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Studio SEM-EDS sul contenuto polmonare
di 72 soggetti esposti ad amianto durante
I'attivita di una ditta produttrice di
manufatti in cemento amianto del Nord
Italia: risultati ottenuti e prospettive di
ricerca.
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MESOTELIOMA MALIGNO

» Agente eziopatologico noto: AMIANTO.

* Ampia diffusione dell’'amianto su scala mondiale (Russia, Asia
centrale, Cina, Sudamerica).

* Prognosi infausta nonostante i progressi nella terapia
antitumorale.

 Latenza estremamente lunga (30-40 anni).



FATTORI PREDISPONENTI ALLO
SVILUPPO DI MESOTELIOMA

* 5%-17% delle persone esposte ad amianto sviluppano
mesotelioma.

* Alcune persone esposte a dosi di amianto molto basse (o con
anamnesi negativa per esposizione) sviluppano mesotelioma.

PERCHE?



SUSCETTIBILITA GENETICA ALLO
SVILUPPO DI MESOTELIOMA MALIGNO

» Mutazioni germline di BAP-1 (BRCA1-associated
protein 1).

* SNPs in alcuni geni coinvolti nella detossificazione dei
radicali dell’'ossigeno, nei meccanismi di riparazione del
DNA, nel metabolismo del ferro.

e Studi GWAS



PARTE 1

Analisi SEM-EDS delle fibre
Inorganiche in campion|
autoptici di polmone



SOGGETTI DELLO STUDIO

« 188 casi di decesso per ARDS (MM, asbestosi e k
polmonare) nell’area di Broni (PV) sottoposti ad

autopsia giudiziaria presso la Sezione di Medicina
Legale di Pavia (2005-2018).

* Per ciascun caso:
v'Esame istologico e immunoistochimico

v'Prelievo dei polmoni in toto, fissati in formalina e
conservati.

v’ Anamnesi patologica e lavorativa disponibile
dall’archivio.



SCOPO DELLO STUDIO (1)

Analisi sistematica del residuo polmonare inorganico
su tutti i casi autoptici di malattie amianto-correlate

afferenti alla Sezione di Medicina Legale e Scienze Forensi
dell'Universita di Pavia (n=188)

mediante microscopia elettronica a scansione analitica.

»Concentrazione fibre di amianto per grammo di tessuto
polmonare secco

»Dimensioni fibre (lunghezza e larghezza)
»Determinazione della specie mineralogica



PREPARAZIONE DEI CAMPIONI:

digestione chimica della frazione organica (sodio ipoclorito) e filtrazione della sospensione ottenuta
attraverso una membrana di policarbonato con pori di 0,4 micron.




MATERIALI E METODI

» Osservazione di un’area di 2mm? a 2000x: conteggio, misurazione e
classificazione fibre (> 5 ym e lunghezza/larghezza >3)

» Standardizzazione dei risultati riferendoli a fibre/grammo di tessuto
polmonare secco
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RISULTATI (1)



DATI DEMOGRAFICI E ANAMNESTICI DEI 72 SOGGETTI FINORA ESAMINATI

SESSO (N=72) CAUSE OF DEATH (N=72)

Hmale Efemale Eno MM B MM

TIPO DI ESPOSIZIONE AD AMIANTO (N=72) TIPO ISTOLOGICO DI MESOTELIOMA (N=59)

B Both exposures M Environmental exposure B  Occupational exposure B epithelial MW sarcomatoid M biphasic




PRINCIPALI RISULTATI DELLO
STUDIO SEM-EDS

* FIBRE LIBERE > CDANEL 77,8% DEI CASI

* RAPPORTO FIBRE LIBERE/CORPUSCOLI
ESTREMAMENTE VARIABILE (0,085 — 157)

*19,4% DEI CASI ESAMINATI: non sono state
rilevate fibre né corpuscoli.
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VARIABILI CRONOLOGICHE



Duration of | Duration of | Occupational | Environmental | Survival time | Time since
occupational |environmental [latency latency (months) end of
exposure exposure (years) (years) Exposure
(months) (months) (years)
rho | p.value rho p.value rho p.value | rho p.value rho | p.value | rho |[p.value
Asbestos fibres per | 0.286 | 0.063 | 0.180 | 0.201 | -0.111 | 0.511 |0.023| 0.870 | 0.092 | 0.453 - 0.602
gram of dry weight 0.062
lung tissue
Asbestos bodies per | 0.173 | 0.267 | 0.210 | 0.135 | 0.182 | 0.280 |0.151| 0.294 | 0.079| 0.518 | 0.052 | 0.666
gram of dry weight
lung tissue
Chrisotyle/asbestifor | 0.012 | 0.936 - - -0.140 0.406 - - 0.177 | 0.147 | 0.096 | 0.423
m antigorite fibres
Crocidolite fibres 0.274 | 0.074 | 0.222 | 0.112 |-0.080 | 0.634 |0.003| 0.979 |0.082 | 0.505 - 0.319
0.119
Amosite fibres 0.263 | 0.087 | 0.070 | 0.620 | -0.114 | 0.499 |0.036| 0.799 |0.103 | 0.403 | 0.095| 0.426
Anthophyllite fibres - 0.620 | -0.146 | 0.300 |-0.350| 0.137 - 0.788 - 0.220 | 0.045| 0.705
0.077 0.038 0.150
Tremolite fibres 0.178 | 0.253 | 0.062 | 0.654 | 0.010 | 0.949 |0.142| 0.325 | 0.066 | 0.589 - 0.077
0.210
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La lunghezza media e il rapporto lunghezza/larghezza aumentano con la
durata dell’esposizione



DISCUSSIONE (1)



1) CONCENTRAZIONE DELLE FIBRE DI
AMIANTO

>Piu alta nei soggetti senza mesotelioma (tutti con
asbestosi).

> Zero fibre rilevate in alcuni casi di mesotelioma.



2) ASSENZA DI CRISOTILO

» Technical limitations
> Clearance completa prima del decesso

tempo trascorso dalla fine
ell’esposizione: 8-44 anni)

amphiboles chrysotile



3) CONCENTRAZIONE Hisss
DEI CDA g3

* || rapporto fibre-corpuscoli piu
alto nei soggetti con asbestosi
rispetto a quelli con
mesotelioma.

* ruolo protettivo del processo di
copertura delle fibre?
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PARTE 2

Espressione di BAP1 e metabolismo
del ferro Iin soggetti esposti ad
amianto:

IHC e rtPCR






FERROPTOSI

Felley-Bosco E, Gray SG. Mesothelioma Driver Genes, Ferroptosis, and Therapy. Front Oncol.
2019 Nov 27:9:1318.



BACKGROUND



SCOPO DELLO STUDIO

Espressione di BAP1, TFR1, FTH, FPN (per indagare gli
effetti dell’esposizione all'amianto sui meccanismi
principali sull’'omeostasi del ferro) in soggetti esposti ad

amianto e deceduti per mesotelioma VS per altre cause.



MATERIALI E METODI (2)

SOGGETTI: 50 MM+ 50 esposti senza mesotelioma (con e senza asbestosi)+ 20
soggetti maschi con piu di 60 anni senza esposizione ad amianto né malattie
respiratorie, deceduti per cause traumatiche (NON-EXP).

METHODS:

 IMMUNOSTAINING using primary antibodies: mouse anti-BAP-1 (1:200; sc-
28383, Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-ferritin heavy chain (FTH1)
(1:2500; polyclonal, Invitrogen), mouse anti-Transferrin receptor (TFR) (1:1000;
H68.4, Invitrogen), and rabbit anti-ferroportin (FPN) (1:2500; Invitrogen).

* rtPCR: RNAextraction, cDNA synthesis and gPCR



RISULTATI E DISCUSSIONE (2)



Espressione di BAP1 nel tessuto neoplastico

Reazione negativa (a) e debolmente positiva (b) (100x)
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ESPRESSIONE DEL RECETTORE DELLA TRASFERRINA NEL TESSUTO
POLMONARE
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MILD antiTFR1, MM, 200X
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Bl -ABSENT
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ESPRESSIONE DELLA FERROPORTINA NEL TESSUTO POLMONARE
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rtPCR

RT PCR: risultati poco convincenti.

L’unico risultato corerente con
I'THC riguarda la ferroportina
(MAGGIORMENTE ESPRESSA NEL
MM RISPETTO AGLI ESPOSTI E
AI CONTROLLI SANI)



IHC E CONTENUTO POMONARE DI AMIANTO

TRF1 IHC: grade of positivity FTH1 IHC: grade of positivity
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CONCLUSIONI

* Sembra che nei casi osservati la completa clearance del
crisotilo abbia avuto luogo prima del decesso.

 La capacita di formare corpuscoli € probabilmente un
processo chiave nei processi che portano al mesotelioma.

* L' 'omeostasi del ferro e alterata dall’'esposizione all'amianto
anche dopo molti anni dalla fine dell’'esposizione.



PROSPETTIVE FUTURE

» Studiare una popolazione esposta esclusivamente al crisotilo
(Kirghizistan, Kazakistan).

« Comprendere meglio il meccanismo di formazione dei
corpuscoli e 1l ruolo della ferroptosi (colture cellulart).
Investigate ferroptosis in MM samples and possibly in MM cell
lines.

* Whole exome sequencing su casi di mesotelioma ed esposti
ad amianto senza mesotelioma.



