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Editoriale

"Enolasi Neurono-Specifica (NSE) € un isoenzima che appartiene

Lalla famiglia delle enolasi e che si differenzia e caratterizza, rispetto
alle altre enolasi, per la presenza del’omodimero specifico gg

Isolata per la prima volta nel 1965, solo nel 1982 si poté ipotizzare

I’'uso della NSE, inizialmente, come marcatore tumorale. Sebbene I'indicazio-

ne al dosaggio fosse rappresentata dal tumore polmonare a piccole cellule,

I'utilita clinica della NSE come marcatore neoplastico si € dimostrata anche

in altre condizioni neoplastiche come, ad esempio, il neuroblastoma, i tumo-

ri neuroendocrini del pancreas e dell’apparato digerente.

In questi ultimi anni, il dosaggio della NSE nel siero € stato consigliato
anche in condizioni non neoplastiche, quali I'ictus cerebrale, I’attacco ische-
mico transitorio cerebrale, le emorragie cerebrali e i traumi cranici.

In queste condizioni infatti la NSE costituisce una spia della lesione neu-
ronale e I'incremento che viene registrato nel siero € legata proprio al pas-
saggio dell’enzima in circolo a causa del danno della membrana cellulare.

Questa nuova applicazione del dosaggio della NSE ¢ stata la base di re-
centi studi nel corso dei quali & stato dimostrato che i livelli di NSE si corre-
lano significativamente con il volume dell’area del cervello infartuata e con il
punteggio del paziente risultante dalla valutazione clinica in base alla scala
per lo stroke dell’Istituto Nazionale che studia questa patologia costituendo
quindi un utilissimo indicatore prognostico predittivo dell’esito neurofisio-
logico dopo lo stroke.

L’interpretazione della NSE come indicatore di danno neuronale, si & di-
mostrata utile anche perché ha costituito la base degli studi fatti in pazienti
sottoposti a bypass dell’arteria coronarica nei quali & stato dimostrato che
I'incremento dopo 24 ore si correla bene con le disfunzioni cognitive presenti
al momento della dimissione dall’ospedale. E’ stata inoltre dimostrata in
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pazienti affetti dalla malattia di Creutzfeldt-Jacob una correlazione tra i livel-
li presenti nel liquor della NSE e il grado di progressione della malattia men-
tre nella neuroborelliosi ¢ stata vista una riduzione dei livelli con I'inizio del-
la terapia specifica. Sicuramente, in futuro, le ricerche in corso permetteran-
no di dimostrare I'utilita del dosaggio della NSE anche in altre condizioni.

Gli autori di questa monografia hanno sviscerato il tema con un compe-
tenza notevole partendo dagli aspetti biochimici molecolari per arrivare alla
clinica e di questo siamo tutti grati.

La dottoressa Maria Carla Somma dopo la Laurea in Scienze Biologiche
presso I’'Universita degli Studi di Bari, ha conseguito la specializzazione in
Patologia Clinica presso Universita La Sapienza di Roma. Ha accumulato
esperienze nel campo della biologia molecolare, della immunometria e della
microbiologia clinica ed applicata, con produzione di lavori originali, pub-
blicati in ambito nazionale. Attualmente svolge la propria attivita professio-
nale presso il Laboratorio Analisi Cliniche delllstituto Dermopatico dell’lm-
macolata di Roma.

Il Prof. Angelo Fusco dopo la Laurea in Scienze Biologiche conseguita
presso I'Universita di Roma La Sapienza, ha conseguito la specializzazione
in Microbiologia presso la stessa Universita. Coadiutore biologo del Labora-
torio di analisi della Il Clinica Medica di Roma ha quindi vinto il concorso
per Professore associato di Fisiopatologia Endocrina e del Metabolismo. At-
tualmente & anche Direttore del Laboratorio Analisi dell'lstituto Dermopati-
co dell'lmmacolata ed & Docente sia del Corso di Laurea in Medicina e Chi-
rurgia che in numerose Scuole di specializzazione. Il Prof. Fusco ha maturato
una notevole esperienza di ricerca: & stato coordinatore di ricerca tra I'Uni-
versita degli Studi di Roma "Tor Vergata" ed il Centro Studi "Villa Fonseca"
della Sanita Militare, ricercatore e responsabile di diversi progetti di ricerca
del CNR e del Ministero della Sanita. E' stato ancora Visiting scientist presso
la Diabetes Branch del NIH di Bethesda con cui continua la collaborazione
scientifica. Il Prof. Fusco é infine membro della Societa di Biochimica Clinica,
della Societa Italiana di Endocrinologia e della Societa Italiana di Ricerche
cardiovascolari

Sergio Rassu
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Generalita sui markers tumorali e loro
classificazione

Il principale problema delle neoplasie deriva dalla loro non facile e spes-
so tardiva identificazione clinico-laboratoristica, che comporta quindi diffi-
colta nella diagnosi precoce e conseguentemente nella prognosi e terapia.

Da sempre sogno dei laboratoristi & il poter disporre di parametri inequi-
vocabili e facilmente misurabili, che possano permettere la precoce identifi-
cazione di una condizione neoplastica ed il monitoraggio della sua evoluzio-
ne: i marcatori tumorali.

Con tale termine quindi si indica qualsiasi sostanza presente nei campio-
ni tissutali o nei liquidi biologici, prodotta direttamente dalle cellule neopla-
stiche oppure in seguito ad interazione fra queste cellule e I'ospite, che possa
costituire un parametro misurabile della presenza e dello sviluppo di un tu-
more in un organismo (1) (2) (3).

Ai marcatori tumorali ¢ richiesto quindi sia di differenziare con certezza
quadri clinici neoplastici da condizioni fisiologiche o patologiche non neo-
plastiche, sia di dare informazioni qualitative e quantitative in merito ad
aspetti della crescita neoplastica, indispensabili a formulare corrette valuta-
zioni cliniche e terapeutiche.

Lo studio dei markers tumorali ha origini molto lontane, inizia infatti nel
1845 con la scoperta della proteina di Bence-Jones nelle urine di pazienti
mielomatosi (4).

Dopo di allora, soprattutto a partire dagli anni ‘60, sono state identificate
numerose altre sostanze con le piu svariate caratteristiche biochimiche.

La loro grande eterogeneita ha fatto si che non esista attualmente una
classificazione soddisfacente dei marcatori tumorali. Pertanto sono stati pro-
posti diversi criteri classificativi riassunti in Tabella 1: ognuno di essi ha co-
mungue un valore puramente accademico ed € privo di immediata applica-
zione nella pratica oncologica.
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1. modalita di produzione

2. specificita

3. topografia di
produzione o di
rilevamento

- sostanze direttamente prodotte dalle cellule tumorali
(ad es. antigene tumore-associati ) spesso correlabili a
fasi piu precoci della neoplasia

- sostanze legate all’interazione fra ospite e tumore
(ad es. VES, reattanti di fase acuta, enzimi epatici )
spesso correlabili a stadi avanzati della neoplasia,
perché prodotte dall’ospite in risposta all’invasione
dei vari distretti

- di organo: tireoglobulina tiroide

PSA prostata

HCG sinciziotrofoblasto
- cellulare:calcitonina cellule parafollicolari
tiroidee
carcinoidi
carcinoma cellulare a
piccole cellule
neuroblastoma

NSE

- di istotipo:SCC-TPA
CEA, CA19-9, CA15-3

carcinomi squamocellulari
adenocarcinomi

- marcatori non circolanti:
in uso in diagnostica cito-istopatologica
genetici (correlati a espressione e/o mutazioni di oncogeni
o anti-oncogeni)
nucleari
citoplasmatici
di membrana

- marcatori circolanti,

in uso in diagnostica biochimica ed immunometrica
(i markers non-circolanti possono diventare circolanti
per comunicazione dei compartimenti cellulare ed
extracellulare)

Tabella 1. Principali criteri classificativi in uso per i markers tumorali.
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Markers tumorali circolanti

Nella pratica clinica oncologica trovano impiego, di fatto esclusivo, i
markers circolanti, dosabili mediante un semplice prelievo di sangue o di altro
liquido biologico e diffusamente impiegati al punto di essere essi soli comu-
nemente intesi con il termine di marcatori tumorali, a dispetto degli altri non
circolanti, impiegati solo in istopatologia per le diagnosi di conferma.

Caratteristiche del marker ideale

Il marker tumorale ideale dovrebbe avere precise caratteristiche, essenziali a
garantire una piena affidabilita nell’impiego laboratoristico (3) (5):

- Specificitd, ossia la capacita di individuare con quel marker uno ed un
sol tipo di tumore, per poterlo cosi distinguere da altre neoplasie o da altre
patologie non neoplastiche, oltre che da situazioni di normalita, evitando
quindi risultati falsi positivi;

- Sensibilita, ossia la frequenza con cui quel marker compare nei sieri dei
pazienti neoplastici ed & quindi la capacita di identificare il marker in tutti i
malati affetti da neoplasia, evitando risultati falsi negativi;

- Correlazione fra Marker e Massa Tumorale, ossia capacita di rilevare,
tramite il dosaggio quantitativo del marker nei liquidi biologici, il volume
globale delle cellule produttrici ;

- Rapidita, Semplicita ed Economicita di Esecuzione.

Impiego

Il dosaggio di questi composti circolanti dovrebbe consentire (5):

- la formulazione di una diagnosi precoce in fase di latenza clinica, e
quindi la possibilita di impiego in screening di massa in popolazione genera-
le o settoriale, su fasce di soggetti ad alto rischio;

- la definizione di diagnosi di conferma, laddove alla accertata presenza
topografica di una neoplasia, facciano riscontro dubbi sulla esatta connota-
zione istogenetica di essa, con possibili rilevanti ripercussioni sulla prognosi
e sulla condotta terapeutica;

Caleidoscopio



Somma M. C., Fusco A. NSE (Enolasi Neurono-Specifica)

- la definizione di una prognosi, piu precisa possibile, in base ai rilievi la-
boratoristici di esordio;

- la definizione di staging di malattia (stadiazione), attraverso la valuta-
zione della massa tumorale corrispondente e delle sedi coinvolte (immuno-
scintigrafia);

- la verifica dell’efficacia deqgli interventi terapeutici farmacologici (che-
mioterapici od ormonali), radioterapici o la radicalita di interventi chirurgici,
e il monitoraggio nel tempo attraverso un follow-up molecolare in soggetti
trattati, clinicamente liberi da malattia o con malattia in evoluzione,
mediante dosaggi seriati.

A tal proposito, per ottenere una visione dinamica del quadro clinico, si
puo fare ricorso a tre diversi criteri interpretativi dei livelli circolanti del
marker dosati in un periodo di tempo di 1 - 3 mesi (6) e comparati con il suo
valore basale o di esordio clinico:

* NUMERO di INCREMENTI o DECREMENTI SUCCESSIVI, clinica-
mente significativi se non inferiori a 3 consecutivi;

* PERCENTUALE di INCREMENTO, indice di recidiva, in caso di varia-
zione > 50% del valore basale del marker;

* ANALISI della CURVA di INCREMENTO, indice dell’andamento della
malattia.

Poiché al momento, non si dispone di markers capaci di soddisfare tutte
le possibili esigenze di impiego, sono di uso corrente, in base alle specifiche
caratteristiche di ogni sostanza, solo le applicazioni che implicano il monito-
raggio clinico, prognostico e terapeutico della malattia neoplastica, mentre
non trovano utilizzo, per difetto di sensibilita e specificita delle sostanze at-
tualmente in uso, le applicazioni inerenti alla diagnostica precoce e agli
screening di massa.

Categorie biochimico-funzionali

Nella comune pratica clinico-laboratoristica i markers rilevati sono
sostanze, in alternativa:

- prodotte usualmente sia da cellule normali che da cellule neoplastiche,
ma da queste in misura piu elevata rispetto alle cellule normali in quanto le-
gata alla attiva proliferazione cellulare, quindi dosabili e capaci di rivelare la
proliferazione tumorale solo sulla base di parametri quantitativi (cut-off);

- prodotte quasi esclusivamente da cellule tumorali e percio presenti solo
nei liquidi biologici di pazienti neoplastici, mentre sono assenti o in tracce
nei soggetti sani (es. antigeni oncofetali).

Anche se la appartenenza di un marker ad una categoria hon ne esclude
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la sua appartenenza ad un’altra, in quanto le ripartizioni sono del tutto
convenzionali, normalmente si distinguono (4):

1. T.A.A.: Antigeni Tumore-Associati; sono sostanze prodotte da cellule
neoplastiche qualitativamente e/o quantitativamente in modo diverso
rispetto a cellule normali per derepressione di geni normalmente repressi. Di
fatto non esistono invece TSA (Antigeni Specifici Tumorali), cioe prodotti
esclusivamente da cellule neoplastiche.

Sono chiamati Antigeni impropriamente, non perché immunogeni per il
portatore, bensi percheé capaci di indurre una risposta anticorpale in sistemi
eterologhi (topo, coniglio), utilizzati pertanto per la produzione di antisieri
diagnostici.

Per la produzione di antisieri diagnostici di impiego laboratoristico, si fa
ricorso a cellule tumorali coltivate in vitro, esprimenti gli Antigeni di sensi-
bilizzazione.

Si distinguono nel loro ambito Antigeni ben caratterizzati biochimica-
mente e strutturalmente (OncoFetali in genere) ed Antigeni sinora per lo piu
definiti in base a reattivita con anticorpi monoclonali, ma in realta epitopi di
molecole molto pit complesse, in cui talvolta le differenze strutturali sono
cosi modeste (es. porzione glucidica di Antigeni delle mucine) da creare pro-
blemi di specificita (cross-reattivita), solo recentemente in via di risoluzione
con lo sviluppo di anitcorpi monoclonali piu specifici e con I'automazione:

a) Antigeni Onco-Fetali, prodotti normalmente nella vita embrionale e/o
fetale e repressi nell’adulto, ma riprodotti da cellule cancerose per de-differen -
ziazione (ad esempio: CEA da parte di adenocarcinomi, AFP da parte di tu-
mori germinali, POA da parte di adenocarcinomi del pancreas, solfoglico-
proteina fetale da parte di adenocarcinomi gastrici);

b) altri Antigeni (PSA, prodotto da parte di adenocarcinomi prostatici,
GICA/ CA 19.9 da parte di adenocarcinomi del digerente, OCA/ CA 125 da
parte di tumori ovarici, CA 15.3 da parte di carcinomi mammaria) .

2. ormoni e sub-unita ormonali, recettori, quali ad esempio: b-HCG;
Calcitonina, ACTH, ADH, GH, recettori per Estrogeni e Progestinici.

3. enzimi ed isoenzimi; in forma di

a) markers generici:

- LDH, Fosfoesosoisomerasi, Glicosiltrasferasi;

b)markers specifici:

- isoenzimi ossei della Fosfatasi Alcalina;

- isoenzimi epatici, quali LDH5, 5’-Nucleotidasi, Fosfatasi alcalina, g

GlutamilTrasferasi;

- enzimi prostatici quali PSA (enzima proteolitico fluidificante), Fosfatasi

Acida, CK-BB;

- enzimi di proliferazione linfoide in corso di leucemie e linfomi, quali

Timidina-kinasi;

Caleidoscopio el
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4. proteine varie:

- della gravidanza: HPL, b1-glicoproteina SP1, PaPP;

- del latte,

- di superficie linfoide: b2-m globulina ;

- reattanti di fase acuta: al-glicoproteina acida (AGAP), aptoglobina,

fibrinogeno, ferritina.

5. prodotti del metabolismo normale

carboidrati (quali acido sialico), nucleosidi vari, poliamine, idrossipro-

lina, acido omovanillico e vanilmandelico, dopamina.

6. prodotti di oncogeni:

- p53 mutato (oncosoppressore mutato);

- bcl-2 iperespresso (oncogene anti-apoptosi);

- neu iperespresso (oncogene).

Le sostanze individuate come markers possono mantenere la funzione
originale oppure, come spesso nel caso di ormoni od enzimi, possono subire
modificazioni strutturali in relazione alle variazioni metaboliche del tumore
stesso, perdendo spesso la funzione biologica originaria.

Scelta del marker e tecniche di dosaggio

E’ importante e delicata la scelta dei markers diagnostici: occorre sviluppa-
re e adottare protocolli clinico-diagnostici che presuppongano la ricerca del-
la sostanza piu idonea, cioe statisticamente piu spesso associata ad un deter-
minato tipo di neoplasia.

La scelta dei markers per una specifica diagnosi comporta quindi I'esatta
conoscenza di alcuni parametri statistici e alcuni dati supplementari necessa-
ri alle valutazioni richieste (5):

- Sensibilita: capacita di rilevare il marker solo nei portatori

=VP/ VP+FN;

- Specificita: capacita di risultare negativo in soggetti non affetti

=VN/ VN+FP;

- Efficienza: percentuale globale di risposte corrette

= VP+VN/ VP+VN+FP+FN;

- Valore predittivo positivo: probabilita che il soggetto ha di presentare il

marker in relazione alla prevalenza di malattia nella popolazione

indagata
=VP/ VP+FP;

- Valore predittivo negativo: probabilita che il soggetto ha di non presentare

il marker in relazione alla prevalenza di malattia nella popolazione

indagata

il Caleidoscopio
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- Conoscenza di variabili biologiche:

* entita di produzione e secrezione dell’antigene da parte di tumore,

* volume di distribuzione dell’antigene nei liquidi corporei,

* attivita di clearances metabolica o escretiva del marcatore dall’organi-

smo (funzionalita renale: creatininemia) e t 1/2,

* eventuali altre fonti fisiologiche (gravidanze) o non neoplastiche del

marcatore, ovvero possibili fonti di errore (interferenza con altre variabili

chimiche presenti nei campioni biologici).

La verifica contemporanea di piu biomarcatori in caso di neoplasie in
grado di produrre simultaneamente varie sostanze non offre sempre van-
taggi, perche se da un lato la ricerca simultanea di 2 o piu markers aumenta
il potere predittivo diagnostico globale, dall’altro incrementa il numero dei
falsi positivi oltre che i costi di ricerca.

L’attuale mancanza di veri e propri markers qualitativamente tumore-
specifici, inoltre, impone di dover sempre tradurre, in termini di significati-
vita clinica, valori quantitativi di dosaggio di tali sostanze.

Sulla scorta di analisi statistiche di distribuzione del marcatore in soggetti
sani e malati, vengono ad essere identificati parametri quantitativi, capaci di
indicare la presenza/Zassenza di un processo heoplastico, riducendo (non
eliminando, pero), nel contempo, il pit possibile il numero di falsi-positivi e
falsi-negativi.

Sono stati percio introdotti livelli cosiddetti decisionali, ossia suggestivi di
precisi ulteriori interventi diagnostici o terapeutici, importanti da conoscere
nell’impiego del singolo marker, quali (6):

- LIVELLO di NORMALITA’, cioe il cut-off, “valore-soglia discriminan-
te”, comprendente il 97° percentile della popolazione normale (valore medio
+ 2DS), indispensabile ad eliminare probabilisticamente il “rumore di fon-
do” (dovuto alla produzione da parte di cellule normali);

- LIVELLO DECISIONALE di PATOLOGIA, ossia valori il cui supe-
ramento é probabilisticamente indicativo di patologie benigne;

- LIVELLO DECISIONALE di ALLARME, ossia valori il cui superamento
& probabilisticamente indicativo di patologie maligne.

Le tecniche di dosaggio dei markers circolanti del tipo T.A.A., su siero o
liguidi biologici, oltre a classiche metodiche analitiche di biochimica appli-
cata, fanno piu spesso riferimento, nella pratica clinica, ad anticorpi specifici
per quel dato antigene e la rilevazione immunometrica viene effettuata con
modalita (4):

- radioimmunologica per impiego di rivelatori isotopici radioattivi;

- non radioimmunologiche, per impiego di rivelatori non isotopici radio-
attivi;
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Le tecniche radioimmunologiche, ad elevata sensibilita e specificita, si
avvalgono di metodi:

1. RIA, con marcatura di antigene in quantita costante e nota e compe-
tizione con eguale antigene non marcato (in quantita ignota, nel campione)
per un anticorpo specifico: la dose di antigene nel campione é derivata dal
confronto della radioattivita misurata con i valori di curve di taratura alle-
stite con quantita note e crescenti di antigene standard;

2. 1RMA, con marcatura di anticorpo e tecnica “sandwich”, in cui I'anti-
gene viene catturato dall’anticorpo non marcato, adeso ad un supporto soli-
do, e viene misurato per aggiunta in eccesso di anticorpo marcato che si lega
all’antigene catturato, rivelando con la radioattivita misurata la concentra-
zione di antigene medesimo presente nel campione. Questa tecnica € piu
sensibile, specifica, semplice e rapida del RIA.

Le_tecniche non-radioimmunologiche si avvalgono di marcature diverse
degli anticorpo utilizzati, tali perd da non alterarne la immunoreattivita oltre
che garantire la semplicita, rapidita, e sensibilita e sicurezza superiore,
evitando manipolazioni di isotopi radioattivi:

- EIA (immunoenzimatici);

- FIA (fluorescenti), ad alta sensibilita;

- CLIA (chemioluminescenti).

Il riconoscimento di markers_su cellule presenti in sangue o liquidi biolo-
gici viene effettuato_mediante FACS, citofluorimetria laser a flusso (es. Re-
cettori per Estro-Progestinici).
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Enolasi Neurono-Specificha (NSE)

Storia

L’attenzione dei ricercatori, volta ad individuare sostanze in possesso di
una specificita tissutale elettiva per tessuti di origine nervosa e pertanto
utilizzabili nella diagnostica di laboratorio, porto MOORE & McGREGOR
nel 1965 (7) (8), attraverso un pionieristico lavoro di estrazione dal cervello
di bue, a isolare alcune proteine specifiche, tutte molto acide, fra le quali, per
la prima volta, oltre alla proteina S-100, un prodotto proteico solubile, non
meglio identificato, al quale fu attribuita la sigla 14 - 3 - 2.

Successivamente MARANGOS et al. nel 1975 (9) confermarono con tecni-
che immunocitochimiche e RIA che una Neuron-Specific Protein (NSP) isola-
ta dal cervello di varie specie animali (ratto, oltre che bue) presentava una
reale specificita per gli elementi neuronali, in contrapposizione alla proteina
S-100, che invece aveva origine gliale. La NSP risultava peraltro omologa alla
proteina 14 - 3 -2 estratta da MOORE et al. e mostrava un’attivita enzimatica
di ENOLASI, della quale rappresentava pertanto la forma Neuronale (10),
come gia sostenuto da BOCK et al. (11), cioe NSE, Neuron-Specific Enolase.

Caratteristiche chimiche

La NSE e un isoenzima appartenente alla famiglia biochimico-funzionale
delle ENOLASI.

Nei mammiferi (12) (13), le ENOLASI sono enzimi della via glicolitica e
precisamente si definiscono come 2 - fosfo - D - glicerato - idrolasi (EC n°.
4.2.1.11), capaci di catalizzare la interconversione di:

2 - fosfoglicerato (2-PG) ® fosfoenolpiruvato (PeP)

L’enzima si deve complessare con Mg**, prima di interagire con il sub-
strato sul quale realizza una vera e propria ossido-riduzione intramolecola-
re, eliminando una molecola di acqua dagli atomi di carbonio 2 e 3 del 2-fo-
sfoglicerato. La reazione, che pur avviene con una variazione di Energia libe-
ra standard relativamente piccola (DG° = + 0,44 Kcal/moli), porta alla forma-
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zione di un composto fosforilato reattivo e ad alto livello energetico (- 14,8
Kcal/moli e I’energia di idrolisi del 2-fosfoenolpiruvico), in seguito alla
semplice redistribuzione di energia intramolecolare che si determina per
disidratazione del 2-fosfoglicerato (14).

Questa tappa non costituisce, pero, a differenza delle reazioni catalizzate
dagli enzimi allosterici 6-fosfofrutto-kinasi in primis, ma anche esokinasi e
piruvato-kinasi, uno dei siti di regolazione metabolica della via glicolitica e
infatti la reversibilita della reazione esclude di fatto la possibilita che si tratti
di un sito di controllo.

Attraverso studi elettroforetici e cromatografici sono state ritrovate
varianti isoenzimatiche tessuto-specifiche di questo enzima, caratterizzate
da diverso P.M. e acidita molecolare, dotate di affinita (Kn) molto simili per
il loro substrato (2-fosfoglicerato), anche se con K, differenti per il Mg**.

Queste varianti isoenzimatiche rappresentano una adattamento filoge-
netico funzionale dell’enzima alla specifica fisiologia del singolo tessuto.

In tessuti, come quello muscolare scheletrico, caratterizzati da una richie-
sta energetica assai elevata, si ritrovano peraltro concentrazioni di questo
enzima 20 volte piu alte degli altri tessuti, a testimonianza dell’esistenza di
meccanismi di regolazione cinetici trascrizionali oltre che post-trascrizionali.

L’enzima funzionante (15) € un omo- ovvero etero-dimero composto da
tre diversi tipi di sub-unita chiamate:

a, b g

codificate da geni distinti (16), seppure con molte analogie fra loro e una
similarita aminoacidica superiore all’80%, che rende ragione delle strette af-
finita nelle strutture primaria e secondaria.

Le tre diverse subunita sono peraltro filogeneticamente conservate nelle
differenti specie (uomo, bue, ratto).

Durante I'ontogenesi, in molti tessuti le isoforme embrionarie (in preva-
lenza a a) subiscono specifiche e differenti transizioni verso peculiari isofor-
me a seconda delle caratteristiche di richiesta energetica dei vari tessuti (17).

Nell’'uomo pertanto, la produzione & cosi articolata (Tabella 2) (18)(19):

- la subunita a e di fatto ubiquitaria, prodotta da un locus genico indicato
come ENOL, che mappa sulla regione pter p36.13 del cromosoma; I'omodi-
mero a a costituisce I’enzima funzionante presente indistintamente in tutte
le cellule fetali e nella maggior parte dei tessuti adulti (anche se con attivita
ridotta in quei tessuti nei quali esistono specifiche isoforme), chiamato NNE,
Non-Neuronal Enolase.

- la subunita b si rileva specificamente nel Muscolo cardiaco e nel
Muscolo Striato adulto, soprattutto nelle fibre a contrazione rapida, tipiche
delle estremita degli arti, dove la produzione, per opera del locus genico
ENOZ3, sito sul braccio p del cromosoma 17, aumenta parallelamente alla
maturazione muscolare a discapito della subunita a, al fine di far fronte alle
richieste massimali di energia, proprie di queste cellule. In questi tessuti si
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NNE MSE NSE

sede ubiquitaria cellule muscolari neuroni /
cell.neuroend.

profilo embriologico comparsanon comparsa associata comparsa
legata a processi a differenziazione associata a
differenziativi  muscolare differenziazione

neurale

gene codificante ENO1 ENO3 ENO2

P.M. 88.500 84.500 78.000

subunita componenti aa bb ag

punto Isoelettrico 6.5 8.8 4.7

reattivita con siero anti-NNE  + - -

reattivita con siero anti-MSE - + -
reattivita con siero anti-NSE - - +
stabilita ai cloruri no debole si
stabilita in urea 3M no no si
stabilita al calore (50°C) no no si

Tabella 2. Caratteristiche chimico-fisiche delle varianti isoenzimatiche di
ENOLASI (mammiferi, roditori).

rinviene non soltanto I’'omodimero b b specifico, chiamato propriamente
MSE, Muscle-Specific Enolase, ma anche I'ibrido a b, in percentuali
variabili a seconda del tipo di tessuto muscolare.

- la subunita gsi concentra specificamente nel Sistema Nervoso adulto e nel
Sistema Neuroendocrino, dove, in modo analogo al tessuto muscolare, la sin-
tesi, codificata dal locus genico ENO2 presente sul braccio su p13 del cromo-
soma 12, si attiva con la maturazione neurologica, parallelamente al decre-
mento produttivo di subunita a, per far fronte alle necessita funzionali di ele-
menti cellulari in cui la richiesta energetica € invece fasica o fluttuante. In que-
sti tessuti si rileva I’'omodimero specifico gg, propriamente chiamato NSE,
Neuron-Specific Enolase, ed anche, in misura variabile, I’eterodimero a g

La specificita-cellulare per elementi neurali e muscolari, rispettivamente
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peculiare delle subunita ge b dell’ ENOLASI e singolare fra tutti gli enzimi
glicolitici caratterizzati da isoforme.

Le regioni variabili, caratteristiche di ogni subunita a, b, g, sono brevi
sequenze poste sulla superficie della molecola di ENOLASI in struttura
guaternaria. Durante la maturazione tissutale, inoltre, si ingenerano ulteriori
varianti microeterogenee in seguito a modifiche traduzionali o post-tradu-
zionali, dovute a fenomeni di fosforilazione (20), importanti per la regola-
zione del flusso glicolitico e correlate a processi di acetilazione o amidazione
(nel caso di NNE o NSE) (21), oppure all’azione di carbossi-peptidasi basiche
(nel caso di MSE) (13).

La variabilitd molecolare, prevalente sulla superficie della molecola,
interessa siti di possibile contatto funzionale con altre molecole ed é alla
base della specificita tissutale dei tre isoenzimi che pertanto differiscono per
la loro capacita di interagire con particolari elementi o componenti cellulari.

Tali differenze potrebbero infatti avere importanza nel legame degli
specifici isoenzimi con proteine del citoscheletro, tali da condizionarne la
funzione: nel caso della subunita b, infatti, I'interazione con la troponina e
I’aldolasi sarcomerica indurrebbe la formazione di un complesso multien-
zimatico glicolitico (enolasi, fosfoglicerato-mutasi, piruvato-kinasi) capace di
permettere la produzione e la liberazione di ATP in prossimita delle stesse
strutture contrattili; nel caso della subunita g, la carica netta negativa, dovuta
al basso pl, favorirebbe il legame con le proteine citoscheletriche cariche
positivamente, permettendo il trasporto assonico dell’enzima verso le sedi
neuronali di maggior utilizzo dell’energia (22).

Le caratteristiche chimico-fisiche e immunologiche delle Enolasi sono
state studiate mediante un complesso protocollo di analisi (23), basato su:

* omogeneizzazione dei tessuti cerebrali,

* centrifugazione a bassa e quindi ad alta velocita, per separazione del
sovranatante contenente la frazione solubile “cruda”,

* cromatografia su colonna a scambio ionico di DEAE-cellulosa, associata
a filtrazione su gel superfine Sephadex G-150,

* |soelectric Focusing preparativo,

* elettroforesi su gel Tris-glicina, o gel-SDS ovvero gel-8M urea per diffe-
renziare le subunita,

* sedimentazione all’equilibrio, per determinare il P.M.,

* immunoprecipitazione con sieri anti-NNE e anti-NSE,

* analisi automatica di aminoacidi, dopo ossidazione con acido perfor-
mico e idrolisi con HCI,

* saggio enzimatico ed analisi cinetica mediante spettrofotometria.

Il profilo di separazione (Figura 1), ottenuto mediante cromatografia su
DEAE-cellulosa di estratti “crudi” (frazione solubile proteica) di fegato,
muscolo e cervello di ratto, ha permesso di verificare le differenti distribu-
zioni isoenzimatiche: nel fegato e nel muscolo striato sono infatti rispetti-

i@ Caleidoscopio



Somma M. C., Fusco A. NSE (Enolasi Neurono-Specifica)

30 MUSCOLO

O 1 1 i 1 1 1 1
7/

FEGATO

Attivita (unita/ml)

O 1 A 1 1 1 1
7/

4 NNE (41%) CERVELLO

25 IBRIDO
(36%) NSP

(23%)

0 1 L, |
27 54 162 189 216 243

Volume di eluzione

Figura 1. Cromatografia su DEAE-cellulosa di enolasi da frazione solubile
“cruda” di cervello, fegato e muscolo di ratto. L’attivita delle isoforme di
enolasi ¢ rilevata a 22°C. Si notino, a livello cerebrale i tre picchi corrispon -
denti alle forme aa, age gg.

(modificato, da: Marangos P.J., Zis A.P., Clark R.L., Goodwin F.K. - Neuro -
nal, non-neuronal and hybrid forms of enolase in brain: structural, immuno -
logical and functional comparisons. Brain Res. 1978. 150: 117 - 133.

vamente presenti gli omodimeri a a (NNE) e b b (MSE); nel cervello invece
si rilevano 3 isoenzimi: gli omodimeri a a (NNE) e gg (NSE) e le forme
ibride a g

A livello cerebrale, in particolare, sono state rilevate le sequenti differen-
ze fra le varie subunita presenti:
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- quella piu acida (g), tipicamente presente nei neuroni, ha P.M. = 39.000,
é insensibile a [CI], resiste bene a Urea 3M e a temperature superiori o
eguali a + 50°C. L’omodimero gg ha P.M. ~78.000 e pl = 4.7, in quanto la
guota di aminoacidi acidi € piu elevata rispetto alla subunita a.

- quella meno acida (a), strettamente confinata alle cell gliali - astroglia -
(24) e quindi chiamata Non-Neuronal Enolase (NNE), ha P.M. =43.500 ed &
inattivata da [CI], Urea 3M e temperature uguali o superiori a + 50°C. L’omo-
dimeroa a haP.M.=86.500 e pl =7.2: la quota di aminoacidi basici ¢ infatti
piu elevata rispetto alla subunita g, a riprova del distinto locus genico.

Non si rilevano differenze cinetiche fra NSE (gg) e NNE (a a) e i valori
Km per 2-PG sono sovrapponibili, anche se NSE ha maggiore affinita (Ka)
per Mg** di tutte le altre Enolasi. Questo catione, oltre a favorire le interazio-
ni enzima-substrato, condiziona la stabilita e I'attivita di questi enzimi, favo-
rendo I’associazione delle subunita omologhe: solo in sua carenza verrebbe
a formarsi I'ibrido NSE (a g) (16), che, pero, non puo essere isolato in forma
pura, e pertanto potrebbe essere un artefatto legato alla rottura delle cellule.

Non si rileva cross-reattivita antigenica fra NSE (gg) e NNE (a a) rile-
vabile mediante immunoprecipitazione con distinti sieri specifici anti-NSE
ed anti-NNE, mentre la forma ibrida NSE (a g), pure interagendo con en-
trambi gli anti-sieri, reagisce meglio con sieri anti-NSE.

NSE ¢ estremamente rappresentata nell’organismo, costituendo 1.5%
delle proteine totali acide solubili del cervello ed anche il suo trascritto ge-
nico (MRNA) é abbondante (0.4%).

A livello cerebrale le concentrazioni di NSE ibrido (a g) sono comparabili
ai valori degli omodimeri NSE (gg) e NNE (a a) (25) (26).

Nelle cellule neuroendocrine delle ghiandole e di altri tessuti si rileva
ugualmente la presenza di a a (NNE) e gg (NSE) (26) (27).

Quindi, in linea di massima, si puo affermare che NSE e I’isoforma di
ENOLASI presente principalmente nei neuroni maturi e nelle cellule di
origine neuronale, come le cell neuroendocrine (23) (27) (28).

Si deve comunque sottolineare come I'immunoreattivita per subunita ¢
ENOLASI sia stata rinvenuta anche in tessuti normali non neurali, sia pure a
concentrazioni piu basse che nei tessuti neuroectodermici (29).

Recentemente inoltre (30), marker proteici ritenuti esclusivamente neu-
rali, come GAP-43 (growth-associated protein- 43) e g enolasi, sono state ri-
levati anche in cellule gliali (precursori oligodendrociti), spesso come eventi
transitori nello sviluppo embrionale (31):

Pertanto si deve concludere che I'espressione di g- ENOLASI non si puo
piu ritenere esclusiva, come ritenuto in passato, del solo tessuto nervoso, e
pertanto la identificazione certa di questi elementi cellulari deve opportuna-
mente essere effettuata accoppiando la ricerca di altri markers suggestivi o
specifici.
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Produzione nel corso dell’embriogenesi

| neuroni immaturi (neuroblasti), a partire dalla 5” settimana di eta
gestazionale migranti dalla cresta neurale verso le sedi finali periferiche (sta-
zioni gangliari e plessi del sistema nervoso autonomo, epidermide) (32),
contengono solo I'isoenzima a NNE.

L’omodimero gg compare tardivamente nell’embriogenesi e la sua quanti-
ta, estremamente bassa alla nascita, incrementa nel tessuto nervoso proporzio-
nalmente durante la maturazione morfologica e funzionale dei neuroni (18).

Lo switching verso la isoforma NSE avviene solo dopo che la destinazio-
ne finale neuronale venga raggiunta, siano terminati i processi di divisione
cellulare e siano acquisite sinapsi funzionali dalle cellule nervose (33).

Non sono ancora noti i segnali regolatori per lo switching delle
ENOLASI, che potrebbero dare molte spiegazioni sulla differenziazione neu-
ronale in particolare.

Nel ratto le concentrazioni di mMRNA per g NSE durante la vita em-
brionale iniziano ad essere rilevate al giorno 14° e raggiungono un plateau
alla nascita, dopo la quale vi € un forte incremento di sintesi (1-2 settimane
post-natali) e una crescita moderata successiva sino ai livelli adulti. La pro-
teina NSE compare in un arco di tempo ritardato rispetto a mRNA, essendo
appena rilevabile nella 1™ settimana postnatale e innalzandosi quindi nel
corso del 2° mese sino a quote ~ 75% del livello adulto (Figura 2) (34).

In ogni modo sembra esservi un controllo traduzionale o post-traduzio-
nale, perche la concentrazione cellulare di mMRNA si innalza piu velocemente
nella cellula rispetto alla concentrazione dell’enzima, come se vi fosse un
ritardo, cioé un qualche tipo di controllo in aggiunta alla regolazione del-
I'inizio di trascrizione.

Una parte del ritardo € dovuto alla formazione di eterodimero a g, che si
accumula nelle cellule prima di gg, ma non ¢ chiaro se il restante ritardo sia
dovuto alla bassa efficienza di traduzione di mMRNA oppure a meccanismi di
controllo post-traduzionale (35).

Un’espressione della subunita g del’lENOLASI, sia pure debole e transi-
toria, come detto, € stata comunque rilevata in vari tessuti non-nervosi em-
brionali (31)

L’espressione di ggENOLASI ¢é infatti anche associata con stadi tardivi di
differenziazione di precursori oligodendrocitici, corrispondenti al periodo
iniziale di mielinizzazione, in cui vi sarebbe maggiore richiesta energetica da
parte delle cellule ed anche necessita di garantire un piu elevato supporto a
neuroni in intensa attivita metabolica.

Questa espressione potrebbe essere legata ad una regolazione da parte di
fattori estrinseci. Si € infatti visto che bFGF (basic Fibroblast Growth Factor),
sintetizzato dai neuroni e capace di stimolare la proliferazione di precursori
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Figura 2. Profilo ontogenetico di NSEmRNA in estratti cerebrali di ratto. |

valori di RNAm, espressi in % del livello raggiunto in eta adulta, sono deri -
vati da analisi Northern Blot di RNA sottoposto a corsa elettroforetica e

misurato mediante autoradiografia, in rapporto alla corrispondente eta di

sviluppo dell’animale. Le eta pre-natali sono indicate come E16 - E20; le eta

post-natali sono segnalate come P1 - P30; I'eta adulta con A, pari a 120

giorni.

La comparsa della proteina enzimatica NSE durante lo sviluppo é anche ri -
portata in modo comparativo.

(o) =NSE mRNA ; (m) = proteina enzimatica NSE.

(modificato, da: Forss-Petter S., Danielson P., Sutcliffe J.G.. Neuron-Specific

Enolase: complete structure of Rat mRNA, multiple transcriptional sites,

and evidence suggesting post-transcriptional control. J. Neurosci. Res. 1986.

16: 141 - 156).

oligodendrocitici, bloccandone al contempo la differenziazione, esercita un
effetto inibitorio sulla produzione di GAP-43 e genolasi da parte di cellule
gliali adiacenti.
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Funzione

La comparsa della NSE durante I’embriogenesi in collegamento con lo
sviluppo dell’attivita neuronale indica come questo enzima si sia altamente
differenziato per adattarsi alla localizzazione neuronale, a differenza delle
altre isoforme.

NSE é infatti un enzima della via glicolitica capace di supportare le
richieste energetiche “fluttuanti” e fasiche della cell nervosa, oltre che par-
ticolarmente adattato a tollerare le variazioni ioniche intracell: le [CI] si in-
nalzano durante i processi di depolarizzazione neuronale e bloccherebbero
altrimenti le enolasi e la conseguente produzione di energia proprio nel mo-
mento di maggiore bisogno (ripolarizzazione cellulare per la riattivazione
delle pompe di membrana).

La carica netta negativa della NSE (pl = 4.7) inoltre facilita le interazioni
con il citoscheletro neuronale e permette il suo trasporto assonico sino alle
estremita cellulari.

Struttura del gene codificante

Le caratteristiche genomiche di NSE sono state indagate avvalendosi di
analisi genomica con Southern Blot, isolamento e sequenziamento del gene,
analisi del trascritto mediante estensione del primer.

Il locus genico per la subunita g é chiamato ENO2 e mappa sul braccio
p13 del cromosoma 12 (16).

Il gene ENO2 nel ratto ha dimensioni di ~9kb ed ¢ composto da 12
ESONI e 11 INTRONI.

Sono stati individuati tre potenziali siti di origine per la trascrizione
(purine in posizione -133, -119, -112), ma la vera e propria regione promoter,
evidenziata su estratti cell-free di cellule HelLa, si troverebbe a ~200 bp a
monte (5°) del primo sito di trascrizione potenziale e conterrebbe almeno 7
classi diverse di sequenze ripetute oltre ad una notevole quantitadi G+ C e
parecchie sequenze GC-box-like, mentre mancherebbero sequenze con-
sensus tipiche di TATA-box di CAAT-box.

Sequenze GC-box-like in una regione ad elevato contenuto GC possono
riconoscere fattori di trascrizione come Sp1, essenziali per promuovere la
trascrizione del gene, mentre alcune delle numerose sequenze ripetute,
presenti nelle regioni fiancheggianti 5’, fungerebbero da enhancer,
regolando la trascrizione stessa.
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La regione 5’-non codificante (del trascritto) ¢ lunga 112-133bp e viene
divisa fra I’esone | e I’esone 1.

Le sequenze site a monte 5’ del sito cap risultano estremamente conserva-
te fra le specie suggerendo una loro importanza funzionale conservata du-
rante I’evoluzione.

A circa 20 bp a monte del sito di inizio della traduzione vi & una breve se-
guenza di pirimidine con omologia per I'estremo 3’ di RNAr 18S e pertanto
simile ai siti di legame con i ribosomi (sequenza 5’-leader), tipici di RNAmM
eucariotici.

Il codone di avvio per la traduzione (ATG) e sito nell’esone Il e lo stop-
codon (TAG) si trova invece nell’esone XII.

All’estremo 3’ & stato individuato un singolo sito di poliadenilazione.

La sequenza non codificante all’estremo 3’ del trascritto € lunga 848 bp ed
e sita nell’esone XII.

I nucleotidi per il presunto sito (residuo di arginina 414) di interazione
dell’enolasi con il substrato sarebbero presenti nell’esone Xl e XIlI.

I nucleotidi responsabili del presunto sito (residuo di istidina 191) di
interazione con il cofattore Mg** sarebbero presenti nell’esone VII. In par-
ticolare la NSE possiede un residuo di treonina 192 in prossimita di questo
residuo istidinico, mentre la NNE possiede una asparagina.

Poiché la treonina ha una forte affinita per Mg**, questa differenza
strutturale potrebbe essere importante, durante I'ingresso di CI nella depo-
larizzazione cellulare, per incrementare la stabilita di NSE (rispetto agli altri
isoenzimi), attraverso un piu saldo legame con Mg**, mantenendo cosi
funzionale I’enzima ed efficiente la cellula nervosa (35).

La proteina ottenuta da questo gene, ricostruita al computer, ha una
struttura secondaria compatibile con una architettura globulare, formata da
434 aminoacidi, con carica netta -9 e P.M. ~47 Kd (35).

La porzione intermedia della proteina costituisce la principale fonte di
cariche negative della molecola.

Nell’'uomo (27), il gene g NSE codifica per una struttura composta da 434
aminoacidi (compresa la met. iniziale) (Figura 3).

La sequenza codificante &€ quindi composta da 1.302 bp, inizianti con ATG
in posizione 69-71 e terminanti con stop-codon TGA in posizione 1371-1373.

Il gene completo, comprese le sequenze fiancheggianti 5’ e 3’ e gli introni,
invece ha dimensioni di 10.905 bp.

L’organizzazione genica in 12 ESONI ed 11 INTRONI ¢ analoga a quella
del ratto (Figura 4).

Gli ESONI sono spazialmente raccolti in 2 gruppi:

-dal2al 7,

-dal 9 al 12.

Gli ESONI strettamente codificanti (da 3 a 11) hanno dimensioni iden-
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ATG TGA ATTAAA
1 234567 8 91011 12
Bg

E HE Bg|B E BgB B Bg BHB Bg E HB
L1 il | L 1 1 ] 111 L 1 1

- s - -

Figura 3. Struttura e strategia di sequenziamento del gene ENO 2, codifi -
cante g-enolasi umana.

Il DNA genomico é rappresentato in alto come una linea spessa, mentre una
mappa ottenuta con endonucleasi di restrizione é riportata in basso (gli en -
zimi di restrizione sono indicati con sigle internazionali: Bg, Bglll; B,

BamHlI; E, EcoRl; H, HindlIl).

Gli esoni codificanti sono evidenziati come rettangoli neri, mentre gli esoni

non-codificanti sono mostrati come rettangoli vuoti. Sono anche riportate

le posizioni relative a: codone di inizio-traduzione ATG, stop-codon TGA e

segnale di poliadenilazione ATTAAA.

Le frecce larghe mostrano le regioni sottoposte a sequenzamento dopo dige -
stione progressiva con Esonucleasi Ill.

(modificato da: Oliva D., Cali L., Feo S., Giallongo A.. Complete structure of the
human gene encoding Neuron-Specific Enolase. Genomics. 1991. 10: 157 - 165.)

tiche a quelli delle altre ENOLASI sinora identificate, e piccole differenze fra
isoenzimi si riscontrano solo negli ESONI 2 e 12. Le dimensioni del’ESONE
1 variano, invece, in quanto vi sono multipli siti potenziali di inizio della
trascrizione (-91, -116, -133 a monte del codone di iniziazione ATG), in
analogia a quanto avviene nel ratto. L’ESONE 12 presenta una sequenza
variante di poliadenilazione ATTAAA, 895 bp dopo lo stop-codon.

Tutti i siti donatori e accettori di taglio per gli INTRONI hanno sequenze
in linea con laregola’5’ GT - AG 3'.

La strutturazione degli INTRONI é identica al gene della g NSE del ratto
e della a ENOLASI umana.

L’analisi di comparazione dei tre geni ENO codificanti le isoforme, che
sono interrotti in analoghe posizioni alle giunzioni ESONI-INTRONI,
suggerisce che i membri della famiglia multigenica delle ENOLASI umane
sono il prodotto di una serie di duplicazioni di un singolo gene ancestrale.

Anche I'’elevata omologia di sequenza aminoacidica (ed anche nucleo-
tidica) fra le varie isoforme e fra le varie specie di mammiferi costituiscono
conferma di come tutte le ENOLASI derivino filogeneticamente in realta da
un unico gene.
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B, .
&L AL aw

Figura 4. Microfotografia di tumore neuroendocrino maligno di origine pan -

creatica. Si noti il monomorfismo delle cellule, con frequenti atipie nucleari,

e la regolarita dell’architettura istologica, conformante trabecole, nidi. In -

frequenti le mitosi e le aberrazioni cellulari.

(preparato in E.E.; a.: ingrandimento 120 x; b.: ingrandimento 400 x).

Lo studio di sequenza di oltre 1 kb a monte del principale sito di inizio
della trascrizione sul 1° ESONE, per I’identificazione del promotore, ha
rivelato I’assenza di sequenze canoniche TATA e CAAT-boxes, anche se una
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sequenza CAAT si rileva in posizione -241, priva pero di significato fun-
zionale.

Sono state invece trovate 5 copie di elementi promotori CACCC, 150 bp a
monte del sito di inizio di trascrizione, capaci di funzionare da CAAT-box.

Inoltre le sequenze circostanti il punto di inizio del’ESONE | e i primi
250 nucleotidi dell’'INTRONE | sono particolarmente ricchi in G + C, target
per la metilazione del DNA, fenomeno connesso all’attivazione/disattiva-
zione dei geni.

2 copie di sequenze altamente ripetitive Alu sono presenti nel'INTRONE
7, con orientamento inverso ed anche la regione fiancheggiante I’'estremo 5’
del gene g-enolasi contiene una sequenza invertita Alu.

La mancanza di vere TATA e CAAT-boxes, che prevalgono nei geni ad
elevata tessuto-specificita (indipendenti dalle specie di appartenenza), e,
invece, la presenza di sequenza ricche in G + C é tipica dei geni “domestici”
dei mammiferi.

La specificita tissutale di questo gene puo essere ritenuta intermedia fra
quella dei geni costitutivamente espressi e quella dei geni specializzati che
codificano proteine presenti solo in determinati tipi cellulari: la proteina e il
corrispondente mMRNA sono stati infatti ritrovati anche in tessuti normali e
trasformati di origine non-neuronale e nel linfociti periferici stimolati con
mitogeni (29).

Distribuzione tissutale

NSE e stata rinvenuta in cellule di derivazione neuroectodermica:

- heuroni, principalmente;

- cell neuroendocrine del sistema APUD (36, 37).

Queste ultime cellule sono state cosi chiamate da Pearse e coll. nel 1974
perché in possesso di sistemi enzimatici capaci di prelevare e decarbossilare
precursori aminici (Amine Precursor Uptake and Decarboxilation) produ-
cendo cosi vari ormoni o sostanze ormono-simili (38).

Tali cellule, monomorfe, con nuclei uniformi e citoplasmi abbondanti
chiari, contengono granuli secretori, a core denso, e piccole vescicole di tipo
sinaptico: nel passato queste strutture erano identificate in base alla reattivi-
ta con I'acido osmico (reazione di Mulon), i sali di cromo (reazione di Henle),
il nitrato di argento (reazione di Ogata), e percio dette cromaffini od argentaf-
fini, in relazione a queste prime colorazioni istochimiche con le quali fu pos-
sibile inoltre distinguere elementi argirofili ed elementi argentaffini (39).

Inizialmente rilevate solo a livello enterico, soprattutto in sede ileale a
ceco-appendicolare, furono chiamate appunto cellule ENTEROCROMAFFI-
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NI (di Vialli-Erspamer), produttrici di ormoni come serotonina (responsa-
bile, attraverso i gruppi fenolici, della argentaffinita e della autofluorescenza
gialla, indotta dall’esposizione ai vapori di formalina), 5-idrossitriptofano
(suo precursore, responsabile della argirofilia) e sostanza P e spesso associa-
te a quaderi clinici funzionali da iperincrezione endocrina in corso di partico-
lari proliferazioni neoplastiche. Queste erano state individuate gia nel 1907
da Oberndorfer e denominate CARCINOIDI (kar kinos = cancro, eidhs =
simile) proprio in ragione della minore malignita clinica di queste forme,
rispetto ai veri e propri tumori maligni, ai quali si riteneva fossero simili (39).

Solo nel 1951 Bjork, Axen e Thorsen associarono al tumore descritto da
Oberndorfer un quadro caratterizzato da flushing cutaneo, diarrea, bronco-
spasmo e valvulopatia e lo denominarono pertanto “sindrome da carcinoide”.

Dal 1980 tutti i tumori endocrini digestivi furono nel identificati come
“carcinoidi” da WHO e classificati, sulla base di colorazioni istochimiche,
come forme a cellule enterocromaffini, forme a cellule gastriniche (responsa-
bile della sindrome di Zollinger-Ellison, una forma peptica ulcerogena da iper-
secrezione gastrica) e forme ad altri tipi cellulari.

Solo recentemente il sistema neuroendocrino APUD si intende costituito
da una notevole varietd di elementi neuronali ed endocrini, contraddistinti
da caratteristiche comuni:

- differenziazione istologica neurale,

- formazione di pseudo-rosette,

- background fibrillare pseudo-gliale,

- contemporanea espressione di determinati marker proteici neuroendo-

crini ed enzimatici (fra i quali I’enzima-chiave L-DOPA-decarbossilasi),

- produzione di diverse, specifiche sostanze ormonali (serotonina e suo

precursore, 5-idrossitriptofano, istamina, kinine, prostaglandine, cate-

colamine, gastrina, VIP, calcitonina, sostanza P, somatostatina, secretina,
tropine ipofisarie etc...).

Tale sistema ¢ formato da cellule neuroendocrine organizzate in strutture
differenti (Tabella 3), cioé veri e propri organi, di piccole dimensioni, cluster
di cellule all’interno di altri tessuti e reti di singole cellule disseminate in vari
organi, il cosiddetto sistema neuroendocrino diffuso (40).

In tutte queste strutture la colorazione per NSE é evidente nel citoplasma
cellulare e nella matrice fibrillare.

Pertanto attualmente NSE viene considerato uno dei marker molecolari
per le cellule centrali e periferiche neuronali e neuroendocrine (18), assieme
a chromogranina A (CgA, proteina della matrice dei granuli) e GFAP (pro-
teina gliofibrillare acida), entrambi espressi da cellule piu differenziate, sy-
naptophysina (glicoproteina delle vescicole presinaptiche neuronali e delle
piccole vescicole chiare delle cellule neuroendocrine)), PGP9.5 (prodotto
genico proteico 9.5, presente a livello citoplasmatico in associazione a NSE)),
proteina S-100, proteine dei neurofilamenti, Leu-7 (antigene di superficie di
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a. Organi veri e propri, di piccole dimensioni

e pineale,

« ipofisi anteriore,

« midollare del surrene,

e paragangli (cardiaco, organo di Zuckerkandl paraortico.),

o corpi chemorecettoriali (recettori pO, e pH) del glomo carotideo e giugulare.

b. Cluster di cellule all’interno di altri tessuti

e pancreas,
o tiroide (cellule C, parafollicolari),
e tessuto retroperitoneale.

c. Reti di singole cellule disseminate in vari organi: sistema
diffuso neuroendocrino (32)

o polmone (cellule di Kultschizky),

e intestino,

o timo,

o cute (melanociti, cellule di Merkel).

Tabella 3. Sistema APUD nell’'uomo. Organizzazione strutturale degli ele -
menti cellulari costitutivi.

cellule Natural Killer, chiamato anche HNK1 o CD57, anche associato a glico-
proteine della mielina, o a proteine dei granuli neuroendocrini) antigene su-
perficiale MIC2, responsabile della formazione di pseudorosette cellulari tipo
Homer-Wright, ed altri ancora, suggestivi della differenziazione neurale.

Tecniche di analisi

La localizzazione specifica (prevalente) di NSE nel citoplasma di neuroni
e di cellule neuroendocrine ha fatto si che il suo dosaggio nei liquidi
biologici (siero, liquor ed altri) o il rilievo nel materiale bioptico sia diventato
di ausilio nella diagnostica di disordini da alterato metabolismo o turnover
di questi tipi cell ulari .

In particolare NSE, nei liquidi biologici, & da intendersi marker di dan-
no o distruzione a carico di cellule neuronali e pertanto la sua individua-
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zione é indice clinico-diagnostico di lesione delle cellule nervose o neuroen-
docrine (patologie non-neoplastiche) ovvero di proliferazione incontrollata e
distruzione di elementi di questo tipo (patologie neoplastiche).

A questi fini é inutile dosare ’TENOLASI totale, perché presente in tutti i
tessuti e liberata nei liquidi biologici in una gran quantita di patologie (epa-
topatie, cardiopatie); quindi per raggiungere una specificita diagnostica tis-
sutale é indispensabile dosare la sola NSE, direttamente o per sottrazione
dal’lENOLASI totale delle altre forme non neurono-specifiche.

Le tecniche hanno avuto grande impulso dall’introduzione commerciale
dapprima di antisieri policlonali anti-NSE e poi da anticorpi monoclonali
anti-gsubunita.

Le tecniche di analisi sono diverse a seconda che si tratti di:

a)- tessuti,

b)- estratti tissutali,

c)- liquidi biologici.

A. Sezioni tissutali

Vengono impiegate tecniche di immunoistochimica con antisieri specifici
anti-NSE, con metodica peroxidasi-antiperoxidasi (PAP) o avidina-biotina
complex (ABC), ed esame al microscopio ottico (41, 42).

Con il metodo PAP, I'attivita delle perossidasi endogene deve essere
bloccata utilizzando perossido di idrogeno in metanolo al 3% per 15 minuti.
Un insufficiente blocco dell’attivita perossidasica endogena pud dar luogo a
colorazioni aspecifiche di polimorfonucleati, eosinofili, mast-cells ed anche
keratina.

Linfociti, macrofagi, plasmacellule, cellule di Schwann risultano invece
sempre negativi.

NSE ¢ un costituente solubile citoplasmatico per le cellule APUD, ma
oltre che nel citoplasma, si rinviene anche nella matrice fibrillare di tessuti
APUD e tumori da questi derivati (Tabella 4) (Figura 4. e Figura 5).

E’ stato ipotizzato che il grado di positivita istologica per NSE, riscontra-
to in tumori, possa essere un indizio della vitalita ed energia della prolifera-
zione neoplastica, anche se probabilmente questi parametri sono piu stretta-
mente connessi con tutto il pannello degli enzimi delle vie energetiche e non
solo con la NSE (43).

B. Estratti tissutali

Si usano tecniche (non sensibili fino a poco fa) per estratti cerebrali e per
estratti di altri tessuti:

- RIA in fase solida con antigene marcato con *H (44),

- RIA con doppio anticorpo per identificare contemporaneamente NSE e
NNE (45).
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NSE-positivita
Tessuto NF° casi Sede assente lieve moderata intensa
TESSUTI NORMALI
Ipofisi 5 cellule sparse della - 2 3 -
adenoipofisi

Tiroide 3 cellule parafollicolari 2 1 - -
Paratiroide 2 - 1 1 -
Midollare surrenalica 7 cellule gangliari 2 1 3 1

cellule morfologicamente 3 1 3 -

corrispondenti a
cellule cromaffini

Pancreas 2 insulae pancreatiche - 2 - -
CARCINOIDI
Polmone 2 cellule tumorali - 1 1 -
Stomaco 1 - - 1 -
lleo 3 - - 3 -
Appendice 6 - - 4 2
Retto 1 1 - - -
TUMORI MALIGNI
Carcinomi polmonari
- squamocellulare 5 cellule tumorali 4 1 - -
- adenocarcinoma 5 5 - - -
- anaplastico a grandi cell 5 3 2 - -
- microcitoma 5 4 1 - -
- alveolare 2 2 - - -
- adenoide-cistico 1 1 - -
Neuroblastoma 3 cellule tumorali e stroma - 1 1 1
Ca. midollare tiroideo 1 - 1 -
Melanoma 15 cellule tumorali 1 2 9 3
Sarcoma di Ewing 1 1 - - -

Tabella 4. NSE-positivita riscontrata in preparati istologici di tessuti
APUD e di tumori da essi derivati.

(modificato, da: Dhillon A.P., Rode J., Leathem A. Neurone specific enolase:
an aid to the diagnosis of melanoma and neuroblastoma. Histopathol. 1982.
6:81 - 92).
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Figura 5. Microfotografia di preparato immunoistochimico di tumore neuro -
endocrino maligno di origine pancreatica valutato con antisiero anti-NSE.

Si noti la diffusa, “pulverulenta” positivita citoplasmatica e, in parte, anche

stromale, di molti elementi cellulari costituenti il tumore, arrangiati in nidi

e trabecole.

(preparato allestito con PAP; a.: ingrandimento 120 x; b.: ingrandimento 400 x).

<\l Caleidoscopio



Somma M. C., Fusco A. NSE (Enolasi Neurono-Specifica)

C. Liquidi biologici

Le tecniche usate hanno tutte elevate sensibilita e C.V. (coefficienti di
variazione, indice di precisione) assai contenuti e quindi si puo affermare
che la loro precisione & buona (bassa dispersione dei valori).

Anche la accuratezza (rapporto valore atteso/dosato) é sovrapponibile
ed accettabile fra i vari metodi.

Il coefficiente di regressione (indice di accuratezza) viene riferito quasi
sempre al dosaggio classico RIA con antisiero policlonale ed é sempre
eccellente con varie metodiche (> 0.95).

Nel dosaggio su siero, bisogna rimarcare I'importanza di controllare
sempre contemporaneamente la funzionalita renale (creatinina), per evitare
falsi innalzamenti dovuti a insufficienza renale (concetto valido per tutti i
markers).

Interferenze possibili derivano da emolisi nel campione, in quanto NSE &
presente sia in eritrociti che in piastrine (46) (47).

Lipemia ed iperbilirubinemia invece non determinano alcuna variazione
di rilievo sui valori dosati di NSE (48) (Tabella 5).

1. Effetti dell’ EMOLISI

Valore NSE di base: Dopo 2% di emolisi:
4.0ng/L > 20 ng/L

Conclusione: eritrociti contengono Enolasi e pertanto I’emolisi deve essere evitata.

2. Effetti della BILIRUBINA

Valore NSE di base: Dopo aggiunta di 684 nmol/L di bilirubina:
4.0ng/L 4.0 ng/L
Conclusione: nessun effetto.

3. Effetti della LIPEMIA

Valore NSE in siero torbido Dopo ultracentrifugazione:
(Trigliceridi > 4 mmol/L): 55nmy/L
5.2ng/L

Conclusione: nessun effetto.

(da: Anastasiades K.D., Mullins R.E., Conn R.B.. Assessment by ELISA in Patients with
small cell carcinoma of the lung. Am.J.Clin.Pathol. (1987); 87: 245-249.)

Tabella 5. Interferenze sul dosaggio sierico NSE.
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La raccolta dei campioni di sangue deve essere effettuata seguendo oppor-
tunamente le procedure standardizzate per le tappe pre-analitiche (49) (50).

Esse prevedono:

- la raccolta dei campioni dai pazienti fra le 08.00 e le 12.00 a.m.;

- refrigerazione immediata in ghiaccio dei campioni;

- centrifugazione a -4°C per 30 - 45 minuti, per il sieraggio;

- stoccaggio in piccole aliquote e conservazione a -70°C fino al dosaggio.

Tali dosaggi possono, ovviamente, essere eseguiti anche su altri liquidi
biologici, primo fra tutti LCS (liquido cerebro-spinale) (51).

Si possono adoperare:

Metodiche radioimmunologiche:

- RIA adattato, sensibile a piccole quantita di enzima, con marcatura con
125] dell’ Antigene (piu specifica di ®H) ed antisiero policlonale o monoclonale
(51); la separazione dell’immunocomplesso formatosi puo realizzarsi me-
diante un mezzo adsorbente (resina) o immunoasdorbente (colonne veico-
lanti un anticorpo legante) o mediante precipitazione con secondo anticorpo
da solo o associato a PEG;

- IRMA a “sandwich”, con antigene bloccato su supporto solido o su par-
ticelle monodisperse magnetizzabili e separabili.

Metodiche immunologiche non radioisotopiche

1.Tecniche immunoenzimatiche:

Non vi e completa concordanza sulla migliore (52) o peggiore (53) sensi-
bilita, accuratezza e precisione degli anticorpi monoclonali anti-g subunita
NSE, capace di rivelare sia gg NSE che ag NSE, nei confronti degli antisieri
policlonali, entrati in commercio per primi e largamente diffusi: si deve co-
munque sottolineare la relazione lineare fra i due sistemi di dosaggio che te-
stimonia I’ottimo livello di affidabilita di tutte le tecniche attualmente in
commercio.

Le tecniche usate fanno riferimento a:

- EIA con antisiero policlonale o con anticorpi monoclonali, legato a ga-
lattosidasi (54),

- ELISA con metodo sandwich con doppio anticorpo (antisiero di coniglio
anti-NSE di ratto legato a micropiastra rivestita di BSA, oppure a biglie di
polistirene, e reagente con NSE umana, rivelato dopo sandwich, con immu-
noperoxidasi Avidina-Biotina Coniugata) (55).

2. Tecniche di immunofluorescenza:
Si tratta della FIA (fluorimmunometria), con anticorpi monoclonali in fa-
se solida in tecnica diretta a “sandwich”(53).
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3. Tecniche enzimatiche (bioluminescenza):

Consiste nella bioluminescenza con sistema luciferina-luciferasi e ADP +
PK su siero e Liquor, con possibilita di rilevare concentrazioni in un range
compreso fra 0.2 - 10 U/L (56).

4. Tecniche di immunobioluminescenza:

Con questa tecnica, gli anticorpi, fissati alle provette, legano NSE dei
campioni: dopo I'aggiunta di substrato, 2-fosfoglicerato (2PG), ADP e piru-
vato kinasi (PK), la formazione di ATP, catalizzata da NSE (e dalla reazione
accoppiata PK), viene rivelata dall’emissione di luce con il sistema biolumi-
nescente alla luciferasi e dosata con spettrofotometro (57).

5. Tecniche ibride (Immunocattura differenziale + Bioluminescenza):

Si realizza I'immunocattura di NSE con Anticorpi specifici fissati alle pro-
vette e si procede alla determinazione dei valori di NSE mediante dosaggio
differenziale spettrofotometrico di bioluminescenza (con reazione accop-
piata PK + substrato 2PG ed ADP) relativo all’ATP prodotto nel campione
prima dell’immunocattura e nel sovranatante dopo immunocattura; il meto-
do é rapido, non necessita I’'uso di curve standard e viene realizzato in poche
tappe: il range di concentrazioni rilevate e fra 0.15 - 15 U/L (58).

Metodiche non immunologiche

Tecniche di elettroforesi

I vantaggi rispetto alle tecniche immunologiche consistono nella mancan-
za di anticorpi specifici e di antigeni purificati, necessari a tarare le curve di
standardizzazione, con evidenti risparmi sui costi e sui tempi, a fronte pero
di una semplicita e rapidita inferiore di queste metodiche.

Ne esistono due varianti:

a. Rapida in 2 TAPPE (59):

- separazione elettroforetica degli isoenzimi di ENOLASI su cellulosa
acetato,

- rivelazione e dosaggio in bioluminescenza dell’attivita NSE.

b. Amplificata:

- separazione elettroforetica degli isoenzimi di ENOLASI su acetato di
cellulosa,

- mediante reazioni accoppiate, alla ENOLASI vengono aggiunte
PK+ADP, HK (esokinasi) e 6GPDH-glucosofostatodeidrogenasi che, parten-
do da Glucoso-6-Fosfato, & capace di creare amplificazione enzimatica por-
tando a produrre dapprima 6-fosfogluconato e poi Ribuloso-6-fosfato con 2
NADPH. Il dosaggio di NSE viene effettuato proprio mediante valutazione
spettrofotometrica della fluorescenza conseguente al processo di riossida-
zione del NADPH formato. Il coefficiente di correlazione con i valori del RIA
& molto buono: 0.91 (60).
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| risultati dei metodi enzimatici e dei metodi di immunoassay non pos-
sono pero essere correttamente confrontati fra loro in modo diretto, perché le
tecniche di immunoassay (enzimatiche o isotopiche) dosano la quantita di
proteina enzimatica, indipendentemente dalla sua attivita enzimatica e
percio esprimono il risultato in ng/ml (oppure mg/L) di proteina enzi-
matica; le analisi enzimatiche invece danno valori espressi un U/L.

1 U di ENOLASI ¢ la quantita di enzima che catalizza I’interconversione
di 1 mmole di 2PG in PeP in 1 minuto.
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Impiego di NSE come marker di pato-
logie neoplastiche

La prima osservazione inerente al possibile ruolo di NSE come marker
tumorale di tumori neuroendocrini (APUDOMI), clinicamente difficili da ri-
levare, risale a TAPJA, MARANGOS et al. nel 1981 (61). Essi misero in cor-
citologica) di tumori neuroendocrini primitivi o metastatici (ma non di altri
tipi di tumori non neuroendocrini, come carcinomi vari digestivi) con gli
elevati livelli di NSE dosabili negli estratti tissutali tumorali (anche di tumori
scarsamente proliferanti o secernenti) e segnalarono I'ipotesi di utilizzare il
dosaggio plasmatico dell’enzima come semplice sistema diagnostico.

I tumori per i quali fu esaminata la NSE-reattivita erano quelli riportati in
Tabella 6; fra di essi solo quelli a connotazione neuroendocrina risultarono
NSE-positivi e spesso produttori di peptidi ormonali.

TUMORI Numero Numero +1peptide +1laltro >altri
casi NSE + prodotto  peptide peptidi

Neoplasie endocrine

VIPomi 15 15 4 9 2
Gastrinomi 10 10 6 3 1
Glucagonomi 12 12 1 4 7
Insulinomi 10 10 5 2 3
Feocromocitomi 14 14 - 5 -
Ca. midollari tiroidei 10 10 6 - -
Carcinoidi digestivi 8 8 4 (5HT) - -
Ca. oat-cell bronchiale 5 5 - - -
Ganglioneuroblastomi 3 3 2 (VIP) - -
Carcinoide polmonare 1 1 - - -
Chemodectoma 1 1 - - -
Paraganglioma vagale 1 1 - - -
Neoplasie non-endocrine
Carcinomi 11 0 - - -

(4 gastrici, 3 retto,
3 colon, 1 ceco)

(modificato da Tapia F.J., Polak J.M., Barbosa A.J.A., Bloom S.R. et al. Neuron-specific
enolase is produced by neuroendocrine tumours. Lancet. 1981. April,11: 808 - 811)

Tabella 6. Reattivita per NSE rilevata in estratti tissutali di alcuni tumori.
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Il primo impiego di NSE come marker sierico tumorale & appena succes-
sivo, del 1982, proposto da CARNEY, MARANGOS et al. per il tumore
polmonare di tipo microcitoma, detto anche oat-cell carcinoma o SCLC
(Small Cell Lung Cancer) (62). Da allora il suo impiego é stato applicato a
molti tumori (Tabella 7).

e TUMORE POLMONARE A PICCOLE CELLULE
(Small Cell Lung Cancer) o MICROCITOMA,;

o NEUROBLASTOMA,

e TUMORI NEUROENDOCRINI DEL PANCREAS
E DEL DIGERENTE (CARCINOIDI pr. d.);

e TUMORI PRIMITIVI NEUROENDOCRINI PERIFERICI
E SARCOMA DI EWING,;

e TUMORE MIDOLLARE DELLA TIROIDE;

e TUMORE CUTANEO A CELLULE DI MERKEL,;
e TUMORI TESTICOLARI,

o MELANOMA MALIGNGO;

e RETINOBLASTOMA.

Tabella 7. NSE sierico come marker neoplastico: principali patologie per le
quali trova impiego clinico.

Tumore polmonare a piccole cell (SCLC)

Il carcinoma polmonare rappresenta in molti Paesi industrializzati il
tumore piu frequente nel sesso maschile e anche nel sesso femminile é in
fase di notevole incremento, correlato al consumo del tabacco, con valori di
incidenza nella popolazione globale pari a 51-89/100.000 (63).

La sua mortalita € elevata, raggiungendo circa il 30% di tutti i decessi per
patologia tumorale

Nell’'ambito del tumore polmonare si considerano differenti istotipi che
rientrano in due grandi famiglie:

* tumore polmonare a piccole cellule (SCLC: Small Cell Lung Cancer,
detto anche oat-cell carcinoma, carcinoma anaplastico a piccole cellule o a
chicco d’avena, microcitoma)
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* tumore polmonare non-a-piccole cellule (NSCLC: Non-Small Cell
Lung Cancer), nel cui ambito si distinguono alcune varianti istotipiche:

- carcinoma squamoso (SCC: squamous cell carcinoma);

- adenocarcinoma (ADC);

- carcinoma adenosquamoso (ASC);

- carcinoma anaplastico a grandi cellule (LCC).

Dato che i vari carcinoma squamocellulare, adenocarcinoma e carcinoma
a grandi cellule del polmone si comportano allo stesso modo dal punto di vi-
sta prognostico e terapeutico, e giustificata la loro inclusione in un unico
gruppo, denominato NSCLC (64).

La terapia di tutti i tumori polmonari rappresenta uno dei principali
problemi dell’oncologia, in ragione dei risultati fin qui deludenti ottenuti.

Infatti al momento della diagnosi solo il 20% dei pazienti e affetto da una
patologia localizzata, il 25% presenta un coinvolgimento dei linfonodi re-
gionali e il 55% lamenta gia metastasi a distanza.

La sopravvivenza, nell’ipotesi piu favorevole di malattia localizzata, non
supera il 40% a 5 anni di distanza e questi valori non hanno subito signifi-
cative variazioni negli ultimi 20 anni.

L’approccio terapeutico é differente nelle due famiglie di tumori:

- NSCLC: resezione chirurgica del tumore primario e dei linfonodi regio-
nali nelle forme localizzate; chemio-radioterapia adiuvante nelle forme estese;

- SCLC: sempre chemioterapia, in ragione della buona sensibilita, almeno
nelle forme localizzate.

SCLC ha una origine neuroectodermica, come dimostrano le carat-
teristiche citologiche (cellule linfocito-simili con nuclei ipercromatici e ci-
toplasmi chiari, di dimensioni variabili), la produzione di sostanze ormonali
(sindromi paraneoplastiche spesso associate, da increzione ectopica di
ACTH, serotonina, calcitonina ad esempio) (65) (66) e la presenza di granuli
neurosecretori elettrondensi di 150-300 nm di diametro, argirofili (con colo-
razione di Masson) analoghi a quelli presenti nei tumori carcinoidi bronchia-
li, a riprova di una istogenesi comune da una cellula tipo-Kultschitsky (neu-
roendocrina) della mucosa bronchiale (67).

Vi € comunque da rimarcare come la presenza di quadri istologici “di
passaggio” fra SCLC e NSCLC (aree di differenziazione adenomatosa o
squamosa presenti in microcitomi) oltre che la presenza di markers, talvolta
comunemente rilevati nelle due grandi famiglie di tumori polmonari (gra-
nuli neurosecretori, neurofilamenti e filamenti intermedi epiteliali), lasci
supporre che tutti i tumori polmonari possano derivare da un’unica “cellula
indifferenziata” capace di diversi pattern di differenziazione (68) (69).

In ragione delle caratteristiche biologiche neuroendocrine, comunque,
SCLC ha un’elevata sensibilita alla chemioterapia, il che permette lunghe
sopravvivenze nei casi di completa risposta per forme localizzate ma anche,
nei casi di chemioresistenza primitiva o secondaria, regressioni parziali,

curative pero in minime percentuali (70).
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SCLC costituisce il 20 - 25% di tutti i tumori maligni del polmone e pre-
senta un decorso clinico contrassegnato da una diffusione rapida nel restante
parenchima polmonare e verso i linfonodi locali mediastinici. In genere
viene diagnosticato quando & gia metastatico.

Metastatizza infatti rapidamente nel polmone controlaterale e sulla su-
perficie pleurica oltre che a distanza, a livello osseo, cerebrale e in altri
organi ed apparati.

La stadiazione del tumore viene effettuata con tecniche di imaging
diagnostico (radiologia, tomografia computerizzata, RMN, scintigrafia ossea,
ecografia addominale), broncoscopia, broncolavaggio e biopsie bronchiali,
midollari ed epatiche.

La malattia, secondo le linee-guida VALG dettate dall’Organizzazione
Mondiale della Sanita, si considera localizzata (LD) se il coinvolgimento si
limita a un solo polmone e ai linfonodi locali (mediastinici controlaterali e
sovraclaveari ipsilaterali), mantenendo una discreta risposta al trattamento,
altrimenti é da considerarsi estesa (ED), ulteriormente differenziabile in |
(senza metastasi extra-polmonari) e Il (con metastasi extra-polmonari) ed in-
sensibile a qualunque terapia.

L’elevata velocita di proliferazione e I'origine neuroectodermica di que-
sto tumore fanno si che molte sostanze da esso prodotte possano essere im-
piegate come markers tumorali:

- enzimi come NSE,

- peptidi secretori,

- ormoni,

- filamenti intermedi,

- molecole di superficie cellulare.

All’epoca del primo impiego come marker della NSE (1982), proposto da
Carney e coll. (62), non esistevano, per questi tumori, indicatori affidabili di
diagnosi, di diffusione della patologia, di monitoraggio della risposta alla te-
rapia citotossica, né di prognosi.

L’impiego di NSE come marker di questo tumore é nato dall’osservazio-
ne che le cellule di SCLC hanno enzimi (DOPA-decarbossilasi), granuli neu-
rosecretori, produzione di vari polipeptidi come le cellule APUD.

Con lo studio del 1982 di Carney effettuato su 94 casi (38 con LD; 56 con
ED) e 30 controlli furono individuati:

- valori normali di NSE sierico nei controlli, pari in media a 5.2 ng/ml
(range: 2.4 - 9.6 ng/ml);

- valori patologici di NSE pari in media a 52.35+11.56 ng/ml, presenti
mediamente nel 69% di tutti i pazienti con SCLC, con variabilita correlata
alla diffusione della malattia, e pertanto compresa fra 39% nei casi di LD
(diffusione limitata) con valori di 13.8+1.47 ng/ml e 87% nei casi di ED (dif-
fusione estesa) con valori 59.0£16.8 ng/ml, giungendo al 100% dei casi con
metastasi in piu di 3 sedi;
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- correlazione dei valori di NSE sierici alla diffusione e quindi alla massa
del tumore, confermata anche con lavori successivi del 1985 (Akoun e
Cooper) e del 1990 (Harding) (71);

- correlazione eccellente di valori seriati di NSE con la risposta alla tera-
pia e possibilita di impiego come biomarker specifico di SCLC in follow-up e
terapia.

a. NSE PER LO SCREENING o DIAGNOSI PRECOCE di SCLC
Come altri marker tumorali, NSE non presenta caratteristiche di sen-

b. VALORE DIAGNOSTICO DI NSE

Rapellino e coll. hanno recentemente revisionato 34 lavori nei quali erano
determinati i valori di NSE al momento della diagnosi di tumore SCLC.

Sia pure con variazioni legate alla prevalenza della patologia nelle varie
popolazioni esaminate e alle diverse proporzioni di pazienti arruolati con
differenti estensione della neoplasia, sono emersi i sequenti dati laboratori-
stici :

- valore di cut-off pari a 10 - 12.5 ng/ml (74);

- valore medio alla diagnosi: 23 ng/ml (range fra 3.6 - 200 ng/ml) (74);

- Sensibilita media, con il predetto cutoff, pari a 73%; € variabile nei di-
versi studi fra 42-87% e attestata sui valori piu elevati quando vengono esa-
minate serie numerose di pazienti.

La sensibilitd & 50 - 60% in LD, mentre sale a 75 - 90 % in ED.

- Specificitd media, con il predetto cutoff, pari a 83%; € variabile nei di-
versi studi fra 75-95%, anche quando esaminate serie numerose di pazienti.

In uno studio belga eseguito da Pinson e coll. (74) nel 1988, utilizzando
un valore di cutoff alla diagnosi > 12.5 ng/ml, si & ottenuta una sensibilita
pari a 73% e una specificita pari a 83%, considerando positivi tutti i pazienti
pazienti colpiti da tumori polmonari (SCLC, NSCLC, metastasi polmonari).

Il valore diagnostico di NSE all’esordio clinico puo essere utile per confer-
ma, in casi in cui le caratteristiche istologiche o citologiche siano dubbie (75).

E’ stata rilevata una certa eterogeneita nell’espressione di biomarkers da
parte di tumori SCLC e tumori polmonari NSCLC, con possibilita di quadri
di sovrapposizione che suggeriscono la eventuale esistenza di una stem cell
comune per tutti i tipi di tumore polmonare (76). Questo dato rende NSE
uno strumento non del tutto affidabile per la differenziazione di SCLC da
NSCLC al momento della diagnosi.

I valori tissutali di NSE infatti aumentano, anche se in misura molto infe-
riore rispetto a tumori SCLC (35 volte i valori normali), (Tabella 8) anche in:

- tumori NSCLC (4 volte i valori normali);

- tumori a grandi cellule polmonari (9 volte i valori normali).

I_valori sierici di NSE risultano elevati (Tabella 8 e Figura 6) anche nel (74):
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Tumore N NSE tissutale NSE sierico
(ng/mg proteina) (ng/ml)
media DS media DS
polmone normale 13 51 10 - -
siero normale 100 - - 31 0.9
SCLC 11 1800 900 30.0 34.0
NSCLC:
-squamocellulare 15 196 87 5.6 3.7
-adenocarcinoma 16 241 153 4.7 2.1
-ca. adenosquamoso 3 203 139 3.1 0.6
-ca. a grandi cellule 11 449 455 5.0 1.6
(modificato da: Fujita K., Haimoto H., Imaizumi M., Abe T., Kato K. Evaluation of g
enolase as a tumor marker for lung cancer. Cancer .1987. 60: 363-369.)

Tabella 8. Concentrazioni di Enolasi nei tessuti tumorali e nei sieri di pa -
zienti con diversi tipi di tumori polmonari.
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- 15% - 30% di tumori NSCLC e in tumori misti (77) (78);

- 4% di patologie benigne polmonari, anche se con valori inferiori a quel-
li dei tumori polmonari.

Pertanto I'utilita diagnostica del dosaggio NSE viene messa in dubbio da
alcuni Autori, anche se occorre rimarcare come patologie polmonari non-
SCLC possano raggiungere valori sierici NSE assai inferiori rispetto a SCLC.

I valori di NSE nel liquido pleurico risultano elevati (cut-off <26 ng/ml), in:

- SCLC (pleurite neoplastica) e APUDOMI, soprattutto (sensibilita 75% e
specificita 95%) (79);

- tbc, anche se con tassi di gran lunga inferiori (63).

| valori di NSE nel liquido BAL (Lavaggio Bronco-Alveolare) risultano
elevati (80):

- in tumori polmonari (sia SCLC che NSCLC) con una buona sensibilita
~61% e specificitda ~80%, che accresce ancora accoppiando il dosaggio sierico
(sensibilita ~78%, specificitd ~80 %) e pertanto potrebbe trovare impiego
nella diagnostica di conferma (81).

Pazienti con SCLC presentano i piu elevati valori assoluti sierici di NSE
alla diagnosi di esordio, analogamente a pazienti con tumore cutaneo di
Merkel (82).

c. VALORE PROGNOSTICO di NSE

I valori medi di produzione di NSE sono significativamente piu elevati
nelle forme ED in confronto alle forme LD. (71). Quindi i livelli di NSE
sierico si correlano con la massa tumorale.

Tali differenze non permettono pero, a causa di un certo overlap di risul-
tati, di eseguire una stadiazione certa di SCLC, distinguendo LD da ED, an-
che se sono stati riscontrati valori in media piu elevati in ED (50 ngZ/ml, con
range compreso fra 12 - 800 ng/ml) rispetto a LD (15.5 ng/ml, con range
compreso fra 7 - 120 ng/ml) (73).

Si ritiene inoltre possibile derivare indicazioni prognostiche dai valori
sierici pretrattamento.

Harding e coll. hanno osservato nel 1990 una riduzione di sopravvivenza
nei pazienti di ~10% per ogni 5 ng/ml di innalzamento NSE sierico al-
I’esordio (71).

Jorgensen e coll. (83) nel 1992 e poi anche Szturmowicz e coll. (84) nel
1993 hanno confermato come il valore di NSE pre-chemioterapia abbia signi-
ficato prognostico e sia associato con la durata della risposta al trattamento e
hanno proposto di assumere il limite di 2 volte il cut-off normale (25 ng/ml)
per distinguere due serie con differenti destini prognostici (75).

Johnson e coll. hanno confermato (75), con un’analisi multivariata su 154
pazienti affetti da SCLC, come i migliori parametri indipendenti predittivi
per la sopravvivenza siano NSE (> 25 ng/ml), sieroalbumina (< 35g/1) e
performance status (< 80) secondo la scala di Karnofsky (Figura 7).
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80 -
80
60 -
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Figura 7. Curve di sopravvivenza di pazienti affetti da SCLC sviluppate in relazione ad
alcuni fattori di prognosi.

Le percentuali dei pazienti che sopravvivono sono correlate al tempo intercorso dalla diagnosi.
Sono state individuate categorie prognostiche in base a precise caratteristiche dei predetti fattori:
- NSE sierico <o> di 25 ng/ml; - LDH sierico <o> di 240 U.1./It.; - Performance Status (Karnofsky
Index) compreso fra 100 - 90, 80 - 70, 60 - 20; - Chromogranina A sierico <o0> 100 ng/ml; - NCAM
sierico <0> 20 U/ml; - CYFRA 21.1 sierico <o0> 3.6 ng/ml.

E’ evidente come il parametro dotato della migliore capacita discriminativa e predittiva sia il
valore di CYFRA 21.1 sierico ed il peggiore sia invece NCAM; equivalenti ed omogenei i valori

informativi prognostici intrinseci a tutti gli altri fattori.

(dati estrapolati da: Johnson P.W.M., Joel S.P., Love S., Pandian M.R., Squires L., Wrigley P.F.M., Slevin M.L. Tumor markers
for prediction of survival and monitoring of remission in small cell lung cancer. Br. J Cancer. 1993. 67: 760 - 766; Jaques G.,
Auerbach B., Pritsch M., Wolf M., Madry N., Havemann K. Evaluation of serum Neural Cell Adhesion Molecule as a new
tumor marker in small cell lung cancer. Cancer. 1993. 72 (2): 418 - 425; Giovannella L., Piantanida R., Ceriani L., Bandera M.,
Novario R., Bianchi L., Roncari G. Immunoassay of NSE and serum fragments of cytokaratin 19 (CYFRA 21.1) as tumor
marker in small cell lung cancer: clinical evaluation and biological hypothesis. Int. J. Biol. Markers. 1997. 12: 22 - 26.)
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Ai fini prognostici si é visto che i livelli NSE variano analogamente a
LDH, anche se in quest’ambito la sensibilita di NSE & maggiore rispetto a
LDH, che ha sensibilita globale di ~54% (e comunque assai scarsa nei tu-
mori LD) (83) (85): pertanto in queste valutazioni, dato che i due parametri
veicolano di fatto la medesima informazione clinica (come rilevato da
un’analisi eseguita con modello di Cox), é preferibile impiegare solo NSE.

Un’analisi policentrica multivariata per piu fattori prognostici, eseguita
nel 1996 da Joergensen e coll. (85), ha permesso di definire un semplice algo-
ritmo per I'identificazione di un affidabile INDICE PROGNOSTICO, combi-
nando le informazioni derivate da tre variabili reciprocamente indipendenti:

INDICE PROGNOSTICO = Znse + Zstadio + 2Zps

NSE = neuron-specific enolase sierico;
stadio = stadio clinico;
PS = indice di performance di Karnofsky per pazienti tumorali.

Costruendo un diagramma Kaplan-Meier sulla base degli otto gruppi ri-
sultanti su 674 pazienti, sono stati individuati 4 gruppi prognostici, in ter-
mini di percentuali di sopravvivenza a 2 anni, rispettivamente pari al 22%,
14%, 6%, 1%. (Figura 8)

Figura 8. Diagram -
1=Buona ma di Kaplan-Meier
2= Inter A sviluppato su 674
3= Inter B pazienti, osservati
4= Scadente in un intervallo di 4
anni e valutati in
base ad un indice
prognostico (Pl),
derivante da un al
goritmo che combi
na alcuni parametri:
NSE sierico, Perfor
mance Status, sta
dio clinico di SCLC.
0 1 2 3 4 | Sono definit_e quat
tro categorie pro
gnostiche: PI1 = 0,
buono; PI=1-2,in -

1004

80

60 o

40 7

20 7

ter A; Pl =3 -6, inter B; Pl =7, scadente.

(modificato, da: Jorgensen L.G.M., Osterlind K., Genolla J., Gomm S.A., Hernandez J.R., Johnson P.W.M.,
Lober J., Splinter T.A.W., Szturmowicz M. Serum neurron-specific enolase (S-NSE) and the prognosis in small-
cell lung cancer (SCLC): a combined multivariable analysis on data from nine centres. Br. J. Cancer . 1995. 74:
463 - 467.)
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Il valore prognostico dei livelli sierici di NSE é stato valutato da
Zandwijk e coll. anche per i tumori NSCLC: la capacita di produzione di
NSE da parte di questi tumori in fase pre-trattamento sembra comunque
predire un comportamento clinico piu aggressivo della neoplasia (77), ma
anche una maggiore sensibilita alla chemioterapia (86) ed una piu lunga so-
pravvivenza in esito ad essa (87).

La chemiosensibilita dei tumori polmonari di origine epiteliale & infatti
scarsa soprattutto nelle forme che hanno un’elevata espressione di
citokeratine, mentre le forme che co-esprimono NSE implicano la presenza
di tessuti a differenziazione neuroendocrina, piu responsivi al trattamento.

d. MONITORAGGIO DI SCLC DURANTE TRATTAMENTO

La risposta di un tumore polmonare alla terapia seguita attraverso
marker sierici, secondo i criteri standard della UICC, puo essere di vari tipi:

- remissione completa (CR);

- remissione parziale (PR);

- riduzione maggiore del 50%;

- malattia stabile (SD);

- riduzione inferiore al 50% o incremento < al 25% del valore di cutoff;

- malattia progressiva (PD) o incremento > al 25% del valore di cutoff.

L’andamento dei valori di NSE sierico durante la chemioterapia e stato
documentato nei pazienti responders, non-responders e in fase di malattia
progressiva (PD) (63).

Pazienti che rispondono alla terapia con remissione completa o parziale,
seguiti nel follow-up, presentano (Figura 9):

- transitorio innalzamento di NSE nei giorni immediatamente successivi
(3 giorni) alla terapia per lisi delle cellule tumorali e liberazione enzimatica
(indicatore precoce di risposta a terapia, non predittivo pero di efficacia
terapeutica a lungo termine),

- normalizzazione dei valori NSE al primo check trimestrale, nei casi di
remissione protratta.

L’accuratezza predittiva dei valori NSE nel follow-up secondo Splinter e
coll. (52) sarebbe talmente elevata (98%) nell’individuare una remissione
completa o parziale, una malattia stabile o progressiva, da rendere inutili
altri costosi esami di routine (TAC) (88).

Uno studio longitudinale eseguito nel 1992 da Muller e coll. su 56 pa-
zienti ha rilevato buona sensibilita (87%) e specificita (94%) di NSE come
marker dinamico (89).

La durata media della remissione in pazienti che rispondono alla terapia
e di 6 mesi, con sopravvivenze globali pari a 12 mesi nei casi di remissioni
parziali e con il 13% dei soggetti ancora vivi dopo 2 anni (Figura 10) (75).

E’ controversa la possibilita di correlare i valori di NSE alla durata della
remissione: Johnson e coll. nel 1993 hanno rinvenuto in 154 pazienti affetti da
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Figura 9. Monitoraggio dei
valori sierici NSE durante il
trattamento chemoterapico in
un paziente affetto da SCLC,
altamente sensibile alla tera -
pia. Si noti il transitorio in -
nalzamento delle concentra -
zioni di NSE immediatamente
successivo all’avvio del trat -
tamento, segnale della lisi tu -
morale, la rapida caduta dei
valori durante la fase di re -
gressione e il lento re-innal -
zamento in coincidenza con la
recidiva neoplastica.
(modificato da: Batandier C.,

Brambilla E., Nagy-Mignotte H., Laporte F., Jacrot M., Beriel H., Paramelle
B., Brambilla C. Clinical Value of an amplified electrophoretic
determination of enolase isoenzymes in small cell lung carcinoma patients.

Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1989. 49: 33 - 42.
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Figura 10. Valore
prognostico delle
concentrazioni
sieriche di NSE in
pazienti affetti da
SCLC durante la
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(modificato da: Johnson P.W.M., Joel S.P., Love S., Pandian M.R., Squires
L., Wrigley P.F.M., Slevin M.L. Tumor markers for prediction of survival
and monitoring of remission in small cell lung cancer. Br. J Cancer. 1993. 67:
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766.)
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SCLC una forte correlazione inversa fra andamento dei livelli NSE sierici in
fase di risposta al trattamento (riduzioni ( 50%) e durata della remissione (75).

Questo dato non & pero universalmente accettato e sembra che le piu
lunghe durate di remissione siano invece piu strettamente correlate alla
normalizzazione dei valori di un altro marker, la AGP (a-glicoproteina)
sierica (90).

Un altro studio eseguito nel 1997 in Belgio da Pinson e coll. ha mostrato
che esiste corrispondenza prognostica fra valori NSE e volume del tumore
solo nei pazienti che rispondono alla terapia con normalizzazione dei valori
(da 46.1 ng/ml a 17 ng/ml), perche riduzioni, sia pure di minori entita, dei
valori NSE si possono verificare anche nei soggetti non-responders dopo
terapia (da 65.4 ng/ml a 25.4 ng/ml), probabilmente affetti da malattia
progressiva o da malattia stabile, nei quali in ogni modo si verifica una
riduzione di NSE sierica, ma non una normalizzazione (74).

Inoltre, in caso di recidiva, i valori medi NSE si innalzano significativa-
mente rispetto a quelli della fase di remissione (Figura 9).

La progressione del tumore durante la recidiva e infatti spesso
accompagnata da valori di NSE, con tempi di raddoppiamento, oscillanti fra
7-90 giorni (18).

L’innalzamento della NSE non si verifica sempre in queste evenienza, ma
solo in percentuali variabili (0 - 50%), rilevate nei diversi lavori e si possono
pertanto avere mancati ri-innalzamenti in caso di recidiva (falsi-negativi) (74).

Questi aspetti rendono controversa I'utilitd di NSE nel follow-up dei
pazienti con SCLC, soprattutto nella predizione di recidiva, per la quale ad
esempio la Chromogranina A, un altro marker neuroendocrino, sembra
essere piu affidabile.

e. ANALISI COMPARATIVA DEL VALORE DIAGNOSTICO, PRO-
GNOSTICO E NEL MONITORAGGIO DI TUMORI SCLC ATTRAVERSO
DIVERSI BIOMARKERS

NSE non ha caratteristiche tali da risultare utile nella DIAGNOSI
PRECOCE di SCLC (72).

Nessuno degli altri biomarkers in uso per tumori polmonari, da solo o in
associazione, é dotato, al momento, di specificita e sensibilita tali da poter
essere impiegato con sicurezza per diagnosi precoce attraverso screening.

L’analisi comparativa fra vari markers tumorali in uso nella diagnostica di
uno specifico gruppo di neoplasie é possibile solo allorche le loro caratteri-
stiche di affidabilita siano valutate sotto le stesse condizioni sperimentali, dato
che ogni marcatore possiede proprie connotazioni di sensibilita e specificita.

Per queste finalita, I'’’Hamburger Group for the standardization of Tumor
Markers” ha stabilito che i valori di cutoff per tutte le tipologie di marker in
esame comparativo siano allineati ad una specificita pari a 95% (consensus
cut-off) per differenziare patologie tumorali da patologie benigne (91).

VIl Caleidoscopio



Somma M. C., Fusco A. NSE (Enolasi Neurono-Specifica)

In realtd per gli scopi clinici, nella pratica si usa fare ricorso:

- al/i marker/s con piu elevata sensibilita per consensus cut-off fissato al
95% di specificita solo quando vi sia necessita di una chiara e precisa distin-
zione fra patologie benigne e maligne,

- al/i marker/s dotati di maggiore “accuratezza diagnostica”, ovvero con
la migliore combinazione di specificita e sensibilita, quando invece si é anco-
ra nella fase iniziale di sospetto clinico-diagnostico di un tumore polmonare.

Per questo scopo si utilizzano le curve ROC (Receiver Operating Charac-
teristic curve: curva caratteristica operativa) dei singoli marker, ossia dia-
grammi che rappresentano le relazioni esistenti fra le % di veri positivi (sen-
sibilita) in ordinata e le % di falsi positivi (specificitd) in ascissa, corrispon-
denti ad un ampio spettro di differenti valori soglia del marker (92).

La comparazione fra i diversi marker si effettua valutando le aree sottese
dalle singole curve.

Piu le curve si avvicinano agli angoli superiori sinistri del grafico, mi-
gliore € la capacita discriminativa fra patologie benigne e maligne e quindi
migliore é la cosiddetta “accuratezza diagnostica”.

Con tali curve inoltre sono rilevabili i valori di sensibilita per consensus
cut-off di specificita al 95% per patologie non neoplastiche.

Per poter esaminare il potenziale valore specifico di ogni marker, pero, si
mettono in comparazione i tests positivi (fissati ad una specificita del 95%,
pari al consensus cut-off ) per ogni marcatore, rilevati in pazienti affetti da
neoplasia polmonare, con quelli risultati positivi in un gruppo di pazienti di
riferimento, caratterizzati da un quadro clinico rilevante, come ad esempio,
quelli affetti da patologie polmonari benigne.

Le curve ROC, I'accuratezza diagnostica per tumore polmonare, i valori
di sensibilita con consensus cutoff al 95% e i valori sierici assoluti medi per
patologie non-neoplastiche sono stati verificati per alcuni dei principali
markers in uso (Tabelle 9, 10, 11, 12, 13) (Figure 13 e 14).

In particolare:

- CEA, glicoproteina appartenente alla superfamiglia delle immuno-
globuline, isolata nel 1965 da Gold e Freeman a partire da un estratto di
cellule tumorali colorettali (4). Normalmente e assente nei tessuti adulti,
mentre é presente nell’intestino, fegato, pancreas fetali, dove svolge pre-
sumibilmente funzione di molecola di adesione.

I valori CEA hanno una limitata applicabilita per la diagnosi di tumore
polmonare (in toto) e non sono correlati specificamente a SCLC né per una
diagnosi, né per una prognosi di sopravvivenza riferita ai livelli di pre-
sentazione (75). | livelli CEA alla presentazione non sono, inoltre, in alcun
modo correlati alla risposta alla terapia e variazioni di tali valori in relazione
alla terapia sono del tutto incostanti e non legati alla durata della remissione
(75).

Ad un consensus cut-off del 95% (7 ng/It), mostra una sensibilita per
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Sensibilita Specificita Accuratezza
NSE .56 .76 .67
CEA 45 .85 .65
TPS 48 A7 .48
CYFRA 21-1 .56 74 .65
NSE-CEA .64 .65 .65
NSE-CYFRA 21-1 .78 .70 75

(modificato, da: Giovannella L., Ceriani L., Bandera M. et al. Evaluation of the serum
markers CEA, NSE, TPS and CYFRA 21-1 in lung cancer. Int. J. Biol. Markers.
1995. 10: 156 - 160)

Tabella 9. Caratteristiche operative di alcuni markers in SCLC.

Sensibilita Specificita Accuratezza
NSE 22 .76 .40
CEA 45 .85 .58
TPS 71 A7 .63
CYFRA 21-1 e 74 75
NSE-CYFRA 21-1 .80 .70 73

(modificato, da: Giovannella L., Ceriani L., Bandera M. et al. Evaluation of the
serum markers CEA, NSE, TPS and CYFRA 21-1 in lung cancer. Int. J. Biol.
Markers. 1995. 10: 156 - 160)

Tabella 10. Caratteristiche operative di alcuni markers in NSCLC.

tumori polmonari in toto (SCLC + NSCLC) pari a 35%, a fronte di 52% per
NSE (94)(Tabella 11), cosi ripartita (Figura 11) (Tabella 13):

- sensibilita per SCLC pari a 25% per forme ED, 22% per forme LD, a
fronte di valori rispettivamente pari a 62% e 42% di NSE (94);

- sensibilita per NSCLC pari a 22 - 20% in stadi | e Il (rispettivamente 5 -
20% per NSE), 32 - 45% in stadi 1l e IV (rispettivamente 20 - 10% per NSE).

Sulla base di curve ROC (Figura 12), si registra un’accuratezza diagno-
stica per tumore polmonare in toto pari a 78%, con sensibilita 89% e specifi-
cita 56%, ad un cut-off di 2 ng/It.

E’ evidente quindi la superiorita diagnostica di NSE su CEA per tumori
SCLC e, al contrario, il maggior valore di CEA per NSCLC.

Il CEA presenta comunque un’ottima correlazione con NSCLC
soprattutto nella varieta istotipica ad adenocarcinoma, con valori di
sensibilita del 73%, a fronte di una sensibilita minima del 29% offerta da
NSE (Tabella 11) (95).
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Marker tumorale Sensibilita Cut-off

NSE 52 22ng/ml

CEA 35 7ng/ml

TPM 47 100 U/L

TPA 43 150 U/L

TPS 25 300 U/L
CYFRA 21-1 56 4ng/ml
NSE/CYFRA 21-1 80 ==

SCC 15 4ng/mi
(modificato, da: Plebani M., Basso D., Navaglia F., De Paoli M. et al. Clinical
evaluation of seven tumor markers in lung cancer diagnosis: can any combination
improve the results?. Br. J. Cancer. 1995. 72: 170 - 173.)

Tabella 11. Comparazione fra markers mediante consensus cut-off: sensi -
bilita di NSE, CYFRA 21-1, CEA, TPM, TPA, TPS ed SCC nella diagnostica

del tumore polmonare (in toto), in condizioni di specificita fissate al 95% e

riferite a patologie polmonari benigne. In tabella sono anche riportati i

corrispondenti valori di cut-off.

Carcinoma polmonare

marker NSCLC  squamoso adeno a grandicell SCLC
n= 156 n =66 n==67 n=17 n =62
NSE 5 5 3 9 55
CEA 33 25 41 27 18
TPA 50 62 40 41 52
TPS 17 18 16 18 32
CYFRA 21-1 64 79 54 65 52
SCC 19 38 5 1 6

(modificato, da: Stieber P., Dienemann H., Hasholzner U., et al. Comparison of CYFRA
21-1, TPA and TPS in lung cancer, urinary bladder cancr and benign diseases. Int. J.
Biol. Markers. 1994. 9: 82 - 88.)

Tabella 12. Sensibilita (espressa in %) di NSE, CEA, TPA, TPS, CYFRA 21-1,
SCC nei tumori polmonari, ripartiti in base alle caratteristiche di istotipo. |
valori di consensus cut-off (sensibilita fissata al 95%) in riferimento a
patologie polmonari benigne.
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NSE CYFRA 21-1 NSE/CYFRA 21-1

(1 o entrambi positivi)

SCLC-LD(n=28)  0.42 (12/28) 0.54 (15/28) 0.78 (22/28)
SCLC-ED (n=34)  0.62(21/34) 0.59 (20/34) 0.82 (28/34)

(modificato, da: Giovannella L., Piantanida R., Ceriani L., et al. Immunoassay of neuron-
specific enolase (NSE) and serum fragments of cytokeratin 19 (CYFRA 21.1) as tumor
markers in small cell lung cancer: clinical evaluation and biological hypothesis. Int. J.
Biol. Markers. 1997. 12: 22 - 26.)

Tabella 13. Sensibilita di NSE, CYFRA 21-1 e dell’associazione NSE /
CYFRA 21-1 nei confronti dei due stadi di SCLC, valutata al consensus cut-
off (specificita del 95% rispetto a patologie polmonari benigne).

Il dosaggio combinato NSE + CEA raggiunge valori di sensibilita per
SCLC pari a 64% e specificita di 65%, con accuratezza diagnostica del 65%
(Tabella 8) (96).

- SCC TA4 (antigene del carcinoma a cell squamose), € piu tipico di tu-
mori epidermoidali polmonari (NSCLC), ma ha scarso potere di discrimina-
zione (95) (97) (98).

Ad un consensus cut-off del 95% (4 ng/It), mostra una sensibilita per tu-
mori polmonari in toto (SCLC + NSCLC) pari a 15%, a fronte di 52% per
NSE (94) (Tabella 11), cosi ripartita (Figura 11) (Tabella 13):

- sensibilita per SCLC pari a 8% per forme ED, 2% per forme LD, a fron-
te di valori rispettivamente pari a 62% e 42% di NSE (94);

- sensibilita per NSCLC pari a 10 - 26% in stadi | e Il (rispettivamente 5 -
20% per NSE), 20 - 10% in stadi 1l e IV (rispettivamente 20 - 10% per NSE).

E’ evidente la scarsissima affidabilita di SCC per i tumori polmonari in
genere e, in particolar modo, per SCLC.

- citokeratine: una delle 5 famiglie di filamenti intermedi polipeptidici,
costituenti il citoscheletro, che spesso sono agganciati con un’estremita alla
membrana nucleare e con I’altra estremita a desmosomi o alla membrana
plasmatica.

Esse sono eterotetrameri formati da 2 doppie eliche composte da due po-
lipeptidi acidi di tipo | e due polipeptidi basici di tipo Il, con struttura cen-
trale ad a-elica e code idrofobiche non ad elica.

Esistono 20 differenti citokeratine, numerate da 1 a 20. Si distinguono ci-
tokeratine a basso P.M. degli epiteli (citokeratine 7, 8, 18, 19), diverse da
quelle epidermiche, ad alto P.M..

Ogni tipo di epitelio esprime uno specifico pattern citokeratinico (produ-
cendo almeno due diversi filamenti) (99) (100) (101), che viene conservato
anche in caso di trasformazione maligna.
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Figura 11. Sensibilita di
«TPS  oNSE alcuni markers tumo -
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(dati estrapolati da:
Plebani M., Basso D.,
Navaglia F., De Paoli
M., Tommasini, Cipria -
ni A. Clinical evaluation of seven tumor markers in lung cancer diagnosis: can
any combination improve the results? Br. J. Cancer. 1995. 72: 170 - 173; Giovan -
nella L., Piantanida R., Ceriani L., Bandera M., Novario R., Bianchi L., Roncari
G. Immunoassay of NSE and serum fragments of cytokaratin 19 (CYFRA 21.1)
as tumor marker in small cell lung cancer: clinical evaluation and biological
hypothesis. Int. J. Biol. Markers. 1997. 12: 22 - 26.).
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Le citokeratine che derivano dalla lisi cellulare sono altamente polime-
rizzate e quindi insolubili; comunque da cellule neoplastiche possono essere
liberati, per necrosi cellulare, frammenti solubili di citokeratine che si
rinvengono in circolo mediante anticorpi monoclonali.

Nel carcinoma polmonare (in toto), alcune citokeratine sieriche
aumentano indipendentemente dall’istotipo, liberate dalla lisi di cell
neoplastiche.

Infatti NSCLC esprimono usualmente elevati livelli di keratine
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120 Figura 12.
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(modificato da: Plebani M., Basso D., Navaglia F., De Paoli M., Tommasini,
Cipriani A. Clinical evaluation of seven tumor markers in lung cancer
diagnosis: can any combination improve the results? Br. J. Cancer. 1995. 72:
170 - 173; Stieber P., Dienemann H., Hasholzner U., Fabricius P.G.,
Schambeck C., Weinzierl M., Poley S., Samtleben W., Hofmann K., Meier W.,
Untch M., Fateh-Moghadam A. Comparison of CYFRA 21-1, TPA and TPS
in lung cancer, urinary bladder cancer and benign diseases. Int. Biol.
Markers. 1994. 9: 82 - 88.).
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normalmente presenti nell’epitelio normale polmonare, ma anche SCLC, pur
originando dalla cresta neurale, producono sia neurofilamenti (GFAP) che
citokeratine, a riprova della possibile origine cellulare comune di tutti i
tumori polmonari.

Le citokeratine impiegate come marker tumorali polmonari sono:

* TPM, capace di individuare citokeratine 8, 18 e 19, mediante IRMA.

Ha una eccellente sensibilita per i tumori NSCLC, essendo correlato allo
stadio e alla massa tumorale (102), ma i piccoli aumenti negli stadi clinici
iniziali non permettono comunque di impiegarlo per la diagnosi precoce.

Ad un consensus cut-off pari a 95% (100 U/It), mostra valori di sen-
sibilita per tumori polmonari in toto (SCLC + NSCLC) pari a 47%, a fronte di
52% (94) per NSE (Tabella 11) , cosi ripartita (Figura 11) (Tabella 13):

- sensibilita per SCLC pari a 55% solo per forme ED, trascurabile invece
per forme LD ( 10%), a fronte di valori rispettivamente pari a 62% e 42% di
NSE (94) ;
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- sensibilita per NSCLC pari a 27 - 28 % in stadi | e Il (rispettivamente 5 -
20% per NSE), 45 - 62% in stadi 11l e IV (rispettivamente 20 - 10% per NSE).

E’ evidente I'’eccellente affidabilita di tale marker per la diagnostica dei
tumori polmonari anche di origine neuroendocrina, come SCLC.

Sulla base di curve ROC (Figura 14), si registra un’accuratezza diagno-
stica per tumore polmonare in toto pari a 81%, con sensibilita 79% e specifi-
cita 84%, ad un cut-off di 46 U/It.

* TPA (Tissue Polypeptide Antigen), isolato da Bjorklund et al. nel 1975
(4), capace di individuare principalmente citokeratine 8 e 19 (cross-reattivita
con CYFRA 21.1), e, in minima parte anche 18, e rilevato con metodica con
IRMA.

Ad un consensus cut-off del 95% (150 U/It), mostra una sensibilita per
tumori polmonari in toto (SCLC + NSCLC) pari a 43%, a fronte di 52% per
NSE (94) (Tabella 11), cosi ripartita (Figura 11) (Tabella 13):

- sensibilita per SCLC pari a 44% solo per forme ED, trascurabile invece
per forme LD (~10%), a fronte di valori rispettivamente pari a 62% e 42% di
NSE (94);

- sensibilita per NSCLC pari a 38 - 35% in stadi | e Il (rispettivamente 5 -
20% per NSE), 42 - 50% in stadi 1l e IV (rispettivamente 20 - 10% per NSE).

E’ evidente la superiorita diagnostica di questo marker, rispetto a NSE,
per i tumori NSCLC.

Sulla base di curve ROC (Figura 12), si registra un’accuratezza dia-
ghostica per tumore polmonare in toto pari a 78%, con sensibilita 82% e
specificita 71%, ad un cut-off di 75 U/It..

* TPS (Tissue polypeptide-specific antigen), con IRMA o ELISA, capace
di individuare principalmente I’epitopo M3 della citokeratina 18 (in minima
parte anche 8 e 19) e rilevato con metodica IRMA o ELISA.

Ad un consensus cut-off del 95% (300 U/It), mostra una sensibilita per
tumori polmonari in toto (SCLC + NSCLC) pari a 25%, a fronte di 52% per
NSE (94)(Tabella 11), cosi ripartita (Figura 11) (Tabella 13):

- sensibilita per SCLC pari a 40% solo per forme ED, trascurabile invece
per forme LD (~10%), a fronte di valori rispettivamente pari a 62% e 42% di
NSE (94);

- sensibilita per NSCLC pari a 15 - 20% in stadi I e Il (rispettivamente 5 -
20% per NSE), 5 - 32% in stadi Ill e IV (rispettivamente 20 - 10% per NSE).

Sulla base di curve ROC (Figura 12), si registra una scarsa accuratezza
diagnostica per tumore polmonare in toto.

E’ evidente quindi la netta superiorita diagnostica di NSE su TPS per
tumori SCLC, oltre che per tumori polmonari in toto.

Cio dipende dal fatto che I'antigene individuato (citokeratina 18) fa parte
del patrimonio citoscheletrico epiteliale di distretti, quali gastroenterico o
ginecologico, differenti da quello respiratorio (100).

In ogni caso bisogna rimarcare come i livelli di TPS si innalzino anche in
forme inflammatorie-infettive polmonari (tbc, polmoniti) (103);
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* CYFRA 21.1, un frammento solubile di citokeratina 19, che & una sub-
unita acida di tipo I, rivelata da 2 Anticorpi, BM19-21 e KS19-1 con metodica
IRMA a “sandwich” su fase solida, o ELISA con Streptavidina-Biotina (104),
per la prima volta impiegato da Stieber e Bodenmuller nella diagnostica dei
tumori polmonari all’inizio degli anni ‘90 (105).

A livello polmonare CYFRA e TPA apparentemente dosano la stessa
sostanza e quindi non avrebbe senso abbinarli nel dosaggio (106).

E’ uno dei marker piu recenti ed affidabili, con una buona sensibilita per i
tumori NSCLC, in particolare carcinomi squamocellulari, essendo correlato
allo stadio e alla massa tumorale, anche se i piccoli aumenti negli stadi clinici
iniziali non permettono di farne un indice affidabile per la diagnosi precoce
o per lo screening (97).

Ad un consensus cut-off del 95% (4 ng/It), mostra una sensibilita per tu-
mori polmonari in toto (SCLC + NSCLC) pari a 56 %, a fronte di 52% per
NSE (94) (Tabella 11), cosi ripartita (Figura 11) (Tabella 13):

- sensibilita per SCLC pari a 59% per forme ED, e 54% per forme LD, a
fronte di valori rispettivamente pari a 62% e 42% di NSE (75) (94);

- sensibilita per NSCLC pari a 45 - 38% in stadi | e Il (rispettivamente 5 - 20%
per NSE), e 52 - 60% in stadi Ill e IV (rispettivamente 20 - 10% per NSE) (102).

Sulla base di curve ROC (Figura 12), si registra un’accuratezza diagnosti-
ca per tumore polmonare in toto pari a 72%, con sensibilita 64% e specificita
86%, ad un cut-off di 3 ng/It. E’ evidente la ottima affidabilita diagnostica di
CYFRA 21.1 per tumore polmonare in genere e soprattutto la piu elevata
sensibilita fra i vari markers nel rilevare stadi iniziali non solo per tumori
NSCLC, ma anche per tumori SCLC.

La sensibilita di CYFRA 21.1 mostra valori piu elevati per alcune varianti
istotipiche di NSCLC come tumori squamocellulari (~79%), carcinomi a
grandi cellule (~65%) e adenocarcinomi (~ 54%) (Tabella 12) (103) (106).

I valori di CYFRA 21.1 dosati all’esordio sono, secondo alcuni Autori
(94), i piu importanti parametri prognostici di sopravvivenza in pazienti
affetti da SCLC, in quanto I’espressione di citokeratine da parte di tumori
SCLC, implicherebbe una scarsa sensibilita ai chemioterapici (analogamente
alle cellule dei carcinomi squamose polmonari), con una prognosi 220 volte
peggiore rispetto a casi con valori sierici < 3.6 ng/ml (Figura 9).

CYFRA 21.1 invece non & un marker utile per seguire I’evoluzione
dinamica delle masse tumorali in corso di terapia, in quanto, a differenza di
NSE, non vi é significativa differenza dei concentrazioni sieriche in relazione
alle masse tumorali (94).

Il dosaggio combinato di NSE + CYFRA, valutata in base al principio:
“uno od entrambi positivi”, permette di ottenere guadagni notevoli di
sensibilita per SCLC (con consensus cut-off a 95%), arrivando a valori globali
di 80%, corrispondenti a 78% in LD e 82% in ED (94) (Tabella 13).

Il dosaggio congiunto offre quindi dati complementari di tipo
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diagnostico, clinico (stadiazione) e prognostico, accoppiando le caratteri-
stiche dei singoli marker.

La valutazione congiunta dei due markers, all’esordio, offre la possibilita
di arrivare ad una diagnosi sufficientemente accurata anche in mancanza di
una definizione bioptica o in caso di broncoscopia o broncolavaggio negativi
(103); pertanto questi due markers sono utilizzati per I'analisi discriminante,
ossia la verifica attraverso la combinazione del potere discriminante di piu
variabili contemporaneamente, finalizzata alla discriminazione fra NSCLC e
SCLC.

In questo modo, applicando la formula algoritmica, ideata da Paone e
coll. (78):

Ln NSE - 0,16 Ln CYFRA 21.1- 2,345

€ possibile ottenere, attraverso la individuazione della cosiddetta “varia-
bile canonica” capace di discriminare le due forme tumorali (valori positivi
suggestivi per SCLC / valori negativi per NSCLC), una percentuale di cor-
retta classificazione pari a 93.1%, con una percentuale di eventuali errori
doppia in SCLC (11.5%) rispetto a NSCLC (5.7%) (80) (Figura 13).

Gli elevati livelli di sensibilita raggiunti dal dosaggio combinato si
prestano quindi bene alla valutazione pre-trattamento dei casi di SCLC.

La definizione prognostica € invece meglio garantita dal solo dosaggio
CYFRA 21.1, mentre la stadiazione e, mentre il monitoraggio post-
terapeutico € preferibile eseguirlo solo con NSE i cui valori, a differenza di
CYFRA 21.1, sono correlati alla massa tumorale (94).

CYFRA 21.1 aumenta anche in caso di epatiti croniche e pancreatiti, oltre
a tumori mammari, digestivi (106) e della vescica urinaria (sensibilita ~38 -
56% a seconda della minore o maggiore profondita) (100).

Anche il dosaggio combinato di TPM e CYFRA 21.1, sembra dare
garanzie sia per la diagnosi globale dei tumori polmonari sia per la
stadiazione, dato che CYFRA 21.1 é sensibile ai tumori in fase precoce,
mentre TPM a quelli in fase avanzata (102);

- NCAM (Neural Cell Adhesion Molecules), una glicoproteina di
membrana (integrale o connessa per il tramite dei fosfolipidi), che funge da
molecola di adesione (107) (108) per cellule neurali. Esistente anche in forma
solubile, forse rilasciata dalle cellule per secrezione o per azione di enzimi, &
variamente coniugata con omopolimeri di diversa lunghezza di acido sialico
(acido polisialico: PSA). Il grado di sializzazione della molecola é inversa-
mente proporzionale alle proprieta adesive conferite alle cellule.

E’ un marker di cellule neuroendocrine, analogo a NSE: e presente in cel-
lule neurali e gliali, miociti, cellule della midollare del surrene, dell’ipofisi,
del pancreas endocrino.

Pud aumentare in vari tumori: neuroblastoma, feocromocitoma, SCLC,
tumori ipofisari, nefroblastomi, sarcoma di Ewing, etc. forse perché ¢ un
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Figura 13. Analisi discriminante effettuata su 209 pazienti con NSCLC a 52
pazienti con SCLC avvalendosi di LnNSE e LnCYFRA-21.1. La variabile
canonica € = LnNSE - 0.16 Ln CYFRA-21.1 - 2.345. SCLC indica un tumore
polmonare a piccole cellule; LD indica SCLC con diffusione limitata; ED
indica SCLC con diffusione estesa: NSCLC indica un tumore non-a piccole
cellule. (da: Paone G., De Angelis G., Portalone L., Greco S., Giosue S.,
Taglienti A., Bisetti A., Ameglio F.. Validation of an algorithm able to
differentiate small-cell lung cancer (SCLC) from non-small-cell lung cancer
(NSCLC) patients by means of a tumour marker panel: analysis of the
errors. Br. J. Cancer 1997. 75 (3): 448 - 450.).

fattore di aggressivita in quanto, allorche sializzata, riduce I'adesivita fra
cellule tumorali.

Il cutoff sierico in EIA, con anticorpo Mab 735, é fissatoa 20 U/ml .

I valori medi di NCAM per SCLC all’esordio sono paria 21 U/ml,
variando da una media di 14.6 U/ml per LD e 28.4 U/ml per ED.

Le concentrazioni di NCAM all’esordio sono superiori al cutoff nel 51%
dei pazienti con SCLC (nel 36% dei casi LD e nel 59% dei casi con ED),
mentre NSE risulta superiore al cutoff solo nel 34% dei medesimi pazienti
(nel 15% dei casi LD e nel 44% dei casi con ED): la sensibilita per SCLC di
NCAM appare quindi superiore a NSE.

Ottima & inoltre la correlazione dei livelli di NCAM con I'estensione della
proliferazione neoplastica.
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Eccellente ¢ la specificita di NCAM per SCLC e neuroblastoma: i controlli
di patologie polmonari benigne o di persone sane sono sempre negativi per
NCAM e sporadiche positivita si possono rilevare solo per NSCLC (Figura
14), peraltro sempre con destini prognostici assai sfavorevoli e limitate

risposte terapeutiche (93) (109).

NCAM (U/ml)
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Figura 14. Livelli sierici di

NCAM in donatori di sangue

(HBD), pazienti con pneumopa -
tie benigne (BLD), pazienti con

tumore polmonare non-a piccole

cellule (NSCLC), pazienti con

tumore polmonare a piccole cel -
lule (SCLC) in stadio di malat -
tia limitato (lim.), esteso | (ext.

1) e Il (ext. II). La linea, per cia -
scun gruppo di pazienti, rap -
presenta la mediana di ogni

gruppo. Il valore di cut-off di 20
U/ml é riportato sotto forma di

linea tratteggiata.

(da: Jaques G., Auerbach B.,

Pritsch M., Wolf M., Madry N., Havemann K. Evaluation of serum Neural
Cell Adhesion Molecule as a new tumor marker in small cell lung cancer.

Cancer. 1993. 72 (2): 418 - 425.).

L’accuratezza diagnostica di NCAM per SCLC é paragonabile ed anche
superiore ad NSE, come evidenziano le curve ROC (Figura 15) (93).

Livelli di NCAM pre-terapia superiori a 20 U/ml sono indice
prognostico sfavorevole per la sopravvivenza (8,5 mesi versus 13 mesi),
analogamente a valori NSE superiori a 25 ngZ/ml (93) (Figura 7). Il dosaggio
seriato di NCAM e NSE puo essere utile nella valutazione della risposta
terapeutica di pazienti con livelli elevati prima della terapia e nel rilievo

delle recidive.

La produzione di NCAM, nella variante altamente sializzata, non € limi-
tata a tumori di cellule della cresta neurale, come SCLC e neuroblastoma,
ma anche a tumori diversi (rabdomiosarcoma, nefroblastoma di Wilms,

sarcoma di Ewing);

- LDH & correlato, sebbene meno sensibile di NSE, ai tumori SCLC (cut-

off <240 u/L).

Risulta elevato solo nel 54% dei tumori SCLC al momento della diagnosi e
quindi ha un valore clinico inferiore a NSE, soprattutto nelle forme LD (110).
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Ha un significato prognostico per i pazienti con SCLC (Figura 7) (75),
presentando una stretta correlazione con NSE, con un elevato coefficiente di
correlazione per SCLC, paria 0.72. (Figura 16), anche se, come detto, con
valore predittivo globale inferiore (111).

Un livello elevato sembra anche avere un valore prognostico, predicendo
chemioresistenza (75).

I livelli di questo enzima si abbattono con la terapia indipendentemente
dall’efficacia della risposta, per cui esso non puo essere impiegato nel fol-
low-up terapeutico, a differenza di NSE (75). Un abbattimento superiore al
50% dei valori di LDH indicherebbe pero, al pari di un analogo com-
portamento di NSE, una pit lunga durata della remissione terapeutica (75);

- DNA plasmatico, prodotto della scissione inter-nucleosomiale della
cromatina in corso di apoptosi cellulare, sfuggito alla clearance da parte dei
macrofagi e di cellule epiteliali e circolante in forma di mononucleosomi di
DNA protetti dalla digestione enzimatica e probabilmente capaci di effetti
deleteri nella cancerogenesi metastatica, quali I'inibizione dell’attivita NK.
In pazienti affetti da tumore le concentrazioni di DNA plasmatico sono
innalzate, in modo proporzionale all’entita della proliferazione neoplastica.
Il DNA plasmatico, presente nei pazienti affetti da tumore, deriva dalla lisi
di cellule cancerose, non da cellule normali, come ha dimostrato un’analisi
genomica che ha rivelato la presenza di oncogeni mutati (K-ras) in alcuni
frammenti (112).
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Figura 16. Diagramma di
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Il DNA plasmatico, rilevato con ibridazione slot-dot in condizioni di
stringenza, previa marcatura per nick-translation (113), non puo essere con-
siderato un marker specifico di tumore o di una specifica neoplasia, ma ge-
nericamente un indicatore di morte cellulare, per cui devono essere escluse
altre possibili cause di innalzamento delle concentrazioni, come I'infarto del
miocardio o embolia polmonare.

I livelli di cutoff per valori normali DNA plasmatico sono pari a 25 ng/ml.

In pazienti con SCLC, i livelli di DNA plasmatico sono piu elevati, in
modo significativo, rispetto a pazienti con NSCLC (carcinoma squamocellu-
lare) (Figura 17); tali concentrazioni sono correlate alla massa tumorale, ana-
logamente ai livelli sierici di NSE e di LDH (114).

I livelli di DNA plasmatico, alla presentazione, sono anche
significativamente associati alla sopravvivenza, potendosi identificare 2
popolazioni di pazienti affetti da tumore polmonare, con differenti
prospettive di vita in base a valori di DNA inferiori o superiori a 100 ng/ml.

L’analisi del DNA plasmatico, associato con la ricerca di anomalie
genomiche (oncogeni mutati), potrebbe rivelarsi un utile strumento per il
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Figura 17. Concentrazioni di DNA
40 plasmatico in pazienti con (A) tumo -
re polmonare a piccole cellule (SCLC);
(B) carcinoma squamocellu-lare; (C)
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= 200 ma indifferenziato NSCLC. La linea
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100 - periore dei valori normali (25 ng/ml).
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& o @ ° (da: Fournié G.J., Courtin J.P., Laval
Y ] g f F., Chalé J.J., Pourrat J.P., Pujazon
ot ‘& ¥ M.C., Lauque D., Carles P. Plasma
A c Db E DNA as a marker of cancerous cell

death. Investigations in patients suf -
fering from lung cancer and in nude mice bearing human tumours. Cancer
Lett. 1995. 91: 221 - 227.).

tempestivo riscontro di recidive tumorali e risposte alle terapie, oltre che per
finalita prognostiche;

- Isoenzimi CK (creatin-kinasi) Mitocondriale (Mt) e CK-BB sono un
marker non altrettanto sensibile ed anche meno specifico di NSE per il
tumore SCLC e pertanto si correlano solo con quadri di tipo ED (60); dosaggi
congiunti di isoenzimi CK e NSE o CEA non producono sostanziali gua-
dagni in termini di sensibilita (93);

- Chromogranina A, CgA, proteina monomerica acida, di 68 kD,
appartenente alla famiglia delle chromogranine (A,B,C), stoccata insieme alle
catecolamine nella matrice dei granuli secretori a “core denso” delle cellule
neuroendocrine e co-secreta con amine e peptidi.

Costituisce, nel pancreas, il precursore della pancreostatina, e, negli altri
organi neuroendocrini, il precursore di altre sostanze in base a diversi,
specifici siti di clivaggio della molecola.

A partire dalla sua scoperta, realizzata da Deftos nel 1991, viene im-
piegata largamente come marker immunoistochimico per tumori neu-
roendocrini del sistema APUD, pero del tutto privo di specificita per singoli
subtipi neoplastici, e viene dosata nei liquidi biologici mediante RIA con
doppio anticorpo competitivo ( 115).

Raggiunge i valori piu elevati nei gastrinomi (100% dei casi), nei
feocromocitomi (89% dei casi), nei carcinoidi (80% dei casi), nei tumori non
funzionanti insulari (69% dei casi); nel tumore SCLC si rinviene aumentato,
di poco, nel 39% dei casi (Tabella 14) (82).
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CgA - NSE -

Tipo di tumore N°paz. media range n. % media range n. %
Tumori neuroendocrini

Carcinoide 59 688 33-52.340 47 80 12 6 - 156 28 47
Carcinoma midollare tiroideo 26 184 80-13.900 13 50 11 4-146 11 42
Paraganglioma 25 106 50-11.590 2 8 10 16-35 9 36
Feocromicitoma 9 275 110-4.674 8 89 11 1-19 4 44
Neuroblastoma 3 133 117-238 1 33 36 12 - 100 2 67
SCLC (microcitoma) 23 149 45-2.948 9 39 27 6-511 17 74
Insulinoma 21 105 63-236 2 10 12 5-19 8 38
Gastrinoma 9 772 289-1933 9 100 13 8-23 4 44
Tumore insulopancreatico N.Sec. 13 306 85-14.750 9 69 10 5-91 4 31
Tumore a cellule di Merkel 4 109 84-1.056 1 25 23 7 -558 2 50
Adenoma ipofisario NonSecern, 10 131  85-240 2 20 10 8-12 0 0
Adenoma ipofisario secern. GH 6 71 53-115 0 0 8 6-10 0 0
TOTALE 208 103 50 89 43
Tumori Non-neuroendocrini

Carcinoma mammario 62 96 55-8307 5 8 11 4-26 23 37
NSCLC 23 95 47 -219 1 4 11 5-41 9 39
Adenocarcinoma pancreatico 20 116 51-395 3 15 11 6-24 7 35
Adenocarcinoma indiff. 12 119 68-154 0 0 12 7-44 6 50
Linfoma Non-Hodgkin 24 99 67 - 185 1 4 10 5-22 4 5
Linfoma di Hodgkin 13 75 22-161 0 0 10 6-52 3 23
Mieloma multiplo 5 162 98-215 2 40 13 9-15 3 60
Meningioma 10 89 57 -134 0 0 11 6-32 4 40
Astrocitoma 4 86 66 - 121 0 0 6 5-52 1 25
TOTALE 173 12 7 7 61

Le frecce - indicano i casi in cui i livelli sierici si sono rivelati innalzati.

(modificato, da: Nobels F.R.E., Kwekkeboom D.J., Coopmans W. et al.. Chromogranin A as a serum marker for
neuroendocrine neoplasia: comparison with Neuron-specific enolase and the a-subunit of glycoprotein hormones. J.
Clin. Endocrinol. Metab. 1997. 82: 2622 - 2628.)

Tabella 14. Livelli sierici di Chromogranina A (CgA) e NSE in pazienti con
tumori neuroendocrini e in controlli con tumori non neuroendocrini.

Pertanto trova impiego come ausilio diagnostico solo per quei tumori
neuroendocrini ai quali € pit sicuramente associato, non quindi per SCLC.

Viene prodotta peraltro come marker anche nei tumori cosiddetti “non
secernenti”.

E’ un utile indice prognostico, come LDH: valori di esordio pari o
superiori al doppio di quelli normali (2 x 50 ng/ml) indicano prospettive
estremamente ridotte di risposta alla terapia e di sopravvivenza (Figura 7).

Presenta un’ottima correlazione, migliore di NSE, al volume del tumore
neuroendocrino.

E’ perd meno sensibile, anche se piu specifico, di NSE per SCLC, come
dimostrato anche dalla mancanza di qualsiasi correlazione fra i livelli sierici
di NSE e di CgA (82) .

Caleidoscopio !



Somma M. C., Fusco A. NSE (Enolasi Neurono-Specifica)

In corso di terapia, le variazioni dei livelli di CgA non permettono di
prevedere la durata della remissione, ma essi rappresentano un indice piu
sensibile di NSE (38%), LDH (40%), CEA (37%) ai fallimenti della terapia,
con re-innalzamenti dei valori nel 52% dei casi prima di qualsiasi evidenza
clinica di recidive (75) (116);

- Synaptophysina, un potenziale, ma deludente marker per le cellule
neuroendocrine, che costituisce una glicoproteina integrale di membrana
delle piccole vescicole chiare delle cellule neuroendocrine e delle vescicole
presinaptiche delle cellule neurali (117);

- Pro-Gastrina, appare essere un marker sierico per SCLC assai
promettente, piu sensibile e specifico di NSE.

Neuroblastoma

E’ una neoplasia fra le piu frequenti (8-10% del totale fino all’eta di 14 an-
ni) dell’infanzia (18), e, soprattutto al di sotto dei 4 anni di eta, il piu fre-
guente tumore solido extracranico, con un tasso di mortalita fisso su 25-50%
nonostante i trattamenti differenziati (chemio-, radio-terapia e chirurgia).

Si tratta di un tumore maligno che origina dalle cellule della cresta
neurale destinate a dar vita al sistema nervoso vegetativo e si sviluppa piu
comunemente nella midollare del surrene e nei gangli simpatici paraver-
tebrali, specie addominali o mediastinici posteriori, piu di rado nel sistema
nervoso centrale o in altre sedi inconsuete.

E’ tipicamente formato da neuroblasti, cellule immature neurali, lin-
focito-simili, disposte in cordoni immersi in una matrice fibrillare e formanti
spesso le cosiddette pseudo-rosette di Homer-Wright (pseudo-, in quanto
non circoscriventi una formazione vascolare, a differenza delle rosette
perivascolari di Flexner, tipiche del retinoblastoma e nell’ependimoma),
coroncine di neuroblasti disposti attorno ad un’area centrale acidofila
formata dai prolungamenti neurofibrillari convergenti dalle singole cellule .

Alla stessa origine, anche se con livelli di differenziazione progressiva-
mente crescenti delle cellule tumorali in neuroni (cellule gangliari) si fanno
risalire tumori, insorgenti in soggetti di eta via via piu elevata: NEURO-
BLASTOMA, GANGLIONEUROBLASTOMA, GANGLIONEUROMA e,
infine, FEOCROMOCITOMA, tipico di soggetti adulti e caratterizzato piu
specificamente da un quadro ipertensivo, parossistico 0 permanente, legato
ad iperincrezione di catecolamine (63).

All’esordio pud manifestarsi come:

- tumore primitivo localizzato, in toto resecabile chirurgicamente (118),

- tumore primitivo inoperabile, senza ripetizioni a distanza, resecabile
dopo terapia (119),

;Y Caleidoscopio



Somma M. C., Fusco A. NSE (Enolasi Neurono-Specifica)

- tumore disseminato con prognosi infausta, anche se sensibile inizial-
mente alla terapia (120),

- tumore multifocale in neonati di eta inferiore a 1 anno, spontaneamente
regressivo (121).

a. VALORE DIAGNOSTICO DI NSE

La diagnosi e le valutazioni clinico-laboratoristiche di NEUROBLASTO-
MA, secondo le raccomandazioni dell’European Neuroblastoma Study
Group si basano su:

- reperti clinici e istopatologici sul pezzo operatorio,

- dosaggio nelle urine delle 24 h, con sistemi HPLC in fase inversa, dei ca-
taboliti catecolaminici: acido omovanillico (HVA) e Dopamina (DA), elevati
in ~90% dei pazienti (122);

- dosaggio NSE sierico;

- dosaggio ferritinemia (123)(124);

- dosaggio LDH sierico (125).

L’acido vanilmandelico (VMA), catabolita della norepinefrina, pud inve-
ce non essere incrementato a livello urinario in questi tumori, in seguito a di-
fetti di trasformazione della DA in norepinefrina.

NSE viene impiegato di supporto alla diagnosi di conferma istopatologi-
ca di neuroblastoma.

Elementi indicativi di istogenesi neurale sono infatti considerati: presen-
za di glicogeno cellulare e congiunta positivita per (126):

- MIC2 (CD99 - antigene superficiale correlato alla formazione delle pseu-
do-rosette),

- b2-microglobulina,

- almeno un altro marker neurale fra NSE, S-100, PGP 9.5, proteine dei
neurofilamenti (GFAP), Leu-7, synaptophysina, chromogranina A.

La produzione di NSE, a testimonianza di una comune origine cellulare
dalla cresta neurale, varia in modo proporzionale al grado di differenziazio-
ne: i valori tissutali di NSE possono essere pertanto usati come indice di dif-
ferenziazione di queste tipologie di tumori (127).

I valori sierici di NSE (e anche di CK-BB) possono essere impiegati come
markers per la diagnosi, in caso di neuroblastoma (128) (18) (Tabella 15).

Anche i livelli urinari di NSE si correlano alla presenza del tumore (129).

NSE sierico perd non € un marker ideale per neuroblastoma, in quanto
tende ad aumentare anche nel siero di bambini portatori di altri tumori em-
brionali indifferenziati, come il tumore di Wilms o il rabdomiosarcoma, o nel
carcinoma renale.

Comunque, il valore diagnostico di NSE potrebbe tornare utile nella dia-
gnosi differenziale del neuroblastoma dai predetti tumori, in cui le concen-
trazioni sieriche di NSE possono risultare aumentate (130), anche se in gene-
re non superano livelli di 100 ng/ml, a differenza del neuroblastoma, nel
quale, per lo piu, eccedono questi valori (131) (132).
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NSE sierico (ng/ml)

N media DS range
neuroblastoma 13 96 13.6 - 330
ganglioneuroblastoma 7 8.3 3.0-25
adulti sani 20 29 1.2 14-57
bambini sani (1 - 7 anni) 20 5.8 24 26-10.8

(da: Ishiguro Y., Kato K., Shimuzu A., et al. Higher levels of immunoreactive nervous
system specific enolase in sera of patients with neuroblastoma. Clin. Chim. Acta. 1982.
121: 173 - 180.)

Tabella 15. Concentrazioni sieriche di NSE in pazienti con neuroblastoma e
ganglioneuroblastoma.

Anche il FEOCROMOCITOMA MALIGNO e il PARAGANGLIOMA
MALIGNO, varianti tumorali insorgenti in eta adulta e piu differenziate,
anche se con la stessa origine dalla cresta neurale, possono presentare, nel
~50% dei casi, livelli sierici elevati di NSE (63) (82).

b.VALORE DI NSE NELLA PROGNOSI E STADIAZIONE

I valori di NSE non sono ben correlati alla massa tumorale (133), in
quanto, a differenza di sostanze secrete da questi tumori, si tratta di enzimi
citosolici liberati in circolo solo a seguito di necrosi cellulare.

Tali concentrazioni, all’esordio, quindi hanno limitata valenza pro-
gnostica in riferimento alla massa tumorale, anche se il loro incremento &
correlato, al pari dell’enzima LDH e della ferritinemia, ad una maggiore
aggressivita della neoplasia e, in definitiva, a sopravvivenze piu ridotte.

Il dosaggio sierico di NSE é impiegato comunque per la stadiazione del
neuroblastoma ed & particolarmente utile per distinguere lo stadio IV-S (con
valori medi pari a 24 ng/ml), meno aggressivo rispetto agli stadi Il e IV (con
valori medi pari a 91 ng/ml) (130) e caratterizzato da piccoli tumori primi-
tivi, disseminati in vari organi, tranne che a livello osseo (Tabella 16).

La ricerca immunoistochimica di cellule NSE-positive a livello del
midollo ¢ inoltre utile per la ricerca di metastasi e la stadiazione (134).

c. VALORE DI NSE NEL FOLLOW-UP TERAPEUTICO

L’impiego di NSE come marker nel monitoraggio della terapia per neuro-
blastoma e per il rilievo di malattia residua post-trattamento ¢ utile, anche se
non completamente affidabile (133), piu del dosaggio dei derivati catecolami-
nici urinari, i cui valori non seguono I’'andamento della massa tumorale (134).

Altri markers impiegati per le valutazioni clinico-laboratoristiche di
neuroblastoma sono:
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- Chromogranina A (CgA), gia esaminata a proposito della diagnosi di
SCLC.

E’ il marker piu specifico per tumori costituiti da cellule neuroendocrine
(115) (136), soprattutto tumori ben differenziati come i feocromocitomi
(89%), tumori del pancreas endocrino non secernenti (69%), carcinomi mi-
dollari della tiroide (50%), spesso sfruttato in istopatologia per differenziare
con sicurezza le “piccole e tonde cellule blu” del neuroblastoma dalle simili
cellule di altri tumori infantili, come sarcomi e rabdomiosarcomi.

Il dosaggio sierico di CgA ¢é sicuramente sensibile, specifico e rapido per
il supporto alla diagnosi di neuroblastoma NSE (133).

CdA inoltre, a differenza di NSE, e un affidabile indice di prognosi per
pazienti con neuroblastoma, in quanto si é visto che livelli piu elevati al-
I’esordio sono correlati a sopravvivenze piu ridotte (137).

Livelli sierici di CgA si correlano con i volumi tumorali, assai meglio di
NSE e di HVA (Figura 18) (133), in quanto riflettono la secrezione attiva cel-
lulare e non soltanto la lisi tumorale (138).

Pertanto i valori di CgA permettono di contribuire alla stadiazione del
tumore ed inoltre, essendo ben correlati alla massa tumorale, permettono
anche di effettuare un affidabile monitoraggio dei risultati della terapia e di
rilevare eventuali recidive (133) (137) (82).

- N-MYC, appartenente alla famiglia di proto-oncogeni MYC (139), fra i
quali si annoverano c-myc ed L-myc. E’ specifico per alcune neoplasie quali
neuroblastoma, glioblastoma (140), retinoblastoma (141), SCLC (142), nelle
quali sin dal 1983 é stato spesso ritrovato in copie multiple, presenti sullo
stesso cromosoma 2 della copia-madre, oppure in regioni che si colorano
omogeneamente (HSR) o in corpuscoli accoppiati (Double Minutes) (143) (144).

Stadio N NSE sierico (ng/ml)

media DS range
| 5 15 6 8-25
I 18 41 16 7-270
i 6 123 65 13-348
v 23 232 41 11-726
IV-S 8 35 10 4-99
controlli 30 7.5 2.1
(da: Zeltzer P.M., Marangos P.J., Evans A.E., et al. Serum Neuron-specific
Enolase in children with neuroblastoma. Relationship to stage and disease course.
Cancer 1986. 57: 1230 - 1234.).

Tabella 16. Concentrazioni sieriche di NSE in pazienti con differenti stadi di
neuroblastoma.
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L’amplificazione di questo oncogene rappresenta un meccanismo per
sovra-esprimere un gene correlato ad un programma cellulare proliferativo.
La possibilita che tale mutazione fosse correlata a specifiche caratteristiche
cliniche di aggressivita di questi tumori fu dimostrata da Seeger e coll. nel
1985, che la riscontrd nel 38% di bambini affetti da neuroblastoma, quasi

tutti con pessima prognosi (145).

L’amplificazione N-MYC viene rilevata effettuando un’estrazione, con
metodo fenolo-cloroformio-alcool isoamilico, del DNA genomico da tessuto
tumorale congelato, omogeneizzato, digerito con enzimi di restrizione
(EcoRl) e ibridato con una sonda NB 19-21, radiomarcata con P*, previa

elettroforesi e successivo Southern Blotting.

Plasma CgA (nmol /1)

Plasma NSE (ug /1)

Urine HVA (nmol/24 ore)

15

10 |

1@

40

30 4

20 1

10 +

..

3504

300 1
250 T
200 -
150 1
100

0

2 4 6 8
Volume tumore (ml)

@ Caleidoscopio

Figura 18. Correlazione di alcuni mar -
kers tumorali con i volumi tumorali,

rilevati in sede autoptica su 13 anima -
li xenotrapiantati con neuroblastoma
umano. Sono riportati in; a) concen -
trazioni plasmatiche di CgA (r= 0.83),

(b) concentrazioni plasmatiche di NSE

(r = 0.49), e c) concentrazioni urinarie
di HVA (ac. omovanillico) (r= 0.32).

Si rileva la migliore corrispondenza di

CgA con i volumi tumorali.

(da: Wassberg E., Stridsberg M., Chris -
tofferson R. Plasma levels of chromo -
granin A are directly proportional to

tumour burden in neuroblastoma. J.

Endocrinol. 1996. 151: 225 - 230).
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La mutazione si correla in modo eccellente ad una peggiore prognosi,
analogamente a:

- eta del paziente superiore ad 1 anno,

- sede addominale del tumore,

- valori sierici elevati di NSE, LDH, CgA e Ferritina (124).

L'amplificazione N-MYC si rileva piu frequentemente in associazione
con tutte le predette situazioni prognostiche piu sfavorevoli, ma costituisce
di per sé variabile prognostica peggiorativa indipendente dalla
presenza/assenza di uno o piu degli altri parametri prognostici sfavorevoli.

Infatti periodi di remissione clinica pari ad almeno 24 mesi sono di gran
lunga piu frequenti (92%) in pazienti con meno di tre copie dell’oncogene,
rispetto a quelli con un numero superiore di genocopie (12.5%) (146), ed
anche le sopravvivenze a 36 mesi nei due gruppi sono nettamente diverse
(87.3% versus 28.6%) (147).

I valori di amplificazione di N-MYC sono in genere proporzionali
all’estensione (stadio) della malattia, localizzata o diffusa, tranne che per lo
stadio 1V-S, pur caratterizzato da malattia multifocale, ma, generalmente
contraddistinto da un numero di genocopie N-MYC normale o non elevato e
da una prognosi e favorevole (148). L’espressione di oncogeni della famiglia
MYC & comune a tutti i tumori primitivi di origine neuroectodermica (149).

In neuroblastomi con amplificazione N-MYC si ha alta espressione di ge-
ne Bcl-2 che produce oncoproteina di membrana 26 kD che blocca I'apoptosi
cellulare e rende le cellule resistenti a radiazioni ionizzanti e chemioterapici.

Tumori neuroendocrini del pancreas e del digeren-
te (carcinoidi)

Si tratta di tumori composti da cellule neuroectodermiche, capaci di
ipersecernere peptidi metabolicamente attivi che danno luogo a sindromi
caratteristiche:

- ipoglicemia nell’insulinoma (150),

- ulcere peptiche nel gastrinoma (sindrome di Zollinger-Ellison) (151),

- diabete e rash cutanei nel glucagonoma (152),

- diarrea, acloridria, ipokalemia nel VIPOMA (sindrome di Verner-
Morrison) (153),

- diabete, steatorrea e disfunzioni colecistiche nel somatostatinoma (154),

- sindrome del carcinoide (flushing cutaneo, tachicardia e ipertensione,
diarrea acquosa, asma, disturbi cardiaci da fibrosi endocardica) .

I tumori pancreatici associati con iperproduzione di queste sostanze
metabolicamente attive derivano dalle insulae pancreatiche e sono quindi
endocrini
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La diagnosi di ciascuna di queste varieta tumorali si basa sul rilievo dello
specifico quadro clinico accoppiato al dosaggio dell’ormone iperprodotto,
utile anche per il follow-up terapeutico e prognostico.

Il dosaggio sierico NSE risulta invece utile come marker tumorale di
guelle neoplasie neuroendocrine del pancreas insulare, o di altre sedi, non
secernenti sostanze clinicamente attive (155).

In queste forme & ovviamente indicato anche il dosaggio CgA (82),
elevato in ~70% casi, che, a differenza di NSE, ¢ indice sierico piu sensibile e
specifico, potendo raggiungere valori di riguardo (Tabella 14) (82).

Solo il 38.5% dei carcinoidi del digerente presenta infatti livelli elevati
sierici di NSE.

Non vi & correlazione affidabile fra livello sierico ed estensione del
tumore o la presenza di metastasi (63).

Tumori primitivi neuroendocrini periferici e
sarcoma di Ewing

A livello di cute, sottocutaneo e tessuti molli possono insorgere questi
tumori molto rari e altamente maligni, caratterizzati tutti da piccole cellule,
poco differenziate con nuclei uniformi e scarso citoplasma, di origine neuro-
ectodermica, che variano solo in ragione di una pit 0 meno spiccata diffe-
renziazione neurale, evidenziata da markers sierici quali NSE ed almeno un
altro marker neuroendocrino, come (CgA) (82).

Carcinoma midollare della tiroide

Derivato dalle cellule parafollicolari della tiroide, mostra un ampio
spettro di possibili pattern proliferativi e istologici, in ragione dei quali si
impone, per una corretta diagnosi classificativa e un mirato trattamento, un
esame iniziale immunoistochimico, a fianco alla colorazione argentica di
Grimelius, per rilevare specifiche caratteristiche biochimiche del tumore.

Esso infatti &€ in grado di produrre una varieta di ormoni peptidici
ortotopici ed ectopici, come CALCITONINA, CGRP (peptide correlato al
gene calcitonina, prodotto dallo stesso gene della calcitonina, ma sottoposto
ad alternative modifiche post-trascrizionali del RNA), SOMATOSTATINA
(155), BOMBESINA, ACTH, CEA (18) a seconda del grado di differenzia-
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zione: tali sostanze si comportano da markers, permettendo una precisa
individuazione e classificazione del tumore sin dagli stadi iniziali.

Chromogranina A nel siero e incrementata in 50% di questi tumori
neuroendocrini e si pone come il parametro diagnostico piu affidabile, a
fianco all’argirofilia al Grimelius dei campioni istologici (Tabella 14).

I livelli sierici di NSE (e CEA) sono aumentati in ~42% dei casi (con
valori pero non molto alti) e mostrano notevole utilita soprattutto nella
diagnostica di quelle neoplasie con debole o assente secrezione di ormoni
tipici, quali calcitonina (18).

Tumore cutaneo a cellule di Merkel

E’ un tumore molto raro dell’etad avanzata (in media 70 - 80 anni), che
insorge su cute fotodanneggiata del volto, collo e arti, soprattutto, in forma
di nodulo indolente, rosa-violaceo, a crescita lenta.

Estremamente maligno, questo tumore cutaneo, di piccole dimensioni e
di origine neuroendocrina, formato da aggregati, trabecole (¢ detto anche
“carcinoma trabecolare”) o pseudorosette di cellule linfocito-simili, site nel
derma e caratterizzate da nuclei nucleolati, chiari o ipercromatici, citoplasmi
inconsistenti.

Si tratta di un tipico tumore neuroendocrino, come dimostrano la produ-
zione di sostanze quali calcitonina, somatostatina, metencefaline, endorfine,
ACTH e la presenza granuli citoplasmatici a “core” denso oltre ai livelli
sierici elevati di NSE nel 50% casi e di CgA nel 25% casi.

Singolare, in questi tumori, la presenza di concentrazioni sieriche NSE
particolarmente alte, paragonabili a quelle rinvenute in SCLC (82).

Tumori testicolari

NSE si ritrova negli spermatogoni normali che rivestono la membrana
basale dei tubuli seminiferi, ma non in altre cellule della spermatogenesi, in-
dicando che I'’enzima & interessato al processo di differenziazione di queste
cellule.

Nei tumori del testicolo di tipo SEMINOMA e CARCINOMA EMBRIO-
NARIO, la positivita del campione istologico per NSE si registra in oltre 80%
dei casi e i livelli sierici elevati NSE sono correlati alla neoplasia, innalzan-
dosi in 30% - 80% dei casi, soprattutto in ragione del grado di dissemi-
nazione e metastasi (63) (157) (Tabella 17), con una sensibilita e specificita
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Istologia N NSE sierico (ng/ml)
media DS

Tumore germinale metastatico

non-seminomatoso 40 8.1 7.0
Teratoma maligno indifferenz. 17 9.8 9.2
Teratoma maligno intermedio 17 9.2 8.2
Teratoma maligno trofoblastico 5 6.2 25

Tumore germinale metastatico
non-seminomatoso dopo
orchiectomia e linfadenectomia

modificata retroperitoneale 46 55 1.9
seminoma metastatico 11 40.3 315
controlli 48 4.7 3.8

(12.3 = limite sup.)

(da: Kumits R., Schernthaner G., Krisch K.. Serum neuron-specific enolase. A marker for
response to therapy in seminoma. Cancer. 1987. 60: 1017 - 1020.)

Tabella 17. Concentrazioni sieriche di NSE in pazienti con tumori germinali
non-seminomatosi e seminomi metastatici.

pari o di poco superiore alla PLAP (Fosfatasi Alcalina Placentare) (158),
variabile a seconda dello stadio, e sono pertanto entrambi utili markers
tumorali, in quanto scarsamente correlati, invece, con altri tumori a cellule
germinali, quali il coriocarcinoma, di origine sinciziotrofoblastica e costan-
temente associato a b-HCG, (gonadotropina umana corionica) e tumore del
sacco vitellino, legato invece ad AFP (a-feto-proteina).

CgA e Leu-7 non sono invece correlati né a seminomi, né a tumori a
cellule germinali non seminomatosi (NSGCT: carcinomi embrionari, corio-
carcinomi, tumori del sacco vitellino).

Dosaggi seriati di NSE sierico evidenziano normalizzazione dopo il
trattamento chirurgico di orchiectomia (malattia circoscritta: | stadio),
mentre in caso di malattia metastatica permettono di seguire la risposta alla
chemioterapia, che presenta tipicamente nei casi responsivi, un innalzamen-
to iniziale, legato alla lisi tumorale, e una successiva normalizzazione (159).

Melanoma maligno

Si tratta di un tumore estremamente malignno, ad insorgenza su cute e
tegumenti, derivato dai melanociti, cellule originate dalla cresta neurale,
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capaci di dar luogo alla sintesi di un pigmento derivato dalla fenilalanina: la
melanina.

NSE é rilevabile in preparati immunoistochimici di melanoma (43), con
intensita superiore a quella di nevi pigmentati benigni, ma é stata rilevata
anche una progressiva perdita di attivitd NSE con la progressione di
malignita del melanoma (160).

E’ controverso il valore del dosaggio sierico NSE per la diagnosi e pro-
gnosi del melanoma. Lavori recenti hanno evidenziato come nel melanoma
in stadio iniziale (I e 11) si possono rilevare livelli elevati NSE (8-33% casi in
Il stadio), mentre in melanoma avanzato, con disseminazione metastatica
(stadio Il e 1V), il quadro presenta livelli sierici elevati NSE in 34% - 48% dei
casi (161) (162).

E’ evidente la scarsa sensibilita del biomarcatore in entrambe le situazioni.

I livelli di LDH si comportano in parallelo con i livelli NSE, ma riflettono
una sensibilita di gran lunga inferiore (161).

S-100 sierico (cut-off < 0,15 mg/It), un marker neuroectodermico, € in-
vece piu sensibile agli stadi avanzati (55% - 73%) e alla progressione di
malattia, risultando invece sempre normale negli stadi iniziali, in quanto &
caratterizzato da alta specificita e bassa sensibilita (162).

In ogni caso, la presenza di markers tumorali sierici rilevabili all’esordio
é spesso indice di estensione della neoplasia e quindi segno di prognosi
infausta a breve scadenza (3 mesi in media versus 12 mesi ) (63).

Bisogna pero rimarcare come casi con melanoma in fase avanzata
possono risultare negativi per NSE, forse per sdiffereziazione ulteriore dei
cloni cellulari neoplastici.

La normalizzazione dei valori NSE indica risposta al trattamento e puo
risultare utile nella valutazione della utilita della terapia del melanoma, che
€ molto tossica se effettuata con chemioterapici spesso inefficaci.

La valutazione dei livelli sierici NSE permette anche di seguire la
progressione in pazienti inizialmente con valori normali di NSE per malattia
localizzata.

Retinoblastoma

Livelli elevati sono stati rilevati nel siero e nell’'umor acqueo di pazienti
con Retinoblastoma, oltre che con Melanoma dell’occhio (63).
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Impiego di NSE come marker di pato-
logie non neoplastiche

L’ indicazione all’utilizzo dei dosaggi sierici e in vari liquidi biologici per
la valutazione clinica di quadri non-neoplastici deriva dall’osservazione in
base alla quale NSE viene a liberarsi negli spazi extracellulari in seguito a
distruzioni di cellule nervose e neuroendocrine che possono verificarsi nelle
piu diverse condizioni (Tabella 18).

PATOLOGIE DEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE

- vasculopatie;

- poliradicolonevrite;

- malattia di Creutzfeldt-Jakob;
- epilessia;

PATOLOGIE BENIGNE POLMONARI

- flogosi
- infezioni (tbc, etc.)

Tabella 18. NSE sierico come marker di patologie non neoplastiche: possibi -
lita di impiego.

Patologie del sistema nervoso centrale

I valori normali di NSE in LCS sono paria 7.1 £ 1.94 ng/ml.

Livelli di NSE elevati nel siero e nel LCS sono un marker generico di dan-
no neuronale.

Pertanto si realizzano in caso di insulto vascolare, ictus cerebri, grandi
emorragie cerebrali (163), TIA (transient ischemic attacks), ematomi intra -
cerebrali, emorragie meningee (63), traumi cranici (164).

Le concentrazioni sieriche e liquorali di NSE hanno un preciso significato
clinico, essendo correlate all’estensione del danno (165), ed anche valore pro-
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gnostico, a differenza dei potenziali evocati somatosensoriali, la cui depres-
sione indica solo la perdita di una funzione fisiologica (63), ma non il grado
di reversibilita della medesima.

Pazienti rianimati dopo arresto cardiaco o fibrillazione ventricolare, i quali
presentino valori elevati NSE in LCS (> 24 ng/ml) a distanza di 24 - 76 h,
hanno infatti una cattiva prognosi in quanto permangono comatosi e muoio-
no (63), a testimonianza di un danno ipossico rilevante e irreversibile a cari-
co del S.N.C.

Danno neuronale, testimoniato dai valori NSE in LCS, si ha anche 24 h
dopo chirurgia per bypass coronarici (63).

Incrementi sierici di NSE si rilevano anche in pazienti con epilessia, sia
con presenza che con assenza di anomalie di tracciato EEG interittale, sia a
seguito di elettroshock (166).

E’ controversa la possibilita che anche nella schizofrenia acuta o cronica i
livelli NSE in LCS possano essere alterati rispetto ai soggetti di controllo.

Valori elevati di NSE sono stati riportati nel LCS in varie, specifiche
forme patologiche cerebrali e midollari:

- poliradicolonevrite di Guillain-Barré (63);

- malattia di Creutzfeldt-Jacob, encefalopatia spongiforme a patogenesi
prionica (167), caratterizzata dalla tetrade: demenza subacuta progressiva,
mioclono, segni piramidali/extrapiramidali, visivi e cerebellari, reperti EEG
tipici, e alterazioni del LCS.

Queste sono in parte aspecifiche, quali incremento delle proteine (albu-
mina e immunoglobuline) per alterazione della barriera ematoencefalica, e in
parte specifiche, soprattutto all’inizo di malattia, quali (168):

* incremento di CK-BB, che progressivamente si riduce con il procedere
dell’atrofia;

* incremento di Ubiquitina, spia peptidica di attivazione del sistema
proteolitico non-lisosomiale e non-ATP-dipendente (169);

* incremento di proteina S-100, i cui livelli nel LCS sono indicativi per
malattia di Creutzfeldt-Jakob se 3 8 ng/ml) (170);

* proteina-TAU, costituente delle druse neurofibrillari cerebrali presenti
nella demenza senile di tipo Alzheimer, i cui livelli nel LCS di pazienti con
malattia di Creutzfeldt-Jakob sono significativamente piu elevati rispetto
alla demenza senile (® 1.600 pg/ml) e ad altri quadri (171);

* proteine dimeriche, inizialmente rinvenute da Harrington nel 1986 in
LCS di pazienti con malattia di Creutzfeldt-Jakob (172), appartenenti alla fa-
miglia delle proteine 14.3.3, costituita da almeno sette diversi peptidi acidi,
di P.M. variabile fra 26 e 30 kD, caratterizzati da funzioni complesse: attiva-
zione delle idrossilasi di tirosina/triptofano, regolazione di proteina-kinasi
C, trasduzione di segnale nella via kinasica di attivazione da mitogeni, rego-
lazione del ciclo cellulare.
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La presenza di proteine 14.3.3. nel LCS é indice diagnostico di malattia di
Creutzfeldt-Jakob con una sensibilita pari a 84% e specificita di circa 88%
(173) (174);

* incremento di NSE, che, in un recente studio tedesco (175) (176), ha mo-
strato una sensibilita pari a 80% e specificita pari a 92% per la diagnosi di
gueste forme, laddove le concentrazioni nel LCS siano > 35 ng/ml e nel con-
tempo siano escluse altre cause di distruzione rapida neuronale, mediante
tecniche di imaging diagnostico del S.N.C.. | valori di NSE in LCS, peraltro,
tendono a ridursi parallelamente con la progressiva atrofia corticale;

Il dosaggio laboratoristico di tutti questi markers consente di ottenere
una migliore accuratezza diagnostica e una piu sicura conferma rispetto ai
soli criteri clinici generalmente impiegati

Nella demenza senile di tipo Alzheimer, invece, a seguito della progressiva
atrofia corticale cerebrale, i valori liquorali di NSE sono marcatamente ridot-
ti (177).

I livelli NSE in LCS non sono di alcuna utilita clinica e diagnostica per i
tumori cerebrali primitivi (gliomi), né per quelli metastatici (63).

Esperimenti di laboratorio hanno dimostrato infine I’'incremento di
espressione del gene NSE in seguito ad esposizione a micro-onde (178).

Patologie polmonari benigne

Concentrazioni di NSE nel siero e nel liquido di lavaggio broncoalveola-
re possono risultare incrementate in situazioni polmonari infettivo-infiam-
matorie, quali polmoniti, bronchiti, infarti polmonari, broncopneumopatie
croniche ostruttive (COPD), sarcoidosi, fibrosi respiratorie.

Soprattutto le forme polmonari tubercolari possono dar luogo ad au-
menti sensibili dei valori di NSE nei liquidi biologici.

Si deve comunque rimarcare come le concentrazioni di NSE in tutte le pa-
tologie polmonari benigne non siano comparabili con quelle raggiunte in
corso di forme tumorali e, segnatamente, di SCLC.

Diagnosi prenatale di difetti fetali del tubo
neurale

La presunta possibilita di sfruttare i valori sierici materni o amniotici di
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NSE come marker di patologia cerebrale del feto non e affidabile, perché i
livelli predetti sono normali in ~ 50% dei feti con gravi lesioni cerebrali
(179), essendo pertanto privi di qualunque sensibilita e specificita (180).

Patologie renali

I livelli sierici di NSE possono aumentare in ~60% pazienti sottoposti a
dialisi per insufficienza renale, probabilmente associandosi alla neuropatia,
da danneggiamento di cellule nervose, tipicamente presente in situazioni di
uremia (181).
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Conclusioni

NSE costituisce un marker tumorale affidabile nei casi di proliferazioni
neoplastiche a carico del sistema neuroendocrino e, in particolare modo, per
tumori polmonari a piccole cellule, neuroblastomi, seminomi, melanomi.

Il suo valore clinico, pero, non € omogeneo e non puo essere forzato per
finalita multiple (diagnostiche, prognostiche, di follow-up), bensi & correlato
alle singole applicazioni, per cui & essenziale conoscerne bene le specifiche
caratteristiche in relazione alle diverse proliferazioni neoplastiche,
potendone anche incrementare i carichi informativi, con la contemporanea
valutazione di altri marker altrettanto validi.

Solo in tal modo possono essere sfruttate al meglio le informazioni che
riesce a fornire, e che lo pongono soprattutto come ottimo indicatore pro-
gnostico per SCLC e neuroblastoma e come utile parametro di monitoraggio
e di scelta terapeutica nei casi di tumore SCLC.

A latere di questo impiego in oncologia, si deve infine rilevare come il
monitoraggio del livello di NSE nel liquor vada progressivamente
imponendosi come semplice ed efficace strumento di valutazione di danni
cerebro-midollari per patologie traumatiche, vascolari e degenerative del
S.N.C. e come sensibile indice prognostico di recupero.
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