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INTRODUZIONE

Il carcinoma endometriale € la piu comune neoplasiasiva ginecologica, con una
incidenza di circa 33000 nuovi casi/anno, costriig 7% dei tumori della donna,
inferiore come frequenza solo al carcinoma dellanmalla, intestino e polmone.
Complessivamente il 2-3% delle donne si ammaleréadiinoma endometriale nel
corso della vita

| fattori di rischio identificati per il carcinomandometriale comprendono:1) fattori
costituzionali:bassa parita, obesita, ipertensiertkabete mellito 2) dieta: eccessiva
introduzione di proteine animali e grassi anin@)ifattori genetici: a)Lynch Il

[ carcinoma del colon non associato a poliposicinama ovarico ed endometriale]
b) sindrome del carcinoma endometriale familiare.

In base all’epidemiologia, alla presentazione chné al comportamento biologico si
distinguono due tipi di carcinoma endometrialeraggeno dipendente ( Tipo 1)
tipico di donne piu giovani, in perimenopausa, iengre di basso grado, con
comportamento biologico piu indolente negli stadiziali, correlato con una
stimolazione estrogenica non bilanciata ed estmgadipendente ( Tipo 2), piu
aggressivo, tipico di donne piu anziane in postopeansa.

Il trattamento dell’adenocarcinoma endometriale @&sspto da un programma
d’isterectomia preceduta o0 seguita da radioteraggauna singola sessioni di
brachiterapia seguita immediatamente dall'istemaco fino ad un approccio

individualizzato che prevede l'isterectomia comapéa primaria impiegando quindi



trattamenti aggiuntivi (radio-chemioterapia) sulkmse dei riscontri anatomo-
chirurgici.

La chirurgia rappresenta comunque il cornerstonka derapia del carcinoma
endometriale, indipendentemente dall’eta. Secondo FIGO ( International
Federation of Gynecology and Obstetrics) la staoimez anatomo-chirurgica
dovrebbe includere [listerectomia totale con anieessmia bilaterale e la
linfoadenectomia pelvica e lombo-aorfica

Il ciclo cellulare € un evento geneticamente adlatto nel quale si succedono eventi
coordinati e dipendenti tra loro. Gli aspetti noakari che controllano il ciclo
cellulare sono ordinati e direzionali: ogni proaeéda conseguenza dell'evento
precedente ed € la causa di quello successivoi 84mib | geni coinvolti nella
progressione del ciclo cellulare. Nelle celluleamiche la progressione attraverso
le varie fasi del ciclo cellulare risulta essereefnente regolata dalle chinasi ciclina-
dipendenti o CDK (Cyclin-dependent Kinases) unaiddiendi protein chinasi la cui
attivita dipende dalla loro associazione con dalileunita proteiche dette cicline
proteine instabili, sintetizzate e degradate peécardente, che si accumulano in fasi
del ciclo specifiche e che non solo attivano le CBta ne determinano anche la
specificita di substrato. In questo senso le itirgkinasi (PTKs) sono proteine che
svolgono un ruolo cruciale nella regolazione deilfeetica cellulare. | processi di
tirosin-fosforilazione sono delle vie di comuniaaize nelle cellule eucariotiche
utilizzate in differenti processi:comunicazionerané transcellulare, differenziazione,

motilita, proliferazione/apoptosi cellulare , tregmne genica, codifica di m-RNA.



Le PTKs svolgono anche un ruolo fondamentale eetibriogenesi e nell’
organogenesi, nel’omeostasi tissutale e nellalinazione del sistema immunitatio
Si distinguono tirosin-chinasi recettoriali e n@eettoriali, classificate in base
alloncogene dal quale derivano. | recettori ftineshinasi sono proteine che
presentano un solo dominio transmembrana, dotait#i\dta chinasica intrinseca.
Tra questi grande rilievo hanno PDGFR, IGFR, EGRAEG&FR.

Le tirosin-chinasi citoplasmatiche coinvolte nefiasmissione del segnale
comprendono essenzialmente dieci famiglie, treéscaj Abl e Jak, che hanno
suscitato particolare interesse da parte dei grdippcerca. Al contrario di quanto
avviene nelle cellule normali, dove funzionano stpitto chinasi proteiche, quali
serina- e treonina-chinasi, e dove le tirosin-csiisano quasi inesistenti, nelle cellule
tumorali il livello di attivita tirosin-chinasicayp aumentare di 10-20 voite
Accanto alla fosforilazione dei residui tirosinaperata dalle kinasi, sono presenti
anche proteine ad azione defosforilizzante le prdyeosine fosfatasi (PTPs). Il
processo di defosforilazione e fosforilazione @sidui tirosinici configura un
equilibrio dinamico nei sistemi biologici. Ogni dazione in questa omeostasi,
dovuta sia ad un aumento dell’attivita di segulgile PTK che ad una diminuita
attivita delle PTPs puo portare ad un accumul@aaiiulare di proteine fosforilate
con conseguente abnorme proliferazione cellulaseltando uno dei promoter della
carcinogenesi’). Le PTPs infatti sin dalla loro scoperta soratestndicate come

importanti oncosoppressori in antagonismo col po&da oncogenico delle PTKSs.



La SRC homolog phosphatases (SHP) 2 e il suo orn@étP-1, sono fosfotirosin-
fosfatsi intracitoplasmatiche che giocano un rati@ve nella regolazione delle
citokine/protein tirosin chinasi implicate nellgpheazione cellulare sia di cellule
normali che cancerizzaté!.La SHP-1 & espressa fisiologicamente nelle cellule
emopoietiche, laddove svolge un ruolo di regolatteespressione di alcune
citokine quali: IL-3R, PDGF, EGF receptors, e akgettori tyrosin kinasi™**

La SHP-1 si lega agli immunorecettori tirosinict@®ninando I'inibizione di
recettori come il CD22, CD72, fcgRIIB, p70-NKB1 ¢RX attraverso i suoi domini
SH2 defosforila le proteine a valle della cascatdgmndo all'inattivazione
dell'apoptost®

La disfunzione di SHP-1, conseguentemente, € stataita implicata nella
patogenesi di linfomi e leucemi& Se nei tumori emopietici il ruolo della SHP1 &
abbastanza chiaro, nei tumori solidi il suo studlancora agli albori. Insabatda
correlato positivamente I'ipo-espressione di SidBllcarcinoma della mammella e
Zapata® col cancro della prostata .

Allo stato attuale nessun lavoro ha preso in canaglone I'attivita di SHP-1 nel
carcinoma endometriale.

Scopo di questo lavoro e stato quello di valutaspkessione di tale proteina nei

tumori endometriali sia di tipo 1 che 2 in diffetiestadi clinici.



MATERIALI E METODI

Lo studio condotto in collaborazione tra I'unitaeogtiva complessa di Ginecologia e
Ostetricia ed il Dipartimento di Patologia e Medmidi Laboratorio, Sezione di
Anatomia Patologica dell’Universita degli StudiRirma, ha preso in considerazione
66 pazienti con diagnosi istologica di adenocarmiaalell’endometrio dal 1998 al
2007. La diagnosi istologica € stata ottenuta i13220) pazienti tramite Vabra, in 38
(57%) tramite D&C e in 7 (11%) casi tramite biopsteroscopica mirata. Tutte le
pazienti sono state stadiate pre-operatoriameoite RX torace, TAC addomino
pelvica, eecografia transvaginale e dosaggio delZ5 al fine di valutare eventuali
localizzazioni a distanza, adenomegalie e I'irditione miometriale e cervicale.Tutte
le pazienti sono state stadiate chirurgicamentgcoordo alle direttive FIGO. Prima
di intraprendere I'indagine molecolare tutti i \netrsono stati ricontrollati da un
unico anatomo-patolologo con specifica competerHa ginecopatologia.

Tutte le pazienti sono state seguite in follow-lipico strumentale per almeno 36
mesi ( range 36-140).

Tutti | preparati sono stati fissati e inclusi faimalina.

Le sezioni istologiche sono state ottenute con tag¥h micron e colorate come di
routine con [I'ematossilina-eosina per la diagnostologica, la valutazione
dell'istotipo, del Grading e dello stadio della attia (FIGO).

Ulteriori sezioni della neoplasia sono state tagliper I'esecuzione dell'analisi

immunoistochimica.



STUDIO IMMUNOISTOCHIMICO

Le reazioni immunoistochimiche sono state eseguitgpiegando la tecnica
dell'immunoperossidasi, mediante [l'utilizzo di aa¢e polimeriche (Dako,
ADVANCE, HRP). Le sezioni di tessuto sono stateubmte con I'anticorpo
monoclonale primario SHP1 (c-term, rabbit dil. 100, ditta Epitomics). E’ stato
necessario sottoporre le sezioni a smascheramartigemico mediante bagno
termostatato a 98° C per 30 minuti con tampone ERTH09.

| siti di legame sono stati individuati con 3,3adiinobenzidina (DAB) come
substrato cromogeno, infine le sezioni sono stamérocolorate con I' ematossilina di
Harrys.

Al fine di ridurre i possibili falsi negativi ed sisurare una corretta verifica della
correttezza dell’indagine immunoistochimica, anctes casi risultati negativi, le
ghiandole endometriali normali circostanti la nesh e l'infiltrato inflammatorio
leucocitario peritumorale, che fisiologicamenteraspno la proteina SHP1, sono

stati considerati come controlli positiadntrollo interng.



ANALISI IMMUNOISTOCHIMICA DELLE NEOPLASIE

La valutazione della reazione immunistochimica aastvalutata al microscopio in
diverse aree della neoplasia. Nelle sezioni dowsncerpresenti diversi gradi di
differenziazione, la colorazione immunoistochimieastata valutata in ciascuna di
essa. L'intensita della reazione immuistochimicdiada classificata di tipo 3 se della
stessa intensita del controllo positivo (linfoaitighiandole endometriali normali),
tipo 2 se lievemente ridotta rispetto a quella dehtrollo positivo, tipo 1 se

notevolmente ridotta e 0 se completamente negativa.

ANALISI STATISTICA

L’immuno-istochichica, il Grading della neopladia,stadio FIGO, la sopravvivenza,
I'eventuali recidive e l'istotipo tumorale sonotstaodificati con codice numerico

La correlazione e stata cercata fra: Grading, BtaeiGO, Istotipo tumorale,
sopravvivenza-recidiva e I'espressione della SHE&werso il test del Chi quadrato
Le curve di sopravvivenza a multiple variabile satate ottenute mediante il test di
Kaplan Mayer.

Il software statistico utilizzato é stato SPSS 1(S®SS Inc., Chicago, IL).



RISULTATI

Le pazienti analizzate dal 1998 al 2007 sono stfie di queste 38 (57%)
presentavano un istotipo endometrioide (Tipo 1),(28%) un istotipo sieroso o a
cellule chiare ( Tipo Il), la suddivisione per stadrlGO ha evidenziato 51 (77%)
pazienti al | stadio, 5 (7%) al Il, 8 (13%) al d12 (3%) al IV stadio, la stratificazione
per grading era: 23 (35,5%) ADK G1, 36 (35,5%) €20 (29%) G3. Le pazienti
sottoposte a terapia adiuvante sono state 27 (4@iojueste 14 (52%) hanno
eseguito terapia radiante, 9 (33%) chemioterapia4 e(15%) chemioradio
concomitante.La determinazione della SHP1 suddiviea4 score ( 0: proteina
assente, 3 proteina ben rappresentata) era: 0(@23%) pazienti, 1 in 17 ( 26%), 2 in
21 (32%), 3 in 13 (19%) pazienti.

La correlazione tra SHP1 e Istotipo (Tabella 1ghiaenziato per gli adenocarcinomi
di Tipo | che in 6 (16%) casi la proteina era assenin 8 (21%) scarsamente
espressa, in 14 (37%) moderatamente presente(e(#6%) fortemente espressa. Per
| tumori di Tipo Il in 9 casi (32 %) la SHP1 erasaste, in 9 (32%) scarsamente
espressa, in 7 (25%) moderatamente presente @ ik?d fortemente espressa.
Correlando grading e SHP1 abbiamo riscontratotagiori G1 la proteina era
assente,in 6 casi (26%) era espressa debolmer@ezasi (39%) moderatamente e in
8 (35%) fortemente espressa. Nei tumori G2 6 ca8Po) non esprimevano la
fosfatasi, 6 casi (26%) la esprimevano in mani@iaote, in 9 (39%) moderatamente

e 2 (9%) fortemente.



Nelle neoplasie G3 in 9 casi (45%) nessuna pasitiin 5 (25%) debole positivita, in
3 (15%) moderata e in 3 (15%) forte (tabella 2)

Comparando stadio FIGO ed espressione di SHP1ll&akeabbiamo riscontrato |
seguenti dati: per le neoplasie al | stadio siomtiava I'assenza della proteina in 11
casi (21%), la debole espressione in 12 (24%), nabaleespressione in 16 (31%) e
un’alta espressione in 12 (24%).

Per le neoplasie al secondo stadio in 2 casi (48%joteina era assente, in nessun
caso era espressa debolmente o fortemente, ini 1¢ase era presente in maniera
moderata.

Negli stadi 3 di malattia in funzione dell'espriese di SHP1 é risultato che 2
pazienti (25%) non presentassero espressione dlL 3H@B2%) espressione debole, 1
(13%) moderata e nessun caso la proteina era ferntenespressa.

Infine nei quarti stadi in nessun caso era asseukebolmente espressa mentre in 1
caso (50%) era moderatamente e fortemente espressa.

La valutazione statistica di tali valutazioni hadenziato significativita p< 0.5 solo
per la correlazione G- Stadio e SHP1. Gli altrigpaetri, comprese la correlazione tra
recidiva/ morte ed espressione di SHP1 pur risdtiaen inversamente proporzionale

non raggiunge il valori di significativita (p=0,60e0.7 rispettivamente).
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DISCUSSIONE

Il ruolo delle proteine fosfatasi negli ultimi anma suscitato vivo interesse, e infatti
stato ormai dimostrato come una mutazione della-SiHBlle cellule emopoietiche e
nelle cellule ghiandolari di alcuni tumori solidja correlata con l'insorgenza di
leucemie e linfon?.

Nelle neoplasie emopoietiche SHP-1 gioca un rubiave mantenendo I'equilibrio
tra processi di fosforilazione/ defosforilazionenttdouendo all’omeostasi del ciclo
cellulare. E’ probabile infatti che SHP-1 agendivallo del recettore di membrana
INFa/b, del recettore EPO e di altri substratotipAK sia in grado di regolare il
segnale di traduzione mediato da JAK/STAT bloccaadproliferazione cellulaf®
1 Nei tumori solidi SHP-1 & stata anche associkdangodulazione dell’espressione
di fattori di crescita come epidermal growth faateceptor (EGFR), platelet-derived
growth factor receptor (PDGFR), vascular endotheljpowth factor (VEGF),
interleukin-3 receptor (IL- 3R) e IL%6*°questi fattori sembrano infatti implicati
verosimilmente nella patogenesi del carcinoma det@mmella, della prostata,
dell’ovaio e del’endometrio attraverso una loregregulation.

Tassidié* et al hanno dimostrato come nel carcinoma prestatidiminuiti livelli di
SHP-1 sono associati significativamente con unnefe libero da malattia
statisticamente ridotto rispetto ai controlli amermale espressione della proteina.
Insabato et af hanno confermato nel carcinoma duttale della matamdati
analoghi rivelando una correlazione sia in terndnBFS ( disease free survival) che

OS (Overall Survival) tra SHP-1 e neoplasia.
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Dai nostri dati, per ora preliminari in quanto aeségsolo sul 50% del campione
disponibile, € emerso che I'espressione di SHP+1 énaorrelata significativamente
né con listotipo ( endometrioide Vs sieroso) né tmstadio FIGO. L’'analisi sui dati
di sopravvivenza e recidiva non hanno mostratoetazrone con SHP-1.

E’ invece risultata statisticamente significativastociazione SHP-1 e Grading(
livelli di SHP-1 piu bassi nelle forme G3), e cogia ampiamente documentato dalla
letteratura e risultato significativa la correlarmdra G, stadio e sopravvivenza ( G3 e
stadio avanzato: poor progno$is)

In conclusione una drastica riduzione nell' espoessdella proteina SHP1 e
stata documentata in gran parte dei tumori linf@arrelati, ed una sua diminuzione
e stata trovata in alcuni tumori non-linfocitiroelati.

La ridotta o0 abolita espressione di SHP-1 potreblessere dovutaad una
mutazione del gene SHP-1, alla metilazione dellgpone promoter del gene SHP-

1 o ad una sua down regulation post recettor@bericlotta sintesi della proteina.

Nel loro insieme, SHP-1 svolge un ruolo importama patogenesidi una

vasta gamma di tumori tra cui il linfoma / leucepm@ancro al
seno, cancro ovarico, cancro alla  prostatae il crocadel pancreas. Questi
risultati suggeriscono il valore potenziale di SHBene come bersaglio per la

terapia nei pazienti oncologici. Riteniamo che négente studio nonostante i primi
dati parziali non incoraggianti possa, una voltacbosa I'analisi di tutti i casi

selezionati, portare alla luce un risultati sigrafivi.
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TABELLE

Istotipo | n:38 Istotipo Il n:28
SHP1 :0 6 (16%) 9 (32%)
SHP1: 1 8 (21%) 9 (32%)
SHP1: 2 14 (37%) 7 (25%)
SHP1: 3 10 (26%) 3 (11%)

Tabella 1: correlazione espressione SHP1 ed istotip

Grading 1 n:23  Grading 2 n:23  Grading 3 n:20

SHP1 :0 0 (0%) 6 (26%) 9 (45%)
SHP1: 1 6 (26%) 6 (26%) 5 (25%)
SHP1: 2 9 (39%) 9 (39%) 3 (15%)
SHP1: 3 8 (35%) 2 (9%) 3 (15%)

Tabella 2: correlazione SHP1 e Grading
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FIGO | FIGO I FIGO Il FIGO IV
n:51 n:5s n:8 n:2
SHP1:0 11 (21%) 2 (40%) 2 (25%) 0 (0%)
SHP1:1 12 (24%) 0 (0%) 5 (62%) 0 (0%)
SHP1:2 16 (31%) 3 (60%) 1 (13%) 1 (50%)
SHP1:3 12 (24%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%)

Tabella 3: correlazione SHP1 e FIGO stage
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ABSTRACT

Introduzione

Il carcinoma endometriale é la piu comune neoplasiasiva ginecologica, con una incidenza di circa
33000 nuovi casi/anno e una prevalenza in costameento. L'analisi genetica delle neoplasie volta
all'identificazione dei geni implicati nello svilpo, crescita e aggressivita dei tumori sta sugditan
ormai da anni l'interesse dei ricercatori per lesgbilita di trattamenti mirati di alta efficaciabasso
profilo di tossicita. In questo senso il presentai® € stato disegnato al fine di valutare I'espiene
della proteina fosfatasi SPH1nel carcinoma endoatetdi Tipo | e II.

Materiali e metodi

Lo studio ha preso in considerazione 66 pazienth aiagnosi istologica di adenocarcinoma
del’endometrio dal 1998 al 2007. Le reazioni immistochimiche sono state eseguite impiegando la
tecnica dellimmunoperossidasi. Le sezioni di téssono state incubate con I'anticorpo monoclonale
primario SHP1 previo smascheramento antigenico amelibagno termostatato a 98° C per 30 minuti
con tampone EDTA a Ph9. |l software statisticaz##to e stato SPSS 11.0. (SPSS Inc., Chicago, IL).
Risultati

La correlazione tra SHP1 - listotipo e stadi@BEl non ha evidenziato valori statisticamente
significativi, mentre tra SHP1 e Grading I'anafisiisultata significativa p<0.5.

La correlazione tra recidiva/ morte ed espressthi@HP1 pur risultando inversamente proporzionale
non raggiunge il valori di significativita.

Discussione

Dai nostri dati, per ora preliminari in quanto aségsolo sul 50% del campione disponibile, € emers
che I'espressione di SHP-1 non é correlata sigtifiamente né con l'istotipo né con lo stadio FIGO.
L'analisi sui dati di sopravvivenza e recidiva neanno mostrato correlazione con SHP-1.E’ invece
risultata statisticamente significativa I'assodise SHP-1 e Gradindriteniamo che il presente studio
nonostante i primi dati parziali non incoraggiaptissa, una volta conclusa l'analisi di tutti i casi

selezionati, portare alla luce un risultati sigrafivi.
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