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Editoriale

La classificazione istologica dei tumori del polmone ha rappresentato
e continua a rappresentare il punto di partenza nell'approccio alla diagnosi
dei pazienti affetti da questa patologia. E chiaro che gli scenari sono gia
cambiati, stanno cambiando e continueranno a cambiare in maniera signifi-
cativa influenzando i protocolli terapeutici che il medico andra a mettere in
atto. Ormai le indagini di biologia molecolare dei tumori fanno parte della
diagnostica moderna e con esse ¢ possibile individuare numerose mutazioni
che possono permettere di personalizzare le terapie. Risulta quindi evidente
da questo, quanto siano importanti due aspetti che questa monografia vuole
sottolineare e promuovere: la prima ¢ 1'importanza di un approccio diagno-
stico di precisione (immunoistochimica) da parte del Patologo, unitamente
alla multidisciplinarieta che mette in stretta connessione il team che esegue
le indagini di biologia molecolare richieste dall’oncologo, per individuare, la
strategia terapeutica pil corretta. La seconda ¢ la necessita che queste nuove
conoscenze di diagnostica molecolare e la sua ricaduta terapeutica abbiano
una ampia diffusione in campo medico. Tutte queste moderne conoscenze
non possono essere relegate a pochi e ristretti specialisti. L'obiettivo di questa
monografia e: cercare di dare la massima diffusione di queste nuove tecnolo-
gie ad una platea pitt ampia possibile.

Il Prof. Pietro Micheli, caposcuola di questo gruppo, dopo aver con-
seguito il diploma di Laurea in Medicina e Chirurgia ed il Diploma di
Specializzazione in Anatomia Patologica (presso Universita degli studi di
Trieste) ha assunto il ruolo di Assistente Ordinario del Servizio di Anatomia
Patologica presso 1'Ospedale Ascalesi per poi passare, come Aiuto corre-
sponsabile, al Servizio di Anatomia Patologica dell’Ospedale SS. Annunziata
di Napoli e quindi, sempre con lo stesso incarico, al Servizio di Anatomia
Patologica “D. Cotugno" sino al momento in cui, vincitore di concorso, e
stato chiamato al ruolo di Direttore dell’'Unita Operativa di Anatomia ed
Istologia Patologica e Citologia Diagnostica dell’Azienda Ospedaliera “Dei
Colli” Monaldi-Cotugno CTO Napoli. La stretta collaborazione scientifica
con il Prof. Antonio Giordano della Jefferson Medical College Sbarro Institute
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Philadelphia, P.A., U.S.A. in particolare sulle oncoproteine si & concretizzata
in numerose pubblicazioni sulle migliori riviste internazionali di anatomia
patologica animato sempre dall'interesse per le tecniche innovative nel
campo dell’Anatomia Patologica.

La dott.ssa Anna Carrabba, gia biologa, dopo aver conseguito anche la
Laurea in Tecniche di Laboratorio biomedico presso 1'Universita degli Studi
di Napoli Federico II, svolge il ruolo di Tecnico di laboratorio volontario
presso I'U.O.C. di Anatomia ed Istologia Patologica dell’ Azienda Ospedaliera
“Dei Colli” Monaldi.

11 dottor Emilio Carrino dopo aver conseguito la Laurea in Biotecnologie
per la Salute presso 1'Universita degli studi di Napoli Federico II collabora
presso I'U.O.C. di Anatomia ed Istologia Patologica e Citologia Diagnostica
dell’Azienda Ospedaliera “Dei Colli” Monaldi dove attualmente si occupa di
biologia molecolare.

La dott.ssa Mariacarolina Micheli ha conseguito la Laurea Magistrale
in Scienze Biologiche, Biodiversita, Conservazione e Qualita Ambientale
alla Federico II di Napoli, ha operato come Tirocinante e Stagista di ricerca
in laboratorio ed attualmente & Biologa volontaria presso il laboratorio di
Patologia Molecolare dell'U.O.C. di Anatomia ed Istologia Patologica dell’ A-
zienda Ospedaliera “Dei Colli” Monaldi.

La dott.ssa Gabriella Piccolo ha svolto il Tirocinio Universitario e la prepa-
razione della tesi presso I'U.O.C. di Anatomia ed Istologia Patologica, labo-
ratorio di Patologia Molecolare. Dopo aver conseguito la Laurea Magistrale
in Biologia presso la Seconda Universita degli Studi di Napoli, continua a
prestare la Sua opera presso la stessa struttura dove ha svolto la preparazio-
ne della Tesi di Laurea, in qualita di volontaria dedicandosi alle tecniche di
biologia molecolare, immunoistochimica e FISH.

11 dottor Giuseppe Salatiello dopo aver conseguito la Laurea triennale in
Tecnico di Laboratorio Biomedico ha lavorato, come Tecnico di Laboratorio,
in diverse strutture sanitarie. Attualmente svolge il proprio ruolo, occupan-
dosi di Istopatologia e Diagnostica Molecolare, presso I'A.O.R.N. “Azienda
Ospedaliera dei Colli” Monaldi-Cotugno-CTO.

Sergio Rassu
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Dedica

A tutti coloro che amano la vita ed ai giovani

Premessa

Il Iaboratorio di Anatomia Patologica negli ultimi anni sta vivendo un
periodo di profondo cambiamento. L’avvento della target therapy e la possi-
bilita di diagnosi sempre piti accurate hanno determinato la necessita di inte-
grare la tradizionale diagnosi morfologica con indagini immunoistochimiche
e molecolari sempre pitt specifiche. L'inserimento continuo di nuovi marca-
tori e la necessita di effettuare indagini molecolari richiede al laboratorio di
patologia molecolare sempre maggiore flessibilita. L’Anatomia Patologica
assume sempre pitl un carattere di multidisciplinarieta e ne restituisce una
posizione sempre pitl centrale in tutto l'iter diagnostico e prognostico del
paziente.

Essendo 1'80% dei pazienti affetti da carcinoma polmonare in uno sta-
dio avanzato, non pud usufruire di una terapia chirurgica. Ne scaturisce
'esigenza di avere a disposizione piccole biopsie o campioni citologici che
devono essere utili non solo al patologo per formulare una diagnosi di
precisione ma anche all’'oncologo per avere la possibilita di richiedere al
Laboratorio di Patologia Molecolare dell’'UOC di Anatomia Patologica la
ricerca dei geni e delle loro mutazioni che permetteranno, cosi, di effettuare
un profilo genico delle neoplasie in studio.
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Introduzione

I1 carcinoma del polmone e la causa di morte pil1 frequente per cancro nel
mondo, rappresentando circa 1'11% di tutte le nuove diagnosi di tumore nella
popolazione generale e, pilt in particolare, il 15% nei maschi ed il 6% nelle
femmine. Ad oggi si stima che 1 uomo su 9 ed una donna su 37 sviluppi un
tumore del polmone nel corso della vita.

I1 tumore del polmone permane, ancora oggi, una neoplasia a prognosi
particolarmente sfavorevole.

Le neoplasie del polmone si verificano non solo per fattori genetici (si
parla in tal senso di ruolo della predisposizione genetica ed in particolare dei
polimorfismi genici) ma anche ambientali.

Di fatto conoscere i rischi e fare dove possibile prevenzione, sono
sicuramente elementi importantissimi per abbassare l'incidenza della
patologia.

Il fumo di tabacco costituisce il pitt importante fattore di rischio per
I'insorgenza del tumore del polmone, e si ritiene sia responsabile dell’85%
dei casi osservati.

Gli ultimi studi collaborativi europei e le metanalisi dei dati disponibili
evidenziano inoltre, per i fumatori passivi, un aumento del rischio tra il 20%
ed il 50% rispetto ai non fumatori.

I tumori possono essere suddivisi in:
- benigni
- maligni

I tumori benigni possono essere suddivisi in:
- papillomi
- adenomi

I tumori maligni invece sono a loro volta suddivisi, secondo l'ultima
classificazione mondiale WHO 2015:
- tumori epiteliali
- tumori mesenchimali
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- lesioni linfoproliferative
- tumori di origine ectopica
- tumori metastatici

I pitt frequenti sono i tumori epiteliali, ed in particolare due istotipi (Fig. 1):
- adenocarcinomi (ADC)
- squamosi (SQC)

Figura 1. Istotipi tumorali
1: adenocarcinoma.
2: squamoso.

Caleidoscopio 7



Pietro Micheli, Anna Carrabba, Emilio
Carrino, Mariacarolina Micheli, Gabriella

Piccolo, Giuseppe Salatiello Aspetti molecolari del carcinoma polmonare

La classificazione di un tumore prevede anche la sua stadiazione pTNM
in base a cui distinguiamo,

T: dimensione del tumore

N: numero di linfonodi metastatici

M: metastasi

per il parametro T quanto segue:

- pT1:in cuiil tumore & inferiore di 3 cm (distinto a sua volta in a e b);

- pT2: in cui il tumore & maggiore di 3 cm ma non superiore a 7 cm
(distinto a sua volta in a e b);

- pT3: tumore maggiore di 7cm;

- pT4: tumore di qualsiasi dimensione;

per il parametro N:

- N1: peribronchiali omolaterali e ilari omolaterali;

— N2: mediastinici omolaterali e sottocarenali omolaterali;

— NB3: mediastinici ilari contro laterali e scalenici o sovraclaveari;

per il parametro M:

— MO: in cui si ha assenza di metastasi;
— M1: in cui si ha metastasi a distanza (distinto a sua volta in a e b).
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Pre-analitica e tracciabilita

Il campione anatomico va trattato con attenzione in tutte le diverse fasi
del percorso, suddivisibili come segue:

1. Fase pre-analitica
2. Fase analitica
3. Fase post-analitica

Per garantire una maggiore correttezza della fase pre-analitica bisogna
avvalersi di opportuni strumenti. Di fatto nelle strutture ospedaliere sono
stati introdotti strumenti per il sottovuoto del campione biologico (impor-
tante per la preservazione antigenica e la preservazione di RNA e DNA),
carrelli con frigo a temperatura costante +4 °C per il trasporto del materiale
dalla sala operatoria al laboratorio di Anatomia Patologica. I benefici dell'u-
tilizzo del sottovuoto sono: assenza di aria che rallenta i processi autolitici
e velocizza il raffreddamento del tessuto. In questo caso i campioni perven-
gono in condizioni “as fresh” mantenendo colori e consistenza reali. Con il
sottovuoto si utilizza, cosi, sempre la giusta quantita di formalina in base alle
dimensioni del campione ottenendo fissazione e risultati istologici ottimali.
Tutto cio ha portato a benefici sia nelle fasi analitiche che post-analitiche, ma
soprattutto nei risultati dei test molecolari.

Il tutto sempre conforme alle linee guida Europee, SIAPEC-IAP e
Regionali.

I sistemi di tracciabilita sono, per definizione e funzionalita, i migliori
strumenti per il monitoraggio della qualita, dell’efficienza e dei costi di
un laboratorio di Anatomia Patologica. Un buon sistema di tracciabilita,
se interfacciato alle strumentazione ed al sistema gestionale di laboratorio,
restituisce tutte le statistiche necessarie per una corretta gestione dei costi.
11 controllo di qualita & indispensabile e complementare all’analisi del costo
standard.
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Casistica ospedale Monaldi

Volendo osservare i casi di tumore al polmone (Fig. 2) registrati presso
U.0.C di Anatomia Patologica dell’A.O.R.N. dei Colli (ospedale Monaldi)
nell’anno 2015, & possibile notare quanto segue:

B Ca. Epidermoide

3% 1\%

B A Piccole Cellule

B Adenocarcinoma

M Non a Piccole

m Nontipizzato

B Ca. neuroendocrino NT

Figura 2. Distribuzione percentuale dei casi di tumore del polmone regi-
strati presso l'ospedale Monaldi nell’anno 2015.

Su 997 casi diagnosticati di tumore polmonare, l'istotipo pitl frequente &
I’adenocarcinoma con il 45% di casi riscontrati. Seguono poi con il 25% il car-
cinoma squamoso (epidermoide) , con il 13% il carcinoma a piccole cellule e
con il 10% di casi il carcinoma non a piccole cellule. Con percentuale inferiore
abbiamo i tumori neuroendocrini (NET).
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Casi e tecniche

I campioni che pervengono nella U.O.C. di Anatomia Patologica pos-
sono essere istologici e citologici. I primi sono suddivisibili tra biopsie
e campioni operatori; mentre i citologici sono suddivisi in base all’alle-
stimento, che pud essere o su strato sottile o con citoincluso (Fig.3-4-5).
Fondamentale risulta esser la citoassistenza, ottenuta grazie alla collabo-
razione tra Anatomopatologo e Radiologo, in modo da ottenere campioni
idonei e giusta quantita di materiale.

&)

| hanPrep

? R,

Figura 3. Allestimento campioni citologici su strato sottile.
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Figura 4. Allestimento citoincluso con EJE.

mcitoinclusi mfnab

Figura 5. Percentuale di Fnab e citoinclusi pervenuti nell’anno 2015 pres-
so I'U.O.C. di Anatomia Patologica.
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Gli adenocarcinomi (ADC) sono i tumori piti frequenti, seguiti da quelli
squamosi (SQC).

La diagnosi di adenocarcinoma (ADC) del polmone pud essere eseguita
sull’attenta valutazione dei criteri morfologici convenzionali su ematossilina-
eosina. Per i casi poco differenziati risultano fondamentali le indagini immu-
noistochimiche.

L'istotipo ADC & solitamente positivo per TTF-1 (ThyroidTranscription
Factor-1), citocheratina 7 e napsina A ; lo squamoso (SQC) esprime p40, p63,
citocheratine ad alto peso molecolare (es. CK5/6) e desmocollina-3 (cromo-
granina, sinaptofisina, CD56 sono i migliori marcatori invece per le neoplasie
neuroendocrine) (Fig.6-7-8-9). Tuttavia & da ricordare che anche la metodica
IIC non e sempre risolutiva ed, in alcuni casi, possono osservarsi immuno-
fenotipi anomali.

POSITIVITA' PER:

- TTF-1

-CK7

- NAPSINA A

- PROTEINA
SURFACTANT

Figura 6. Adenocarcinoma.

POSITIVITA' PER:

-P 40

-CK5/6

- CK 34 B E 12 (alto peso)
- DESMOCOLLINA 3
-P63

Figura 7. Squamoso.
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= .
E/E
TTF1

Figura 8. Immagini di adenocarcinoma:

A= EJE citologia su strato sottile
B= E/E pezzo operatorio

C= TTF1 citologia su strato sottile
D= TTF1 pezzo operatorio
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Figqura 9. Immagini di squamoso positivi per p40.

Dopo che il patologo ha effettuato la diagnosi le divisioni di oncologia
pneumologica e oncologia generale chiedono quelle che sono le indagini di
biologia molecolare, eseguibili attraverso diverse piattaforme.

Questo perché negli ultimi anni lo studio delle caratteristiche molecolari
dei tumori del polmone ha messo in evidenza un ruolo specifico di alcuni geni
che rappresentano importanti bersagli terapeutici, la cui presenza rappresenta
il pittimportante fattore predittivo per adottare terapie a bersaglio molecolare
con specifici inibitori.

Le piattaforme utilizzate per le analisi di biologia molecolare, nello
specifico sono real time e/o microarray per l'analisi di EGFR, BRAF e RAS,
la metodica FISH per I’analisi del gene ALK e ROS 1. L'elevata sensibilita e
specificita dei metodi, permette di individuare mutazioni anche in campioni
biologici esigui, consentendo ai pazienti di poter usufruire di mirate terapie
biologiche.

Caleidoscopio 15
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Estrazione del DNA

E’ indispensabile per un’estrazione ottimale selezionare l’area tumo-
rale sia da materiale istologico che citologico, precedentemente allestito su
vetrino, che deve essere ben rappresentativa (almeno il 30% delle cellule
neoplastiche).

Prelevate le cellule dal vetrino, vengono riposte in una eppendorf, lisate
con un apposito tampone e successivamente trattate con la proteinasi K alla
temperatura di 90 °C, temperatura che permette di liberare il DNA. Il DNA
cosli ottenuto viene purificato attraverso dei filtri attivi e delle soluzioni tam-
pone.

La quantita di DNA necessaria per eseguire i vari test varia a seconda
dell’analisi e del metodo da utilizzare e pud essere misurata attraverso
spettrofotometria.

Protocollo operativo

1) Porre in un eppendorf da 2ml tre sezione tagliate a 10 ym del campione
da analizzare (preferibilmente solo 1’area di interesse);

2) segue la fase di digestione enzimatica, aggiungendo nell’eppendorf
160 ul di soluzione deparaffinante, si vortexa 10 secondi e dopo una
veloce centrifugata si incubano i campioni in un bagnetto a 56°C per 3
minuti. Dopo di cid, si attende qualche minuto affinché le eppendorf
con i campioni ritornino a temperatura ambiente, si aggiungono 180
pl di Buffer di Lisi del tessuto e dopo aver vortexato e centrifugato a
11000 giri per 1 minuto, si aggiungono 20 ul di proteinasi K sul fondo
dell’eppendorf (dove si & formato uno strato chiaro e dove vi & dunque
il nostro campione) e si incuba in bagnetto termostato a 56°C over
night.

Il passaggio successivo per inattivare I'enzima e denaturare il DNA pre-
vede una temperatura di 90 gradi per un’ora, che viene eseguito al
mattino seguente;

3) step successivo ¢ 'estrazione;

Una volta estratto, il DNA ottenuto va stimato con uno spettrofotometro
(che prima di essere usato deve essere tarato con il bianco rappresentato
dall’Elution Buffer che & il mezzo in cui & sospeso il DNA da stimare) utiliz-
zando una goccia di eluato (2ul).

Questa operazione pud anche essere eseguita utilizzando lo stesso ter-
mociclatore, effettuando quella che viene definita corsa di quantizzazione.
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PCR Real-Time

La Real-Time PCR & una tecnica molecolare che consente il rilevamento
quantitativo “in tempo reale” delle principali mutazioni del DNA genomico
isolato da tessuto tumorale.

Sibasa sulla quantita di amplificato, correlata direttamente all’ emissione
di fluorescenza. I campioni aggiunti ad una mix di reazione vengono “cari-
cati” su di un apposito termocycler, costituito da una piastra, che permette la
regolazione della temperatura che varia ciclicamente durante la reazione. Ad
esso e accoppiato un opportuno dispositivo fluorimetrico capace di misurare
I'intensita del segnale fluorescente emesso dalle sonde marcate con fluoro-
cromi ibridate sul DNA.

Il principio a cui si ispira la PCR & la replicazione del DNA. Si parte da
un DNA stampo che contenga la regione da amplificare a cui si aggiunge la
Master Mix in cui ¢ & uno specifico DNA a singola elica (primer o innesco), 2
oligonucleotidi sintetici complementari a 2 regioni che si trovano su filamenti
opposti del DNA stampo forward (senso) e reverse (anti-senso), 4 desossinu-
cleotiditrifosfati (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), tamponi e ioni bivalente Mg+

Per permettere 1 amplificazione si aggiunge alla master mix ed al cam-
pione una polimerasi termostabile (Tagpol). Il processo di PCR prevede un
certo numero di cicli a varie T° ed ognuno consta di 3 passaggi:

- Denaturazione ( 92-95 °C)

- Annealing (50-65 °C, in base all’ibridazione dei primers)

- Allungamento ( 68-72 °C )

Ad ogni ciclo la quantita di DNA target aumenta in modo esponenziale.

La corsa permette il contemporaneo rilevamento del target, mediante
una sonda marcata con FAM e di un gene di controllo endogeno, mediante
una sonda marcata con HEX.

L’amplificazione del gene di controllo interno permette di verificare la
corretta esecuzione della procedura di amplificazione e I'eventuale presenza
di inibitori che possono dare risultati falsamente negativi.

Protocollo operativo
Quantizzazione

1) Si scongelano unitamente ai campioni da analizzare, un
controllo positivo, un controllo negativo, la master mix di controllo e la
taq polimerasi;

2) si aggiungono ai controlli e campioni da analizzare (5 ul
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rispettivamente) la quantita richiesta dal kit utilizzato di master mix e
Taq polimerasi;

3) si inseriscono le “provettine” nel termociclatore e si avvia il
programma;

4) al termine della seduta di lavoro il software consente 1’analisi
dei dati sia nel canale del giallo che del verde (previo inserimento
del threenshold e di eventuali take off adj o altro richiesto dal kit
commerciale utilizzato).

Si avranno valori di ct che dovranno essere inferiori, maggiori o compresi
in range specifici propri dei protocolli del kit utilizzato e diversi ovviamente
anche a secondo del gene che si sta studiando (valori corrispondenti indi-
cheranno l'idoneita del DNA, diversamente saranno indice di campione
troppo concentrato, ed in tal caso sara possibile effettuare delle diluizioni, o
gia troppo diluito, caso in cui bisognera ripetere 1’estrazione).

Protocollo operativo
Amplificazione

1) Si scongelano unitamente ai campioni da analizzare, un
controllo positivo, un controllo negativo, la master mix di controllo, le
master mix delle mutazioni da ricercare e la Taq polimerasi;

2) si aggiungono ai controlli ed ai campioni da analizzare (5 ul
rispettivamente) la quantita richiesta dal kit utilizzato di master mix e
Taq polimerasi (operazione da eseguire per tutte le singole mutazioni
ricercabili) ;

3) si inseriscono le “provettine” nel termociclatore e si avvia il
programma;

4) al termine della seduta di lavoro il software consente 1’analisi
dei dati sia nel canale del giallo che del verde (previo inserimento
del threenshold e di eventuali take off adj o altro richiesto dal kit
commerciale utilizzato).

Per poter validare la seduta analitica bisogna (in primis) verificare che i
controlli rientrino nei range indicati dalla ditta produttrice del kit in uso, suc-
cessivamente si dovra controllare che i ct delle singole mutazioni rientrino
in range specifici, poi per effettuare 1’analisi bisognera vedere il Act ottenuto
facendo la differenza tra il ct della mutazione e quello del ct di controllo
rientri nei valori delle tabelle propri del kit in uso.
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Analisi con microarray

La parte di analisi su microarray si avvale dell’utilizzo di uno strumento
automatizzato nel quale aggiungendo i campioni gia amplificati, che funger-
anno da stampo per I'estensione dei primers di rilevazione, si andra a deno-
tare I'ibridazione con dei chip in cui sono immobilizzati i singoli filamenti
di DNA mutato. Pertanto qualora ci sara ibridazione significhera che il gene
oggetto d’interesse & mutato.

La metodica prevede I'amplificazione del DNA tramite tecnica multiplex
PCR (la cui master mix & costituita da Amp mix e TitaniumTaq DNA poli-
merasi) con successiva purificazione dell’amplicone ( passaggio cruciale per
garantire che i substrati rimanenti non interferiscano con I’amplificazione del
segnale) che viene effettuata usando un’apposita miscela costituita da SAP
(fosfatasi alcalina), esonucleasi e TitaniumTaq.

I campioni vengono caricati su dei microchip in maniera automatica
dove avviene l'ibridazione che sara rilevata grazie all'incorporazione di
nucleotidi marcati (dCTP marcati con Cyb5), tramite cui la fluorescenza sara
letta solo negli spots in cui si vanno a legare i primers estesi (Fig.10).

Protocollo operativo

Dopo aver effettuato 1'estrazione (come precedentemente detto) si pro-
cede come segue:

1) amplificazione del DNA tramite tecnica multiplex PCR (la cui master
mix avra un volume di 18.0 ul ottenuti sommando 17.8 ul di PCR Amp mix
e 0.2 ul di TitaniumTaq DNA polimerasi);

2) purificazione dell’amplicone (passaggio cruciale per garantire che i
substrati rimanenti non interferiscano con I"amplificazione del segnale) che
viene effettuata usando un’apposita miscela costituita per ogni campione
da 1.500 ul di SAP (fosfatasi alcalina), 0.375 ul di esonucleasi I ed 0.125 ul di

TitaniumTag;
3) inserimento dei campioni su apposito apparecchio per esser analizzati
su microarray;

4) rilevazione del segnale ed analisi mediante apposito software dell’a-
nalizzatore.

Tal tecnica ha un’alta specificita ed anche un’alta sensibilita, ottenuta

nella stessa amplificazione e nell'uso dello stesso enzima utilizzato tanto per
la PCR, quanto per la DPE.

Caleidoscopio 19



Pietro Micheli, Anna Carrabba, Emilio
Carrino, Mariacarolina Micheli, Gabriella

Piccolo, Giuseppe Salatiello Aspetti molecolari del carcinoma polmonare

3

-~

PRIMER DI RIVELAZIONE

@/ SITO MUTATO P E

Eﬂ Prodotto PCR (singola elica)

IBRIDAZIONE U

-

Estensione del primer utilizza la polimerasi
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La mutazione & diventata fluorescente & pud essere rilevata

Figura 10. Estensione dei primers.
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Metodica FISH

L’analisi FISH, & un’ibridazione in situ fluorescente, ovvero un processo
in cui I'ibridazione tra I'eventuale gene mutato presente nel nostro campione
e la sonda specifica verra evidenziata grazie all’utilizzo di una particolare
molecola fluorescente. La lettura del vetrino sara effettuata tramite micro-
scopio a fluorescenza.

Il vantaggio, rispetto alla marcatura con isotopi radioattivi, & rappresen-
tato dall’eliminazione del radioattivo, dall’ottenimento di un “segnale” pitt
nitido e dalla possibilita di usare fluorocromi a diversa emissione cromatica,
consentendo 1'utilizzo e la visualizzazione contemporaneamente di piit
sonde.

Ad oggi rappresenta il gold standard per la ricerca di riarrangiamenti di
alcuni geni importanti per la diagnosi di NSCLC (ALK e ROS-1). La tecnolo-
gia, riguardante le analisi da effettuare in Anatomia Patologica, & disponibile
in Kit commerciali sviluppati per uso diagnostico, e validati su campioni
istologici fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE).

La sonda ALK Dual Color Break Apart, con filtri appropriati, produce
segnale arancio e verde nelle zone di ibridazione della regione cromosomica
2p23. Le cellule interfase normali o le cellule senza traslocazione 2p23 pro-
ducono due segnali di fusione arancio/verde non separati che, indicano la
fusione per nucleo. Nelle regioni in cui c € la traslocazione 2p23, si osservano
un segnale verde ed un segnale arancione, separati uno dall” altro.

L'identica situazione si verifica nel caso dell’utilizzo della sonda ROS1
Dual Color Break Apart (Fig.11-12) ma visualizzando la traslocazione 6q22.

Le sezioni di 3,5 um sparaffinate e idratate sono pretrattate con oppor-
tuno buffer e con la proteasi per eliminare i legami della formalina, per
lisare il tessuto e permettere di liberare i nuclei.

Il DNA libero viene denaturato alla temperatura di circa 77 °C e si
aggiunge la sonda specifica. Infine si aggiunge la DAPI (colorante fluo-
rescente che si intercala tra le basi del DNA e permette la rivelazione del
nucleo).

I vetrini vanno conservati al buio a -20 °C.
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Figura 11. Sonda ROS 1 e sonda ALK .
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Figura 12. Immagine FISH, ALK positivo indicato dalla freccia.

Protocollo operativo
Un protocollo standard per la metodica FISH prevede due giorni di
lavoro.
Sparaffinatura
- riscaldamento dei vetrini in stufa a 60 °C per 2-3 ore;
- immergere i vetrini in xilene (2 passaggi da 10 minuti);
Idratazione
- passaggio in alcol decrescenti 99-95-80-70 (passaggi di 10 minuti ognu-
no);
- passaggio in acqua distillata (10 secondi);
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Pretrattamento termico

- i vetrini, posti in macchina, subiscono una serie di lavaggi in maniera
automatica;

- successivamente viene aggiunta manualmente una soluzione dedicata
ad una T costante di 89 °C per 30 minuti;

- lavaggio celere con Wash Bulffer;

Pretrattamento enzimatico

- aggiunta manuale sui vetrini della Proteasi che viene lasciata agire a 37
°C per 25 minuti;

- lavaggi con Wash Buffer ed Alcol;

Incubazione sonda

- aggiungere manualmente la sonda (circa 6-10 ul) direttamente sul vetrino
al buio;

- applicazione automatica del vetrino coprioggetto sopra la sezione;

- avviare il programma over-night di denaturazione ed incubazione sullo
strumento;

Lavaggio di stringenza

- rimozione automatica del vetrino coprioggetto;

- lavaggi in macchina a 77 °C con tamponi di stringenza per 10 minuti;

- brevi lavaggi con il Wash Buffer;

Aggiunta DAPI

- la macchina in automatico rimuove il coprioggetto;

- lavaggi con Wash Bulffer;

- applicazione manuale del DAPI;

- aggiunta automatica del coprioggetto;

- rimuovere i vetrini e sigillarli;

- conservare i vetrini al buio ed a 4 °C per 15 minuti;

- lettura al microscopio a fluorescenza?.

1 11 Dapi ¢ una molecola fluorescente derivata dall’indolo e viene considerato un colorante vitale essendo
in grado di oltrepassare la membrana plasmatica intatta, marcando le cellule vive. Utilizzato nell’ultima
fase, quella della controcolorazione dei nuclei, ha assorbimento massimo ad UV a 358 nm ed ¢ eccitata a
340-360 nm. In seguito ad eccitazione il Dapi forma dei complessi fluorescenti con il DNA a doppia elica,
mostrando una specificita per le coppie di basi A-T, il picco massimo di emissione si ha intorno a 461 nm e
la fluorescenza blu emessa consente di poter caratterizzare il nucleo delle cellule colorandoli blu.

2 Dopo I’osservazione questi vetrini potranno essere conservati a -20 °C, poiché la temperatura bassa ridu-
ce il deperimento del fluoroforo.
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Indagini molecolari

Quanto sin qui detto & stato applicato per I’analisi mutazionale dei geni
EGFR, BRAF, ROS 1 e RAS, che viene effettuata nei pazienti affetti da ade-
nocarcinoma del polmone (diversi sono i geni alterati nell’ ADC del polmone
-Fig.13-).

BRAF ROS1 RET PIK3CA

HER2 1-5% 1-2% 1-2%/_1-2%
3%

Unknown
40%

Figura 13. Geni coinvolti nelle neoplasie polmonari e relative percentuali.
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La ricerca per la target-therapy fino ad ora ha individuato diversi geni,
i pitt importanti sono: EGFR (EpidermalGrowthFactorReceptor) che si trova
mutato nel 15% dei pazienti affetti da ADC polmonari, ALK(chinasi del lin-
foma anaplastico) 5-7%, KRAS 20-30% degli ADC polmonari.

Pitt recentemente, sono state documentate nuove alterazioni molecolari
che definiscono in maniera specifica altri sottogruppi di ADC, quali il riar-
rangiamento del gene ROSI (1-2% di ADC).

Pitt recentemente, sono state documentate nuove alterazioni moleco-
lari che definiscono in maniera specifica altri sottogruppi di ADC, quali il
riarrangiamento del gene ROSI (1-2% di ADC) e del gene RET, mutazioni
attivanti di BRAF (sia V600E che non-V600E) ed HER?2, ed ancora amplifica-
zione di FGFR1, mutazione di PI3KCA, mutazioni di PTEN, amplificazione e
mutazioni di PDGFR e mutazioni di DDR2.

Per adesso gli oncologi chiedono le mutazioni dei geni: EGFR, ALK,
ROS1, perché solo ad essi & possibile associare una terapia biologica.

Targeted cancer therapies gia impiegate nella pratica clinica sono ad
esempio:

EGEFR i farmaci Erlotinib, Gefitinib e Afatinib.

ALK e ROS1 Il farmaco Crizotinib.
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Vie di trasduzione del segnale

Al fine di individuare i geni coinvolti nelle modifiche neoplastiche si &
andato ad osservare il pathway di trasduzione del segnale coinvolto nei vari
meccanismi cellulari. La via piit spesso coinvolta e quella delle MAP chinasi.

A monte della cascata di trasduzione vi & l'interazione di un ligando
con il suo recettore (recettori tirosinchinasici, EGFR). In seguito al legame,
ligando-recettore, questi dimerizzano fosforilandosi a vicenda, il che attiva
una cascata di reazioni che porta a controllare meccanismi di regolazione
della moltiplicazione e del differenziamento cellulare. Di fatti, il dimero che
si va a formare, si lega ad una proteina adattatrice Grb2 che a sua volta si lega
ad una proteina SOS attivandola. La proteina SOS funziona come interrut-
tore a scambio nucleotidico GDP/GTP il che promuove I'attivazione di RAS
che risulta “acceso” quando legato al GTP (I'inattivazione di RAS richiede
I'intervento di una proteina che attiva la GTPasi detta GAP). RAS attivato
lega a sua volta il dominio N-terminale di RAF ( nel nostro caso specifico
BRAF) una serin/treoninchinasi, attivandola. BRAF a sua volta lega e fosfo-
rila MEK che a sua volta agisce su ERK con un meccanismo analogo. Tali chi-
nasi attivate, traslocano nel nucleo, dove fosforilano i fattori di trascrizione
ed innescano meccanismi di proliferazione cellulare. Da cio si evince come la
modificazione di una di queste proteine coinvolte nel pathway cellulare sia
implicata nei meccanismi di trasformazione neoplastiche (Fig. 14).

MEMBRANA
P Grbz H —_— CELLULARE
L4 »
P Raf-1

GDP

I

Figura 14. Patway di trasduzione del segnale.
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Geni coinvolti

EGFR

Il gene EGFR (Fig.15) e localizzato sul braccio corto del cromosoma 7 alla
posizione 12 (7p12).

Figura 15. Localizzazione gene di EGFR.

La famiglia di EGFR TK, denominata HER o famiglia ErbB (Human
Epidermalgrowthfactor), & un gruppo di proteine di membrana ad attivita
tirosinchinasica composta da quattro membri, che regolano molti processi
fisiologici (modulazione della proliferazione cellulare, dell’apoptosi, della
motilita cellulare e della neovascolarizzazione), essendo cosi in grado di
indurre importanti meccanismi legati alla cancerogenesi.

I primi studi hanno dimostrato che le mutazioni di EGFR sono somati-che
si osservano pitt comunemente nei non fumatori, nelle donne, negli adeno-
carcinomi e nei pazienti asiatici. La localizzazione delle mutazioni a carico
del gene EGFR vede essenzialmente l'interessamento degli esoni 18-19-20-
21 (Fig.16) ed in particolar modo la delezione di piccoli tratti dell’esone 19,
mutazioni puntiformi dell’esone 21. La mutazione T790M (esone 20), invece,
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¢ una mutazione di resistenza, che raramente si riscontra sin dall’inizio nel
campione neoplastico, ma che generalmente insorge successivamente come
forma di resistenza nei confronti della terapia in atto. Il rimanente 10%
circa delle mutazioni consistono in rare mutazioni missense riscontrabili
principalmente nell’esone 18, ma anche 20 e 21. Le mutazioni presentano
un’incidenza del 10-15% nei pazienti caucasici con NSCLC, mentre negli
asiatici, e in modo particolare nei giapponesi, I'incidenza e nettamente pitt
alta, tra il 30% e il 40%.

Nei pazienti con NSCLC, la presenza di queste mutazioni di EGFR e
predittiva di una significativa risposta clinica agli inibitori tirosinchinasici di
EGFR (si pensa che queste mutazioni, aumentano 1'affinita dell’inibitore per
il recettore, rappresentando il meccanismo molecolare alla base dell’efficacia
clinica dei TKI).

ESONE 18 ESONE 19 ESONE 20 ESONE 21

G7195 D761Y T790M L 861Q

G719A 1858R
G719C

V689M
E709K/Q
N700D

Figura 16. Siti di mutazioni del gene EGFR mnei rispettivi esoni.
Mutazione pin frequente L858R (40-45% ) nell’ex 21.
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ALK

La proteine ALK (Chinasi del linfoma Anaplastico) & un membro (Fig.17)
della superfamiglia dei recettori dell’insulina, recettori tirosinchinasici, e
risiede sul cromosoma 2p23 (braccio corto del cromosoma 2 in posizione 23).

ALK & una glicoproteina di membrana di tipo I che normalmente &
espressa nel sistema nervoso.

La patogenesi molecolare dell’ ALK inizia con distribuzioni cromosom-
iche che si appaiono con la sequenza di codifica 3’ per il dominio di seg-
nalazione intracellulare con elementi promotori 5 e sequenze di codifica
di altri geni. Un’inversione dell’intera regione del cromosoma 2p, genera la
formazione di un prodotto del gene di fusione comprendente porzioni del
gene EML4 e del gene ALK.

Questo cambiamento & stato ritrovato nei giovani non fumatori o nei
fumatori leggeri. Il riarrangiamento del gene ALK induce la produzione di
una proteina anomala che stimola la proliferazione cellulare.

Figura 17. Localizzazione gene del gene ALK.
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BRAF

11 gene BRAF (Fig.18) & localizzato sul braccio lungo del cromosoma 7 in
posizione 34 (7q34).

Il gene BRAF codifica una proteinchinasi citoplasmatica del tipo serina/
treonina implicata nella via di trasduzione del segnale RAS/MAPK e che ha
come principale substrato MEK.

Il gene BRAF consta di 18 esoni, ed & suddiviso essenzialmente in tre
regioni conservate CR1-CR2-CR3. La maggior parte delle mutazioni del
gene BRAF sono state osservate tutte nella regione ad attivita chinasica, ed
interessano generalmente il punto T1799A, il che va ad attivare un percorso
di segnalazione MAPK che porta ad un aumento della proliferazione cellu-
lare e resistenza dell’apoptosi. Altre mutazioni sono state identificate sia nel
segmento di attivazione nell’esone 15 che nell’esone 11.

7q35

7933

Figura 18. Localizzazione del gene BRAF.
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ROS 1

Il gene Ros 1 (Fig. 19) un recettore tirosinchinasico della famiglia dei
recettori per I'insulina e localizzato sul braccio lungo del cromosoma 6 in
posizione 22 (6q22).

I riarrangiamenti di tale gene, codificando per una proteina implicata
nell’attivazione del patway di crescita e proliferazione cellulare (nei patway
di PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT e MAPK/ERK) sono responsabili dell’1-
2% dei NSCLC.

6q22.1

Figura 19. Localizzazione gene di ROS 1.
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KRAS - NRAS

Il gene Ras (Rat sarcoma) appartiene alla famiglia di geni che codificano
per le omonime proteine dette small GTPase, che sono proteine G monome-
riche, coinvolte nella trasduzione del segnale cellulare (crescita cellulare,
differenziazione e sopravvivenza).

L’attivazione di Ras, cosi come quella di tutte le altre proteine facenti
parte della superfamiglia delle GTPasi, ¢ accelerata dal fattore di scambio dei
nucleotidi guaninici (GEF), il quale si lega a Ras permettendo il distacco del
GDP.

Ras lega Raf, che a sua volta fosforila due residui di serina delle protein-
chinasi MEK1 e MEK?2, chinasi con specificita doppia, capace cioe di fosfori-
lare sia residui di serina che residui di tirosina. Infine, MEK fosforila un’altra
serina/treonina chinasi, le MAP chinasi (ERK-1 ed ERK-2), attivandole e la
cui azione pud mediare numerose risposte cellulari.

I tre geni umani ras codificano proteine molto simili costituite da catene
di 188-189 aminoacidi, designate H-Ras, N-Ras e K-Ras4A e K-Ras4B (le due
K-Ras proteine derivanti da splicing alternativo).

Il gene KRAS ¢ localizzato sul braccio corto del cromosoma 12 (Fig. 20).

Figura 20. Localizzazione del gene KRAS.
Di questi geni, da cui si hanno proteine con intrinseca attivita GTPasi si

vanno ad analizzare le mutazioni presenti nei codoni 12,13,59,61, 117 e 146,
ovvero mutazioni presenti negli esoni 2,3 e 4.
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Il gene NRAS ¢ invece localizzato sul cromosoma 1 (Fig. 21).

1p13.2

Figura 21. Localizzazione del gene NRAS
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Altre tecniche molecolari

Spettrometria di massa

La spettrometria di massa viene utilizzata nelle analisi genetiche per
I'elevata sensibilita e per I’analisi di un grande numero di campioni in tempi
relativamente brevi. Questo sistema utilizza la tecnologia MALDI-TOF, cioe
il desorbimento e la ionizzazione di una matrice assistita da laser e misuran-
do il tempo di volo di cariche elettriche, permettendo, a partire dal DNA, di
discriminare due o pu1 analiti sulla base della loro massa.

Il sistema e costituito da un nanodispensatore, da uno spettrometro di
massa e di un software di analisi per ottenere dati di genotipizzazione. E
utilizzato nel campo dell’oncologia, per 1" epigenetica (studi di metilazione)
e per 'espressione genica quantitativa.

La metodica costa di 3 punti:
- Amplificazione
- Estensione dei primer
- Rivelazione e analisi dei dati

Il DNA viene prima estratto dai campioni pervenuti, successivamente
amplificato tramite multiplex-PCR per poi subire una reazione SAP (per
rimuovere i nucleotidi residui e purificare la reazione). Il successivo step &
una reazione di Primer Extension (primer di estensione adiacente ad ogni
sito polimorfico e di nucleotidi con massa modificata). In questo modo otte-
niamo, per ciascun sito polimorfico, uno o piu analiti di massa nota.

Le soluzioni ottenute vengono dispensate su un chip da 96 o da 384
pozzetti; a questo punto " analisi mediante spettrometro di massa genera
un picco a massa nota per ciascun analita (AdNTP) che sara associato ad un
genotipo wild-type mutato o eterozigote del campione analizzato.

GS

La tecnologia di sequenziamento del DNA di nuova generazione (Next
Generation Sequencing NGS) ha permesso grazie alla sua velocita, affida-
bilita e sensibilita, una rivoluzione nella ricerca biologica e medica. Queste
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tecnologie permettono di sequenziare in parallelo milioni di frammenti di
DNA con elevata precisione, consentendo anche con esigua quantita di DNA
di ottenere dati precisi e risolutivi.

Questa moderna tecnologia di sequenziamento si basa principalmente
su 4 punti:

- Preparazione delle librerie
- Preparazione dei templati
- Sequenziamento

- Analisi dei dati

Con questa metodica & possibile effettuare il sequenziamento di interi
genomi, risequenziamento per analisi di varianti genetiche, analisi di trascrit-
tomi e non-coding RNA, analisi di esoni ed analisi epigenetiche. L'estrema
sensibilita dell’NGS permette la sua applicazione in vari campi come nella
ricerca di geni d’espressione ed in oncologia.

E’ una metodica in continua evoluzione ed ¢ il futuro nel campo della
ricerca, ad oggi e utilizzata anche in Anatomia Patologica, dove grazie
all'utilizzo di specifici pannelli molecolari permette di evidenziare mutazioni
a carico di geni correlati a carcinomi.

Ricerca PDL-1

Oltre la terapia biologica sembra possa esserci di piti: 'immunoterapia.

Le cellule cancerogene, spesso, utilizzano sistemi per camuffarsi ed esse-
re identificate dal sistema immunitario come self; ovvero come cellule non
pericolose, cosi da eludere le difese immunitarie.

Si e di fatti scoperta una proteina trans-membrana della famiglia delle
immunoglobuline CD28/CTLA-4, chiamataPD-1(PROGRAMMED DEATH-
1), che viene espressa sulle cellule del sistema immunitario e sui linfociti
attivati precedentemente dall'interazione con l’antigene corrispondente.
Tale proteina & dotata di due ligandi, proteine trans-membrana, PD-L1 e
PD-L2(PROGRAMMED DEATH-LIGAND) anchesse espresse sulle cellule
del sistema immunitario. L'interazione tra PD-1 e PD-L1/2 regola in generale
le risposte immunitarie e regola negativamente il signaling delle celulle T
(Fig. 22).
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Figura 22. Interazione tra PD1-PDL1/2, signaling delle cellule T.

I tessuti normali raramente esprimono le proteine PD-L1 sulla propria
superficie cellulare, ad eccezione delle tonsille, placenta ed una piccola
frazione di cellule macrofago-like nei polmoni e fegato, al fine di limitare
la propagazione dell’area inflammata ed evitare danni ai tessuti circostanti.

Da qui si & notato che sulla superficie cellulare di vari tipi di tumori (per
lo pitt in quelli solidi) e nello stesso microambiente tumorale, ci possa essere
un iper-espressione di PD-L1. L'interazione PD-1/PD-L1 induce immuno-
soppressione e tolleranza nel microambiente tumorale, con apoptosi, aner-
gia ed esaurimento funzionale delle cellule T e produzione di IL-10. Essi
possono anche mediare la soppressione delle cellule dendridiche, indurre la
differenziazione di Tregs e proteggere le cellule tumorali da lisi dai linfociti
T citotossici (CTL).

Di qui la possibilita dell'immunoterapia, come ad esempio nel caso del
polmone, utilizzata per i NSCLC squamosi, che ha come principio di fun-
zionamento 1'uso di farmaci che potenziano il nostro sistema immunitario
rendendolo in grado di riconoscere e distruggere le cellule cancerogene.
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Nel laboratorio di Anatomia Patologica giunge la richiesta da parte
dell’oncologo della ricerca di PD-L1 sui NSCLC squamosi, con l'anticorpo
28.8 ¢ possibile valutare anche NSCLC. La ricerca viene effettuata con tecnica
IHC sul tessuto per individuare 1’espressione della proteina, come unico bio-
marker per la selezione dei pazienti che possono utilizzare I'immunoterapia.
In base al farmaco adottato dall’oncologo, viene utilizzato il clone associato

(Fig 23):

SP 142 per il trattamento con Atezolizumab

SP 263 per il trattamento con Durvalumab

PD-L1 22C3 per il trattamento con Pembrolizumab
PD-L1 28-8 per il trattamento con Nivolumab

Figura 23. Esempio di positivita al clone SP 142 e SP 263. I pazienti potranno usufru-
ire dell’'immunoterapia
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Figura 24. Esempio di positivita al clone 28.8 e 22C3. I pazienti potranno usufruire
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Conclusioni

Alla luce della diagnostica anatomopatologica del terzo millennio, la
figura del patologo molecolare diventa di grande importanza considerata
anche la multidisciplinarita.

Il patologo unitamente ai suoi collaboratori tecnici, biologi, biotecno-
logici, formula diagnosi molecolari che daranno agli oncologi la possibilita
di effettuare terapie personalizzate per i pazienti oncologici,che avranno un
miglioramento in termini di sopravvivenza e qualita della vita.

Il laboratorio di Patologia Molecolare ha uno scopo diagnostico avvalen-
dosi di sonde specifiche per lo studio molecolare delle malattie linfoprolifera-
tive e di alcuni tumori mesenchimali (FISH).

La terapia target permette, grazie allo studio delle sigole mutazioni,
l'utilizzo di farmaci diretti solo contro le cellule tumorali limitando i danni
alle cellule normali (EGFR, ALK, ROS1 nei tumori NSCLC del polmone,
KRAS ed NRAS nei tumori del colon retto e BRAF nel melanoma).

La ricerca di PD-1 e PDL1 apre attraverso tipizzazioni immunois-
tochimiche le nuove frontiere dell'immunoterapia che utilizza farmaci
che potenziano il nostro sistema immunitario rendendolo in grado di
riconoscere e distruggere le cellule cancerogene. Q ueste terapie costituis-
cono un’innovazione e possono rivoluzionare il trattamento di molte forme
tumorali.

Il prossimo futuro vedra I'utilizzo ne 1 laboratorio di Patologia Molecolare
del NGS, sequenziamento del DNA di nuova generazione che grazie alla sua
velocita, sensibilita e specificita rappresentera una rivoluzione nella ricerca
biologica e medica.

Alla luce di quanto su detto il patologo avra un ruolo di estrema central-
ita in tutto il percorso diagnostico e nella sua ricaduta terapeutica.
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