DI
St

5;3 é UNIVERSITA DEGLI STUDI
% é} DELL’INSUBRIA

- &

[/\/Q ] 3\1@}

SCUOLA DI MEDICINA

Corso di Laurea in Tecniche di laboratorio biomedico

STUDIO DELL’ESPRESSIONE DEL FATTORE DI
TRASCRIZIONE TPIT IN TUMORI ACTH SECERNENT]

EXTRAIPOFISARI

Relatore: Prof.ssa Silvia Uccella

Correlatore: Dott.ssa Roberta Maragliano

Tesi di Laurea di:
Alessandro Valerio

Matr. N 730878

ANNO ACCADEMICO 2018-2019






Indice

L INEFOTUZIONE. ...c.viiiieiieie e 2
1.1 L’ormone adrenocortiCOtrOPO......uuveiurieriieeisieeesiieessineessineeans 2
1.2 Sindrome di CUShING ......coovviiiiiiecc e A4
1.3 Tumori neuroendocrini ipofisari ed espressione di TPIT........ 6
1.4 Carcinoidi POIMONAIT......c.cccviiiiiiiiie e 9
1.5 Tumori neuroendocCrini PANCreatiC .........cccvevvevrvesieesiieesnnns 12
2 SCOPO dello STUAIO ..o 15
3 Materiali € MELOI.......ccoviiiiirieiieire e 16
3.1 CASISHICA evvrevrieieesiiesiie sttt 16
3.2 ImMMUNOIStOCNIMICA ....o.vviiiiiiieciie e 18
3.3 Isolamento dell’RINA........ccoiiieiiiii e 27
3.4 Retrotrascrizione del’RNA a cDNA (RT-PCR).........ccccuee.ee. 34
A RISUITALE. v 36
4.1 Dati clinico-patologiCi.........ccccvririiiiiiiiiee e, 36
4.2 IMMUNOISEOCHIMICA .....oviiiviiiiie e, 42
4.3 Analisi di biologia molecolare............cccooviiiiiiiiie, 52
5 DISCUSSIONE ...ttt siiesteesieestee sttt ettt ettt ettt neesneennes 54
6 Bibliografia.........cccoveeieei e 59

7 RINGIAZIAMENT ..ot 64



1 INTRODUZIONE

1.1 L'ormone adrenocorticotropo

L'ormone adrenocorticotropo (ACTH) conosciuto anche come
corticotropina, € un ormone proteico di 39 amminoacidi prodotto dalle
cellule dell’adenoipofisi, sintetizzato dalla scissione di una proteina
precursore piu grande denominata pro-opiomelanocortina (POMC) di
285 aminoacidi. La produzione vera e propria dell’ACTH ¢ controllata
direttamente dall’ipotalamo tramite la produzione di una sostanza
conosciuta come “ormone di rilascio della corticotropina” (CRH), un
neurotrasmettitore, coinvolto nella risposta allo stress. Il CRH & prodotto
dalle cellule del nucleo paraventricolare dell'ipotalamo ed é rilasciato
dalle terminazioni di tali neuroni in prossimita dell’ adenoipofisi. Sotto
tale stimolazione viene rilasciato ACTH, che entrando nel circolo
sistemico va a stimolare la produzione degli ormoni surrenali, in
particolare quella dei glucocorticoidi come il cortisolo, che influenzano il
metabolismo degli zuccheri e la formazione di androgeni permettendo lo
sviluppo dei caratteri sessuali secondari tipicamente maschili. La
secrezione di ACTH segue un andamento cosiddetto circadiano, essendo
solitamente maggiore al mattino ed inferiore durante la notte; di
conseguenza anche il cortisolo non viene prodotto in maniera costante ed
e presente in maggiore quantita alla mattina (con un picco verso le ore

08:00) e in minore quantita alla sera.



Questo accade perché una secrezione costante di questi ormoni
provocherebbe un abbassamento della sensibilita dei recettori degli
organi bersaglio, rendendo meno efficace la loro azione.

La causa principale dell’incremento in circolo del’ACTH ¢
rappresentata dai tumori neuroendocrini ipofisari (Pit-NET) ACTH-
secernenti. Tuttavia, esiste la possibilita che alcune neoplasie
acquisiscano la capacita di produrre ACTH anche al di fuori
dell’adenoipofisi. In questo caso la secrezione dell’ormone viene detta
ectopica dal greco “€ktopos”, ovvero ‘“fuori posto”. La secrezione
ectopica di ACTH e particolarmente comune nei tumori neuroendocrini
ed ¢ causata dall’aumento dell’espressione del gene che codifica la
POMC, dalla quale derivano, dopo un clivaggio proteolitico, le proteine
ACTH, ormone stimolante i melanociti (MSH) e lipotropina. Talvolta le
cellule neoplastiche non dispongono degli enzimi necessari a processare
il polipeptide POMC e vengono immessi in circolo grossolani frammenti
proteici insieme soltanto a piccole quantita di ACTH processato e quindi

attivo®.



1.2 Sindrome di Cushing

Con sindrome di Cushing (CS) si intende una condizione clinica
imputabile ad un aumento della quantita di ormoni glucocorticoidi nel
circolo ematico. L’origine storica di tale patologia ¢ da riferirsi al
chirurgo americano Harvey Williams Cushing che nel 1932 la descrisse
per la prima volta'. Il quadro clinico & variabile ma annovera sintomi
dovuti all’eccesso di ormone cortisolo ¢ ai suoi effetti sui diversi
apparati; tra 1 segni piu tipici s’includono: irsutismo, ipertensione e
obesita a livello del tronco. La sindrome pu0 essere endogena,
conseguente ad ipersecrezione surrenalica di cortisolo, oppure esogena,
conseguente ad assunzione di farmaci’. La CS endogena pud essere
ACTH-dipendente o ACTH-indipendente. Nel primo gruppo sono
incluse le patologie dell’asse ipotalamo-ipofisi che causano
ipersecrezione di ACHT e la secrezione ectopica di ACTH. Il secondo
gruppo include patologie a carico del surrene che causano un eccesso di
produzione di cortisolo (iperplasia, adenomi, carcinomi). La quasi
totalita dei casi di CS endogena é dovuta alla presenza di un Pit-NET
ACTH-secernente; da non sottovalutare € pero la frequenza con cui si
sviluppano le neoplasie a livello della corticale surrenalica, le quali sono
di discreta rilevanza clinica poiché la meta dei casi risulta possedere un
comportamento maligno. Circa il 10-15% dei casi di sindrome di

Cushing € causato da una secrezione ectopica di ACTH.



La maggior parte delle neoplasie extraipofisarie in grado di produrre
ACTH, e causare quindi una sindrome da secrezione ectopica di ACTH,
sono a primitivita polmonare (piu frequentemente carcinomi a piccole
cellule), seguite dalle neoplasie pancreatiche e ovariche e dai carcinomi
midollari tiroidei®. L’insorgenza della CS pud essere improvvisa,
particolarmente nei pazienti con carcinoma polmonare a piccole cellule e
questa caratteristica spiega perché, talora, in questi pazienti non si
osservino i sintomi classici della malattia. Viceversa, nei tumori a
crescita lenta, come i tumori neuroendocrini ben differenziati, si

osservano in genere le caratteristiche tipiche della CS.



1.3Tumori neuroendocrini ipofisari (Pit-NET) ed espressione di
TPIT
| Pit-NET sono neoplasie dell’ipofisi anteriore e sono classificati al terzo
posto tra i tumori intracranici piu frequenti, secondi solamente ai gliomi
ed ai meningiomi; ¢ stata riscontrata un’incidenza maggiore nella fascia
di eta compresa tra 65 e 74 anni, con una leggera predominanza nel sesso
femminile®. Pit del 90% dei Pit-NET non presenta segni di
metastatizzazione durante la storia naturale della malattia. Le neoplasie
metastatizzanti sono denominate carcinomi ipofisari e sono molto rare,
rappresentando solo lo 0,12% di tutti i tumori dell'ipofisi. | Pit-NET sono
un gruppo eterogeneo di neoplasie che si differenziano tra loro in base a
caratteristiche morfologiche, cliniche, immunoistochimiche. Da un punto
di vista clinico, i Pit-NET possono essere suddivisi in funzionanti, cioé
accompagnati da segni e sintomi di ipersecrezione ormonale, e non
funzionanti, o silenti, caratterizzati frequentemente da segni e sintomi
legati all’accrescimento della massa tumorale, con conseguente

compressione e invasione delle strutture adiacenti.

L'attuale classificazione degli Pit-NET si basa principalmente
sull’identificazione del tipo cellulare adenoipofisario che ha dato origine
alla neoplasia. L’adenoipofisi ¢ costituita da 5 tipi di cellule
funzionalmente diversi, che producono, rispettivamente, gli ormoni GH

(ormone della crescita), PRL (prolattina), ACTH, TSH (ormone



tireotropo) ed FSH/LH  (ormone  follicolo-stimolante/ormone
luteinizzante). Tali cellule derivano da tre diverse linee differenziative,
caratterizzate dall’espressione di specifici fattori di trascrizione coinvolti
nella differenziazione delle cellule pituitarie anteriori: Pitl (per le cellule
a GH, PRL e TSH), SF1 (per le cellule a FSH/LH) e TPIT (per le cellule
ad ACTH) (Fig. 1). La disponibilita di anticorpi specificamente diretti
contro tali fattori di trascrizione utilizzabili in immunoistochimica
costituisce uno strumento affidabile che affianca I’utilizzo degli anticorpi
diretti contro gli ormoni ipofisari nell’identificazione del tipo cellulare
che costituisce la neoplasia, rappresentando la base per la corretta
classificazione dei  Pit-NET®®. | Pit-NET  ACTH-secernenti
rappresentano circa 1/6 di tutti i Pit-NET e sono costituiti da cellule con
positivita per il fattore di trascrizione pituitary-restricted transcription
factor (TPIT) per i peptidi derivati dalla scissione di POMC, tra cui
ACTH. La massima incidenza di questi tumori si registra tra i 30 e i 50
anni di eta, con prevalenza maschile in eta pediatrica, femminile in eta
adulta. Nella maggior parte dei casi i pazienti presentano alti livelli di
ACTH e cortisolo sierici e manifestano sintomi di CS; tuttavia in un 20%
degli adenomi con produzione di ACTH mancano segni e sintomi
sistemici e la neoplasia € di riscontro occasionale o la diagnosi é

conseguente a sintomi da compressione. In ogni caso tutte queste



neoplasie  mostrano  una  positivita ~ nucleare  per  TPIT

all’immunoistochimica.

Per quanto riguarda in maniera specifica TPIT, il gene di riferimento €
TBX19, che fa parte di una famiglia di geni filogeneticamente conservati
che condividono un dominio comune che lega il DNA, la T-box’. | geni
T-box codificano i fattori di trascrizione coinvolti nella regolazione dei
processi di sviluppo. Sono state riscontrate mutazioni in questo gene in
pazienti con deficit isolato di ACTH derivato da POMC pituitario: in
questi pazienti si hanno sintomi di insufficienza surrenalica come perdita
di peso, mancanza di appetito (anoressia), debolezza, nausea, vomito e
bassa pressione sanguigna. Cio suggerisce un ruolo essenziale per questo

gene nella differenziazione delle cellule di linea POMC ipofisarie.
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Figura 1: Differenziazione delle cellule pituitarie correlata ai fattori di

trascrizione ed ai relativi adenomi ipofisari [tratto da Uccella 2019]".



1.4 Carcinoidi polmonari

| carcinoidi polmonari fanno parte dello spettro delle neoplasie
neuroendocrine, che include entita che vanno da tumori indolenti
(tumorlet -TL- carcinoide tipico -TC-), passando da tumori ad
aggressivita intermedia (carcinoide atipico -AC-), sino a neoplasie
altamente aggressive (carcinoma neuroendocrino a grandi cellule -
LCNEC- e carcinoma polmonare a piccole cellule -SCLC-)®. I carcinoidi
polmonari sono stati considerati per lungo tempo come tumori "benigni*
a causa della loro crescita lenta e della prognosi eccellente, con una
sopravvivenza a 5 anni dell'85-100%. Tuttavia, oggi sono considerati
maligni poiché si riconosce che tutti i carcinoidi, tipici e atipici, sono
potenzialmente in grado di metastatizzare. Nell’ultima edizione della
classificazione WHO delle neoplasie polmonari, 1’incidenza dei
carcinoidi viene riportata essere <0,1 su 100.000 persone/anno, ovvero
<1% di tutte le neoplasie polmonari®. Di questa percentuale solo il 10-
30% sono AC. In genere interessano soggetti di sesso femminile, di razza
caucasica, con eta inferiore ai 60 anni e non sembrano essere
direttamente associati ad esposizione al fumo di sigaretta, anche se
sembrano essere comunqgue piu frequenti nei fumatori. | due terzi di
queste neoplasie insorgono nei grossi bronchi e raramente sono associate
a sindromi paraneoplastiche da produzione di peptidi. I sintomi possono

essere dati dall’occlusione della via aerea interessata, con il relativo



correlato di atelettasie, ascessi, polmoniti o bronchiectasie nel
parenchima a distanza, evidenziabili con metodiche di imaging. Un
caratteristico aspetto radiologico di questi tumori, quando insorgono a
livello centrale, & un contorno lobulato del bronco interessato, con
presenza di calcificazioni °. In un terzo dei casi tuttavia I’ interessamento
del parenchima polmonare in periferia fa si che il riscontro della
neoplasia sia casuale in corso di accertamenti per altra patologia. Una
metodica di ausilio nell’identificazione dei carcinoidi ¢ la tomografia
computerizzata/ tomografia con emissione di positroni (PET/TC) con
68Gallio-DOTATOC; I’octreoscan, grazie alla presenza sulle superficie
delle cellule di recettori per la somatostatina si rivela utile nella
valutazione della densita recettoriale ai fini di valutare la possibilita di
una terapia con analoghi della somatostatina (come 1’octreotide) e nel
follow-up, mentre appare discussa la sua utilita nell’identificazione della
neoplasia primitiva'®*!. Le vie di metastatizzazione sono le stesse di altre
neoplasie polmonari, ovvero la via linfatica e la via ematogena
(principalmente a ossa e fegato); tuttavia il potenziale metastatico a
distanza sembra essere maggiore negli AC rispetto ai TC. La stadiazione
segue 1’8" edizione della classificazione TNM AJCCY ed & basata
principalmente sulle dimensioni della neoplasia e sullo stato linfonodale.
All’esame macroscopico, le dimensioni possono essere variabili, da 0,5 a

9,5 cm. La classificazione dell’Organizzazione Mondiale della Sanita
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indica come limite inferiore 0,5 cm, misura sotto la quale la
proliferazione nodulare di cellule neuroendocrine prende il nome di TL®.
Si presentano come masse ben circoscritte, di colorito giallastro, solide,
che, nelle forme centrali, possono aggettare nel bronco e infiltrare gli
anelli tracheali. | TC e gli AC mostrano caratteristiche istologiche simili.
La presenza di 2-10 figure mitotiche per 2 mm? e/o la presenza di necrosi
sono criteri diagnostici per AC, mentre il TC presenta <2 mitosi per 2
mm?, in assenza di necrosi. L’istologia atipica e le metastasi linfonodali
sono state confermate come fattori prognostici negativi***® ed & quindi
ugualmente importante un accurato isolamento dei linfonodi. Anche
I'indice proliferativo Ki67 nei AC & emerso come un nuovo promettente

indicatore prognostico'’*®

ma é di fatto la diagnosi di AC ad impattare
sulla prognosi, con una sopravvivenza a 5 anni che scende al 60%,
contro il 90% del TC.

Per quanto riguarda le sindromi paraneoplastiche, i carcinoidi polmonari
con produzione di ACTH rappresentano la principale causa di sindrome
di Cushing (CS) ectopica. Sono descritti ad oggi meno di 190 casi di
carcinoidi polmonari associati a sindrome di Cushing; si tratta di
neoplasie con uno stadio di malattia all’esordio ed un indice proliferativo
pitl elevati rispetto alle neoplasie non funzionanti®®. L’espressione di

ACTH associata 0 meno a sindrome paraneoplastica si verifica in circa il

25% dei NET polmonari ben differenziati e non e chiaro se costituisca di
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per sé un fattore prognostico sfavorevole, in quanto le varie casistiche
riportate in letteratura riportano differenti conclusioni®®*®. Di fatto non
sembrano esser neoplasie aggressive e presentano buone possibilita di

cure, con sopravvivenze superiori al 90% a 5 anni'®.

1.5 Tumori neuroendocrini pancreatici

Con il termine di neoplasie neuroendocrine pancreatiche si intendono
neoplasie che originano a livello del pancreas, con significativa
differenziazione neuroendocrina, con espressione di sinaptofisina e, in
genere, cromogranina A°. Lo spettro include sia neoplasie ben
differenziate, dette tumori neuroendocrini pancreatici (Pan-NETS) sia
neoplasie scarsamente differenziate, dette carcinomi neuroendocrini
pancreatici (Pan-NECs). In generale queste neoplasie rappresentano il 2-
5% delle neoplasie neuroendocrine pancreatiche”. Nella classificazione
attuale dei tumori degli organi endocrini® sono stati introdotti importanti
cambiamenti. La precedente classificazione riportata nella classificazione
dei tumori dell’apparato digerente dell’anno 2010 definiva carcinomi
neuroendocrini tutti i tumori con un indice proliferativo, valutato con
Ki67, >20%. Tuttavia, la sua applicazione ha messo in luce ’esistenza di
una categoria di neoplasie con le caratteristiche morfologiche dei Pan-
NETs ma con un indice proliferativo>20%. La prognosi di queste

neoplasie risultava peggiore di quella dei NET G2, ma migliore di quella
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dei Pan-NECs. Inoltre, questo gruppo di neoplasie presentava un profilo
genetico diverso rispetto ai Pan-NECs e si presentavano spesso associate
a sindromi ormonali (caratteristica questa frequente nei Pan-NET). Nella
nuova classificazione WHO dei tumori degli organi endocrini é stata cosi
introdotta la categoria dei Pan-NETs G3, ovvero neoplasie
morfologicamente ben differenziate, con un indice proliferativo >20%.
Questa categoria sembra rispecchiare il gruppo di neoplasie che in
diversi studi era stato identificato come un gruppo di Pan-NECs con
Ki67 compreso tra 20 e 55%, con decorso clinico significativamente piu
prolungato, ma con una risposta meno drammatica alla chemioterapia a
base di platino. La categoria dei Pan-NETs comprende quindi neoplasie
neuroendocrine pancreatiche morfologicamente ben differenziate,
distinte in basso, intermedio e alto grado sulla base dell’indice di
proliferazione, composte da cellule con minime-moderate atipie, pattern
di crescita organoide e assenza di necrosi ed espressione di markers di
differenziazione neuroendocrina e ormoni. | tumori non funzionanti,
ovvero con espressione di ormoni senza nessuna manifestazione clinica
di sindrome paraneoplastica, rappresentano il 70-80% di questa
categoria. Se la neoplasia si associa ad una sindrome da produzione
ormonale viene ulteriormente sottoclassificata in  insulinoma,
glucagonoma, somatostatinoma, gastrinoma, VIPOMA, tumore a

produzione di serotonina, etc. Macroscopicamente si tratta di neoplasie
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del diametro compreso tra i 2 e i 5¢cm, localizzate pit frequentemente
nella testa del pancreas, circoscritte, di colorito da rosso a giallastro. La
crescita porta inizialmente ad un’estensione alle strutture adiacenti,
anche se non sono infrequenti metastasi, soprattutto a linfonodi

locoregionali ed al fegato.

Per quanto riguarda i Pan-NETs associati a sindrome da produzione di
ACTH, si tratta di neoplasie piuttosto rare, con solo 139 casi riportati in
letteratura dal 1946°. Da una recente revisione della letteratura si evince
come I’eta media alla diagnosi sia di 42 anni e che tendano ad interessare
maggiormente il sesso femminile. Sono neoplasie di diametro medio di
4,8 cm, che non mostrano predilezione per una specifica regione
pancreatica. Istologicamente sono per lo piu Pan-NETs G2 e metastasi
precoci sono riportate a fegato e linfonodi®. Si tratta di neoplasie
aggressive, la cui prognosi e talvolta ulteriormente aggravata dalla
coesistenza di altre sindromi ormonali (Zollinger Ellison nel 34,5% dei

casi e sindrome da insulinoma nel 5%).
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2 SCOPO DELLO STUDIO

Nella nuova edizione WHO 2017 delle neoplasie degli organi endocrini,
I Pit-NET sono stati classificati in diverse varianti istologiche basandosi
sull’espressione immunoistochimica degli ormoni ipofisari, ai quali si &
aggiunta la ricerca di fattori di trascrizione comprendenti TPIT, PIT1 e
SF1. | Pit-NET ACTH-secernenti sono caratterizzati dall’espressione di
ACTH e del fattore di trascrizione TPIT, specifico marcatore di linea
corticotropa nell’ipofisi. Considerando che la produzione di ACTH
avviene anche in neoplasie extrasurrenaliche, ma nulla é noto riguardo la
presenza di espressione del fattore di trascrizione TPIT, si & deciso di
condurre uno studio retrospettivo con lo scopo di valutare se anche in
NET extraipofisari, in particolare polmonari e pancreatici, fosse presente

I’espressione di tale fattore.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 Casistica

Oggetto dello studio sono stati i casi di neoplasia neuroendocrina
polmonare e pancreatica ben differenziata diagnosticati presso
I’Ospedale di Circolo Macchi di Varese e riportati negli articoli “ACTH-
producing tumorlets and carcinoids of the lung: clinico-pathologic study

5919

of 63 cases and review of the literature”™ e “ACTH-secreting pancreatic

neoplasms associated with Cushing syndrome: clinicopathologic study of

11 cases and review of the literature” °.

Il materiale rappresentativo delle lesioni € stato processato
routinariamente con fissazione e inclusione in paraffina dopo
disidratazione in scala alcolica a concentrazione crescente e
chiarificazione in Clearene. Dopo queste fasi le sezioni ottenute in
campionamento si ritrovano incluse in blocchetti di paraffina; possono
cosi essere tagliate al microtomo al fine di ottenere dei vetrini per
I’osservazione microscopica. Da ogni blocchetto vengono ottenute
sezioni dallo spessore di 3 pum che sono colorate con colorazione
routinaria in ematossilina eosina per la valutazione morfologica. Dopo
I’esame del patologo ¢ stata formulata la diagnosi con 1’eventuale ausilio
di approfondimenti con tecniche ancillari di immunoistochimica o di

biologia molecolare.
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Per quanto concerne i casi di carcinoide polmonare, sono stati identificati
1 casi giunti all’attenzione dell’Istituto di Anatomia Patologica di Varese
negli anni tra il 1995 e il 2011. Come riportato nello studio sopra citato,
casi non resecati con intento curativo sono stati esclusi. Sono stati
raccolti i seguenti dati clinico-patologici: eta, genere, sintomi alla
diagnosi, presenza o assenza di CS, tipo di chirurgia polmonare e di
linfoadenectomia, sede e dimensione del tumore, tipo istologico (TL, TC,
AC), stadio TNM (classificazione AJCC/UICC, 8% ed.)'? e mortalita
postoperatoria. | dati di follow-up tra cui la recidiva neoplastica e la
sopravvivenza dei pazienti sono stati ottenuti tramite consultazione di
cartelle cliniche ospedaliere, da informazioni fornite dai medici generici
0 da specialisti di riferimento e dal Registro Tumori locale (se
disponibile). | pazienti sono stati seguiti per almeno 36 mesi dopo
I'intervento. Relativamente ai casi di Pan-NET, sono stati identificati i
casi giunti all’attenzione dell’Istituto di Anatomia Patologica di Varese
negli anni tra il 1979 e il 2014 e chirurgicamente resecati. Le
informazioni clinico-patologiche raccolte includevano eta, sesso, tipo di
chirurgia, sede tumorale e dimensione della neoplasia, presenza di
metastasi linfonodali o a distanza, stadio ENETS? e dati di follow-up.
Inoltre sono stati selezionati 6 casi di Pit-NET ACTH secernenti, giunti
all’attenzione dell’istituto di Anatomia Patologica di Varese come

controllo positivo dell’espressione del fattore di trascrizione TPIT.
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(Studio condotto secondo gli standard clinici della Dichiarazione di

Helsinki ed approvato dal Comitato Etico dell’ASST dei Sette Laghi (n°

0008465))

3.2 Immunoistochimica

Per lo studio dell’espressione di TPIT ci siamo avvalsi di metodiche

immunoistochimiche condotte su ulteriori sezioni paraffinate dello

spessore di 3 um e raccolte su vetrini incollati con Poly-L-lysine solution

(Sigma).

Tabella 1: caratteristiche dell’anticorpo utilizzato

Clone: policlonale

Prodotto in coniglio

Antigene riconosciuto:
fattore di trascrizione
TBX19, nucleare

Tempo di azione: over
night

Ditta: Sigma Aldrich

Conservare a -20°C.

La metodica é di seguito brevemente riportata:

1) Sparaffinatura e reidratazione

Le sezioni sono sottoposte ad un processo di sparaffinatura e

reidratazione. La metodica da seguire consiste in due passaggi:

e Si pongono le sezioni in stufa a 62°C per 40 minuti; passaggio

fondamentale per la buona riuscita dell’analisi, consiste nel

posizionare i vetrini da analizzare piu il vetrino di controllo della
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reazione (in questo caso un campione di ipofisi), all’interno della
stufa, in modo da permettere lo scioglimento della paraffina.
o Si effettua la sparaffinatura e la reidratazione tramite una scala

alcolica discendente, secondo il seguente schema:

REATTIVO TEMPO
Bioclear 10°
Bioclear 10°
Alcool 100% 5
Alcool 95% 5
Alcool 80% 5

H,O 5’

2) Inibizione degli enzimi endogeni

A questo punto si procede con I’inibizione degli enzimi endogeni. In
particolare, il sistema di rivelazione utilizza 1’enzima perossidasi e di
conseguenza € necessario, per evitare la comparsa di aspecificita,

neutralizzare tutte le perossidasi endogene eventualmente presenti nel

19



tessuto. Le perossidasi endogene vengono inibite tramite i seguenti

passaggi:

e Si prepara una soluzione di H,O, al 3%: 1 parte di H,O, al 30% +
9 parti di H,O distillata;

e La soluzione di H,O, si pone sui vetrini asciutti e delimitati con
penna idrofoba, e posizionati in camera umida per 20’ a
temperatura ambiente;

e Trascorsi 120’ si prosegue con 1 lavaggi in tampone TBS + Triton

pH 7.4 5°x 3.

3) Trattamento di recupero antigenico

La fissazione dei campioni in formalina e paraffina pud mascherare gli
antigeni tissutali e puo impedire la loro localizzazione da parte
dell’anticorpo primario sia a causa dell’alterazione delle strutture
molecolari, che dell’instaurarsi di legami crociati tra le proteine. Esistono
differenti metodi per superare queste limitazioni e smascherare gli
antigeni: uno di questi prevede 1’utilizzo di enzimi, come la subtilisina,
in grado di catalizzare il taglio proteico; solitamente il trattamento
predefinito consiste nell’esporre le sezioni, immerse in soluzioni

tampone diverse a seconda della metodica, ad alte temperature per tempi
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definiti tramite 1’utilizzo di un forno a microonde. Il trattamento in forno

a microonde prevede diverse fasi:

¢ Si riempie una vaschetta porta vetrini (da 8 posti) con il tampone
adeguato;

e Si controlla ed eventualmente si aggiusta il pH della soluzione
tampone;

e | vetrini vengono posti nella vaschetta e gli eventuali spazi vuoti
vengono riempiti con vetrini bianchi;

e Si dispone la vaschetta sul piatto rotante;

e Si tratta con tempi e modalita specifiche per i vari anticorpi, come

riportato nella tabella 2 degli anticorpi

Tabella 2: trattamento di smascheramento termico per i diversi antigeni e

caratteristiche anticorpali

ANTICORPO | TAMPONE | TEMPO | DILUIZIONE | AMPLIFICAZIONE
TPIT Citrato pH | 5'x4 1:200 MACH 4

6
ACTH Trattamento | 5°x2 1:50 ABC

con

subtilisina

e Se il livello della soluzione tampone si abbassa, & necessario

aggiungerla alla vaschetta per non far seccare i vetrini;
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e Si lasciano raffreddare i vetrini nella soluzione, ponendo le
vaschette in acqua fredda per almeno 20 minuti;

e Vengono lavati 1 vetrini in TBS + Triton pH 7.4 5°x 3.
4) Incubazione con anticorpo primario

Successivamente si prosegue con I’incubazione delle sezioni con
I’anticorpo primario alla diluizione indicata nella tabella numero 2
riguardante il trattamento di smascheramento antigenico e caratteristiche
anticorpali. Il tampone di diluizione prevede: 200 mL di TBS pH 7.4, 2
gr (1%) di Albumina Sierica Bovina (BSA), 0,2 gr (0,1%) Sodio Azide
(NaNs3) e siero normale di cavallo (per anticorpi primari in topo) o siero
normale di capra (per anticorpi primari in coniglio). E un passaggio che
permette 1’instaurarsi del legame antigene — anticorpo primario secondo i

seguenti passaggi:

e | vetrini vengono asciugati e le sezioni delimitate con penna
idrofoba (marginatura);

e Si pone I’anticorpo primario sulla sezione all’interno dell’area
delimitata;

e Si lascia in incubazione in camera umida per tutta la notte in
frigorifero;

e Dopo I’incubazione ¢ possibile proseguire con i lavaggi in TBS +

Triton pH 7.4 5° x 3.
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5) Incubazione con anticorpo secondario (amplificazione)

Il giorno successivo si prosegue con la marginatura e 1’incubazione delle
sezioni con il sistema di amplificazione appropriato. Esistono diversi
metodi che si possono utilizzare ma, i due usati per questo progetto sono

stati il complesso avidina-biotina perossidasi e il KIT MACH4.

1. Metodo avidina-biotina perossidasi (ABC) ¢ stato utilizzato per

I’anticorpo anti ACTH. Consiste nei seguenti passaggi:

- Le sezioni vengono marginate ed incubate in camera umida con
I’anticorpo secondario adeguato, diluito 1/200 in TBS pH 7.4
addizionato di siero normale umano al 20% per un’ora a temperatura

ambiente;

- Si prepara il complesso avidina-biotina perossidasi diluito 1/200 in

TBS pH 7.4 e si lascia riposare un’ora a temperatura ambiente;
- Si prosegue con 1 lavaggi in TBS + Triton pH 7.4 5° x 3;

- Si marginano e si incubano le sezioni in camera umida con il complesso

precedentemente preparato, per un’ora a temperatura ambiente.

2. KIT MACH 4 ¢ stato utilizzato per gli anticorpi anti TPIT. E un
sistema polimerico di amplificazione e rivelazione con
perossidasi, libero da biotine, per anticorpi primari prodotti in

coniglio o topo (Biocare Medical).
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Per anticorpi prodotti in topo sono previsti due passaggi mentre, per
anticorpi prodotti in coniglio, come TPIT, & previsto un unico passaggio

(Tabella 3)

Tabella 3: trattamenti anticorpo secondario con kit MACH4

PASSAGGI ANTICORPI PRODOTTI | ANTICORPI

IN TOPO PRODOTTI IN
CONIGLIO

1° MACH 4 MOUSE PROBE -
15°

2° LAVAGGIO IN -
TBS+TRITON PH 7,4
5°X3

3° MACH 4 HRP POLYMER | MACH 4 HRP
30° POLYMER 30’

Dopo 1’utilizzo di entrambi 1 metodi 1 vetrini vengono lavati in TBS

senza Triton pH 7.4 5° x 3.

6) Sviluppo della reazione

Lo sviluppo della reazione viene eseguito con una soluzione di 3-3’-
diaminobenzidina (DAB) allo 0,030% in TBS pH 7.4, filtrato ed
addizionato di 0,1% di H,O, al 30%. Per preparare questa soluzione si

seguono questi passaggi:

e 30 mL di TBS pH 7.4 filtrato;
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e 1 pastiglia DAB;

e 1 goccia H,0; al 30%

E possibile variare le quantita di TBS, DAB e H,0, a seconda del

numero di vetrini da analizzare.

7) Controllo della reazione

La 3-3’-diaminobenzidina produce un’intensa colorazione marrone che
viene valutata al microscopio ottico. La reazione si arresta immergendo i
vetrini in acqua distillata. Tenendo conto del fatto che la DAB e irritante
ed e un sospetto cancerogeno € necessario utilizzare il reagente con le
procedure corrette (utilizzare guanti ed eventuale mascherina, se in
polvere), inattivarla con agenti fortemente ossidanti come I’ipoclorito di
sodio (candeggina) al termine dell’uso e smaltirla secondo le indicazioni

riportate nella scheda di sicurezza del prodotto.

8) Controcolorazione nucleare con Ematossilina

Per facilitare la lettura del vetrino ed identificare meglio le cellule
esprimenti la proteina indagata si procede con la controcolorazione
nucleare con Ematossilina. La controcolorazione viene eseguita ponendo

i vetrini in un cestello e procedendo come segue:
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Tabella 4: procedura controcolorazione nucleare

REATTIVO TEMPO

Ematossilina di Harris (Bio-Optica) | 1”

Acqua corrente 10°

9) Disidratazione e montaggio

Passati i 10 minuti in acqua corrente, € possibile proseguire con la
disidratazione e il montaggio dei vetrini. Per quanto riguarda la

disidratazione vengono operati i seguenti passaggi:

REATTIVO TEMPO

Alcool 95% 5°

Alcool 100% 5°

Alcool 100% 5°

Bioclear 5’

Bioclear 5’

Trascorsi i cinque minuti in Bioclear, si possono montare i vetrini con
coprioggetto e PER-TEK (Kaltek srl) che permettono di visionare bene il

preparato al microscopio e conservarlo per molti anni.
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3.3 Isolamento dell'RNA

Figura 2: Maxwell® RNA 16 Cell LEV FFPE

L’analisi biomolecolare per 1'espressione del trascritto di TPIT mediante
RT-PCR quantitativa € stata eseguita su casi di carcinoidi polmonari
positivi per TPIT con materiale rimanente sufficiente per I'estrazione di
RNA e su 7 casi di carcinoidi pancreatici. Sono stati utilizzati per
confronto, 14 casi di carcinoidi polmonari negativi per TPIT, e 6 casi di

adenomi ipofisari ACTH secernenti.

Tre Sezioni dello spessore di otto um sono state tagliate in condizioni
prive di RNAsi da blocchi di tessuto fissati in formalina e inclusi in

paraffina, mentre le aree tumorali rappresentative sono state identificate
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su vetrini colorati con ematossilina-eosina. L'isolamento dell'RNA é
stato eseguito mediante kit di estrazione di RNA disponibile in
commercio e progettato per materiale incluso in paraffina, secondo le
istruzioni del produttore (Maxwell® RNA 16 LEV FFPE kit). 1l kit
Maxwell® 16 LEV RNA FFPE in combinazione con lo strumento
Maxwell® 16 fornisce una purificazione automatica ed efficiente
del'RNA da campioni di tessuto formalizzati. Lo strumento e i metodi
forniti sono progettati per I'uso con cartucce reagenti predispensate e i
reagenti aggiuntivi forniti nel kit, massimizzando cosi semplicita e
convenienza. L’RNA purificato puo essere utilizzato direttamente in una
varieta di applicazioni a valle come RT-PCR. Il kit Maxwell® 16 LEV
RNA FFPE purifica I'acido nucleico usando particelle magnetiche, che
forniscono una fase solida mobile per ottimizzare la cattura, il lavaggio e
la purificazione del campione di RNA. Questo sistema consente un
legame efficace dellRNA con le particelle magnetiche nel primo
pozzetto di una cartuccia pre-riempita e sposta il campione attraverso i

pozzetti successivi della cartuccia, mescolando durante I'elaborazione.

28



0§

Figura 3: Maxwell® 16 LEV RNA FFPE Purification Kit

Tabella 5 : Composizione kit di estrazione Maxwell®

25 ml di olio minerale

20 ml di Buffer di lisi

2 x 1 ml di proteinasi
K

100 pl di colorante blu

2 x 1 ml di MnCl2,
0,09 M

1 ml di DNasi

3 flaconcini di DNase |
(liofilizzato)

48 cartucce Maxwell®
FFPE

50 Pistoncini LEV

50 provette di

eluizione (0,5 ml)

25 ml di acqua priva
di nucleasi

PROCESSAZIONE

e Effettuare un processo di sparaffinatura e un passaggio in etanolo

assoluto.

PROCESSO

Stufa a 70°

TEMPO

30°
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Bioclear 10°
Bioclear 10’

Etanolo assoluto 5’

Collocare il tessuto tumorale in una provetta da microcentrifuga
da 1,5 ml dopo averlo prelevato dalle sezioni bianche utilizzando

una lama di bisturi pulita.

Aggiungere 300 pl di olio minerale in ciascuna provetta

contenente il campione e miscelare efficacemente la soluzione.

Riscaldare i campioni a 80 °C per 2 minuti e successivamente
lasciare a riposo a temperatura ambiente per 15’ 1 campioni,
mentre viene preparata la miscela principale. Preparare un mix
(master mix) di Lysis Buffer, Proteinase K e Blue Dye (colorante)
calcolando il volume finale in base ai campioni presenti;

Utilizzare la master mix entro 1 ora.

Aggiungere 250 pl di master mix a ciascuna provetta e agitare su

vortex per 5 secondi.
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Centrifugare le provette a 10.000 x g per 20 secondi per separare

gli strati.

Trasferire le provette del campione in una piastra termostatica alla

temperatura di 56 ° C e incubare per 15 minuti.

Trasferire direttamente le provette del campione in un’altra piastra

termica alla temperatura di 80 ° C e incubare per 1 ora.

Rimuovere le provette dal blocco termico e lasciare raffreddare i

campioni a temperatura ambiente per 15 minuti.

Preparare un cocktail DNase contenente MnCl2, DNase Buffer e
DNase | ricostituito (ricostituire aggiungendo 275 microlitri di

H20 al campione liofilizzato).

Aggiungere 50 pl di cocktail DNasi alla fase acquosa (apparira di
colore blu a causa del colorante Blue dye) in ciascuna provetta e

miscelare.

Lasciare a riposare le provette per 15 minuti a temperatura

ambiente (15-30 ° C).

31



Centrifugare le provette a 1200 RPM in una microcentrifuga per 2

minuti.

Trasferire immediatamente la fase blu acquosa nel pozzetto n. 1 di
una cartuccia Maxwell® FFPE. Per mantenere un ambiente privo
di RNase durante la lavorazione, bisogna cambiare i guanti prima
di maneggiare cartucce FFPE Maxwell®, pistoncini LEV e tubi di
eluizione. Le cartucce vengono installate sul rack per cartucce
LEV Maxwell® all'esterno dello strumento e il rack per cartucce
contenente le cartucce e i campioni viene quindi trasferito nello

strumento per la purificazione.

Verificare che i campioni siano stati aggiunti al pozzetto n. 1 delle
cartucce (nei pozzetti successivi ci sono le particelle magnetiche e
una serie di soluzioni di lavaggio), che le cartucce nel rack siano
caricate sullo strumento e che siano presenti le provette di
eluizione contenenti 50 pl di acqua priva di Nuclease. Avviare lo
strumento, il quale effettuera la purificazione dei campioni di

RNA.
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e Se gli eluati del campione non vengono elaborati
immediatamente, I'RNA eluito deve essere conservato a -20 ° C o

a-70°C.

¢ Infine bisogna determinare che la resa e la purezza del campione

di RNA purificato soddisfino i requisiti di input per il test finale.

Figura 4 : cartuccia Maxwell® FFPE
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3.4 Retrotrascrizione dell’RNA in cDNA (RT-PCR)

Prima dell’analisi del trascritto si effettua una retrotrascrizione con la
tecnica detta reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR):
questo passaggio permette di trasferire 1’informazione contenuta
nel’RNA a singolo filamento in un DNA a doppio filamento, detto
cDNA, per mezzo della trascrittasi inversa. La quantita di cDNA
prodotto & direttamente proporzionale alla quantita di RNA che si é
riuscito ad estrarre, quindi le fasi precedenti, inerenti alla selezione del

materiale e all’estrazione sono cruciali per la riuscita dell’analisi.

PASSAGGI

Retrotrascrizione

L'RNA totale viene incubato con:

e trascrittasi inversa o retro-trascrittasi,

e deossiribonucleotidi trifosfato (dNTPs) (utilizzati per creare il

nuovo filamento di DNA),

e una soluzione tampone,

e ioni bivalenti Mg,., che fungono da cofattori per la trascrittasi,

e sequenze primer (esameri random ovvero oligonucleotidi di sei

basi che fungono da inneschi per la reazione).
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La reazione viene effettuata in un passaggio di due ore e mezza
all’interno di un termociclatore. I campioni di ¢cDNA cosi ottenuti

vengono successivamente conservati in congelatore a -20° C.
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4. RISULTATI

4.1 Dati clinico-patologici

Come gia riportato nei materiali e metodi, le caratteristiche del campione
di carcinoidi polmonari e pancreatici sono stati recentemente oggetto di
pubblicazione all’interno di una casistica pit ampia comprendente Casi

provenienti da diversi ospedali italiani*®>.

Per quanto concerne i casi provenienti dall’ospedale di Varese, oggetto
di questa tesi, i principali dati clinico-patologici relativi ai carcinoidi
polmonari sono riassunti nella tabella 6. In totale sono stati studiati 18
casi, suddivisi in 9 TC e 5 AC e 4 casi di Tumorlets. Si pu0 osservare
che I’eta media dei soggetti ¢ circa 61 anni con una maggior prevalenza
del sesso femminile (14 donne vs 4 uomini). Il diametro medio di questi
noduli asportati chirurgicamente € circa 2 cm. In base ai dati raccolti solo
il 28% dei pazienti, al momento della diagnosi, presentava
sintomatologia; inoltre e stata segnalata la presenza di un solo caso
avente Sindrome di Cushing. | pazienti dai quali sono stati prelevati i
campioni polmonari in esame hanno subito differenti interventi
chirurgici: in 6 pazienti é stata eseguita una segmentectomia, in 10 una
lobectomia, in un paziente una pneumonectomia; un caso é stato inviato
in consulenza al nostro istituto e non e disponibile il dato. Anche
I’intervento di linfoadenectomia ¢ risultato differente da paziente a

paziente e per quanto concerne questi casi si pu0o osservare che in 7
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campioni non ¢ stata effettuata, in 5 casi I’intervento praticato ¢ stato un
sampling linfonodale, in 3 é stata effettuata una linfoadenectomia
completa; in 2 pazienti il tipo di prelievo non é definibile con precisione.
La stadiazione TNM ha evidenziato che le neoplasie risultavano tutte in
stadi I e 1. Per quanto riguarda il follow up, tre pazienti sono deceduti, di
cui due per altra causa; il paziente P = & deceduto dopo un follow up di

circa 11 anni.
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Tabella 6 :

principali dati clinico-patologici relativi ai

polmonari - parte |

carcinoidi

Caso | Eta | Genere | Sindrome | Lobo e | Istologia Diametro
di sede (cm)
Cushing

POl |60 |F No Lingula, AC 1,50
centrale

PO2 |49 |F No LIS, AC 5,00
centrale

PO3 |71 |F No LIS, AC 3,00
centrale

PO4 |81 |M No LIS, Tumorlet, nd
periferico | multifocale

PO5 |63 |F Si LM, TC, 1,20
periferico | multifocale

PO6 |68 |F No LID, AC 2,70
centrale

PO7 |66 |F No LIS, TC 3,00
centrale

PO8 |49 |F No LIS, TC 2,00
centrale

PO9 |66 |F No LSD, Tumorlet 2,80
periferico

PO10 |66 |F No LM, TC 1,00
periferico

PO11 |72 | M No Periferico | TC nd

PO12 |46 | M No LSS Tumorlet, 0,40
apico- multifocale
dorsale

PO13 |51 |F No LID, TC 1,20
periferico

PO14 |74 | F No LM, TC 2,00
centrale

PO15 |70 |F No LID TC 2,00

PO16 |44 | M No SX, Tumorlet, nd
periferico | multifocale

PO17 |41 | F No LM, AC 3,00
periferico

PO18 | 66 | F No LM, TC 1,80
periferico
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Legenda: nd= non disponibile; LIS= lobo inferiore sinistro; LM= lobo

mediano; LID= lobo inferiore destro; LSD= lobo superiore destro; LSS=

lobo superiore sinistro

Tabella 7: principali dati clinico-patologici relativi ai carcinoidi

polmonari - parte 11

Caso | T N M Stadio Follow up; mesi
PO1 |1b 0 0 1A2 A ;45
PO2 | 2b 0 0 IHA A ;55
PO3 |1c 0 0 IA3 A ;97
PO4 | nd 0 0 nd A ;44
PO5 |1b X 0 1A2 A ;50
PO6 |1c 0 0 IA3 A 38
PO7 | 1c 0 0 IA3 nd

PO8 |1b 0 0 1A2 D ; 252
PO9 |nd X 0 nd DOC*; 33
PO10 | 1a 0 0 1Al A ; 258
PO11 | nd Nd Nd nd A 168
PO12 | 1a 0 0 1Al A ;102
PO13 | 1b 0 0 1A2 A ;148
PO14 | 1b 0 0 1A2 A ;96
PO15 | 1b X 0 nd A;12
PO16 | nd X 0 nd A ;430
PO17 | 1c X 0 IA3 DOC*; 54
PO18 | 1b X 0 1A2 A nd

Legenda: A= Vivo ; D= Morto; nd= non disponibile; DOC= morto per

altra causa; "= decesso per ADK polmonare; *= decesso per carcinoma

uterino.
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Per quanto concerne i dati clinico-patologici relativi ai carcinoidi
pancreatici, questi sono riassunti nella tabella 8. Sono stati studiati 8 casi;
si puo osservare, dalle informazioni che possediamo, che I’eta media dei
soggetti colpiti e circa 32 anni ed il sesso piu colpito € quello femminile
(5 donne e 2 uomini). Il diametro medio di questi noduli € di circa 4,3
cm; la revisione dei casi ha evidenziato che il caso PAN4 é un carcinoma
acinare del pancreas, come gia riportato nell’articolo di riferimento®. |
restanti casi sono risultati essere in massima parte PanNet discretamente
differenziati; la lesione pud localizzarsi in qualsiasi porzione del
pancreas. L’intervento chirurgico per rimuovere la neoplasia ¢ stato

effettuato in 7 casi e lo stadio risultava avanzato in tutti i casi in esame.

Tabella 8 : dati clinico-patologici relativi ai carcinoidi pancreatici- parte |

Caso Eta | Genere | Sindome di | Sede Istologia
Cushing

PAN 1 Nd | Nd Si Nk PanNET G2
PAN 2 36 |F Si Testa PanNET G2
PAN 3 63 |F Si Coda PanNET G2
PAN 4 2 M Si Corpo-coda | Acinare
PAN 5 45 | F Si Testa PanNET G2
PAN 6 34 |F Si+ZES Coda PanNET G2
PAN 7 15 | M SI+ZES Coda PanNET G2
PAN 8 26 | F Si Corpo-coda | PanNET G1

Legenda: nd= non disponibile; ZES= Sindrome di Zollinger-Ellison
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Tabella 9: dati clinico-patologici relativi ai carcinoidi pancreatici- parte

Caso Diametro | Metastasi Stadio | Follow up;
(cm) mesi

PAN1 |Nd No Nd Nd

PAN2 |45 Fegato ed ovaio 1\ DOD ; 96
PAN3 |5 Linfonodi 1B DP

PAN4 |9 Colon, pelvi, fegato | IV DOD ; 79
PAN5 |38 Linfonodi 1B DOD ; 67
PANG6 |25 Fegato 1\ DOD ; 43
PAN7 |4 Fegato 1\ AWD ; 3
PAN8 |15 Linfonodi 1B AFD ; 84

Legenda: AFD= vivo senza malattia, AWD= vivo con malattia, DOD=

morto causa malattia sporadica, DP= morte perioperatoria, Nd= non

disponibile.
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4.2 Immunoistochimica

Come controllo per 1’analisi sono stati utilizzati campioni di adenomi
ipofisari ACTH secernente, come gia riportato nella sezione materiali e
metodi (Fig. 5). I campioni presentavano positivita per I’anticorpo anti
ACTH; tale reazione va ritenuta positiva quando il risultato finale ¢
costituito da una colorazione marrone del citoplasma di intensita da
moderata a intensa (Fig. 6). In tali campioni la percentuale di cellule
positive per ACTH é in genere piuttosto elevata. Sugli stessi campioni,
una volta verificata la positivita per ACTH, é stata eseguita la reazione
immunoistochimica con anticorpi anti-TPIT (Fig. 7). In questo caso,
trattandosi di un fattore di trascrizione, la positivita (ovvero la
colorazione marrone) € risultata presente a livello nucleare, anche in
questo caso con un’intensitd da moderata a intensa. La percentuale di
cellule positive era variabile, ma piuttosto sovrapponibile a quella
riscontrata con reazione immunoistochimica per ACTH, tranne in due
casi in cui a fronte di una netta positivita per ACTH si e riscontrata la

negativita della reazione per TPIT.
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Fig. 5 : Campione di adenoma ipofisario; ingrandimento 40x,

colorazione Ematossilina-Eosina.

Fig. 6 : Campione di adenoma ipofisario positivo ad ACTH,;

ingrandimento 20x, colorazione immunoistochimica per ACTH.
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Fig 7: Campione di adenoma ipofisario positivo a TPIT; ingrandimento

40x, colorazione immunoistochimica per TPIT.

Tabella 10: confronto tra espressione di ACTH e TPIT nei campioni di

adenoma ipofisario

Caso Positivita | Percentuale | Intensita | Percentuale Intensita
TPIT TPIT TPIT ACTH ACTH
HYP1 | Si 35% ++/+++ | 40% +++
HYP2 | Si 1% ++ 3% +++
HYP 3 | Si 50% +++ 50% +
HYP 4 | No 70% ++
HYP5 | No 70% +
HYP6 | Si 40% +++ 50% ++

Legenda: += debole; ++= moderata; +++= intensa
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I dati relativi all’analisi immunoistochimica sui casi di carcinoidi

polmonari e pancreatici sono riportati nelle tabelle 10 e 11 e nelle figure

8-15.
Tabella 10: confronto tra espressione di ACTH e TPIT nei carcinoidi
polmonari
Caso | Positivita | Percentuale | Intensita | Percentuale | Intensita
TPIT TPIT TPIT ACTH ACTH
PO1 |Si 1% + 40% +++
PO2 | No 15% ++
PO3 | No 5% +++
PO4 | No 4% +++
PO5 |Si 1% ++ 4% +++
PO6 | No 3% +++
PO7 |Si 2% ++ 3% +++
PO8 | No 2% +
PO9 | No 2% +++
PO 10 | Si 15% ++/+++ | 2% +++
PO 11 | No 2% +++
PO 12 | No 2% +++
PO 13 | No 1% +++
PO 14 | Si 5% ++ 1% +++
PO 15 | No 1% +++
PO 16 | No 1% +++
PO 17 | No 1% +++
PO 18 | Si 3% +++ 1% +++

Legenda: Legenda: += debole; ++= moderata; +++= intensa
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Tabella 11: confronto tra espressione di ACTH e TPIT nei carcinoidi
pancreatici

Caso | Positivita TPIT Percentuale TPIT | Percentuale ACTH
PAN1 | No 10%

PAN 2 | No 60%

PAN 3 | No 15%

PAN 4 | Materiale esaurito | - -

PAN5 | No 10%

PAN 6 | No 30%

PAN 7 | No 10%

PAN 8 | No 40%

Dai dati emerge come solo 6 dei casi di carcinoidi polmonari positivi per
ACTH  presentassero una positivita per TPIT  all’analisi
immunoistochimica; tale positivita non concordava come percentuale ed
intensita con quella per ACTH, ma sembrava indipendente a livello
percentuale. Seguono immagini fotografiche dei casi polmonari ACTH+

e TPIT+ in studio:
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Fig. 8: Campione di carcinoide polmonare ACTH secernente;

ingrandimento 20x, colorazione Ematossilina-Eosina.

Fig. 9: Campione di carcinoide polmonare positivo ad ACTH;

ingrandimento 40x, colorazione immunoistochimica per ACTH.
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Fig.10: Campione di carcinoide polmonare positivo a TPIT;

ingrandimento 40x, colorazione immunoistochimica per TPIT.

Di seguito una serie di immagini scattate al microscopio ottico, atte ad
illustrare 1 risultati negativi relativi all’analisi immunoistochimica
eseguita su carcinoidi polmonari. Essendo il risultato appunto negativo,
I’unica positivita presente ¢ quella relativa all’ACTH ; anche in questo

caso si puo notare la positivita a livello citoplasmatico.
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Fig. 11. Campione di carcinoide polmonare ACTH secernente;

ingrandimento 20x, colorazione Ematossilina-Eosina.

Fig. 12: Campione di carcinoide polmonare positivo ad ACTH;

ingrandimento 20x, colorazione immunoistochimica per ACTH.
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Fig. 13: Campione di carcinoide polmonare negativo a TPIT,;

ingrandimento 40x, colorazione immunoistochimica per TPIT.

Di seguito una serie di immagini scattate al microscopio ottico atte ad
illustrare 1 risultati relativi all’analisi immunoistochimica eseguita su
carcinoidi pancreatici. Nessuno dei casi di carcinoide pancreatico

presentava positivita per TPIT.
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Fig. 14: Campione di carcinoide pancreatico ACTH secernente;

ingrandimento 40x, colorazione Ematossilina-Eosina.

Fig 15: Campione di carcinoide pancreatico negativo a TPIT,;

ingrandimento 40x, colorazione immunoistochimica per TPIT.
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4.3 Analisi di biologia molecolare

Per ogni caso, dopo I’estrazione del DNA, ¢ stata eseguita un’analisi di
competenza, per valutare ’adeguatezza del materiale in termini di
quantita e di lunghezza dei frammenti. In 8 casi (4 carcinoidi polmonari,
3 adenomi ipofisari e 1 NET pancreatico) | ‘RNA estratto non era
sufficiente per la successiva analisi in RT-PCR (materiale esaurito),
mentre in 6 casi (tutti NET pancreatici, la qualita dell’RNA estratto non
era sufficiente per la successiva analisi (-). | dati riguardanti
I’adeguatezza del materiale per ’analisi molecolare sono riportati nella

tabella 12.

| campioni adeguati sono dunque stati retrotrascritti in cDNA, posti in
ghiaccio secco e inviati al laboratorio di Patologia generale di Locarno,

dove € ancora in corso lo studio di RT-PCR.
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Tabella 12: risultati dell’estrazione dell’RNA

Identificativo Caso RNA estratto (ng/ul)
molecolare

L 10 PO 1 29

L9 PO 2 50

L8 PO 3 59

L11 PO 4 5.3

Materiale esaurito | PO 5 Materiale esaurito
L12 PO 6 39

E PO 7 28

F PO 8 38.6

Materiale esaurito | PO 9 Materiale esaurito
L 13 PO10 |2

L 15 PO 11 |43

Materiale esaurito | PO 12 Materiale esaurito
L6 PO13 |25

L 16 PO14 |30

G PO15 |38

Materiale esaurito | PO 16 Materiale esaurito
L7 PO17 |50

L 14 PO18 |6.7

D PO19 |1

C PO20 |115

A PO21 |1

L4 PO22 |16

B PO23 |12.6

H 20 HYP 1 | Materiale esaurito
| HYP2 |10.1

H 22 HYP 3 | Materiale esaurito
H 23 HYP 4 | Materiale esaurito
N HYP5 |2.87

H HYP6 |1

P 33 PAN1 |-

P34 PAN2 |-

P32 PAN3 |-

P 28 PAN 4 |42

Materiale esaurito | PAN 5 | Materiale esaurito
P29 PANG6 |-

P 30 PAN7 |-

P31 PANS8 |-
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5 DISCUSSIONE

La produzione ectopica di ormoni e un fenomeno noto da tempo nel
contesto delle neoplasie neuroendocrine e frequentemente conduce ad
una presentazione clinica dominata dai segni e sintomi di una
iperproduzione ormonale. Tale situazione rientra nel capitolo piu ampio
delle sindromi paraneoplastiche da iperproduzione ormonale. La
sindrome da ipersecrezione ectopica di ACTH ¢ la piu frequente tra
queste condizioni e si manifesta sotto forma di sindrome di Cushing. |
tumori che piu frequentemente danno luogo a una sindrome da
secrezione ectopica di ACTH sono a primitivita polmonare o pancreatica.
Nonostante questa condizione sia ben nota da un punto di vista clinico e
laboratoristico, le sue basi biologiche sono ancora in gran parte poco

definite.

| fattori di trascrizione sono proteine che interagiscono con il DNA
inducendo I’espressione di geni specifici che regolano la struttura e la
funzione della cellula. Alcuni particolari fattori di trascrizione, ad
esempio quelli con un dominio homeobox sono in grado di determinare il
fenotipo sede-specifico della cellula e la loro conservazione nella
trasformazione neoplastica e di ausilio nella diagnosi della sede primitiva
dei tumori metastatici a primitivita occulta. TPIT ¢ il prodotto del gene
TBX19, un membro della famiglia dei fattori di trascrizione T-box che

nell’'vomo risulta ristretto alle cellule adenoipofisarie ad ACTH,
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regolandone lo sviluppo e la differenziazione. La recente disponibilita di
anticorpi specifici diretti contro la proteina TPIT rilevabili in
immunoistochimica ha fornito al patologo un importante strumento per
I’identificazione dei tumori neuroendocrini ipofisari (Pit-NET) della

linea corticotropa, in particolare nei casi di tumori non secernenti.

Scopo di questo lavoro di tesi € stato ottimizzare 1’utilizzo dell’anticorpo
anti-TPIT nei tessuti extraipofisari al fine di analizzare per la prima volta
I’espressione di questo antigene in tumori extraipofisari ACTH-
secernenti. Rilevare la presenza di TPIT nelle cellule tumorali di tumori
neuroendocrini extraipofisari ACTH secernenti rappresenterebbe un
risultato estremamente interessante, in quanto fornirebbe informazioni
relative all’origine della differenziazione cellulare, evidenziando come
un comune processo differenziativo caratterizzi cellule tumorali simili in

sedi diverse.

| risultati da noi ottenuti hanno evidenziato che un terzo dei casi di NET
polmonare (LuU-NET) analizzati erano immunoreattivi per TPIT, mentre
la sua espressione era del tutto assente nei casi di NET pancreatico (Pan-
NET). Questi dati indicano che almeno una quota dei Lu-NET ACTH-
secernenti ha una vera e propria differenziazione corticotropa che spiega
la produzione ormonale. | restanti Lu-NET e i Pan-NET non sembrano,

stando ai nostri risultati, mostrare tale differenziazione. La discrepanza
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osservata pone delle difficolta interpretative che, a nostro parere,

possono essere affrontate secondo almeno due linee di ragionamento.

Una prima ipotesi potrebbe riguardare la procedura immunoistochimica
utilizzata per 1’analisi della nostra casistica. Infatti, anche nelle ipofisi,
dove ci si aspetta che il fattore di trascrizione TPIT sia espresso, non si €
riusciti a raggiungere una concordanza del 100% tra I’espressione di
ACTH e TPIT dal momento che 2 casi su 6 sono risultati positivi per la
colorazione immunoistochimica dell’ACTH, ma negativi per il TPIT.
Una spiegazione possibile pud riguardare 1I’immunogeno riconosciuto
dall’anticorpo (regione terminale N del TBX19): I’anticorpo utilizzato in
questo studio & un anticorpo policlonale prodotto in coniglio, cioé una
miscela di cloni anticorpali geneticamente differenti e affini ognuno ad
uno specifico epitopo dello stesso antigene. Nonostante la miscela
anticorpale utilizzata sia in grado di riconoscere differenti epitopi,
un’ipotesi potrebbe essere che siamo in presenza di un determinante
antigenico non individuabile dai vari cloni e per questo la reazione
immunoistochimica risulta negativa a livello dell’ipofisi. Di conseguenza
potrebbe essere negativa anche in altri tessuti a causa della presenza

proprio di quello specifico epitopo.

Un’altra ipotesi, affascinante ma meritevole di maggiori approfondimenti
futuri e di conferme su casistiche piu numerose, potrebbe essere valutare

attentamente il ruolo di TPIT in quanto promotore della differenziazione
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cellulare in senso corticotropo. Si ¢ a conoscenza che nell’ipofisi il gene
TPIT svolge un ruolo chiave nella differenziazione delle cellule ACTH
secernenti: a conferma di ci0 é stato provato che i topi che non
esprimono questo gene sviluppano un IAD (Isolated ACTH deficit).
Infatti il gene TBX19 ¢ ’ortologo umano del gene TPIT (presente nel
topo) ed e stato riscontrato che individui affetti da mutazioni riguardanti
questo gene sono allo stesso tempo affetti da deficit isolato di ACTH.
Questo suggerisce che il sopracitato gene svolga un ruolo fondamentale
nella differenziazione della linea cellulare ACTH secernente ipofisaria.
Tuttavia I’importanza del gene TPIT nell’ipofisi non dimostra che le
cellule dei Lu-NET o dei Pan-NET ACTH secernenti debbano seguire il
medesimo percorso di differenziazione ma potrebbe trattarsi di cellule,
scarsamente differenziate, che sviluppano una produzione di ACTH

anomala passando per altri pathways molecolari.

Questa tesi si chiude in attesa di conoscere i dati relativi all’analisi dei
trascritti di cDNA che potranno ulteriormente confermare o smentire i

risultati ottenuti con metodica immunoistochimica.

Certamente i risultati emersi, per quanto limitati, risultano di grande
interesse nell’ambito della patologia neuroendocrina. Al momento,
infatti, non esistono in letteratura studi analoghi al nostro e i dati

andranno validati su piu ampia casistica, sia con metodica
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immunoistochimica, sia con tecniche di biologia molecolare. In un

prossimo futuro, gli sviluppi di questo lavoro saranno:

e Analisi immunoistochimica con anticorpo  monoclonale

(contattata Universita di Uppsala)
e Completamento studio RT-PCR (Universita di Losanna)

e Studi funzionali con silenziamento e transfezione del gene in linee

cellulari ipofisarie ed extraipofisarie (Universita di Losanna)
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