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Questo progetto, nato nel 2001, & realizzato e continua a svilupparsi grazie alla collaborazione con i
reparti clinici del’Ospedale “Maggiore della Carita” di Novara, di:

» Pneumologia (Dott. P. Balbo)
» Clinica Universitaria di Chirurgia Generale ed Anatomia Patologica (Prof. G. Monga)
> Oncologia (Prof. O. Alabiso)

INTRODUZIONE: LA NEOPLASIA POLMONARE
EPIDEMIOLOGIA DELLE NEOPLASIE POLMONARI

Incidenza e mortalita: il carcinoma polmonare e attualmente la neoplasia piu frequente nella

popolazione mondiale con una percentuale di crescita dello 0.5% I'anno ed ¢ la 1° causa di morte per
cancro nei paesi industrializzati (1.200.000 morti nel 2001; 40000 morti/anno in Italia) (American Cancer
Society, 2002; Jamal et al., 2002; Alberg et al., 2003). In Europa rappresenta il 21% delle neoplasie
riscontrate nel &' (4% nelle Q) ed il 29% di tutti i decessi per cancro nel &' (8% nelle Q). L'incidenza
annuale in Europa e negli Stati Uniti € circa di 70 casi per 100000 abitanti. | tassi di incidenza maggiori in
assoluto riguardano alcune popolazioni indigene della parte occidentale della Scozia, della Nuova
Zelanda, dei neri Americani della zona della Baia di San Francisco e degli &' del Belgio. | tassi di
incidenza piu bassi si osservano in India e nelle popolazioni Africane. In Europa l'incidenza minore negli
& si osserva in Portogallo, Spagna e Francia mentre i pili elevati in Belgio, Olanda, Gran Bretagna e
Lussemburgo. La tendenza nella maggior parte degli Stati membri dellUnione € per un aumento di
incidenza del 10-15% ogni 5 anni negli &' e del 15-30% nelle ¢ (Janssen-Heijnen et Coebergh, 2003). Il
picco di incidenza non era stato ancora raggiunto dalle ¢ nel 1990. In Italia si raggiungono percentuali
che si collocano ai livelli medio-alti europei, con ampie differenze regionali (altissimo rischio per regioni
del nord e medio-basso per il sud) e l'incidenza continua ad aumentare. Il carcinoma polmonare ha
massima incidenza tra la 5° e la 7° decade di vita. Alla diagnosi I'eta media dei pazienti & di 60 anni; oltre
1/3 dei nuovi casi € diagnosticato in soggetti di eta superiore ai 70 anni. Il carcinoma polmonare
rappresenta la 1°causa di morte per tumore nell &' e la seconda nelle @, con un valore di mortalita
sempre sovrapponibile allincidenza. Nell & la mortalita per cancro del polmone & scesa
significativamente (-1.6% ~ allanno) nel periodo 1991-1995 ed ad oggi si ritiene stazionaria a livello
mondiale, mentre & aumentata nelle @ dal 1987 (del 150% tra il 1974 e 1994, vs 20% degli &) ed appare
in continua forte crescita (Tyczynski et al., 2003). La prognosi complessiva per pazienti con NSCLC,
nonostante un miglioramento sia nella diagnosi che nel trattamento, risulta minimamente migliorata,
mentre l'introduzione dal 1970 di schemi chemioterapici e la loro ottimizzazione ha incrementato il tempo
di sopravvivenza per pazienti di SCLC (Janssen-Heijnen et Coebergh, 2003). Si & ottenuto solo un lieve

aumento della sopravvivenza negli ultimi 30 anni. Negli Stati Uniti, infatti, solo il 15.8% dei pazienti
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sopravvivono a 5 anni dalla diagnosi rispetto al 12% registrato nel 1973-80 (Centers of Disease Control
and Prevention, 2000).

Fattori di Rischio: I'eziopatogenesi &€ multifattoriale. Esistono fattori predisponenti allo sviluppo di

malattia, tra cui:
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Tabagismo (correla con ~ 90% dei tumori polmonari nel &' e 80% nella Q):

Esiste una chiara correlazione dose-risposta tra il rischio di sviluppare neoplasia polmonare e il n°
(ed il tipo) di sigarette fumate/die, il grado di inalazione del fumo e soprattutto da quanto tempo si
fuma (Fano et al., 2004, Crispo, 2004). Il cancro polmonare compare da 2 a 10 volte piu
frequentemente nei fumatori che nei non fumatori. Occorrono almeno 10 anni di astinenza dal fumo
perché il rischio dell’ex-fumatore si dimezzi. Il rischio legato al fumo di pipa e sigaro &€ ~ 3 volte <
rispetto a quello della sigaretta.

Il fumo di sigaretta aumenta la probabilita di sviluppo di qualsiasi tipo istologico di neoplasia
polmonare ma in particolare di tumori a cellule squamose e di SCLC. Le alterazioni istologiche,
pressoché esclusive nei fumatori, consistono nella perdita delle ciglia della mucosa bronchiale,
nell'iperplasia delle cellule basali e nella presenza di cellule atipiche (nuclei ipercromatici). Il fumo
compromette la funzione di trasporto muco-cigliare, riduce il potere fagocitario dei macrofagi, la
risposta anticorpale ed interferisce sulla funzionalita dei linfociti T. Questo rischio pare essere simile
nel Q e & con esposizione a equivalenti quantita di fumo di tabacco (Tyczynski et al., 2003).

Fumo Passivo:

puo risultare dalle esalazioni a partire da chi fuma o dal fumo che origina secondariamente dalla
combustione dei prodotti del tabacco (sigarette, sigari e pipe). Queste esalazioni hanno un’alta
concentrazione di composti cancerogeni rispetto al fumo espirato. Il posto di lavoro (ufficio) e stato
individuato come sorgente piu comune di esposizione ambientale al fumo di tabacco (Veglia et al.,
2003).

Si stima che I'esposizione ambientale al fumo di tabacco aumenti il rischio del 15-25%, anche
tenendo conto di possibili fattori di confondimento (Tyczynski et al., 2003).

Questo tipo di esposizione sembra aumentare il rischio per carcinoma squamocellulare piu del
rischio per adenocarcinoma o SCLC (Papi et al., 2004).

Le sostanze cancerogene contenute nella fase corpuscolata e gassosa del fumo di tabacco sono:

idrocarburi_aromatici policiclic. 3,4-benzopirene soprattutto, che origina dalla combustione della

sigaretta
nitrosamine: note per la loro azione cancerogena, si formano dalla conservazione, fermentazione e

combustione del tabacco ed agiscono soprattutto sull’'esofago
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amine aromatiche: agiscono soprattutto sulla vescica

composti dell'arsenico: derivano dagli antiparassitari usati nelle piantagioni del tabacco

composti contenenti nickel e cromo

composti radioattivi: derivano dai fertilizzanti fosfatici usati nella coltivazione del tabacco

radicali tossici dell’ossigeno

I danno derivante da questo tipo di sostanze sembra esplicarsi direttamente sul DNA cellulare.
Le dimensioni delle particelle del tabacco raggiungono un massimo di 0.1 micron, potendo cosi
raggiungere le parti piu distali dellalbero respiratorio. Il fumo di sigaretta modifica I'equilibrio tra le
diverse attivita enzimatiche nel tessuto polmonare aumentando [lattivita di enzimi (es. aril-
idrocarburo-idrossilasi) che favoriscono 'insorgenza del tumore o inibendone altri con funzione
protettiva (es.glutatione transferasi).
Fattori genetici (predisposizioni ereditarie ed anomalie genetiche): sono responsabili di
un’ampia variabilita di suscettibilita allo sviluppo del tumore polmonare nella popolazione. Non &
infrequente la comparsa di una nuova neoformazione polmonare a qualche anno di distanza da un
primo episodio trattato radicalmente con la chirurgia. Cosi pure sono osservabili cancri bronchiali in
pazienti che hanno gia avuto un altro tumore delle vie aeree (laringe) o in altra sede (21% dei casi)
(Buccheri et Ferrigno, 2004). Studi epidemiologici hanno dimostrato una maggiore incidenza in
alcune famiglie. Una predisposizione genetica € stata individuata in un’aumentata inducibilita, nei
linfociti di pazienti portatori di carcinoma broncogeno, di un enzima di membrana, la aril-idrocarburo-
idrossilasi che attiverebbe alcuni cancerogeni chimici presenti nellatmosfera. Lo stesso meccanismo
e stato dimostrato per I'enzima 4-debrisochina-idrossilasi la cui iperattivita risulta associata a maggior
rischio di sviluppo di tumore polmonare. Sono state identificate mutazioni genetiche in geni
soppressori tumorali inattivati (053 e pRB: se entrambe mutati le aspettative di sopravvivenza sono
di soli 12 mesi vs i 46 mesi dei pazienti wilde-type; nel 50% dei NSCLC e nel 90% dei SCLC si
registrano alterazioni del gene p53) e oncogeni attivati (K-ras, la cui mutazione rappresenta il 90%
delle anomalie genetiche negli adenocarcinomi ed & associata a bassa prospettiva di sopravvivenza;
erb-B nei NSCLC; c-myc nei SCLC) (Fong et al., 2003) cosi come alterazioni molecolari (Kijima et
al., 2003). Individui portatori di una deficienza allelica di alfa 1-antitripsina hanno dimostrato un
rischio maggiore di sviluppo di tumore polmonare, specificamente di tipo squamoso o
broncoalveolare (Yang et al., 1999).
Malattie polmonari pregresse: sono noti cancri da cicatrice che insorgono sugli esiti fibrotici di

processi tubercolari guariti, sugli esiti di infarto polmonare, su cicatrici secondarie a corpi estranei



metallici, a ferite. Tali cancri, denominati ex cicatrice, istologicamente spesso risultano
adenocarcinomi. Anche i bronchitici cronici sono piu frequentemente colpiti da cancro bronchiale.
Uno studio su pazienti fumatori operati di NSCLC ha evidenziato come la malattia polmonare cronica
ostruttiva (COPD) sia un fattore di rischio per il sottotipo istologico a cellule squamose, mentre la
bronchite cronica, specialmente quando non associata a COPD, sia un fattore di rischio per
I'adenocarcinoma (Viegi et al., 2001; Papi et al., 2004). Uno studio di follow-up di casi NSCLC allo
stadio |, operati e liberi da tumore dopo 5 anni, ha dimostrato come questi pazienti abbiano un’
incidenza di nuovi tumori polmonari maggiore rispetto alla popolazione generale (Pasini et al.,
2003). Non ¢ chiaro se la malattia interstiziale polmonare, un disordine fibrotico di diverso grado che
interessa gli alveoli polmonari, preceda o sia conseguenza di tumore polmonare (Raghu et al., 2004).

> Dieta: 'alcool, il cui consumo € spesso associato al fumo, & considerato un fattore predisponente. I
ruolo eziologico degli alimenti in questo tipo di patologia & ancora oggetto di studio: le nitrosamine,
note sostanze cancerogene, sono presenti in molti additivi alimentari e la carenza di vitamina A & in
grado di provocare una metaplasia squamosa della mucosa tracheobronchiale (Nosenzo et Tassi,
2000).

> Esposizione ad altri carcinogeni ambientali ed occupazionali: es. I'esposizione professionale
all'asbesto (aumento del 40% dell'incidenza di tumore nei ¢ e 20% nelle ¢, con esordio anche dopo
30 anni dall’'esposizione), ad alcuni metalli come il nickel, 'arsenico, il cadmio, il cromo, I'esposizione
al radon (Jarup, 2003). Sono certamente cancerogeni i minerali radioattivi (uranio, radio, torio,
plutonio) con segnalazioni di incidenze altissime di cancro polmonare in miniere nelle quali vi era,
insospettato, un materiale radioattivo. Anche le radiazioni ionizzanti possono favorire 'insorgenza di
un carcinoma. L'effetto di alcune di queste sostanze sul rischio di sviluppo di un tumore polmonare
potrebbe essere sinergico all’effetto del fumo (sinergia accertata per I'asbesto con un aumento del
rischio di 20 volte nei fumatori) (Mollo et al., 2002, Fano et al., 2004; Degiovanni et al., 2004;
Savastano et al., 2004). Uno studio ha evidenziato un’associazione tra la presenza di radon in zone
alpine italiane ed il tumore polmonare in ¢ fumatori (Pisa et al., 2001). Lincidenza di neoplasie
polmonari negli abitanti di zone urbane risulta 2-3 volte superiore rispetto a quella degli abitanti delle
zone rurali, in conseguenza soprattutto della maggiore esposizione dei primi ad inquinamento
atmosferico (idrocarburi aromatici, es. benzopirene). Studi italiani su fattori di rischio occupazionali
hanno evidenziato esposizioni a cancerogeni polmonari in differenti tipi di lavoro svolti da ¢ rispetto

agli &' (Richiardi et al., 2004). In generale, il contributo dei fattori ambientali allo sviluppo di neoplasie

polmonari & ridotto.

Prevenzione Primaria : mira ad impedire l'inizio biologico della neoplasia con due possibili strategie:
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1.

controllo del consumo di sigarette: compare come prima regola del Decalogo Europeo Contro il

Cancro in vigore dal 1995, chiaro esempio di prevenzione primaria. Il rischio di ammalarsi per una
neoplasia polmonare si riduce progressivamente con 'aumentare del tempo trascorso senza fumare
(Hirsch, 1998). Il programma di controllo del tabacco iniziato nel 1988 in California ha condotto ad un
declino dellabitudine al fumo e conseguentemente alla diminuzione dellincidenza del tumore
polmonare (Barnoya et Glantz, 2004).

chemioprevenzione: si basa sullo studio di composti naturali o sintetici che sembrano dotati di

proprieta anticancerogene (prevalentemente antiossidanti), prevenendo l'iniziazione, la promozione e
la progressione delle neoplasie prima dello sviluppo di malattia invasiva (Cohen et Khuri, 2004;
Winterhalder et al., 2004). | retinoidi ne sono un esempio, in particolare I'acido 13-cis-retinoico e la
fenretinide (Soria et al., 2003). Studi hanno dimostrato I'assenza di benefici dal trattamento con f-
carotene per la prevenzione del tumore polmonare (Gescher et al., 2001; Tyczynski et al., 2003).
Altre molecole sono I'N-acetil-L-cisteina, oltipraz e il fenetil isotiocianato (che inducono enzimi
detossificanti), folati, selenio, I' N-4-idrossifenilretinamide (che sembra ridurre I'espressione
della telomerasi nei fumatori) (Szarka et al., 1994, Soria et al., 2001; Bowman et al., 2002), inibitori
della COX e la budesonide (un glicocorticoide) (Wattenberg et al., 2000; Hirsch, 1997; Pastorino,
2001).

Prevenzione Secondaria: Screening: definibile come un intervento di Sanita Pubblica che mira alla

diagnosi precoce di malattia in pazienti ancora asintomatici (Boyle, 2002 ; Strass et Dominioni, 1999).

Come per la prevenzione primaria anche per la secondaria il Decalogo Europeo Contro il Cancro detta

norme generali. La storia naturale della malattia neoplastica pud essere esemplificata dal modello di

Hutchinson (Figural), secondo cui & possibile descrivere 'andamento della malattia neoplastica

secondo alcuni momenti fondamentali:

>

T1: evento fondamentale & la comparsa del danno biologico che ad oggi, con le tecniche
diagnostiche convenzionali, non € dimostrabile
T2: la neoplasia & potenzialmente rilevabile con 'esecuzione di opportune indagini, ma non &
sintomatica
T3: la neoplasia & sintomatica
T4: esito finale o decesso del paziente

T1 T2 T3 T4

Screenin




Figura 1. Il Modello di Hutchinson

> Punto Critico: € il momento oltre il quale qualsiasi intervento terapeutico applicato non pud portare a
guarigione il paziente. Se questo ¢ localizzato tra T1 e T2 la diagnosi precoce non € in grado di
modificare la prognosi, se tra T3 e T4 la diagnostica convenzionale pud essere sufficiente a
modificare 'andamento della malattia. Condizione essenziale per la attuazione di una prevenzione
secondaria efficace € che il punto critico sia localizzato tra T2 e T3.

Con un test di screening si ottiene un’anticipazione diagnostica (definita come differenza tra il momento

della diagnosi con lo screening e il tempo T3) che, rifacendosi al modello di Hutchinson, consiste nello

spostamento del momento diagnostico da T3 a T2. Ad oggi non esiste un programma di screening
per la diagnosi precoce di una neoplasia polmonare anche se sono in corso molti studi per realizzarlo

(Humphrey et al., 2004). Solo sporadicamente e spesso casualmente si ottengono diagnosi precoci

di tumore polmonare (Henschke et al., 1999). Una maggiore attenzione ai sintomi e segni precoci

(d’allarme) caratteristici della crescita bronchiale della neoplasia permetterebbe di effettuare diagnosi

pil tempestive. Il trattamento piu efficace di una neoplasia polmonare rimane la resezione chirurgica ad

uno stadio iniziale di malattia (Bach et al., 2003). Un test di screening & fortemente auspicabile per il

trattamento in fase preclinica della neoplasia polmonare e per modificarne la storia naturale, finora

estremamente infausta. Si stima, infatti, che la sopravvivenza a 5 anni sia superiore all'80 % quando la
neoplasia polmonare viene asportata chirurgicamente prima che raggiunga un diametro di 20 mm (Patz
et al., 2000). Uno studio recente a tal riguardo ha dimostrato come la dimensione del tumore sia un

fattore predittivo della sopravvivenza in casi di NSCLC allo stadio IA, con una probabilita di

sopravvivenza a 5 anni pari al 77,2% per tumori < 2 cm e 60.3% se > 2 cm (Port et al., 2003).

Gli studi condotti sino ad oggi si sono focalizzati sullapplicazione come tecniche di screening di:

1. esame radiografico del torace (RX) tradizionale: talvolta non evidenzia il tumore polmonare che

pud nascondersi come una piccola ombra dietro le costole o strutture vascolari del mediastino ma pud

evidenziare comunque numerose alterazioni conseguenti alla presenza di neoplasia (un versamento
pleurico, linfonodi ingrossati, una polmonite, metastasi nella porzione superiore del fegato). Una
tecnologia piu recente permette di non evidenziare le ossa del torace, fotografando solo il tessuto

polmonare con maggiore facilita della lettura delle immagini. Ha un’accuratezza diagnostica del 70-88%

in pazienti sintomatici.

2. citologia dell’escreato.

| risultati di 5 studi randomizzati [1 a Londra 1960-1964; 3 negli Stati Uniti, avviati agli inizi degli anni '70:

Lung Projects della Mayo Clinic, Johns Hopkins Hospital e Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
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(MSKCC), 1 in Cecoslovacchia 1976-1980] suggeriscono che né la RX standard del torace, né la
citologia dell'escreato soddisfano i criteri richiesti per un efficace test di screening. Nessuna di queste
indagini sembra prolungare I'aspettativa di vita di una persona affetta da neoplasia polmonare. La bassa
sensibilita di entrambe le metodiche nei confronti di neoplasie in fase preclinica & una delle ragioni che
hanno portato al fallimento degli studi condotti (Bach et al., 2003).

3.a. TC spirale a bassa emissione: tecnica radiologica estremamente sensibile nel rilevare piccole
neoformazioni nodulari polmonari che sono la forma piu comune di presentazione iniziale di un tumore.
Sono individuabili lesioni con diametro massimo anche di 3 mm (Van Klaveren et al., 2001 et 2002;
Henschke et al., 2004). Poiché il riscontro di piccoli noduli polmonari € un’evenienza comune e poiché
molti di questi sono lesioni benigne, la densita della neoformazione, la sua dimensione e la valutazione
della eventuale crescita nel tempo devono essere di ausilio nella valutazione della TC in esame. Una
lesione con diametro superiore a 5 mm e con tempo di raddoppiamento minore di 180 giorni & fortemente
suggestiva di malignita e pud dare indicazioni per I'esecuzione di esami piu invasivi. Si &€ dimostrata la
capacita di questa metodica di evidenziare molte neoplasie ancora asintomatiche, piccole, consentendo
la loro precoce resezione chirurgica. L'accuratezza diagnostica totale & del 43-97% se la lesione &
visibile fluoroscopicamente. La tecnologia & recente e solo da poco sono stati condotti studi
osservazionali specifici sul suo uso nello screening per il tumore polmonare ['Early Lung Cancer Action
Project (ELCAP) americano; I'Anti Lung Cancer Association (ALCA) e il Shinshu, entrambe giapponesi]
(Bach et al., 2003, Diederich et al., 2003; Port et al., 2002). L'incidenza della neoplasia polmonare in
questi studi € piu bassa della prevalenza, come ci si aspetta da uno screening efficace. La percentuale di
NSCLC allo stadio |, tra tutte le neoplasie riscontrate, era compresa tra I' 82% e I’ 88%. Occorrono dati
derivanti da studi caso-controllo randomizzati, il miglior strumento per dimostrare una possibile riduzione
della mortalita di uno screening, oggi in via di attuazione.

3. b. TC spirale e Tomografia ad emissione di positroni (PET) : la PET € una tecnica diagnostica
medico-nucleare che utilizza radioisotopi emettenti positroni (1'C, 3N, 150, 18F) che possono essere
incorporati dai composti organici senza alterarne le caratteristiche biochimiche. Lo studio ha dimostrato
che la TC spirale in combinazione con luso selettivo della PET puo effettivamente diagnosticare
precocemente la neoplasia polmonare (Pastorino et al., 2003; Giorgietti et al., 2002; Gould et al., 2001).
Uno studio recente ha confermato questi dati indicando come l'integrazione della PET-TC, utilizzando
FDG-18 (2-[18F]-fluoro-2-deossi-D-glucosio), predica con maggiore sensibilita gli stadi | e Il cosi come lo
stato T ed N di pazienti con NSCLC rispetto alla PET da sola (Cerfolio et al., 2004). La tecnologia della
PET ¢ impiegata principalmente come strumento di stadiazione di pazienti con NSCLC (individua gruppi

di cellule maligne che si dividono rapidamente e di dimensioni tali da essere invisibili all' RX, alla TAC o
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alla RMN) piuttosto che come strumento di diagnosi. Questa tecnica comunque ha portando alla
riduzione dei costi complessivi di diagnosi per ogni anno, riducendo il numero di interventi chirurgici non
necessari e le loro complicanze (Gugiatti et al., 2004).

Prevenzione Terziaria: riguarda le possibilita terapeutiche del tumore polmonare (vd. oltre: TERAPIA:

chirurgia, chemioterapia, radioterapia) ed il controllo delle eventuali recidive dopo una cura efficace.
ANATOMIA PATOLOGICA DELLE NEOPLASIE POLMONARI
Microscopicamente si distinguono:

1. Tumori_Centrali_o dei grandi bronchi: la centralita della lesione determina il possibile

interessamento mediastinico per infiltrazione neoplastica, con inglobamento di vasi, pericardio, vene
cave e trachea.

2. Tumori periferici (originano dai segmenti distali delle vie aeree ossia da piccoli bronchi, bronchioli e

alveoli): I'insorgenza della neoplasia € caratterizzata dall'assenza di indizi macroscopici evidenti sulla
mucosa bronchiale. Appaiono come masse globose con limiti netti col parenchima circostante.
3. Tumori diffusi (talora quadri evolutivi avanzati di tumori primitivamente centrali o periferici):
macroscopico interessamento di ampie regioni polmonari di ordine lobare o sovralobare.
Osservazioni epidemiologiche indicano che i tumori centrali rappresentano circa i 2/3 dei casi, con solo
1/3 di neoplasie periferiche. La casistica autoptica segnala ad oggi un graduale aumento di neoplasie
periferiche.

Istotipi tumorali: la classificazione anatomo-patologica proposta dall’Organizzazione Mondiale della

Sanita (WHO, World Health Organization) suddivide i tumori del polmone in (Travis et al., 1999):

> Lesioni preinvasive: displasia, carcinoma in situ

» Carcinoma a Piccole cellule (SCLC)-microcitoma: a cellule a chicco d’avena, a cellule intermedie
(pit voluminose), forma combinata (con elementi squamosi e ghiandolari). Rappresenta ~ il 25%
delle neoplasie polmonari ed il 5-15% della casistica chirurgica (questa percentuale € molto bassa
soprattutto perché questo tumore & clinicamente molto maligno e spesso non € piu curabile al
momento della diagnosi). L'aspetto microscopico caratteristico € quello di ammassi e lamine cellulari
con limiti epitelio-stromali meno netti che nel carcinoma squamoso. Le cellule neoplastiche sono
tondeggianti o allungate e di dimensioni di poco superiori a quelle di un linfocita (6-15 um), con nuclei
ovoidali o fusiformi scuri e scarso citoplasma (aspetto microscopico a chicco davena).
L'atteggiamento & infiltrante, con necrosi e mitosi. Esistono granuli citoplasmatici di tipo
neuroendocrino, visibili alla microscopia elettronica, infatti le cellule originerebbero dalla cresta
neurale embrionale e farebbero parte del sistema APUD, con possibilita di sintetizzare ormoni

peptidergici. Nel siero dei pazienti € rilevabile la presenza dell’'enzima enolasi neurono-specifica
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(NSE). Solitamente non si riscontrano squilibri ormonali data la secrezione di sostanze inattive. E’
possibile pero l'insorgenza di sindromi legate alla secrezione ectopica di ormoni quali ACTH (ormone
adreno-corticotropo), calcitonina, vasopressina. Macroscopicamente € un tumore a localizzazione
prevalentemente centrale (80%), ilare o parailare. Precocemente manifesta coinvolgimento
linfonodale, con adenopatia ilo-mediastinica evidente spesso alla diagnosi. La sua diffusione per via
ematica e rapida con embolizzazione diffusa e quadri di carcinosi generalizzata. Questo istotipo &
associato ad alterazioni cromosomiche multiple (la piu frequente risulta la delezione 3p), alla
iperespressione di recettori di superficie (es. tirosina chinasici), recettori accoppiati a proteine G,
integrine ed altri (Sattler et Salgia, 2003). Risulta frequente nei fumatori ed ex-fumatori (solo il 3%
sono non fumatori) ed & caratterizzato da frequente e rapida metastatizzazione, soprattutto a carico
del midollo osseo e del cervello, e bassa risposta alla chemioterapia (risposta completa nel 30% dei
casi) con sopravvivenza a 5 anni solo del 5% (di poco piu alta nei pazienti con malattia limitata). Ogni
30gg pud raddoppiare la propria dimensione, quindi con velocita di molto superiore rispetto al
NSCLC.

Carcinoma Squamocellulare (epidermoidale, spinocellulare) (NSCLC): papillare, a cellule
chiare, a piccole cellule, basalioide; altamente, moderatamente o scarsamente differenziato.
Rappresenta il 30% delle neoplasie polmonari ed il 30-40% della casistica chirurgica. Le cellule,
disposte in lamine su piu strati variamente irregolari a costituire un epitelio pavimentoso, hanno
forma poligonale, fusata, i nuclei grandi (aumento del rapporto nucleo-citoplasma) con nucleoli
evidenti, e nelle forme piu differenziate sono presenti tonofibrille /o segni di corneificazione con vere
e proprie perle comee. E frequente 'osservazione di necrosi centrale e di cavitazione. Questo tipo di
tumore, piu comunemente di altri, & responsabile di sindromi paraneoplastiche da produzione di
peptide paratormone-simile. La sua presentazione macroscopica piu frequente (65%) € quella del
tumore centrale, ilare e tende ad espandersi contro la parete bronchiale determinando una
compressione estrinseca. Si accresce abbastanza lentamente e in alcuni casi & stato possibile
valutare un tempo di raddoppiamento della massa tumorale molto lungo, di ~ 200 giorni. La
metastatizzazione, piu tardiva rispetto alladenocarcinoma, interessa piu frequente i linfonodi
regionali (lobari, ilari, mediastinici), ma anche la diffusione ematica & possibile. La presenza di
questo tipo di tumore pud essere riscontrata con relativa facilita con 'esame citologico dell’escreato.
E’ listotipo maggiormente associato con [abitudine al fumo, ha la piu bassa risposta alla
chemioterapia ma guarisce meglio di tutti gli altri istotipi dopo intervento chirurgico. Si riscontra piu
frequentemente negli &' e nelle persone anziane di entrambe i sessi.
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Adenocarcinoma (NSCLC): acinoso, papillare, carcinoma bronchiolo-alveolare (non-mucinoso,
mucinoso, combinato), solido con mucina, adenocarcinoma comprendente sottotipi misti (fetale,
mucinoso, cistoadenocarcinoma mucinoso, ad anello, a cellule chiare). Rappresenta ~ il 40% delle
neoplasie polmonari e nelle casistiche chirurgiche ha una frequenza pari a ~ 35 %. Le cellule
tumorali, cubiche o colonnari con abbondante citoplasma roseo o vacuolato, hanno origine
dall’epitelio di superficie o dalle ghiandole della mucosa bronchiale e formano strutture ghiandolari
con o senza produzione di muco (“catarro”). Talora sono evidenti cellule ad anello con castone
(nucleo in periferia e muco abbondante nel citoplasma). Abbastanza frequente ¢ il riscontro di forme
miste adenosquamose. Nella sua forma ben differenziata predomina il sottotipo cellulare
denominato cellule di Clara (Fujiwara et al., 2000). La sede di sviluppo preferenziale e periferica (con
partenza dai piccoli bronchi e a volte dagli alveoli), localizzazione che ne permette I'asintomatologia
anche per lungo tempo e la scoperta talora casuale. L’aspetto macroscopico € quello di una massa
rotondeggiante di volume solitamente modesto e per questo clinicamente asintomatico. Oltre alla
metastatizzazione linfatica, da metastasi per via ematica e talvolta queste localizzazioni secondarie
sono responsabili dei primi sintomi di malattia, comunque tende a metastatizzare piu precocemente
rispetto al carcinoma squamoso. Rispetto a quest'ultimo, inoltre, risulta pilu responsivo alla
chemioterapia ma piu difficile da curare chirurgicamente. E’ il tumore meno legato all'abitudine al
fumo e quindi & abbastanza frequente nelle © e nei non fumatori (Nordquist et al., 2004).

Carcinoma Bronchiolo-alveolare: piuttosto raro (2.5 % del totale), viene incluso tra le varianti
istologiche di un adenocarcinoma (Nakanishi et al., 2003). Si ipotizza che le cellule neoplastiche
possano derivare dell’epitelio bronchiolare, dalle cellule alveolari di tipo Il, dalle cellule di Clara o
dall’epitelio bronchiale muco-secemente. Si sviluppa lentamente e la lesione piu precoce

riconoscibile risulta un’iperplasia adenomatosa atipica, telomerasi positiva (Kitamura et al., 1999,

Nakanishi et al., 2002). Istologicamente si osservano cellule cubiche che rivestono gli alveoli, i cui
setti appaiono conservati. Tali cellule disposte in fila si sollevano a volte a formare papille o
pseudocisti ripiene di muco. La scarsita di mitosi e 'assenza di distruzione dellimpalcatura del
polmone I'aveva fatto ritenere in passato un tumore relativamente benigno, invece si tratta di un vero
e proprio carcinoma. Macroscopicamente si presentano come forme di tipo diffuso, il cui aspetto
radiologico € molto simile a quello di una broncopolmonite. Il tumore & caratterizzato dall’'estensione
lobare senza netta delimitazione e ha insorgenza multifocale. Dopo la sua resezione non & raro
assistere alla recidiva nello stesso polmone o in quello controlaterale. Raramente da metastasi ma

ha prognosi infausta.
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> Carcinoma a Grandi cellule (anaplastico) (NSCLC): neuroendocrino a grandi cellule, basalioid,
linfoepitelioma-simile, a cellule chiare. Rappresenta il 15 % dei tumori polmonari e, per la sua
aggressivita, e listotipo di piu raro riscontro nelle casistiche chirurgiche (5-15 %). Raggruppa le
forme piu polimorfe di neoplasie, con cellule voluminose con abbondante citoplasma e nuclei molto
irregolari, vescicolari o ipercromici, disposte in accumuli o isole, mancando in questa forma le
caratteristiche citologiche specifiche dei carcinomi squamosi e degli adenocarcinomi. La divisione
nelle due varianti, a cellule giganti e a cellule chiare, non ha significato clinico. Sono anaplastici in
genere i grossi tumori a palla e quelli vegetanti nei bronchi segmentari. Uno stato di differenziazione
buono correla con una prognosi migliore. L’accrescimento € abbastanza rapido con tendenza
infiltrante su ilo e mediastino e si sviluppa tendenzialmente alla periferia. Si valuta, per un cancro
anaplastico, un tempo di raddoppiamento di circa 60-80 giorni. Metastatizza sia per via linfatica che
ematica con maggior frequenza rispetto al carcinoma squamocellulare. E’ frequente nei fumatori.

» Carcinoma Adenosquamoso (NSCLC)

» Carcinoma con elementi pleomorfici, sarcomatosi o sarcomatoidi

> Tumore Carcinoide: tipico (90%), atipico (10%). | tumori carcinoidi, forma rara di cancro (1-5% delle
diagnosi di tumore polmonare), possono originare in diverse parti del corpo ed i bronchi sono al 4°
posto nella scala dei siti piu frequenti. Pud essere considerato come tumore bronco-polmonare a
lento sviluppo e di relativa benignita, pur con possibilita di metastatizzazione a distanza. Deriva dalle
cellule di Kulschitzky, originate dalla cresta neurale e sparse in tutti i tessuti derivati dal primitivo
canale endotermico (intestino e albero tracheo-bronchiale). Sono cellule con capacita di sintesi
ormonale ed i tumori che ne derivano rientrano nel gruppo degli Apudomi, pilt 0 meno ormono-
secernenti. Microscopicamente il tumore appare formato da cordoni, palizzate e rosette di cellule
piccole, con nucleo rotondo e regolare e caratterizzate dalla presenza di granuli citoplasmatici di tipo
neuroendocrino. La maggior parte esprime enolasi neurono-specifica (NSE) e cromogranina A. Le
mitosi sono scarse e la necrosi € assente. Nel complesso il tessuto polmonare mantiene la sua
identita, la struttura istologica &€ mantenuta. Solitamente appare come una vegetazione moriforme,
facilmente sanguinante, che sporge in un bronco lobare o segmentario. E’ una neoplasia che pud
secernere serotonina (5% dei casi), piu evidentemente quando il tumore & voluminoso o0 vi sono
grosse metastasi. Nelle forme “tipiche” le metastasi linfonodali sono presenti solo nel 10-15 % dei
casi e non vi sono segni di invasivita. Nelle forme “atipiche”, nel 50% dei casi a sede periferica, i
segnalano metastasi linfonodali (linfonodi ilari) o a distanza (fegato) nel 50-70 % dei casi. Nel

complesso la prognosi & migliore (basso grado di malignita) rispetto ai carcinomi bronchiali. La
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maggior parte dei pazienti a cui viene diagnosticato € asintomatica. L'intervento chirurgico & l'unica
terapia attuabile mentre la chemioterapia e radioterapia sono utilizzati come rimedi palliativi.

Mesotelioma maligno: rara forma di tumore che puo originare in diverse parti del corpo ma che
solitamente si sviluppa nella pleura viscerale che riveste i polmoni. E difficile da diagnosticare e
raramente curabile. La sua classificazione in stadi & simile a quella per NSCLC. La sua causa
principale e l'inalazione di polvere di amianto, con un tempo di latenza di 35-40 anni tra questo
evento e la manifestazione dei sintomi. E pili frequente nel . Per Ialto tasso di recidive locali e
sistemiche il solo intervento chirurgico non ¢ efficace (tasso di sopravvivenza a 5 anni <1%). La
polichemioterapia € simile a quella dei NSCLC mentre la radioterapia non € attuabile per la tossicita

delle alte dosi dirette su un’area estesa.

Vie di diffusione :

1.

2.

4.

per_contiquita agli organi_e_strutture vicine: pleura viscerale e parietale, coste e muscoli

intercostali, strutture del mediastino (grossi vasi venosi e pericardio), colonna vertebrale ed a livello
diaframmatico.

per via linfatica: |a linfa di un lobo affetto da cancro bronchiale viene drenata dai linfonodi lobari, in
sequito da quelli ilari del polmone ed infine raggiunge i linfonodi mediastinici e successivamente
quelli del collo e/o addome. Le metastasi possono essere presenti in linfonodi piccoli e assenti in
linfonodi ingrossati e possono essere saltate delle stazioni. L'invasione metastatica di un linfonodo
puo essere all'inizio solo intranodale, con capsula integra e nodo non fissato ai tessuti circostanti. In
seguito l'invasione puo divenire extranodale con invasione della capsula e fissazione ai tessuti
circostanti del linfonodo.

per disseminazione ematogena: le neoplasie con maggiore tendenza a dare precoci metastasi per

via ematica sono il carcinoma a piccole cellule e I'adenocarcinoma. Le cellule tumorali trovano
accesso al flusso ematico sistemico attraverso rami delle vene polmonari da cui gli emboli neoplastici
possono raggiungere qualsiasi organo a distanza ma soprattutto fegato, encefalo, ossa e
ghiandole surrenali. Questultima localizzazione & molto frequente ed & sovente bilaterale. E stato
dimostrato come il VEGF promuova la metastatizzazione ematogena in pazienti di NSCLC (Dong et
al., 2002).

per disseminazione intra-bronchiale (molto rara).

LA DIAGNOSI

Elementi indispensabili per una corretta valutazione diagnostica di un paziente con sospetta neoplasia

polmonare sono: accurata anamnesi ed esame obiettivo del paziente, indagini radiologiche (Rx
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torace in due proiezioni), procedure per prelievi cito-istologici di conferma diagnostica (Nosenzo et
Tassi, 2000).

Presentazione clinica : nel 15% dei casi la neoplasia &€ completamente asintomatica dando segno di sé

solo quando raggiunge i grossi bronchi (causando tosse ed emoftoe), oppure la superficie pleurica
(causando dolore). E’ possibile che il paziente presenti inizialmente solo sintomi generali aspecifici,
comuni anche a molte altre malattie. Al momento della diagnosi solo il 6% dei pazienti & asintomatico, il
28% presenta dei sintomi correlati al tumore primitivo (sintomi precoci o di allarme: 70% tosse, 35%
emottisi, febbre, dispnea), il 32% legati alla malattia metastatica (sintomi tardivi, legati alla crescita
endotoracica e diffusione metastatica ai linfonodi distrettuali: dolore toracico, disfagia, disforia, stridore
tracheale,..) ed il 34% di tipo sistemico (legati a diffusione metastatica a distanza, ad altri organi quali
cervello, fegato,surreni e 0ssa), spesso non specifici, che possono insospettire per I'esistenza di una
neoplasia. Quindi i ~ 2/3 dei pazienti presenta un esordio clinico in fase tardiva con sintomi e segni loco-

regionali e sistemici. Infine vanno ricordate le sindromi paraneoplastiche (disturbi endocrini-metabolici,

disturbi neuromuscolari, anormalita del tessuto connettivo, alterazioni cutanee e muscolari, alterazioni
ematiche vascolari), quadri patologici che apparentemente non hanno alcuna relazione con il tumore
polmonare. Alcune sono causate spesso dalla secrezione ormonale peptidica da parte della cellula
tumorale. Talvolta & possibile che la sindrome paraneoplastica si manifesti anche molto tempo prima
rispetto alla comparsa della lesione polmonare. L’istotipo tumorale maggiormente responsabile di
sindromi paraneoplastiche & il SCLC. In una piccola percentuale di pazienti (5-12%) l'iter diagnostico &
innescato da un’anomalia rilevata da un Rx torace occasionale, eseguito per altro motivo.

Procedure per prelievi _cito-istologici di _conferma _diagnostica: la conferma cito-istologica

dell’esistenza di neoplasia & un dato indispensabile per conoscerne l'istotipo e il grado di malignita della
neoplasia. Le informazioni ottenute giustificano la scelta di una specifica condotta terapeutica.

Esame citologico dell’escreato: si basa sulla possibilita di sfaldamento delle cellule neoplastiche entro
le secrezioni bronchiali che vengono raccolte dal paziente, sotto colpi di tosse. Il supporto di questo dato
citologico & ricercato soprattutto in caso di neoplasie polmonari centrali, quando & piu probabile il diretto
sfaldamento delle cellule nel lume bronchiale. Ha potere diagnostico in piu del 20% di tutti i pazienti con
tumore polmonare, risulta positivo in <5% di pazienti con cancro periferico e puo dare falsi positivi.

Se gli esami obiettivi del paziente, le indagini RX, gli esami citologici dellespettorato e gli esami
ematochimici completi risultassero negativi, il paziente sara seguito con controlli RX altrimenti, sia se
positivi sia se dubbi, si dovra ottenere conferma dagli esami TAC e Broncoscopia, con finalita

diagnostiche e di studio della malattia.
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> Esame broncoscopico (fibrobroncoscopia): ¢ fondamentale nello studio di un paziente con
sospetta neoplasia polmonare. Ha un potere diagnostico del 10% se la lesione €<2 cm, del 40-50%
se >2-4 cm. L’accuratezza diagnostica totale per lesioni visibili & pari al 94%. E’ un esame
endoscopico estremamente tollerabile, di facile esecuzione, ripetibile che non richiede anestesia
generale e viene seguito con strumento flessibile e di piccolo calibro, che permette 'esplorazione
dellalbero bronchiale sino ai rami segmentari e sottosegmentari. L'indagine permette di visualizzare
direttamente la mucosa bronchiale ed evidenziarne eventuali alterazioni, compressioni estrinseche
con ostruzione, erosioni 0 vegetazioni endoluminali in accrescimento. Risulta quindi in grado di
confermare la diagnosi di neoplasia, di escludere secondi tumori endobronchiali primitivi e di
accertare 'exeresi completa del tumore dopo resezione chirurgica. L'impiego della broncoscopia a
fluorescenza dopo iniezione endovenosa di derivati del’ematoporfirina permette di localizzare i
cancri in situ e le forme superficiali. Il materiale ottenibile in corso di broncoscopia deriva da:

%+ Biopsie bronchiali: frammenti di tessuto patologico aggettante nel lume bronchiale, vengono
prelevati con pinza da biopsia. Il materiale viene posto in formalina per la successiva analisi
istologica.

¢ Brushing bronchiale: spazzolato bronchiale che permette la raccolta di cellule dalla parete
bronchiale. Le cellule vengono fissate su vetrino per 'analisi citologica.

% Lavaggio broncoalveolare: attraverso il broncoscopio si immette NaCl 0.9% a 37°C nei
distretti bronchiali in studio con suo successivo recupero attraverso aspirazione. Il materiale cosi
raccolto, la cui composizione cellulare riflette quella del’ambiente polmonare profondo, viene
sottoposto ad analisi citologica.

% Agoaspirazione di neoformazioni polmonari : se la lesione & raggiungibile con lo strumento, &
possibile eseguirne 'agoaspirazione con ago sottile. Il materiale raccolto viene strisciato su

vetrino, fissato e eventualmente colorato per I'analisi citologica.

3

A

Agoaspirazione trans-bronchiale di linfonodi patologici alle scansioni TC (con diametro superiore
a 15 mm): i linfonodi studiati sono quelli situati a ridosso della parete dei grossi bronchi e della
trachea. Il materiale prelevato viene fissato su vetrino, eventualmente colorato e sottoposto ad
analisi citologica.

+ Broncoaspirato: rappresenta il materiale ottenuto dalla aspirazione delle secrezioni bronchiali
durante lintero esame endoscopico. Il materiale raccolto viene poi processato per I'analisi

citologica.
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In tutti i casi di broncoscopia negativa con mancata tipizzazione della lesione si potra ricorrere alluso di
metodiche piu invasive, gli agoaspirati Rx-TAC guidati, soprattutto per le forme periferiche, o nel caso
di neoplasie che giungano a contatto con la parete toracica ad agoaspirati eco-guidati.

» Agobiopsia transparietale TC guidata e Agoaspirato transparietale con ago sottile: in presenza
di una neoformazione polmonare periferica (diametro <3 cm), non raggiungibile per via
broncoscopica, per l'accertamento cito-istologico si pud procedere, con prelievo di materiale
diagnostico per via trans-toracica.

» Mediastinoscopia: indagine endoscopica attraverso una via neoformata, anteriormente alla trachea.
E un esame di staging preoperatorio in pazienti che allindagine TC presentavano un aumento di
diametro dei linfonodi mediastinici (stadio IlIA-B) che possono cosi essere raggiunti, visionati e
biopsiati.

* Mediastinotomia: incisione dell’estremita anteriore della II* costa di sinistra. Si possono eseguire
biopsie dei linfonodi pre-aortici e sotto aortici non raggiungibili con mediastinoscopio.

» Toracoscopia: quando & indispensabile ottenere biopsie su linfonodi non raggiungibili con
mediastinoscopio, come linfonodi paraesofagei o sub carenali posteriori. Il toracoscopio viene
inserito nel torace attraverso una piccola incisione della parete toracica. Nelle lesioni con versamento
pleurico, la video-toracoscopia, tecnica piu recente, permette non solo di confermare I'eventuale
interessamento pleurico neoplastico ma anche di ottenere una tipizzazione della lesione.

» TC o TAC (tomografia assiale computerizzata): valuta con sufficiente accuratezza non solo il
parametro T ma anche I'N e riveste importanza primaria per la stadiazione extratoracica della
malattia, soprattutto a livello delladdome superiore (fegato, reni, surreni, linfonodi retroperitoneali) e
dellencefalo.

> Scintigrafia scheletrica e risonanza magnetica nucleare: utilizzate per definire il parametro M.

Sicuramente tra tutte questi tipi di indagini, piu 0 meno invasive, 'esame broncoscopico pud essere

considerato come esame di prima linea. Consente di effettuare una diagnosi precisa e allo stesso tempo

fornisce preziose informazioni sulla presenza di cellule tumorali anche ai linfonodi ilo-mediastinici, dato di

fondamentale importanza per la valutazione dell'estensione di malattia (stadiazione della neoplasia). Le

lesioni periferiche sub-pleuriche di diametro fino a 2 cm possono essere asportate mediante video-
chirurgia che ne permette la diagnosi. Una volta accertata la diagnosi cito-istologica occorre stabilire la
reale estensione clinica intra ed extra-toracica della neoplasia: I'iter diagnostico e stadiativo sono
strettamente connessi tra loro. La tomografia ad emissione di positroni (PET) ¢ utile nella diagnosi
differenziale tra cancro polmonare recidivo o persistente e la fibrosi postattinica in pazienti
precedentemente sottoposti alla radioterapia.
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LA STADIAZIONE (SISTEMA TNM)

Ottenuta la diagnosi cito-istologica di neoplasia polmonare, & necessario valutare I'esatta estensione
della malattia e cioe definirne una classificazione clinica in Stadi (Mountain, 1997; Massion et Carbone,
2003). La stadiazione (staging), raggruppando i pazienti in gruppi omogenei, & utile per una
programmazione terapeutica piu appropriata, una formulazione prognostica piu precisa e un confronto
dei risultati delle diverse casistiche. Effettuata in corso di terapia documenta la risposta od evidenzia
eventuali recidive della malattia (re-staging).

Il Sistema TNM: applicabile a tutte le sedi anatomiche, descrive I'estensione anatomica del tumore,
basandosi sulla valutazione di 3 componenti:

T - identifica 'estensione del tumore primitivo.

N - identifica I'estensione di metastasi nei linfonodi regionali.

M - identifica 'assenza o la presenza di metastasi a distanza.

L'aggiunta di numeri arabi a queste tre componenti indica I'estensione del tumore, cioé:

-T0, T1,T2, T3, T4

-NO, N1, N2, N3

- MO, M1

Alle categorie T,N,M sono associati diversi stadi, indicati con i numeri romani: 0 (carcinoma in situ), I, Il
lll, IV (metastasi a distanza). La stratificazione adottata & tale da assicurare, per quanto possibile, che
ogni stadio sia abbastanza omogeneo nei confronti della sopravvivenza.

Per ogni sede sono descritte due classificazioni, cioe:

1. Classificazione clinica (classificazione clinica pre-trattamento), indicata come TNM (o cTNM), basata
sui dati raccolti prima del trattamento, attraverso I'esame obiettivo, le tecniche d'immagine, I'endoscopia
bronchiale, le biopsie ed altri esami specifici ed ¢ utile per discutere le indicazioni al trattamento primario.
2. Classificazione patologica (classificazione istopatologica o post-chirurgica) indicata come pTNM,
basata sui dati derivati dallintervento chirurgico e dagli esami isto-patologici sul pezzo operatorio. La
classificazione patologica non sostituisce quella clinica. E’ utile per avere informazioni sulla prognosi e
puo essere anche utilizzata in alcuni casi per decidere 'impiego di una terapia adiuvante.

A queste informazioni si possono aggiungere quelle derivate dall'analisi microscopica circa il grado di
differenziazione cellulare, il Grading istopatologico, di importante valore prognostico. Esso si basa
sullanalisi di 3 parametri: differenziazione citologica delle cellule tumorali, n° di mitosi e presenza di

atipie nucleari.

GX | Il grado di differenziazione non puo essere definito.
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G1 | Ben differenziato.

G2 | Moderatamente differenziato.

G3 | Poco differenziato.

G4 | Indifferenziato.

Tabella 1. Il Grading tumorale. Grading 1 e 2 : neoplasie a “basso grado”di malignita; Gradi 3 e 4: ad “alto grado” di
malignita. Il grado non & applicabile al mesotelioma pleurico ed ad altri tipi tumorali.

Il Sistema TNM e la neoplasia polmonare & necessaria prima di tutto la verifica istologica del tumore
ed i casi vanno considerati separatamente in base al tipo istologico. La forma istologica neuroendocrina
a piccole cellule (SCLC) presenta infatti una stadiazione differente dalle forme di origine epiteliale
(NSCLC). La classificazione TNM, aggiornata sino alla sua 5° edizione, prevede sia la classificazione
clinica che la patologica (Sobin et al.,1997) (le categorie pT, pN e pM corrispondono alle categorie T, N e
M). Di seguito & riportata la stadiazione per NSCLC:

T- Tumore primitivo

X Il tumore primitivo non pud essere definito, oppure ne & provata l'esistenza per la
presenza di cellule atipiche nell'escreato o nel liquido di lavaggio bronchiale, ma non &
visualizzato con le tecniche per immagini o con la broncoscopia

TO0 Non segni del tumore primitivo
Tis Carcinoma in situ
T Tumore di 3 cm 0 meno nella sua dimensione massima, circondato da polmone e da

pleura viscerale, e alla broncoscopia non si rilevano segni d’invasione piu prossimale
del bronco ilare (per es. non nel bronco principale)*

T2 Tumore con una qualsiasi delle seguenti caratteristiche di dimensione o estensione:
- superiore a 3 cm nella dimensione massima

- interessamento del bronco principale, 2 cm o piu distalmente dalla carina

- invasione della pleura viscerale

- associato ad atelectasia o polmonite ostruttiva che si estende alla regione ilare, ma
non interessa il polmone in toto

T3 Tumore di qualunque dimensione che invade direttamente una delle seguenti strutture:
parete toracica (inclusi i tumori del sulcus superiore), diaframma, pleura mediastinica,
pericardio parietale; oppure tumore del bronco principale a meno di 2 cm distalmente
alla carina, ma senza interessamento della carina stessa; oppure associato ad
atelectasia o polmonite ostruttiva in toto

T4 Tumore di qualunque dimensione che invade direttamente una delle seguenti strutture:
mediastino, cuore, grossi vasi, trachea, esofago, corpi vertebrali, carina; oppure
nodulo(i) neoplastico(i) separato(i) nello stesso lobo** oppure tumore con versamento
pleurico maligno*™*

Tabella 2. Categoria T delle neoplasie polmonari NSCLC.
*T1=tumore a diffusione superficiale, poco frequente, di qualunque dimensione, con componente invasiva limitata alla parete
bronchiale, che pud estendersi prossimalmente al bronco principale.
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** | noduli nel polmone ipsilaterale al tumore primario, non contenuti nello stesso lobo sono classificati come M1.

“*La maggior parte dei versamenti pleurici associati al carcinoma polmonare & dovuta alla neoplasia. Tuttavia in alcuni
pazienti si hanno esami citopatologici del liquido pleurico (non ematico e non essudativo) ripetutamente negativi. Quando
questi dati ed il giudizio clinico indicano che il versamento non & neoplastico, esso dovrebbe essere escluso come elemento
per la stadiazione ed il paziente deve essere classificato come T1, T2 o T3. La categoria T2 include sia il tumore che infiltra la

membrana elastica della pleura viscerale che il tumore presente sulla superficie della pleura viscerale.

N-linfonodi: 'esame istologico di un pezzo operatorio ottenuto con una linfoadenectomia ilare o
mediastinica include di norma 6 o piu linfonodi (linfonodi regionali, intratoracici, mediastinici,

peribronchiali ed ilari).

NX I linfonodi regionali non possono essere definiti

NO Assenza di metastasi nei linfonodi regionali

N1 Metastasi nei linfonodi omolaterali peribronchiali e/o omolaterali ilari e
Intrapolmonari, comprendendo anche l'interessamento per estensione diretta

N2 Metastasi in linfonodi mediastinici omolaterali /o sottocarinali

N3 Metastasi nei linfonodi mediastinici controlaterali, negli ilari controlaterali,
negli scalenici o nei sovraclaveari omo- o controlaterali

Tabella 3. Categoria N delle neoplasie polmonari NSCLC.

M- metastasi: gli organi bersaglio del tumore polmonare come sedi di interessamento metastatico sono
il fegato, le surreni, il cervello (10% dei pazienti presenta metastasi cerebrali alla diagnosi mentre nel 25-
35% dei casi esse si sviluppano nel corso della malattia), le ossa (nel 20-50% dei pazienti, soprattutto
alle vertebre, con fratture ossee nel 10% dei casi), la cute, le localizzazioni al di fuori del lobo interessato
dalla neoplasia primitiva ed i linfonodi addominali, ascellari ed inguinali. Si procede ai fini della
stadiazione alla valutazione della TC addome completo ed encefalo ed esame scintigrafico “total
body” che segnala eventuali secondarismi ossei. Questa indagine utilizza come mezzo rilevatore dei
composti fosfatici marcati con 9%mTC (tecnezio) che vengono captati dal tessuto osseo (le aree di
ipercaptazione corrispondono ad un aumento dell’attivita osteoblastica che accompagna i fenomeni di
osteolisi metastatica). Tale metodica & piu sensibile della radiografia standard e puo anticipare di 4-6
mesi l'individuazione delle metastasi, ma ha bassa specificita. Se necessario € possibile ricorre alla PET
(Giorgetti et al., 2002). Queste metodiche permettono I'acquisizione di immagini a carattere biochimico-
metabolico. La rilevazione della captazione dell''8F-deossiglucosio (FDG), somministrato endovena,
associata al metabolismo glucidico € un efficace mezzo di dimostrazione della presenza di tessuto vitale
mediante PET. La cellula neoplastica metabolizza piu rapidamente rispetto alle cellule normali 'FDG,

fosforilandolo a FDG-P e 'accumulo intracellulare del tracciante corrisponde di solito a metastasi spesso
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occulte. Recentemente nei pazienti con NSCLC resecabile (stadi | ell) la scintigrafia ossea & eseguita
solo in presenza di dolore 0sseo e/o alterazioni di alcuni esami ematici (calcemia e fosfatasi alcalina)
mentre per i SCLC viene sempre eseguita essendo questo istotipo gia metastatico alla diagnosi in oltre
2/3 dei casi. Anche la TC dell’encefalo dovrebbe essere eseguita solo in presenza di sintomi neurologici
0 in caso di sospetto SCLC. La risonanza magnetica nucleare (RMN) viene utilizzata per la ricerca di

metastasi midollari della colonna vertebrale e di lesioni molto piccole encefaliche.

MX | La presenza di metastasi a distanza non puo essere definita

MO Assenza di metastasi a distanza

M1 Presenza di metastasi a distanza sono compresi noduli neoplastici (unici o multipli) separati in
un altro lobo (omo- o controlaterale)

Tabella 3. Categoria M delle neoplasie polmonari NSCLC.

La definizione dei vari parametri (T, N, M e/o pT,pN,pM) consente di attribuire ad ogni paziente uno
stadio clinico (essenziale per scegliere e valutare la terapia) ed uno patologico (da indicazioni utili per la

prognosi e per valutare i risultati finali) di malattia (Tabella 4a).

Carcinoma occulto X NO MO
Stadio 0 Tis NO MO
Stadio IA T1 NO MO
Stadio IB T2 NO MO
Stadio lIA T1 N1 MO
Stadio IIB T2 N1 MO

T3 NO MO
Stadio IlIA T N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadio llIB Ogni T N3 MO
T4 ogniN MO
Stadio IV Ogni T ogniN M1

Tabella 4a. Stadiazione TNM del carcinoma polmonare NSCLC.

La revisione della classificazione TNM da parte dell’ Unione Internazionale contro il Cancro (UICC) nel
1997 (Mountain, 1997) correla meglio con la prognosi per pazienti di NSCLC (Tabella 4b) (Pasini et al.,
2003).

Soprawvivenza %
Stadio TNM
A 1anno a 3 anni a5 anni
1A 94 80 67
1B 87 67 57
A 89 66 55
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IIB 73 46 39
A 64 32 23
liB 34 7

Stadio IV 19 2 1

Tabella 4b. Sopravvivenza a 1, 3, 5 anni suddivisa per stadio di neoplasia NSCLC.

Per quanto riguarda la stadiazione SCLC (Micke et al, 2002), la dizione comune prevede la

differenziazione in:
+ malattia limitata: tumore localizzato ad un emitorace anche con coinvolgimento dei linfonodi ilari
omolaterali 0 omo e controlaterali mediastinici e sovraclaveari con 0 senza versamento pleurico

omolaterale. Corrisponde agli stadi IA-IIIB della classificazione TNM.

3

%

malattia estesa: 63% all'esordio, tumore con metastasi polmonari controlaterali o a distanza (ossa,
fegato, cervello, surreni) o diffusione pleurica. Corrisponde allo stadio IlIB con versamento pleurico e
IV del TNM.
FATTORI PROGNOSTICI

Sono caratteristiche legate alla neoplasia ed al paziente, in grado di condizionare I'evoluzione della
malattia o di influenzare l'esito di un trattamento. | fattori determinanti la prognosi dopo lintervento
chirurgico di tumore polmonare comprendono lo stadio di malattia (dimensioni del tumore e la presenza o
meno di metastasi linfonodali), la classificazione patologica, il tipo istologico (I'epidermoide, un tipo di
NSCLC ben differenziato € il piu favorevole), stato di validita clinica della persona (performance status),
la presenza o meno di calo ponderale negli ultimi 4-6 mesi, I'eta, le terapie adiuvanti e neoadiuvanti
(quest'ultima allo stadio N2 sembra migliorare la curabilita chirurgica e la sopravvivenza), I'espressione di
geni correlati al cancro (Ki 67, K-ras, bcl-2, FHIT e telomerasi,..) cosi come i valori ematici di alcuni
markers tumorali e di malattia [es. antigene carcinoembrionale (CEA) e il polipeptidico tissutale TPA;
cromogranina A, ProGPR, NSE, CYFRA 21-1 in SCLC; SPR1,..], la presenza di malattie concomitanti o
pregresse (es. la malattia ostruttiva cronica COPD e la polmonare interstiziale), I'abitudine al fumo e
I'atteggiamento psichico (Osaki et al., 2001 et 2004; Junker, 2001; Wallace et al., 2003; Wu et al., 1999;
Taga et al., 1999; Komiya et al., 2000; Wang et al., 2000 et 2002; Pasini et al., 2002; Sekine et Fujisawa,
2003; Buccheri et Ferrigno, 1995 et 2004, Svobodnik et al., 2004; Yokota et Kohno, 2004; Taneja et
Sharma, 2004; Destro et al., 2004; Meert et al., 2004; Tomida et al., 2004). Lo stato patologico
(specialmente lo stato N) & il fattore piu influente per la ricorrenza del tumore, la metastatizzazione ed |l
tempo di soprawvivenza. La TC di torace, addome e cranio ha dimostrato un potere predittivo
delloperabilita nel 77% dei casi, lievemente maggiore di quello del test TPA (65%) e CEA (69%) e
quest'ultimo si ¢ rivelato piu predittivo di ogni altro metodo nel pronosticare la possibile recidiva post-
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chirurgica (correttezza diagnostica complessiva: 83%). Per i pazienti in stadio Ill e IV sono sicuramente
fattori prognostici il performance status, la presenza o meno di calo ponderale, la presenza di metastasi e
la loro localizzazione. In uno studio condotto su campioni di NSCLC ottenuti da pazienti operati e senza
altro tipo di trattamento, & stato evidenziato un effetto cooperativo tra attivita telomerasica e
I'espressione di p16 nella valutazione prognostica, specialmente agli stadi | e Il (Gonzales-Quevedo et
al., 2002). E stata evidenziata inoltre un’associazione tra neoplasia polmonare e presenza di ripezioni
minisatellite disposte in tandem e polimorfiche (denominate MNS 16A) nella regione downstream del
gene per la telomerasi (Wang et al., 2003).
LA TERAPIA

La pianificazione di un trattamento e possibile solo dopo un’adeguata stadiazione del paziente.
L’approccio al paziente deve essere multidisciplinare e gli interventi terapeutici possibili sono suddivisi in
tre diverse modalita: Terapia Chirurgica, Terapia Medica e Radioterapia (Nosenzo et Tassi, 2000; Di
Mari A.).

Carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC):

> Trattamento chirurgico: in quanto asportazione completa della neoplasia, & considerata I'unica vera
possibilita di guarigione. | pazienti considerati operabili sono allo stadio I - Il - llIA, gli esclusi, con
rare eccezioni (chirurgia “palliativa” o di salvataggio in caso di ascessualizzazione della neoplasia o
sanguinamento incontrollabile nelle vie aeree), allo stadio llIB e IV. Per i casi allo stadio I e Il il
trattamento chirurgico non & preceduto o seguito da polichemioterapia né radioterapia. Il paziente
viene seguito con uno stretto follow-up e la sopravvivenza a 5 anni € stimata essere tra il 60-85 %
per lo stadio | e tra il 40-60 % per il |l stadio. Per i pazienti allo stadio llIA, il primo approccio e dato
dallintervento chirurgico con resezione in blocco del polmone e delle strutture invase dalla
neoplasia. La sopravvivenza a 5 anni a questo stadio si attesta intorno al 30 — 40 %. Una metanalisi
basata su 52 studi randomizzati ha dimostrato come l'associazione chirurgia+CT rispetto alla sola
chirurgia conferisca un vantaggio assoluto di sopravvivenza a 5 anni del 5% (NSCLC Collaborative
Group, 1995). La chirurgia conserva il suo ruolo elettivo anche in presenza di recidive polmonari
locali o di un secondo tumore polmonare, quando la lesione & radicalmente asportabile.

> Trattamento chemioterapico: attualmente il suo ruolo é triplice e gli obiettivi con cui viene utilizzato
sono diversi (Gridelli et al., 2003). Si pud parlare di:

% Chemioterapia neoadiuvante: il trattamento viene utilizzato prima dell'intervento chirurgico allo
scopo di rendere asportabile completamente la lesione primitiva (stadio IIIA N2 e [lIB) con la
riduzione del volume tumorale ed inducendo un “down-staging” (sottostadiazione) della neoplasia

(40-50% dei casi), ridurre il rischio di recidive locali e garantire una protezione verso eventuali
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micrometastasi minimizzando inoltre la possibilita di diffusione di cellule tumorali vitali in seguito
allintervento chirurgico. Con questo trattamento il 20% circa degli operati rimane libero dalla malattia

a 5 anni. Vengono utilizzati schemi di polichemioterapia da 2 a 4 cicli con derivati del platino,

gemcitabina, vinorelbina. Questo tipo di terapia € molto promettente per il futuro prossimo e sono

attualmente in corso studi atti a valutarne I'efficacia anche negli stadi precoci resecabili (Stadio | e II).
Chemioterapia adiuvante: prevede la somministrazione di una terapia sistemica dopo intervento
chirurgico o radioterapico radicale a scopo di consolidamento, data l'alta incidenza di ripresa di
malattia dopo chirurgia radicale. Prevede schemi di polichemioterapia comprendenti cisplatino. Nel
post-operatorio dei pazienti allo stadio IlIIA & sempre eseguita la polichemioterapia adiuvante. I
fallimento di una terapia post-operatoria basata su schemi storici € stato decretato (Keller et al.,
2000) e recentemente confermato dal trial ALPI (Adjuvant Lung Project Italy) (AIOM del 2002) ma
associando tale CT alla RT negli stadi IllA e IlIB i risultati migliorano: 71% resezioni radicali, 39%
down-staging e 20% di sopravvivenza a 6 anni (Albain et al., 1999). L'utilizzo di altre combinazioni di
farmaci ha dato percentuali di risposta diverse: 77.5% con Gem e Cis; 59% con paclitaxel e
carboplatino (EORTC: Van Zanaviik et al., 1998; O’Brien Metal, 1999). Attualmente sono in corso
ampi studi randomizzati in Canada (NCI-C), in Inghilterra (BLT), in Francia (ANITA 01 e ANITA 02) e
lo studio IALT (International Ajuvant Lung Cancer Trial). Concludendo quindi ad oggi la terapia
adiuvante risulta proponibile solo nel’ambito di ampi trial clinici controllati e nel caso di malattia
residua macro-microscopica (radioterapia+/-chemioterapia).

Chemioterapia per la malattia avanzata o palliativa: in caso di non resecabilita della neoplasia,
non operabilita del paziente, neoplasie allo stadio IlIB e IV. |l suo ruolo & rivolto alla riduzione della
massa tumorale, alleffetto palliativo dei sintomi ed al miglioramento della qualita di vita. Va eseguita
in pazienti in buone condizioni generali, senza fattori di co-morbilita (malattia cardiovascolare,
patologia epatica o renale) e con il loro consenso. Per lo stadio IlIB il trattamento standard prevede
CT e RT sequenziali o concomitanti (Nguyen et al., 1999) con aumento della sopravvivenza media di
18-20 mesi e significativa riduzione di metastatizzazione rispetto all'utilizzo della sola RT. I
trattamento chemioterapico € gravato da fenomeni di tossicita che si manifestano soprattutto come:
mielotossicita, tossicita gastro-enterica, neurologica periferica, renale, alopecia. Il trattamento
prevede:

fino a 70 anni d’eta: polichemioterapia con cisplatino (associazioni con cisplatino, gemcitabina,

vinorelbina, etoposide, taxani, irinotecan, topotecan)

oltre i 70 anni d’eta: monochemioterapia a base di gemcitabina o vinorelbina. Si esclude il cisplatino

per la grande tossicita, soprattutto renale.
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Le associazioni polichemioterapiche (Cis+Gem; Cis+Vinorelbina; Carboplatino+Paclitaxel) sono il
gold standard dal '90, avendo dimostrato in studi randomizzati la loro superiorita rispetto ai regimi
classici dellinizio degli anni ‘80 (Mitomicina C+lfosfamide+Cis; Mitomicina C+Vindesina+Cis;
Cis+Vindesina; Cis+Etoposide) che davano risposta obiettiva solo nel 15-20% dei casi se impiegati
singolarmente, 30-40% se in combinazione (Crino et al., 1999; Le Chevalier et al., 1994, Cardenal
et al., 1999). | dati di diversi trials clinici hanno confermato la superiorita di efficacia terapeutica della
combinazione di 2 farmaci (polichemioterapia) rispetto alla monoterapia nel trattamento di NSCLC in
stadio avanzato. Si & giunti cosi ad un tempo mediano di soprawvivenza di circa 11 mesi,
sopravvivenza ad 1 anno del 35-40% e risposte obiettive oscillanti tra il 30% ed il 60%. La
combinazione Gem/Cis ha dimostrato in trials clinici randomizzati una efficacia confrontabile con
quella di Vinorelbina/Cis, paclitaxel/Cis, paclitaxel/carboplatino o docetaxel/Cis risultando il tipo di
trattamento migliore, in un ottica di costo-beneficio, come prima linea di trattamento in Europa
(Scagliotti et al., 2002, Schiller et al., 2004). Le uniche differenze erano nel profilo di tossicita:
CDDP+VNR dava mielotossicita piu spiccata, CDDP+Gem trombocitopenia e carboplatino+paclitaxel
alopecia e neuropatie. Il trattamento di prima linea consigliabile per NSCLC in stadio avanzato
comprende quindi derivati del platino e gemcitabina per 5 cicli. In pazienti con prognosi meno
favorevole & indicata una monochemioterapia oppure una combinazione a basso profilo di tossicita,
escludendo quindi il cisplatino, oppure un solo trattamento sintomatico. Il trattamento di seconda
linea da attuarsi in seguito alla progressione della malattia, prevede di regola l'utilizzo di tassani
(Docetaxel) (Shepherd et al., 2000; Fossella et al., 2000), vinorelbina e gemcitabina, tutti farmaci di
terza generazione. Nuovi antimetaboliti somministrati da soli o in combinazione hanno
recentemente cambiato I'approccio terapeutico. Uno di essi, il pemetrexed (Alimta), inibitore
della timidilato sintetasi a base di folato, in trials clinici per il trattamento di seconda linea di pazienti
con NSCLC si e dimostrato efficace, ben tollerato ed utilizzabile sia come monoterapia sia in
combinazione con altri agenti ad alte dosi, mentre in pazienti di mesotelioma, somministrato in
associazione con il cisplatino, ha incrementato la risposta, la sopravvivenza e migliorato la qualita
della vita. | suoi effetti tossici risultano minimizzati con la supplementazione di folati e vitamina B12
(Bunn, 2004). Il pemetrexed & attualmente utilizzato nella terapia del mesotelioma presso
I'Ospedale “Maggiore della Carita” di Novara e tale struttura ospedaliera sara coinvolta, dal
Gennaio 2005, nell’attuazione di un trial clinico che prevedera l'utilizzo di questo farmaco
come seconda linea di trattamento del NSCLC. In uno studio di fase Ill in cui si comparava
Putilizzo di pemetrexed vs docetaxel come seconda linea di trattamento il tempo di sopravvivenza

risultava paragonabile ma gli effetti collaterali erano significativamente meno frequenti e severi nei
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A

pazienti trattati con solo pemetrexed (Zinner et al., 2004). | risultati di un recente trial Taxotere vs
pemetrexed dimostrano un’efficacia simile ma minore tossicita per il pemetrexed. Un altro composto,
il gefitinib (Iressa™, ZD 1839) e stato recentemente approvato dall U.S. Food and Drug
Administration per il trattamento di NSCLC in stadio avanzato come terapia di mantenimento
durante il periodo successivo alla chemioterapia a base di composti del platino e docetaxel
(trattamento di prima linea) fino all’inizio del trattamento di seconda linea (Kris et al., 2000).
Tale terapia € attualmente utilizzata presso I'Ospedale “Maggiore della Carita”di Novara,
secondo un protocollo EORTC. | pazienti che meglio rispondono a questo tipo di trattamento sono i
non fumatori e quelli con istotipo tumorale broncoalveolare (Evans et al., 2004). Un alto grado di
risposta sembra associata alla presenza di mutazioni del recettore EGFR, bersaglio farmacologico di
Iressa™. La risposta al trattamento con gefitinib risulta inoltre correlata alla razza, con percentuali
del 28% nei pazienti giapponesi e del 10% nei caucasici, ed al sesso, essendo piu frequente nelle
Q.

Fotochemioterapia (terapia fotodinamica o endoscopica fotodinamica, fototerapia) PDT: in
fase di sperimentazione clinica per il trattamento di alcuni sottotipi di NSCLC allo stadio 0
(carcinoma in situ, malattia mini-invasiva) quando la CT e IRT non sono indicate. Consiste
nell'iniezione endovenosa di un farmaco fotosensibilizzante che viene assorbito da tutte le cellule
ma rimane piu a lungo in quelle tumorali le quali vengono uccise dall’ossigeno attivo prodotto dal
farmaco in seguito ad attivazione con luce laser. Viene anche impiegata come trattamento palliativo
per tumore allo stadio IV nei casi di ostruzioni bronchiali, riducendo la dimensione del tumore e
liberando le vie aeree.

Trattamento radioterapico: erogazione di radiazioni ionizzanti elettromagnetiche e corpuscolari per
produrre effetti chimici e biologici ed in particolare I'uccisione delle cellule tumorali entro il volume
irradiato.

Curativo:

radioterapia pre-operatoria (neo-adiuvante): per ridurre le dimensioni della massa neoplastica,

aumentare la resecabilita chirurgica (efficacia pari al 50%) e ridurre la diffusione metastatica. Non ha
impatto significativo sulla sopravvivenza. Nei T3 (IllA e 1lIB) 'associazione di RT preoperatoria (30-50
Gray) con la chemioterapia ha dimostrato di migliorare la prognosi a distanza, probabilmente per
I'effetto su micro-metastasi gia presenti alla stadiazione pre-chirurgica ma non evidenti per il limite di
risoluzione delle metodiche di indagine disponibili, e maggior efficacia nel controllo della malattia
stessa (riduzione di stadio al pTNM).
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post-operatoria (adiuvante): per ridurre le recidive locoregionale (31% di recidive dopo sola chirurgia

vs 3% dopo RT). Viene utilizzata nei casi N+, alle dosi di 45-50 Gy ma ['efficacia & dubbia e non ha
impatto sulla sopravvivenza.

radioterapia radicale: utilizzata negli stadi | e Il e quando esistono controindicazioni mediche alla

chirurgia. La sopravvivenza a 2 anni risulta del 17% ed a 5 anni del 25-30%. Le dosi sono 180-200
cGy per frazione fino alla dose totale di 60-65 Gy che puo dare tossicita al midollo, al cuore con
fibrosi del miocardio, al polmone con polmonite attinica che puo evolvere in fibrosi polmonare. Per gli
stadi IlIA e llIB viene associata alla chemioterapia (Cis, Carboplatino, Bleomicina, Endoxan,
Vinorelbina, Etoposide, CPT11, Topotecan, Taxani, Gemcitabina che e radiosensibilizzante) per
aumentare la risposta locale e ridurre le metastasi a distanza con un incremento assoluto della
sopravvivenza a 5 anni del 2% e tempo di sopravvivenza mediana di 19,2 mesi vs 14,6 mesi ottenuti
con la sola RT. Con tale associazione RT+CT circa il 40-50% dei pazienti curati sopravvive ad 1
anno.

Palliativo: per lo stadio IV di malattia (nel 52% dei casi risoluzione dei sintomi, sopravvivenza media
5-6 mesi), per il trattamento di sindrome mediastinica, progressione del tumore primitivo dopo
chemioterapia, metastasi ossee, metastasi encefaliche. Dosi: 30 Gy/10 frazionamenti; 20 Gy/5

frazionameti.

Nonostante i grandi progressi nelloncologia medica grazie allavvento dei nuovi farmaci ed

allaffinamento delle tecniche chirurgiche e radioterapiche, 'aumento di sopravvivenza globale negli ultimi
15 anni & passato dall'8% al 15% (vd. Tabella 4b), considerando inoltre che il 70% di NSCLC si riscontra

in fase localmente avanzata (40%) o metastatica (30%).

Carcinoma a piccole cellule (SCLC) o microcitoma : si caratterizza e diversifica dalle altre neoplasie

polmonari per il comportamento biologico particolarmente maligno e per il diverso approccio terapeutico

che richiede.

>

>

Trattamento chirurgico: utilizzato nelle forme localizzate a volte anche come momento diagnostico,
non modificando 'andamento prognostico della malattia stessa.

Trattamento chemioterapico: lo SCLC & principalmente una neoplasia chemiosensibile ed il
fenomeno della chemioresistenza, molto frequente, sembra collegato ad un effetto protettivo della

matrice extracellulare (mediato dalle integrine) (Buttery et al., 2004). La terapia di elezione risulta

quindi essere il trattamento CT/RT. In questo campo, la polichemioterapia ha sicuramente migliorato

i tassi di remissione completa da malattia (30-50% per le forme intratoraciche e 15-30% per le forme
estese) e la sopravvivenza. La chemioterapia viene dunque eseguita a tutti gli stadi anche se la

durata della risposta & breve, di circa 6-8 mesi (Pasini et al., 2002). E raro osservare ulteriori
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miglioramenti dopo 12 settimane di terapia. E importante Iefficacia della terapia di prima linea
perché in questo tipo di tumore le terapie di seconda linea non dimostrano la stessa efficacia.
La sopravvivenza mediana si stima essere di 14-20 mesi per la malattia limitata e 8-13 mesi per
quella estesa. Nella malattia limitata la sopravvivenza a 2 anni dipende dall’estensione intratoracica
e dalla possibilita di effettuare trattamenti combinati di CT e RT ed & ~ del 10-40% ed a 5 anni del 6-
12%. Il ruolo della chemioterapia nella malattia estesa risulta palliativo, con un tasso di risposte
totali del 65-85%, una mediana di sopravvivenza inferiore ai 12 mesi, una sopravvivenza a 2 anni
dello 0-5%. In specifico, in base allo stadio di malattia, la terapia prevede:

Stadio I-lI: sono meno del 10 % dei casi. La chemioterapia adiuvante permette una sopravvivenza a
5 anni del 35-40%, se invece e eseguita come neoadiuvante, la sopravvivenza a 5 anni si sposta tra

il 35% e il 60%. La cura chemioterapica standard si basa su: cisplatino o carboplatino con etoposide

esequito per 4 cicli

Stadio llIA-IIIB e IV: & valida la stessa associazione di farmaci che si applica agli stadi | e II. Per lo
stadio IV la CT palliativa si esegue per 6-8 cicli. Il regime per la malattia estesa precedente
allintroduzione dello schema di prima linea Cis+Etoposide, ossia Ciclofosfamide, Adriamicina e
Vincristina (CAV)e ora utilizzato come seconda linea di trattamento in questo tipo di patologia,
essendo risultato meno tollerato ed efficace (51% di risposte vs 61%) (Roth et al., 1992). Non e
dimostrata comunque I'utilita di una terapia di mantenimento. Nel caso in cui il paziente abbia piu
di 70 anni & necessario sostituire nel piano di trattamento di prima linea il cisplatino con carboplatino
per ridurre il grado di tossicita del trattamento. Altri farmaci si sono dimostrati attivi sul microcitoma
tra cui la Vinorelbina (Gridelli et al., 1998), il Docetaxel ed il Topotecan. La maggiore tossicita
riscontrata con tali regimi polichemioterapici &€ ematologica (leucopiastrinopenia ed anemia) e
gastroenterica (nausea e vomito); quella neurologica periferica € correlata all'utilizzo degli alcaloidi
della vinca ed al cisplatino. L'effetto della chemioterapia sulla malattia in recidiva, contrariamente ai
trattamenti di prima linea, € meno evidente: le probabilita di ulteriore risposta sono direttamente
correlate con la lunghezza del periodo libero da progressione.

Trattamento radioterapico: pud essere impiegato, con le stesse considerazioni espresse per il
NSCLC, come radioterapia palliativa dei sintomi o delle metastasi e con finalita profilattica
sullencefalo (all'esordio il 10% dei pazienti presenta metastasi cerebrali e con questo trattamento si
riduce la frequenza di tale metastatizzazione dal 24% al 6% ma non ha impatto sulla sopravvivenza)
e di consolidamento dopo chemioterapia primaria (dose suggerita 45-50 Gy). L'elevata incidenza di
ripresa locoregionale (oltre 80% di recidive toraciche dopo la sola CT) nella malattia limitata

giustifica limpiego della RT curativa associata a polichemioterapia (CT). Questo approccio
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terapeutico ha ridotto la probabilita di ripresa di malattia al 36%, con sopravvivenza a 2 anni del 15-
35%. In questi ultimi anni la RT viene utilizzata tra il primo ed il secondo ciclo chemioterapico.

In conclusione i farmaci chemioterapici utilizzati per i tumori polmonari si dividono in:

++ Alchilanti: ciclofosfamide (Endoxan®) per Ca polmonare; isofosfamide (Holoxan®; Ifex®) per Ca.
bronchiale.

+ Antibiotici: doxorubicina HC1 (Adriamicina®, Adriblastina®) ed epirubicina (Farmorubicina®) per
Ca. polmonare; Mitomicina C (Mitimycin C®) per adenocarcinoma polmonare.

% Antimetaboliti: gemcitabina (Gemzar®) e pemetrexed (Alimta®) per NSCLC localmente avanzato o
metastatico; metotrexato (Metotrexate®) e tegafur (Citofur®) per Ca. polmonare.

% Alcaloidi: docetaxel (Taxotere®) per Ca. polmonare; etoposide o VP16 (Vepesid®) per SCLC;
paclitaxel (Taxolo®) per NSCLC avanzato; teniposide (Vumom®) per microcitoma polmonare;
vinorelbina (Navelbine®, la cui nuova formulazione prevede la somministrazione orale) per NSCLC;
vincristina (Oncovin®) per SCLC.

+ Platino derivati: cisplatino (Platinex®, Platamine®) per SCLC; carboplatino (Paraplatin®) per Ca.
polmonare; nedaplatino (derivato di seconda generazione del platino con minore tossicita midollare,
in trials clinici).

+¢ Altri: Irinotecan o CPT-11 (Campto®) per Ca. polmonare (in trials clinici in Italia); topotecan
(Hycamtin®) per Ca. pomonare.

Le principali linee di tendenza emerse dal dibattito scientifico nel 10° WCLC di (Vancouver, 2003),

sono:

» Una maggiore estensione all'indicazione alla CT, oggi sempre piU spesso praticata nei pazienti
“elderly” (anziani) o “unfit” (con condizioni cliniche scadute) od in situazioni cliniche particolari come
nel caso della CT “adjuvante” e “neo-adjuvante” o delle “CT di 2° e 3° linea”.

* Una certa liberta di sostituire i derivati del platino con uno qualunque dei nuovi farmaci di terza
generazione (gem, taxani, vinorelbina, irinotecan, topotecan,..) attivi sia su NSCLC che su SCLC. La
chemioterapia con questi nuovi farmaci viene sempre piu spesso utilizzata anche come seconda
linea, di solito in monoterapia, e nei pazienti ultrasettantenni.

» Un uso sempre piu frequente di schemi di somministrazione ravvicinati (settimanali, bisettimanali).

Prospettive future: nuovi approcci terapeutici, quali la terapia genica,l'utilizzo di anticorpi monoclonali

diretti contro fattori di crescita e recettori (es. Herceptin® ¢ in fase di sperimentazione su Ca polmonare;

Erbitux® diretto contro EGFR), modulatori della trasmissione del segnale (es. OSI 774 e ZD

1839=Iressa™, gia in fase di sperimentazione clinica e diretti contro il recettore tirosina-chinasico EGFR)

(Perez-Soler, 2001; Kris et al., 2000), inibitori del’angiogenesi (con bersaglio preferito il VEGF), vaccini
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(es. l'antigene carcinoembrionario peptidico-1 o CAP-1; BEC-2, molecola in fase Il di studio creata
dallingegneria genetica e che imita la forma dellantigene tumorale GD3 iperespresso nel tumore),
modulatori dellapoptosi, inibitori del ciclo cellulare (es. CI-994, un nuovo farmaco in via di
sperimentazione che inibisce la sintesi degli istoni 2A e 2B e la loro deacetilazione) (Lo Russo et al.,
1996) e nuovi composti farmacologici (es. Pemetrexed Disodico in studio di fase Il, dimostratosi attivo nel
mesotelioma pleurico) (Postmus et Green, 1999) sono in fase di sperimentazione per ottenere un
trattamento piu efficace che porterebbe ad una prognosi migliore (Zochbauer- Muller et Minna, 2000;
Gridelli et al., 2004).
ESAME IMMUNOISTOCHIMICO DI MARKERS SPECIFICI IN PREPARATI ISTOLOGICI
Le indagini anatomo-patologiche di routine, alla ricerca di markers specifici di neoplasia polmonare, sono
rivolte allidentificazione di:
> Citocheratine (CK): (~ 20 tipi diversi), particolarmente importanti per confermare la presenza di un
carcinoma. Nel caso specifico, permettono la diagnosi differenziale tra un adenocarcinoma primitivo
polmonare da una localizzazione secondaria polmonare di un adenocarcinoma (ad es. colo-rettale).
L’adenocarcinoma primitivo polmonare € nella maggior parte dei casi CK 7 positivo e CK 20
negativo. Il contrario avviene per adenocarcinoma colo-rettale (Rubin et al., 2001).
> Enolasi neurono-specifica (NSE), Cromogranina e Sinaptofisina: sono marcatori specifici del
fenotipo neuroendocrino di alcuni istotipi neoplastici quali il tumore carcinoide, il carcinoide atipico, il
carcinoma polmonare a piccole cellule e il carcinoma a grandi cellule con carattere neuroendocrino
(Au et al., 2004).
NEOPLASIE POLMONARI E TELOMERASI
La neoplasia polmonare rappresenta ad oggi un importante problema diagnostico. Il fallimento della
terapia, infatti, che si oggettiva nell'alto tasso di mortalita per cancro polmonare a livello mondiale, &
essenzialmente imputabile allassenza di metodiche efficaci di diagnosi precoce (American Cancer
Society, 2002; Tyczynski et al., 2003). Non € ancora stato riconosciuto, nella pratica clinica, I'utilizzo di
un test di screening, come riportato precedentemente, per la diagnosi di carcinoma polmonare in epoca
preclinica, che possa consentire un’effettiva riduzione della mortalita (Bach, 2003). Solo recentemente, a
tale riguardo, da alcuni studi eseguiti su soggetti ad alto rischio & emersa l'efficacia dell'applicazione di
TC Spirale e PET come screening (vd. sopra), ma la soluzione del problema diagnostico rimane ancora
irrisolto (Pastorino et al., 2003). La ricerca di tecniche d'indagine non invasive e l'ottimizzazione del
rapporto costo-beneficio, inoltre sono i principali criteri da rispettare nello sviluppo di nuove metodiche
diagnostiche. Un nuovo approccio metodologico basato su tecniche di biologia molecolare potrebbe

consentire l'identificazione di nuovi e piu selettivi markers tumorali. La cancerogenesi € un fenomeno
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complesso dove le alterazioni genetiche precedono la comparsa delle alterazioni cito-istologiche (Kaye,
2001). Risulta quindi auspicabile un’ampia valutazione in vivo delle relazioni esistenti tra gli eventi bio-
molecolari del processo di cancerogenesi e le evidenze cito-istologiche finora considerate come “gold-
standard” per la diagnosi di neoplasia (Dikmen et al., 2003). Dati consistenti indicano che una serie di
eventi molecolari che portano all'attivazione dell’'enzima telomerasi sono alla base di un processo di
tumorogenesi cellulare (Nugent et Lundblad, 1998; Liu, 1999; Masutimi et Hahn, 2003). Questo enzima,
quindi, & un marcatore tumorale la cui determinazione pud garantire alta sensibilita e specificita
diagnostica (Hiyama et al., 2002; Dhaene et al., 2000; Arinaga et al., 2000).

La telomerasi come marcatore diagnostico e prognostico di tumore polmonare.

L'attivita telomerasica € dimostrabile in oltre il 96% dei tumori maligni umani di ogni istotipo, mentre &
assente in campioni di tessuto non tumorale ed in neoplasie con prognosi benigna (Blackburn, 1992;
Rhyu, 1995; Meeker et Coffey, 1997: Lee et al., 1998; Wang et al., 2001). E stata riscontrata la presenza
di attivita telomerasica in ~ 85% delle piu comuni forme tumorali come il carcinoma della mammella, della
prostata, del polmone, del fegato, del pancreas e del colon e cio sottolinea la funzione chiave di questo
enzima nella patogenesi tumorale (Kim, 1997). La telomerasi puo risultare gia attiva ad uno stadio pre-
neoplastico o in altri casi la sua attivita aumenta gradualmente in parallelo alla progressione del tumore
(Shay et Bacchetti, 1997). hTERT & la subunita catalitica con funzione retrotrascrittasica responsabile
dell'attivita dell’enzima ed & espressa solo nelle cellule tumorali (ed in altri pochi tipi cellulari quali le
cellule staminali, linfociti,..) ed infatti il numero di molecole di mRNA di hTERT in una cellula normale
risulta al di sotto della sensibilita di una RT-PCR quantitativa (<0.004 molecole/cellula) (Ducrest et al.,
2001). Le altre componenti dellenzima (hTR e TEP1) sono invece espresse costitutivamente anche in
cellule non tumorali anche se a livelli piu bassi rispetto alle cellule neoplastiche (Harrington et al., 1997).
E’ stata dimostrata I'amplificazione del gene di hTERT, considerata come un meccanismo di “up-
regulation” positivo dei livelli di telomerasi, osservabile nel 31% delle linee cellulari tumorali e nel 30% dei
tumori primari (Meyerson et al., 1997; Soder et al. 1997; Kolquist et al., 1998; Wang et al., 2001; Mergny
et al., 2002; Saretzki et al., 2002). Dalle prime indicazioni ottenute circa la capacita della telomerasi di
sostenere il processo di immortalizzazione cellulare, si sono moltiplicati gli studi tesi a valutare, in vivo,
lattivita di questo enzima in campioni di pazienti portatori di neoplasia polmonare. L'espressione del
gene di hTERT, quantificato con RT-PCR, é risultata positiva in 16/19 (84.2%) casi di pazienti di
carcinoma polmonare (Ma et al., 2002). Le prime analisi dellattivita telomerasica sono state condotte su
pezzi istologici di tumori polmonari primitivi (Kim et al., 1994; Hiyama et al., 1995; Wang et al., 2000;
Volm et al., 2000; Kumaki et al., 2001; Chen et al., 2002; Hiyama et Hiyama, 2003). Uno studio si basava
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essenzialmente su un campione di 136 neoplasie polmonari ottenute da resezione chirurgica. L’attivita
telomerasica € stata evidenziata nel 80.1% dei 136 casi ed era massima in tutti i campioni relativi a
SCLC (11/11). Erano risultati positivi inoltre 4 dei 68 controlli negativi provenienti dagli stessi interventi.
Questo studio ha consentito di evidenziare la positivita marcata dell’attivita telomerasica
nell’istotipo tumorale SCLC rispetto al NSCLC che invece presentava ampia variabilita di tali
valori enzimatici (Hiyama et al., 1995). Dallo studio di pazienti portatori di NSCLC in stadio | di malattia
era gia stato affermato il ruolo dellattivita telomerasica come fattore prognostico, come indicatore di
sopravvivenza e quindi come possibile marcatore tumorale (Marchetti et al, 1999). L'esiguita del
campione perd non aveva consentito di ottenere dati statisticamente significativi riguardo alla
correlazione tra 'attivita enzimatica sul pezzo operatorio e l'istotipo tumorale. Non era stata evidenziata
alcuna correlazione significativa tra la dimensione della neoplasia e I'entita dellattivita telomerasica
mentre era rilevabile nellanalisi grading tumorale-telomerasi. L'attivita telomerasica e 'espressione di
hTERT risultano incrementare in relazione al fenomeno di cancerogenesi che comprende gli stadi di
trasformazione da epitelio bronchiale normale o bronchitico a metaplasia squamosa (33% +) e displasia
(35% +) a carcinoma squamocellulare (100% +) (Shibuya et al., 2001). Era gia stato infatti dimostrato
come la deregolazione dell'attivita telomerasica fosse un evento precoce nella patogenesi multistadio dei
carcinomi broncogeni e che un’intensa localizzazione focale dell'espressione di hTR, componente ad
RNA dell'enzima, nel carcinoma in situ potesse indicare un'imminente invasione (Yashima et al.,1997).
Uno studio recente attribuisce una significativita statistica come fattore prognostico, in pazienti di
NSCLC, allespressione di mRNA di hTERT, allo stato pN e allo stadio patologico di malattia (stadio p).
Inoltre la sopravvivenza a 5 anni per i pazienti con espressione di mRNA di hTERT alta 0 moderata
risulta rispettivamente del 46.9% e 77.9% (Fujita et al., 2003). Altri studi confermano i dati sopra riportati
dimostrando come sia [lattivita telomerasica che l'espressione di hTERT in NSCLC risultino
significativamente correlate con le metastasi linfonodali (NO vs. N1+2) e come lattivita telomerasica
correli con la differenziazione tumorale e lo stadio, ma non con altre variabili clinicopatologiche (Toomey
et al., 2001). | pazienti risultati positivi ad hTERT sopravvivevano per un periodo significativamente piu
breve rispetto ai negativi e la riattivazione della telomerasi sembra assumere il significato di fattore
prognostico negativo (Albanell et al., 1997; Hara et al., 2001; Wu et al., 2003). Parallelamente ad un
miglioramento delle conoscenze riguardo alla funzionalita e regolazione della telomerasi sono stati
condotti studi atti a valutare la presenza dellattivita telomerasica in campioni di escreato, di lavaggio
broncoalveolare (Yahata et al., 1998; Arai et al., 1998; Hess et Highsmith, 2002) e su campioni bioptici,
tra cui uno riguardante 52 casi di cui 42 clinicamente sospetti neoplastici (7 pazienti allo stadio IlIA, 24

pazienti allo stadio 1B e 8 allo stadio IV) (Sen et al., 2001). | risultati ottenuti, che suggerivano una
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significativa correlazione tra lo stadio di malattia e I'attivita telomerasica nell'escreato, nel BAL e nei
prelievi bioptici, devono essere perd rivisti considerando il tipo di campione, limitato per numero di casi e
non rappresentativo per tutti gli stadi di malattia. Nella casistica descritta mancavano inoltre indicazioni
relative agli istotipi tumorali. | pazienti con neoplasia polmonare sono stati essenzialmente suddivisi nei
due gruppi: SCLC e NSCLC. Su 41 neoplasie diagnosticate, il dosaggio enzimatico della telomerasi nel
BAL si & rivelato negativo in 12 pazienti (12/41), di cui 8 erano allo stadio IlIB. Di questi 8 casi, negativi
inspiegabilmente all'analisi dell’ attivita telomerasica condotta sul BAL, 7 campioni di escreato risultavano
positivi alla telomerasi e di questi solo 4 sono risultati positivi per cellule neoplastiche all'analisi citologica.
In conclusione per lo stadio di malattia IlIB I'analisi dell’escreato é risultata piu efficace per la
ricerca dell’attivita telomerasica rispetto all’utilizzo del BAL o all’analisi citologica. La sensibilita,
specificita e accuratezza diagnostica della determinazione dell’attivita telomerasica in tale studio erano
risultate rispettivamente dell’81.6%, 100% e 86.5% per i campioni di escreato, 68.4%,100% e 76.9% per i
BAL e 86.8%, 100% e 88.1% per le biopsie broncoscopiche. Uno studio piu recente condotto dallo
stesso gruppo ha evidenziato attivita telomerasica in 58.5% di campioni di escreato, 70% di BAL e 74%
di biopsie broncoscopiche, evidenzando la potenzialita di tale enzima come marcatore diagnostico non
invasivo (Sen et al., 2002). La possibilita di utilizzare un marcatore tumorale come la telomerasi nello
studio e nella diagnostica delle neoplasie polmonari assume particolare interesse se si pensa alla
difficolta diagnostica che si incontra in caso di primitivita polmonari periferiche. In questi casi, infatti,
lindagine broncoscopica non sempre garantisce 'ottenimento di materiale idoneo per la valutazione cito-
istologica, per problemi anatomici e strumentali. In queste condizioni il materiale idoneo nella valutazione
della composizione cellulare del polmone profondo potrebbe essere quello ottenuto dal lavaggio
broncoalveolare. Tale metodica é stata valutata in un gruppo di 29 pazienti sottoposti a broncoscopia per
sospetta neoplasia polmonare. Sono stati diagnosticati 22 tumori polmonari e 7 lesioni di natura non
neoplastica. Tra le patologie benigne ¢ stato riscontrato 1 ascesso polmonare e 1 caso di tubercolosi. |
pazienti in studio sono stati classificati in base alla istologia tumorale, e si & valutata I'entita dell’attivita
telomerasica e la positivita allanalisi citologica. Per la prima volta, uno studio sulla attivita telomerasica
legata alle neoplasie polmonari riportava una distinzione tra i vari tipi istologici di malattia e la relativa
espressione enzimatica. Purtroppo I'esiguita del campione non permetteva analisi di correlazione tra i
dati ottenuti. Nei 12 pazienti con carcinoma spinocellulare I'espressione dellattivita telomerasica era
evidente solo in 10 di essi (83.3%) e degli 8 adenocarcinomi, il 50% (4) esprimevano I'enzima. 2 SCLC
diagnosticati presentavano attivita telomerasica. In questo studio I'attivita telomerasica in campioni di
BAL era positiva in tutti e 13 i tumori visibili endoscopicamente (100%), mentre il BAL effettuato per

neoformazioni polmonari non visibili endoscopicamente risultava positivo all’attivita telomerasica in soli 3
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casi dei 9 totali (Dikmen et al., 2003). Questo studio ha inoltre confermato il dato riportato in letteratura
che indica la possibile presenza di falsi positivi con percentuali variabili tra il 18% e il 31% (Sen et al.,
2001). L'interesse per la diversa espressione dellenzima nei differenti istotipi neoplastici polmonari
nasce proprio da questi studi iniziali che non hanno permesso di ottenere dati statisticamente significativi
circa la correlazione istotipo-attivita telomerasica ma che comunque hanno cominciato a sottolineare la
presenza di diversi livelli di positivita. A questo riguardo e stata dimostrata una marcata positivita
degli SCLC, una variabilita di espressione negli NSCLC e I'assenza di attivita in specifiche forme
neoplastiche quali il tumore carcinoide (Sarvesvaran et al., 1999). L'adenocarcinoma, caratterizzato
dalla minore attivita telomerasica rispetto agli altri istotipi, ed il carcinoma a cellule squamose esibiscono
una colorazione immunoistochimica per hTERT o nucleare o nucleolare a differenza della colorazione
diffusa nucleare osservabile per la maggior parte dei carcinomi basaloidi ed in tutti i SCLC. Inoltre
I'espressione telomerasica risulta minore nello stadio | di NSCLC rispetto a tutti gli altri stadi ed una
colorazione nucleolare correla con una minore sopravvivenza (Marchetti et al., 2002, Lantuejoul et al.,
2004). In conclusione questa ricerca evidenzia una valenza prognostica della telomerasi, la cui
espressione e pattern risultavano diversi per le varie classi istopatologiche di tumori polmonari. Il tumore
di tipo carcinoide, a basso grado di malignita, presenta un’eterogeneita di espressione della telomerasi,
in associazione alla presenza o meno di delezioni alleliche in corrispondenza di geni localizzati in 10p o
3p che agiscono indipendentemente come soppressori della componente ad RNA telomerasica (Miura et
al., 2001; Iniesta et al., 2004). Uno studio ha dimostrato come le tipiche cellule carcinoidi, telomerasi
negative (Yashima et al., 1997), siano mortali in stadio pre-M2, mentre le atipiche cellule carcinoidi,
quelle del carcinoma polmonare neuroendocrino a larghe cellule e del SCLC siano immortali in stadio
post-M2 e presentino alti livelli di attivita telomerasica (Gomez-Roman et al., 2000).Recentemente, a tale
riguardo, si stanno conducendo studi mirati alla valutazione dell'espressione differenziale in tumori
neuroendocrini polmonari (Zaffaroni et al., 2003). Sono stati a tal fine valutati 38 casi, di cui sono risultati
telomerasi positivi 14 dei 15 (93%) SCLC, 7 degli 8 (87%) carcinomi a grandi cellule con caratteristiche
livello del DNA del gene di hTERT circolante libero nel plasma, quantificato con la metodica della real-
time PCR, sia da considerarsi un grande fattore di rischio in un ottica di screening e chemioprevenzione,
essendo stato riscontrato cosi elevato in pazienti di carcinoma polmonare (Soria et al., 2002; Sozzi,
2003). La determinazione dell’attivita telomerasica e stata compresa inoltre nello studio della malattia
minima residua in pazienti con tumori solidi, tra cui il tumore polmonare (Béckmann et al, 2001).

Metodi di_studio dell’attivita telomerasica : il metodo piu utilizzato per [lidentificazione e

quantificazione dellattivita telomerasica e il “TRAP_assay” radioattivo. Con questa tecnica I'attivita
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enzimatica pud essere evidenziata in campioni costituiti anche solo da una decina di cellule attive,
dimostrandosi una metodica ad alta sensibilita (Piatyszek et al., 1995). Per evitare falsi positivi derivanti
dalla contaminazione di campioni sospetti tumorali da parte di cellule non tumorali esprimenti la
telomerasi, soprattutto linfociti, & consigliabile utilizzare estratti derivati da 1000 cellule per test con il
razionale che I'estratto di 1000 cellule da linfociti maturi non dimostra attivita telomerasica
rilevabile (/wao et al, 1997; Hiyama et al., 1995). Inoltre, alcuni tessuti contengono inibitori della
reazione di amplificazione dei prodotti dell'attivita telomerasica da parte della Taq polimerasi, quali ad
esempio 'emoglobina, mucine, RNAsi e proteasi, inficiando il risultato finale sperimentale (Shay et
Wright, 1996). Recentemente, ¢ stata sviluppata la tecnica di Real Time PCR che permette un’analisi
quantitativa, con rivelazione a fluorescenza (Syber Green), dell'attivita enzimatica e che si fonda sugli
stessi principi sperimentali del protocollo TRAP (Hou et al., 2001; De Kok et al., 1999).

Le tecniche di immunoistochimica permettono di evidenziare la presenza in situ della componente

proteica nucleare hTERT in un campione istologico di tessuto deparaffinato, anche nelle condizioni in cui
sia poco espressa. | livelli di attivita telomerasica nei tessuti tumorali analizzati in immunoistochimica si
ottengono dal rapporto tra il numero di cellule telomerasi positive ed il numero di cellule telomerasi
negative, con possibili difficolta derivanti dall'analisi quantitativa dei risultati ottenuti (Hiyama et al., 2001;
Hiyama et Hiyama, 2002; Keith, et al., 2003). Le varie strategie di identificazione dell’attivita telomerasica
vanno comunque affiancate alle tecniche cito-istologiche che rappresentano lindagine “gold-standard”
nella tradizionale diagnostica oncologica. Uno studio condotto su lavaggi bronchiali ha dimostrato una
sensibilita del TRAP assay in situ dell’82% vs il 41% dell’esame citologico (Yahata et al., 1998). Un altro
gruppo, nello stesso periodo, aveva dimostrato come la combinazione delle 2 tecniche di analisi fosse in
grado di individuare 17/23 (74%) casi di tumore polmonare analizzando lavaggi bronchiali, mentre
I'esame istologico da solo era in grado di evidenziame appena 10/23 (43%) ed il TRAP assay da solo il
70% (Xinarianos G. et al., 2000). Un valore simile di accuratezza diagnostica (87% e 86,5%), derivante
dalla combinazione dell’esame citologico e del test dellattivita telomerasica, € stato ottenuto da uno
studio condotto su biopsie bronchiali derivanti da casi sospetti di carcinoma polmonare periferico (Freitag
et al., 2000) e da un’analisi condotta su 58 campioni di BAL derivati da tumori primari polmonari (Dikmen
et al., 2003), rispettivamente. In quest'ultimo studio la sensibilita della determinazione dellattivita
telomerasica era risultata pari al 78.4% (29/37; accuratezza diagnostica del 75.8%) rispetto al 64.7%
(24/29) dellesame citologico (Arai et al., 1998) e risultarono positivi alla telomerasi anche 2 casi di

sarcoidosi e 2 di tubercolosi. La sensibilita e specificita dell'indagine citologica nei due gruppi (neoplasia
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VS no neoplasia) sono risultate pari a 54.4% e 100% rispettivamente, mentre per la determinazione

dell'attivita telomerasica rispettivamente del 72.7% e 85.7%.

SCOPI DELLA RICERCA
> Valutare la possibilita di dosare I'enzima telomerasi in campioni biologici ottenuti da lavaggi
broncoalveolari e da tessuti patologici tumorali derivati da pezzi chirurgici.
> Valutare il contributo diagnostico della telomerasi nelliter stadiativo del paziente.
> Valutare la possibilita di utilizzo della telomerasi per seguire in modo non invasivo I'evoluzione della
malattia.
» Valutare l'efficacia del trattamento terapeutico eseguito.
MATERIALI E METODI
Pazienti e criteri di inclusione: i pazienti erano ospedalizzati presso la struttura Ospedale “Maggiore

della Caritd” di Novara. Il criterio principale di inclusione nello studio era la presenza di una sospetta
neoplasia periferica polmonare, soprattutto se non chiaramente definibile dal quadro radiologico. Pazienti

fumatori, ex-fumatori e non fumatori sono stati inclusi, sia ¢ che &, di qualsiasi eta. | pazienti con
documentazione TAC, eseguita sia presso la struttura che in strutture esterne erano sottoposti ad
intervento  di  endoscopia toracica (FBS fibrobroncoscopia), lavaggio broncoalveolare (BAL),
broncoaspirato ed agoaspirato (TBNA) nel reparto di Pneumologia della struttura stessa (Resp. Dott.

Piero Balbo). Il principale criterio di esclusione € stato la presenza di lesione visibile endoscopicamente.

Il materiale diagnostico utilizzato nello studio rientrava nella normale routine prevista nei casi di sospetta
neoplasia polmonare. E’ stato quindi esaminato solo il materiale in eccesso rispetto alle necessita
diagnostiche della struttura.

Procedure: le fibrobroncoscopie sono state eseguite dall' anatomo-patologo (Dott.ssa Silvia Cristina)

che ne ha curato I'esame estemporaneo del campione prelevato con agoaspirazione. Il materiale
diagnostico si componeva, a seconda del caso clinico, di agoaspirato su lesione polmonare, agoaspirato
su linfonodi ilo-mediastinici (sottoaortici, sottocarenali, paratracheali). Per completare il quadro

diagnostico venivano anche eseguiti BAL e broncoaspirato. Il BAL & stato eseguito selettivamente

nelle strutture bronchiali del segmento tributarie dell’area di localizzazione della lesione. Al fine di
evitare contaminazioni ematiche dei campioni é stata data precedenza al BAL rispetto alle altre
procedure. Il paziente veniva preparato ed anestetizzato localmente e veniva quindi introdotto per via
orale il broncoscopio e incuneato (wedge position) nel segmento bronchiale interessato che veniva
quindi irrorato con un volume variabile tra i 50 - 100 ml di soluzione fisiologica a 37°C, in funzione della

localizzazione della lesione e dellaccessibilita bronchiale. Il recupero del liquido di lavaggio (BAL) veniva
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effettuato con continua e costante aspirazione in siringa sterile ed immediatamente processato per le
successive analisi. Il broncoaspirato rappresentava il materiale ricavato dalla continua aspirazione
durante tutta la procedura endoscopica delle secrezioni presenti nell'albero bronchiale. La procedura
veniva seguita attraverso controllo fluoroscopico. | pazienti elegibili per la chirurgia (bassa stadiazione,
buone condizioni generali) sono stati sottoposti ad intervento (lobectomia) presso la Clinica di Chirurgia
Generale (Dir. Prof. Marcello Garavoglia) dalla Prof. Caterina Casadio. Il pezzo operatorio, incluso in
paraffina, € stato quindi processato ed analizzato presso il Servizio di Anatomia Patologica del’Ospedale
“ Maggiore della Carita” di Novara (Dir. Prof. Guido Monga) per la diagnosi istologica definitiva. A partire
da questo materiale incluso sono stati anche allestiti i vetrini (Dott.ssa G. Nicosia) per lo studio
dellespressione dell’enzima telomerasi (nTERT) con metodica immunoistochimica.

Estrazione e purificazione dell’enzima telomerasi dalle cellule ottenute mediante BAL e

broncoaspirato: per I'estrazione dell’'enzima telomerasi dai BAL si diluiva il liquido di lavaggio di ogni
paziente con uguale volume di soluzione fisiologica. Dopo aver trasferito la soluzione in provette sterili da
centrifuga, i campioni erano centrifugati a 400 g per 10 minuti a 4 °C, separando cosi il pellet di cellule
dal liquido di lavaggio. Dopo aver decantato il surnatante, il pellet di cellule veniva risospeso su ghiaccio
con 5 ml di tampone fosfato isotonico sterile (pH 7.39, PBS). Le cellule venivano nuovamente
centrifugate a 200 g per 10 minuti a 4 °C. La metodica di estrazione utilizzata si basava
fondamentalmente sul metodo descritto da Kim (Kim et al., 1994). |l pellet veniva quindi risospeso con
uno specifico tampone freddo (Washing Buffer), composto da HEPES 10 mM, MgCl. 1,5 mM, KCI 10 mM
e DTT 1 mM. Si centrifugava a 200 g a 4 °C per 10 minuti e dopo aver accuratamente aspirato il
surnatante, il pellet cosi ottenuto veniva risospeso con il tampone di lisi freddo, composto da Tris-HCI
10mM pH 7.5, MgCl, TmM, EGTA 1mM, 0,5% CHAPS, 10% glicerolo, PMSF 0,1mM, 2-mercaptoetanolo
5mM. Tutti i sali ed i reagenti sono stati acquistati presso Sigma (Sigma Aldrich, USA). La lisi veniva
effettuata a 4 °C per 30 minuti con continua agitazione su vortex. | campioni venivano quindi centrifugati
a 20.400 g per 30 minuti, a 4° C. Veniva quindi prelevata la frazione che conteneva l'enzima
semipurificato ed attivo e conservata a — 80 °C. Poiché la quantita di enzima telomerasi presente nella
frazione era proporzionale al contenuto proteico della frazione stessa, si procedeva alla quantificazione
delle proteine totali. A tal fine si €' utilizzato una metodica standard micro-Lowry modificata (Promega,
USA), e le proteine venivano quantificate per via spettrofotometrica (Beckman DU-600). Sulla base dei
valori di concentrazione cosi ottenuti, tutti i campioni venivano diluiti ad una concentrazione proteica
finale uguale (1 pg/pul).

Determinazione dell’attivita telomerasica con TRAP assay. per determinare la presenza di attivita

telomerasica nelle frazioni cellulari derivate da BAL e broncoaspirato sono state utilizzate 2 metodiche
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per permettere una piu accurata valutazione di ogni campione. La prima metodica, un protocollo detto

TRAP (telomeric repeat amplification protocol) (Kim et al, 1994) permetteva un dosaggio
semiquantitativo utilizzando 2 oligonucleotidi sintetici standard (TS e CX). La reazione di amplificazione
veniva rivelata attraverso I'incorporazione di (alfa32P)dCTP (Amersham, UK) e la successiva risoluzione
veniva effettuata su gel di poliacrilamide (PAGE). Un controllo interno, I'TAS (internal telomerase activity
standard, 150 bp con i terminali omologhi ai primers TS e CX) ha consentito la misura quantitativa
dell'attivita enzimatica, con densitometria (Phosphor Imager, BioRad, UK). Questa metodica si compone
di 3 fasi:

1. fase di elongazione: utilizza 0.5-1 pg di lisato cellulare ed & basata sulla capacita della telomerasi di
riconoscere ed elongare in vitro un oligonucleotide sintetico TS (telomerase substrate, 5'-
AATCCGTCGAGCAGAGTT-3). La reazione viene condotta a 23°C in presenza delle 4 basi
nucleotidiche trifosfate. In questa fase I'enzima addiziona un numero variabile di esameri TTAGGG al TS,
telomero-mimetico, consentendone un allungamento per un multiplo di 6 basi alla volta.

2. fase di amplificazione : i prodotti risultanti dalla fase di elongazione sono amplificati con una reazione
PCR (polimerase chain reaction). | primers utilizzati nella reazione erano lo stesso TS (upstream primer)
non elongato ed un oligonucleotide, denominato CX (5-CCTTACCCTTACCCTTACCCTAA-
3')(downstream primer) (Kim et al., 1994). Il CX €' stato disegnato in modo da essere complementare a 4
ripetizioni telomeriche (5-TTAGGG)4, ma con opportune sostituzioni di base (mismatch), in modo tale da
aumentare la specificita di legame con il terminale 3' della sequenza TS-(TTAGGG), elongata, evitando
un appaiamento casuale all'interno del TS elongato (Falchetti et al., 1998). L'amplificazione con PCR
(ThermoHybaid Gradient Px2) prevedeva 35 cicli (94°C per 30”, 50°C=T di annealing per 30", 72°C per
90”). Il tampone di reazione era cosi composto: Tris-HClI 20 mM pH 8.3, KCI 63 mM, MgCl, 1.5 mM,
TWEEN 20 0.005 %, EGTA 1 mM, BSA 0,1 mg/ml, TS 0,1 pg; dATP, dCTP, dTTP, dGTP ognuno 50
MM; Tag-polimerasi 2 U (Roche, Germania), lisato cellulare 1 pl (1pug), [a32] dCTP 2 pCi, CX 0,1 pg. Il
primo ciclo consentiva alla Tag-polimerasi di costruire la sequenza complementare al solo frammento di
TS elongato (1+n esameri), partendo dall’estremita 3’ del CX. In questo modo si ottiene un DNA a doppia
catena che sara il templato (stampo) per i successivi cicli di amplificazione in cui verranno utilizzati il TS
non elongato ed il CX come primers.

3. risoluzione con elettroforesi su gel di poliacrilamide : per risolvere i frammenti prodotti nel TRAP
sono stati utilizzati gel di poliacrilamide non denaturanti (PAGE). | componenti per la preparazione del gel
erano Acrilamide/bis acrilamide 19:1 al 12 % finale, TBE (tampone tris-base 89 mM, borato 89 mM,
EDTA 2mM) 1x, TEMED 0.08 %, e APS 0.3 mg/ml. Il buffer di preparazione e corsa era composto da
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tampone TBE (Tris-base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2mM). Il gel veniva corso con una corrente
costante ad una potenza di 60 W. | campioni erano preparati in un tampone di carica (loading buffer) cosi
composto: TBE 1x, glicerolo 50 %, blu di bromofenolo 0.25 %, xylen-cianolo 0.25 %. La corsa durava
circa 2 h, garantendo una buona separazione delle bande di frammenti del DNA [TS+(TTAGGG)n]. I
sistema elettroforetico era un Hoefer SQ3 (Pharmacia Biotech, Svezia). Il gel era spesso 0.75 mm ed il
pettine utilizzato, a base piatta, permetteva di caricare 8 pl di campione. Il gel veniva passato su carta
Whatman 3mm Chr (Whatman, UK) ed essiccato sotto vuoto (Gel-Dryer 583, BioRad). Per la rivelazione
delle bande ottenute e per la quantificazione del segnale e' stato utilizzato un densitometro (Phosphor
Imager GS-250, Bio-Rad) e lo schermo di acquisizione utilizzato era Molecular Imager Imagin Screen Bl
(BioRad). L'intensita della radioattivita delle singole bande era direttamente proporzionale alla quantita di
DNA amplificato che aveva incorporato [a%2]dCTP. Veniva quindi rilevata l'intensita complessiva di tutta
la corsa elettroforetica ottenuta in ogni campione e l'intensita era espressa come volume di attivita/area
di analisi. L'intensita complessiva della corsa elettroforetica era direttamente proporzionale all’attivita

telomerasica.

La seconda metodica consisteva nel dosaggio dell’attivita telomerasica con real-time quantitative
PCR (TRAP-RTQ-TRAP). deriva dal protocollo TRAP ma si avvale di uno strumento di amplificazione e
contemporanea rivelazione, 'ABlI PRISM 7700 Sequence Detector System. La procedura secondo
quanto descritto da Wege (Wege et al., 2003; Giulietti et al., 2001) prevedeva lutilizzo di: un
oligonucleotide telomero mimetico TS (5- AATCCGTCGAGCAGAGTT-3) 0.1 mg, un anchored
downstream primer ACX (5-GCGCGG(CTTACC)sCTAACC-3), 1 U di Ampli-Tag Gold polimerasi, il
SYBR Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems) (composto da 2.5 mM di ogni base dNTP, 15
mM MgCl,, 10 mM EGTA, 0.2 pg della proteina T4) e 0.5 pg di lisato ottenuto da BAL o dal
broncoaspirato. La reazione era condotta in una piastra a 96 pozzetti in volume finale di 25 pl per
campione. La soluzione veniva prima incubata a 25 °C per 20 minuti al fine di permettere alla telomerasi
eventualmente presente nell’estratto cellulare di elongare il primer TS con gli esameri TTAGGG, in
seguito avveniva un primo stadio a 95 °C per 10 minuti, necessario per I'attivazione dell AmpliTagq Gold
polimerasi, e quindi iniziava 'amplificazione con 40 cicli (95 °C per 20°, 50°C per 30, 72 °C per 90”) al
termine della quale avveniva l'ultimo stadio, detto di dissociazione, a 60°C per 30 minuti. Il SYBR Green,
un marcante fluorescente, € noto legarsi al DNA doppia elica quindi quando nuovi ampliconi sono
prodotti grazie alla PCR, dal suo legame con questi si genera un segnale fluorescente, raccolto ed
analizzato con il software del Sequence Detector (Versione 1.6; PE Applied Biosystems) durante la fase

di estensione di ogni ciclo di amplificazione. Un segnale di fluorescenza era ritenuto significativo (Ct)
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quando era superiore alle 10 deviazioni standard del valore medio di fluorescenza considerato
come rumore di fondo. Come rumore di fondo solitamente si utilizzava quello misurato nei primi cicli di
amplificazione, e piu precisamente tra il ciclo 3 ed il 15. Lattivita telomerasica nei campioni era calcolata
come valore Ct (valore di ciclo di innesco di amplificazione), e cioe tanto piu era intensa, tanto piu il
valore di Ct era basso. In tutte le reazioni sono stati inclusi 2 controlli interni: un vero positivo
rappresentato da un lisato preparato da un linea di cellule tumorali umane MCF-7, utilizzato a differenti
concentrazioni di proteine comprese tra 1 ug e 0.0016p1g, ed un vero negativo ottenuto conducendo la
reazione con tutti i sali necessari ma in cui non veniva aggiunto alcun lisato cellulare. Tutti i campioni
venivano dosati in duplicato ed i controlli interni permettevano di costruire una curva standard. | valori di
cicli di innesco dell’amplificazione (Ct) erano calcolati a partire dal plot semilogaritmico di amplificazione
(incremento logaritmico della fluorescenza versus il numero del ciclo corrispondente) e comparato con la
curva standard generata dalle diluizioni seriali delle cellule telomerasi-positive MCF-7 (attivita
corrispondente a 1000, 100, 10, 1 cellule). Lattivita della telomerasi era espressa come relativa alle
cellule MCF-7 (RTA), e cioe come numero teorico totale di cellule tumorali telomerasi-positive presenti
nei lisati. L'analisi delle curve di dissociazione (T di melting) ottenute mediante un ciclo condotto a
60°C per 20 minuti al termine dei cicli di amplificazione consente di determinare la specificita dei prodotti
di amplificazione (Ririe al., 1997; Wilhelm et al., 2000 Vandesompele et al., 2002).

Esame immunoistochimico della telomerasi dei preparati istologici: per 'esame immunoistochimico,

e stata messa a punto una metodica originale. | preparati istologici venivano deparaffinizzati e reidratati
mediante scale di xilene ed etanolo. Per lo smascheramento dellantigene nucleare hTERT della
telomerasi il vetrino veniva trattato con tampone citrato 0.07 M caldo (6 cicli da 5 minuti a 650 W con
microonde). | vetrini venivano raffreddati per almeno 20 minuti e passati in PBS per 2 minuti. A questo
punto venivano trattati con H.O» al 3% per 8 minuti, al fine di eliminare le perossidasi endogene, quindi
lavati con PBS per 2 volte per 3 minuti ed incubati per 24 ore a temperatura ambiente con I'anticorpo
primario policlonale anti-human TERT (H-231 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA) diluito 1:25 con
diluente DAKO (DAKO ChemMate, DAKO A/S Danimarca). Al termine dell'incubazione, i vetrini venivano
lavati 2 volte in PBS per 5 minuti ed incubati con I'anticorpo linker biotinilato per 15 minuti, secondo le
istruzioni del kit di rivelazione (LSAB+ peroxidase, DAKO). Allanticorpo secondario seguivano due
lavaggi con PBS e un’incubazione con streptavidina marcata con perossidasi per 15 minuti. Il colore
veniva sviluppato, dopo 2 lavaggi di 3 minuti con PBS, mediante l'incubazione di 4 minuti con
diaminobenzidina. Dopo un lavaggio con acqua corrente per almeno 5 minuti i vetrini venivano colorati
con ematossilina di Mayer per 1 minuto. Al termine del lavaggio con acqua corrente per almeno 3 minuti i

vetrini venivano montati ed erano pronti per 'esame al microscopio. L'immunoistochimica di routine
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prevedeva la determinazione delle citocheratine (CK 7 e CK 20), I'enolasi neuro-specifica (NSE), la
cromogranina e la sinaptofisina.

Analisi statistica: |e variabili considerate in questo studio sono state categorizzate come segue: stadio
(I-11-11-1V), tipo istologico, grado istologico (G1-G2-G3), malattia residua, attivita telomerasica, eta, fumo,
metastasi e linfonodi interessati dalla malattia. L'associazione tra I'attivita telomerasica, stadio tumorale,
tipo e grado istologico, € stata valutata utilizzando la regressione logistica. L'analisi statistica & stata

effettuata utilizzando il programma Excel (Microsoft, US).
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RISULTATI E DISCUSSIONE

| pazienti considerati nello studio sono stati complessivamente 57, 48 uomini e 9 donne.

Sesso Eta<50 50 < Eta <60 Eta >60
Maschile 4 10 34
Femminile 0 8

Tabella 5. Suddivisione dei pazienti per fasce di eta (minima=42 anni; massima=81anni) e per sesso.

Uomini n° Patologia
2 negativi (1 aspergillosi, 1 silicotubercolosi)
Eta <50 4 1 neoplasia polmonare primitiva
1 metastasi polmonare da carcinoma vescicale
1 negativi
50 < Eta < 60 10 7 neoplasie polmonari primitive
1 timoma
1 metastasi polmonare da carcinoma renale
2 negativi (1 ascesso polmonare, 1 lesione aspecifica non evolutiva)
Eta >60 34 30 neoplasie polmonari primitive
2 linfomi
Donne
Eta <50 1 1 negativa (sarcoidosi)
50 < Eta< 60 0
Eta >60 8 2 negativi (1 fibrosi interstiziale idiopatica)

6 neoplasie polmonari primitive

Tabella 6. Patologie considerate nello studio. Ripartizione per sesso ed eta dei pazienti.

Per quanto riguarda I'abitudine al fumo di sigaretta sono stati individuati 3 gruppi di pazienti (Tabella 7).

Fumatore Sesso Portatori di neoplasia polmonare
Maschi Femmine primitiva
Maschi Femmine
NO 5 5 2 3
Ex 18 1 17 1
Sl 24 3 19 2

Tabella 7. Attitudine al fumo dei pazienti inclusi nello studio.
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Per descrivere secondo parametri standard il consumo di tabacco si € utilizzata la quantificazione del
cosiddetto “pack-year” (Nyberg et al., 1998) che si esprime come il n° di anni di fumo moltiplicato per il n°
di pacchetti di sigarette fumati al giorno.

Patologia neoplastica n° casi Tipo di patologia e “pack-year”

Assente 9 silicotubercolosi (15)

silicosi (ex2)

ascesso polmonare (90)
aspergillosi (64)

fibrosi interstiziale (0)
sarcoidosi (25)

3 lesioni non evolutive (0,0,0)

SCLC (centrale) (small cell lung cancer) 1 Microcitoma (42)

NSCLC ( non-small cell lung cancer)
Centrali 5 Carcinoma spinocellulare (50,30,60,30,30)

Periferici 38
10 | Adenocarcinoma (15,0,30,0,60ex7,40,0,50,40,52)

12 | Spinocellulare
(40ex5,50ex9,ex3,ex12,40ex10,30ex10,0,40,75,ex10,30,30ex3)

6 | Grandi cellule
(30,ex3,30,36,ex16,31.5)

1| Carcinoide (0)
2 | Ca Bronchiolo-alveolare (30ex20,30ex15)

7 | NSCLC non tipizzato
(ex8,20ex15,50,50ex7,40ex10,ex2)

Timoma 1 A cellule fusate (15)
Linfoma 1 (45)
Metastasi polmonari 2 1 MTS da carcinoma renale (0)

1 MTS da carcinoma vescicale (20)

Tabella 8. Distribuzione delle patologie e attitudine al fumo. Nelle parentesi sono indicati i “pack year” di ogni singolo paziente.
Nel caso di ex fumatori & stato riportata una dizione n-ex-m, dove n, se indicato, era noto e indicava il numero di “pack year”,
mentre m il numero di anni trascorsi senza fumare. L’esiguita del numero di pazienti inclusi in questo studio non permette di
effettuare ancora una statistica significativa, quindi i dati sono riportati nella tabella seguente con scopo puramente
descrittivo.

1 “pack-year” = 7300 sigarette, e dato che una sigaretta contiene ~ 1 g di tabacco, esso equivale a circa
7.3 kg di tabacco. | non fumatori sono stati qualificati come “pack-year” uguale a 0. Sono stati considerati
ex-fumatori quelli che hanno dichiarato di non fumare da almeno 2 anni, mentre per il calcolo

dell’esposizione complessiva al fumo si € comunque adottato il parametro “pack-year”. | dati in Tabella 8
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evidenziano un’alta correlazione tra I’attitudine al fumo e le neoplasie (NSCLC e SCLC), anche in
ex-fumatori.

| pazienti sono stati stadiati attraverso I'esecuzione di differenti indagini. Quelle radiologiche, RX torace e
la tomografia toracica (TAC) sono servite per avere una indicazione circa I'estensione loco-regionale
della malattia a livello polmonare e linfonodale. Le indagini broncoscopiche, stadiative e diagnostiche
hanno fornito materiale per lo studio citologico o istologico del tessuto patologico. Per completare le
indagini stadiative & stata anche valutata la possibile estensione di malattia in sede extratoracica,
attraverso I'esecuzione di TAC addome, TAC encefalo e scintigrafia ossea “total body”. La classificazione
TNM utilizzata fa riferimento alla 5° edizione del Manuale TNM (Sobin, Wittekind Ch eds - UICC: TNM
Classification of Malignant Tumors, 5th. ed. John Wiley, 1997, New York). Sono stati esclusi, tra tutti i 57
casi presi in studio, un paziente portatore di neoplasia polmonare diagnosticata, poiché I'esecuzione del
lavaggio bronco-alveolare non & avvenuto nel lobo polmonare corretto (quello della neoplasia) ed altri 2
casi in cui le lesioni polmonari si sono rivelate essere metastasi da neoplasia primitiva non polmonare. E’
stato altresi incluso un paziente a cui non era stato praticato un lavaggio selettivo dei rami tributari alla
lesione polmonare ma solo un aspirato non selettivo delle secrezioni provenienti da tutto I'albero
bronchiale. | risultati riferiti alla positivita telomerasica del BAL sono stati espressi come: negativo, blando
positivo (+ / -), sicuramente positivo (+), molto positivo (++). Questi dati, definiti complessivamente come
TRAP assay, sono stati ottenuti dalla comparazione tra i dati misurati con la metodica TRAP
tradizionale (Figura 2) e quella TRAP-RTQ-PCR (Figura 3.a. e 3.b.).

++  +H- o+ + + + + o+ ++ ? + + +

1 2 3 4 5 6 7 8 = 011 12 13

- - ue

Figura 2. Esperimento tipico di TRAP tradizionale che mostra i prodotti di amplificazione di frammenti elongati con 6 basi

ripetute (TTAGGG) dovuti allattivita telomerasica. L'intensita complessiva delle bande in ogni colonna correla con [I'attivita
complessiva della telomerasi contenuta in 1 pg di proteina di ogni campione. Colonna 1: controllo vero positivo (estratto da
linea tumorale MCF-7). Colonna 2, paziente con blanda positivita (+ / -), colonne 3-8 e 11-13 sicuramente positivi (+). Colonna
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9, paziente molto positivo (++) e Colonna 10, caso dubbio da riconfermare con ripetizione dellesperimento e TRAP-RTQ-
PCR.
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Figura 3a. e 3.b. Esperimento tipico di dosaggio telomerasico attraverso TRAP-RTQ-PCR. La figura 3.a. mostra il
risultato dell’amplificazione dei prodotti della telomerasi nei campioni di BAL. L’attivita dell’enzima era proporzionale alla sua
capacita di formare prodotti in grado di essere amplificati per mezzo di PCR. Il tempo Ct (vd. Materiali e metodi) era

inversamente proporzionale alla quantitd di enzima presente nei campioni. Le zone indicate sono rispettivamente: zona A,
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comprende i valori inclusi nella curva standard ottenuta amplificando i prodotti di un vero telomerasi-positivo (linea tumorale
MCF-7, quantita di lisato compreso tra 1 g e 0.0016 pg di proteine totali). Se il Ct calcolato era compreso tra 21 e 25 il
campione era considerato ++, mentre se Ct era compreso tra 26 e 27 era considerato +. La zona B e C comprende i valori

ottenuti tra la massima diluizione e il controllo vero-negativo, in cui non vi era telomerasi attiva. La zona B & il valore soglia di

rivelazione sicura (scarsa positivita + / - , Ct 27), mentre la zona C comunque necessita di una successiva verifica ma viene
considerata telomerasi-negativa (-, Ct > 30 ).

Dall'analisi delle curve di dissociazione (Figura 3.b.) era possibile confermare I'alta specificita della determinazione dellattivita
telomerasica di cellule derivanti da BAL, infatti i picchi di ogni curva corrispondenti ai singoli campioni risultavano sovrapposti,
ben definiti ed unici.

Le seguenti Tabelle 9.a., b., ¢. permettono di evidenziare alcuni aspetti importanti, descrivendo i casi
(11) con interessamento patologico polmonare che la diagnostica tradizionale ha indicato come pazienti

non portatori di una neoplasia polmonare primitiva.

Casi per patologia TRAP Dimensioni lesione Aspetto TC

Formazioni multiple nodulari con
Silicosi diametro massimo di 1 cm.
negativo 15 mm Adenopatia mediastinica
paratracheale di 4 cm di aspetto
necrotico colliquativo.

negativo 25 mm Lesione a profilo irregolare con
Aspergillosi multiple escavazioni e parete
ispessita.

negativo 40 mm Formazione scavata con pareti
Ascesso ispessite. No adenopatia.

negativo Micronodularita diffusa Quadro micronodulare diffuso su
Fibrosi interstiziale tutto 'ambito polmonare.

Tabella 9.a. Riassunto dei casi diagnosticati come non neoplastici e risultati telomerasi-negativi. La misura dell'attivita

telomerasica nei BAL di questi soggetti ha ben correlato con la diagnosi clinica, poiché & risultata negativa.

Casi per patologia TRAP Dimensioni lesione Aspetto TC
+- 36 mm 1 nodo 36 mm a dx
Sarcoidosi 1 nodo 40 mm a sx
+- 50 mm Lesione solida a margini sfumati,
Silico-Tubercolosi disomogenea. Tumefazioni
linfonodali mediastiniche con
calcificazioni.

Tabella 9.b. Riassunto dei casi diagnosticati come non neoplastici e risultati telomerasi scarsamente positivi.

Queste 2 patologie (sarcoidosi e silico-tubercolosi, quest'ultima diagnosticata grazie a dati radiologici,

anamnestici e di esposizione professionale, clinici e microbiologici) presentano un quadro infiammatorio
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e granulomatoso correlabile con un'importante presenza di cellule linfocitarie ed essendo noto dalla
letteratura (Liu et al., 1999) che i linfociti attivati esprimono livelli significativi di telomerasi, comunque
nettamente inferiori alle cellule neoplastiche, sarebbe giustificata la blanda positivita misurata in questi 2
pazienti. In realta, questi dati sottolineano uno dei limiti delle metodiche utilizzate: 'impossibilita di
indicare chiaramente se si & in presenza di situazioni infiammatorie complesse o di neoplasia. Il dosaggio
dell’'enzima telomerasi effettuato in questo tipo di campioni biologici, se vicino alla soglia di sensibilita,
non permette di ottenere risultati conclusivi, ma deve essere interpretato alla luce di indagini diagnostiche
di approfondimento. Si rende necessario quindi, per la continuazione di questo studio, includere anche
un’analisi citologica del BAL, da effettuarsi tramite una metodica che prevede una separazione cellulare
per mezzo di marcatori fluorescenti specifici (FACS). Cio consentira di identificare i tipi cellulari presenti

nel campione e di fornire indicazioni sul loro numero relativo.

Casi per patologia TRAP Dimensioni lesione Aspetto TC

+/- 25 mm

Lesione da monitorizzare con
follow-up

Lesione solida, margini irregolari.
No linfoadenopatia.

Lesione da monitorizzare con
follow-up

+-

30 mm

Nodulo iperdenso a margini
regolari. No linfoadenopatia
mediastinica.

Lesione non diagnosticata

+-

50 mm

Infiltrazione parete toracica apicale
che da sindrome di Pancoast
(tumore dell’apice polmonare che
causa dolore, sindrome di Horner,
osteollisi ed atrofia dei muscoli della
mano)

Lesione da monitorizzare con
follow-up

11 mm

Formazione espansiva nodulare
ben circoscritta senza calcificazioni.
Campi polmonari liberi.

Tabella 9.c. Riassunto dei casi in cui non vi era diagnosi definitiva e risultati telomerasi scarsamente positivi su BAL.
Questi casi apparivano clinicamente sospetti per la presenza di neoplasia polmonare primitiva. L'iter diagnostico
compiuto non ha dato indicazione chiara circa la presenza di una neoplasia polmonare. Questo dato & in contrasto apparente
con la blanda positivita (+/-) evidenziata dal dosaggio dell’attivita enzimatica sul BAL. Inoltre in un paziente si era osservata
una sicura positivitd. Questi pazienti sono stati necessariamente seguiti con visite cliniche di “follow-up”, accompagnate da

indagini radiologiche di controllo.

Riferendosi ai dati della tabella 9.c., per quanto riguarda la lesione di 25 mm essa ¢ stata interpretata

come una possibile localizzazione polmonare di un embolo settico di origine renale. Nel paziente che

mostrava una lesione di 30 mm non si era avuta alcuna indicazione allintervento chirurgico, poiché la

broncoscopia non aveva permesso di ottenere diagnosi certa sulla presenza neoplastica e la PET era
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risultata negativa. In questo caso, il dosaggio nel BAL della telomerasi non ha permesso di contribuire
significativamente alla diagnosi. Il quadro toracico TC del paziente in questo periodo non si & modificato,
rispecchiando una tendenza non evolutiva della lesione che sembra correlare con la bassa positivita
telomerasica misurata, probabilmente da attribuirsi anche in questo caso a fenomeni di tipo
infiammatorio. Un caso importante per la corretta descrizione delle potenzialita diagnostiche della
telomerasi € quello della neoformazione polmonare di 50 mm in sede apicale destra. Il quadro
generale suggeriva la presenza di una neoplasia polmonare ma in sede broncoscopica non si era avuta
conferma citologica ed anche I'analisi telomerasica del BAL non aveva contribuito alla conferma di un
quadro neoplastico. La localizzazione apicale della lesione potrebbe spiegare perché [Ianalisi
broncoscopica e telomerasica siano risultate entrambe negative: limiti anatomici, dovuti alla ramificazione
bronchiale, e limiti strumentali, quali flessibilita e diametro della sonda broncoscopica, rendendo
difficoltosa la corretta esecuzione della broncoscopia (soprattutto nella fase di recupero), condizionano il
prelievo di materiale significativo e quindi anche la diagnosi. Per quanto riguarda il paziente con la
lesione di 11 mm, il BAL aveva evidenziato sicura positivita telomerasica e I'aspetto TC descritto non
escludeva la possibilita neoplastica, quindi si e disposto per la rivalutazione periodica del soggetto con
monitoraggio strumentale della lesione. Questo caso € interessante poiché il “follow-up” potrebbe
contribuire decisamente alla definizione della efficacia del dosaggio telomerasico. Infatti, I'analisi
strumentale dovrebbe dare, nel tempo, indicazioni alla terapia, mentre a causa della ridotta dimensione e

della sicura positivita telomerasica, le indicazioni alla chirurgia attualmente potrebbero risultare gia

chiare.

Istotipo neoplasia Dimensioni lesione TRAP Stadio di malattia
Carcinoma Spinocellulare 17 mm + la
Adenocarcinoma 18 mm + la
Carcinoma a Grandi cellule 23 mm +/- la
Tumore Carcinoide 15 mm negativo la
Adenocarcinoma 33 mm + Ib
Carcinoma Spinocellulare 80 x70x 70 mm negativo Ib

Tabella 10. Istotipi tumorali descritti per dimensioni, attivita telomerasica e stadiazione TNM la e Ib (chiara diagnosi di
neoplasia polmonare primitiva).
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La Tabella 10 evidenzia alcuni aspetti importanti: per i campioni a bassa stadiazione di malattia (la)
esisteva una buona correlazione tra il referto anatomo-patologico ottenuto dalle metodiche tradizionali e
I'analisi dell’attivita telomerasica su campioni di lavaggio broncoalveolare (3/4). Questi dati sono stati

anche confermati dallanalisi immunoistochimica dei casi di carcinoma spinocellulare e carcinoma a

grandi cellule (Figura 4).

Figura 4. Immunoistochimica di un caso di Ca spinocellulare (sinistra) ed uno di Ca a grandi cellule la (destra). Si noti che

I'anticorpo anti-hTERT (porzione proteica attiva della telomerasi) riconosce specificamente la presenza dell’'enzima allinterno
del nucleo. La netta positivita nucleare nei due preparati fornisce un’idea quantitativa delle cellule che sono telomerasi-

positive e qualitativa per lintensita di marcatura. Come si pud osservare, il dosaggio telomerasico permetteva di
individuare positivita TRAP indipendentemente dalla dimensione della neoplasia.

Un caso negativo in Tabella 10 per lattivita telomerasica era un tumore di tipo carcinoide. Questa
neoplasia, di piccole dimensioni, sporgente nel lume bronchiale e rivestita da mucosa allapparenza
integra, & stata sicuramente raggiunta endoscopicamente. La negativita TRAP riscontrata sul BAL di
questo paziente, anche se non concorda con la stadiazione clinica, in realta concorda con i numerosi dati
della letteratura che documentano I'assenza di attivita telomerasica in tumori di tipo carcinoide: queste
neoplasie sono considerate, nella loro forma tipica, di tipo non maligno, e cio giustifica I'assenza di
attivita telomerasica (Yashima et al., 1997; Miura et al., 2001; Zaffaroni et al., 2003; Iniesta et al., 2004).
Inoltre I'analisi immunoistochimica di questo campione, prelevato dopo la chirurgia, ha rivelato una
completa negativita nucleare per la telomerasi confermando cosi i dati derivati dal test TRAP (Figura
5).
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Figura 5. Immunoistochimica del caso di tumore carcinoide. Si noti I'assenza di positivita nucleare per la telomerasi.

Per quanto riguarda i due pazienti allo stadio Ib, riportati in Tabella 10, solo uno si & rivelato positivo per

la telomerasi, 'adenocarcinoma, mentre la neoplasia spinocellulare appariva negativa nei dosaggi TRAP.

L'immunoistochimica per 'hTERT ha confermato la positivita delladenocarcinoma, mentre ha

evidenziato per lo spinocellulare la presenza di cellule molto positive per la telomerasi (Tabella 11,

Figura 6).

Per interpretare correttamente il reale valore delle osservazioni sperimentali relative al significato

diagnostico della telomerasi per questi due pazienti sara necessario attendere il “follow-up”.

Istotipo neoplasia Diametro pTNM Stadio TRAP(BAL) Immunoistochimica
Istologico
Spinocellulare 17 mm pT1NOMO la + 12% (+)
Adenocarcinoma 18 mm pT1NOMO la + 8% (+/-)
Grandi Cellule 23 mm pT1NOMO la +/- 7% (+)
Carcinoide 15 mm pT1NOMO la Negativo Negativo
Adenocarcinoma 33 mm pT2NOMO Ib + 2.3% (+/-)
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Microcitoma (SCLC) - Centrale 50 mm + b

Tabella 12. La tabella riassume tutti i casi esaminati di patologie di stadiazione Il e lll. La nostra casistica non includeva casi
di stadiazione lla. Il numero dei pazienti esaminato per gli stadi Ilb (2 casi), llla (1caso) e lllb (5 casi), non era tale da
permettere di arrivare a delle conclusioni definitive.

La valutazione del BAL con TRAP non ha dimostrato alcuna positivita telomerasica nei casi agli stadi Il e
Il Inoltre, la casistica riferita alle neoplasie centrale, pur se poco numerosa, sembra suggerire che tale
dosaggio sul BAL sia in grado di rivelare solo una patologia come il microcitoma (SCLC). La negativita
TRAP sembrerebbe legata soprattutto alla presenza di un istotipo tumorale di tipo spinocellulare
sia nelle stadiazioni Il che Ill. Questo dato sembra essere in contrasto con i dati ottenuti dai pazienti
con lo stesso tipo di neoplasia spinocellulare con stadiazione IA, dove era stata dimostrata una netta
presenza di cellule tumorali telomerasi-positive nel BAL (vd. Tabelle 10 e 11). La spiegazione piu
plausibile sarebbe da ricercarsi nelle caratteristiche di “neoplasia solida” dell'istotipo spinocellulare.
Infatti, la progressione di questa neoplasia porta alla graduale esposizione sulla sua superficie di cellule
desquamanti e necrotiche telomerasi —negative e non di cellule tumorali, che verrebbero raccolte
prevalentemente con il lavaggio BAL. Questa ipotesi trova supporto nel fatto che il BAL effettuato su
lesioni centrali risulta anch’esso telomerasi-negativo. Inoltre, una possibile conferma viene dall'analisi
immunoistochimica del caso di spinocellulare a stadio llb incluso nello studio, dove si puo osservare la
presenza di cellule telomerasi-positive, circondate da importanti porzioni necrotiche periferiche (Figura
7).

g
oy

Figura 7. Analisi immunoistochimica di un caso di neoplasia spinocellulare, stadio Ilb. Si notino le cellule telomerasi
positive nella porzione centrale della neoplasia e le diffuse aree necrotiche periferiche. Il materiale contenuto nel BAL era
risultato telomerasi- negativo.

Sembra quindi esserci un’apparente correlazione inversa tra attivita telomerasica su BAL e la stadiazione

della neoformazione maligna. La modalita con cui si effettua il lavaggio BAL € comunque sempre
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determinante. Ad una paziente con diagnosi di adenocarcinoma, ad esempio, & stato effettuato un BAL in

un’area polmonare differente dalla sede primaria della neoplasia, poiché qui era comparso un

addensamento a margini sfumati. La prima ipotesi clinica era stata la possibile ripresa di malattia in

questa sede. In questa porzione di polmone indagato con BAL non si & misurata alcuna attivita

telomerasica. Le indagini successive con materiale citologico hanno diagnosticato la presenza di un esito

specifico (fibrosi) sul tessuto polmonare causato dal trattamento RT, praticato precedentemente al

paziente. L’esame citologico ha quindi escluso la presenza di cellule neoplastiche in questa sede, come

del resto suggerito dall'analisi della telomerasi sul BAL.

Istotipo neoplasia Dimensioni lesione TRAP Stadio di malattia
Adenocarcinoma 30 mm +/- v
Adenocarcinoma 50 mm Negativo v
Adenocarcinoma 50x70 mm + v
Adenocarcinoma 60 mm +/- v
Ca spinocellulare 35 mm Negativo v
Ca Spinocellulare 30 mm ++ v
Ca a Grandi cellule 50x70 mm Negativo 1\
Ca a Grandi cellule 130x140 mm +/- 1\
Ca a Grandi Cellule 40 mm + v
Ca a Grandi cellule 30 mm ++ v
Ca Bronchiolo-alveolare 35 mm ++ 1\

Tabella 13. Tabella riassuntiva degli istotipi di stadio IV inclusi nello studio con trattamento e “follow-up” noti.

Istotipo neoplasia Dimensioni lesione TRAP Stadio di malattia
Adenocarcinoma 20 mm +\- v
Ca Bronchiolo-alveolare 42x38 mm ++ v
Ca spinocellulare centrale 60 mm ++ v

Tabella 14. Differenti istotipi di stadio IV di cui non era nota I'evoluzione della malattia né il trattamento. Correlazione con

I'attivita telomerasica nei BAL.
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| dati complessivi per la telomerasi nei BAL dei casi allo stadio 1V, riportati in tabella 13 e 14, in
assoluto i piu numerosi del nostro studio, indicano 11 casi su 14 (79%) con attivita telomerasica
misurabile e tra questi 5 ad alta positivita, 2 a media positivita, e 4 a scarsa positivita. Questa metodica
sembra quindi avere un significato diagnostico importante per tutte le differenti neoplasie allo
stadio IV.

Inoltre & da notare l'alta positivita delle neoplasie bronchiolo-alveolari (2 casi). | carcinomi bronchiolo-
alveolari sono neoformazioni polmonari maligne solitamente non facilmente diagnosticabili e di non
semplice diagnosi differenziale. La patologia, infatti, € caratterizzata, a livello radiologico, da
un’estensione lobare senza netta delimitazione e simile ad un addensamento flogistico
broncopolmonare. La diagnosi per questo tipo di patologia deriva essenzialmente dallo studio
dellambiente alveolare attraverso il BAL e da prelievi bioptici ottenibili per via endoscopica. Partendo dai
presupposti anatomo-patologici, per cui il carcinoma bronchiolo-alveolare origina da cellule di
rivestimento della cavita alveolare disposte in singolo strato a rivestire la parete, & verosimile ipotizzare
che tali cellule, esposte e piu facilmente staccabili dalla parete stessa, possano venire piu facilmente
raccolte nel liquido di lavaggio bronco-alveolare. Questo pud spiegare I'elevata attivita telomerasica
riscontrata, piu che una differente attivita intrinseca di questo enzima in questa patologia. Il BAL e
lanalisi della telomerasi eseguiti in caso di sospetto carcinoma bronchiolo-alveolare potrebbe
verosimilmente avere un significato altamente predittivo per la diagnosi di questa patologia.

Tra le neoplasie in stadio avanzato sono da sottolineare 3 casi di negativita al TRAP, dato in contrasto
con la stadiazione 1V e giustificabile come determinazione di falsi negativi che limitano 'accuratezza della
diagnosi con questa metodica.Poiché le neoplasie a questa stadiazione non vengono operate, non sono
disponibili reperti istologici per 'analisi immunoistochimica che possano aiutare a comprendere il profilo
telomerasico di queste neoplasie. E’ da sottolineare la presenza di un caso con istotipo spinocellulare
stadio IV, centrale, di dimensioni elevate (60 mm) (vd. Tabella 14) che possiede alta positivita
telomerasica (++), suggerendo lipotesi che la neoplasia spinocellulare possa venire piu faciimente
diagnosticata per mezzo del dosaggio della telomerasi con il BAL solo nelle fasi iniziali di sviluppo
(stadio 1) e nelle fasi molto avanzate della patologia (stadio IV), piuttosto che nelle sue fasi evolutive
intermedie (stadio Il e II). | dati riportati nella seguente Tabella 15 permettono di evidenziare come non
esista una correlazione tra I'estensione anatomica, classificata con il parametro T, del tumore primitivo e
lattivita telomerasica. Il valore diagnostico, invece, sembra apparire se si considera la dimensione

obiettiva della neoplasia, misurata attraverso TC.
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Istotipo neoplasia Dimensioni TRAP T
NSCLC 25 mm negativo T
Adenocarcinoma 30 mm +/- T4
NSCLC 30 mm +/- T4
NSCLC 20 mm negativo T
NSCLC 20x15 mm negativo T2
NSCLC 50 mm negativo T4
Spinocellulare 35 mm +/- T2
Spinocellulare 30 mm +/- T2
Spinocellulare 40 mm +/- T3
Spinocellulare 58x54 mm +/- T4
Spinocellulare 60x10 mm ++ T2

Tabella 15. Tabella riassuntiva dei pazienti con diagnosi di neoplasia polmonare. Non erano noti la stadiazione, la terapia
eseguita ed il “follow-up”. T= estensione del tumore primitivo.

Tre casi di recidiva sono stati riportati nella seguente Tabella 16, perché negli intenti dello studio vi era
anche quello di verificare se il dosaggio telomerasico fosse utile non solo a fini diagnostici per le
neoplasie primarie, ma anche per effettuare un “follow-up” non strumentale del paziente. Anche in questo
caso, sebbene la casistica fosse molto limitata, la valutazione della telomerasi nel BAL pareva fornire
informazioni utili per seguire I'evoluzione nel tempo di particolari neoplasie, soprattutto se si considera la

non eccessiva invasivita del prelievo e I'economicita del dosaggio.

Sede neoplasia Dimensioni Recidiva di Adenocarcinoma. TRAP
Anno dell’intervento
periferica 20 mm 1991 (M1) +\-
periferica 30 mm 2001(M1) -
periferica 60 mm 1998 (M1) +\-

Tabella 16. Tre casi di recidiva di adenocarcinoma polmonare in cui il tumore primitivo era stato asportato

precedentemente con intervento chirurgico.

Inclusi nello studio vi sono alcuni pazienti, che in base alla stadiazione di malattia avevano avuto

indicazione al trattamento farmacologico (Tabella 17) e alla radioterapia. Lo schema di trattamento ha
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finalita palliativa o di sottostadiazione della neoplasia. La tabella 17, di seguito riportata, permette di
definire il reale potenziale dellattivita telomerasica nellanalisi delle neoplasie polmonari. Infatti, la
correlazione proposta in questo schema tiene conto da un lato dellistotipo tumorale e della sua
stadiazione, dall’altro della risposta obiettiva a breve e medio termine alla terapia. Questo ci consente di
ricavare una serie di importanti informazioni. Anzitutto, si osserva che tutte le neoplasie di stadiazione
inferiore alla IV non esprimevano positivita significativa per la telomerasi. L'evoluzione di queste
patologie, indipendentemente dallistotipo e dalla terapia farmacologica, risultava sostanzialmente
favorevole. Infatti, tutti questi pazienti hanno avuto una risposta obiettiva, con stazionarieta della malattia
(4/6, 67%), una remissione completa da 10 mesi e, per uno solo dei pazienti, dopo una risposta iniziale,
una progressione mediastinica. Solo i pazienti telomerasi-positivi (* in tabella 17) presentavano una

progressione della malattia.

Istotipo neoplasia | Stadio | TRAP Chemioterapia Evoluzione

Spinocellulare b negativo | Oxaliplatino (65 mg/m2) 100 mg Completati 5 cicli di CT. Malattia stazionaria ad
Vinorelbina (25 mg/m?) 0ggi.
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg

NSCLC llla negativo | Cisplatino(80 mg/m?) gg 1ogni 21 gg | Completati 6 cicli di CT con risposta parziale
Etoposide (VP 16)(120 mg/m2) 180mg | (buona) sul mediastino. A 3 mesi dalla fine
gg 1-3, ogni 21 gg della CT e a 10 dalla diagnosi, paziente con

stazionarieta di malattia.

Adenocarcinoma lllb negativo | Carboplatino (400 mg) gg 1ogni 21 gg | Risposta parziale alla CT. Malattia stazionaria
Vinorelbina (36.5 mg) gg 1-8 ogni 21 | ad oggi.
99

Spinocellulare C lllb | negativo | 1° linea: Cisplatino (80 mg/m?) gg Completati 6 cicli con paziente in risposta alla
1ogni 21 g9 CT. Progressione mediastinica di malattia a 8
Gemcitabina(1200 mg/m?) gg 1-8 ogni | mesi dalla fine del trattamento.
2199

Inizia 2° linea per PD:

Taxotere (75 mg/m2) gg 1ogni 21 gg
Carboplatino(400 mg) gg 1 ogni 21 gg
3° linea: Vinorelbina (36.5 mg) gg 1-8
ogni 21 gg

Spinocellulare lllb negativo | Oxaliplatino (65 mg/m2) 110 mg Completati 6 cicli di CT. Risposta clinica
Gemcitabina (1000 mg/m2) 1800mg | completa a 10 mesi dalla fine del trattamento.
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg

Spinocellulare* lllb +/- | 1° linea: Cisplatino (80 mg/m?) Completati 6 cicli di CT con risposta parziale al
ggiogni 21 gg trattamento. Durante la seconda linea decesso
Gemcitabina(1200 mg/m?) gg 1-8 ogni | per PD encefalica.
2199

2° linea: Taxotere (70 mg/m2) 130 mg
gg1 ogni 21 gg

Temozolomide (200 mg/m?) gg 1-5
ogni 28 gg
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Microcitoma*

b

Cisplatino(80 mg/m2) gg 1ogni 21 gg
Etoposide(120 mg/m?) gg 1-2-3 ogni
2199

Completati 4 cicli di CT con remissione clinica
completa mantenuta a 7 mesi dalla fine del
trattamento poi decesso per PD encefalica.

Tabella 17. Tabella riassuntiva degli schemi di terapia farmacologica. Correlazione tra istotipi tumorali, stadio Il e II,
attivita telomerasica in BAL ed evoluzione clinica della malattia. CT= chemioterapia PD= progressione della malattia

Questi dati permettono di arrivare a delle prime conclusioni. Il dosaggio della telomerasi nel BAL ha,
come sopra descritto, delle potenzialita diagnostiche limitate. Questi dati ben si correlano con quello che
gia altri autori hanno riportato (Sen S. et al., 2001 et 2002; Dikmen et al., 2003). In realta appare evidente
che il vero significato di questo dosaggio, almeno per questi casi, sia soprattutto di tipo prognostico.
L'alto grado di correlazione tra la negativita e l'esito della terapia, che non appare dipendente dallo
schema terapeutico, sembra invece essere legato alla storia naturale della neoplasia. Considerando il
caso del microcitoma (* in tabella 17) con stadiazione lllb e telomerasi-positivo € evidente come
I'evoluzione della malattia abbia portato inizialmente ad una remissione completa del tumore primitivo e
successivamente alla comparsa di metastasi encefaliche. Questo caso quindi rafforza l'ipotesi circa la
significativita prognostica della telomerasi. Si pud quindi supporre che la positivita telomerasica, piu
che alla diagnosi sembra collegata alla capacita invasiva della neoplasia stessa. Queste ipotesi
saranno comunque validate con studi a lungo termine. Elementi che sono di ulteriore sostegno possono

pero essere dedotti dall'analisi della casistica di stadiazione IV (Tabella 18).

Istotipo neoplasia | Stadio | TRAP Chemioterapia Evoluzione

Ca Spinocellulare 1% negativo | Vinorelbina (25 mg/m2) gg 1-8 ogni Completati 4 cicli. Non c’é stata risposta alla
2199 CT ma PD con decesso a 9 mesi dalla

diagnosi.

Adenocarcinoma v negativo | Gemcitabina (1350 mg) Completati 5 cicli. Risposta parziale e malattia
Oxaliplatino (88 mg) stazionaria.
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg

Ca a Grandi cellule v negativo | Cisplatino (80 mg/m2) gglogni 21 gg |Completati 8 cicli di CT con risposta parziale
Gemcitabina(1200 mg/m2) gg 1-8 ogni | alla terapia. PD dopo 3 mesi dalla fine del
2199 trattamento e decesso del paziente.

Ca a Grandi cellule v +/- | Cisplatino (80 mg/m2) gg 1ogni 21 gg |Completati 6 cicli di CT con assenza di
Gemcitabina(1200 mg/m?) gg 1-8 ogni | risposta.Progressione della malattia con
2199 decesso a 8 mesi dalla diagnosi.
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Adenocarcinoma v +/- | 1° linea:Cisplatino (80 mg/m?) gg 1 Completati 6 cicli di prima linea, 6 di seconda

ogni 21 gg linea e 8 di terza. Paziente in PD da marzo
Vinorelbina (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 | 2003.

a9 Attualmente in vita. Effettua

2° linea: Cisplatino (80 mg/m2) gg 1 monosomministrazione di vinorelbina.

ogni 21 gg PD ad oggi.
Gemcitabina(1350 mg) gg 1-8 ogni 21
99
3° linea: Taxotere (75 mg/m2) gg 1
ogni 21 gg
Vinorebina per os (25 mg/m2) gg 1-8
ogni 21 gg
4° linea:Vinorelbina (25 mg/m2) gg1-8
ogni 21 gg
Ca Spinocellulare v + Vinorelbina(25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 | Completati 3 cicli. Paziente deceduto.
99
Ca a Grandi cellule v + Cisplatino ((80 mg/m2) gg 1 ogni 21 gg | Completati 3 cicli di CT con progressione di
Gemcitabina(1200 mg/m2) gg 1-8 ogni | malattia alla ristadiazione. Data la PD si inizia
2199 monoterapia palliativa. Decesso a 6 mesi dalla
Vinorelbina (25 mg/m?) gg 1-8 ogni 21 | diagnosi.
99
Adenocarcinoma v + Vinorelbina (25 mg/m?) gg 1-8 ogni 21 | Completati 2 cicli di CT. PD ad oggi.
Y
Ca Bronchiolo- v ++ | Vinorelbina (25 mg/m?) gg 1-8 ogni 21 |II paziente effettua un solo ciclo di CT per PD
alveolare g9 rapida e decesso a 1 mese dalla diagnosi.
Ca a Grandi cellule 1% ++ Gemcitabina (1000 mg/m2) Il paziente effettua un solo ciclo di CT per PD
Oxaliplatino (65 mg/m?) rapida e decesso a 1 mese dalla diagnosi.

Entrambi gg1-8 ogni 21 gg

Tabella 18. Tabella riassuntiva degli schemi di terapia farmacologica. Correlazione tra istotipi tumorali stadio 1V, attivita
telomerasica in BAL ed evoluzione clinica della malattia. CT= chemioterapia PD= progressione della malattia.

Nel gruppo di casi riportati in tabella 18 (stadio 1V) sono rappresentate le principali patologie
neoplastiche polmonari. Da un’analisi comparativa tra i livelli di attivita telomerasica nei BAL e la risposta
obiettiva del paziente si evidenzia nuovamente I'esistenza di un alto grado di correlazione. Ad una
negativita del dosaggio corrisponde una sopravvivenza media superiore a quella osservata nei pazienti
ad alta positivita. | pazienti avevano completato dai 3 agli 8 cicli di chemioterapia e si era osservata in
alcuni di essi una risposta parziale. Questo tipo di patologie ad elevata stadiazione ha prognosi infausta,
e la sopravvivenza media € assai ridotta. La terapia farmacologica non assume per questi pazienti un
significato terapeutico.

Se si prende in considerazione la positivita telomerasica, si pud osservare che tutti i pazienti in stadio
IV telomerasi negativi o scarsamente positivi, indipendentemente dal tipo di patologia e dallo
schema terapeutico, sopportano un numero di cicli chemioterapici superiore ed hanno
un’aspettativa di vita piu lunga. Infatti, i 2 pazienti che sono risultati molto positivi per la telomerasi

sono deceduti entro 1 mese dalla diagnosi, e non hanno portato a termine alcun ciclo chemioterapico a
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causa di una rapida progressione di malattia. Il limitato numero di pazienti, anche in questo caso, non
permette di fare ulteriori correlazioni, anche perché sono disponibili dati riferiti a pazienti positivi (+) per la
telomerasi ma non in terapia presso questa struttura ma presso quella di Verbania.
CONCLUSIONI
Uno degli obiettivi primari di questo studio & stato la valutazione del reale potenziale diagnostico della
telomerasi nelle patologie neoplastiche polmonari per le quali esistono ancora alcune problematiche
legate sia alla corretta rilevazione diagnostica, resa piu difficile dall'esistenza di numerose varieta
istotipiche, che alla tipologia di trattamento da seguire. La corretta definizione di malattia e di stadiazione
giocano un ruolo determinante per la sopravvivenza del paziente, poiché ne condizionano in modo
significativo la terapia. Essendo la presenza di attivita telomerasica correlata con la presenza di cellule
sicuramente tumorali nel campione biologico, tale enzima & stato assunto come marker diagnostico
specifico, scelto per valutare la possibilita di accrescere 'accuratezza diagnostica. | dati raccolti in
questo studio indicano come il potenziale diagnostico della telomerasi risulti interessante
soprattutto per le neoplasie di tipo periferico ed a bassa stadiazione (I, la, Ib) mentre non é
appropriato per la diagnosi degli stadi intermedi Il e lll. Inoltre € molto sensibile a numerose variabili
legate soprattutto al corretto prelievo del campione di BAL da analizzare (es. raccolta di molte cellule
morte di esfoliazione nel caso di carcinomi spinocellulari). | dati ottenuti con I'analisi immunoistochimica
dell’'enzima contribuiscono notevolmente alla sua specificita diagnostica, ma non possono essere prodotti
per patologie con stadiazione molto avanzata. La correlazione tra lattivita telomerasica e la
chemioterapia ha rivelato interessanti proprieta. Risulta infatti che i pazienti telomerasi-positivi in stadio IlI
andavano incontro frequentemente a progressione della malattia, mentre i telomerasi-negativi
sopportavano meglio la chemioterapia e risultano attualmente in terapia dopo 18 mesi dalla diagnosi. |
pazienti allo stadio IV presentavano una stretta correlazione tra attivita telomerasica e chemioterapia.
L’analisi complessa, che include dati diagnostici, terapia e “follow-up”, anche se preliminari, suggerisce
che la valutazione dellattivita telomerasica possa avere anche un interessante valore prognostico.
Questi risultati dovranno trovare conferma con ulteriori verifiche sperimentali. Le analisi effettuate su una
pil ampia popolazione, integrate anche con curve significative di sopravvivenza, ci permetteranno di
fornire prove sperimentali per arrivare a piu definitive conclusioni.
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14/06/2004 Prof. Christopher Day (Centre for Liver Research, Medical School, University of Newcastle,
Newcastle upon Tyne, UK). Pitfalls of genetic studies in liver disease.

11/06/2004 Dott. Antonio Puccetti (Universita di Genova). Virus e malattie autoimmuni.

28/05/2004  Prof. Angiolo Benedetti (Dipartimento di Fisiopatologia e Medicina Sperimentale
dell’Universita di Siena). Il reticolo endoplasmatico: un labirinto metabolico.

20/05/2004 Dott. Alberto Martini (Istituto Scientifico Gaslini e Universita di Genova). Le artriti croniche del
bambino.

05/05/2004 Prof. Bice Fubini (Dipartimento di Chimica IFM, Chimica Inorganica, Fisica e dei Materiali,
Universita di Torino, Facolta di Farmacia, Direttore del Centro Interdipartimentale "G.
Scansetti" per lo Studio degli Amianti e di altri Particolati Nocivi), presso la sede del Discaff
dellUniversita di Novara. Come comprendere i meccanismi di patogenicita delle fibre di
amianto? Necessita di un approccio multidisciplinare.

03/05/2004 Dott. Frédéric Rieux-Laucat (INSERM 429, Hépital Necker, Paris). Genetic bases of the
Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome (ALPS) subtypes.

31/03/2004 Dott.ssa Antonia Follenzi (Albert Einstein College of Medicine, Liver Research Center 1300
Morris Park Avenue, Bronx, NY 10461 — USA). Espressione epato-specifica del fattore IX
antiemofilico mediante I'uso di vettori lentivirali.

10 /03/2004 Prof. Guido Valesini (Cattedra di Reumatologia, Universita la Sapienza di Roma). TNF, anti-
TNF ed autoimmunita.

18/02/2004 Dott.ssa Bice Chini (CNR Istituto di Neuroscienze, Sezione di Farmacologia cellulare e

molecolare, Milano). Lipid rafts e recettore per I' ossitocina: modulazione del signalling e del
controllo della proliferazione cellulare.
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17/02/2004 Dott.ssa Maria Gabriella Scordo (Department of Medical Sciences Clinical Pharmacology
University of Uppsala, Svezia). Citocromo P450: polimorfismi genetici e risposta clinica ai
farmaci.

03/02/2004 Dr.ssa Rita Clementi (Universita di Pavia). Alterazioni del gene della perforina nelle patologie
linfoproliferative.

30/01/2004 Prof. Magnus Ingelman-Sundberg (Division of Molecular Toxicology, Institute of
Environmental Medicine, Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden). Pharmacogenetics: a
tool for a more efficent and safe drug therapy.

27/01/2004 Dott. Alan Kozikowski (University of lllinois, Chicago), seminario presso il DISCAFF.
Chemistry
and biology of natural products-derived molecules targeted to the brain.

CONGRESSI E CORSI

3° Convegno sulla “real time” PCR: la ‘real time” PCR verso nuove applicazioni (Ricerca Biomedica e
Diagnostica Molecolare)- Milano, 24 Giugno 2004.

1t |SC International Conference on Cancer Therapeutics Molecular Targets, Pharmacology and Clinical
Applications-Firenze, 19-21 Febbraio 2004.

09/06/2004 “Nuove tecnologie e Sviluppi nellanalisi del Proteoma” seminario organizzato presso il
Palazzo LITA, Segrate, Milano da Proteomics Alliance in collaborazione con I'Universita'
degli Studi di Milano ed il CNR.

13/05/2004 1°Seminario del Corso: Scienze della vita e casi giudiziari. Un laboratorio “ll caso Sergeant:
test genetici predittivi, riservatezza e lavoro” organizzato presso il Palazzo di Giustizia di
Milano dall’'Universita di Milano, Facolta di Giurisprudenza in collaborazione con I'Universita
di Pavia, European Network for Life Sciences, Health and the Courts (ENLS). Relatore
scientifico: Dott. Paolo Radice (Oncologia Sperimentale, Milano). Relatore giuridico: Dott.ssa
Adele Savastano (Giudice, Lodi). Discussant: Dott. Giorgio Mannaccio (Giudice, Milano).
Coordinatrore: Dott. Amedeo Santuosso (Tribunale di Milano).

11/05/2004 Corso di Bioetica “Cellule staminali e clonazione” organizzato presso il Dip. di Farmacologia
e Tossicologia Medica, Universita di Milano.Relatori: Prof. G. Cossu (Universita La
Sapienza, Roma), Prof. P. Vezzosi (C.N.R., Segrate), Prof. P. Cattorini (Universita
dell'Insubria), Dott. C. Galli (Consorzio incremento zootecnico, Cremona), Dott.ssa M.
Fiumano (Scuola di Specializzazione per Psicoterapeuti, Milano), Dott. A. Santosuosso
(Tribunale di Milano). Coordinatrice scientifica: Prof. Anna Collier.

28/04/2004 Corso teorico (Dott. Marco Brambilla) “Norme operative di protezione e sicurezza per i
laboratori di ricerca” organizzato dal Dipartimento di Scienze Mediche dell’ Universita del
Piemonte Orientale di Novara in ottemperanza a quanto previsto dallart. 61, comma 3, lett
c e D.L.gs 230/95 e s.m.i.

27/04/2004 Dott.ssa S. Ceffa (Comunita di Sant'Egidio, Novara). Progetto DREAM (Drug Resource
Enhancement Against AIDS in Mozambico).
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24/04/2004 Incontro di Studio “Impresa, valori sociali e nuova Sanita” organizzato dalla Fondazione
Policlinico di Monza e dalla Clinica San Gaudenzio di Novara. Presidente: Prof. llario Viano.

23/04/ 2004 Seminario “Seminario di cultura brevettale” organizzato dal Network per la valorizzazione
della ricerca universitaria presso il DISCAFF, Universita del Piemonte Orientale, Novara.

ABSTRACTS

Colangelo D, Ghiglia A, Vandone A, Poma F, Balbo P, Cristina S, Monga G, Alabiso O, Viano I.
“Telomerase may have a decisive prognostic role for lung cancers and help in therapeutic decision”. Atti
del 1st ISC International Conference on Cancer Therapeutics Molecular Targets, Pharmacology and
Clinical Applications-Firenze, 19-21 Febbraio 2004, pag.195.

AnnaRita Ghezzi, Maurizio Aceto, Claudio Cassino, Elisabetta Gabano, Donato Colangelo, AnnaLisa
Ghiglia, Homa Mahboobi, Domenico Osella. “Cellular uptake of antitumor platinum(ll)-complexes
evaluated by means of ICP-MS technique”Atti del 3° Workshop on Pharmaco-Bio-Metallics- Sorrento,
Napoli, 7-9 Novembre 2003, pagg.45-46.
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