
- 8 . I
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Tumor progression
Tumor recurrence
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Frank NY, Schatton T, Frank MH
The therapeutic promise of the cancer stem cell concept.
J Clin Invest. (2010)120:41-50

Apoplosis
Immune rejection
Chemosensitivity

Radicsensitivity
Susceptibility
to hypoxia



Cancer Stem Cell Niche?

s*Does cancer stem cell niche exist?

‘*What are the signaling cross-talks between CSC and
their niches?

“*Diversity of niches for different type of cancer and their
metastases in different niches?

+**Can we model CSC niche in vitro?

“*Diverse CSCs and their niches in the same patient initiate
different metastasis, and responsible for different sensitivity
to treatments?



Cellule staminali tumorali: bersagli per terapie piu efficaci

Chemo-/radioresistance
reversal

Ablation through CSC pathway
propsective markers interference

p . -
N

P,

Disruption of immune=—" . ~ ¥ Difterentiation

evasion pathways / ’ \ therapy

Antiangiogenic/ Disruption of protumorigenic
antivasculogenic therapy microenvironmental interactions

Frank NY, Schatton T, Frank MH
The therapeutic promise of the cancer stem cell concept.
J Clin Invest. (2010)120:41-50



Cellule staminali tumorali o cellule che 1niziano il tumore?

cellule staminali normali:
* tutte geneticamente 1dentiche

 fine controllo di self-renewal e differenziazione

cellule staminali tumorali:
ecterogenita genetica

disregolazione di self-renewal e differenziazione

¢ corretto I’uso del termine “Cellule staminali

tumorali”?



Caratteristiche dei tumori maligni

*Differenziazione e anaplasia
*Origine clonale /eterogeneita genetica
*Tasso di crescita

*Immortalita (cellule staminali tumorali, CSC e cellule che
iniziano il tumore, T-IC)

*Invasione locale

*Mestastatizzazione



Principali vie di diffusione del tumore

invasione locale
il tumore si estende
nel tessuto polmonare

diffusione linfatica
il tumore si estende
lungo i vasi linfatici
polmonari

nei linfonodi ilari

diffusione ematica

il tumore entra

nelle vene di drenaggio
e le cellule entg%o s ﬁdlﬂusione
cosi nella circolazione Lo speloma?ica
sistemica il tunyore o

lungo lo spazio pleurico

polmone

spazio pleurico
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CAUSE PRINCIPALI DI MORTE PER CANCRO:

eInvasivita a livello locale

*Mestastasi a distanza

*Cachessia

*Sindromi paraneoplastiche (raramente)



SINDROMI PARANEOPLASTICHE (nel 10% dei pazienti
con tumori maligni):

*Endocrinopatie

*Sindromi del sistema nervoso e muscolare

*Malattie dermatologiche

*Alterazioni ossee, articolari, e dei tessuti molli

*Alterazioni vascolari ed ematologiche

* Altri



ESEMPI DI METASTASI

CERVELLO
E LIQUIDO
CEREBROSPINALE

POLMONE

FEGATO

SURRENALI

OSSA
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ASPETTI CLINICI DELLE METASTASI

Determinano compressione meccanica — occlusione/rottura
vasi/ischemia/ablazione endocrina/effetti neurologici

Infarto d’'organo — insufficenza d’organo
Reattivita tessuto osseo di tipo osteolitico-osteoblastico e fratture

Istologia e citologia riflettono il tumore primario ma con maggiore indice mitotico
e minor grado differenziativo (anaplasia frequente)

Micrometastasi locali — metastasi linfonodali latenti
Metastasi silenti — latenza dovuta a blocco dell’angiogenesi
Versamenti pleurici/peritoneali

Squilibri metabolici (metastasi epatiche)

Squilibri endocrini — sindrome paraneoplastica sistemica/ insufficenza
respiratoria/ aritmie cardiache



Clonal expansion,
— growth, diversification

woows | SEQUENZIALI
f+— Metastatic subclone D E L LA CASCA TA
Adhesio‘n to and ME TASTA TICA

invasion of basement
membrane

PRIMARY Q Tm"g‘;ﬁmed TAP P E

TUMOR

Passage through
extracellular matrix

Intravasation

Interaction with host
lymphoid cells

Tumor cell
embolus

Adhesion to
basement
membrane

Extravasation

Metastatic
deposit

Angiogenesis

METASTATIC
TUMOR

Growth

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved,|




Membrana GGGB

basale 2 D[8\©

&2 Rilascio di enzimi
;’ /proteolltlm

| Carcinoma in situ

Una cellula tumorale
diviene capace

di invasione (esprime
molecole di adesione
superficiali)

Le molecole di adesione

della cellula tumorale
si legano alla matrice

extracellulare sottostante

Le cellule tumorali

disgregano e invadono
la matrice extracellulare

Ripetuti legami alla matrice extracellulare

e dissoluzione della stessa

Vaso sangmgno / \ Linfatico

Rubin, Patologia

Le cellule tumorali
metastatizzano
attraverso i vasi
sanguigni o linfatici

INVASIVITA’E
INGRESSO NEI
VASTI SANGUIGNI E
LINFATICI
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INVASIVITA’ LOCALE

| fase: infiltrazione locale

|| fase: distruzione e sostituzione del tessuto infiltrato

lll fase: organizzazione tissutale della massa infiltrante -
fase vascolare

FENOTIPO INVASIVO

Modificazione caratteristiche adesive

Acquisizione motilita-chemiotassi

Produzione enzimi litici

Produzione di un proprio stroma e di vasi neoformati



Modificazione adesivita cellulare

Modifica di recettori transmembrana:

Integrine aumentano

- Mediano I'adesione cellula-matrice extracellulare e I'adesione
eterotipica cellula-cellula (fibronectina-laminina)

- Controllano la segnalazione intracellulare con attivazione
dell'espressione genica

- Adesione di integrine con ligando specifico attiva la produzione di
enzimi litici

Caderine e Catenine diminuiscono 0 scompaiono
- Mediano I'adesione omotipica cellula-cellula
- Controllano I’ organizzazione tissutale

Superfamiglia immunoglobuline neoespressione
- ICAM1 (adesione intercellulare)




m Tabella 26.1 - Esempi di specificita di legame delle
integrine.

Integrine Ligandi

(o3 Laminina, collageno

Integrine

a3 Laminina, collageno, fibronectina

ayf, | V-CAM, fibronectina

a5 Fibronectina

a3 Mumerose proteine dell ECM, metdlloproteasi-2
L ﬁg |CAM

Molecole di adesione (famiglia CAM)




Modificazione nell’espressione delle molecole
adesione nelle cellule tumorali portano a:

-Alterazioni della adesivita omotipica

-Alterazioni della adesivita con molecole del’ECM

-Alterazioni nella trasduzione de1 segnali

di




AZIONE DELLE PROTEAST

La lisi della membrana basale avviene per secrezione
di proteasi e per inibizione degli inibitori della proteasi

cellula neoplastica
ancorata alla
__membrana basale
da molecole
di adesione

la cellula neo-
Plastica blogea
gli effetti delle
antiproteas;

Secrezione
di proteasi

lisi della
membrana
basale i
membrana bloccata
basale

Secrezione
di antiproteas;

cellula stromale
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Enzimi proteolitici

Modificazione nel microambiente tumorale dell’equilibrio tra attivatori
ed inibitori dell’attivita proteolitica

Collagenasi specifiche extracellulari:

Metallo-proteasi — MMP (matrix metalloproteases)
Attivatore plasminogeno - PA

Catepsine

- MMP prodotte in forma inattiva. Attivate da altri enzimi e da PA

- Inattivate da inibitori specifici plasmatici e tissutali

- Interazioni integrina-ligando attivano la trascrizione di geni per MMP

Inibitori delle collagenasi:
TIMP (tissue inhibitors of metalloproteases)




matrice extracellulare

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott

MIGRAZIONE

La migrazione delle cellule & stimolata da fattori
di mobilita autocrini e ancoraggio della cellula
a molecole della matrice extracellulare

®

la secrezione g
fattori di mobilita
autocrini stimolg
Il movimento
cellulare

molecole
di adesione
cellulare

U

Patologia, terza edizione

la cellula
neoplastica
migra nella
matrice
extracellulare
per ancoraggio
con la
fibronectina

invasione

membrana
basale

fibronectina
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Motilita-Chemiotassi

Produzione di fattori di motilita autocrini

Prodotti di degradazione della matrice (glicoproteine fibronectina e laminina)
assumono ruolo di fattori chemiotattici

Adesione alla matrice extracellulare e/o alle cellule endoteliali mediata da
integrine/lectine/glicoproteine di superficie cellulare

Crescita indipendente dall'ancoraggio

Perdita dell’anoikis (apoptosi indotta da perdita di adesione)

Modifiche citoscheletro — formazione di pseudopodi — movimento ameboide
Movimento direzionale mediato da placca focale di adesione

Placca focale di adesione —

proteina di matrice extracellulare-integrina-actinina-actina(citoscheletro)-
mediatori intracitoplasmatici



MIGRAZIONE DELLE CELLULE NEOPLASTICHE

O

el

® Figura 26.6 - locomozione delle cellule neoplastiche.




RIASSUNTO DELLE TAPPE DI INVASIVITA’ LOCALE




ANGIOGENEST

Gli angioblasti proliferano sotto il controllo
di VEGF che agisce sui recettori VEGF-R2.
VEGF & secreto dalle cellule locali.

Anche bFGF stimola la crescita.

Uy

' ‘ ,\ ioblasto Formazione del lume e inibizione della crescita
' | l nIevEE delle cellule endoteliali.

cellula VEGF, agendo sui recettori VEGF-R1,

endoteliale ) . C o
media la formazione dei tubi endoteliali.
| cellula di Il legame di Ang1 alle cellule endoteliali recluta
sostegno cellule di sostegno intorno ai tubi endoteliali.
Maturazione e stabilizzazione con
rimodellamento dei vasi avvengono sotto
I'influenza di Ang?2 e di fattori di crescita locali.
— vasi
maturi
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METASTASI

Distacco di cellule neoplastiche dalla massa primitiva ed
organizzazione di una nuova massa tumorale in sedi piu o meno
distanti

DISSEMINAZIONE EMATICA

* invasione capillare di singole cellule

 infiltrazione diretta della massa tumorale

e caduta di cellule in lacune vascolari senza endotelio
DISSEMINAZIONE LINFATICA

« capillare linfatico afferente—assenza membrana basale
» linfonodo—istiocitosi dei seni linfatici
DISSEMINAZIONE TRANSCELOMATICA

 liquido pleurico

 liquido peritoneale—versamento/ascite/sferoidi metastatici
DISSEMINAZIONE PER CONTIGUITA’




METASTASI PER VIA EMATICA

Invasione locale

Infiltrazione vascolare attraverso I'endotelio
Disseminazione vascolare

Arresto nel microcircolo

Superamento dell’endotelio con fuoriuscita dal vaso
Sopravvivenza e proliferazione nel nuovo tessuto
Organizzazione tissutale con nuovo stroma
Neoangiogenesi



SELETTIVITA’ ORGANO-SPECIFICA DELLA
METASTASI

Disseminazione via sistema portale — fegato
Disseminazione via vena cava — polmone
- Osso
- Cervello

Ipotesi di selettivita

1. base anatomica di emodinamica: organo drenante
2. richiesta specifici fattori trofici/chemiotattici

3. presenza di specifici recettori per molecole adesive



ESEMPI DI METASTASI PREFRENZIALI ORGANO-SPECIFICHE

m Tabella 26.2 - Tumori che specificatamente meta-
statizzano in determinati organi.

Tumore primario Sede metastatica

Carcinoma renale a cellule | Polmoni, scheletro, surreni
chiare

Carcinoma della prostata | Scheletro

Microcitoma Encefalo, fegato, midollo
05580

Melanoma cutaneo Fegato, encefdlo

Melanoma oculare Fegato

MNeuroblastoma Fegato, surreni

Carcinoma mammario Scheletro, encefalo, surre-

ni, polmoni, fegato

Carcinoma follicolare della | Scheletro, pelmoni
tiroide




I TUMORI MALIGNI INSORGONO
IN CONSEGUENZA DI UNA SERIE
DI EVENTI:

CONCETTO DI CANCEROGENESI
MULTIFASICA



ESEMPIO DI CANCEROGENESI MULTIFASICA: CANCRO DEL COLON

Wild-type
p53
NORMAL MUCOSA ADENOMAS
COLON AT RISK "
/ Oncogene-induced
senescence
Mucosa [IESIUAESAIRUI R .__i_ﬂwm \gm =\
Submucosa & SELGG 5 e f’:;f‘*/"‘ O e = s CARCINOMA
Muscularis S e g E
propria \
Germ-line (inherited) Methylation Proto-oncogene
or somatic (acquired) abnormalities mutations
mutations of cancer Inactivation of Homozygous loss of
suppressor genes normal alle]es additional cancer
(*first hit’) (*second hit’) suppressor genes  Additional mutations|
o 5 Overexpression of Gross chromosomal
K-RA COX-2 alterations
APC at 5q21 B-catenin at 12p12
p53at 17p13

Telomerase
LOH at 18qg21
(SM Agz aer?d 4) Many other genes

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




L 'INSORGENZA DI METASTASIE’
LA TAPPA FINALE?



SCHEMA DEL PROCESSO DI METASTATIZZAZIONE

Epithelium
Fibroblasts
ECM

invasion through
ECM

l EMT transition

p
9

Lymphatic invasion and
distant metastases

Kraljevic Pavelic S, Sedic M, Bosnjak H, Spaventi S, Pavelic K.
Metastasis: new perspectives on an old problem.
Mol Cancer. 2011 Feb 22;10:22.
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TAPPE DELLA METASTATIZZAZIONE

Metastasi & un processo inefficiente con efficienza< 10/
Penetrazione nel vaso del microcircolo

Superamento della risposta immunitaria anti-neoplastica — cellule
NK / citolisi complemento mediata

Resistenza fisica al flusso circolatorio e formazione di emboli
metastatici

Passaggio attraverso cuore e compressione

Passaggio negli alveoli polmonari con esposizione a
concentrazioni tossiche di O2

Marginazione nei vasi del microcircolo e formazione trombo con
piastrine/fibrina

Proliferazione e fibrinolisi — nodulo metastatico
Organizzazione tissutale della massa metastatica



Modello classico. L’instabilita genetica favorisce | 'insorgenza di mutazioni.
Alcune cellule del tumore primario accumulano mutazioni fino a
sviluppare la capacita di dare metastasi

si sviluppano
cellule con

si sviluppano [@ A
cellule con

¢ perdita diun ok
® gene divisione
. /| soppressore

=> =>

negli stadi piu le mutazioni somatiche si sviluppano cellule con
precoci, tutte le continuano e portano diverso assetto genetico.
cellule neoplastiche all’espressione di altri Alcune cellule sviluppano
hanno la stessa oncogeni o alla perdita la capacita di dare
anormalita genetica  di geni soppressori metastasi, altre hanno

capacita di proliferazione
cellulare piu elevate



A

Intraepithelial neoplasia
Tumor cells have not invaded tssue
Tumor cells

Epithelial cells [ & 4._.

-

Basement
membrane

Blood vessel

Lymphatic

Tumor maltrx vesse

f

Early carcinoma
invaded tissue

2 Tumor cells have

Rocken M.

Early tumor dissemination, but late metastasis: insights

into tumor dormancy.
J Clin Invest. (2010) 120:1800-3.

Late carcinoma
Tumor cells have enterad blood
and lymphatic vessels

Dissemination of tumor cells
in bicod and lymphatic vessels

| —

Blood vessel

Lymphatic vessel

Lymph node
Macrometastases

Cytotoxic y
immune-r—| @
functions

7 Liver Lung

Modello classico

5—
macrometastasi




La metastatizzazione é un evento precoce?

Requiring fewer
Tumor cell growth factors

variants

Nonantigenic

2.9
O

(
(

b‘ g Metastatic

Normal Tumor
cell Carcinogen- cell _ \)}
induced —— Human solid
change malignancy
Clonal
expansion
of surviving
cell variants
PROLIFERATION TUMOR CELL
TRANSFORMATION PROGRESSION OF GENETICALLY =————>  VARIANTS
UNSTABLE CELLS HETEROGENEITY

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Una visione moderna del processo di metastatizzazione
(2011)

Physical translocation Colonization
from primary tumor to distant organ
@ Survival at

Acquisition secondary site
of invasive @
phenotype @ -

“ CTCs transit to — g

@ 257D \ N\ distant organ y/. 2309 "
. ) ‘ ; - e 4
s ®r — (OR D o
" _ Local invasion CTCs extravasate @
cells invade into surrounding and invade into the
stroma, then intravasate to enter parenchyma of Adaptation and
hematogenous circulation foreign tissue proliferation to
form metastases
Differentiated Transitioning Cancer
cancer cell C cancer cell - el Stromal cell P/ Inflammatory cell

CTC= Circulating Tumor Cells

C L Chaffer, R A Weinberg Science 2011;331:1559-1564
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Adattamento delle cellule metastatiche al
nuovo ambiente

Homing Colonization

Mechanical

trapping @
Site-specific
_

Micrometastasis Macrometastasis

(D)

Quiescence
> —

adhesion or
chemoattraction

/ Differentiated <> S —
. cancer cell Cancer stem cell Stromal cell Inflammatory cell ~ Extracellular matrix

C L Chaffer, R A Weinberg Science 2011;331:1559-1564
AV AAAS

Published by AAAS




1 6 tratti tipici del cancro (2000)

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SUPPressors

inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immortality

Hanahan D, Weinberg RA.
The hallmarks of cancer: the next generation.
Cell. 2011; 144:646-74.



I tratti emergenti del cancro (2011)

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular
energetics

Avoiding immune
destruction

Genome instability

Tumor-promoting
and mutation

Inflammation

Enabling Characteristics

Hanahan D, Weinberg RA.

The hallmarks of cancer: the next generation.
Cell. 2011; 144:646-74.



Intragpithehal neoplasia

Tumor calls have not invaded tissue

f

Early carcinoma
Tumor celis have invaded tssue

Lissamination of single tumor cells
n blood and lymphatic vessels

Rocken M.
Early tumor dissemination, but late metastasis: insights
into tumor dormancy.

J Clin Invest. (2010) 120:1800-3.

v Modello nuovo

Dissamimnation of single tumor cells
n blood and lymphatic vessels

.

Blood vessel 3

S > [——
Lymphatic vessel

cormancy of single tumor cells/

1 "xzf;!u"lu'.r{‘;;x:-_.:::; 1

Prevention of macrometaslasis

Dy cytostatc and cytotoxc signals

micrometastasi

LOoss of

macrometastasi




Gli “hallmarks ” del cancro come bersagli di terapia (2011)

) G

C

EGFR
inhibitors

Aerobic glycolysis
inhibitors

Deregulating

( Proapoptotic ) Resisting Enabling
3 : cell
BH3 mimetics death
Genome Tumor
instability & _ promoting
mutation inflammation
PARP / Inducing Activating \
inhibitors angiogenesis invasion &
metastasis
Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met
Hanahan D, Weinberg RA.

\

Sustaining
proliferative
signaling

kinase inhibitors

yclin-dependerD

4

Evading
growth
suppressors

Immune activating
anti-CTLA4 mAb

Avoiding

Sonit Telomerase
replicative e
immortality Inhibitors

Selective anti-
inflammatory drugs

The hallmarks of cancer: the next generation.

Cell. 2011; 144:646-74.




* Le neoplasie sono malattie geniche.

* Le alterazioni geniche possono essere
causate da agenti ambientali oppure possono
essere ereditate attraverso le cellule
germinali.



Il cancro é dovuto ad alterazioni genetiche delle cellule tumorali ma...

lo stimolo causa alterazioni
genetiche della cellula

cellule normali

olelelele

sono alterati i geni per

« fattori di crescita

» recettori di fattori di crescita

< » trasduzione di segnali

* regolazione della trascrizione
cellula * riparazione del DNA

trasformata * sopravvivenza cellulare

la cellula trasformata prolifera
con scarso controllo della
crescita a causa

neoplasia del danno genetico

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



... € necessario un approccio non riduzionista al cancro

The Reductionist View A Heterotypic Cell Biology

Cancer cells Cancer cells Fibroblasts

Immune cells

Hanahan D, Weinberg RA.
The hallmarks of cancer.
Cell. 2000; 100:57-70.



CANCEROGENESI: le tappe che portano al cancro

] tumori sono di origine monoclonale

*]1 clone cellulare che da origine al cancro ha subito un
danno genetico non letale (ha accumulato mutazioni
somatiche)

*I1 cancro € un processo multifasico e progressivo, che
deriva dall’accumulo di successive mutazioni



I geni mutati nel cancro appartengono a 4 classi:
*oncogent

*anti-oncogeni

*oeni regolatori dell’apoptosi

*geni coinvolti nella riparazione del DNA



oncogeni= promuovono la crescita autonoma della
cellula tumorale, determinando 1’autosufficienza dei
segnali di crescita

proto-oncogeni= controparti fisiologiche degli
oncogeni

oncoproteine= sono 1l prodotto degli oncogeni,
somigliano ai prodotti normali de1 proto-oncogeni,
pero spesso sono privi dei normali elementi
regolatori e la loro attivita non risponde a1 normali
meccanismo di controllo



Oncogene=Fattore di crescita

®K'r y

produzione di quantita . il fattore di .
eccessivamente alte ' ¢ crescitasi | Esempt:
di un fattore \ [ / lega al recettore SIS (PDGFB),
di crescita o
v INT2 (FGF3),
il recettore attivato TGFA (TGF OL)
_ si lega alle
molecole di HGF

trasduzione per
portare il segnale
al nucleo

.

I
attivazione di un
oncogene che
codifica per un
fattore di crescita

segnali di crescita
positivi stimolano la

divisione cellulare

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



Oncogene=Recettore di Fattore di crescita

© 47

) i
la cellula esprime recettori capaci
quantita eccessive di legare tutto
di recettore il fattore di

I
amplificazione
di un oncogene
che codifica pe
un fattore
di crescita

crescnta disponibile

L

stlmola2|one della
proliferazione
cellulare
per attivazione di
un secondo
messaggero

‘.H.‘i'.§

Esempi:
EGFR
(ERBBI1),
FLT3,
RET,
PDGFRB,
KIT

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana




Oncogene=Molecola che trasduce il segnale del Recettore

il legame del o il rilascio del
fattore di crescita fattore di crescita il
al recettore causa ' recettore continua

Il legame a legare
del trasduttore il trasduttore

|

© m 4 I B m

oncogene mutato W
che codifica per - il recettore
proteine continua

di trasduzione a segnalare al
nucleo di

promuovere la
divisione cellulare

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana

Esempi:
KRAS,
HRAS,
NRAS,
ABL,
BRAF,
B-catenina




Oncogene=Attivatore della trascrizione

|

e prodotta una
proteina
attivatrice
della trasduzione
mutata

L]

I
Imutazione di un
oncogene che
codifica per
un attivatore
di trascrizione

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione

| m

la proteina attivatrice
della trascrizione
entra nel nucleo
e silega al DNA

N

stimolazione
iInappropriata
della crescita

cellulare
per attivazione
della trascrizione

Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana

Esempi:
C-MYC,
N-MYC,
L-MYC




Oncogene=Regolatore del ciclo cellulare

CDK inhibitors

; p27 57 : Cok
ghors p21 Cyclin Ik .
oo%‘““‘ 18 P10 i [ A : E p2i Siory

Esempi:
ciclina D,
ciclina E,
CDK4

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Alcuni oncogeni e loro cause di attivazione nei tumori umani

Fig. 6.18 Principali prodotti degli oncogeni e meccanismi delle alterazioni della regolazione

Proto-oncogene Funzione Tipo di oncogene Causa di attivazione
ras Legame del GTP Trasduzione del segnale Mutazione puntiforme
myc Attivatore della trascrizione Regolatore nucleare Traslocazione

n-myc Attivatore della trascrizione Regolatore nucleare Traslocazione

erb-B1 Recettore EGF Recettore di fattore di crescita Amplificazione

erb-B2 (nuovo) Recettore EGF-simile Recettore di fattore di crescita Amplificazione

abl Tirosina chinasi Trasduzione del segnale Traslocazione

Sis Catena j di PDGF Fattore di crescita Sovraespressione

EGF - fattore di crescita dell’epidermide  PGDF - fattore di crescita di derivazione piastrinica

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione

GTP - guanosina trifosfato

Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



Esempio di RAS (15-20% dei tumori umani)

Growth factor
Farnesyl

Growth factor receptor membrane anchor

(NIRIRIRIRIRIRL 0 I
oo ILILIL I TER RGN

Bridging  Activates
protein Inactivation by

hydrolysis of GTP

Phosphate @

BLOCKED IN
MUTANT RAS

Activation of
MAP-kinase pathway

Cell cycle progression

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




anti-oncogeni o geni Onco-soppressori=
determinano la non-responsivita della cellula
agli stimoli mibitor1 della proliferazione,
determinando la crescita incontrollata

controparti normali degli anti-oncogeni=
frenano la proliferazione cellulare



Anti-oncogeni: p53 (funzione normale)

Cellula normale,

p53 normale

A lonizing radiation

Carcinogens
£ Mutagens

Normal cell
(P53 normal)
Hypoxia DNA damage
p53 activated and
binds to DNA

|

Transcription dependent and
independent effects on targets

p21 GADD45 BAX ’

Normal cells

Apoptosis

Ipossia
Danno al DNA

|

(CDK inhibitor) (DNA repair) | Pl |
; (apoptosis gene)
G1 arrest
1
| I
Successful repair Repair fails

arresto in G1 (uscita dal
ciclo cellulare)

eriparazione del DNA,
ritorno al normalita

oppure

eriparazione fallita,
apoptosi

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.

Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Anti-oncogeni: p53 mutata nei tumori

Iomzmgradmhon
i }
/ 5% S, $ Danno al DNA

|

Cellula mutata,

Cell.wilh
p33 mutata o mutaons o |
assente

DNA damage

!

p53-dependent genes N .
not activated *Non c¢’¢e arresto del ciclo

No DNA
repair, no

senescence Non C,é riparazione del
Y
Mutant cells DNA

Expansion
and

pionae LA CELLULA
Y CONTINUA A

: PROLIFERARE E
ACCUMULA ALTRE

MUTAZIONI

No cell
cycle arrest

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Anti-oncogeni: Rb (funzione normale)

GROWTH FACTORS
(EGF, PDGF)

GROWTH INHIBITORS
(TGF-B, p53, others)

Stimulate\

CDK Inhibitors
p16 (INK4a)

Inactivate C}éclir;g Eé//CCLZ)If(t;G Activate
stato iper- \__ch,,, | stato 1po-
. Hyperphosphorylated Hypophosphorylated .
fosforilato= RB \ /\ B fosforilato=
Entrata P B P ol P Inibizione

E2F

della fase S

nella fase S

methyltransferase

1 Histone Histone
deacetylase —
E2F site | S phase genes E2F site | S phase genes
> —

Transcriptional Transcriptional

activation ) ) ' block
Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.

Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Anti-oncogeni: Rb mutata o assente nei tumori

GROWTH INHIBITORS
(TGF-B, p53, others)

Stimulate\

GROWTH FACTORS
(EGF, PDGF)

CDK Inhibitors
p16 (INK4a)

Activate

Inactivate Cyclins D/CDK4,6
Cyclin E/CDK2

Hyperphosphorylated /—\ Hypophosphorylated r
‘ RB

Rb non lega
E2F =
Entrata
nella fase S

E2F site ‘ S phase genes E2F site ‘ S phase genes
> / f—>
7/
Transcriptional Transcriptional
activation block

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Anti-oncogeni: Rb iperfosforilata nei tumori

GROWTH INHIBITORS GROWTH FACTORS
(TGF-B, p53, others) (EGF, PDGF)
mutazioni a . \
. Stimulate
monte di Rb,
CDK Inhibitors
con Rb p16 (INK4a)
1iperfosforil -
PETIOSIo at Inactivate Cyclins D/CDK4,6 Activate
Cyclin E/CDK2
d
Hyperphosphorylated Hypophosphorylated
RB RB

Kumar et al: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.

PRATICAMENTE TUTTI I TUMORI UMANI
MOSTRANO MUTAZIONI DI Rb o DEI GENI CHE NE
REGOLANO LA FOSFORILAZIONE (CDK4, ciclina D,

pl6)



Gene alterato nei tumori=fattore anti-apoptotico

O

I ( segnali che causano la morte 1 i

il fattore (bcl-2) &
prodotto in quantita
eccessiva.
Localizzato
nei mitocondri

I

attivazione di un
oncogene che
codifica per un
fattore (bcl-2)
che previene la
morte delle cellule

cellulare programmata i segnali che

causano la morte
cellulare programmata
: sono bloccati

R

IV
inappropriata
longevita
cellulare

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



QUADRO RIASSUNTIVO DEL PROCESSO DI APOPTOSI

vie di danno danno al DNA, via di trasduzione
J L J via della p53 dei segnali

v i v' i i (9
radicali sfingomielinasi \/ 0 v

liberi, specie 95 modulazione dell'espres- attivazione primaria
reattive Vo sione della proteina Bcl-2 delle caspasi inizianti
dell'ossigeno g J)
A v
I
cascata a
apoptosoma = elia
Py . e
caspasi  f
, Apaf-1 ;
5 citocromo C caspa3|-3 %
\ caspasi-9 r
G 3 :
canali
: fattore di induzione mvazuon ol 8
> dell'apoptosi a e aale m
(AIF) caspasi effettrici A
n
citocromo C | | ¢
: frammentazione
aumento della permeabilita delle proteine e del DNA
della membrana mitocondriale delle cellule
mediato da PTPC J |7
Vv
APOPTOSI
A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana

p53= proteina che puo favorire
I’apoptosi se 11 DNA non si
ripara (anti-oncogene)

APAF 1= Fattore 1 di Attivazione dell’apoptosi



Gene alterato nei tumori=enzima di riparazione del DNA

®
(( stimolo che ] i

si forma un danneggia il DNA il DNA alterato
enzima l non e
ta abnorme ; riparato
di riparazione
del DNA

[

I
mutazione di un

gene che
codifica /
per un enzima

di riparazione
del DNA

DNA alterato
permane
nelle cellule figlie

dopo la divisione
cellulare

A. Stevens, J. Lowe, |. Scott  Patologia, terza edizione Copyright 2010 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana
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