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Premessa

La conferma diagnostica isto-citopatologica ¢ necessaria ed ¢ considerata requisito essenziale (gold
standard) per le neoplasie neuroendocrine (NEN) [Oberg 2012; Ramage 2012]. I casi di NEN
dovrebbero essere rivisti da un panel di esperti patologi all’interno di gruppi multidisciplinari di
diagnosi e cura, con speciale riferimento ai tumori con aspetti peculiari o parametri controversi sia
morfologici, sia di grading o di staging [Ramage 2012].

Viene qui proposto uno schema riassuntivo dell’approccio diagnostico delle NEN, comprensivo di
tutte le sedi gastroenteropancreatiche (GEP), secondo la classificazione OMS del 2010 [Bosman
2010] e le recenti evidenze di letteratura. La classificazione OMS del 2010 considera tutte le NEN
come potenzialmente maligne e suggerisce che siano classificate in base a sede, tipo di
differenziazione, grado e stadio di malattia (oltre alla eventuale caratterizzazione della produzione
ormonale), definendo i criteri applicativi per tale iter diagnostico [Bosman 2010; Vinik 2010;
Boudreaux 2010; Ramage 2012] (Tabella 1).

La classificazione ¢ specificamente intesa per neoplasie asportate chirurgicamente, ma puo venire
utilizzata anche in campioni citologici o bioptici, seppur con alcuni limiti applicativi (ad esempio

definizione del grading in piccoli campioni di NEN ben differenziate).

Caratterizzazione morfologica

Le sedi in cui si applica la classificazione OMS del 2010 comprendono esofago, stomaco, duodeno,
digiuno, ileo, appendice, colon-retto, regione ampollare, pancreas e colecisti.
Le NEN del tratto GEP includono forme ben differenziate (indicate come tumore neuroendocrino,
NET) e forme scarsamente differenziate (indicate come carcinoma neuroendocrino, NEC). Le prime
presentano una crescita ben differenziata, “organoide” (a nidi, trabecole oppure solida) con minime
atipie, mentre le seconde hanno solitamente crescita diffusa, solida, con estesa necrosi € marcate
atipie citologiche. Nei NEC sono riconosciuti due gruppi, rispettivamente di piccole e di grandi
cellule, con morfologia analoga alle corrispettive controparti polmonari, ma con frequenza inversa
(in area GEP fino al 75% dei casi sono NEC di grandi cellule) [Bosman 2010; Vinik 2010; Caplin
2012].
All'interno di tale distinzione dicotomica (NET vs NEC), ulteriori specificazioni derivano dalla
successiva definizione del grado (valutazione di mitosi e indice Ki67) e dello stadio TNM
(estensione della invasione neoplastica), mentre altri parametri non sono obbligatoriamente valutati.
Tuttavia, escludendo quelli impiegati per la stadiazione, una serie di dati viene utilmente riportata in
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checklist diagnostiche che comprendono: dimensioni del tumore, multicentricita, presenza di
invasione vascolare, capsulare o perineurale, necrosi, stato dei margini di resezione chirurgica,
distanza del tumore dai margini stessi, presenza di componenti neoplastiche associate (forme miste
di carcinomi neuroendocrini ed adenocarcinoma, MANEC) [Kulke 2013].

A queste si aggiunge la ricerca di eventuali lesioni (o precursori) nel tessuto peritumorale. Cio ¢
raccomandato soprattutto nello stomaco, che puo presentare foci di iperplasia lineare o nodulare di
cellule ECL nel contesto di gastrite cronica atrofica del corpo gastrico [Bosman 2010; DelleFave
2012].

I carcinoidi mucinosi/ad anello con castone (goblet cell carcinoid), piu frequenti in sede
appendicolare, sono oggi classificati come adenocarcinomi mucinosi e vengono trattati di

conseguenza [Bosman 2010].

Immunoprofilo

L’identificazione del fenotipo neuroendocrino prevede I’'impiego di specifici marcatori
neuroendocrini. Tra questi, cromogranina A e sinaptofisina appaiono i piu attendibili per sensibilita
e specificita, unitamente a CD56 (N-CAM), PGP 9.5, NSE e neurofilamenti (Tabella 2).
Le forme tumorali poco differenziate possono mostrare espressione di marcatori neuroendocrini
ridotta o assente. In tali casi, ¢ utile la colorazione per citocheratina di alto peso molecolare (tipi
CK1,5,10,14), che ¢ classicamente assente nei tumori neuroendocrini, mentre colora i carcinomi di
natura non-neuroendocrina [Sturm 2003]. Alternativamente, i carcinomi neuroendocrini poco
differenziati esprimono a livello nucleare il fattore di crescita hASHI (human achete scute
homolog-1), che nel corso dello sviluppo guida la differenziazione neuroendocrina in cellule
polmonari, gastroenteriche e di altre sedi, ed ¢ assente in cellule neuroendocrine dell’adulto e solo
occasionalmente espresso in NET ben differenziati [LaRosa 2013].
A fini classificativi (definizione del grading) lo schema dell’OMS 2010 [Bosman 2010] impone
obbligatoriamente I’immunocolorazione con Ki67 per definire I’indice di proliferazione cellulare (si
veda sotto).
Le NEN comprendono tumori funzionanti e non-funzionanti (distinzione valida soprattutto per il
pancreas) [Vinik 2010]. La definizione del profilo di produzione ormonale (insulina, glucagone,
somatostatina, VIP, gastrina, serotonina, calcitonina) ¢ utile complemento alla diagnosi (soprattutto
per NEN pancreatiche ¢ duodenali), ancorché la dimostrazione di prodotti ormonali non sia
sinonimo di secrezione ormonale e non rappresenti pertanto prova di funzionalita della NEN, né
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autorizzi l'utilizzo a fini diagnostici di termini associati a singoli ormoni (ad es insulinoma,
gastrinoma, etc) [Bosman 2010, Oberg 2012].

Per definire 1’origine di NEN a primitivita occulta possono essere utili fattori trascrizionali quali
TTF-1 (origine tiroidea o polmonare, specialmente in forme di alto grado), CDX-2 (origine
intestinale o colo-rettale), Isl- 1 (origine pancreatica), PDX-1 (origine pancreatica o duodenale)
[Pape 2012]. Le informazioni ottenute dall’uso di questi marcatori vanno comunque interpretate in
un contesto clinico appropriato, essendovi limiti in termini sia di sensibilita (ad esempio,
espressione di TTF-1 solo in una minoranza di carcinoidi polmonari), sia di specificita (ad esempio,
espressione aberrante di TTF-1 e CDX-2 in forme scarsamente differenziate di sedi rispettivamente
extrapolmonari o extraintestinali).

Fattori predittivi - La ricerca immunoistochimica di recettori per la somatostatina ¢ considerata
opzionale, al momento. Ove richiesta, ¢ ristretta soprattutto al tipo 2 (ed eventualmente al 3 e 5),
che sono 1 recettori bersaglio dell’octreotide, e viene eseguita con anticorpi specifici (meglio 1
monoclonali) ed interpretata come positiva in presenza di un pattern di reattivitd di membrana
[Volante 2007; Pavel 2012; Korner 2012]. In questo caso ¢ consigliabile 1’'uso di schemi di

valutazione, score, secondo proposte pubblicate e dimostrate efficaci [Volante 2007].

Grading

Lo schema dell’OMS prevede la valutazione di conta mitotica e indice di proliferazione con Ki67
(utilizzando 1’anticorpo monoclonale MIB1) per definire tre gradi di differenziazione della NEN
(Tabella 1). 11 cut off proposto per distinguere tumori di grado 1 rispetto a grado 2 ¢ di 2 mitosi /10
campi ad alto ingrandimento (HPF) e 3% di indice Ki67. Una conta mitotica superiore a 20/10HPF
e un indice Ki67 superiore a 20% definisce 1 tumori di grado 3 (solitamente carcinomi
neuroendocrini) [Rindi 2006; Bosman 2010]. Si raccomanda di contare le mitosi in 40 HPF in aree
di maggiore densita mitotica, e di valutare il Ki67 contando 2000 nuclei in aree di maggiore
proliferazione [Caplin 2012].

Mentre il cut-off di Ki67 proposto per i tumori di grado 3 rimane fisso al 20%, recenti evidenze in
tumori di basso grado (G1/G2) pancreatici indicano il 5% come piu efficace indicatore di
incremento di rischio a fini prognostici e per una conseguente piu efficace impostazione terapeutica

[Scarpa 2010; Rindi et al. 2012].
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Staging

La stadiazione delle NENs sottoposte a intervento chirurgico radicale segue lo schema del sistema
TNM pubblicato dalla UICC/AJCC (7° edizione) per le singole sedi (ad esempio stomaco, ileo,
appendice, colon-retto, pancreas) [Sobin 2009; Kloppel 2010; Araujo 2013]. L'ENETS ha
pubblicato un sistema di stadiazione per le NEN delle diverse sedi che ¢ in parte simile a quello
dell'UICC, mentre si discosta da questo per le localizzazioni appendicolari e pancreatiche. In queste
due ultime sedi, in assenza di evidenze cliniche definitive su quale sia il sistema di stadiazione
maggiormente informativo in termini prognostici (si veda sotto: aspetti controversi), €' consigliabile
applicare entrambi gli schemi ed ¢ raccomandato di indicare da quale schema deriva lo stadio
riportato nel referto. Nelle NEN del tratto intestinale inoltre, ¢ raccomandato di indicare comunque
la profondita di invasione della parete intestinale (inclusa la superficie sierosa) [Boudreaux 2010].
La valutazione accurata dello stadio ¢ cruciale per le implicazioni terapeutiche. Per tutte le sedi
anatomiche esistono parametri di stadio che implicano precise indicazioni terapeutiche ed aree
grigie da definire meglio. Per esempio in sede appendicolare, bassi stadi (T1a sec. UICC o T1 sec.
ENETS) richiedono la sola appendicectomia, mentre stadi piu alti e dimensioni tumorali >2 cm (T2
sec. UICC o T3 sec. ENETS) necessitano di emicolectomia destra (per il rischio di malattia residua
o metastasi linfonodali in oltre il 15% dei casi). Gli stadi intermedi, con tumori tra 1 € 2 cm sono
utilmente valutati con 1 due sistemi, identificando sede (base/punta appendice), invasione del meso-
appendice (si/no) o estensione alla sierosa per oltre 3 mm (sec. ENETS) (si/no). Le prime
condizioni di queste tre opzioni suggeriscono emicolectomia destra, per il rischio di malattia residua
o metastasi [Bosman 2010; Pape 2012; Grozinsky-Glasberg 2012; Volante 2013].

Aspetti controversi - Recenti evidenze indicano che la stadiazione secondo ENETS in NEN
pancreatiche risulta superiore allo schema UICC nella possibilita di stratificare i pazienti in gruppi
prognosticamente significativi (Rindi 2012]. In sede appendicolare, entrambi gli schemi di
stadiazione correlano con la sopravvivenza, e lo schema UICC appare lievemente superiore in

termini di significativita statistica [ Volante 2013].

Profilo genetico

La Neoplasia Endocrina Multipla di tipo 1 (MEN1) viene riconosciuta dalla presenza di due o piu
tumori neuroendocrini in sede ipofisaria, pancreatica o paratiroidea (iperplasia). Sedi aggiuntive
comprendono il timo e il polmone (carcinoidi) oppure lo stomaco (NET/carcinoidi), nonché la cute
(angiomi e lipomi) e la corteccia surrenalica. Il quadro morfologico dei singoli tumori
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neuroendocrini in pazienti affetti da MENI non differisce da quello dei corrispondenti tumori in
contesto sporadico. Un’ eccezione ¢ rappresentata dalla diversa presentazione macroscopica, in
quanto nelle MEN1 sono molto pit comuni i tumori multipli [Bosman 2010; Kulke 2013].

In caso di sospetto di MEN1 o di accertata familiarita per MEN1, viene indicato un test genetico per
la mutazione del gene della menina, su sangue periferico o su campioni di tessuto tumorale e
peritumorale. Cio ¢ raccomandato specificamente per NEN gastriche (NET di tipo 2, multipli,
associati a S. di Zollinger-Ellison, in assenza di gastrite atrofica) e della regione duodenale (ad es
gastrinomi) [Bosman 2010; DelleFave 2012].

Altre malattie genetiche che si associano a sviluppo di NEN includono la malattia di von Hippel-
Lindau, la sclerosi tuberosa e la neurofibromatosi di tipo 1. Anche nel sospetto di tali casi ¢
opportuno il ricorso a test genetici appropriati per la mutazione del gene responsabile di malattia

[Bosman 2010; Ramage 2012].
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Tabella 1: Classificazione morfologica e grading (secondo ’OMS) [Bosman 2010]

Diagnosi Grado Mitosi Ki67 Differenziazione
1.Tumore neuroendocrino 1 <2/10hpf <3% Ben differenziato
2. Tumore neuroendocrino™ 2 2-20/10hpt  3-20% Ben/Moderatamente diff.
3.Carcinoma neuroendocrino 3 >20/10hpt  >20% Poco differenziato
4.Carcinoma misto adeno — neuroendocrino (MANEC) Poco differenziato™**

5.Lesioni iperplastiche e pre-neoplastiche

*rari NET a differenziazione intermedia hanno alto indice mitotico e/o Ki67, pertanto
appartengono al grado 3;

** in rarissimi casi la componente neuroendocrina puo corrispondere a forme di NET G1 o G2.

Tabella 2: Marcatori per la caratterizzazione di neoplasie neuroendocrine GEP

Ruolo del marcatore Tipo di marcatore
Diagnostico di fenotipo neuroendocrino Cromogranina A, sinaptofisina, CD56
“ (NCAM), NSE, PGP 9.5, neurofilamenti
“ (negativo in tumori neuroendocrini) CK alto peso molecolare (1,5,10,14)
“(solo per carcinomi NE poco differenziati) hASH1
Diagnostico di organo di origine CDX2, Isll, PDX1, PAXS8
Prognostico (per il grading) Ki67
Predittivo (per terapia con analoghi somatostatina) Recettore  somatostatina  tipo  2A
(SSTR2A)
Genetico Geni di MEN1, VHL, TSC, NF1
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