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INTRODUZIONE

STATO DELL’ARTE SUL CARCINOMA TIROIDEO

a)_Definizione e anatomia patologica

Il carcinoma tiroideo pud essere classificato in base alle cellule di origine in carcinoma
midollare che origina dalle cellule C o parafollicolari, papillare (nella sua forma classica
e nelle varianti follicolare, sclerosante, a cellule alte), follicolare (nella sua forma
classica e nelle varianti a cellule chiare, a cellule ossifile o di Hurthle, insulare) originati
entrambi dalle cellule follicolari ed anaplastico, derivato da uno degli istotipi differenziati
(Pacini et al. 2006).

Il carcinoma papillare (PTC) é la neoplasia tiroidea maligna piu frequente (>85%). Si
tratta di lesioni solitarie o multifocali, pil 0 meno infiltranti I'adiacente parenchima, con
margini mai definiti. Pud contenere papille ramificate con peduncolo fibrovascolare, per
lo piu ricoperto da cellule cuboidali ben differenziate ma, in una minoranza, possiamo
avere anche un epitelio discretamente anaplastico, con variabilita morfologica cellulare
e nucleare. Anche in assenza di un’architettura papillare la diagnosi pud essere posta
per la presenza di nuclei a vetro smerigliato, cosi definiti per la presenza di cromatina
dispersa; altra caratteristica € la presenza di solchi nucleari. Si possono trovare corpi
psammomatosi e calcificazioni concentrice non presenti nelle forme follicolari e
midollari, inoltre sono spesso presenti focolai di invasione linfatica che probabilmente
aumentano il rischio di recidiva e mortalita soprattutto nell’anziano, piu rare le
metastasi ematiche. Le diverse varianti hanno significati prognostici differenti, piu
favorevole per il carcinoma papillare capsulato, meno per il sclerosante diffuso o a

cellule alte.

[l carcinoma follicolare (FTC) rappresenta il 5-15% dei tumori tiroidei primitivi, € il piu
frequente nelle aree a carenza di iodio alimentare e tende a svilupparsi piu nelle donne
(3:1) ed in eta piu avanzata rispetto ai carcinomi papillari. Si presenta come un nodulo
ben circoscritto o ampiamente infiltrante, microscopicamente & costituito da follicoli
contenenti colloide mentre nelle forme con differenziazione meno evidente possiamo
trovare nidi privi di colloide o cellule con abbondante citoplasma (cellule di Hurthle). La
prognosi potrebbe essere peggiore rispetto al papillare. Il carcinoma follicolare ha una
scarsa tendenza all'invasione linfatica mentre € piu frequente quella ematogena con

diffusione a ossa, polmoni, fegato ed altro.



Il carcinoma follicolare non invasivo (“noninvasive follicular thyroid neoplasm with
papillary-like nuclear features ,NIFTP) & una patologia oncologica tiroidea incapsulata
0 comunque chiaramente delimitata con pattern di crescita e caratteristiche nucleari
simili al PTC senza, pero, papille ben formate o corpi psammomatosi e senza le tipiche
caratteristiche dei PTC e dei PDTC (carcinomi tiroidei poco differenziati) La diagnosi di
NIFTP puo essere effettuata dopo la resezione chirurgica della neoplasia e deve avere
| seguenti criteri: neoplasia incapsulata o evidente delimitazione dal parenchima
tiroideo circostante, pattern di crescita follicolare senza papille ben formate, non corpi
psammomatosi e pattern di crescita solida/trabecolare/insulare inferiore al 30%,
caratteristiche nucleari PTC-like con score nucleare 2-3, non invasione vascolare, non
invasione della capsula, non necrosi tumorale o alta attivitd mitotica (Nikiforov et al.
2016). La biologica molecolare normalmente & negativa (BRAFV600e, mutazione del
promotore di TERT, fusione RET/PTC). Il potenziale di malignita sembra essere basso.
(Nikiforov et al. 2018).

Il carcinoma anaplastico (ATC) € un tumore indifferenziato dell’epitelio follicolare e
costituisce meno del 5% dei tumori della tiroide. E’ un carcinoma aggressivo, con un
tasso di mortalita vicino al 100% ed i pazienti con questo tipo di tumore sono
mediamente piu anziani. Si tratta di neoplasie che assumono morfologia variabile
(cellule giganti pleomorfe, fusiformi con aspetto sarcomatoso, forme miste) e possono
esserci foci di differenziazione papillare, o follicolare, a suggerirne l'origine da un
carcinoma piu differenziato. Le cellule neoplastiche esprimono marcatori epiteliali come
la citocheratina, ma sono solitamente negative per marcatori tipici tiroidei come la
tireoglobulina. Di solito si manifestano come una massa cervicale a rapida crescita con
sintomi quali disfonia, disfagia, dispnea e tosse da compressione delle strutture
anatomiche adiacenti. Sebbene le metastasi a distanza siano frequenti, la morte
sopravviene per lo piu per la crescita aggressiva e la compromissione delle strutture

vitali nel collo (Santarpia et al. 2008).

Il PDTC e una entita separata a prognosi intermedia tra una DTC (carcinoma tiroideo
differenziato) ed un ATC. | PDTC possono essere individuati dai criteri di Torino:
pattern di crescita solido/trabecolare/insulare, assenza delle convenzionali
caratteristiche nucleari dei carcinomi papillari ed almeno una delle seguenti
caratteristiche nuclei convoluti, una attivita mitotica aumentata (maggiore di 3/10 mitosi
per campo, necrosi (Volante et al., 2007). | PDTC possono svilupparsi de novo o come

de-differenziazione di un DTC (lbrahimpasic et al., 2019). | Pazienti con questa



patologia tendono a presentare fattori prognostici avversi quali eta piu avanzata,

malattia loco-regionale avanzata, sesso maschile, metastasi a distanza.

Il carcinoma midollare (MTC), infine, € un tumore neuroendocrino di derivazione dalle
cellule C e costituisce circa il 5% delle neoplasie tiroidee. Nel 80% dei casi si tratta di
tumori sporadici, i casi rimanenti si verificano nel contesto di una sindrome MEN 2A
(associato a tumore delle paratiroidi e a feocromocitoma) o 2B (associato a
feocromocitoma e neurinomi multipli) o come neoplasia famigliare senza associazione
con sindrome MEN. Per le forme sporadiche, piu frequente € la presentazione come
nodulo solitario, mentre la presenza di aggregati multipli di cellule C sparsi per il
parenchima deve far sospettare la familiarita del tumore. Le lesioni maggiori
presentano aree di necrosi ed emorragia, spesso nello stroma adiacente si trovano

depositi acellulari di amiloide, derivati da polipeptidi alterati di calcitonina.

Il tumore trabecolare ialinizzante € una rara neoplasia tiroidea senza invasione locale
caratterizzata da un pattern di crescita trabecolare con ialinizzazione. A causa delle
caratteristiche nucleari simili al PTC, pud essere causa di citologie false-positive.
Questo tipo di neoplasia, perd, non sviluppa le mutazioni BRAFV600E o RAS che
possono essere presenti, rispettivamente, nel PTC e nella sua variante follicolare.
Negli ultimi anni & stata considerata una neoplasia borderline con uno scarso
potenziale di malignita (Nikiforova et al., 2019). Nel lavoro di Nikiforova vengono
rivalutati 17 casi di tumore trabecolare ialinizzante con evidenzia di fusione PAX8-
GLIS3. PAX 8 & un fattore di trascrizione particolarmente espresso nelle cellule
follicolari tiroidee e necessario per il corretto sviluppo e la fisiologica funzione della
ghiandola tiroidea. GLI-similar 1 e 3 (GLIS1 e GLIS3) appartengono alla famiglia dei
fattori di trascrizione zinc finger che possono agire sia da attivatori che da inibitori nella
trascrizione genica; nella tiroide GLIS3 & un importante regolare della biosintesi
ormonale. Nikiforova ha identificato la fusione PAX8-GLIS3 in questo tipo di neoplasie
ma non nei PTC. Tramite il pannello ThyroSeq v3 GC su 10165 esami citologici € stata
evidenziata questo tipo di fusione in 8 soggetti (0.1% dei casi) di cui & disponibile
l'istologico di 5 pazienti che conferma la diagnosi di tumore trabecolare ialinizzante in

tuttie 51 casi.

b) Epidemiologia ed eziopatogenesi

Il carcinoma tiroideo differenziato (DTC), rappresenta circa I'1,5% dei tumori maligni, il
70-90% di tutti i tumori maligni tiroidei, ed € la pit comune neoplasia maligna del
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sistema endocrino (Loh et al. 1997). L’incidenza varia a seconda della popolazione
esaminata, dall’apporto di iodio nella dieta e dalle indagini diagnostiche impiegate. Si
mostra in significativo aumento, piu spiccato nel sesso femminile che in quello
maschile (2-3:1), sebbene in questi ultimi la prognosi sia solitamente peggiore. A fronte
di quest'aumentata frequenza non si ha un paragonabile aumento della mortalita; cio
nonostante il carcinoma tiroideo rappresenta la seconda causa di morte per neoplasia
endocrina, dopo il carcinoma ovarico.

La distribuzione del carcinoma tiroideo mostra, per entrambi i sessi, un’incidenza
maggiore tra i 30-50 anni per il papillare e fra i 50-60 per il follicolare.

Nello sviluppo del carcinoma tiroideo sono implicati vari fattori di rischio, tra questi
I'esposizione a valori sovra fisiologici di TSH conseguenti a carenza iodica (nelle aree
con alto apporto si osserva una maggiore incidenza di carcinoma papillare, mentre in
quelle con scarso apporto prevale l'istotipo follicolare) o per assunzione di sostanze
gozzigene inducenti ipertrofia e iperplasia; I'esposizione a radiazioni (De Groot et al.,
1973), con un periodo di latenza che va dai 4 ai 15 anni tra bambini ed adulti (il rischio
di sviluppare un carcinoma tiroideo dopo la radioterapia & considerato del 3-5%, non &
tuttavia dimostrato che la somministrazione di dosi diagnostiche e terapeutiche di 1131
comportino un’incidenza significativamente aumentata); mutazioni di oncogeni quali
RET, TRK, BRAF (dove la V600E é la piu frequente) piu tipici delle forme papillari e
PAX8/PPARy per i follicolari, hanno un ruolo anche le mutazioni inattivanti di
oncosoppressori quali p53; generalmente si ritiene che la singola mutazione non sia
sufficiente ad innescare la carcinogenesi e che siano necessarie piu alterazioni. Svolge
un ruolo anche la genetica, il riscontro di un carcinoma tiroideo familiare aumenta di 5
volte il rischio di sviluppare la medesima patologia nei parenti di primo grado del

paziente affetto (Hemminki et al., 2000)

c. Clinica e diagnosi

La clinica del carcinoma tiroideo € estremamente scarsa. Si presenta come un nodulo
singolo o nel contesto di un gozzo multi nodulare, asintomatico ed il riscontro &
perlopiu casuale in corso di esami svolti per fini differenti, o per approfondimento
diagnostico nel caso di un nodulo palpabile. Talvolta si pud avere una sensazione di
tensione cervicale derivante dall’effetto massa e solo nelle forme avanzate si puo
osservare per disfagia per compressione sull’esofago, disfonia per I'azione sul nervo
laringeo ricorrente, tosse e dispnea per compressione sulla trachea e dolorabilita. La
diagnosi clinica & difficile ed & orientata soprattutto dai fattori di rischio quali I'eta
avanzata, il sesso maschile, una precedente irradiazione del collo, la familiarita, una
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linfoadenopatia laterocervicale, il rapido aumento volumetrico del nodulo e la fissita
rispetto ai piani sottostanti.

Posto il sospetto, si faranno indagini ematochimiche per valutare lo stato dell’asse
tiroideo mediante dosaggio del TSH, dellf-T4, si ricercheranno gli anticorpi anti
tireoperossidasi (TPOADb) per definire la presenza di una patologia autoimmunitaria
tiroidea sottostante e si potra dosare la calcitonina (CT), per escludere la presenza di
neoplasia midollare/iperplasia delle cellule C (Elisei e Romei, 2013), pur essendo il suo
dosaggio né raccomandato né sconsigliato dalle ultime linee guida del’American
Thyroid Association (Haugen et al., 2016) in quanto il dosaggio della CT, al riscontro di
nodulo tiroideo, non & stato associato, in molti studi, ad una riduzione in termini di
mortalita. Nell'ultima consensus italiana sul carcinoma tiroideo &€ comunque consigliato
il dosaggio della CT nei pazienti che vengono avviati all'intervento chirurgico e nei
pazienti con gozzo multinodulare (GMN) (Pacini et al., 2018).

Indispensabile & poi I'ecografia tiroidea che permettera I'inquadramento del nodulo e
'assegnazione di uno score ecografico per definire il rischio di malignitd del nodulo
stesso. | noduli con caratteristiche di sospetto sono noduli solidi ipoecogeni con uno o
pit delle seguenti caratteristiche: margini irregolari, microcalcificazioni, taller than wide
in visione antero-posteriore, evidenza di estensione extra-tiroidea, rima di
calcificazione con invasione dei tessuti molli circostanti. L'approfondimento con esame
citologico & consigliato in caso di lesioni con caratteristiche ecografiche sospette sopra
10 mm di diametro massimo o per diametri maggiori (15 mm) in caso di lesioni prive
delle caratteristiche ecografiche sopra riportate. In caso, inoltre, di noduli spongiformi o
parzialmente cistici si pud considerare un follow up ecografico optando I'esecuzione
della citologia solo in caso di lesioni maggiori ai 20 mm di diametro massimo (Haugen
et al., 2016). Le societa scientifiche europee, americane, e coreane hanno inoltre
riportato le modalita (TIRADS) per definire il grado di rischio oncologico alla
ultrasonografia del nodulo tiroideo (Russ et al., 2017; Gharib et al., 2016) introdotta da
Horvath et al., 2009 (Figura n.1)

Category US features Malignancy
risk, %

EU-TIRADS 1: normal No nodules None
EU-TIRADS 2: benign Pure cyst =0

Entirely spongiform
EU-TIRADS 3: low risk Ovoid, smooth isoechoic/hyperechoic 2-4

Mo features of high suspicion
EU-TIRADS 4: intermediate risk  Ovoid, smoath, mildly hypoechoic 6-17

No features of high suspicion
EU-TIRADS 5: high risk At least 1 of the following features of high suspicion: 26-87

Irregular shape

Irregular margins
Microcalcifications

Marked hypoechogenicity (and solid)

EU-TIRADS, European Thyroid Imaging Reporting and Data System; US, ultrasound.




Figura 1: la classificazione TIRADS europea ed il rischio di malignita associato (Russ
et al.,2017)

Il campione citologico é ritenuto adeguato quando presenti almeno 5 gruppi di 10-15
cellule ben conservate, il risultato € espresso classificando la lesione in una delle
cinque categorie della British Thyroid Association (Perros et al., BTA guidelines for the

management of thyroid cancer 2014):

- Thy 1 non diagnostico (inadeguato o dove degli artefatti tecnici ne impediscono
l'interpretazione)

- Thy 2 lesione benigna

- Thy 3a possibile neoplasia, presenza di aspetti atipici ma non abbastanza da
essere inserito in un’altra categoria

- Thy 3f possibile neoplasia follicolare, le varianti istologiche possibili includono
nodulo iperplastico, adenoma follicolare, carcinoma follicolare che non possono
essere distinti alla sola citologia

- Thy 4 lesione sospetta per malignita

- Thy 5 diagnostico per lesione maligna

Esiste quindi una “zona grigia” che corrisponde al nodulo a citologia indeterminata
(Thy3 aff); il 25% dei Thy3 operati risultera essere una neoplasia maligna (Mihai et al.,
2009; Giusti et al., 2014).

d) Terapia

La terapia di prima scelta in caso di diagnosi citologica di sospetto carcinoma tiroideo
(Thy 4 — Thy 5) é la chirurgia. L'intervento consiste in una tiroidectomia totale (si ha la
conservazione di un minimo tessuto tiroideo, meno di 1-2 g, necessario per preservare
alcune paratiroidi al fine di controllare il metabolismo calcio-fosforo). Vengono esplorati
e, se necessario, asportati anche i linfonodi laterocervicali, paratracheali e
tracheoesofagei. L’intervento, che ha scopo prettamente terapeutico nei casi in cui
referto dell’esame citologico sia di Thy 4 o Thy 5, assume invece anche valenza
diagnostica nei casi Thy 3 a/f in cui la probabilita di malignita si attesta rispettivamente
intorno a 5-15 % e 15-30% (Pacini et al., 2018); l'ultima consensus italiana consiglia
per la lesione Thy 3a la ripetizione del prelievo citologico e, se confermato il dato,

optare per una lobo-istmectomia, per la lesione Thy 3f invece é consigliato



direttamente l'intervento di lobo-istmectomia nella maggioranza dei casi (Pacini et al.,
2018).

L’ipotesi di trattamento radicale deve essere valutato previa ricerca di mutazioni
geniche, clinica ed aspetto ecografico del nodulo in maniera congiunta tra chirurgo,
endocrinologo e paziente.

La tiroidectomia totale e gravata da un maggior rischio di complicanze, in particolare
ipoparatiroidismo permanente nel 3-5% dei casi, disfonia da lesioni del nervo ricorrente
in meno del 1%.

La chirurgia puo essere seguita 0 meno dalla terapia radiante con iodio radioattivo (131
[). Dopo l'intervento di tiroidectomia totale i pazienti vanno stratificati in base al rischio
di ricorrenza/recidiva per definire i successivi trattamenti (Haugen et al., 2016). La
stratificazione di malattia dovrebbe basarsi sul valore di tireoglobulina (Tg; basale o
stimolata con rhTSH) e I'ecografia del collo con indicazioni alla scintigrafia diagnostica
solo in casi selezionati. | pazienti vanno stratificati in base alla classificazione ATA
(Figura 2). La terapia con iodio radioattivo (RAI) non € raccomandata nei pazienti con
basso rischio ATA, se non i casi selezionati. Nei pazienti a rischio intermedio e rischio
intermedio-basso la RAI va considerata soprattutto nei pazienti con altri fattori di rischio
come l'eta avanzata, grande massa neoplastica, interessamento linfonodale, istologia
aggressiva o invasione vascolare. | pazienti, invece, con rischio intermedio-alto o alto
vanno di routine sottoposti alla RAI. | pazienti con rischio intermedio e basso posso
essere preparati alla RAI con la stimolazione con rhTSH che si & dimostrata
ugualmente efficace rispetto all'ipotiroidismo iatrogeno. Per i pazienti con rischio alto le
linee guida sottolineano che sono necessari dati piu solidi sul’uso routinario della

stimolazione con rhTSH (Pacini et al., 2018)
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Figura 2: la stratificazione del rischio di recidiva/ricorrenza malattia delle linee guida

ATA con l'indicazione o meno alla terapia radio metabolica (Haugen et al., 2016)

e) La biologia molecolare

Mutazioni BRAF

Nell'ultimo decennio nell’ambito dell’oncologia tiroidea hanno assunto rilevanza sempre
maggiore le indagini di biologia molecolare con l'obiettivo di identificare gia alla
diagnosi citologica o istologica le neoplasie tiroidee ad andamento piu aggressivo (che
rappresentano circa un 10% del totale). La mutazione piu comune dei PTC ¢ la BRAF
V600E ed é presente nel 40-45 % dei casi (Xing et al., 2013): € una potente attivatrice
di MAPK ed é stata ritrovata in diversi tipi di carcinoma, incluso il tiroideo. La

mutazione BRAF K601E, invece, e stata riscontrata solo in casi di istologia benigna
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(Monti et al.,, 2015). La mutazione BRAF V600E ¢& stata identificata in alcuni
microcarcinomi papillari con metastasi linfonodali e che recidivano con maggiore
probabilita (Lin et al., 2010) ed in questi selezionati casi la presenza della mutazione
BRAF V600E e presente nel 65-77% dei pazienti che hanno sviluppato metastasi
linfonodali (pur avendo un basso valore predittivo positivo per identificare
precocemente PTC con sviluppo extra tiroideo). In una review sistematica-metanalisi di
14 pubblicazioni con un totale di 2470 PTC, la presenza della BRAF V600E era
significativamente aumentata nei pazienti con un piu alto rischio di ricorrenza rispetto ai
pazienti BRAF wild type (Tufano et al, 2012). Alcuni studi hanno dimostrato che la
mutazione BRAF V600E sia un fattore prognostico negativo indipendente: un amplio
studio multicentrico su 2099 pazienti ha stato dimostrato che la BRAF V600E e
significativamente associata con il rischio di ricorrenza sia nei classici PTC che nelle
varianti follicolari di PTC. | dati piu recenti, inoltre, suggeriscono che un comportamento
aggressivo, compresa l'alta probabilita di ricorrenza, sia presente soprattutto se
vengono sviluppate piu mutazioni oncogenetiche che includono BRAF VG600E, il
promotore di TERT, PIK3CA, TP 53 0 AKT1 (Xing et al, 2015).

Mutazione del promotore di TERT

| telomeri sono complessi nucleo proteici che consistono in piccole sequenze di DNA
non trascritto TTAGGG e proteina; essi proteggono la fine dei cromosomi dalla perdita
di materiale genetico durante la divisione cellulare. Ogni volta che la cellula si duplica,
il telomero si accorcia. Quando la lunghezza del telomero raggiunge un punto critico la
cellula non ha piu la possibilita di moltiplicarsi. La telomerasi € un enzima che puod
aggiungere la sequenza telomerica TTAGGG al cromosoma per mantenere la
lunghezza del telomero stesso. Esistono diversi enzimi: la human telomerase reverse
transcriptase (TERT) e human telomerase associated protein (hnTP1). Telomerase RNA
Component (TERC) serve da modello durante la replicazione mentre la TERT é
responsabile di catalizzare I'aggiunta del frammento TTAGGG di DNA. Generalmente
Cc’€ una bassa espressione dell’attivita della telomerasi nei tessuti normali e nei tumori
benigni mentre nei carcinomi la sua attivita sembra essere potenziata in modo da
mantenere duratura la capacita replicativa della cellula tumorale. Per questo motivo la
mutazione del promotore della TERT é diventata un focus importante per comprendere
i meccanismi cellulari tumorali ed & stato identificato nel tessuto tumorale della tiroide
per la prima volta nel 2013. Il gene TERT, localizzato sul cromosoma 5, consiste di 16
esoni e 15 introni (35 kb). La mutazione del promotore di TERT & presente soprattutto
in due hotspots 1295 228C>T and 1295 250C>T (C228T and C250T). Queste due
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mutazioni sono correlate con l'inizio ATG di un codone e con la malignita del tessuto
neoplastico e con l'aggressivita. La mutazione del promotore del TERT & stata
identificata come un fattore prognostico negativo indipendente (Melo et al., 2014);
soprattutto la presenza simultanea della mutazione del promotore di TERT e la
presenza della BRAF V600E nella stessa neoplasia identifica un alto rischio di

ricorrenza strutturale della malattia (Xing et al., 2015).

PDL-1

In condizioni fisiologiche, sono necessari regolatori inibitori del checkpoint immunitario
per garantire un'adeguata intensita della risposta immunitaria, che & fondamentale per
ridurre il danno ai tessuti normali vicino alle lesioni ed evitare risposte autoimmunitarie.
Tuttavia, l'iper-espressione dei regolatori del checkpoint inibitori potrebbe sopprimere
I'attivazione dei linfociti T e la produzione di citochine, con conseguente disregolazione
del sistema immunitario e silenziamento della sorveglianza immunitaria. Le risposte
immunitarie ridotte sono associate alla progressione di metastasi nelle neoplasie. PD-1
(programmed death 1), ed il suo ligando PD-L1(programmed death-ligand 1), coinvolti
nella regolazione del checkpoint inibitorio, sono stati identificati come componenti del
microambiente tumorale, che & strettamente associato allo sviluppo ed alla
progressione di tumori (Cao et al.,, 2011). Il PD-1 si trova fisiologicamente sulla
superficie dei macrofagi e delle cellule T, comprese le cellule T CD8 +, le cellule T CD4
+ e le cellule T regolatorie. | suoi ligandi, PD-L1 e PD-L2, sono espressi sulla
membrana di varie cellule, comprese le cellule tumorali, con PD-L2 molto meno
prevalente di PD-L1 e limitato a specifici tessuti e organi. L'interazione tra PD-1 e i suoi
ligandi determina una tolleranza immunitaria sopprimendo la risposta immunitaria
citotossica delle cellule T. Inoltre, pud sopprimere la proliferazione e l'attivazione
mediata dal recettore delle cellule T provocando la soppressione della segnalazione
del recettore delle cellule T (Zou W et al, 2008). Pertanto, una corretta attivazione di
questa via del checkpoint potrebbe modulare la risposta immunitaria, contribuendo
all'inibizione dell'autoimmunita e riducendo il danno tissutale vicino all'area
dell'infezione cronica (Bastman JJ et al., 2016). PD-L1 é espresso in modo aberrante
sulle cellule tumorali in risposta alla stimolazione persistente delle vie di segnalazione
oncogena (Spranger et al., 2018) e piu molecole pro-infammatorie nel microambiente
tumorale, di cui l'interferone (IFN), rilasciato dalle cellule T attivate, & considerato il piu
potente (Kondo et al., 2010; Taube et al., 2012). Recenti studi hanno dimostrato che
PD-L1 é espresso anche nei tumori della tiroide e ne hanno riportato il valore predittivo
e terapeutico. PD-L1 potrebbe essere considerato un potenziale bersaglio per
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l'immunoterapia nella gestione di DTC progressivi e refrattari alla iodio-terapia e per gli
ATC (Zhang et al., 2019; Chintakuntlawar et al., 2019)

SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo del nostro studio €& stato quello di valutare la presenza delle principali
mutazioni e dei target immunologici all’interno della nostra popolazione di pazienti con
carcinoma tiroideo a noto andamento aggressivo. Negli ultimi anni svariate mutazioni
genetiche sono state identificate nel carcinoma tiroideo e spesso coinvolgono la
cascata delle MAPchinasi (riarrangiamenti RET/PTC, mutazione BRAF). La mutazione
BRAFVG600E da svariati studi risulta associata a diversi markers di aggressivita
(metastasi linfonodali, estensione extra-tiroidea, massa tumorale maggiore di
dimensioni, eta di insorgenza piu avanzata) ed a prognosi peggiore anche se tale
associazione sembrerebbe dipendere anche dalla presenza di fattori di rischio
aggiuntivi (Xing et al., 2013; Xing et al., 2015; Tufano et al., 2012; Li et al., 2012). La
mutazione BRAFV600E & stata anche associata ad una minore espressione del
trasportatore sodio-iodio (NIS) determinando la una radio-refrattarieta. Dagli studi
presenti in letteratura le mutazioni del promotore TERT (sia la C250T che la C228T)
sono associate a neoplasie poco differenziate e, di conseguenza, a prognosi
maggiormente infauste (Jin et al.,2018). L’associazione tra BRAFV600E e mutazione
del promotore TERT sembra avere un fattore aggiuntivo ed é significativamente
associata ad un andamento maggiormente aggressivo (Vuong et al., 2017). Infatti le
ultime linee guida americane (Haugen et al., 2016) hanno inserito nella valutazione
prognostica la ricerca di tali mutazioni. Un altro campo in grande sviluppo é
limmunoterapia in campo oncologico: uno degli approcci € quello di bloccare dei
check-points (ICPs) cellulari innescando una cascata inibitoria che & di sregolata nel
cancro. In particolare il PD-1 sembra avere dei risultati promettenti in svariati tipi di
carcinomi. Alcuni studi hanno evidenziano la presenza del PD-L1 nel carcinoma
tiroideo, sia nei PTC, che negli istotipi meno differenziati e, trovando una correlazione
tra I'espressione del PD-L1 e l'aggressivita tumorale, hanno ipotizzato che I'immuno-
terapia potrebbe essere una alternativa nei i quei istotipi che, al momento, hanno

limitate chances terapeutiche (Cunha et al., 2013; Angell et al.,2014)
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MATERIALI E METODI

La disponibilita di farmaci oncologici anche per il carcinoma tiroideo (sorafenib,
lenvatinib, cabozantenib, ecc.) non piu trattabile con RAI ed in progressione ha
consentito all’endocrinologo un nuovo approccio oncologico in questa patologia (Huang
et al., 2019). Dal 2005 in una corte 500 pazienti con carcinoma tiroideo in follow-up
attivo presso il nostro Ambulatorio di Oncologia Tiroidea sono stati identificati 40
soggetti con tumore ad andamento aggressivo. Da questo sottogruppo, sono stati
sottoposti ad indagini molecolari 14 soggetti con patologia oncologica a noto
andamento aggressivo di cui era disponibile materiale istologico. L’indagine & stata
eseguita retrospettivamente previo consenso informato, quando possibile. Gli istotipi e
lo stadio alla diagnosi sono rappresentati nella Tabella 1. Le caratteristiche dei pazienti
erano le seguenti: 8 di sesso femminile (57%), 6 (43%) di sesso maschile. In 2 casi
erano biopsie da masse al collo non operabili (14%) mentre 12 erano soggetti con
neoplasie resecabili chirurgicamente (86%). Gli istotipi rappresentati erano 7
carcinoma follicolari (50%), 2 carcinomi anaplastici (14%), 5 carcinomi papillari (36%).
Lo stadio secondo la TNM VIl ed. era: 8 pazienti (57%) IV stadio, 6 (43%) pazienti Il
stadio. Utilizzando l'ultima classificazione lo stadio risulta sensibilmente differente: 8
pazienti (57%) Il stadio, 3 pazienti (21%) Ill stadio, 1 paziente (7%) stadio IV b, 2 (14%)
non classificabili per mancanza della tiroidectomia. Il grado di differenziazione é
risultato: 8 pazienti grading G2 (57%), 2 pazienti G3 (14%), 1 paziente G1 (7%), 3
pazienti grading non determinabile (22%). Nella popolazione in studio 11 pazienti
(78%) sono stati trattati con iodio-radioattivo, 3 pazienti (21%), non sono stati tratti con

iodio-radioattivo.

Sesso Stadio istologico | Istotipo TNM (VI | TNM (VI
alla diagnosi ed. ed.
AJCC/TNM) | AJCC/TNM)
B. A. M. F pT3/G2/N1b/Mx FTC Il 1l
T. A M pT4a/G2/Nx/M1 FTC Il IV B
D.E.G. M pT4a/G2/N1b/Mx | PTC i IV A
R.N. M pT3/G2/N1b FTC Il IV A
B.L. M pT4a/G2/Nla PTC 1l VA
B.F. F pT3/G1/NO/Mx PTC Il 1l
B.T. F pT4a/G3/Nx/Mx FTC 1l VA
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C.A. F pT3a/G2/Nx/M1 FTC VB IV C
B.E. F pT3/G2/N1 PTC I 1]
L.M.P. F ND ATC ND IV B
M.N. F pT3/G3/pNla/Mx | PTC Il 1]
R.R. M ND ATC ND IV B
B.G. M pT3/G?/Nx FTC Il 1]
D.L. F pT3a/G2/NOa/Mx | FTC I 1]

Tabella 1. Legenda: FTC carcinoma tiroideo follicolare, PTC carcinoma tiroideo

papillare, ATC carcinoma tiroideo anaplastico

Per la valutazione del gene BRAF 100-200 ng di DNA genomico sono stati amplificati
mediante PCR utilizzando 1.5 U di Platinum Tag DNA polymerase (Thermo Fisher
Scientific, TFS, Milan, Italy), 1x buffer, 2 mM di MgCI2, 200 nM di dNTP, 30 pmoli di
primer avanzati e inversi in un volume finale di 50 pL. Il set di primer (BRAF 15
avanzato: 5’ tgcttgctctgataggaaaatg e BRAF 15 inverso: 5’ agcatctcagggccaaaaat) €
stato utilizzato per amplificare l'intera regione codone dell'esone 15 del gene BRAF e
produrre amplificazioni da 230 bp. Per il gene TERT i primer oligonucleotidici della
regione promoter della trascrittasi inversa telomerasi sono stati sintetizzati secondo la
sequenza di riferimento genomico del Eukaryotic Promotor Database del TERT e
progettati per amplificare una porzione del promotore del nucleo del gene TERT (da -
144 a +43). L'amplificazione di 187 bp include le due principali mutazioni ricorrenti alle
coordinate chr 5: 1 295 228 e chr 5: 1 295 250. La PCR é stata eseguita utilizzando
100-200 ng di DNA genomico in una miscela di reazione da 50 ml con 400 uM di dNTP
(Fermentas-Thermo Scientific Life Science, Milano, Italia), primer da 0,75 mM, 2 mM di
MgCI2, 1x Buffer e 2,5 U di AmpliTag Gold 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems,
Life Technologies Corporation) su un termociclatore Veriti a 96 pozzetti (Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation). prodotti amplificati di PCR sono stati
quindi trattati con ExoSap (GE Healthcare, Waukesha, USA) come raccomandato e
entrambi i filamenti sequenziati mediante sequenziamento del ciclo di terminazione del
colorante (BigDye Terminator v3.1, TFS). Il rilevamento della sequenza nucleotidica é
stato eseguito su un analizzatore genetico ABI Prism 3130 (TFS), secondo i protocolli
standard. | dati della sequenza sono stati analizzati mediante software Mac Vector
versione 11 (MacVector Inc., North Carolina, USA) al fine di identificare le mutazioni e
assegnare genotipi a singoli campioni di DNA.

Sezioni di 2-3 mm da materiale FFPE venivano utilizzate per IHC su vetrini carichi

elettricamente (Histobond®).
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La positivita per PD-L1 era definita come immunoreattivita a livello di membrana
almeno nel 1% di cellule. L’espressione del PDL-1 é stata valutata usando il Tumour
Proportion Score (TPS) che € la percentuale di cellule tumorali vitali che mostrano una
colorazione della membrana parziale o completa. L'immunoistochimica €& stata
eseguita su un campione di tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina (FFPE)
contenente almeno 100 cellule tumorali, utilizzando un protocollo ottimizzato con
l'anticorpo 22C3 (Dako) sul coloratore automatico di vetrini BenchMark ULTRA
(Ventana, Roche) secondo Neuman T et al. (2016). Ogni vetrino € stato visionato al
microscopio ottico da due Patologi indipendentemente.

RISULTATI

L’etd media alla diagnosi della popolazione in studio € risultata 69 anni. 6 pazienti
(43% del totale) sono risultati positivi alla ricerca del PD-L1 di cui 4 pazienti (67%) con
concomitante mutazione del promotore TERT. | pazienti con ricerca di PD-L1 positivi
erano 2 con diagnosi istologica di PTC (33.3%), 2 con diagnosi FTC (33.3%), 2 con
ATC (33.3%). Considerando tutta la popolazione in studio in 9 pazienti (64% del
totale) era presente la mutazione del promotore di TERT ed in 5 pazienti (35%) era
presente una mutazione di BRAFV600E (di cui 4 pazienti con diagnosi di carcinoma
papillare, 1 paziente con diagnosi di carcinoma follicolare). In 4 pazienti era co-
presente la mutazione BRAF V600E e TERT. | pazienti con mutazione del promotore
TERT erano 5 pazienti con diagnosi di PTC (55%), 3 pazienti con diagnosi di FTC
(33%), 2 pazienti con diagnosi di ATC (22%). In 1 solo paziente (7%), con diagnosi
istologica di carcinoma papillare, erano presenti tutte e tre le mutazioni. 1 solo paziente
(7%), con diagnosi istologica di carcinoma follicolare, & risultato negativo a tutte le
indagini molecolari eseguite.

Tutti i pazienti hanno sviluppato metastasi: 2 pazienti hanno sviluppato metastasi a
distanza, 5 pazienti metastasi al collo e 7 pazienti hanno sviluppato sia metastasi al
collo, sia metastasi a distanza. La dose media di iodio radioattivo somministrata & stata
212 mCu. Rilevante come la nuova classificazione (VIII ed.) presenti delle
caratteristiche sensibilmente differenti dalla VIl ed.: nella prima il 57% dei pazienti
risulta Il stadio mentre nella seconda il 57% dei pazienti risulta 1V stadio con possibili
valutazioni prognostiche differenti alla diagnosi. Al momento del presente studio 8
soggetti sono deceduti per la patologia oncologica tiroidea (57%), 1 paziente per

concomitante adenocarcinoma pancreatico.
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| risultati delle indagini molecolari sono riassunti nella Tabella 2.

BRAF TERT PD-L1
B. A. M. WT WT NEG
T. A WT WT POS
D.E.G. V600E MUT NEG
R.N. WT WT NEG
B.L. V600E MUT NEG
B.F. WT MUT POS
B.T. V600E | WT POS
C.A. WT MUT NEG
B.E. V600E MUT NEG
L.M.P. WT MUT POS
M.N. V600E MUT POS
R.R. WT MUT POS
B.G. WT WT NEG
D.L. WT MUT (250) NEG

8 pazienti (57%) sono stati avviati a terapia con inibitori delle tirosin kinasi (TKI). Tra i

pazienti con la positivita del PDL-1, 4 pazienti hanno sviluppato metastasi al collo

(67%) e 2 pazienti metastasi a distanza (33%). Entrambi i pazienti con ATC sono

risultati positivi alla ricerca del PD-L1 (100%). Nei pazienti con positivita al PD-L1 lo

stadio alla diagnosi era elevato: IV stadio in 4 soggetti (67%) dei casi e Il stadio in due

soggetti (33%) dei casi. L’eta media del decesso dei pazienti PDL-1 positivi & 54 anni

con circa 12 mesi medi di sopravvivenza dalla diagnosi, dei pazienti PDL-1 negativi &

74 anni con 55 mesi medi di sopravvivenza dalla diagnosi.
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Figura 3: nelle sezioni A e B su casi con PDL-1 positivo, C con PDL-1 negativo

DISCUSSIONE

Nella popolazione in studio, tutta con uno scarso grado di differenziazione, vi & una
elevata percentuale di soggetti che presentano una o piu mutazioni. Un solo paziente
in studio non aveva alcuna delle mutazioni prese in considerazione. Il 10% dei
carcinomi tiroidei presenta un andamento aggressivo, la comparsa di metastasi a
distanza e la progressiva refrattarieta alle linee terapeutiche ad oggi a disposizione.
L’'immunoterapia in campo oncologico & una delle aree piu promettenti. Uno degli
approcci applicabili € il blocco dei check-point inibitori (ICPs), una serie di pathways
inibitori cruciali per fisiologicamente mantenere una self-tolerance e deregolati nel
tessuto tumorale. Gli ICPs sono attivati da interazioni ligando-recettori, quindi possono
essere bloccati da anticorpi. In particolare e stato studiato il blocco della PD-1
(programmed cell death protein 1) che sembra essere promettente in numerosi
carcinomi (Cantara et al., 2019). Alcuni studi hanno studiato la presenza del PD-L1 nei
carcinomi tiroidei anaplastici o nei poco differenziati trovando una correlazione tra la
aggressivita della patologia neoplastica e la presenza del PD-L1 (Cunha et al., 2013;

Angell et al., 2014; Bastman et al., 2016). Nella nostra popolazione il 43% é risultato
18



positivo alla ricerca del PD-L1 e tra i carcinomi anaplastici il 100% é risultato positivo
ed € un dato in linea con la letteratura ove la frequenza della positivita del PD-L1 varia
dal 6.1 al 82.5% nei PTC e dal 22.2 al 81.2% negli ATC (Zhang et al., 2019). |
carcinomi anaplastici seppur rari sono particolarmente aggressivi e rapidamente fatali
con una mediana di sopravvivenza dai 3 ai 5 mesi (Bastman et al., 2016) ed una
sopravvivenza a 5 anni tra lo 0-10% (Liu et al., 2016). Gli ATC posso comparire de
novo oppure essere lo stadio finale di una de-differenziazione di carcinoma tiroidei ben
differenziati (Ragazzi et al., 2014). Diversi studi hanno dimostrato che la combinazione
di plurime terapie (chirurgica, chemioterapia e radioterapia) pud implementare la
sopravvivenza di pazienti selezionati, nonostante cio la maggior parte dei pazienti
decede a causa delle metastasi a distanza e della invasione locale non controllata (Ito
et al., 2014) per cui appare decisivo trovare un marker che possa precocemente
identificare questo tipo di patologia e che indirizzi il clinico verso delle possibili scelte
terapeutiche. Nella nostra casistica il 67% dei pazienti con positivita del PDL-1 ha
sviluppato metastasi locali o a distanza confermando [lipotesi che il PD-L1 possa
essere associato ad una elevata aggressivita della patologia oncologica di base, come
anche confermato dalla meta-analisi di Aghajani et al (2018). Patel et al. (2015) ha
identificato come in alcuni tumori solidi (ovaio, colon-retto, timoma, melanoma, tumore
polmonare a piccole cellule) I'espressione del PD-L1 possa selezionare i pazienti che
andranno a beneficiare dellimmunoterapia. Due tra gli anticorpi disponibili sono |l
Nivolumab, approvato dal FDA per i melanomi non resecabili o in stadio avanzato, ed il
Pembrolizumab, approvato per i melanomi non responsivi al Ipilimumab e per i tumori
polmonari metastatico non a piccole cellule positivi all’over-espressione del PDL-1
(Patel et al., 2015). Nel 2016 €& stato approvato dalla FDA anche il Atezolizumab per i
carcinomi vescicali (Rosenberg et al., 2016). Pazienti con iper-espressione di PDL-1
tendono ad avere una risposta piu soddisfacente alla immunoterapia: | pazienti con
melanoma positivi al PDL-1 hanno il 44-51 % di tasso di risposta ad anticorpi diretti
contro il PD-1 mentre i pazienti con iper-espressione di PD-L1 con tumori polmonari a
piccole cellule hanno un tasso di risposta del 67-100%. | pazienti, invece, senza over-
espressione del PDL-1 risultano meno responsivi allimmunoterapia: 6-17% per |l
melanoma e 0-15% per il tumore polmonare a piccole cellule (Patel et al., 2015). E’
stato inoltre approvato, dalla FDA, il test diagnostico Ventana PD-L1 (SP 142) per
riconoscere I'espressione del PDL-1 nellinfiltrato tumorale. Chintakuntlawar ed il suo
gruppo di studio (2019) hanno avviato il Pembrolizumab su una ristretta popolazione di
pazienti (n=3) con ATC in stadio avanzato (IV b) associandolo a trattamento
chemioterapico e radioterapico: i dati risultano promettenti sulla riduzione della massa

neoplastica ed il Pembrolizumab é risultato molto ben tollerato ma la mortalita a 6 mesi
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non si & modificata ed i pazienti sono deceduti a meno di 6 mesi dalla diagnosi. Gli
autori di questo studio concludono affermando che il Pembrolizumab potrebbe essere
preso in considerazione in trial con paziente con ATC in fase piu precoce, non
metastatici. Nello studio di Cantara et al. (2019) su un numero maggiore di pazienti
(n=20) con ATC, é stato evidenziato che la positivita del PDL-1 e effettivamente
presente in circa il 70-90% dei casi (70% dei casi utilizzando I'anticorpo Ventana e
raggiungendo il 90% dei casi con I'anticorpo R&D Systems). Hanno inoltre indotto dei
carcinomi anaplastici su modelli murini ed hanno trattato le cavie con anticorpi anti PD-
L1 con evidenzia di significativa riduzione della massa neoplastica. Al momento,
inoltre, ci sono diversi trial (ClinicalTrial.gov) che stanno valutando [lefficacia
dellimmunoterapia nel carcinoma tiroideo, tra cui il NCT03246958 (studio di fase due
su nivolumab+ipilimimab in pazienti con carcinomi tiroidei refrattari alla iodio terapia ed
in progressione nei 13 mesi precedenti al reclutamento) ed il NCT03215095 (studio di
fase 1 con durvalumab+RAIl dopo stimolazione con il rhTSH su pazienti con carcinoma
tiroideo di origine follicolare con accertata ricorrenza o malattia metastatica).

La ricerca della mutazione del promotore TERT si conferma essere un dato
determinante l'individuazione dell’aggressivita della patologia oncologica tiroidea: nel
67% della nostra popolazione era presente una mutazione del TERT e nel 28% della
popolazione era presente una doppia mutazione (BRAF V600E e TERT) come
confermato anche dai dati della letteratura (Vuong et al., 2017). Indicativa anche la
presenza della mutazione BRAFV600E: 35% sul totale dei pazienti ma presente nel
80% dei casi considerando solo i carcinomi con diagnosi istologica di PTC, ove la
BRAFV600E é presente (Monti et al., 2015).

Concludendo la positivita del PD-L1 sulla nostra popolazione di paziente con carcinomi
tiroidei aggressivi pone una nuova possibilita terapeutica per pazienti al momento a
prognosi infausta. La ricerca precoce delle mutazioni di BRAF e TERT pu0 aiutare il
clinico ad individuare alla diagnosi i pazienti ad alto rischio per individualizzare
'approccio diagnostico-terapeutico. Sarebbe utile poter ricercare le mutazioni alla
diagnosi di carcinoma tiroideo poco differenziato, quindi al preliminare esame
citologico, per linserimento del paziente in un programma diagnostico-terapeutico

intensivo subito dopo la perdita della iodio-captazione.
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