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1. Introduzione

La malattia di Cushing (MC) ¢ una rara malattia endocrina
caratterizzata dalla cronica e inappropriata esposizione ad
elevati livelli di glucocorticoidi (GC), come conseguenza di
una eccessiva stimolazione delle ghiandole surrenaliche da
parte di un adenoma ipofisario ACTH-secernente o
corticotropinoma (1). Rappresenta la causa endogena piu
frequente di ipercortisolismo, costituendone il 75-80% dei
casi. Una autonoma produzione di cortisolo da parte di tumori
surrenalici, iperplasia o displasia surrenalica e una secrezione
ectopica di ACTH o CRH rappresentano le altre cause
endogene di ipercortisolismo, costituendone rispettivamente
i1 20% e il 10% dei casi (1-3). L’incidenza annuale varia da
1.2 a 2.4 milioni con una prevalenza di quasi 40 casi per
milione di abitanti (3,4). I corticotropinomi sono nella
maggior parte dei casi di piccole dimensioni e soltanto nel 10-
20% dei casi si presentano sotto forma di macroadenomi (5).
L’asportazione  chirurgica  dell’adenoma  per via
transnasosfenoidale (TNS) rappresenta la terapia di prima

scelta ed ¢ in grado di determinare una remissione di malattia



nel 60-96% dei casi (6,7). La terapia medica, costituita da
agenti che agiscono a livello ipofisario riducendo la
secrezione di ACTH, inibitori della steroidogenesi e
antagonisti dei recettori dei GC pu0 talora essere necessaria,
anche in  associazione alla  radioterapia  (1,8).
Morfologicamente i corticotropinomi sono caratterizzati da
cellule basofile positive all’immunoistochimica per ACTH e
ad altri peptidi derivati della proopiomelanocortina (POMC),
precursore dell’ACTH (9). La presentazione clinica puo
essere molto eterogenea e puo includere obesita viscerale con
strie pigmentate, pletora faciale, gibbo di bufalo, irsutismo,
facilita alle ecchimosi e ritardo nella cicatrizzazione delle
ferite. Diverse comorbidita possono essere presenti gia alla
diagnosi come ipertensione arteriosa, diabete e osteoporosi.
Tuttavia non sempre il paziente si presenta con i classici segni
e sintomi di ipercortisolismo e talora la diagnosi puo essere
difficoltosa, soprattutto quando 1’ ipercortisolismo ¢ modesto
e il paziente presenta sintomi molto simili a quelli lamentati
dalla popolazione generale (10). I pazienti con MC hanno

una alterata qualita della vita e incrementata morbidita e



mortalita, come  conseguenza delle  complicanze
cardiovascolari, metaboliche, immunologiche, trombotiche,
neuropsichiatriche e muscoloscheletriche (11-13). La
diagnosi precoce di ipercortisolismo ¢ molto importante in
quanto 1’esposizione prolungata ad elevati livelli di
glucocorticoidi pud avere effetti irreversibili sul sistema
cardiovascolare e cerebrale (14-16). I pazienti con MC
persistente o ricorrente dopo la chirurgia hanno una elevata
mortalita e la malattia cardiovascolare rappresenta la causa
principale di morte (17-19). Nella maggior parte dei casi la
MC si presenta in forma sporadica e soltanto raramente nel
contesto di sindromi genetiche familiari (20). Le basi
genetiche della MC sono rimaste quasi del tutto sconosciute
per tanti anni. In passato il sequenziamento di oncogeni e
oncosoppressori comunemente mutati in diversi tipi di
tumori, quali KRAS, RET, PTTG, c-MYC, RBI e P53 non ha
identificato la presenza di mutazioni ricorrenti nei
corticotropinomi (21). Tuttavia, notevoli progressi sono stati
compiuti negli ultimi anni nella decodificazione del

background genetico della MC. Nel 2015 per la prima volta,



sequenziando l’intero esoma di un cospicuo numero di
corticotropinomi ¢ stata identificata la presenza di mutazioni
ricorrenti a carico del gene ubiquitin-specific protease 8
(USPS8), che ¢ stata poi confermata da studi successivi (22—
26). Questo gene codifica per una deubiquitinasi coinvolta
nella regolazione dell’espressione e del traffiking di recettori
di membrana tra cui il recettore del fattore di crescita
epidermico (EGFR), noto fattore regolatore della secrezione
di ACTH a livello ipofisario (27). L’identificazione di tali
mutazioni rappresenta un grande progresso nella
decodificazione delle basi genetiche dei corticotropinomi,
costituendo USP8 un nuovo potenziale target terapeutico

nella MC.



2. Patogenesi dei corticotropinomi

Diversi fattori responsabili di una alterazione dell’omeostasi
delle cellule corticotrope sono stati ipotizzati contribuire alla
patogenesi dei corticotropinomi. Tra questi, 1’alterata
espressione delle proteine che regolano la progressione del
ciclo cellulare. In particolare la ciclina E (CCNEI), che
promuove la progressione del ciclo cellulare nella fase G1/s
risulta iperespressa, mentre la proteina p27/kip1 che inibisce
il complesso ciclina E/CDK?2 risulta drasticamente ridotta
(28-30). Un altro oncosoppressore fortemente down-regolato
in circa la meta dei corticotropinomai ¢ CABLESI (CDKS5
and ABL1 enzima substrato 1), che regola negativamente il
ciclo cellulare mediante la inattivazione di diverse chinasi
ciclina-dipendenti e la stabilizzazione di inibitori del ciclo
cellulare quali p27/kipl e p21/cipl (31). Anche la alterata
espressione di fattori di sviluppo nel tessuto adulto puo
contribuire alla progressione tumorale. La proteina
morfogenica dell’osso (BMP4) e il sonic hedgehog pathway
(SHH) che svolgono un ruolo di oncosoppressori risultano

down-regolati (32-35). I fattori di crescita, quali il fattore di



crescita dell’epidermide (EGF) e il fattore di crescita dei
fibroblasti (FGF), contribuiscono alla progressione tumorale
e il loro recettori risultano iperespressi (36,37). L’ EGF
svolge un ruolo di primaria importanza nella patogenesi dei
corticotropinomi, regolando a livello ipofisario secrezione
ormonale e proliferazione cellulare. La sua espressione
correla negativamente con I’immunoreattivita per p27/kipl
(38). Questo dato ¢ di notevole interesse in quanto, come gia
sottolineato, la mancata espressione della proteina p27/kipl €
una caratteristica dei corticotropinomi. Gli inibitori dell’
EGFR hanno mostrato attivita  anti-secretoria e
antiproliferativa in vivo e in vitro e sono in grado di indurre
un miglioramento della MC in modelli animali (27,38,39).
Anche le citochine e i loro recettori regolano produzione
ormonale e proliferazione cellulare. L’interleuchina 6 stimola
la secrezione di ACTH e I’ espressione di POMC in cellule
corticotrope umane in colture cellulari, mentre il fattore
inibitorio della leucemia (LIF) aumenta la trascrizione di
POMC in sinergia con il CRH (4041). L’ espressione

transgenica di LIF risulta in iperplasia delle cellule



corticotrope, ipercortisolismo e aspetto cushingoide (42).
Tipicamente 1 corticotropinomi presentano una parziale
resistenza al feedback negativo fisiologicamente esercitato
dai GC. Tuttavia estremamente rare sono le mutazioni a
carico del gene NR3C1 che codifica per il recettore dei GC
(43,44). Diversi fattori possono contribuire alla GC-
resistenza, come la down-regolazione dei due co-regolatori
trascrizionali Brgl e HDAC?2 e la iperespressione della
proteina HSP90, che compromettono la capacita dei GC di
inibire la trascrizione di POMC (45-47). Anche una
alterazione del metabolismo del cortisolo puo contribuire alla
GR-resistenza. Difatti 1 corticotropinomi presentano elevati
livelli di 11p-idrossisteroide deidrogenasi tipo 2 (113HSD2)
che metabolizza il cortisolo in cortisone, inattivandolo (48).
Il recettore nucleare testicolare orfano 4 (TR4), che lega il
promoter di POMC stimolandone la trascrizione, ¢ altamente
espresso nei corticotropinomi e la sua iperespressione in vivo
e in vitro stimola la secrezione di ACTH e la crescita tumorale

(49). Infine, recentemente ¢ stato sottolineato il ruolo dei

microRNA non codificanti (miRNAs) nella regolazione



dell’espressione genica e quindi della proliferazione e
differenziazione cellulare. I miRNAS -let7a, -15a, -16, -21, -
141, -143, -145 e -150 risultano downregolati nei
corticotropinomi (50). Al contrario i miRNAS -26a, and 30s,
-122 e -493 risultano significativamente iperespressi (51-53).
miR-26a sopprime la protein chinasi C delta (PRKCD) che
svolge un ruolo importante nella regolazione di ciclo
cellulare, proliferazione, differenziazione e apoptosi. Il suo
silenziamento nelle cellule corticotrope risulta in un
incremento della secrezione di ACTH e della vitalita

cellulare (52).
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3. Background genetico

3.1 Sindromi genetiche associate con la malattia di

Cushing

I corticotropinomi sono tipicamente neoplasie di origine
monoclonale, originando dall’espansione monoclonale di una
cellula contente una o piu mutazioni che le conferiscono un
vantaggio adattativo (54). Si presentano solitamente in forma
isolata e solo raramente sono stati descritti nel contesto di

sindromi genetiche familiari.

Neoplasie endocrine multiple

La neoplasia endocrina multipla di tipo 1 (MENI1) si
caratterizza per la presenza di iperparatiroidismo
(manifestazione piu costante), tumori neuroendocrini (in
circa il 60% dei casi) e adenomi ipofisari (in circa il 30-40%
dei casi). Gli adenomi ipofisari piu frequenti sono i
prolattinomi, mentre i corticotropinomi si riscontrano solo nel

3-10% dei casi (55). E causata da mutazioni inattivanti a
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carico del gene MENI codificante per la menina, cofattore
trascrizionale che regola proteine del ciclo cellulare, come
p27/kipl e la chinasi ciclino-dipendente subunita 4 (CDK4).
Ha inoltre anche un ruolo nel ciclo cellulare, inibendone la
progressione alla fase G1 (56). Ancora piu rari sono i casi di
MC nei pazienti con sindromi MEN2 e MEN4. La MEN2 ¢
causata da una mutazione attivante a carico del
protooncogene RET (57). All’interno della MEN2 possiamo
distinguere la MEN2a caratterizzata dalla presenza di
adenomi delle paratiroidi, feocromocitoma e carcinoide
midollare della tiroide e la MEN2b caratterizzata da
carcinoma midollare della tiroide, feocromocitoma, neuromi
mucosali multipli, ganglioneuromi intestinali e abito
marfanoide. Gli adenomi ipofisari non fanno parte
classicamente della sindrome e solo due casi di MC sono stati
descritti finora in pazienti con mutazioni di RET (58,59). La
MEN4 ¢ una sindrome rara, simile fenotipicamente alla
MENI1, causata da una mutazione inattivante a carico del

gene CDKNIB che codifica per 27/kipl (60). Otto pazienti
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con adenoma ipofisario e MEN4 sono stati riportati finora, di

cui solo uno affetto da corticotropinoma (61-63).

Carney Complex

Il Carney Complex ¢ una sindrome rara caratterizzata da
mixomi, shwannomi, tumori endocrini e lesioni cutanee
pigmentate. E’ causata nel 70% dei casi da mutazioni
inattivanti a carico del gene PRKARIA che codifica per la
subunita 1 alpha regolatoria della protein chinasi A c-AMP
dipendente (PKA) (64) Una condizione di ipercortisolismo ¢
frequentemente riscontrata in questi pazienti ma ¢
tipicamente di origine surrenalica (65). Solo tre casi di
ipercortisolismo da adenoma ipofisario ACTH-secernente
sono stati riportati in pazienti affetti da CNC, con
documentata perdita di eterozigosi nel tessuto tumorale in due

casi (66,67).
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Sindrome McCUNE-Albright

La sindrome di McCUNE-Albright (MAS) ¢ causata da una
mutazione somatica attivante solitamente post-zigotica e con
distribuzione a mosaico a carico dell’oncogene GNASI che
codifica per la subunita alpha della proteina G stimolatoria
(Gs). E definita dalla presenza di tre segni clinici: dislpasia
fibrosa delle ossa, macchie caffe-latte e puberta precoce (68).
Anche in questo caso I’ipercortisolismo puo essere presente
ma ¢ nella maggior parte dei casi secondario alla presenza di
un adenoma surrenalico o iperplasia. Solo tre casi di
corticotropinomi in pazienti affetti da MAC sono stati

descritti finora in letteratura (69,70).

Sclerosi tuberosa

Due casi di MC sono stati descritti in pazienti con sclerosi
tuberosa (71,72). Questa sindrome genetica si caratterizza per
lo sviluppo di amartomi in diversi organi, associati a
manifestazioni neurologiche. E’ causata da mutazioni

germinali a carico degli oncogeni TSCI e TSC2, i quali
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codificano rispettivamente per le proteine amartina e tuberina
che inibiscono mTOR, importante regolatore del

metabolismo e della crescita cellulare (73).

Sindrome DICER1

La sindrome DICERI1 ¢ causata da mutazioni germinali a
carico del gene DICERI che codifica per wuna
endoribonucleasi citoplasmatica di tipo III responsabile del
clivaggio dei precursori miRNAS in maturi miRNAs. E’ una
sindrome pleiotropica a precoce insorgenza che si
caratterizza per 1’associazione di diversi tumori benigni e
maligni, tra cui il blastoma ipofisario, tumore dell’ipofisi con
caratteristiche embriologiche tissutali (74-76). Tipicamente
il blastoma ipofisario esordisce prima del secondo anno di
eta, per lo piu con una severa MC che puo portare al decesso,
come descritto nei pochi casi osservati in piccoli pazienti con

mutazioni somatiche e germinali del gene DICERI (77-80).
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Ipoplasia surrenalica congenita X-linked

La mutazione del gene DAXI che codifica per un recettore
nucleare orfano determina la presenza di ipoplasia surrenalica
congenita con conseguente iposurrenalismo associata a
ipogonadismo ipogonadotropo (81). In letteratura ¢ stato
descritto un unico caso di corticotropinoma associato ad una
mutazione germinale frame shift di DAXI in un paziente con
precedente  diagnosi di  insufficienza  surrenalica,
ipogonadismo ipogonadotropo e ipotiroidismo primitivo

(82).

Adenomi ipofisari familiari isolati

Gli adenomi ipofisari familiari isolati (FIPA) si definiscono
per la presenza di adenomi ipofisari in due o pit membri della
stessa famiglia, in assenza di altre caratteristiche
sindromiche. In circa il 20% delle famiglie FIPA sono state
identificate mutazioni a carico del gene codificante 1’aryl
hydrocarbon receptor-interactin protein (AIP), che svolge la

funzione di oncosoppressore (83). Tuttavia la MC ¢ stata solo
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raramente descritta in associazione alle mutazioni di AIP

(84-86).
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3.2 Mutazioni somatiche: il ruolo di USPS8

Notevoli progressi sono stati compiuti negli ultimi anni nella
decodificazione delle basi genetiche della MC, grazie alla
identificazione di mutazioni somatiche attivanti e ricorrenti a
carico del gene USPS. Tali mutazioni sono state riscontrate
nei corticotropinomi con una frequenza che varia dal 30 al
60% (22-26). 11 gene USPS codifica per una proteina dotata
di attivita deubiquitinasica che protegge 1 recettori tirosin
chinasici (RTK) tra cui 1I” EGFR dalla degradazione
lisosomiale (87,88). Tutte le mutazioni di USPS identificate
finora sono localizzate in una regione hotspot in
corrispondenza dell’esone 14, tra gli aminoacidi 713 e 720
vicino al dominio catalitico della proteina e determinano
un’alterazione del legame di USP8 con le proteine della
famiglia 14-3-3. Il motivo di legame RSYpSSP presente in
USPS ¢ critico per I’interazione con le proteine della famiglia
14-3-3. La fosforilazione della serina 718 in questo dominio
consente il legame e mantiene USPS inattivo nel citosol (89).
Al contrario, la sua defosforilazione, cosi come le mutazioni

in questa regione riducono o aboliscono il legame. Questa
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alterazione di legame rende USPS suscettibile al clivaggio e
favorisce la formazione di un peptide C-terminale di 40kDa
dotato di elevata attivita catalitica (22). L’ aumentata attivita
della deubiquitinasi si traduce in una maggiore espressione di
EGFR a livello di membrana e in una iperattivazione delle vie
di segnale EGFR-dipendenti, quali I’attivazione delle chinasi
Erk1/2 e Akt, con conseguente aumento della sintesi e
secrezione di ACTH e sviluppo tumorale (22,23).
Esperimenti con inibitori delle chinasi hanno documentato
che la trascrizione di POMC ¢ innescata tramite 1’attivazione
Erk1/2-mediata di fattori trascrizionali che legano gli AP-1
responsive elements sul promoter del gene POMC (25,27).
L’attivazione di EGFR in cellule di corticotropinoma umano
in colture cellulari primarie ¢ in grado di attivare la
trascrizione di POMC (27). Viceversa la deplezione di USPS8
determina una riduzione dei livelli di ACTH (23). 1 livelli
proteici di EGFR sono elevati nei corticotropinomi USPS8-
mutati e si riducono in colture cellulari primarie, in seguito a
deplezione di USPS tramite RNA interference (23). Mutazioni

somatiche a carico di USPS8 sono state identificate solo in
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adenomi ipofisari ACTH secernenti, inclusi casi di sindrome
di Nelson, e in nessun altro tipo di adenoma ipofisario
(9091). Nessuna mutazione ¢ stata identificata in tumori
ectopici ACTH secernenti, suggerendo un ruolo ipofisi-
specifico di USPS8 (92). 1 corticotropinomi USPS8-mutati sono
solitamente  di  piccole  dimensioni (22-25). La
overespressione della forma mutata di USPS8 in cellule ATt20
trasfettate con EGFR non accelera in maniera significativa la
proliferazione cellulare suggerendo che I’iperattivazione
delle vie di segnale EGFR-dipendenti alteri la sintesi di
ACTH in maniera piu pronunciata rispetto alla proliferazione
cellulare (22). Le mutazioni di USPS8 sono significativamente
piu frequenti nel sesso femminile, verosimilmente per un
effetto estrogeno-mediato (22-25). Le cellule corticotrope
esprimono recettori per gli estrogeni e in vitro I’estradiolo ¢
in grado di stimolare la proliferazione delle cellule
corticotrope, via EGFR (93-95). La decodificazione delle
basi genetiche dei corticotropinomi potrebbe avere degli
importanti risvolti dal punto di vista terapeutico,

rappresentando USPS un nuovo potenziale target nella terapia
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della MC. I primi dati sono promettenti. Difatti il trattamento
di cellule AtT20 con un inibitore USPS8-specifico ha
determinato la soppressione dei livelli di POMC mRNA e di
ACTH, inibizione della proliferazione cellulare e induzione
di apoptosi (96). Inoltre ¢ stata riportata una maggiore
espressione dei recettori di tipo 5 della somatostatina (sstrS)
e di O6-metilguanina DNA metiltransferasi (MGMT) nei
corticotropinomi USPS8-mutati, indicando una possibile
migliore risposta di questi tumori alla terapia con analoghi
della somatostatina sstr5-specifici e temozolomide (24). Per
quanto riguarda le caratteristiche ormonali, livelli piu elevati
di CLU/24h e di ACTH dopo la chirurgia sono stati
documentati in pazienti con tumori USPS8-mutati, il che
potrebbe suggerire un maggior rischio di ricorrenza di
malattia in questi pazienti (25,91). In accordo, uno studio su
una popolazione pediatrica ha documentato ricorrenza di
malattia solo nei pazienti con mutazioni di USP8 (26).
Verosimilmente altre mutazioni sono responsabili di
un’aumentata trascrizione di POMC nei corticotropinomi che

non presentano mutazioni del gene USPS. In accordo,
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recentemente sono state identificate mutazioni a carico dei
geni USP48 (p.M4151 e p.M415V) e BRAF (p.V600E)
rispettivamente nel 23% (21/91) e nel 16% (15/91) dei
corticotropinomi USPS-wild-type analizzati 97)
Similarmente a USP8, nessuna mutazione di USP48 e BRAF
¢ stata identificata in altri tipi di adenoma ipofisario.
Entrambe le mutazioni sembrano determinare una aumentata
trascrizione di POMC con conseguente incremento dei livelli
di ACTH. BRAF p.V60OE risulterebbe in una iperattivazione
del pathway delle MAP chinasi (MAPK) con conseguente
fosforilazione e attivazione trascrizionale dei regolatori di
trascrizione Nur77, c-Jun e c-Fos. Nei corticotropinomi con
mutazioni di USP48 T’attivazione trascrizionale di POMC

sembra invece essere mediata dal pathway NF-kB.
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4. SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo di questo studio retrospettivo ¢ stato quello di
valutare il potenziale impatto delle mutazioni di USPS sulla
remissione di malattia a lungo termine dopo la chirurgia, in

una coorte ben caratterizzata di pazienti con MC.
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5. MATERIALI E METODI

5.1 Pazienti e dosaggi ormonali

LN

E stato condotto uno studio retrospettivo in pazienti affetti da
corticotropinomi operati tra il 1991 e il 2012 e trattati al
Medizinische klinik und Poliklinik 1V, Ludwig-Maximilian-
University e al Department of Endocrinology Max Plankc
Institute of Psychiatry di Monaco di Baviera, Germania. I
pazienti con MC sottoposti ad intervento chirurgico nell’arco
di questi ventuno anni sono stati in totale 117, tuttavia lo
studio ¢ stato condotto su 48 pazienti a causa della assenza o
esigua disponibilita di tessuto tumorale o bassa/scarsa qualita
del DNA nei rimanenti 69 casi. L’analisi della remissione a
lungo termine ¢ stata eseguita in 34 pazienti, avendo escluso
da questa analisi 9 pazienti con persistenza di malattia dopo
la chirurgia e 5 pazienti con un follow-up documentato
inferiore a 6 mesi. Questa cooorte rappresenta parte della
coorte di pazienti analizzata da Dimopoulou et al. nel 2014
(6). La diagnosi biochimica di MC ¢ stata posta sulla base di

elevati valori di CLU/24h, mancata soppressione di cortisolo
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dopo test con 1 mg di dexametasone overnight (test con
dexametasone basse dosi) e elevati livelli di cortisolo
salivare, in accordo con le correnti linee guida e come
precedentemente descritto (6). Valori di ACTH >20 pg/mL e
anormale risposta al test di stimolo con CRH (100 ug e.v.)
hanno definito I’origine centrale dell’ipercortisolismo. Tutti 1
pazienti sono stati sottoposti a risonanza magnetica nucleare
(RMN), e nei casi dubbi, a cateterismo dei seni petrosi.
L’asportazione dell’adenoma per via TNS ¢ stato il
trattamento di prima scelta per tutti 1 pazienti. La remissione
biochimica dopo la chirurgia ¢ stata definita dalla presenza di
normali/bassi livelli di CLU/24h o livelli di cortisolo sierico
<5 ug/dL dopo test con dexametasone a basse dosi. La
persistenza di malattia ¢ stata definita da elevati livelli di
CLU/24h o livelli di cortisolo sierico >5ug/dL dopo test con
dexametasone a basse dosi e presenza di segni/sintomi clinici
di ipercortisolismo. Lo studio ¢ stato approvato dal comitato

etico della LMU, Monaco di Baviera (Nr. 643-16).
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5.2 Analisi genetica

L’estrazione del DNA ¢ stata eseguita in 48 corticotropinomi
fissati in formalina e inclusi in paraffina, tramite il “FFPE
DNA Mini Kit Qiagen”. La sequenza di DNA corrispondente
all’esone 14 del gene USPS8 ¢ stata amplificata usando la
GoTaq DNA polimerasi (Promega) e sequenziata tramite la
Sanger sequencing. I cromatogrammi sono stati analizzati
tramite il “mutation Surveyor software” versione 4.09 (Soft

Genetics).

5.3 Analisi statistica

Le wvariabili con distribuzione parametrica sono state
confrontate utilizzando 1l test ¢ di Student. 1l test non
parametrico di Mann-Withney ¢ stato utilizzato per
comparare 1 livelli plasmatici di ACTH, cortisolo sierico e
CLU/24h. Le variabili categoriche sono state analizzate
tramite il chi-square test o il Fisher exact test, quando
necessario. La remissione a lungo termine dopo la chirurgia

¢ stata analizzata tramite la curva di Kaplan-Meier,
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escludendo da questa analisi 1 pazienti con persistenza di
malattia ¢ con un follow-up documentato <6 mesi. La cox
regression analisi ¢ stata utilizzata per ’analisi di regressione
multipla. I valori di p sono stati considerati statisticamente
significativi quando inferiori a 0.05. Le analisi sono state
eseguite mediante il software SPSS versione 24.0 (IBM SPSS

Statistic).
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6. RISULTATI

6.1 Genotipizzazione di USPS8

La genotipizzazione di USP8 ¢ stata eseguita in materiale
estratto da 48 corticotropinomi in pazienti adulti (38 femmine
e 10 maschi). Sono state identificate 5 differenti mutazioni
somatiche, tutte localizzate nella regione hotspot in
corrispondenza dell’esone 14 del gene e gia descritte in
precedenza. I corticotropinomi in cui sono state identificate
mutazioni di USPS8 sono 18/48, risultando in una frequenza
del 37%. La mutazione piu frequentemente riscontrata ¢ la
sostituzione ¢.2159 C>G (p.720P>R) nel 50% dei casi,
seguita dalle mutazioni c¢.2155_2157delTCC, c.2152T>C
(p.7185>P), ¢.2154_2172 del (Ser719_GIn724del) e

c.2159C>A (p.720P>Q).
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6.2 Correlazione tra status mutazionale di  USPS8 e

caratteristiche clinico-biochimiche

I pazienti con tumori USP8-mutati sono risultati
significativamente piu giovani alla diagnosi rispetto a quelli
affetti da tumori wild-type (anni 46 = 10 SD vs 53 + 11 SD;
P=0.028).1 livelli pre-operatori di CLU/24h, disponibili in 24
pazienti, sono risultati significativamente piu elevati nei casi
con mutazione di USP8 (P=0.045). Nessuna differenza
statisticamente significativa ¢ stata riscontrata relativamente
al sesso, alle dimensioni tumorali e ai livelli basali di
cortisolo sierico e ACTH plasmatico nei due gruppi
(P=0.722, P=0.463, P=0.852 ¢ P=0.116, rispettivamente). |
valori basali di cortisolo sierico e ACTH plasmatico sono
stati disponibili per 1’analisi in 31 e 29 pazienti
rispettivamente. Le caratteristiche cliniche, biochimiche e
radiologiche nei pazienti con corticotropinomi USPS8-mutati
e wild-type sono riassunte nella tabella 1. I valori medi basali
di CLU/24h, cortisolo sierico e ACTH plasmatico sono

rappresentati nelle Figure 1-3.
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6.3 Correlazione tra status mutazionale di USPS e outcome

posto-operatorio

Dopo l’intervento di asportazione dell’adenoma ipofisario
per via TNS, 39/48 pazienti sono risultati in remissione di
malattia. Nessuna differenza statisticamente significativa ¢
stata riscontrata nell’immediata remissione biochimica post-
chirurgica tra 1 pazienti con tumori USP8-mutati e wild-type
(P= 0.451). Un follow-up a lungo termine, sino a 10 anni,
disponibile in 34 dei 39 pazienti in remissione, ha
documentato una incidenza di recidiva significativamente
maggiore nei pazienti con tumori USP8-mutati (7/12, 58% vs
4/22, 18% P= 0.026) (Tabella 2). Inoltre, il tempo libero da
malattia ¢ risultato significativamente inferiore nei pazienti
con tumori USPS-mutati (70 vs 102 months, 95% CI 44-97
vs 86-119) (Figura 4). Questo effetto ¢ risultato indipendente
dall’eta alla diagnosi e dai livelli di UFC/24h (P=0.617 e
P=0.208 rispettivamente). Il rischio di recidiva ¢ risultato
3.95 volte piu elevato nei pazienti con tumori USPS8-mutati
95% CI 1.145-13.668 P=0.03). Nessuna differenza

statisticamente significativa ¢ stata riscontrata negli altri
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parametri post-operatori quali 1’incidenza di ipopituitarismo
e i1l diabete insipido nei due gruppi di pazienti (P=1.0e P=1.0,

rispettivamente).
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7. DISCUSSIONE

I risultati di questo studio indicano che le mutazioni attivanti
a carico del gene USPS nei corticotropinomi impattano
significativamente sulla remissione di malattia a lungo
termine  dopo  l’'intervento  chirurgico. Difatti 1
corticotropinomi che presentano mutazioni a carico di USPS8
recidivano piu frequentemente rispetto ai corticotropinomi
wild-type. 11 loro rischio di recidiva ¢ 3.95 volte maggiore ed
¢ indipendente dall’eta dei pazienti e dai valori di CLU/24h.
Inoltre, il tempo libero da recidiva nei pazienti con tumori
USPS8-mutati ¢ significativamente piu breve, suggerendo che
le mutazioni di USP8 non solo aumentano il rischio di
recidiva ma ne favoriscono la precoce comparsa. I risultati
del nostro studio sono in linea con studi precedenti che
avevano gia suggerito il ruolo potenziale di USP8 come
predittore di remissione di malattia. Un periodo libero da
recidiva piu corto nei pazienti con corticotropinomi USPS-
mutati rispetto ai wild-type (mesi 29 vs 48) ¢ stato riportato
dal gruppo di Ma (23). Tuttavia, in questa analisi, risultata

statisticamente non significativa, sono stati inclusi anche
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pazienti un follow-up molto breve, e non ¢ stata eseguita una
curva di sopravvivenza. Uno studio condotto su pazienti
pediatrici affetti da MC ha documentato la comparsa di
recidiva di malattia dopo la iniziale remissione post-
chirurgica soltanto nei pazienti affetti da tumori USPS8-mutati
(26). 11 meccanismo tramite il quale le mutazioni di USPS8
incidono sulla remissione di malattia a lungo termine non ¢
ancora noto. Una valida ipotesi potrebbe riguardare I’attivita
secernente del tumore. Difatti 1 tumori con mutazioni di USPS8
sembrano essere piu attivi dal punto di ormonale. Questo
potrebbe causare una sindrome clinica piu conclamata che a
sua volta potrebbe determinare una precoce diagnosi o
favorire la recidiva. Studi precedenti hanno documentato
maggiori livelli di CLU/24h e di ACTH dopo la chirurgia nei
pazienti con tumori USP8-mutati € un piu elevato rapporto
ACTH/dimensioni tumorali (24,25,91). Inoltre, 1 pazienti con
tumori  USPS8-mutati  sviluppano meno insufficienza
surrenalica dopo [D’intervento chirurgico ed essendo
I’iposurrenalismo post-operatorio un marker predittivo di

remissione a lungo termine, questo dato ulteriormente

33



conferma il potenziale ruolo predittivo di USPS8 nell’ outcome
post-chirurgico (25). Studi in vitro hanno dimostrato che
USPS ¢ in grado di innescare la trascrizione del gene POMC
e la secrezione di ACTH piu potentemente quando mutato
(22).Inoltre, 1 corticotropinomi con mutazioni di USPS8 hanno
livelli piu elevati di POMC (23). Coerentemente, nel nostro
studio 1 livelli basali di CLU/24h sono risultati
significativamente  piu  elevati nei  pazienti con
corticotropinomi USP8-mutati, 1 quali sono risultati anche
essere significativamente piu giovani alla diagnosi. Questi
dati nel loro insieme potrebbero pertanto suggerire che 1
pazienti affetti da corticotropinomi USP8-mutati vengono
diagnosticati prima a causa della presenza di una sindrome
clinica piu evidente. La scoperta della presenza di mutazioni
attivanti a carico di USPS8 nei corticotropinomi rappresenta
un importante passo in avanti nella comprensione delle basi
genetiche della MC e fornisce nuove prospettive nella terapia
e nella prognosi dei corticotropinomi. La correlazione
significativa tra lo stato mutazionale di USPS e la recidiva di

malattia fa difatti emergere il ruolo potenziale di USP8 come

34



predittore di un peggiore outcome post-chirurgico. Questo
suggerisce un monitoraggio piu stretto dei pazienti con
tumori USPS-mutati nei primi anni dopo la chirurgia al fine
di identificare precocemente la eventuale comparsa di

recidiva di malattia.
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8. CONCLUSIONI

In conclusione, 1 pazienti affetti da corticotropinomi USPS-
mutati hanno una maggiore incidenza di recidiva dopo la
iniziale remissione post-chirurgica e la recidiva compare
significativamente  prima rispetto ai  pazienti con
corticotropinomi  wild-type. Questo potrebbe essere
verosimilmente conseguenza di una maggiore attivita
secernente da parte del tumore che a sua volta accelera la
diagnosi o ne favorisce la recidiva. Questa ipotesi ¢ sostenuta
dal riscontro di livelli pre-operatori di CLU/24h
significativamente piu elevati e dall’eta piu giovane alla

diagnosi dei pazienti con corticotropinomi USPS8-mutati.

36



Tabella 1 Caratteristiche cliniche, biochimiche e radiologiche nei

pazienti con corticotropinomi wild-type e USP8-mutati.

Eta alla diagnosi

(mediatSD) (anni)

Sesso, n (%)

Femmine

Maschi

Dimensioni tumorali, n (%)
Macroadenomi
Microadenomi

Adenoma non visibile

Valori ormonali, mediana

(IQR)

UFC/24h

Basal serum cortisol, ug/24h

Basal plasma ACTH, pg/ml

23/38 (60)

7/10 (70)

8/12 (66)

18/27 (66)

419 (44)

480.0 (405.3)

25.8 (18.95)

55.3 (34)

Mutanti

4610

15/38 (39)

3/10 (30)

4/12 (33)

9/27 (33)

5/9 (55)

1174.0 (1184.5)

24.9 (7.98)

80.9 (71.50)

P

0.028

0.722

0.463

0.045

0.852

0.116

Pazienti, n (%)

48

24

31

29




Tabella 2 Outcome post-chirurgico nei pazienti con corticotropinomi

wild-type e USP8-mutati.

Wild-type  Mutanti P Pazienti, n (%)

Remissione biochimica,n (%) 23/30(76) 16/18 (88) 0.451 39/48 (81)

Recidiva, n (%) 4/22(18)  7/12(58) 0026 11/34(32)
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Figura 1. Valori medi basali di CLU nei pazienti con tumori wild-type

e USPS8-mutati.
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Figura 2. Valori medi basali di cortisolo sierico nei pazienti con tumori

wild-type e USPS-mutati.
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Figura 3. Valori medi basali di ACTH plasmatico nei pazienti con

tumori wild-type e USP8-mutati.
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Figura 4. 1 pazienti con tumori USP8-mutati recidivano
significativamente prima rispetto ai pazienti con tumori wild-type (P =

0.019)
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