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Riassunto della Tesi

Introduzione: il bevacizumab, un anticorpo monoclonale che riconosce il fat-
tore di crescita dell’endotelio vascolare (Vascular Endotelial Growth Factor,
VEGF), si sta affermando come nuovo farmaco nella cura delle recidive di
glioblastoma multiforme (GBM). A fronte dell’insorgenza di numerosi effetti
collaterali e di una importante spesa economica, solo parte dei pazienti trat-
tati sembra trarne beneficio, soprattutto in termini di qualita di vita e di
sopravvivenza libera da malattia. E dunque di estrema importanza riuscire
a poter discriminare i pazienti che potranno giovare maggiormente di questa
terapia, sviluppando i minori effetti collaterali.

Scopo: l'obiettivo di questo studio € quello di studiare, utilizzando tec-
niche di Risonanza Magnetica (RM) convenzionale e non convenzionale dei
criteri di predicibilita della risposta che possano orientare il clinico nella scelta
del trattamento con bevacizumab.

Metodi: Sono stati selezionati retrospettivamente 24 pazienti con diagno-
si istologica di glioblastoma e con recidiva di malattia dopo un trattamento
combinato radiochemioterapico con temozolomide. Tutti i pazienti valuta-
ti sono stati sottoposti a esame RM convenzionale e non convenzionale al
momento della recidiva e successivamente dopo l'inizio di terapia con bevaci-
zumab. Sulla base della RM convenzionale, ¢ stato espresso un giudizio neu-
roradiologico relativo alla lesione neoplastica, unitamente a una valutazione
del quadro radiologico generale. Le tecniche non convenzionali utilizzate sono
state la Diffusion Weighted Imaging (DWI) e la Perfusion Weighted Imaging
(PWI),quest’ultima eseguita solo in 14 Pazienti. Il relative Cerebral Blood
Volume (rCBYV) e i valori di Apparent Diffusion Coefficient (ADC) sono stati
misurati a livello delle regioni rispettivamente di massima perfusione e dif-
fusivita delle lesioni al tempo della recidiva; le misurazioni effettuate nelle
RM successive sono state effettuate nella stessa regione esaminata in prece-
denza. Risultati: [’ADC misurato all’esame RM antecedente 'inizio della
terapia di seconda linea (Tempo 0, Tp), e la variazione percentuale dell’ADC
nell’intervallo intercorso tra il Ty e il primo esame di follow-up dopo I'inizio
della terapia con bevacizumab (Tempo 1, T1), sono risultati utili biomarker in
grado di stratificare i pazienti sulla base della sopravvivenza globale (Overall
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Survival, OS), calcolata dal momento della recidiva. Allo stesso modo anche
il rCBV al T1e la sua variazione percentuale tra Ty e T1 si sono rivelati para-
metri predittivi di OS. La maggiore accuratezza diagnostica si e riscontrata
combinando le variazioni percentuali del’ADC e rCBV che, se concordi, con-
sentono di predire la risposta alla terapia con bevacizumab nel 100% dei casi
in esame.

Conclusioni: Le tecniche di RM non convenzionale PWI e DWI si so-
no dimostrate efficaci nel formulare un giudizio prognostico e nel predire la
risposta in pazienti con recidiva di GBM trattati con bevacizumab.



Capitolo 1

Introduzione

1.1 1l glioblastoma

Il glioblastoma ¢ il tumore maligno pili comune tra le neoplasie della glia
e risulta essere uno tra i pit temuti tipi di neoplasia, non solo per la sua
prognosi invariabilmente infausta ma anche per le ripercussioni dirette sulla
qualita della vita e funzioni cognitive. Studi di prevalenza dimostrano come
ben 138.054 pazienti negli Stati Uniti abbiano avuto diagnosi di tumore cere-
brale maligno primitivo nel 2010, di cui i gliomi di alto grado rappresentano
il sottotipo pitt comune (80%), con incidenza annuale pari a 5,26 per 100.000
abitanti[1]. Dal punto di vista prognostico i pazienti con una diagnosi di glio-
blastoma possono essere divisi in due gruppi: il glioblastoma primario, che
insorge ex novo senza alcuna evidenza di precedente neoplasia, e il gliobla-
stoma secondario, che si sviluppa dall’evoluzione di un glioma di basso grado
quale ad esempio ’astrocitoma diffuso.

1.1.1 Manifestazioni cliniche

Prima dell’introduzione delle moderne tecniche di imaging, i gliomi presenta-
vano grandi difficolta di diagnosi in quanto i loro sintomi iniziali sono alquanto
aspecifici e di non univoca interpretazione. I deficit neurologici focali compa-
iono tardivamente nella storia di questa neoplasia, spesso senza permettere
una valutazione accurata della localizzazione. Le principali manifestazioni
cliniche dei gliomi sono:

e Modificazioni del comportamento e delle funzioni mentali
e Cefalea

e Vomito e vertigini



e Crisi epilettiche

e Sintomi e segni neurologici focali

Modificazioni del comportamento e delle funzioni mentali: i sin-
tomi iniziali possono essere estremamente sfumati e caratterizzati da quella
che MacCabe|2] definisce “astenia mentale” e Adams[3] rinomina “astenia
psicomotoria”: eccessiva irritabilita, labilita emotiva, minor propensione a
svolgere le attivita quotidiane, tendenza a dimenticare, riduzione dell’attivita
mentale, indifferenza verso la vita sociale e mancanza di iniziativa. In alcuni
pazienti possono essere evidenti anche sonnolenza e apatia, rallentamento di
pensiero e del tempo di reazione. Tutti questi sintomi spesso sono attribuiti
erroneamente ad uno stato ansioso o ad una sindrome depressiva, soprattutto
nel paziente anziano. L’esordio del corteo sintomatologico puo essere rapido
o piu spesso graduale, nell’arco di poche settimane o mesi, questi sintomi
divengono pitu evidenti e, se non viene instaurato alcun trattamento, I’apatia
e la sonnolenza aumentano progressivamente fino a quando si puo verificare
un aumento della pressione intracranica che porta il paziente in uno stato
di stupor o coma. I tumori che determinano questo tipo di sintomi interes-
sano frequentemente strutture centrali, alterando per esempio i meccanismi
talamo-corticali alla base di attenzione e allerta oppure interessano le lun-
ghe fibre di associazione della sostanza bianca provenienti dai lobi frontali o
temporali.

Cefalea: rappresenta un sintomo precoce ed ¢ presente nel 50%dei pa-
zienti alla diagnosi. In alcuni pazienti si tratta di un dolore lieve con cadenze
episodiche, in altri invece di un dolore severo e acuto. Gli elementi che ca-
ratterizzano questa cefalea sono la presentazione tipicamente notturna, la
comparsa al risveglio e la qualita del dolore non pulsante e profondo insieme
con la monolateralita e I’evoluzione verso il progressivo peggioramento. In
realta questi non sono caratteri patognomonici, in quanto anche I’emicrania
o la cefalea ipertensiva possono presentarsi al risveglio o nelle prime ore del
mattino, con la differenza che se all’acme del dolore cefalalgico compare il
vomito, cio € fortemente indicativo di tumore cerebrale. Il meccanismo fisio-
patologico di questa cefalea non e ancora stato completamente spiegato. Nella
maggior parte dei casi, durante le prime settimane dalla presentazione della
cefalea, la pressione intracranica e normale e il dolore puo essere attribuito
al locale rigonfiamento dei tessuti e alla dislocazione dei vasi sanguigni all’in-
terno o attorno al tumore. Successivamente, invece, il dolore appare corre-
lato all’incremento della pressione endocranica. Solitamente tumori con sede
sopratentoriale provocano cefalea localizzata al lato della lesione in regione
orbito frontale, temporale o parietale, mentre i tumori della fossa posteriore
provocano cefalea ipsilaterale in sede retro auricolare o occipitale.



Caratteristiche della cefalea da tumore cerebrale rispetto a una cefalea
benigna
Cefalea da eteroplasia cerebrale Cefalea benigna
* Insorgenza acuta o recente con esordio dopo * Insorgenza cronica riscontrabile all'anamnesi
i50 anni da molteplici anni
* Intensita e frequenza crescenti * Intensita e frequenza variabili; stimoli trigger.
* Iniziale risposta ad analgesici, successiva *  Risposta alla terapia medica
progressione a cefalea intrattabile +  Risveglio dal sonno quando di severa
*  Risveglio dal sonno anche se intensita intensita
moderata *  Dolore unilaterale, non sempre localizzato
*  Dolore unilaterale, concordante con la nello stesso emilato degli episodi precedenti
localizzazione del tumore *  Sintomi neurologici presenti nell'emicrania,
*  Sintomi neurologici focali di che insorgono nell’arco di pochi minuti per
accompagnamento (emiparesi, perdita del regredire completamente in meno di un’ora
sensorio) *  Nausea e vomito
*  Sintomi cognitivi e comportamentali di
accompagnamento, spesso scambiati per
demenza
*  Nausea e vomito, indisitnguibili
dall’emicrania
*  Papilledema suggestivo di ipertensione
endocranica

- J

Tabella 1 Caratteristiche della cefalea che entrano in diagnosi differen-
ziale nelle determinazione eziologica da tumore cerebrale o da altre cause di
natura benigna[4].

Vomito e vertigini: il vomito compare in un numero relativamente esi-
guo di pazienti con glioblastoma e solitamente accompagna la cefalea quando
questa si manifesta con particolare intensita. Si tratta di un vomito non cor-
relato all’ingestione di cibo che in genere si manifesta improvvisamente e non
preceduto da nausea (vomito a getto), anche se in alcuni pazienti la nausea
puo essere presente accompagnata da un forte senso di malessere. Ricordiamo
che il vomito si riscontra piu frequentemente nei tumori della fossa posterio-
re. Non infrequentemente, i pazienti riferiscono inoltre senso di vertigine. Si
tratta di un sintomo che il paziente solitamente non riesce a descrivere con
accuratezza ma che viene definito come una sensazione innaturale e strana as-
sociata a instabilita al momento del cambiamento posizionale della testa. Una
vera vertigine posizionale puo invece essere sintomo di un tumore localizzato
in fossa posteriore.

Crisi epilettiche: la comparsa di crisi epilettiche piu spesso focali o ge-
neralizzate costituisce una delle piu frequenti manifestazioni del glioblastoma,
dopo le alterazioni mentali e i segni focali di danno cerebrale. Le convulsioni
sono state osservate, infatti, dal 20% al 40% dei pazienti con tumori cere-
brali e la prima manifestazione di crisi epilettica presentatasi in eta adulta ¢
sempre suggestiva di tumore cerebrale. Le crisi possono essere indotte dal-
la stimolazione di circuiti eccitatori o dall’interferenza del tessuto patologico
con 1 meccanismi inibitori. Solitamente si tratta di crisi parziali che possono



successivamente generalizzare; ci puo essere un singolo episodio o numerose
crisi che possono seguire gli altri sintomi o precederli di settimane o mesi o
addirittura di alcuni anni[4]. Lo stato di male epilettico come evento precoce
e estremamente raro.

Sintomi e segni focali: I segni focali riflettono la localizzazione del tu-
more e derivano dalla compressione dei della sostanza grigia e dei fasci di
sostanza bianca da parte del tumore in espansione e dell’eventuale edema
associato. Alcuni pazienti possono presentare tali segni all’esordio della ma-
lattia ma nella maggior parte dei casi rappresentano una manifestazione della
fase pit avanzatal[4].

1.1.2 Classificazione

Il sistema di classificazione dei tumori del Sistema Nervoso Centrale piu utiliz-
zato ¢ sicuramente quello proposto dalla WHO (World Health Organization),
che offre il vantaggio di raggruppare le multiple neoplasie sulla base del profilo
istologico e di differenziarne la malignita attraverso un sistema di grading che
tiene conto delle seguenti caratteristiche:

1. Atipia nucleare e citoplasmatica
2. Presenza di mitosi
3. Proliferazione endoteliale (neoangiogenesi tumorale)

4. Necrosi

La proliferazione endoteliale e la necrosi sono solitamente considerate co-
me indicatori importanti del potenziale di crescita rapida e di invasione del
tessuto sano circostante, mentre ’attivita mitotica fornisce importanti in-
dicazioni sul decorso e sull’evoluzione. Questa caratteristica viene valuta-
ta quantitativamente attraverso due metodiche: una & ’assorbimento della
bromodesossiuridina, sostanza che, dopo essere stata somministrata per via
endovenosa prima dell’intervento chirugico, viene assorbita dai nuclei delle
cellule tumorali e da una stima della sintesi di DNA; ’altra tecnica ¢ la mar-
catura immunoistochimica mediante un anticorpo monoclonale detto Ki-67
che riconosce una proteina istonica espressa dalle cellule proliferanti ma non
da quelle in stato quiescente[5]. Quindi si distinguono:

Grado I lesioni caratterizzate da basso potenziale proliferativo e dalla
possibilita di completa guarigione solo in seguito a resezione chirurgica.

Grado II lesioni caratterizzate da natura di tipo infiltrativo e che, no-
nostante la bassa attivita proliferativa, tendono a recidivare. Alcuni tipi di
tumori di grado II, come l'astrocitoma diffuso e I’oligodendroglioma, tendono



a progredire verso piu alti gradi di malignita, rispettivamente nell’astrocitoma
anaplastico e nell’oligodendroglioma anaplastico.

Grado I lesioni caratterizzate da evidenza istologica di malignita, quale
atipia nucleare ed elevata attivita mitotica.

Grado IV lesioni con notevole malignita istologica tipicamente associate
a una forte componente di neoangiogenesi tumorale che esitano in una rapida
evoluzione di malattia sia pre che postoperatoria[2].

In letteratura, inoltre, si usa la dicitura “glioma di basso grado” (low-
grade glioma), ad indicare i tumori gliali di grado WHO I e II, mentre si usa
“glioma di alto grado” ( high-grade glioma) ad indicare tumori di grado IIT e
Iv.

Astrocitomi
Astrocitoma subependimale a cellule giganti (WHO grade I)
Astrocitoma pilocitico (WHO grade I)
Astrocitoma pilomixoide (WHO grade II)
Xantoastrocitoma pleomorfo (WHO grade II)
Astrocitoma diffuso (WHO grade II)
Oligodendroglioma (WHO grade II)
Oligoastrocitoma (WHO grade II)
Ependimomi
Subependimoma (WHO grade I)
Ependimoma mixopapillare (WHO grade I)
Ependimoma (WHO grade II)

Tabella 2 Classificazione WHO dei Gliomi di basso grado[6].

Astrocitomi
Astrocitoma anaplastico (WHO grade III)
Gliomatosis cerebri (WHO grade III)
Glioblastoma (WHO grade 1IV)
Oligodendroglioma (WHO grade II)
Oligodendroglioma anaplastico (WHO grade III)
Ependimoma anplastico (WHO grade III)

Tabella 3 Classificazione WHO dei Gliomi di alto gradol6].



La classificazione in base al grado di malignita € uno strumento ampia-
mente utilizzato che ci consente di predire, almeno in parte, il comportamento
biologico della neoplasia. Il grado WHO, infatti, fa parte dei fattori progno-
stici per i tumori cerebrali. Altri fattori prognostici sono I'eta del paziente, la
disabilita neurologica, la sede del tumore, caratteri radiologici come il contrast
enhancement, 'estensione della resezione chirurgica, I'indice di proliferazio-
ne, le alterazioni genetiche ed epigenetiche. Per ogni tumore ’entita e la
combinazione di questi parametri contribuisce a stimare la prognosi[7].

1.1.3 Anatomia patologica

Glioblastoma multiforme (WHO grade IV): Il Glioblastoma ¢ certamente la
forma piu frequente di tumore maligno del sistema nervoso centrale, rappre-
senta circa il 20-25% di tutte le neoplasie primitive e raggruppa in se 1'82%
dei casi di gliomi maligni. La prima definizione di questa neoplasia risale
a Cushing e Bailey[8] nel 1926, per rimarcare da un lato I'ipotesi di deri-
vazione da un ipotetico elemento primitivo (glioblasto) e dall’altro 1’aspetto
macroscopico pleomorfo ed eterogeneo del tumore, che si esplicitava nel ter-
mine “multiforme”, ormai caduto in disuso nella pratica clinica. Possiamo
distinguere due tipi di glioblastoma con morfologia identica ma con differente
modalita di comparsa: il glioblastoma primario € quello che compare preva-
lentemente nella fascia di eta compresa tra la quinta e la settima decade; il
glioblastoma secondario invece rappresenta 1’evoluzione di un astrocitoma a
minor grado di malignitA e interessa pazienti intorno ai 40 anni. II glioblasto-
ma dell’adulto si localizza prevalentemente a livello degli emisferi cerebrali;
le regioni piu frequentemente interessate in ordine decrescente sono il lobo
temporale, parietale, frontale e occipitale. I glioblastomi dell’eta pediatrica
hanno un’incidenza minore e si riscontrano prevalentemente a livello sotto-
tentoriale. Spesso vengono riscontrati nel contesto di una neurofibromatosi o
dopo trattamenti radio-chemioterapici. Il glioblastoma tende a infiltrare rapi-
damente il parenchima e le strutture circostanti: invade frequentemente I’emi-
sfero controlaterale attraverso il corpo calloso e puo invadere anche lo spazio
subaracnoideo. Sono rare le localizzazioni al di fuori del sistema nervoso cen-
trale. Macroscopicamente si presenta come una lesione di grosse dimensioni,
scarsamente definita, che alla sezione di taglio appare caratterizzata da aree
grigiastre di necrosi, soprattutto centrale, che si accompagnano ad aree emor-
ragiche brunastre o rossastre; le strutture vascolari intra e paratumorali sono
usualmente abbondanti ed ectasiche ed il rigonfiamento cerebrale ¢ notevole
per 'edema. Istologicamente ’aspetto € quello di un grado IV con ipercellu-
larita spiccata, atipie cellulari e nucleari molto marcate, presenza di cellule
neoplastiche giganti plurinucleate, mitosi numerose, vistosa neoangiogenesi,
aree di necrosi intorno alle quali le cellule si dispongono a formare uno strato
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in cui sono orientate pitt 0 meno parallelamente fra loro (pseudopalizzata).
La WHO distingue due varianti istologiche del glioblastoma:

e Il glioblastoma a cellule giganti cosi denominato per la predominanza di
cellule bizzarre, gigantesche (fino a 400um di diametro) e multinicleate
(anche piu di 20 nuclei). Esso rappresenta oltre il 95% dei glioblastomi

e Il gliosarcoma caratterizzato da una struttura tessutale bifasica, con
aree che mostrano alternativamente differenziazione gliale e mesenchi-
male. Esso rappresenta il 2% di tutti i glioblastomi[9].

Prognosi: la prognosi del glioblastoma & pessima; la sopravvivenza a un
anno & pari al 35%, a 5 anni & del 4,7%[9] .

1.1.4 Fattori di rischio

I gliomi maligni originano da un processo a piu stadi che si sviluppa a partire
da alterazioni genetiche sequenziali e cumulative dovute a una sinergia tra
fattori di rischio intrinseci e ambientali. Numerose ricerche mirate allo studio
della predisposizione genetica nello sviluppo delle neoplasie cerebrali sono sta-
te condotte negli ultimi anni e hanno contribuito a una conoscenza molecolare
dei geni mutageni dettagliata ma che rimane ad oggi estremamente complessa
data l’eterogeneita genotipica del glioblastoma. Un discreto numero di sin-
dromi quali la sclerosi tuberosa, la Neurofibromatosi tipo 1 e tipo 2 e non in
ultimo la sindrome di Cowden, Turcot e Li-Fraumeni sembrano associate con
un aumentato rischio di sviluppare un glioma di alto grado[10]. Una storia
familiare di glioblastoma si riscontra molto raramente, ma quando presen-
te si associa a un incremento raddoppiato del rischio relativo di sviluppare
la neoplasia. Da studi epidemiologici e statistici € emerso che l'incidenza di
glioblastoma ¢ significativamente maggiore negli uomini rispetto alle donne,
nell’etnia caucasica rispetto alla razza nera, ed e inversamente correlata alla
presenza di patologie atopiche quali l’eczema, 1’asma e la rinite allergica[11].
Anche nei casi in cui & stata accertata la familiarita non si sono riscontrati
vantaggi da programmi di screening in termini di sopravvivenza. La diagno-
si precoce non si associa con un miglioramento dell’aspettativa di vita come
accade in altre neoplasie. Un fattore di rischio ambientale del glioblastoma e
costituito dalle radiazioni ionizzanti, sebbene i risultati di questi studi siano
tuttora incerti e di non univoca interpretazione. Tra le poche associazioni
dimostrate vi sono quelle riguardanti bambini esposti a irradiazione cranica
per Tinea Capitis o per terapia anti-neoplastica. Studi sugli individui esposti
agli effetti nucleari di bombe atomiche o a test di sperimentazione di armi
nucleari[12]. Studi sull’esposizione a radiazioni in ambito medico utilizzate
afine diagnostico quali la TC (Tomografia Computerizzata) non hanno avuto
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un correlazione positiva, tranne in un sottogruppo di pazienti di eta infan-
tile sottoposti a TC cranio, dove si e riscontrato un eccesso di rischio pari
a 1/10.000 ad un follow-up di 10 anni[13]. A differenza da quanto postu-
lato in passato l’associazione tra tumori cerebrali e I'uso di cellulari, fattori
di rischio occupazionali, traumi cranici, pesticidi, cibi contenenti N-nitroso
composti non e risultata essere consistente. Una ulteriore riprova ¢ data
dall’evidenza che l'incidenza dei gliomi non ha subito alcuna modificazione
dall’introduzione sul mercato di dispositivi di telefonia elettronica, che pur
esercitando un effetto biologico ben noto a livello cerebrale, con aumento del
flusso ematico[14] e incremento del metabolismo del glucosio[15] non esita in
lesioni neoplastiche[16]. Da un punto di visto molecolare sono state indivi-
duate quattro sottoclassi sulla base di caratteristiche derivanti da diversi tipi
celullari che sembrano ripercorrere i diversi stadi della neurogenesi: classico,
mesenchimale, proneurale, neurale[17].

e La sottoclasse classica presenta amplificazioni del cromosoma 7, dele-
zioni del cromosoma 10, amplificazioni e mutazioni di EGFR e delezioni
del locus Ink4a/ARF;

e La sottoclasse mesenchimale mostra frequentemente mutazioni/delezioni
del gene NF1 e una iperespressione di CHI3L1 e MET e di geni coinvolti
nella cascata di trasduzione del segnale del TNF e di NFkB;

e La sottoclasse pro-neurale ¢ caratterizzata da un pattern di alterazioni
coinvolgenti il PDGFRA, con mutazioni in IDH1 e TP53, che si riscon-
tra ugualmente nei gliomi di basso grado, suggerendone una possibile
evoluzione in glioblastomi secondari;

e La sottoclasse neurale e contraddistinta per l’espressione di marker
neurali.

Un’ulteriore riprova dell’eterogeneita molecolare e della complessita del siste-
ma ¢ stata la scoperta di un pattern molecolare misto, dove sono presenti
mutazioni che caratterizzano piu classi, ed un pattern piu raro caratterizzato
da mutazioni anomale di geni insolitamente coinvolti. L’importanza di questa
distinzione molecolare risiede nella diversa potenzialita evolutiva in termini
di anaplasia, progressione e prognosi associate a ciascuna sottoclasse[18].
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Capitolo 2

Trattamento

Il trattamento standard del glioblastoma si basa su un approccio multidi-
sciplinare costituito in prima istanza da una chirurgia a cui fa seguito un
trattamento combinato di radioterapia (RT) e chemioterapia. L’exeresi del-
la massa neoplastica non solo garantisce la conferma istologica del tumore,
ma consente la rimozione dell’effetto massa dal tumore stesso. L’imaging
guida il neurochirurgo nella sua opera di resezione, ma molteplici ostacoli
possono impedire un’escissione completa: ¢ infatti difficile delineare alla RM
quali siano i reali margini del tumore, che spesso si estendono ben oltre 1’a-
rea captante il mezzo di contrasto; inoltre la vicinanza o la contiguita con
aree eloquenti encefaliche potrebbe prevenire la rimozione del tessuto etero-
plastico circonstante e quindi la radicalita chirurgica. Un importante studio
condotto in campo neurochirurgico suggerisce che un volume residuo di neo-
plasia < 5mm3 unitamente a una percentuale di resezione tumorale > 70%
si associno a un incremento della sopravvivenza globale e a una dilazione del
momento di ricorrenza[l9].

2.1 Trattamento di prima linea

Dal 2005 il trattamento post-operatorio standard prevede 1'utilizzo della ra-
dioterapia e della chemioterapia concomitante con temozolomide (TMZ), un
agente alchilante citotossico somministrato oralmente su base giornaliera alla
dose di 75mg/m? per 42-49giorni continuativi, 1 ora prima della seduta di
radioterapia. Un mese dopo il termine del trattamento combinato si effet-
tua una RM di controllo e, se non vi & evidenza di ripresa di malattia, si
riprendono successivi cicli di mantenimento con temozolomide alla dose di
150/200 mg/m? quotidianamente per 5 giorni ogni 28 eseguendo una RM
ogni 3 cicli per il controllo (figura 2.1). Il contributo della chemioterapia con
temozolomide rispetto alla sola radioterapia ha incrementato I’Overall Survi-

13



val medio da 12,1 a 14,6 mesi[20] , seppure nel sottogruppo di pazienti con
metilazione del promoter del gene 06-Metil-Guanina-DNA-Metil-Transferasi
(MGMT) il vantaggio in termini di risposta e sopravvivenza sia ben maggiore
della media dei casi[21]. MGMT codifica infatti per una proteina coinvol-
ta nella riparazione del danno indotto da agenti alchilanti, con conseguente
diminuzione dell’effetto citotossico del chemioterapico. La metilazione del
promoter riduce I'espressione del gene e dunque esita in una limitata attivita
riparativa della proteina, con maggiore risposta all’effetto del farmaco.

Concomitant wea» Adjuvant TMZ
TMZ/RT* j

" N : : ; 3>

L]
6 10 14 18 22 26 30 Weeks

RT Alone

Temozolomide 75mg/m2 per os, al giorno per 6 settimane; in seguito
150/200mg/m2 per os quotidianamente per 5giorni ogni 28 per sei cicli

ﬁ Radioterapia focale 30x200cGy quotidianamente. Dose totale: 60Gy

Figura 2.1: Regime di trattamento standard per glioblastoma, che preve-
de una combinazione di radioterapia (RT) con temozolomide
(TMZ). * E richiesta la profilassi contro Pneumocystis Jirovecii
nella fase di trattamento concomitante[22].

Nel caso di pazienti anziani la prognosi ¢ ancora piu severa e cio ha com-
portato non solo la loro esclusione da numerosi trial sperimentali di nuovi
farmaci, ma anche la necessita di delineare un regime terapeutico che fosse
maggiormente adatto a questo sottogruppo di pazienti, spesso troppo fragili
per poter sopportare il trattamento radio-chemioterapico standard. Il benefi-
cio della radioterapia rispetto alle cure palliative € stato comunque confermato
da un importante studio prospettico, che ha evidenziato un incremento del-
I’OS da 3,9 a 6,9 mesi unitamente a un miglioramento della qualita di vita[23].
Con l'intento di evitare per quanto possibile la tossicita indotta dalle radia-
zioni e aumentare la compliance di pazienti piu vulnerabili, non candidabili al
regime terapeutico standard, sono stati condotti studi di fase ITI che dimostra-
no come la TMZ isolata sia fortemente indicata in pazienti con metilazione
del gene MGMT|[24], viceversa un trattamento radioterapico ipofrazionato
della durata di tre settimane € oggetto di indagine di uno studio prospettico
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che ¢ attualmente in corso (clinicaltrials.gov: NCT00482677). D’altra parte
ci sono evidenze di come in pazienti con scarsa prognosi e MGMT non me-
tilato, nessun trattamento chemioterapico, radioterapico, radioterapico con
ipofrazionamento garantisca una maggiore efficacia in termini di sopravvi-
venza rispetto all’altro[25]. In aggiunta alla temozolomide la FDA (Food
and Drug Administration) ha approvato come trattamento di prima linea un
composto costituito da polimeri biodegradabili contenenti carmustina, im-
piantabile nel sito di lesione subito dopo 'escissione chirurgica. Uno studio
di fase III ha confermato un modesto incremento della sopravvivenza[26], ma
le frequenti tossicita e effetti avversi quali ’edema cerebrale, le crisi epilet-
tiche e non in ultimo le infezioni hanno precluso ’adozione in larga scala di
questo trattamento. Inoltre manca ad oggi una diretta comparazione rispetto
chemioterapia standard condotta con temozolomide.

2.2 Trattamento della recidiva

Dopo il trattamento di prima linea la maggior parte dei pazienti vanno in-
contro alla progressione della malattia dopo un periodo libero da malattia
(Progression Free Survival, PFS) che oscilla di norma tra i 7-10mesi. La
mancanza di trattamenti di salvataggio in grado di migliorare significativa-
mente I'aspettativa e la qualita della vita di questi pazienti si prospetta come
una sfida della medicina moderna, che continua a ricercare nuovi farmaci e
nuove strategie terapeutiche. La chirurgia trova indicazione quando vi sia un
importante effetto massa o quando sia richiesta una citoriduzione della lesione
e eventualmente un aggiornamento della caratteristiche istologiche della stes-
sa. Controindicazioni all’approccio chirurgico sono costituite dal rischio di
disseminazione del tumore all’interno dell’encefalo, dalla sua localizzazione e
da uno scadente status neurologico . La chemioterapia di salvataggio include
diverse opzioni tra le quali bevacizumab, spesso associato a temozolomide,
agenti alchilanti quali le nitrosouree (carmustina e lomustina) e carboplati-
no. Bevacizumab, come verra discusso in seguito, pur accompagnandosi a un
incremento del PFS a 6 mesi e a maggiori tassi di risposta obiettiva, non im-
patta sulla sopravvivenza globale dei pazienti[27][28]; d’altra parte attraverso
I'inibizione della via della neo-angiogenesi, bevacizumab e capace di ridurre
I’edema peritumorale e ridurre cosi le dosi di desametasone somministrate ai
pazienti: ¢ dunque un’opzione principalmente per pazienti fortemente sinto-
matici, che possono trarre notevole beneficio dalla riduzione dell’edema cere-
brale e dalla contrazione del volume tumorale indotto dalla somministrazione
farmaco, sia come trattamento iniziale che al momento della recidiva[29] [30].
La chemioterapia metronomica con temozolomide costituisce un trattamento
di salvataggio nei casi in cui la progressione si sia verificata dopo la radiote-
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rapia e al completamento dei cicli di TMZ adiuvante, mentre il paziente non
riceveva terapia[31]. La carmustina e la lomustina hanno da sempre costituito
il paradigma del trattamento della recidiva di GB, tuttavia vanno segnala-
te la modesta efficacia[32][33][34][35] e tassi di emato-tossicita estremamente
alti[36]. La combinazione di fotemustina e bevacizumab dopo essere stata
sperimentata con esiti promettenti nell’approccio a pazienti con melanoma
metastatico[37], si & dimostrata incapace di apportare il beneficio sperato in
recidiva di glioblastomal[38]. Oggi una nuova possibilita terapeutica potreb-
be essere rappresentata dalla stimolazione con campi elettrici alternati, come
verra discusso in seguito.

2.3 Nuove frontiere terapeutiche

2.3.1 Antiangiogenesi

Il Vascolar endotelial growth factor A (VEGF-A) puo essere rilevato in al-
te quantita nel glioblastoma[26] e legandosi al VEGFR-2 (VEGF Receptor
2), anch’esso iperespresso in quantita da 3 a 5 volte maggiore rispetto ai
controlli[39], trasduce importanti segnali di proliferazione delle cellule endo-
teliali; cio spiegherebbe in parte la disfunzione della barriera emato-encefalica
e i numerosi foci edematosi e emorragici riscontrabili nel glioblastoma. La con-
seguenza di queste scoperte sono stati gli innumerevoli studi molecolari e trial
clinici con farmaci sperimentali messi a punto per inibire in modo specifico il
segnale proliferativo mediato da VEGF. Le basi molecolari che determinano
un incremento dell’espressione del gene VEGF sono rappresentate principal-
mente dall’ipossia che agisce tramite il fattore inducibile dall’ipossia (Hypoxia
Inducible Factor, HIF), dalla cascata del segnale innescata dall’attivazione
del recettore per il fattore di crescita epidermico (Epidermal Growth Factor,
EGF) e non in ultimo dal fattore di trascrizione Forkhead box M1B che sti-
molerebbe la produzione di VEGF mediante una via HIF-independente[40].
Per quanto riguarda le sperimentazioni cliniche sono stati studiati numerosi
anticorpi monoclonali, quali:

e Cediranib (Recentin), inibitore tirosinchinasico del VEGFR. In uno
studio di fase III randomizzato a tre bracci di recidiva di glioblastoma,
la sola lomustina ha mostrato un PFS comparabile sia al trattamento
con cediranib (Hazard ratio=1,05; 95% intervallo di confidenza) che al
trattamento combinato con lomustina+cediranib (HR=0,76; 95%IC).
Inoltre cediranib e stato associato a un’aumentata diffusione del tumore
per via infiltrativa in un trial di fase IT di recidiva di GBM[36].

e Aflibercept & una proteina di fusione ricombinante, capace di legare e
sequestrare il VEGF-A, VEGF-B e il Placental Growth Factor (PGF).
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In uno studio di fase II il tasso di risposta obiettiva rilevato ¢ stato del
24% nonostante il tasso di PFS a 6 mesi pari a solo 7,7% suggerisca una
minima attivita oncolitica del farmaco[41].

e Bevacizumab (Bev; Avastin) ¢ un anticorpo monoclonale diretto
contro il VEGF'. Tra i numerosi trial condotti per saggiare 'attivita del
Bevacizumab da solo o in combinazione ad altri agenti chemioterapici
due studi hanno portato all’approvazione del farmaco dalla FDA:

— In uno studio di fase II su una coorte di 35 pazienti il bevacizumab
in combinazione con l’irinotecano, inibitore della topoisomerasi I,
ha mostrato un tasso di PFS a 6 mesi pari al 46% e un OS medio
di 42settimane[42][43];

— In un trial randomizzato di fase II su un campione di 167 pazienti
con recidiva di GBM, il braccio irinotecan-bevacizumab ha mo-
strato un tasso di PFS a 6 mesi pari al 50,3% e una sopravvivenza
mediana di 8,9 mesi; viceversa il braccio con solo bevacizumab ha
presentato risultati comparabili, con un tasso di PFS a 6mesi del
42,6% e un OS di 9,3mesi.

L’iniziale ondata di entusiasmo portata dai primi studi condotti con
bevacizumab & stata in seguito mitigata dagli esiti dei trial Avaglio e
RTOG (Radiation Theraphy Oncology Group), esitando nella manca-
ta approvazione del farmaco da parte del'lEMA (European Medicines
Agency). Entrambi questi due studi, I’Avaglio e il RTOG trial, hanno
valutato ’utilizzo del farmaco in prima linea, la combinazione di bevaci-
zumab con il regime di radio-chemioterapia standard (60Gray+75mg/m2
di TMZ) rispetto alla sola chemioterapia in una coorte rispettivamente
di 921 e 637 pazienti con diagnosi recente di GBM; i risultati, presen-
tati nel 2013 al “Annual Meeting of the American Society of Clinical
Oncology” hanno dimostrato un lieve incremento nel PFS da 6,2 a 10,6
mesi nello studio Avaglio e da 7,3 a 10,7 nel RTOG trial, ma nessuna
modificazione ¢ osservabile in termini di OS (rispettivamente pari a 16,8
vs 16,7 mesi nel primo studio, 15,7 vs 16,1 nel secondo). L’aumento del
PFS ¢ stato considerato non significativo in quanto non ha raggiunto la
differenza pronosticata. Come ultima analisi si e valutato il parametro
della qualita della vita che assume un andamento opposto nei due studi:
il trial Avaglio suggerisce un incremento della qualita della vita, mentre
lo studio RTOG evidenzia come pazienti randomizzati nel braccio con
bevacizumab sviluppino un maggior decadimento neuro-cognitivo.

Il fronte della terapia anti-angiogenica & stato oggetto di forti rivisitazio-
ni negli ultimi tempi; oltretutto la discrepanza tra I'incremento nel tasso di
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PFS e il mancato aumento della sopravvivenza globale (OS) ha posto im-
portanti interrogativi agli scienziati ed oncologi. E stato ipotizzato che i
farmaci anti-angiogenici possano regolarizzare in modo transitorio ’anomala
vascolarizzazione indotta dal tumore: cio determinerebbe un piu efficiente
apporto di sangue e di ossigeno, contribuendo a ridurre ’edema peritumorale
e la pressione di fluidi intratumorale (Intratumoral Fluid Pressure, IFP), e
una migliore farmacocinetica del farmaco, che raggiungerebbe con maggior
efficacia il proprio sito d’azione. D’altra parte ci sono evidenze che il Bevaci-
zumab influenzi positivamente I’invasione delle cellule tumorali in un modello
di grafting animale[44] e inoltre non ci sono studi che ad oggi dimostrino
un vantaggio della terapia combinata bevacizumab-+chemioterapia rispetto
al trattamento con un singolo agente antiangiogenico[27][39][45][46].

2.3.2 Inibizione delle integrine

Le integrine sono una classe di recettori transmembrana a struttura etero-
dimerica che giocano un ruolo fondamentale nell’interazione tra la cellula e
lo stroma circostante. Tra le molteplici funzioni che sono mediate dalle in-
tegrine e bene ricordare 1’adesione, la differenziazione, la proliferazione e la
sopravvivenza cellulare, il controllo dell’infiammazione e la modulazione della
trasduzione del segnale attivata dal PDGF (Platelet-Derived Growth Factor),
dal’EGF e dal VEGF.

Cilengitide ¢ il principale farmaco che agisce inibendo selettivamente i
membri della famiglia delle integrine alphaVbeta3 e alphaVbetab, ed e stato
oggetto di numerosi trial clinici in pazienti con GBM. Sebbene diversi stu-
di di fase I1[47][48][49] abbiano dimostrato un migliore outcome in pazienti
con metilazione del gene MGMT, sia di nuova diagnosi che con recidiva di
GM trattati con alte dosi di Cilengitide, un grosso studio di fase III condotto
da Merck in collaborazione con 'EORCT (European Organization Research
Treatment) su pazienti di nuova diagnosi e con MGMT metilato, non ha
dimostrato alcuna attivita rilevabile da parte del farmaco. E pertanto auspi-
cabile che vengano condotti ulteriori studi in questo ambito, al fine di porre
chiarezza sulla potenziale utilita del cilengitide.

2.3.3 Inibizione dei recettori di fattori di crescita e della tra-
sduzione del segnale

Altrettante strategie terapeutiche hanno avuto origine a seguito dello studio
dell’alterazione dell’espressione genica e del signaling intracellulare di molte-
plici proteine che & stato analizzato nelle linee cellulari di GBM; nel 50% dei
casi di GBM, ad esempio, ¢ stata rilevata ’amplificazione e 'iperespressione
del recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR). A questa scoperta
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hanno fatto seguito numerosi trial con inibitori molecolari di EGFR come
gefinitib, una piccola molecola capace di inibire la tirosinchinasi presente sul
lato intracellulare del recettore, che in uno studio di fase II si ¢ dimostrata
in grado di indurre una risposta parziale nel 12,7% dei casi di recidiva di
GBM [50]; ciononostante il tasso di PFS a 6 mesi si assesta drasticamente
intorno al 13% e ’OS a 10 mesi, senza alcun differenza in termini di outcome
rispetto a quello di pazienti sottoposti a terapie non efficaci. Anche erlotinib,
analogo di gefitinib, si & dimostrato incapace di impattare sulla OS e PFS se
combinato con radioterapia, TMZ o altri chemioterapici[51]. Anche lapatinib,
che pur vantando una adeguata distribuzione all’interno del tessuto tumora-
le, e inibendo non solo 'EGFR ma anche HER2, non ha presentato alcuna
efficacia in un trial di fase II[52]. In ultimo anche la sperimentazione con ce-
tuximab si e rivelata fallimentare, nonostante la combinazione con irinotecan
e bevacizumab e la stratificazione dei pazienti in accordo con 'amplificazione
dellEGFR[53].

La sottoclasse proneurale del GBM si caratterizza per la costante ipe-
respressione del recettore del fattore di crescita piastrinico (platelet deri-
ved growth factor receptor, PDGFR)[17], che media segnali di crescita e
angiogenesi[b4] e che risulta essere efficacemente inibito nella sua porzione
tirosinchinasica da imatinib. Anche questa evidenza biochimica non & stata
supportata da un risvolto clinico, dato che nessun trial ha avuto successo
nel dimostrare un potenziale effetto benefico di imatinib nel trattamento del
GBM e, come evidenziabile da uno studio di fase II, il tasso di PFS a sei mesi e
pari al 3%, nonostante la stratificazione dei pazienti sulla base dell’espressione
del PDGFR/[55].

E d’obbligo sottolineare come ad oggi nessun farmaco biologico che ini-
bisca specificamente un bersaglio molecolare e capace di impattare signifi-
cativamente sull’outcome o sulla sopravvivenza globale di pazienti con nuova
diagnosi o con ricorrenza di glioblastoma. Ci sono diverse spiegazioni che ren-
dono ragione di questa evidenza: i farmaci selettivi potrebbero essere insuffi-
cienti a indurre una inibizione significativa del proprio target o essere incapaci
di raggiungerlo a concentrazioni adeguate, venendo ostacolati da molteplici
fattori quali la forte pressione intratumorale o la barriera emato-encefalica,
che impedisce il passaggio di anticorpi monoclonali sulla base della dimen-
sione molecolare. Inoltre I'inibizione ottenuta mediante l'effetto del farmaco
potrebbe essere controbilanciata dall’attivazione di vie parallele che mediano
simili segnali, o che riescano ad attivare i trasduttori della stessa via a valle,
bypassando 'effetto inibitorio esercitato a monte dal farmaco[56]. Per questo
motivo e stato valutato 'uso di farmaci che abbiano come bersaglio un effet-
tore della trasduzione del segnale che agisca a valle della cascata molecolare,
quale ad esempio mTor (mammalian target of rapamycin), una protein-chinasi
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che trasduce segnali mediati dalla fosfatidil-inositolo-3-chinasi/protein-chinasi
B (PIBK/AKT) e dalla via di Ras. La scoperta che la rapamicina inibisca
la crescita del glioblastoma in vitro[57] ha dato il via alle sperimentazioni in
vivo su modelli animali e alla messa in atto di trial clinici, i quali ancora una
volta non sono stati all’altezza delle aspettative e non hanno dimostrato una
chiara efficacia. In uno studio di fase II si ¢ testata I'attivita di temsirolimus,
un inibitore selettivo di mTor, sia come singolo farmaco[58], sia in combi-
nazione con erlotinib[59], ma i risultati del trial hanno mostrato una scarsa
attivita del composto in entrambi i casi; anche 1’associazione con bevacizu-
mab in un secondo studio non ha denotato alcun effetto significativo alla RM
effettuata 10 pazienti presi in esame, determinando una interruzione prema-
tura della sperimentazione[60]. Ugualmente deludente ¢ stato il tentativo di
combinare temsirolimus con sorafenib in pazienti con recidiva di glioblastoma
e gliosarcomal61].

2.3.4 Epigenetica

Un importante ruolo nella trasformazione neoplastica delle cellule gliali & rico-
perto dall’epigenetica, che agisce principalmente attraverso l’acetilazione e la
deacetilazione degli istoni (histones acetylation and deacetylation, HDACs).
Ci sono prove fortemente suggestive dell’influenza dell’acido valproico nel-
la regolazione dell’espressione genica, e piu specificamente nell’inibizione del
HDAC:s ad alte concentrazioni che potrebbe associarsi ad un incremento del-
la sopravvivenza nei pazienti con glioblastoma. Uno studio retrospettivo di
un sottogruppo di pazienti arruolati nel trial EORTC/NCIC 26981-22981 e
sottoposti sin dall’inizio a trattamento antiepilettico con valproato di sodio,
ha segnalato un incremento dell’outcome di questi pazienti, in comparazione
al gruppi non trattati o trattati con antiepilettici induttori enzimatici, sep-
pure la profilassi con acido valproico si associ a frequenti effetti collaterali di
natura dermatologica|62].

2.3.5 Immunoterapia

La modulazione del sistema immunitario € stata considerata un’avvincente
avanguardia terapeutica in campo oncologico; le sue applicazioni spaziano
dal cancro prostatico al melanoma[63], in cui il trattamento con l’anticorpo
monoclonale ipilimumab e capace di ripristinare la risposta immune contro
le cellule neoplastiche attraverso la modulazione dei linfociti T. Nell’ambito
neuro-oncologico si stanno tentando svariati approcci sperimentali, alcuni dei
quali includono I'utilizzo di linfociti autologhi attivati, I'immunoterapia con
citochine e cellule dendritiche e diversi vaccini; uno di questi ¢ il rindopepimut,
un vaccino peptidico contro una sequenza di 13 aminoacidi specifica della
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variante neoplastica dell EGFRvIII. E stato dimostrato infatti che ben nel
30%dei casi di GBM vi sia un’attivazione costitutiva di questa variante. Il
protocollo terapeutico che e stato elaborato in uno studio di fase II prevede il
trattamento standard di radio-chemioterapia in pazienti con nuova diagnosi, e
il mantenimento con TMZ con aggiunta della vaccinazione con rindopepimut.
I risultati sono incoraggianti con un tasso di PFS di 14,2 mesi (IC 95%: 9,9
a 17,6 mesi) e un OS di 23,6mesi[64]. Uno studio multicentrico a doppio
cieco e attualmente in corso per confermare la validita di questo approccio
(NCT01480479).

2.3.6 Campi elettrici alternati

Lo studio dei campi elettrici alternati (alternating electric fields, AEF) ha
svelato un’ampia gamma di effetti nei tessuti vitali. A frequenze molto basse
(< 1kHz) esso puo indurre una depolarizzazione di membrana e stimolare
tessuti eccitabili, mentre a frequenze nell’ordine dei 100 — 300kH z ’effet-
to descrivibile e P'arresto della proliferazione cellulare, sia in vitro che in
modelli animali[65]. Dall’osservazione microscopica delle cellule sottoposte
a AEF sono state descritte configurazioni mitotiche anomale, che ricordano
strettamente le anomalie morfologiche indotte dai taxani, farmaci chemiote-
rapici che interferiscono con la polimerizzazione della tubulina[66]. E stato
dunque ipotizzato che I’applicazione di campi elettrici non omogenei gene-
ri una forza unidirezionale capace di distruggere la normale polimerizzazio-
ne/depolimerizzazione della tubulina durante il processo mitotico. L’utilizzo
di questa tecnologia in pazienti con GBM e stata possibili grazie alla realiz-
zazione di un apparecchio portatile applicabile alla cute chiamato NovoTTF-
1004, il quale genera all’interno dell’encefalo AEF con una frequenza pari a
200kHz e intensita pari a 1-2V/cm. Un primo trial ha coinvolto 10 pazienti,
che sono stati istruiti a indossare ’apparecchio per un minimo di 18 ore al
giorno fino alla progressione di malattia o per un periodo massimo di 18 mesi.
La tolleranza del dispositivo ¢ stata buona, nonostante siano stati frequente-
mente documentati minimi effetti collaterali, quali la dermatite in corrispon-
denza degli elettrodi. I risultati dello studio indicano un Time-to-Progression
(TTP) di 6.1 mesi nel braccio dei trattati rispetto alle 9.5 settimane dei non
trattati, un tasso di PFS pari al 50% nei primi e 15.3% nei secondi e infine un
OS di 62.2 settimane nei pazienti con dispositivo impiantato in confronto alle
sole 29.3 settimane dell’altro gruppo[67]. Sulla base di questo risultato e stato
messo a punto un trial multicentrico di fase III, con la finalita di paragonare
in termini di sicurezza e efficacia 1'utilizzo dei AEF rispetto al miglior regime
chemioterapico scelto sulla base del singolo paziente, in pazienti con recidiva
di GBM. Lo studio ha coinvolto una maggioranza di pazienti pesantamente
trattati, in quanto molti di essi avevano gia ricevuto in precedenza un tratta-
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mento per arrestare la progressione del tumore dal momento in cui era stata
diagnostica la recidiva. I risultati non dimostrano una differenza significativa
tra i due gruppi (OS di 6.0 nei pazienti sottoposti a AEF vs 6.6 nei pazienti
riceventi chemioterapici), evidenziando la non inferiorita dell’AEF rispetto
alla chemioterapia e il suo migliore profilo di tossicita, sebbene nessuno di
questi presidi abbia sortito un effetto oncolotico degno di nota. Al momento
un pit ampio studio di fase III che ha reclutato oltre 800 pazienti con nuova
diagnosi di GBM e li ha randomizzati in due bracci: il primo sottoposto a
radio-chemioterapia standard concomitanti, l’altro trattato con radioterapia
standard, TMZ adiuvante e con in aggiunta l’apparecchio generante AEF.
L’idea di fondo da testare in questo trial € che i campi elettrici alternati pos-
sano agire sinergicamente incrementando l'effetto del chemioterapico, come
e stato recentemente dimostrato mediante uno studio in vitro e in un studio
pilota che ha reclutato solo 10 pazienti[67].

2.4 Impiego del Bevacizumab nel glioblastoma

Indicazione nella recidiva di GBM: 'uso del Bevacizumab come trattamento
di salvataggio del GBM rientra nelle linee guida del National Comprehensive
Cancer Network, ed ¢ stato approvato in piu di 40 paesi[68]. La posologia
adottata nella maggior parte dei trial clinici e specificata nelle linee guida e
pari a 10mg/kg ogni due settimane, anche se ¢ concessa una certa variabilita
nella schema terapeutico, in quanto la risposta al farmaco si osserva gia a
dosi inferiori, pari a 5mg/kg[69].In letteratura ¢ stata descritta ugualmente
I'infusione intra-arteriosa superselettiva di bevacizumab, che risulta essere
molto efficace, ma non priva di rischi oltre che di difficile esecuzione[70].
Modificazioni dell'lmaging: la RM eseguita dopo 'inizio del trattamento
con Bevacizumab presenta della caratteristiche peculiari, dovute al duplice
effetto del farmaco, che meritano di essere descritte. Nella maggior parte
dei casi si osserva infatti una marcata riduzione dell’edema cerebrale, con
conseguente riduzione dell’effetto massa e rientro in asse delle strutture della
linea mediana. Nel 70% dei pazienti si documenta inoltre un netto decremen-
to della lesione captante il contrasto, rilevabile gia a 6 settimane dall’inizio
del trattamento|[71] e imputabile all’iniziale effetto anti-angiogenetico del far-
maco, che regolarizzerebbe la struttura permeabile e danneggiata della bar-
riera emato-encefalica[72]. In accordo con quanto esposto, le modificazioni
strutturali si accompagnano, nella maggior parte dei pazienti, con un inizia-
le miglioramento della sintomatologia che permetterebbe una riduzione delle
dosi di steroidi, attuabile in circa il 30-70% dei pazienti, motivo per cui il
bevacizumab ¢ stato definito come un “costoso super-steroide”[73].
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La progressione della malattia si verifica sostanzialmente in tutti i pazienti
e si presenta spesso sotto forma di lesioni di natura infiltrativa non captanti il
contrasto, evidenziabili alle sequenze T2 pesate. Un altro fenomeno degno di
nota e ampiamente descritto in letteratura consta in una rapida ripresa della
malattia dopo sospensione del bevacizumab, definibile come un incremento
pari almeno al 50% del diametro massimo della parte captante il contrasto
confrontata con quella della RM precedente. Secondo alcuni autori questo
pone evidenza per la continuazione della terapia con bevacizumab nel caso
che si verifichi una progressione del tumore[74].

2.4.1 Effetti avversi

I principali effetti avversi che sono stati descritti nei pazienti sottoposti a
terapia sperimentale con bevacizimab includono 'ipertensione arteriosa (IA),
I’emorragia intracranica, il tromboembolismo venoso, la proteinuria, compli-
canze nella guarigione delle ferite e la perforazione gastro-intestinale. E stato
ipotizzato che 'ipertensione possa costituire un fattore predittivo di risposta
al farmaco in pazienti affetti da carcinoma colon-rettale e tumore polmonare
non a piccole cellule[75][76], ma i due studi osservazionali sono stati suc-
cessivamente smentiti da un terzo trial che ha evidenziato la mancanza di
correlazione prognostica[77]. Il meccanismo patogenetico che rende ragione
dello sviluppo di TA nel 23,6% dei trattati (di cui il 7,9% ha sviluppato TA
di grado 3-4) & attribuibile alla ridotta produzione di ossido nitrico da parte
delle cellule endoteliali e dal conseguente incremento delle resistenze vascolari
sistemiche[78].

di BRAIN, 1022506, Kreisl, Kreisl, Chamberlain,
studio 5009 2012 2009 2010 2010

Numero di 85 31 48 31 50
pazienti

Ipertensione 35,7/8,3 32,3/9,7 12,6/642 32,0/16,0 14,0/6,0

Emorragia 2,4/0 3,2/0 0/0 0/0 4,0/0
intracranica

Eventi 36/36  3,2/32 126/126 64/64 B,0/2,0
trombeembolici

Proteinuria 4,8/0 41,9/0 2,1/0 28,8/3,2 10,0/2,0
Complicazioni 6,0/2,4 0/0 0/0 3,2/0 4,0/2,0
delle ferite

Perforazione 0/0 0/0 2,1/2,1 0/0 0/0

gastrointestinale

Tabella 4 Principali effetti avversi rilevati in monoterapia con Bevaci-
zumab in glioblastoma (percentuale di tutti i casi / percentuale dei casi con
grado> 3)[79].
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Capitolo 3

Diagnostica

La descrizione degli strumenti di imaging diagnostico prendera in analisi dap-
prima le tecniche convenzionali e successivamente le tecniche non convenzio-
nali.

3.1 Diagnostica convenzionale: risonanza magneti-
ca

La risonanza magnetica ¢ considerata il gold standard sia per la diagnosi di
GBM che per il follow up della lesione, a differenza della TC che riveste un
ruolo marginale, spesso limitato ai casi di presentazione acuta della malat-
tia, o eventualmente nell’immediato controllo post-chirurgico. Nel sospetto
clinico di un tumore endocranico lo studio RM & essenzialmente di tipo “mor-
fologico” e, nonostante 'aumento delle sequenze disponibili, il miglioramento
della risoluzione spaziale e di contrasto e la riduzione dei tempi di esecuzione,
questo approccio non e sostanzialmente cambiato negli ultimi 10 anni.

La base di partenza di uno studio RM del cranio per la ricerca di un
tumore intra-assiale e costituita da sequenze Spin-Echo (SE) T1-dipendenti di
spessore non superiore a 5 mm, secondo piani sagittali. Successivamente sono
indispensabili acquisizioni con sequenze T2-dipendenti, in quanto in queste
soprattutto risiede la capacita di distinguere il tessuto nervoso normale da
quello patologico. Tradizionalmente si usano sequenze SE a TR lungo con
due echi, il primo dei quali destinato a ottenere immagini dipendenti dalla
densita protonica, il secondo quelle propriamente T2-dipendenti; con questa
sequenza si programmano acquisizioni secondo il piano assiale e coronale con
strati di spessore di 5 mm.

Piu recentemente sono state introdotte sequenze con piu rapidi tempi di
acquisizione, quali le Turbo(Fast)SE(TSE o FSE) e le sequenze FLAIR. Que-
ste ultime sono caratterizzate da TR, TE e TI tali da ottenere immagini
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T2-dipendenti con annullamento del segnale liquorale e, nel caso della pato-
logia tumorale intracerebrale, il vantaggio delle FLAIR consiste nella enorme
sensibilita al rilievo dei tessuti patologici caratterizzati da allungamento del
tempo di rilassamento T2 e quindi nella possibile individuazione di lesioni
anche molto piccole anche adiacenti a spazi liquorali.

Di fronte ad una lesione espansiva endocranica di sospetta natura neopla-
stica, inoltre, si rende obbligatoria la somministrazione per via venosa di mdc
paramagnetico. Le acquisizioni dopo contrasto devono essere 7] pesate ed ot-
tenute almeno secondo due piani dello spazio, scegliendo ’orientamento sulla
base della sede del tumore e quindi della necessita di definire i suoi rapporti
e aree critiche/eloquenti adiacenti.

Figura 3.1: Immagine RM SE 7T); pesata di un glioblastoma dopo
somministrazione di mdc endovena

Nello studio morfologico RM di un glioblastoma e di un glioma in generale,
i principali passaggi attraverso i quali valutare i reperti ed arrivare ad una
conclusione diagnostica, sono i seguenti:

1. Riconoscimento della lesione

2. Identificazione della sede

3. Valutazione dei segni di massa

4. Caratterizzazione macroscopica della lesione

5. Caratterizzazione microscopica della lesione
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6. Valutazione dell’impregnazione contrastografica

7. Valutazione di modificazioni peritumorali o reattive

3.1.1 Riconoscimento della lesione

Per lesione o per tessuto patologico, in senso lato, si intende una zona/area
in cui si rileva un segnale RM diverso da quello “normale”. All’esame diretto,
la discriminazione tra tessuto normale e tessuto patologico generalmente &
basata soprattutto sulle sequenze SE o TSE DP e T2-dipendenti o FLAIR,
tutte molto piu sensibili delle sequenze T1-dipendenti.

3.1.2 1dentificazione della sede

Questo aspetto deve essere descritto in modo particolarmente accurato, in
particolare i rapporti con aree o strutture critiche o eloquenti, il cui gra-
do di preservazione ¢ spesso influenzato dalle modalita di crescita del GBM,
spesso infiltrativa. Quando la definizione di sede e difficile o complessa, ¢
opportuno includere nella procedura diagnostica sequenze 3D T1-dipendenti
(“volumetriche”) sulle quali si possono “riportare” successivamente le infor-
mazioni ottenute con le sequenze T2-DP dipendenti, pit sensibili[80]. Le se-
quenza T1 pesate acquisite prima e dopo il contrasto forniscono informazioni
precise e essenziali per la chirurgia escissionale del GBM o per l’ablazione
radiochirurgica|[81].

3.1.3 Valutazione dei segni di massa

Come descritto sopra, l'effetto massa di un glioblastoma e solitamente cospi-
cuo, non solo in rapporto alle sue dimensioni ma anche alle sue caratteristi-
che biologiche intrinseche, che condizionano la sua tendenza a infiltrare o a
sostituire il tessuto cerebrale adiacente.

3.1.4 Caratterizzazione macroscopica della lesione

Il glioblastoma si caratterizza per una marcata neoangiogenesi con infiltra-
zione dei tessuti circostanti e potenzialita di disseminazione in altre sedi del
sistema nervoso centrale, oltre che per la presenza di aree di necrosi e di emor-
ragia. Alla RM questo si traduce in una lesione dalla forma irregolare, che
induce una estesa reazione edematosa. La lesione centrale mostra tipicamente
un segnale ipointenso nelle sequenze pesate in T1 e iperintenso in T2, dovuto
all’incremento della popolazione cellulare all’interno del tessuto neoplastico.

Nelle aree cistiche, il segnale del contenuto fluido/semifluido & in rapporto
al tipo di liquido e in particolare alla concentrazione proteica; in generale al
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crescere della concentrazione proteica cresce il segnale in SE T2-dipendenti,
ma quando la concentrazione proteica molto elevata si puo arrivare a reperti
di iperintensita nelle sequenze SE T1-dipendenti e di ipointensita in quelle
T2-dipendenti.

La necrosi intratumorale, spesso presente quando c’e progressione del
GBM, ¢ considerata infatti un segno affidabile di anaplasia tumorale e in-
dica in genere la natura rapidamente evolutiva e maligna della lesione. Pur-
troppo, con RM l'identificazione della necrosi non sempre ¢ possibile e non
sempre la metodica consente la differenziazione sulla base del segnale tra aree
necrotiche e aree cistiche. Infatti, sia i focolai necrotici che le componenti
cistiche intra-lesionali, hanno in genere un basso segnale nelle sequenze SE
T1-dipendenti ed elevato in quelle SE-TSE T2-dipendenti. Tuttavia, le aree
necrotiche hanno margini irregolari mentre le cisti tumorali hanno di solito
margini regolari e parete sottile.

Per quanto riguarda la componente emorragica, le caratteristiche di se-
gnale dell’ematoma intratumorale sono sovrapponibili in linea di massima a
quelle dell’emorragia a genesi vascolare e dipendono dai fenomeni di catabo-
lismo cui va incontro I’emoglobina una volta fuoriuscita dai vasi. Tuttavia,
nelle emorragie intratumorali le varie fasi cataboliche sono di solito rallen-
tate, quindi e importante un criterio evolutivo mediante controlli ripetuti a
distanza di tempo.

Le calcificazioni sono abbastanza comuni nei casi di glioblastoma secon-
dario evolutosi da un oligodendroglioma; a tal proposito si deve ricordare che
nonostante la messa a punto di tante nuove sequenze, permane il limite sto-
rico della RM nella loro identificazione. Infatti le calcificazioni possono non
dare alcun segnale particolare, oppure essere ipointense in SE T2-dipendenti
ma anche, paradossalmente, essere iperintense nelle sequenze T1-dipendenti.
In linea di massima, ogni volta che si documentano alla RM focolai di ipoin-
tensita nelle sequenze SE T2-dipendenti, bisogna ricorrere ancore oggi alla
TC per essere sicuri della presenza di calcificazioni intratumorali.

3.1.5 Caratterizzazione microscopica della lesione

Il tentativo di ottenere con RM informazioni microscopiche e quindi di ana-
lizzare le caratteristiche del tessuto neoplastico € uno dei momenti piti im-
portanti nel processo di caratterizzazione tissutale. L’affermazione che quasi
tutti i tessuti patologici, sia neoplastici che non, mostrano un allungamento
dei tempi di rilassamento T2 con conseguente iperintesita nelle sequenze T2-
dipendenti, & vera ma troppo generica. Di fronte ad un tumore cerebrale di
alto grado, infatti, occorre considerare I'entita della iperintensita di segnale
nelle sequenze T2- dipendenti e la sua omogeneita/disomogeneita: con un’at-
tenta valutazione delle sequenze T2-dipendenti, si vede che in una parte dei
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glioblastomi il segnale & meno intenso che in altre patologie “non neoplasti-
che” e che vi sono aree tumorali in cui il segnale & ancora piu basso, cioe
addirittura isointenso o ipointenso rispetto alla corteccia cerebrale. 1l rilievo
di questa iso-ipointensita nelle sequenze T2-dipendenti costituisce il miglior
esempio della possibilita con RM di una caratterizzazione di tipo microsco-
pico: infatti i tumori con questo tipo di segnale sono caratterizzati da una
elevata cellularita e/o da un elevato rapporto nucleo-citoplasmatico.

3.1.6 Valutazione dell’ impregnazione contrastografica

In RM i vasi con flusso rapido di tipo arterioso hanno una bassa intensita di
segnale in tutte le sequenze per il fenomeno del “vuoto di segnale” (flow void):
questo reperto non si modifica dopo somministrazione di mdc per vena a causa
della rapidita del flusso. Invece i vasi venosi a basso flusso hanno intensita
di segnale variabile e di solito manifestano impregnazione dopo contrasto per
vena. Per questi motivi una ricca vascolarizzazione tumorale non comporta,
di per sé, un’impregnazione tissutale che e invece dipendente dalla soluzione
di integrita della barriera emato-encefalica (BEE), che riveste I’endotelio dei
vasi neoformati. In passato il rilevamento di questo reperto era considerato
non solo suggestivo di un potenziale di malignita, ma patognomonico di lesioni
di alto grado; tuttavia alcuni glioblastomi secondari mostrano impregnazione
scarsa o assente (figura 3.2).

Figura 3.2: Imaging RM di Glioblastoma: a) T2 b) T3 post contrasto.
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3.1.7 Modificazioni peritumorali o reattive

L’analisi RM del focolaio tumorale cerebrale deve includere anche le possibili
modificazioni peritumorali, reattive e/o secondarie. Queste infatti rivestono
notevole importanza semeiologica e clinica, giustificando spesso la sintomato-
logia neurologica e condizionando le scelte terapeutiche. In molti casi sorgono
difficolta nel precisare dove cominciano le alterazioni reattive e dovefinisce
I'infiltrazione neoplastica in quanto quello che viene semplicisticamente con-
siderato “edema reattivo” include spesso aree di infiltrazione neoplastica, mi-
croscopica ma anche macroscopica e cio e stato confermato anche attraverso
confronti con biopsie stereotassiche.

Tra le modificazioni marginali vi ¢ '’edema perilesionale che, nei casi di
glioblastoma, & tipicamente esteso e puo sconfinare da un lobo all’altro attra-
verso i tratti di sostanza bianca; esso rappresenta l’alterazione piti comune e
la sua valutazione si fonda su segni diretti e indiretti.

Con sequenze convenzionali, ’acqua che si accumula negli spazi interstizia-
li circostanti il tumore determina un allungamento dei tempi di rilassamento
T1 e T2. Per cui si manifesta, nelle sequenze SE T1 e T2-dipendenti, sot-
to forma di alone di relativa maggiore ipointensita e iperintensita, rispetto
al tessuto tumorale e normale. Tuttavia non sempre si riesce a differen-
ziare completamente ’alterazione di segnale legata all’edema da quella del
tessuto neoplastico, per cui assumono un ruolo importante i segni indiretti,
ovvero l'effetto massa, il rigonfiamento cerebrale, focale o diffuso, nonché il
riconoscimento di eventuali ernie cerebrali interne.

Tra le modificazioni secondarie ricordiamo anche eventuali alterazioni
meningee e ossee adiacenti il tumore[82].

3.2 Diagnostica non convenzionale

3.2.1 Tecnica DWI

La tecnica della diffusione in RM si basa sul concetto che le molecole di acqua
presenti all’interno delle strutture biologiche diffondono e compiono traiettorie
del tutto casuali per la presenza di moti termici (moti browniani). La distanza
(L) percorsa da una molecola in un determinato tempo (7'), & espressa dalla
seguente relazione : L = v2DT, dove D(mez) rappresenta il coefficiente di
diffusione, un parametro che dipende dalle caratteristiche di diffusibilita della
molecola, viscosita del solvente e dalla temperatura. Nel caso dell’acqua pura
alla temperatura di 40°C D & 2, 33710_3%7"2. Nei tessuti biologici tuttavia,
il coefficiente di diffusione dell’acqua risulta due-tre volte inferiore rispetto
a quello dell’acqua pura e viene pill propriamente indicato con il termine di
“coefficiente di diffusione apparente “. La riduzione di D nei tessuti biologici &
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dovuta alla presenza di ostacoli (macromolecole, membrane cellulari, organuli
intracellulari) ed alle caratteristiche biochimiche ed ultrastrutturali dei tessuti
biologici.

La diffusione dei protoni delle molecole di acqua, dunque, ¢ un fenomeno
dipendente dalle caratteristiche tissutali e, a questo proposito, si distinguono:

1. Diffusione isotropica quando la diffusione ¢ uguale in tutte le dire-
zioni dello spazio;

2. Diffusione anisotropica quando la diffusione ¢ diversa nelle differenti
direzioni dello spazio, come succede nella sostanza bianca del sistema
nervoso e nel tessuto muscolare. A livello della sostanza bianca, ad
esempio, la diffusione risente dell’orientamento dei fasci di fibre ner-
vose e risulta facilitata nella direzione parallela a questi (per 1’assenza
di ostacoli e la presenza di strutture assoplasmatiche che facilitano il
trasporto dell’acqua), ed ostacolata in direzione perpendicolare.

Per studiare il fenomeno della diffusione sono state create apposite se-
quenze caratterizzate dall’impiego di una coppia addizionale di gradienti di
campo magnetico (gradienti di Stejskal e Tanner), applicati simmetricamente
prima e dopo I'impulso a 180 gradi di una sequenza ad echo di spin (SE) (fig.
3.3)[83].

Il principio sul quale si basa la misurazione della diffusione in RM, & quello
per cui uno spin sottoposto ad un gradiente di campo magnetico va incontro al
fenomeno del defasamento. L’applicazione di un secondo gradiente di analoga
intensita, ma direzione opposta, causa un rifasamento dello spin con ritorno
allo stato originale. Tale ripristino si ha nel caso lo spin sia stazionario. Nel
caso, invece, che lo spin si sposti nel periodo che intercorre tra lo spegnimento
del primo gradiente e I'accensione del secondo, lo spin che ha perso coerenza
di fase non sara in grado di recuperala. In un voxel, quindi, la molecola che
diffonde avra un perdita di fase netta. La perdita di coerenza di fase causa
una di diminuzione dell’ampiezza dell’echo e quindi una riduzione del segnale
secondo la seguente relazione:

I=1Iye [-¥* G*-B* (A —§/3) ADC]

ADC:" coefliciente di diffusione apparente

I: intensita del segnale dopo I'applicazione dei gradienti sensibilizzanti alla
diffusione

Iy : intensita del segnale senza 'applicazione dei gradienti sensibilizzanti alla
diffusione

7 costante giromagnetica
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Figura 3.3: Rappresentazione schematica della sequenza SE EPI in cui sono
stati applicati i gradienti di diffusione (G) di Stejskal e Tanner
lungo uno dei tre assi di codifica.

G : ampiezza del gradiente sensibilizzante
B: durata del gradiente sensibilizzante A: intervallo di tempo che intercorre
tra i due gradienti sensibilizanti

Poiché —2 - G2 - B2 . (A — §/3) dipende dalla conformazione fisica del
gradiente sensibilizzante alla diffusione e viene espressa con b, la relazione
precedente puo essere riassunta in:

I =1y e bwaADbC (3.1)

Ove b value esprime la tipologia del gradiente. Tanto maggiore ¢ il valo-
re di b tanto maggiore sara la pesatura in diffusione della nostra immagine.
Il sistema nervoso centrale ¢ una struttura biologica complessa nella quale
la diffusione delle molecole di acqua & anisotropa. La riduzione del segnale
nelle immagini pesate in diffusione dipende, infatti, dall’orientamento delle
fibre nervose che influenzano la diffusivita dell’acqua rispetto alla direzione
di applicazione del gradiente di diffusione. Ad esempio il fascio corticospi-
nale, studiato sul piano assiale, varia di intensita in funzione della direzione
di applicazione del gradiente di diffusione. Se il gradiente ¢ applicato in di-
rezione parallela a quella del fascio di fibre, avremo una bassa intensita del
fascio, se applicato ortogonalmente, il segnale sara piu elevato. In realta la
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diffusione dell’acqua lungo il fascio di fibre ¢ sempre la stessa. Per ovviare
a tale problema, nell’applicazione clinica dell’imaging in diffusione e stata
creata 'immagine cosiddetta “isotropa”’ che ¢ la sommatoria delle immagini
ottenute applicando il gradiente di diffusione nelle tre direzioni di codifica di
strato, frequenza e fase.

Immagine isotropa = /1, - I, - I,

Iac _ IO . efb-ADCz

—b-ADC,
Iy =1Iy-e v
IZ — IO . e—b~ADCz

In base alla relazione (3.1), il calcolo del coefficiente di diffusione apparente
puod essere fatto come ADC = Llog (ITO) ottenendo due immagini di cui una
pesata in diffusione (I) applicando il gradiente di diffusione ed un pesata in
T2 (Ip) non applicando il gradiente di diffusione. La mappa di ADC ottenuta
consente una misurazione quantitativa in mm? al secondo della diffusivita
protonica in vivo in quanto, diversamente dall’immagine pesata in diffusione,
non risente né della direzione del gradiente né degli effetti del T2 presenti nel
tessuto in quanto dipendente dal logaritmo del rapporto 20 [84][85][86][87][88].)

La mappa di diffusione offre inoltre il grande pregio di valutare la cellula-
rita: il razionale € basato sulla premessa che la diffusivita dell’acqua attraverso
il compartimento extracellulare ¢ inversamente proporzionale al contenuto e
ai costituenti intracellulari. Maggiore e la cellularita del tumore (e quindi pit
grande ¢ il volume dello spazio intracellulare), pitt basso sara il coefficiente
di diffusione apparente, in quanto si riduce la diffusivita dell’acqua in conse-
guenza della riduzione relativa dello spazio extracellulare a disposizione per
il movimento dei protoni. Quindi, piu alto e il grado del glioma, piu basso
¢ I’ ADC. A dimostrazione di cio si rileva che la stessa area lesionale, che
all’imaging convenzionale capta il contrasto, e le regioni necrotiche a basso
segnale nelle sequenze SE T1-dipendenti, corrispondono rispettivamente ad
aree a basso e alto segnale nelle mappa di diffusione[89)].

In definitiva ’ADC correla negativamente con la cellularita[90] e con il
grado di anaplasia[91] per cui puo essere utilizzato per identificare la porzione
tumorale pili maligna su cui eseguire la biopsia stereotassica ma anche per
valutare le modificazioni della cellularita (fraction killed cells) indotte dalla
chemio o radioterapia[92].
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Figura 3.4: Mappa di ADC di un cervello sano.

3.2.2 Tecnica PWI

Nella sua accezione piu generale, la perfusione indica il rilascio di sostanze
nutrienti che sono necessarie alle cellule per lo svolgimento delle loro funzioni
vitali. In realta, le tecniche convenzionali di misura della perfusione forni-
scono informazioni soltanto riguardo alla micro-circolazione capillare, senza
coinvolgere i meccanismi di compartimentalizzazione delle sostanze.

La perfusione di un tessuto ¢ quindi il costante apporto di sangue al paren-
chima attraverso i capillari. Ne segue che, da un punto di vista operativo, la
perfusione ¢ definita come la quantita di sangue rilasciata al tessuto cerebrale
in un certo intervallo temporale, ed ¢ misurata mlsangue/min/gtessuto. Dato
che la perfusione avviene a livello capillare, essa possiede proprieta fisiche che
sono notevolmente differenti da quelle del flusso (coerente) dei grandi vasi.
II moto perfusivo & assimilabile ad un flusso microscopico incoerente, inteso
come somma di molti flussi coerenti distribuiti in maniera casuale. In altre
parole, quindi, la perfusione & un moto pseudo-diffusivo.

Lo studio della perfusione cerebrale e stata tradizionalmente una preroga-
tiva della medicina nucleare. Negli ultimi 25 anni, diverse tecniche sono state
messe a punto per la misura della perfusione cerebrale, come le metodiche
nucleari (PET - tomografia ad emissione di positroni - SPECT - tomografia
ad emissione di singoli fotoni). Da alcuni anni sono state introdotte tecniche
RM per la misura della perfusione cerebrale. In generale esse offrono il van-
taggio di essere non invasive e di possedere una pil alta risoluzione spaziale e
temporale rispetto alle metodiche nucleari; tuttavia, mostrano diversi aspetti
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problematici qualora si vogliano avere informazioni quantitative assolute del
CBF e del CBV.

Le tecniche di perfusione a RM possono essere suddivise in funzione del
tipo di tracciante utilizzato in tecniche con tracciante esogeno non diffusibile,
come la tecnica DSC (Dynamic Susceptibility Contrast-enhanced), e tecniche
a tracciante endogeno diffusibile come le Arterial Spin Labeling (ASL).

Le ASL rivestono enorme importanza per la quantificazione della per fu-
sione cerebrale. Possiamo brevemente dire che nelle strategie ASL, i protoni
dell’acqua del sangue sono ”marcati” da impulsi di saturazione o di inver-
sione prima del modulo di acquisizione delle immagini. I protoni “marcati”
possono essere usati come un agente di contrasto endogeno per contrastare le
immagini RM con il grado di perfusione locale. Infatti, visto che 'acqua del
sangue si scambia continuamente con quella del tessuto (I’acqua viene con-
siderata come se fosse completamente libera di diffondere), ne consegue che
un’alterazione della magnetizzazione arteriosa si riflette in una concomitante
alterazione della magnetizzazione tissutale, in funzione di quanto il tessuto e
perfuso.

Nella tecnica DSC, invece, lo studio della perfusione si basa sull’induzione
di disomogeneita del campo magnetico locale dovuta al passaggio di un bolo
di mezzo di contrasto attraverso la rete capillare cerebrale. I parametri nello
studio dell’emodinamica cerebrale sono: il flusso ematico cerebrale (CBF),
il volume ematico cerebrale (CBV), che corrisponde alla quantita di sangue
presente in una data quantita di tessuto in un dato momento, e il tempo medio
di transito (Mean Transit Time, MTT) del mezzo di contrasto attraverso il
tessuto. L’MTT e in base al teorema del volume centrale definito come il
rapporto CBV/CBF.

Oltre i tre parametri principali -correlati tra loro dalla relazione flusso x
tempo di circolo (tempo medio di transito) = volume- esistono altri parametri
che vengono impiegati come indicatori di emodinamica principale: il tempo
al picco della variazione del segnale dopo l'iniezione del mezzo di contrasto
(tempo di picco), il tempo d’arrivo del mezzo di contrasto (mdc) in un voxel
(tempo di arrivo), e ampiezza a meta del picco della curva che descrive la
caduta di segnale nel tempo (Full width at half maximum, FWHM). Ognuno
di questi parametri rappresenta un tentativo di stabilire cosa sta accadendo
al tracciante e quindi al letto vascolare.

Come abbiamo detto i principi fisici di base sfruttati nell’esame sono le
disomogeneita del campo magnetico prodotte da un mdc. Con i mezzi di
contrasto attualmente in uso, i chelati di gadolinio, la base fisica risiede nel-
I’imaging dinamico durante il primo passaggio del bolo dell’mdc. In condizioni
normali il mezzo di contrasto non riesce a passare la barriera ematoencefalica
(BEE), ma rimane confinato nel compartimento vascolare, dove cambia il T1
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e il T2 del sangue. I suoi effetti si estendono anche allo spazio extravascolare
circostante, a causa della suscettibilita magnetica e dello scambio di acqua
tra sangue e tessuto.

Piuttosto che per i suoi effetti sul T1, comunque, i mezzi di contrasto
vengono impiegati in virtu dei loro effetti sui tempi T2 e T2*. Il range ri-
stretto di azione e gli effetti dipolo-dipolo convenzionalmente utilizzati per
influenzare il contrasto in T1 dipendono da un accesso diretto del mezzo di
contrasto alle molecole dell’acqua per alterare il segnale di RM. Nell’encefalo,
in condizioni di barriera ematoencefalica intatta, questo accesso € limitato
allo spazio intravascolare. Percio, nel tessuto cerebrale normale, si riscontra
un enhancement scarso o assente.

Per quanto riguarda invece i tempi di rilassamento T2 e T2*, il semplice
scambio tra sangue e tessuto non comporta nessuna variazione. I cambiamen-
ti di questi due tempi nei tessuti si hanno in seguito all’iniezione del mezzo
di contrasto e sono dovuti al defasamento degli spin extravascolari nel campo
non uniforme creato dalla differenza di suscettibilita magnetica tra i com-
partimenti vascolare ed extravascolare. Il campo magnetico B dipende sia
dalla forza del magnete sia dai materiali che costituiscono il campione, come
descritto dalla formula

B = By(1+ )

dove x e la suscettibilita magnetica del campione e By € il campo magneti-
co in assenza del campione. Nei tessuti, y ha un valore piccolo e negativo e B &
minore di B0O; queste sostanze, con una suscettibilita magnetica negativa, sono
dette diamagnetiche. Invece le sostanze con y positivo sono dette paramagne-
tiche, con un valore di x compreso tra 1072 e 107>, o superparamagnetiche,
con x che dipende dalla forza del campo magnetico. Cosi i mezzi di contra-
sto utilizzati nello studio di perfusione cerebrale, per portare a variazioni del
campo magnetico, devono essere paramagnetici o superparamagnetici.

Come detto, la presenza di un mezzo di contrasto nel letto vascolare induce
una differenza di suscettibilita magnetica tra i compartimenti vascolare ed
extravascolare che, in certe condizioni, ¢ proporzionale alla concentrazione
del mdc. A causa di questa differenza di suscettibilita il campo magnetico
intorno ai vasi e disomogeneo e questo per una distanza quasi pari al raggio
dei vasi. In questo modo la frequenza di risonanza, proporzionale al campo
magnetico, varia all’interno di ciascun voxel.

Il segnale di risonanza S(t) creato dall’impulso di radiofrequenza decresce
con un tempo costante T2*, in accordo con la formula

S(t) = S - exp (- Tt2>
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dove S e il segnale di intensita immediatamente dopo 'impulso di radio-
frequenza.

Due fenomeni sono correlati con la variazione dei tempi di rilassamento
T2 e T2* in presenza di un campo statico disomogeneo associato alla presen-
za del mezzo di contrasto nei vasi sanguigni: in primo luogo le perturbazioni
del campo magnetico accrescono 'eterogeneita della distribuzione di fase al-
I'interno di ciascun voxel portando a un decadimento del segnale; in secondo
luogo anche lo spostamento delle molecole d’acqua introduce un’attenuazione
del segnale.

L’effetto di suscettibilita magnetica puo in realta essere determinato anche
senza I'impiego di mezzi di contrasto: si tratta di quelle tecniche che si basano
sui livelli ematici dell’ossigeno (Blood Oxygenation level dependent, BOLD)
e quindi sfruttano come m.dc ’emoglobina.

Il problema & che la modificazione dello stato di ossigenazione porta a
variazioni della suscettibilitdh magnetica sia trascurabili, dell’ordine del 1% a
1,57, sia non uniformi in tutto ’encefalo. Invece l'iniezione di un mezzo di
contrasto paramagnetico o superparamagnetico puo portare a una variazione
del segnale del 20% o piu in funzione della concentrazione del mdc.

Importante ¢ anche la tecnica di iniezione del mezzo di contrasto. Esistono
due motivi per cui ¢ fondamentale per I'imaging di perfusione cerebrale che
I’iniezione sia a bolo e rapida rispetto a un’infusione lenta. Prima di tutto,
solo la forma concentrata di agenti a base di gadolinio possiede effetti sul 72
significativi (a basse concentrazioni prevarrebbero effetti sul T'1, che, come
abbiamo gia detto, portano a un enhancement scarso o assente avendo un
range d’azione ristretto).

Il secondo motivo e correlato alla misurazione del flusso ematico cerebrale.
Il volume ematico cerebrale puo essere misurato anche in maniera soddisfa-
cente utilizzando tecniche statiche; non si puo dire lo stesso per la valutazione
del CBF. Per la sua misurazione e infatti richiesta l’iniezione di un bolo di
mezzo di contrasto e tanto piu rapida e l’iniezione tanto migliore sara il ri-
sultato. Idealmente sarebbe preferibile un bolo di contrasto infinitamente
rapido: tuttavia l'ideale non e mai realizzabile. Per esempio, il bolo potreb-
be essere piu rapido se venisse eseguita un’iniezione intra-arteriosa; tuttavia
cio non ¢ possibile nella pratica routinaria e per questo motivo si preferisce
una precisione inferiore ma ottenuta con un approccio meno invasivo e piu
attuabile a livello clinico.

Di vitale importanza per una corretta valutazione ¢ infine lo stato della
barriera ematoencefalica. La BEE deve infatti essere intatta o solo minima-
mente alterata in modo tale che i mezzi di contrasto diventino a tutti gli
effetti agenti intravascolari a livello del SNC. In caso contrario, i chelati di
gadolinio raggiungerebbero ’equilibrio attraverso la BEE, entrando oltre che
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nel compartimento vascolare anche in quello extravascolare.

Cio determinerebbe due effetti contrapposti al meccanismo della suscet-
tibilita magnetica da mezzo di contrasto: innanzitutto, si osserverebbe una
riduzione della compartimentalizzazione, componente cruciale per 'imaging
di perfusione; in secondo luogo, la presenza di molecole di gadolinio, anche in
quantitd minime, in ambiente extravascolare provocherebbe 1’accorciamento
del T1 e quindi un incremento del segnale del tessuto che non si trova dentro
i vasi. Tutto cio puo indurre il medico a diagnosi cliniche errate. Poiché nelle
neoplasie cerebrali la neoangiogenesi ¢ una delle caratteristiche istologiche che
sono alla base dell’alterazione della BEE, la tecnica utilizzata in PWI prevede
di utilizzare un prebolo, cioe I'iniezione di una piccola quantita di mdc para-
magnetico (2ml) al fine di ‘saturare’ il tessuto prima dell’iniezione del bolo in
modo da misurarne le variazioni di sucettibilita a meno della alterazione di
BEE.

La RM di perfusione offre alcuni particolari vantaggi rispetto alle altre
metodiche di studio della perfusione, quali PET, SPECT e tecniche di tomo-
grafia computerizzata a raggi X. Innanzi tutto il rapporto segnale/rumore,
superiore alle altre metodiche; poi la risoluzione spaziale, la disponibilita, la
non esposizione dei soggetti ad alcuna forma di radiazione ionizzante e la
rapidita di esecuzione dell’esame. Infine, e si tratta probabilmente di una ca-
ratteristica unica per lo studio di perfusione a RM, garantisce sensibilita per
i piccoli vasi, assolutamente necessaria nel SNC, visto che la maggior parte
delle patologie neurologiche possiede alcune correlazioni microvascolari.

Per quanto riguarda 1’esecuzione della tecnica, dopo I'iniezione endovenosa
di mdc, le immagini vengono acquisite con sequenze eco-planari (EPI) spin-eco
(SE) o gradient-eco(GRE). La tecnica ecoplanare ¢ basata sul riempimento del
k-spazio in un unico TR facendo variare rapidamente il gradiente di codifica
di fase. In tal modo e possibile acquisire una singola immagine in tempi
rapidissimi dell’ordine dei millisecondi (100msec). Con tale tipo di sequenza
¢ possibile ottenere acquisizioni multistrato con molte fasi per ciascun strato.
Dopo questa prima acquisizione, si puo iniziare la fase di elaborazione delle
immagini, il post-processing.

Per determinare i parametri di perfusione cerebrale, quali il CBF, il CBV
e 'MTT e le relative mappe, ¢ necessario convertire le modificazioni del-
I'intensita del segnale di RM nel tempo in curve di concentrazione tissutale
del mezzo di contrasto rispetto al tempo (fig. 3.5): infatti studi teorici ed
empirici hanno dimostrato che il grado della caduta di segnale in un voxel
dipende dalla quantita di mezzo di contrasto presente in tale voxel secondo
la relazione:

ARQ (t) XX Ct (t)
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Figura 3.5: A sinistra e riportata la curva intensitd di segnale in funzione
del tempo. A destra e stata eseguita la conversione in curva
concentrazione tempo (punti). La linea continua rappresenta
la curva gamma derivata dai valori misurati per eliminare il
ricircolo.

La conversione dei valori di intensita del segnale in valori di concentrazio-
ne, C(t), avviene attraverso la relazione logaritmica:

_Kvor, (Svor(t)
TE S

Cvor(t) =

dove S(tp) ¢ l'intensita di segnale prima dell’arrivo del contrasto. Il volume
ematico cerebrale CBV sara la quantita di sangue distribuita nel letto capillare
ad un determinato momento e sara funzione della quantita di sangue che
giunge al voxel come funzione di input arterioso secondo la relazione:

Ove Ca ¢ la funzione di input arterioso detta AIF o arterial imput function.

L’AIF viene calcolata ponendo una ROI (Region of Interest) in prossimita
di una delle grandi arterie cerebrali che irrora il tessuto interessato e fornisce
informazioni sui tempi di passaggio del mezzo di contrasto in tali arterie.

L’AIF & molto importante per la misurazione del flusso cerebrale (CBF):
infatti ’equazione sottostante descrive la relazione tra la concentrazione del
mezzo di contrasto e I'input arterioso del tracciante:

CBS = 3T

Dove p ¢ la densita del tessuto cerebrale, kh rende conto della differenza
dell’ematocrito trai capillari e i grandi vasi e R(¢) € la funzione residua di
tessuto, cioe la frazione di tracciante ancora presente nel letto vascolare al
tempo ¢ dopo l'iniezione di tracciante nel vaso che lo alimenta.
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Figura 3.6: La quantita di sangue contenuta nel voxel distribuita nei capil-
lari in esso contenuti ¢ il CBV. Tale quantita dipende da Ca
cioe dalla funzione di input arterioso.

Quindi per la creazione di mappe del CBF basta solo aggiungere due infor-
mazioni all’algoritmo del computer: in primo luogo, la definizione della ROI
contenente I’AIF; in secondo luogo, la conoscenza del momento in cui termina
il primo passaggio del mdc attraverso il tessuto, per evitare i disturbi legati al
picco di ricircolo. Ma quale AIF scegliere? Teoricamente occorrerebbe misu-
rate la funzione di input arterioso per ogni voxel. Essendo questo fisicamente
impossibile ci accontentiamo di posizionare una ROI in corrispondenza di un
vaso cerebroafferente come 'arteria cerebrale media. Solitamente si sceglie
I’AIF per la regione di interesse clinico.

Per quanto riguarda ’'MTT, la sua mappa ¢ la piu semplice da creare una
volta realizzate le altre due, in base al teorema del volume centrale, cioe

Spesso capita di ritenere erroneamente che ’'MTT coincida con ’ampiez-
za della curva di variazione del segnale a meta della sua variazione massima,
o FWHM. Un modo molto semplice per comprendere perché 'FWHM non
coincide con il tempo medio di transito consiste nel considerare cosa succe-
derebbe se fossero presenti flusso e volume identici e se fosse somministrata
la stessa quantita di mezzo di contrasto, ma venisse impiegata una diversa
funzione di input arterioso, come nel caso di una minore velocita di iniezione
o di una stenosi carotidea: in questo caso 'FWHM varierebbe anche se non
variassero il CBV e il CBF.
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La misurazione e la valutazione delle mappe dei parametri di perfusione
cerebrale puo essere effettuata in piu regioni dell’encefalo e tali misurazioni
possono essere comparate tra loro: cio € possibile posizionando due o piu
diverse ROI, per esempio, nell’emisfero destro e in quello sinistro, in una sede
di lesione e nella controlaterale[93][94][95][96][97][98][99].

La perfusione & piuttosto utile nello studio del GBM; infatti un’aumentata
perfusione e evidente sia all’interno della lesione, a causa dell’ipermetaboli-
smo tipico della neoplasia, che a livello delle regioni cerebrali dove la crescita
tumorale abbia danneggiato la barriera emato-encefalica. Spesso ¢ possibile
rivelare un’incremento della perfusione che si estende anche al di fuori del-
I’alone iperintenso in T2 che circonda la lesione, un dato estrememamente
importante che delinea la reale estensione del tumore con maggior accuratez-
za rispetto alle sequenze pesate in T1 e T2. La perfusione contribuisce inoltre
a caratterizzare I’aggressivita e la malignita della neoplasia che risulta essere
correlata alla neovascolarizzazione e all’iperplasia endoteliale[100]; il gliobla-
stoma infatti presenta un maggior grado di perfusione essendo caratterizzati
da una pil spiccata neoangiogenesi.

Figura 3.7: La quantita di sangue contenuta nel voxel distribuita nei capil-
lari in esso contenuti ¢ il CBV. Tale quantita dipende da Ca
cioe dalla funzione di input arterioso.
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3.3 Potenzialita dell’imaging nella valutazione del-
la risposta alla terapia

La valutazione della risposta in materia neuro-oncologica & ancora oggi una
questione estremamente dibattuta e irrisolta. I primissimi tentativi sono ad-
dirittura antecedenti agli anni 90, ovvero i criteri di Levin, che includevano
nella valutazione della risposta mediante tecniche di imaging, una serie di
parametri quali ’edema e 'effetto massa. A questi sono seguiti rapidamente
i criteri di risposta definiti dalla WHO, che si basavano sull’esecuzione di una
TAC con contrasto e sulla misurazione dell’area tumorale captante. La prima
classificazione sistematica della risposta dei gliomi & stata operata da MacDo-
nald che, negli omonimi criteri, ha introdotto la misurazione bidimensionale
della lesione captante il contrasto all’imaging convenzionale, unitamente a
due parametri clinici quali la dose di corticosteroidi e la disabilita neuro-
logica. La valutazione quantitativa dell’area captante attraverso il metodo
del prodotto dei diametri perpendicolari, presenta delle importanti limita-
zioni, prima fra tutte I'aspecificita della captazione del contrasto, che oltre
a essere influenzata dalla terapia corticosteroidea e antiangiogenica, riflette
anche uno svariato numero di condizioni non neoplastiche. Le aree cerebra-
li che sono soggette a ischemia, modificazioni post-chirurgiche, radionecrosi,
o inflammazione conseguente al trattamento si accompagnano infatti a un
aumento della captazione di gadolinio[101][102][103][104]. Negli ultimi anni
I’avanzamento tecnologico e la recente affermazione della terapia molecolare,
con la necessita di monitorare radiologicamente gli effetti dell’inibizione del-
la vasculogenesi, ha reso necessaria 'ideazione dei criteri RANO (Response
Assessment in Neuro-Oncology)[72]. La novita & stata introdurre nella valu-
tazione le sequenze T2 pesate, che permettono di evidenziare la presenza di
componenti lesionali non captanti, un reperto di frequente riscontro quando
la componente infiltrativa del tumore prevale su quella vascolare[106]. E noto
che la terapia anti-angiogenica sbilanci il rapporto tra queste due componenti
favorendo il pattern infiltrativo ed e stato ipotizzato che questa modalita di
crescita avvenga attraverso il reclutamento di una rete microvascolare presi-
stente, senza essere influenzata dalla riduzione della permeabilita vascolare
determinata dal bevacizumab[107][108]. Nei criteri RANO inoltre si & cerca-
to di discriminare la ripresa della malattia dalla pseudo-progressione, che si
manifesta come un aumento precoce e transitorio della captazione tumorale,
rilevabile in oltre il 20% dei pazienti sottoposti a regime radio-chemioterapico
standard[72].

Un’altra importante applicazione dell’imaging e stata il tentativo di pre-
dire ’andamento della neoplasia e di definirlo per mezzo di appositi end-point
quali I’OS e il suo surrogato PFS[109][110]. La finalita & quella di ricercare
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nell’imaging convenzionale e non, dei biomarker in grado di discriminare spe-
cifiche caratteristiche associate alla prognosi. Data la limitata sopravvivenza
dei pazienti con diagnosi di GBM e cruciale identificare, tra i trattati, coloro
che possano giovarsi a lungo termine di una determinata terapia dai restanti
pazienti che, divenendo non responsivi, beneficerebbero invece di un aggiu-
stamento o della sostituzione della terapia inadeguata. Per quanto riguarda
I'imaging convenzionale la misurazione dell’area tumorale captante il contra-
sto risulta essere pill accurata della misurazione delle lesioni non captanti: i
tentativi di incorporare le sequenze FLAIR nei criteri di predicibilita corre-
lano peggio con i tassi di PFS e di risposta obiettiva rispetto agli studi che
prendono in considerazione le sole aree captanti, in pazienti con recidiva di
GBM]J105]. D’altra parte uno studio che ha analizzato una coorte di pazienti
in procinto di ricevere Bevacizumab per progressione di GBM, ha dimostrato
come, all’esame pre-trattamento, il rapporto tra la lesione documentata alla
FLAIR e l'area captante il contrasto nella sequenze T1 sia invece predittivo
sia di sopravvivenza globale che di progressione libera da malattia[111].

L’avvento dell’imaging non convenzionale ha costituito un punto di svolta
e innovazione sia nel campo della diagnostica che nell’analisi della risposta
alla terapia. Lo scopo di questa tesi & appunto 'utilizzo delle diverse tecniche
di imaging non convenzionale al fine di valutare e predire la risposta alla
terapia in pazienti con recidiva di glioblastoma.

In ultimo bisogna ricordare che un elemento imprescindibile nella valu-
tazione della risposta alla terapia, in accordo ai parametri non solo di OS
ma anche di qualita della vita, e costituito dalla clinica, che riflette in modo
oggettivo il beneficio della terapia percepito dal paziente.
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Capitolo 4

Parte sperimentale

4.1 Scopo

Come abbiamo appena visto, i dati presenti in letteratura suggeriscono la
potenzialita delle tecniche non convenzionali di RM di caratterizzare e predire
il comportamento del GBM.

Sulla base di questi presupposti, lo scopo del nostro lavoro ¢ stato quello
di stabilire se le tecniche di imaging a RM non convenzionali, ovvero la per-
fusione e la diffusione, possano costituire un marker radiologico predittivo di
risposta alla terapia di seconda linea (Bevacizumab) in pazienti con recidiva
di GBM.

4.2 Materiali e metodi

4.2.1 Criteri di selezione dei pazienti

Da una popolazione di 44 pazienti con diagnosi di recidiva di glioblastoma
sottoposti ad esami RM nel periodo da luglio 2008 a febbraio 2014, e stata
selezionata retrospettivamente una coorte di 24 pazienti ( 8 donne e 16 uomini;
eta media 58 anni, range di eta 37-73 anni) che avessero i seguenti requisiti:

e Diagnosi istologica di glioblastoma ottenuta su pezzo operatorio o su
biopsia stereotassica eseguita presso il nostro centro

e Esame RM completo di sequenze convenzionali senza e con mdc ev atte-
stante la recidiva di malattia ed esame di DWI o PWI immediatamente
antecedenti ’'inizio della terapia con bevacizumab

e Trattamento chemioterapico di seconda linea con Bevacizumab (7,5 o
10mg/kg) in combinazione con TMZ metronomica o Fotemustina

43



e Almeno un esame RM completo di sequenze convenzionali senza e con
mdc ev ed esame di DWI o PWI successivo all’inizio della terapia della
recidiva

Per quanto riguarda l'imaging non convenzionale di questi pazienti se-
lezionati 9 possedevano solo il DWI, 1 paziente solo il PWI e 14 pazienti
presentavano entrambi gli esami PWI e DWI pesati.

Tutti i pazienti hanno eseguito nel nostro istituto il primo esame diagno-
stico di Risonanza Magnetica con l'ausilio delle tecniche non convenzionali,
prima di essere sottoposti a chemioterapia di salvataggio.

Dopo un arco temporale in media pari a 3.5 mesi con deviazione standard
di 1.6, la coorte in studio ha eseguito una seconda RM per valutare ’anda-
mento della malattia e la risposta al protocollo terapeutico. I pazienti sono
stati sottoposti a follow-up con esami di RM periodici, fino all’'uscita dallo
studio per exitus, trasferimento in altri centri terapeutici o scadimento delle
condizioni generali tali da non permettere I’esecuzione dell’esame.

Si segnala che due pazienti inclusi nello studio hanno effettuato controlli
RM durante un periodo di sospensione della terapia farmacologica rispettiva-
mente di 4 e 11 mesi per 'insorgenza di ipertensione arteriosa, quale effetto
collaterale; la somministrazione del chemioterapico € stata quindi ripristinata
alla normalizzazione del quadro clinico.

La coorte in studio e stata suddivisa in due gruppi, rispettivamente di
Responder e Not Responder in funzione della sopravvivenza globale (OS) dal
momento della recidiva, stabilendo come cut off un valore di sopravvivenza
pari a 9.1 mesi, in accordo con i dati della letteratura[38].

4.2.2 Protocollo di acquisizione RM

Tutti i pazienti hanno eseguito un protocollo RM con apparecchio a 1.5 T
(Signa HDX General Electric Health Care) con bobina dedicata phased ar-
ray 8 canali. Dopo una scansione scout di centraggio triplanare sono state
acquisite:

Sequenze convenzionali
Sono state acquisite le sequenze volumetriche mostrate in tabella:
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FLAIR CUBE | 8000 | 132 | 2231 | 25 | 12| O 1 224x224
assiali FSE T2 pesate | 3750 | 122 22 4 1 2 256x512
assiale SE T1 | 383 12 22 4 |1 2 192x325
3D SWAN | 78.30 | 47.89 22 3 0.69 | 224x288
SPGR T1 pesate | 7.56 | 3.44 22 | 256 | 1.2 1 256x256

Tabella 5 Inventarsi una didascalia ®

Dopo somministrazione di mdc ev sono state ottenute immagini volume-
triche ad elevata risoluzione con sequenze SPGR T1 pesate e in fase tardiva
sono state ripetute le scansioni assiali SE T1 pesate suddescritte.

DWI
Prima della somministrazione di mdc ev sono state acquisite scansioni SE /EPI
sequence (TR 8000, TE 100, FOV 22 cm, thickness 4 mm, spacing 1.0 mm,
NEX 2, matrix 96 x 96) implementate con gradienti sensibilizzati alla diffu-
sione (b = 0. 1000 s/mm2) lungo i tre assi principali x, y e z.

PWI
Sequenza assiale EPI GRE (TR 1500 msec, TE 50 msec, FA 90, FOV 22
cm, tk 4mm, spacing 1.0 mm, matrix 96 x 96, 40 fasi per fetta, 18 fette e
tempo di acquisizione di 1.14 min) lungo ’asse bicommissurale. L’iniezione
del bolo di mde ( chelato di gadolinio alla dose fissa 14 mL) ¢ cominciata
dopo il completamento della decima acquisizione alla velocita di 5 mL/s per
un totale di 14 mL usando un accesso endovenoso da 18 Gauge connesso ad
un iniettore automatico Spectris Medrad. Prima dell’acquisizione PWI si ¢
somministrato un prebolo di 2 mL di chelato di gadolinio endovena e si sono
attesi circa 3 minuti prima della somministrazione del bolo per la PWI al fine
di compensare 'alterazione di barriera emato-encefalica presente in alcune
neoplasie.

Elaborazione ed analisi delle immagini: analisi radiologica qualitativa
Imaging convenzionale: Le immagini convenzionali sono state valutate da
un unico operatore che ignorava i risultati delle tecniche non convenzionali e
la suddivisione dei pazienti nei gruppi responder e Not Responder.

Per ciascun paziente sono state valutate le seguenti caratteristiche della
neoplasia:

e Captazione contrastografica

e Margini della neoplasia
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Effetto massa

Presenza di componenti non captanti il contrasto

e Necrosi

Emorragia

Caratteristiche del segnale

Edema perifocale

Mediante il confronto tra immagini di RM acquisite in tempi successi-
vi, tenendo conto dei suddetti parametri, I’operatore ha espresso un giudizio
soggettivo inerente 'andamento temporale della neoplasia. Sono stati espres-
si un ‘giudizio radiologico locale’ ed una ‘giudizio radiologico generale’. 1l
giudizio radiologico locale formulava ’andamento nel tempo, dopo la terapia
con bevacizumab, della recidiva di neoplasia, il giudizio radiologico generale
formulava invece ’andamento nel tempo, dopo la terapia con bevacizumab,
del quadro encefalico, indipendentemente dalla risposta della neoformazione
recidivata. La scala del punteggio e stata creata arbitrariamente in multipli
di 1 e lattribuzione del punteggio, sulla base dei parametri indicati in tabella,
¢ stata la seguente:

e [l punteggio di +1 & stato attribuito quando il confronto tra due esami
consecutivi dimostrasse un tangibile miglioramento del quadro

e Il punteggio 0 e stato assegnato a un quadro radiologico che nel com-
plesso € rimasto stabile

e Il punteggio di -1 € stato attribuito a un quadro radiologico che dimo-
strasse un netto peggioramento rispetto all’esame precedente. Ogni giu-
dizio espresso in termini numerici va poi a sommarsi allo score ottenuto
dalle precedenti osservazioni
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Giudizio Radiologico Locale

Score quadro peggiorato | quadro stazionario | quadro migliorato
-1 0 +1
Captazione Aumentata Stabile Ridotta
contrastografica
Aumentata,
Necrosi frammista a Stabile Ridotta/Assente
lesione carnosa

Emorragia Aumentata Stabile Ridotta/Assente
Edema Aumentato Stabile Ridotto/Assente

Tabella 6 Scala di valutazione del quadro radiologico locale utilizzata per
RM convenzionale

Giudizio Radiologico Generale

Score quadro peggiorato | quadro stazionario | quadro migliorato
-1 0 +1
Aumentato, Ridotto, rientro
Effetto dislocazione Stabile in asse delle
massa strutture della strutture della
linea mediana linea mediana
Lesioni non Insorte ex novo
captanti o gliomatosis Stabile Ridotte/Assenti
cerebri
Lesioni Aumentate in
captanti numero o in Stabile Ridotte/Assenti
dimensione

Tabella 7 Scala di valutazione del quadro radiologico generale utilizzata
per RM convenzionale
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Analisi clinica qualitativa Al fine di dare una valutazione clinica della
evoluzione e della storia naturale della eteroplasia, e stato chiesto al clinico in-
caricato del follow up dei pazienti di formulare un proprio giudizio soggettivo
circa il loro status. Il procedimento adottato e stato quello di elaborare una
scala di valutazione semi-quantitativa che tenesse conto principalmente del
Performance Status, espresso con 'indice del KPS (Karnofsky performance
status) e dell’adeguamento della dose di corticosteroidi somministrata, come
indicato in letteratura dai criteri RANOJ[72]. Il clinico & stato invitato ad
esprimere un giudizio con una prospettiva temporale, operando un confronto
relativo tra le condizioni cliniche del paziente riscontrate in una determina-
ta visita e quelle riscontrate nella visita precedente, con le stesse modalita
illustrate per la valutazione radiologica.

Giudizio Clinico

Score quadro peggiorato | quadro stazionario | quadro migliorato
-1 0 +1
Immodificata o
Dose di Notevolemente lievemente Notevolmente
corticosteroidi aumentata ridotta / ridotta o nulla
aumentata
Riduzione Aumento > 10%
KPS > 10% rispetto Stabile rispetto al
al precedente precedente
Peggioramento o
Sintomatologia insorgenza di
e status sintomi non Stabile Miglioramento
neurocognitivo attribuibili ad
altre cause

Tabella 8 Scala di valutazione clinica.

4.2.3 Elaborazione ed analisi delle immagini: analisi radiolo-
gica quantitativa

DWI: Le immagini ottenute con gradienti di diffusione sono state ricostruite
e rappresentate in forma isotropa. Successivamente, mediante 1'utilizzo di una
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workstation (ADW 4.4) e di un software (Functool) dedicati e stato eseguito
il calcolo delle mappe di ADC mediante ’applicazione della seguente formula:

ADC = %ln (%Zﬁ)

Un singolo operatore, all’oscuro dei risultati delle immagini convenzionali,
dei risultati delle restanti tecniche non convenzionali e della distinzione dei
pazienti nei rispettivi gruppi, ha posizionato sulla mappa di diffusione ottenu-
ta dall’esame RM antecedente l'inizio della terapia (T o esame al momento
della recidiva), una regione di interesse (ROI) in corrispondenza della com-
ponente neoplastica con piu basso valore di ADC. La ROI di forma circolare
¢ stata disegnata avendo attenzione di mantenere la sua superficie tra 26 e 32
mm? e di non comprendere nella selezione aree necrotiche o altre componenti
tissutali non neoplastiche; per ogni ROI sono stati misurati i valori di ADC
e la relativa deviazione standard (DS). In caso di GBM multicentrico & stata
apposta una ROI nella componente a piu basso ADC di ogni area tumorale
captante il mdc ev e, successivamente, calcolata la media del valore lesionale
per poterla utilizzare come appartenente ad un singolo soggetto nell’analisi
statistica. Nelle mappa di ADC ottenuta dall’ esame cronologicamente suc-
cessivo (T o primo esame dopo l'inizio della terapia con bevacizumab) e stato
accuratamente ricercato il punto in cui e stata posizionata originariamente la
ROI al Ty. Una volta riconosciuta ’area di interesse e stata posizionata in
uguale modo una seconda ROI a livello lesionale. Questo procedimento ¢ sta-
to poi applicato a tutte le mappe di ADC relative a esami RM temporalmente
successivi.

PWI: Per la creazione delle mappe ¢ stata utilizzata una workstation
dedicata ADW 4.4. Per ogni pixel la curva temporale del segnale & stata
trasformata in una curva di concentrazione in funzione del tempo e su queste
sono state calcolate le mappe. Per ottenere la funzione residua, e da questa
il CBF, si deve deconvolvere la AIF dalla curva tissutale. L’AIF e stata
generata in modo manuale posizionando una ROI nel parenchima adiacente
I’arteria cerebrale media dell’emisfero non affetto dalla neoplasia. Per ottenere
le mappe di rCBV & stato eseguito il fitting della curva di concentrazione e di
risposta al primo passaggio con gamma variata e si ¢ proceduto all’integrale
della curva ottenuta.

CBV,q = / C(t)dt.

Un singolo operatore, ignaro dei risultati delle immagini convenzionali,
dei risultati delle restanti tecniche non convenzionali e delle ripartizione dei
pazienti nei diversi gruppi ha posizionato una regione di interesse (ROI) in
corrispondenza della componente neoplastica con piu alto valore di rCBV

49



Figura 4.1: In rosso e rappresentata la ROI posizionata nella componente
neoplastica con piu basso valore di ADC.

orientandosi con la scala colorimetrica, che prevede il colore rosso per i valori
di rCBYV piu elevati ed il blu per i valori di rCBV piu bassi; nella ROI sono
stati misurati inoltre i valori di rCBV e la relativa deviazione standard. In
caso di GBM multicentrico ¢ stata apposta una ROI in ogni area tumorale
captante e, successivamente, calcolata la media del valore lesionale per poterla
utilizzare nell’analisi statistica. In ugual modo a quanto descritto preceden-
temente nella rilevazione dell’ADC, la posizione della ROI presa al Ty & stata
attentamente ricercata nelle mappe di perfusione successive.

4.2.4 Analisi Statistica

L’analisi statistica e stata effettuata con l'ausilio del software Stat-Soft sulle
differenti misurazioni delle variabili quantitative continue ADC e rCBYV. Di
ogni insieme di valori quantitativi e stata calcolata la media e la deviazione
standard. I valori di ADC e rCBYV sono stati misurati a Ty ed ¢ stata calcolata
la loro variazione a T rispetto a Tp ;I’analisi di inferenza statistica e stata ef-
fettuata tramite test di Mann-Whitney per valori parametrici non accoppiati.
I grafici di dispersione delle variabili ADC e rCBV nel gruppo dei Responder
a dei Not Responder sono stati rappresentati mediante scatterplot e boxplot e
sono stati realizzati tramite il software Statistica. Il Boxplot riporta il valore
della mediana, i valori del 259 e 759 percentile e gli estremi dei valori minimo
e massimo della variabile. L’ accuratezza diagnostica nel predire la risposta
alla terapia delle variabili ADC e rCBV ¢ stata misurata attraverso ’analisi
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Figura 4.2: A sinistra vediamo I'immagine RM convenzionale di un glioma.
A destra la mappa colorimetrica di perfusione con una ROI
posizionata sulla lesione.

dell’area sottesa dalla curva ROC (Relative Operating Characteristic), per il
calcolo di un valore di cut-off che rappresenta il miglior compromesso associa-
to alla massima sensibilita e specificita del modello. Nella costruzione della
curve ROC sono stati considerati come veri positivi i soggetti Not Responder
correttamente identificati (sensibilita del test); viceversa i soggetti adeguata-
mente classificati come Responder costituiscono i veri negativi (specificita del
test).

4.3 Risultati

Come descritto in precedenza i pazienti sono stati suddivisi sulla base della
sopravvivenza globale nei gruppi di Responder e Not Responder, in accordo
a quanto riportato in letteratura[38]. E stata inoltre condotta un’analisi di
inferenza statistica riguardo la differenza dell’intervallo temporale Ty — T3
nei soggetti appartenenti ai due gruppi, che non é risultata statisticamente
significativa (p = 0.41).

4.3.1 Analisi Qualitativa

Quadro radiologico generale: Rispetto a Ty, al T3 il quadro radiologico
generale € peggiorato in 8 su 11 Not Reponder, stazionario in 2 e migliorato
in 1. Nello stesso periodo, nei Responder il quadro radiologico generale ¢
migliorato in 10 su 12, stazionario in 2 e peggiorato in nessun caso. In figu-
ra 4.3 & riportato I’andamento del quadro radiologico generale nei Responder
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Quadro Radiologico Generale
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Figura 4.3: ITllustrazione del quadro radiologico generale. I colori blu e ros-
so indicano 'appartenenza al gruppo rispettivamente dei Re-
sponder e dei Not Responder. La linea continua indica 1’arco
temporale a partenza dal T in cui il paziente e stato sottopo-
sto a follow-up; la linea tratteggiata e fatta risalire all’ultimo
controllo effettuato prima dell’uscita in studio del paziente. In
ascisse sono riportati i mesi, in ordinate il giudizio qualitativo
del quadro.
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(blu) e nei Not Responder (rosso) durante tutto il periodo di follow-up. Com-
plessivamente il gruppo dei pazienti Responder dimostra avere un’iniziale e
protratto miglioramento generale, seguito dopo un periodo variabile di tem-
po da declino del quadro, mentre i Not Responder si caratterizzano per un
immediato peggioramento del quadro generale documentabile all’'imaging.

Quadro radiologico locale: Rispetto a Tp, al 71, nel gruppo dei Not
Responder il quadro radiologico locale ¢ peggiorato in 12 lesioni su 21, stazio-
nario in 1 e migliorato in 8 lesioni su 21. Nello stesso periodo, nei Responder
il quadro radiologico locale & migliorato in 11 lesioni su 12, stazionario in 1 e
peggiorato in nessun caso. In figura 4.4 € riportato 'andamento del quadro
radiologico locale nei Responder (blu) e nei Not Responder (rosso) durante
tutto il periodo di follow-up. Nei 6 casi di GBM multicentrico 1 paziente
Responder e 2 Not Responder presentano lesioni con andamento concordan-
te, mentre i restanti 3 pazienti Not Responder presentano lesioni con com-
portamento dissociato. In questi ultimi si & osservato come la maggioranza
numerica delle lesioni peggiori, mentre sono poche le lesioni che presentano
un locale miglioramento.

Quadro Clinico: il giudizio clinico nell’intervallo Tp-T; attesta: Nei Re-
sponder un miglioramento clinico in 2 casi e un quadro clinico stazionario
nei restanti 10. Nei Not Responder un miglioramento clinico ¢ avvenuto in 1
caso, un peggioramento in 4 casi, e un quadro clinico stazionario nei restanti

8.
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Mesi di trattamento

Figura 4.4: Illustrazione del quadro radiologico locale. I colori blu e rosso
indicano ’appartenenza al gruppo rispettivamente dei Respon-
der e dei Not Responder. La linea continua indica ’arco tem-
porale a partenza dal Ty in cui il paziente & stato sottoposto
a follow-up; la linea tratteggiata e fatta risalire all’ultimo con-
trollo effettuato prima dell’uscita in studio del paziente. Nei
casi di GBM multicentrico e stata rappresentata ciascuna lesio-
ne, numerata ordinalmente. In ascisse sono riportati i mesi, in
ordinate il giudizio qualitativo del quadro.
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Figura 4.5: Illustrazione del quadro radiologico locale nei pazienti Not Re-
sponder. II colore rosso e stato attribuito a pazienti le cui le-
sioni omogeneamente peggiorino; il colore ocra a pazienti le cui
lesioni concordemente migliorino; il colore giallo a pazienti le
cui lesioni mostrino un andamento discorde. La linea conti-
nua indica I’arco temporale a partenza dal Tj in cui il paziente
¢ stato sottoposto a follow-up; la linea tratteggiata e fatta ri-
salire all’ultimo controllo effettuato prima dell’uscita in studio
del paziente. Nei casi di GBM multicentrico ¢ stata rappresen-
tata ciascuna lesione, numerata ordinalmente. In ascisse sono
riportati i mesi, in ordinate il giudizio qualitativo del quadro.
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4.3.2 Risultativi Quantitativi

Imaging DWI-pesato: Lo studio nelle mappe di diffusione & stato realiz-
zato in un totale di 23 pazienti, di cui 12 classificati come Responder e 11
appartenenti ai Not Responder. L’ADC al Tj: prima dell’inizio del tratta-
mento di seconda linea, ha presentato un valore medio superiore nel gruppo
dei Not Responder con una differenza tra i due gruppi che e risultata sta-
tisticamente significativa (p = 0.03). L’ADC dei Responder ha evidenziato,
infatti, una media pari a 0.000900 mm? /s con DS di 0.00021 mentre nell’altro
gruppo il valore medio di ADC ¢ risultato essere di 0.00106 mm?/s con DS
di 0.00016.

Boxplot ADC T,

00014
0,0013 o
0.0012 T
0,0011 a
0,0010
= o
§ 0,0009
0,0008 S S
0,0007
0,0006
L0005 T o0 Mediana
[] 25%-75%
0,0004 T Min-Max

Responder Mot Responder

Figura 4.6: Boxplot della variabile ADC calcolata al Ty. In ordinate & in-
dicato il valore del’ADC espresso in mm?/s nei due gruppi,
rispettivamente Responder e Not Responder.

E stata inoltre effettuata l’analisi mediante curva ROC della variabile
ADC rilevata al Ty, da cui e stato calcolato il valore soglia capace di classifi-
care correttamente il 78.26% dei soggetti: i pazienti che presentano un valore
di ADC & > 0,001022mm?/s secondo il suddetto modello sono da conside-
rarsi Not Responder. La sensibilita e la specificita associate al classificatore
risultano rispettivamente pari a 72.73% e 83.33%.
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Figura 4.7: Curva ROC della variabile ADC rilevata al Ty. In ordinate ¢
riportata la sensibilita, mentre ’asse delle ascisse corrisponde
al valore (1-specificita). La linea tratteggiata in rosso indica
un classificatore per il quale 'area sottesa € pari a 0.50 e la
cui performance & pari a quella di un classificatore casuale. La
curva blu indica la curva ROC del classificatore. L’area sottesa
dalla curva blu indica la probabilita di un dato valore di essere
correttamente classificato nel gruppo di appartenenza.

ADC al T7: La misurazione del’ADC relativa al primo esame RM effet-
tuato dall’inizio della terapia ha rilevato che non ci sono differenze statisti-
camente significative (p = 0.26) tra i valori che la variabile assume nei due
gruppi di pazienti. Il valore medio dell’ADC nei Responder & risultato pari a
0.00106 mm?2/s con DS di 0.00032 mentre nel gruppo dei Not Responder la
media ¢ stata di 0.00102 mm?/s con DS di 0.00019.
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Figura 4.8: Boxplot della variabile ADC calcolata al 7. In ordinate & in-
dicato il valore del’ADC espresso in mm?/s nei due gruppi,
rispettivamente Responder e Not Responder

Variazione percentuale ADC 7T3-Tj: ¢ stata condotta un’ulteriore
analisi relativa alla variazione percentuale del valore assunto dall’ADC nel-
I'intervallo T7-Tp:

ADCT, — ADCTy,

1
ADCT, 00

Ay ADC =

, che ha dimostrato una differenza nei due gruppi statisticamente significativa
(p = 0.0004). La variazione media percentuale dell’insieme dei Responder &
pari a 31.63% con DS di 25.27 mentre il gruppo dei Not Responder riporta
una variazione di -4.04% con DS di 10.43.

La curva ROC (figura 4.10) della variazione percentuale dell’ADC ha con-
sentito il rilevamento del valore soglia di 10.05%, che consente di stratificare
correttamente il 91.30% dei pazienti nei differenti gruppi con sensibilita pari
a 90.91% e specificita di 91.67%.

E stato realizzato uno Scatterplot (figura 4.11) del modello al fine di evi-
denziare come il classificatore ottenuto consenta di discriminare correttamente
i valori tra i due gruppi con alta accuratezza diagnostica, come previsto dal
modello.
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Figura 4.9: Boxplot della variazione percentuale dell’ADC calcolato nel-

I'intervallo T7- Ty

In ordinate ¢ indicato il valore della va-

riazione percentuale dell’ADC nei due gruppi, rispettivamente
Responder e Not Responder.
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Figura 4.10: Curva ROC della variazione percentuale della variabile ADC

nell’intervallo T7- Tp.

In ordinate e riportata la sensibilita,
mentre I’asse delle ascisse corrisponde al valore (1-specificita).
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Scatterplot della variazione % ADC nellintervallo Ty - Ty
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Figura 4.11: Scatterplot della variazione percentuale dell’ADC calcolata
nell’intervallo T7- Tp. In ordinate ¢ indicato il valore della
variazione percentuale dell’ ADC, mentre in ascisse ¢ riportata
la suddivisione nei due gruppi, rispettivamente Responder e
Not Responder. La linea tratteggiata in verde corrisponde al
cut-off point del classificatore.

Imaging PWI-pesato: lo studio delle mappe di perfusione e stato rea-
lizzato in 15 pazienti, dei quali 7 avevano i requisiti per essere considerati
Responder e 8 per essere classificati come Not Responder.

rCBYV al Tj: Lo studio della distribuzione dei valori del rCBV nei due
gruppi, a differenza di quanto osservato precedentemente con ’ADC, non
ha mostrato una differenza statisticamente significativa al Ty (p = 0.28). La
media dell’insieme dei Responder e stata di 2085.36 con DS di 1082,64, mentre
i Not Responder presentavano media di 2515.35 e DS di 933.16.

In maniera analoga alla variabile ADC, si & provveduto a valutare la ca-
pacita discriminatoria del rCVB al T} effettuando un’analisi mediante curva
ROC (figura 4.13) che ha identificato il valore soglia di 2299.75, capace di
classificare correttamente il 73.33% dei soggetti. La sensibilita e specificita
associate al test sono risultate rispettivamente pari al 75% e 71.43%.
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Figura 4.12: Boxplot della variabile rCBV calcolata al Tp. In ordinate e
indicato il valore del rCBV nei due gruppi, rispettivamente
Responder e Not Responder.
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Figura 4.13: Curva ROC della variazione percentuale della variabile rCBV
al Ty. In ordinate e riportata la sensibilita, mentre 'asse delle
ascisse corrisponde al valore (1-specificita).
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rCBYV al Tj: al tempo 17, i valori del rCBV invece assumono una distri-
buzione nettamente diversa nei due gruppi, con una differenza statisticamente
significativa (p = 0.04); i valori della media e della deviazione standard sono
rispettivamente pari a: 858.9 e 772.1 nei Responder e 2426.56 e 1373.89 nei
Not Responder.

Boxplot CBV T,
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Figura 4.14: Boxplot della variabile rCBV calcolata al T;. In ordina-
te & indicato il valore del rCBV espresso in nei due gruppi,
rispettivamente Responder e Not Responder

Variazione percentuale rCBV T3-Tj: come per I’ADC si & provveduto
all’analisi statistica della variazione percentuale assunta dalla variabile

rCBVTy —rCBVT
rCBV T,

nel medesimo arco temporale T7-Ty. Anche in questo caso i risultati dei due
gruppi differiscono in modo statisticamente significativo (p = 0.01). L’insieme
dei Responder presenta una media pari a -60.4% e DS di 25.74 mentre i
pazienti Not Responder riportano una media della variabile esaminata pari a
-8.85% e DS di 36.85.

Mediante analisi con curva ROC (figura 4.16) si & ricercato il cut off in
grado di predire la corretta classificazione dei pazienti nell’ 86.67% dei casi,
con sensibilita pari al 100% e specificita del 71.43%. 1l calcolo del valore soglia
ha dato come risultato -54.84%.

Lo scatterplot della variazione percentuale del rCBV (figura 4.17) rap-
presenta graficamente la reale distribuzione dei valori della variabile nei due

rCBV = 100
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Figura 4.15: Boxplot della variazione percentuale del rCBV calcolato nel-
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Figura 4.16: Curva ROC della variazione percentuale della variabile rCBV

nell’intervallo T7- Tp.

In ordinate & riportata la sensibilita,

mentre I’asse delle ascisse corrisponde al valore (1-specificita).
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gruppi e consente di osservare la distribuzione ottenuta mediante 1’ausilio del
classificatore calcolato dall’analisi con curva ROC.

Scatterplot della variazione % CBV nellintervallo T, - Ty
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Figura 4.17: Scatterplot della variazione percentuale del rCBV calcolato
nell’intervallo T1- Ty . In ordinate ¢ indicato il valore della
variazione percentuale del rCBV mentre in ascisse ¢ riportata
la suddivisione nei due gruppi, rispettivamente Responder e
Not Responder. La linea tratteggiata in verde corrisponde al
cut-off point del classificatore.

Nel sottoinsieme dei 14 pazienti aventi entrambi gli esami RM non conven-
zionali, sia di diffusione che di perfusione, si & sperimentata la combinazione
dei due modelli di variazione percentuale, rispettivamente della variabile ADC
e rCBV, ottenendo un terzo modello caratterizzato da una maggiore accura-
tezza diagnostica (92.8%). Se come classificatori delle variabili si utilizzano
i valori soglia ottenuti nelle precedenti curve ROC un soggetto che presenti
una coppia di valori di ADC e rCBV classificati in modo concorde nel gruppo
dei Non Responder, sara un vero Not Responder nel 100% dei casi; lo stesso
si puo affermare nel caso in cui entrambi i valori della variazione percentuale
del’ADC e rCBYV classifichino il soggetto come Responder (figura 4.18).
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Figura 4.18:

Scatterplot variazione % CBV contro variazione % ADC
nei soggetti Responder e Not Responder
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Scatterplot della variazione percentuale del rCBV e del’ADC
calcolati nell’intervallo T1- Ty . In ordinate ¢ indicato il valo-
re della variazione percentuale del rCBV, mentre in ascisse e
riportata la variazione percentuale dell’ADC:; i colori blu e ros-
si identificano rispettivamente i Responder e i Not Responder.
Le linee tratteggiate in verde corrispondono al cut-off point del
classificatore dell’ADC (linea verde verticale) e rCBV (linea
verde orizzontale).
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4.4 Discussione

Dalla valutazione qualitativa dell’imaging convenzionale si possono trarre im-
portanti considerazioni: il quadro radiologico generale conferma come i pa-
zienti Responder mostrino sin dal primo follow-up delle caratteristiche se-
meiologiche che attestano il miglioramento o quantomeno la stazionarieta del
quadro radiologico. Viceversa i Not Responder presentano prevalentemente
un peggioramento del quadro gia individuabile al primo esame RM di con-
trollo. Utilizzando il quadro radiologico generale a T} come predittore di
risposta alla terapia si ottiene una accuratezza di 0.75. La stratificazione del
rischio prognostico sulla base del quadro radiologico e stata sostenuta a lungo
da alcuni autori[112][113], sebbene altrettanti studi abbiano evidenziato una
mancata correlazione[74][38].

Sebbene 'accuratezza della risposta alla terapia nel nostro studio sia ab-
bastanza elevata, occorre tenere presente che la valutazione del quadro ra-
diologico generale resta comunque, soggettiva, operatore dipendente e quindi
influenzata dall’esperienza del lettore. Nel nostro studio non e stata effettuata
una misurazione dell’accordo intra ed inter osservatore, ma si pud comunque
presumere che la riproducibilita di un metodo di analisi soggettiva sia bassa.
Il quadro radiologico generale indipendentemente dall’appartenenza al grup-
po dei Responder o dei Not Responder ¢ invariabilmente progredito in tutti i
pazienti meno in 4 pazienti. I pattern di progressione descrivibili in entrambi
i gruppi sono stati i seguenti:

e Progressione locale captante il contrasto, rilevabile in 6 pazienti, di cui
3 Responder e 3 Not Responder;

e Progressione a distanza captante il contrasto, identificata in un solo Not
Responder;

e Progressione multifocale sia distanza che locale, identificata in 4 pazien-
ti Not Responder.

e Diffusione leptomeningea, ritrovabile in un solo paziente Not Respon-
der;

e Progressione diffusa non captante il contrasto, documentata in 5 Re-
sponder e 3 Not Responder.

In quest’ultimo pattern si assiste a un decremento della captazione e
dell’edema imputabile all’effetto anti-vascolare del farmaco, ed al contem-
poraneo sviluppo tumorale per via infiltrativa, che si documenta median-
te le sequenze FLAIR pesate. Il pattern di progressione non captante il
contrasto costituisce il 40% delle osservazioni, e costituisce un dato molto
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dibattuto in letteratura, in quanto molti studi concordano con quanto da
noi riportato[112][113][114][115][116], mentre altri si trovano in sostanziale
disaccordo[38]. Nei casi di pattern di progressione con captazione ¢ verosimile
che la lesione neoplastica non risenta adeguatamente dell’azione farmacolo-
gica e cio esita in un drammatico peggioramento del quadro radiologico. In
entrambi i casi, sia che la recidiva avvenga a livello locale sia che evolva in un
quadro di gliomatosis cerebri la prognosi diviene infausta e la sopravvivenza
media si attesta intorno ai 3mesi, in sostanziale accordo a quanto riportato
in altri studi[38].

La valutazione del quadro radiologico locale non & di facile interpretazione.
Seppur nella nostra casistica non esista un peggioramento del quadro radio-
logico locale nei pazienti responder, questa possibilita non ¢ da escludersi a
priori e richiederebbe in prima istanza la distinzione della componente tumo-
rale dalla pseudo-progressione. La pseudo-progressione infatti si caratterizza
per un incremento transitorio dell’area neoplastica dovuto a necrosi tumorale,
edema e infiammazione secondaria e si rileva nel 13-32% dei pazienti, in par-
ticolare in coloro che presentano la metilazione dell’enzima MGMT[117]. La
presenza di pseudoprogressione puo quindi abbassare la capacita dell’imaging
convenzionale di predire la risposta o la non risposta del paziente alla terapia
di secondo livello.

Occorre inoltre tenere presente che la valutazione del quadro radiologico
locale in sé non e sufficiente per predire la risposta al farmaco in quanto vi
sono pazienti che pur essendo Not Responder presentano una buona risposta
locale a Tj.

L’andamento clinico risulta non predittivo di risposta, cosi come riportato
in uno studio simile[38], in quanto al 77 soltanto due responder su 12 presen-
tavano un miglioramento clinico, e solo 4 Not Responder su 12 mostravano
un peggioramento.

4.4.1 Valutazione quantitativa dei risultati delle tecniche di
imaging non convenzionali

ADC al Ty: La differenza nei valori dell’ADC calcolati nei due gruppi al
Ty e risultata statisticamente significativa e dall’analisi dei dati si rileva che
i Responder presentano un valore di partenza del’ADC piu basso dei Not
Responder. Un valore pit basso di ADC si correla a una maggiore cellularita,
e non e possibile escludere che un tumore caratterizzato da un elevato indice
mitotico e conseguente alta cellularita sia maggiormente prono a rispondere
drasticamente alla terapia, in analogia ad altre eteroplasie quali ad esempio
il mesotelioma. Uno studio recente ha messo a confronto due coorti di pa-
zienti con recidiva di GBM e ha riscontrato che il valore dell’ADC al Ty era
predittivo di OS nel braccio dei pazienti trattati con Bevacizumab, mentre
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non costituiva un biomarker di predizione nel gruppo di pazienti non tratta-
ti con Bevacizumab[118]. Il danno da irradiazione quali la gliosi, la fibrosi,
I’invasione macrofagica e cambiamenti vascolari o demielinizzazione devono
essere tenuti in conto nella valutazione, in quanto abbassano significativamen-
te PADCI[119], ma sembra improbabile che tali fenomeni abbiano assunto una
diversa distribuzione nei due gruppi al momento della recidiva.

ADC al T;: L’evidenza che i valori della variabile ADC calcolata al T
risultino non significativamente diversi nei due gruppi ¢ un dato che risul-
ta in sostanziale accordo con la letteratura, in quanto ad oggi nessuno stu-
dio ha messo a punto un biomarker di risposta fondato sull’analisi di questo
parametro.

Variazione percentuale dell’ADC nell’intervallo 77-Ty: 'accuratez-
za diagnostica pari al 91,30% del modello predittivo basato sulla variazione
percentuale della variabile ADC rende ragione dell’importanza di questo dato.
Dato che il valore di ADC a T} non ¢ significativamente diverso nei Responder
e nei Not Responder, la variazione percentuale dell’ADC amplifica le diffe-
renze di ADC tra Responder e Not Responder che sono gia presenti al Tp.
Si potrebbe ipotizzare che la misura di ADC piu che misurare Ueffetto della
terapia sul tumore, esprima una potenzialita alla risposta terapeutica che e
tanto maggiore quanto piu alto ¢ ’ADC.

Diversi studi in letteratura hanno proposto la variazione percentuale di
ADC come biomarker di risposta anche se la tecnica di analisi delle mappe
di ADC era differente. Tali studi possono essere divisi in due gruppi a se-
conda della metodica di analisi utilizzata: 1’analisi a istogrammi del volume
tumorale[120][121][122][124] e le mappe di ADC a sottrazione volumetrica[124][125].
La prima tecnica offre il vantaggio di una misurazione oggettiva e globale del-
I’area lesionale, che ¢ selezionata dalle sequenze FLAIR o T} pesate al fine
di includere I’'intera area tumorale non captante e captante il contrasto. Lo
svantaggio piu rilevante consta nell’eterogeneita del tessuto incluso nella va-
lutazione volumetrica, che offre soltanto la possibilita di rielaborare un valore
medio di ADC senza consentire un’analisi dettagliata delle diverse variazioni
del’ADC all’interno dell’area di interesse, che riflettono a loro volta le disu-
guali modificazioni istologiche all’interno del tessuto neoplastico. Nel volume
di indagine entrano quindi componenti neoplastiche tissutali, ma anche cistico
necrotiche o emorragiche con conseguente ‘inquinamento’ dei valori di ADC.
La seconda tecnica & stata concepita con l'intento di evitare una media dei
valori del’ADC come avviene nell’analisi a istogrammi, e si basa sulla misu-
razione, nello stesso paziente, delle differenze della variabile ADC nel tempo.
Utilizzando immagini volumetriche convenzionali a T e T si crea una mappa
di sottrazione che costituisce la maschera su cui si misureranno le differen-
ze di ADC. Con le DWI ottenute a Ty e 137 si crea una mappa di ADC di
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differenza che puo essere coregistrata alla maschera. Questo permette I’ana-
lisi quantitativa della variazione del’ADC in ogni sezione dell’area lesionale.
Il principale difetto che ¢ insito nel procedimento appena descritto consiste
nell’impossibilita di controllare le modificazioni morfologiche e quindi le di-
storsioni dell’anatomia che si verificano dopo 'inizio della terapia. L’effetto
massa e il dislocamento delle strutture della linea mediana sono reperti di
frequente riscontro nei tumori di alto grado, le cui modalita di crescita sono
spesso compressive; il bevacizumab determinerebbe infatti un cambiamento
del pattern di crescita del tumore da compressivo a infiltrativo, esitando in un
rientro in asse delle strutture della linea mediana e una riespansione di quel-
le compresse[107][108]. Il nostro approccio definito a ROI ha voluto evitare
appositamente le problematiche menzionate (di media di valori di ADC e di
distorsione a tempi diversi) ma al tempo stesso presenta delle importanti li-
mitazioni, prima fra tutte ’operatore dipendenza in quanto il posizionamento
della ROI & soggetto a una discreta variabilita inter-operatore, cosi come la
ricerca dello stesso punto nelle mappe di diffusione successive. Nel complesso
tutte le metodiche si sono rivelate in grado di predire la risposta in termini di
OS o PFS e di stratificare la coorte di pazienti in Responder e Not Responder,
utilizzando differenti biomarker quali la Skewness negli istogrammi[126] o la
media dell’ADC nelle regioni captanti e non captanti[125].

Il comune denominatore di questi sistemi e la valutazione della variazione
assunta dall’ADC nel tempo intercorso tra Ty e 71, che a prescindere da ogni
tecnicismo, rimane un concetto estremamente valido dal quale non si puo
prescindere nell’ambito della valutazione prognostica.

rCBYV al Ty: Non e stata trovata una differenza statisticamente signifi-
cativa del valore del rCBV calcolato nei due gruppi al Tp, nonostante vi sia
uno studio che ha dimostrato che un determinato valore cut off del rCBV
consenta di stratificare dal punto di vista prognostico I’OS dei pazienti; in
dettaglio un valore superiore al cut-off si assocerebbe a una sopravvivenza
inferiore ai 300giorni dal momento della recidiva e viceversa[127]. Tuttavia il
procedimento tecnico dello studio consisteva nella misurazione del valore di
rCBYV medio della regione captante, delineata mediante una mappa di sottra-
zione delle sequenze T pesate. Sebbene alcuni studi basati sull’analisi con
istogrammi riportino che alti livelli di rCBV pre-trattamento si associno a una
scarsa risposta alla terapia anti-angiogenica[128], la questione diviene compli-
cata in quanto altrettante evidenze suggeriscono che il valore del rCBV non
sia correlabile alla variazione dello stesso parametro nell’intervallo T7-Tp[127].

rCBYV al T7: il valore che il rCBV assume al primo controllo risulta essere
inferiore nei gruppo dei Responder rispetto ai Not Responder e costituisce un
dato che ¢ in sostanziale accordo con quanto riportato in letteratura[127]. La
spiegazione piu plausibile di quanto osservato risiede nella maggiore efficacia
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dell’azione del farmaco in qualita di antineoangiogenetico nei Responder, che
determina un maggior decremento del valore del rCBV, rispetto a quanto
non faccia nei Not Responder. La possibilita di stratificare dunque i pazienti
sulla base del valore del rCBV riportato al 7T} costituisce un’evidenza non
trascurabile nella valutazione prognostica dei pazienti, sia in termini di OS,
come da noi dimostrato, sia come PFS, come evidenziato in altri studi[127].

Variazione percentuale del CBV nell’intervallo T7-Ty: la valuta-
zione di questo parametro & cruciale nel monitorare la risposta al Bevacizu-
mab. In accordo con altre sperimentazioni[128], la riduzione del valore del
rCBYV in entrambi i gruppi e infatti imputabile al rapido effetto anti-vascolare
del farmaco, che agisce come un potente steroide; d’altra parte il maggior
decremento della variabile osservato nei gruppo dei Responder potrebbe ri-
flettere 'azione anti-tumorale del Bevacizumab, che si palesa dopo una piu
lunga latenza. Diversi studi correlano la variazione del CBV con il rischio
di morte[127], e la variazione del volume di iperperfusione (Hyperperfusion
volume, HPV), ovvero la frazione del tumore con un CBV maggiore di una
determinata soglia, con il Time to Progression (TTP)[129]. Tuttavia il raf-
fronto delle metodiche risulta essere ancora una volta di difficile esecuzione
in quanto i procedimenti di acquisizione e analisi dell’immagine differiscono
notevolmente gli uni con gli altri, presentando le problematiche gia esposte
nella discussione inerente la variabile ADC; inoltre la maggioranza degli studi
di perfusione esaminano un intervallo temporale T1-Ty piu ristretto, la cui
conseguenza potrebbe essere quella di inficiare la comparazione dei risultati
ottenuti in ciascun studio.

Variazione percentuale del’ADC e CBYV nell’intervallo T1-Tj: Nel
nostro studio dimostriamo come, quando concordi, la combinazione delle va-
riazioni percentuali del’ADC e rCBYV incrementino in modo notevole 1’accu-
ratezza diagnostica. Nel caso in cui entrambi i valori di ADC e rCBV mostrino
una variazione percentuale concorde per uno dei due gruppi, si giunge al 100%
di predicibilita nel formulare un corretto giudizio prognostico del campione
in esame.

Limitazioni: Il principale limite dello studio ¢ l'operatore dipendenza
che interferisce sia nella scelta della ROI al Ty che nella ricerca e conseguente
posizionamento della ROI negli esami RM successivi; per limare al massimo la
soggettivita di analisi un “inter-operative agreement” potrebbe richiedere una
seconda interpretazione dei dati da parte di un altro operatore, ugualmente
all’oscuro della suddivisione dei pazienti. Inoltre la popolazione campiona-
ria risulta costituita da un numero ristretto di pazienti e dunque il modello
presentato in questo studio necessita di essere validato in una coorte piu nu-
merosa. La difficolta riscontrata nel reclutare un maggior numero di pazienti
& imputabile a due fattori: in primis lo studio & di singolo centro, inoltre
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il trattamento con bevacizumab risulta non autorizzato dall’AIFA (Agenzia
italiana del farmaco) e dunque approvato in via sperimentale esclusivamente
nei centri di ricerca di Pisa e Torino.

4.5 Conclusioni

Le metodiche di RM convenzionali e non convenzionali risultano essere di
strategica importanza nel formulare un corretto giudizio prognostico in pa-
zienti con recidiva di GBM. Mentre le sequenze T1 e T2 pesate orientano il
radiologo circa I’andamento e I’evoluzione della neoplasia, i parametri studiati
nelle mappe di diffusione e di perfusione consentono di predire la sopravvi-
venza globale del paziente (OS) con alta accuratezza diagnostica, e dunque di
adattare al meglio la terapia medica nel rispetto delle esigenze di ogni singolo
paziente.
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Capitolo 5

Elenco delle abbreviazioni

GBM: Glioblastoma Multiforme

RM: Risonanza Magnetica

DWI: Diffusion Weighted Imaging

PWI: Perfusion Weighted Imaging

CBV: Cerebral Blood Volume

rCBV: relative Cerebral Blood Volume

ADC: Apparent Diffusion Coefficient

Ty : Tempo 0

Ty : Tempo 1

OS: Overall Survival

WHO: World Health Organization

TC: Tomografia Computerizzata

RT: Radioterapia

TMZ: Temozolomide

MGMT: 06-Metil-Guanina-DNA-Metil-Transferasi
PFS: Progression-Free Survival

PS: Performance Status

FDA: Food and Durg Administration

VEGF: Vascular Endotelial Growth Factor
VEGFR: Vascular Endotelial Growth Factor Receptor
HIF: Hypoxia Inducible Factor

EGF: Epidermal Growth Factor

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor
HR: Hazard Ratio

IC: Intervallo di Confidenza

PGEF: Placental Growth Factor

RTOG: Radiation Theraphy Oncology Group
EMA: European Medicine Agency
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IFP: Intratumoral Fluid Pressure

PDGF: Platelet Derived Growth Factor

PDGFR: Platelet Derived Growth Factor Receptor

EORCT: European Organization Research Treatment

mTor: mammalian Target of rapamycin

AEF": alternating electric field

TTP: Time to Progression

SE: Spin-Echo FSE: Fast Spin-Echo TSE: Turbo Spin-Echo FLAIR: Fluid
Attenuated Inversion Recovery IA: Ipertensione Arteriosa

PET: Tomografia ad Emissione di Positroni

BEE: Barriera emato-encefalica SPECT: Tomografia ad Emissione di Singoli
Fotoni

ASL: Arterial Spin Labeling

CBF': Cerebral Blood Flow MTT: Mean Transit Time DSC: Dynamic Suscep-
tibility Contrast-enhanced

MDC: Mezzo di Contrasto FWHM: Full width at half maximum AIF: Arte-
rial Imput Function

BOLD: Blood Oxygenation level dependent ROI: Region of Interest

KPS: Karnofsky Performance Status

RANO: Response Assessment in Neuro-Oncology Criteria

ROC: Receiver operating characteristic

DS: Deviazione Standard

ATFA: Agenzia italiana del farmaco
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