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INTRODUZIONE

G. Cortesina

La ricerca degli ultimi 15 anni ha portato prepotentemente alla ribalta la biolo-
gia molecolare che, dopo essere stata all’inizio una sorta di materia per iniziati, ha
incominciato ad avvicinarsi alla realta clinica facendo intravedere a chi ha il com-
pito di curare i malati, diagnosticandone preventivamente le malattie, un mondo tut-
to nuovo, talora ostico, causa una «semantica» fatta di simboli con i quali il clinico
non ha consuetudine, ma anche molto affascinante perché da subito la sensazione di
essere di fronte a qualcosa di piu profondo che si avvicina all’essenza dei fenome-
ni.

Il clinico, abituato a muoversi in un mondo di concetti che rappresentano spes-
so degli «epifenomeni» o punte d’iceberg di realta sconosciute, ma che rappresen-
tano la sua verita pud all’inizio provare un senso di smarrimento, quasi un rigetto
culturale, perché si rende conto che I'insieme di definizioni diagnostiche e conse-
guenti atti terapeutici rappresentano un mondo di conoscenze che viene messo in di-
scussione. C’¢ stata, in effetti, all’inizio una specie di dicotomia tra la ricerca mole-
colare e la ricerca clinica (anche quella piu avanzata), con incomprensioni recipro-
che che non hanno certo giovato al progresso della ricerca piu globale, che & quella
che ha lo scopo di approfondire le conoscenze dei fenomeni e di poterle utilizzare
in campo pratico, con il fine ultimo di servirsene per curare i malati. La recente di-
vulgazione, anche attraverso i media, delle scoperte molecolari che ha avuto il suo
apice nel portare a conoscenza del grosso pubblico le ricerche relative al progetto
Genoma, e il comparire sempre piu frequente su riviste cliniche di risultati ottenuti
dalla biologia molecolare, ha via via ridotto le barriere tra i due mondi culturali, fa-
cendo sempre di piu intravedere la possibilita di un futuro indirizzo clinico della ri-
cerca biologica.

Sono nati autentici dibattiti, a livello di filosofia della scienza, essendoci tutta
una corrente di pensiero che rifiuta il concetto che la realta della vita (e quindi del-
la patologia della vita stessa), sia tutta riconducibile a piccole molecole, a segmen-
ti di DNA, a recettori ecc.: ¢’€¢ insomma chi mette in discussione che la base di tut-
to sia fondata su elementi «micromorfologici». S’innesca in questa diatriba anche
un discorso di tipo «filosofico-religioso» che mettendo alla base della realta biolo-
gica umana il concetto di anima, viene a ridimensionare i dati biologici ottenuti con
il metodo sperimentale rendendoli meno assoluti e piu relativi.

1T Clinica ORL, Universita di Torino
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Resta il fatto che il salto in avanti che ci fanno fare nel campo della conoscen-
za pura (nell’accezione kantiana del termine) le nuove «evidenze» della ricerca mo-
lecolare, ¢ cosa inequivocabile che non puo essere messa in discussione.

I problemi che devono essere superati, per un vero progresso della ricerca glo-
bale che ha come fine un concreto miglioramento della cura delle malattie sono mol-
ti, ma taluni possono essere fin da ora identificati.

Il primo riguarda I’atteggiamento mentale del ricercatore di biologia molecola-
re che dovrebbe non entusiasmarsi troppo per una scoperta settoriale (es. di una pro-
teina o di un recettore) pensando che questa rappresenti una verita assoluta e per-
tanto applicabile in concreto in clinica. E necessario a nostro avviso che il confron-
to tra biologo e clinico, tra il risultato di una PCR e la realta clinica della malattia,
avvenga sistematicamente fin dalle fasi iniziali della ricerca, e rappresenti un vero
e proprio approccio metodologico di questo tipo di ricerca: bisogna in altre parole
che il clinico impari a «masticare un po’ di biologia molecolare» imparandone so-
prattutto il modo di ragionare e il metodo, e che il biologo raggiunga una maggior
confidenza con le problematiche pratiche della clinica. Si rende necessario insom-
ma un vero e proprio salto di qualita culturale. Esiste poi un problema di metodo.
Le tecniche molecolari sono sofisticate, di difficile esecuzione, costose e comples-
se: per questo insieme di caratteristiche esse tendono ad essere applicate su di un nu-
mero di pazienti spesso esiguo. Ma per affermare che una certa evidenza biologica
ha un significato sostanziale nella nascita e nel decorso di una malattia, & necessa-
rio che la validazione di applicabilita clinica venga fatta con metodi statistici rigo-
rosi, che richiedono quasi sempre un elevato numero di pazienti studiati. Se ad
esempio si deve studiare il significato prognostico di un oncogene o di una protei-
na, ¢ indispensabile che vengano bilanciati altri fattori prognostici e si deve pertan-
to ricorrere all’analisi statistica multivariata che richiede, oltre che ad un numero co-
spicuo di casi, anche mani molto esperte. In questa chiave di lettura ci accorgiamo
subito che se scorriamo la letteratura, almeno la meta dei lavori non & utilizzabile a
fini pratici. Esiste un problema di fondo, che forse ¢ il piu difficile da affrontare. Da
qualche anno hanno incominciato ad esistere trials clinici controllati sull’uso di una
certa proteina o fattore il cui effetto ¢ ormai sicuro a scopo terapeutico, o sull’uso di
molecole che bloccano quel fattore (quando questi abbia un effetto patogeno): il tut-
to avviene (in studi di fase III, IV) senza tralasciare la terapia tradizionale (per lo
piu chirurgica o radioterapica).

Si pud fare I’esempio di trials clinici che hanno come background 1’angiogene-
si (sicuro fattore di progressione tumorale): in un braccio del trials si inseriscono i
pazienti trattati con terapia tradizionale (es. chirurgia); nel secondo braccio si inse-
riscono pazienti trattati con chirurgia e con una sostanza che blocca 1’angiogenesi
tumorale (I’endostatina).

Orbene, dopo I’entusiasmo iniziale, i primi risultati dei trials clinici a terapia
molecolare non sono per lo piu esaltanti. Facendo un processo di autoanalisi critica,
seria ed obiettiva, emerge il dubbio che un tipo di fenomeno biologico non sia go-
vernato da un solo gene, un solo recettore, una sola proteina, ma che alla base di
ogni realta biologica esista un «network» di fattori interagenti di segno talora ugua-
le, talora contrario che rendono oltremodo difficile un’applicazione clinica «tout-
court» di una sola molecola.
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Pur con queste riserve, che devono essere ben presenti nella mente di ogni ri-
cercatore la macchina della ricerca molecolare applicata procede in modo inesora-
bile e quindi ¢ ipotizzabile un futuro in cui dovremo inserire nell’attuale universo
conoscitivo della nostra clinica, concetti di tipo molecolare, per cui saremo costret-
ti a procedere ad una sorta di rivoluzione culturale.

E proprio in questa ottica ed in questa previsione che riteniamo che il Clinico
del 2000 si avvicini culturalmente alla biologia molecolare, e quindi riteniamo uti-
le offrire ai clinici ORL alcune nozioni su quanto si sa oggi in materia di carcino-
genesi dei carcinomi cervico-cefalici.

Con la speranza ovviamente di essere sufficientemente divulgativi (per i non ad-
detti ai lavori) e quindi capiti.
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I. STORIA NATURALE DEI CARCINOMI DEL DISTRETTO
CERVICO-FACCIALE

G. Succo, E. Crosetti*, B. Cabodi, M. Airoldi**, A. Sartoris”

La storia naturale dei carcinomi del distretto cervico-cefalico consiste nell’evo-
luzione clinica degli stessi in assenza di ogni forma di trattamento.

Essa riflette il «ritmo proliferante» delle cellule tumorali, ritmo che sappiamo
essere differente nelle varie fasi della crescita neoplastica, e la capacita che il tu-
more acquisisce di diffondersi a distanza. Quest’ultima, per i carcinomi di testa e
collo, si evidenzia principalmente a livello loco-regionale, a livello cio¢ dei linfo-
nodi latero-cervicali.

La storia naturale di un carcinoma del distretto cervico-cefalico (HNC) ¢ diffi-
cile da stimare in quanto, nell’epoca moderna, ¢ rarissima 1’assenza di qualsiasi for-
ma di trattamento.

Studi condotti nel Regno Unito dimostrano come pazienti affetti da HNC in sta-
dio avanzato abbiano un’aspettativa di vita, senza trattamento, di 6-12 mesi, con una
mediana di 101 giorni, dipendente essenzialmente dal performance status e dalle co-
morbidita 3.

La letteratura, come detto, & abbastanza scarsa, se si escludono le due sedi del
distretto cervico-cefalico, il cavo orale e la laringe glottica, ove per la facilita di
ispezione clinica o per la precocita dei sintomi, esistono maggiori studi circa 1’e-
voluzione in assenza di trattamento delle lesioni precancerose o del carcinoma in
Situ 577 80.

Possiamo pertanto affermare che al presente risulta ancora difficile misurare tut-
ti gli effetti del trattamento sull’HNC, in quanto la storia naturale dello stesso non ¢
pienamente conosciuta ed ¢ variabilmente legata alle differenze di sede, come ap-
punto accade per il distretto cervico-cefalico.

La storia naturale ¢ inoltre condizionata da una serie di fattori specifici, che do-
vrebbero essere conosciuti ed inquadrati in un contesto di concetti oncologici glo-
bali. Fra questi, le complesse interazioni tumore/ospite influenzano variabilmente il
decorso clinico/biologico della malattia in ogni singolo paziente.

In questo capitolo ci occuperemo solo di alcuni fattori condizionanti la storia na-
turale dell’HNC e precisamente:

U.O.A. Otorinolaringoiatria, Ospedale «Martini», Torino;
“T Clinica ORL, Universita di Torino;
" U.0.A. Oncologia, Ospedale «S. Giovanni» Antica Sede, Torino
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— fattori anatomici;

— istotipo e grading tumorale;

lasciando ad altri capitoli la trattazione dei fattori prognostici relativi all’ ospite.

Analizzeremo poi le peculiarita che caratterizzano la storia naturale e I’evolu-
zione dei carcinomi che si sviluppano nelle differenti sedi delle vie aero-digestive
superiori.

FATTORI ANATOMICI

La maggioranza dei carcinomi squamosi iniziano quali lesioni di superficie, ma
occasionalmente possono svilupparsi dai dotti delle ghiandole salivari minori, nel
qual caso essi originano al di sotto della superficie della mucosa. Cio avviene solo
in alcune sedi particolari, come il pavimento orale, la base della lingua ed il rinofa-
ringe.

L’estensione del tumore primitivo avviene secondo modalita differenti, dipen-
dendo essenzialmente dal tessuto sottostante la mucosa in cui il carcinoma si svi-
luppa. Se il tessuto sottostante & muscolare, 1’estensione avviene essenzialmente e
rapidamente lungo le fibre muscolari (cancro della lingua). Se il tessuto sottostante
¢ 0sso o cartilagine (carcinoma laringeo) 1’estensione ¢ influenzata dai cosiddetti
punti di resistenza e di debolezza. L’estensione lungo le guaine perineurali o me-
diante emboli linfatici ¢ in quest’ultimo caso molto meno comune.

Se il tessuto sottostante & linfatico, I’estensione avviene in modo eccentrico e
molto facilmente nel contesto del tessuto linfatico stesso.

La diffusione delle cellule tumorali per via linfatica od ematica, dipende an-
ch’essa dal tessuto sottostante la mucosa.

Interessante come Myers e Suen definiscono il problema del condizionamento
della storia naturale legato al tipo di tessuto sottostante la mucosa, individuando due
categorie di tumori HNC 7.

La prima categoria ¢ costituita da carcinomi che si sviluppano su una mucosa
che ricopre tessuto linfoide. E caratterizzata da un’elevata percentuale di tumori po-
co differenziati od indifferenziati. Queste caratteristiche di grading influenzano non
poco la storia naturale: alta percentuale di metastasi linfonodali al momento della
presentazione clinica (fra il 65 ed il 80%), maggiore percentuale di metastasi a di-
stanza evidenziabili clinicamente nel corso della storia clinica; maggiore percentua-
le di secondi tumori a carico delle vie aero-digestive.

I carcinomi che si sviluppano nel contesto di una mucosa che ricopra muscoli,
ossa e cartilagine costituiscono la seconda categoria e sono piu frequenti. Istologi-
camente essi sono quasi sempre tumori mediamente o ben differenziati. La loro sto-
ria naturale ¢ caratterizzata da una percentuale di metastasi linfonodali latero-cervi-
cali inferiore e da una minore presenza di metastasi a distanza e di secondi tumori.

I carcinomi che si sviluppano in regioni borderline assumono alternativamente
le caratteristiche di entrambe le categorie.
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Metastasi linfonodali

L’invasione dei linfonodi cervicali ¢ associata a particolari modalita evolutive
ed assume un particolare significato prognostico negativo nella storia naturale del-
I’HNC. Gli studi condotti, in particolare sugli specimen di migliaia di svuotamenti
latero-cervicali, hanno consentito di individuare vari modelli di invasione dei linfo-
nodi latero-cervicali: assenza o presenza di metastasi, rottura capsulare, emboli neo-
plastici nei vasi linfatici 32. Fra questi fattori la rottura capsulare (55%) e gli embo-
li neoplastici determinano un notevole aggravamento di prognosi. Sembra essere il
primitivo arresto di emboli tumorali nella capsula linfonodale o a livello iuxtaca-
psulare a determinare un’estensione extracapsulare piu precoce nel corso della sto-
ria naturale della malattia 7.

Due sono i parametri clinici che maggiormente si correlano al grado di invasio-
ne delle linfoghiandole cervicali: la dimensione ed il grado di fissita agli elementi
anatomici cervicali.

L’incidenza di metastasi linfonodali dipende essenzialmente dalla sede, dalla di-
mensione e dal grading del tumore primitivo.

La distribuzione delle metastasi linfatiche ¢ in gran parte spiegabile in termini
meccanici ed anatomici. Le funzioni di filtro e di barriera dei linfonodi appaiono so-
litamente efficaci nello stadio iniziale della malattia dal momento che la metastatiz-
zazione linfatica ¢ generalmente limitata alla prima stazione linfonodale. Su questo
rationale si fondano le moderne strategie di staging incentrate sulla teoria del linfo-
nodo sentinella®. Dal momento che la struttura linfonodale & progressivamente rim-
piazzata dal tumore metastatico, il flusso linfatico locale puo essere distorto, rifles-
so e persino invertito, direzionando cellule tumorali nate nel linfonodo metastatico,
verso linfonodi liberi da malattia.

Il linfonodo metastatico diventa in questo modo il focus di una diffusione ter-
ziaria. Cio puo avvenire per via linfatica ed ematica a causa non solo delle ampie in-
terfacce linfatico/ematiche presenti alla base del collo, ma pure attraverso piccoli
shunt linfatico/venosi o attraverso invasioni a tutto spessore e penetrazioni all’in-
terno della vena giugulare interna, partendo dai linfonodi adiacenti alla stessa .

Metastasi a distanza - secondi tumori

Il corso del carcinoma delle vie aero-digestive superiori ¢ frequentemente solo
locale o loco/regionale. Cio significa che, nella maggioranza dei casi, il corso appa-
rente di questo cancro (sino alla morte) ¢ confinato al tratto aero-digestivo superio-
re ed ai linfonodi cervicali.

Piu della meta dei pazienti affetti da HNC decede per I’estensione locale e lo-
co/regionale della malattia. Questo dato non si allinea con quanto avviene per i car-
cinomi delle altre parti del corpo.

Metastasi a distanza, che occorrono con relativa bassa frequenza, sono clinica-
mente evidenti solo nel 10-15% dei casi. Tuttavia, cid puo solo risultare un’impres-
sione clinica. Al presente, infatti, gli esami che servono per la diagnosi di metastasi
a distanza vengono raramente effettuati nei pazienti terminali, portando ad un ri-
schio di netta sottostima dell’evento. Infatti gli studi autoptici su pazienti deceduti
per HNC, dimostrano che vi ¢ un’alta percentuale di metastasi clinicamente silenti,
nell’ordine del 35-50% dei casi ™.
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I carcinomi multipli del tratto aero-digestivo sono comuni, nell’ordine del 7-9%
dei casi. Questo dato ¢ analogo solo al carcinoma della cute e del tratto digestivo.

La frequenza di secondi tumori varia in accordo alla sede del tumore primitivo.
Questa elevata frequenza sembra essere specialmente correlata all’azione degli stes-
si fattori irritanti locali sulle stesse mucose di questa regione, ad eccezione delle fos-
se nasali e del rinofaringe 7.

ISTOTIPO TUMORALE

La multiformita dei tessuti presenti nel distretto cervico-cefalico determina la
differente frequenza dei vari istotipi tumorali, caratterizzati a loro volta da compor-
tamenti biologici e modalita evolutive peculiari .

L’istotipo piu frequente ed ugualmente distribuito nelle varie sedi ¢ il carcino-
ma squamoso, che presenta spiccata tendenza all’evoluzione linfatica cervicale e piu
raramente alla metastatizzazione per via ematica.

Entita a se stante ¢ rappresentata dal carcinoma indifferenziato rinofaringeo, il
cui comportamento, analogamente a tutte le sedi anatomiche in cui la mucosa rico-
pre abbondante tessuto linfatico, ¢ caratterizzato da una grande tendenza alla meta-
statizzazione linfonodale loco-regionale (80%) e da una maggiore percentuale di
metastasi per via ematica (28%).

Il carcinoma muco-epidermoide si localizza prevalentemente nel contesto delle
ghiandole salivari e nel distretto naso-sinusale. L’evoluzione e la variabilita loco-re-
gionale rendono ragione della suddivisione di tale istotipo in alto e basso grado di
malignita 22,

Sempre nel contesto del complesso salivare e del distretto naso-sinusale, si svi-
luppa il carcinoma adenoido-cistico, un istotipo tumorale particolare per quanto ri-
guarda le modalita di estensione e la storia naturale. La particolarita di questo tu-
more ¢ la forte tendenza a diffondersi lungo le guaine perineurali, anche a notevole
distanza dal tumore primitivo. L’evoluzione linfatica ¢ meno frequente, mentre piu
frequentemente si rileva I’incidenza di metastasi per via generale, anche a notevole
distanza di tempo dalla diagnosi e dal trattamento primitivo. La storia naturale di
questo tumore & caratterizzata da un’evoluzione lenta e poco aggressiva 22,

L’adenocarcinoma, che risulta I’istotipo piu frequente nel distretto naso-sinusa-
le, € un tumore caratterizzato da un’elevata malignita locale, con tendenza alla reci-
diva locale, ma da una scarsa tendenza alla diffusione per via linfatica od ematica.
Cio rende ragione del rationale di trattamento, rappresentato da approcci chirurgici
pil aggressivi, condotti per via transfacciale e transcranica, al fine di raggiungere a
tutti i costi la completa radicalita locale.

Clinica

La somma della fase pre-clinica e della fase clinica dell’HNC consentono di
suddividere schematicamente la storia naturale di questi tumori, come appare dagli
schemi di Morrison 3* (Fig. 1) e di Cortesina '3 (Fig. 2).

Esaminando le varie tappe, si possono individuare due periodi che possono con-
dizionare in modo decisivo la successiva storia naturale del tumore in questione.
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Storia naturale clinica dei carcinomi head and neck.

Si tratta della cosiddetta «detectable pre-clinical phase» (DPCP), in cui una pre-
cancerosi od un early cancer puo gia essere diagnosticato istologicamente pur non
avendo ancora dato sintomi o segni di sé ed il periodo primi sintomi/diagnosi, che
rappresenta il momento in cui la gravita dei sintomi, i comportamenti soggettivi, la
sensibilita del test diagnostico e la sua facile o difficile applicabilita influenzano
maggiormente la tempestivita o al contrario il ritardo diagnostico.

Al presente, richiamandosi anche alle peculiarita istologiche dei tessuti rappre-
sentati nel distretto cervico-cefalico, esistono in pratica solo due sedi, il cavo orale
e la laringe glottica, in cui la DPCP ¢ in pratica diagnosticabile.
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Cio ¢ certamente spiegabile con la sensibilita e 1a facile applicabilita dei test dia-
gnostici, ma anche con il fatto che la storia naturale, in queste sedi, presenta carat-
teristiche di carcinogenesi piu tipiche, con le varie tappe cronologicamente ed isto-
logicamente meglio rappresentate.

Infatti nel vario panorama dell’oncologia cervico-cefalica solo su queste due se-
di sono reperibili con costanza e buona frequenza lavori sulle precancerosi e sui ten-
tativi di screening, che si pongono come obiettivo la modificazione della storia na-
turale della malattia.

Relativamente al periodo primi sintomi/diagnosi Cortesina et al. riportano che
sulla base della durata del suddetto periodo ¢ possibile distinguere due categorie di
HNC:

1) tumori con tempo compreso fra 2-8 mesi: laringe glottico-sottoglottica, cavo
orale anteriore, orofaringe (talora), ghiandole salivari, infrastruttura;

2) tumori con tempo > 8 mesi: laringe sottoglottica, ipofaringe, rinofaringe,
massiccio facciale (meso-sovrastruttura), orofaringe, laringe sovraglottica.

Per finire gli epidemiologi puntano con forza il dito sul problema della poten-
ziale stazionarietd o reversibilita dei carcinomi iniziali, specie nello stadio di carci-
noma in situ, il che potrebbe rappresentare un serio ostacolo etico alla proposta di
trattamenti che determinino un outcome negativo sulla qualita di vita 8,

Relativamente al primo aspetto sussistono evidenze circa alcune sedi in cui I’e-
voluzione avviene per lungo tempo a livello superficiale, interessando un’area sem-
pre maggiore di mucosa senza che cio esiti in un’evoluzione in carcinoma invasivo;
ci0d spesso si associa a vaste aree di degenerazione multifocale della mucosa ed ¢ al-
la base delle teorie della field cancerisation e dell’alta frequenza di secondi tumori
rilevata, specie per alcune sedi '®.

Per I’analisi del secondo problema ci si deve appoggiare agli studi autoptici, an-
che se un po’ datati, che dimostrano, specie per la laringe, un’elevata percentuale di
focolai di carcinoma in situ assolutamente non evoluti verso forme invasive e non
responsabili del decesso del soggetto °.

STORIA NATURALE DEI CARCINOMI DELLE CAVITA NASALI E DEI
SENI PARANASALI

Le neoplasie maligne delle cavita nasali e dei seni paranasali vengono riunite in
un unico paragrafo in quanto I’unita embriologica, anatomica e clinica esistente ne
condiziona la storia naturale ed influenza la scelta del trattamento terapeutico. Si
tratta di una sede appartenente alla seconda categoria, secondo la stratificazione di
Myers, ove la mucosa ricopre essenzialmente 0sso.

La storia naturale ¢ fortemente correlata all’istotipo ed ¢ caratterizzata da una
buona incidenza di metastasi linfonodali.

Seno mascellare

I tumori maligni del seno mascellare possono essere considerati primitivi solo
nel 40% dei casi; nel 30% originano a livello della mucosa etmoidale, mentre meno
frequentemente costituiscono un’evoluzione da parte di neoplasie insorte a livello
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delle mucosa alveolare o del palato. In genere i tumori maligni originatisi all’inter-
no di un seno mascellare non manifestano la tendenza ad interessare 1’etmoide o la
porzione superiore della fossa nasale corrispondente, ma tendono ad estendersi in
basso, in alto e posteriormente, raggiungendo rispettivamente il palato, 1’orbita, i
tessuti molli cutanei e le fosse pterigomascellare (FPM) ed infratemporale (FIT).

Per comprendere la tendenza evolutiva dei tumori maligni del seno mascellare oc-
corre ricordare che I’antro di Higmoro presenta 4 peduncoli: osseo, malare, palatino
(solidi) ed etmoido-nasale (fragile). Pertanto le vie di diffusione piu frequenti sono:

— via palato-alveolare: i tumori a partenza dal pavimento del seno mascellare
hanno una particolare tendenza ad invadere il processo alveolare del mascellare su-
periore, causando la progressiva caduta dei denti premolari e molari superiori. L’e-
steriorizzazione, oltre che attraverso gli alveoli dentari, pud avvenire anche attra-
verso il palato duro ed il fornice gengivale, che appare inizialmente occupato da una
massa sottomucosa, che, in un secondo tempo, si ulcera;

— via superiore, verso |’orbita ed il suo contenuto, protetti dal periostio, ma rag-
giungibili attraverso le vie lacrimali ed il canale infraorbitario, spesso deiscente.
L’invasione orbitaria pud anche avvenire posteriormente nel contesto di un interes-
samento della base cranica. Superata la parete orbitaria, la neoplasia incontra una te-
nace resistenza da parte della periorbita, che viene per lungo tempo dislocata, sen-
za essere infiltrata;

— via anteriore: i rilievi superiore ed inferiore fanno parte delle strutture resi-
stenti della faccia, ma sono separati da aree di relativa debolezza, ad esempio a li-
vello della fossa canina, che viene invasa precocemente nelle forme piu aggressive
e da accesso alle parti molli del viso;

— via posteriore: il processo neoplastico puo giungere ad interessare la pterigoi-
de, la fossa pterigopalatina (FPP) e la loggia dei muscoli pterigoidei, da qui, attra-
verso il forame rotondo ed il tronco del nervo infraorbitario pud penetrare in fossa
cranica media;

— via zigomatica, qualora sia presente I’incostante prolungamento malare, a sua
volta punto di partenza per 1’estensione verso la FIT e la fessura sfenomascellare.
L’invasione della FIT ¢ relativamente frequente e rappresenta un elemento progno-
stico negativo delle neoplasie del seno mascellare. La tuberosita del mascellare, in-
fatti, € in rapporto con la FPP solo nella sua porzione superiore; il seno mascellare,
invece, ¢ in rapporto con la FIT con la sua faccia posteriore (a livello della fossa pte-
rigoidea) e con quella laterale (a livello della regione retromaxillo-zigomatico). La
struttura ossea della tuberosita del mascellare, sostanzialmente fragile, viene preco-
cemente invasa e superata dalle neoplasie interessanti la porzione posteriore del se-
no mascellare. Schwaab 7 ha riscontrato che I’invasione della FIT & isolata solo nel
57% dei casi; spesso € associata a coinvolgimento dell’ orbita (40%) e della base cra-
nica (3%). Secondo Kondo et al. #? frequente & anche 1’interessamento anteriore, ed
addirittura secondo Bouaziz et al.* il coinvolgimento della FIT & sempre associato
ad altre aree di invasione, al di fuori del seno. Raggiunta la FIT, la neoplasia puo
erodere il basicranio o penetrare attraverso i forami della base (ovale, rotondo, spi-
noso) o le strutture che li attraversano (2° e 3° branca del trigemino), invadendo la
fossa cranica media.
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Etmoide

La situazione anatomo-topografica dell’etmoide condiziona le modalita di pro-
pagazione delle neoplasie primitive di questa regione. I tumori maligni originatisi
nell’etmoide possono estendersi:

— verso la fossa nasale, occupandola ed infiltrandone le pareti (turbinato infe-
riore, setto);

— all’orbita, quasi sempre attraverso 1’erosione della lamina papiracea, ma teo-
ricamente anche tramite i fori etmoidali anteriore e posteriore, in cui decorrono le
arterie omonime;

— al sacco e al dotto nasolacrimale;

— al seno mascellare ed al seno frontale: la diffusione avviene lungo i sepimen-
ti ossei ed il complesso ostiometale;

— al seno sfenoidale, per estensione diretta dall’etmoide posteriore;

— all’apice orbitario, per erosione della sottile e talora deiscente lamina ossea,
che separa le cellule etmoidali posteriori dal cono orbitario posteriore e dal nervo
ottico;

— al tavolato osseo frontale, alle ossa nasali ed ai tegumenti naso-frontali;

— alla fossa cranica anteriore (FCA). Solitamente la progressione neoplastica av-
viene attraverso la lamina cribrosa, nella quale la presenza dei fori e la struttura dei
filuzzi del nervo olfattivo, che in essi decorrono, favoriscono la progressione neo-
plastica per continuita o per colonizzazione dei linfatici delle guaine perineurali (Ca
squamosi, Ca adenoidocistici, adenocarcinomi). Esistono poi neoplasie, come gli
estesioneuroblastomi, che originano a livello della fessura olfattiva, «a cavallo» del-
la lamina cribrosa e che tendono a dare un precoce interessamento microscopico
della dura del basicranio anteriore. Una seconda via di penetrazione alla FCA ¢ rap-
presentata dal seno frontale, nel caso in cui la sua parete posteriore sia invasa ed ero-
sa.

L’infiltrazione delle pareti rinofaringee e del seno sfenoidale, per quanto teori-
camente possibile, ¢ evenienza molto rara, cosi come I’interessamento della FPM e
della FIT. Queste due ultime direttrici sono proprie dei tumori maligni del seno ma-
scellare. Esistono comunque neoplasie etmoido-mascellari molto estese, che si
espandono secondo direttrici proprie di ciascuna delle due sedi: si tratta di casi nei
quali ¢ difficile stabilire con esattezza la sede di partenza del tumore ' >,

Seno frontale

I tumori maligni del seno frontale sono rari. Possono esteriorizzarsi attraverso
la parete anteriore del seno stesso oppure possono penetrare nell’orbita, attraverso
la sua parete superiore. La parete posteriore del seno offre una certa resistenza alla
progressione neoplastica; pertanto 1’invasione endocranica da parte di questi tumo-
ri ¢ un evento piuttosto tardivo. In alcuni casi si puo verificare 1’invasione del seno
controlaterale. Inoltre si pud avere I’interessamento dell’etmoide e da qui 1’esten-
sione in varie direzioni.

Seno sfenoidale
Raramente il seno sfenoidale & la sede di origine di una neoplasia maligna: in
letteratura si annoverano solo alcuni casi. Questi tumori hanno tendenza ad esten-
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dersi verso I’endocranio per usura del pavimento sellare e del clivus superiore e me-
dio. Talora si puo osservare un interessamento diretto del nervo ottico e, attraverso
quest’ultimo, invasione dell’apice orbitario.

I tumori maligni naso-sinusali raramente metastatizzano a distanza in fase ini-
ziale (osso, polmone, fegato, pachimeningite neoplastica). Appena piu frequente ri-
sulta essere la possibilita di metastasi linfonodali loco-regionali, allorché la neopla-
sia abbia superato lo stadio iniziale 2. L’incidenza delle metastasi linfonodali al mo-
mento della diagnosi varia dal 3% al 16% (mediana del 10%); con il progredire del-
la malattia questa percentuale raggiunge il valore del 44%. Metastasi linfonodali
«tardive» possono comparire nei 4 anni successivi al primo trattamento, soprattutto
in concomitanza di una recidiva loco-regionale. Differente ¢ la situazione di una
neoplasia naso-sinusale che si sia estesa verso il basso alla cavita orale. Il rischio di
metastasi, in questo caso, ¢ analogo a quello di una neoplasia primitiva del cavo ora-
le. Come riassunto dalla Tabella I metastasi linfonodali si riscontrano piu frequen-
temente nei carcinomi naso-sinusali di tipo indifferenziato ed in quelli mucoepider-
moidale *. La sede delle metastasi linfonodali & in rapporto con la sede di insor-
genza e con le modalita di sviluppo del tumore.

Tab. L.
Incidenza di metastasi linfonodali e metastasi a distanza.
Metastasi Metastasi
linfonodali (%) a distanza (%)

Carcinoma naso-sinusale 5,4-21 1,2-11,1
— Tipo squamocellulare

* fosse nasali 6,6-10,7

¢ seno mascellare 3,9-21,4 2,6-13,8
— Tipo indifferenziato 15,2-19.4
— Tipo a cellule cilindriche 1,6-8,3
— Tipo verrucoso
Adenocarcinoma 2,6-22,2 Eccezionali

(secondarie a
metastasi linfonodali)

Carcinoma adenoido-cistico 9-16 18-58

Carcinoma mucoepidermoide 20-30 10

E giusto ricordare che i collettori linfatici dei seni paranasali, unendosi ai col-
lettori delle cavita nasali, formano un sistema di vasi linfatici a direzione antero-po-
steriore, suddivisibile in 3 gruppi. Il gruppo superiore si porta verso il rinofaringe e,
dopo aver perforato il muscolo costrittore superiore, termina nei linfonodi retrofa-
ringei, i cui vasi efferenti sono tributari del gruppo superiore delle linfoghiandole
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cervicali profonde. Il gruppo medio segue, con decorso parallelo, il gruppo superio-
re, terminando anch’esso nei linfonodi retrofaringei. Il gruppo inferiore, decorrendo
lungo la parete posteriore del palato molle, si unisce ai vasi linfatici efferenti ton-
sillari e termina nel gruppo medio dei linfonodi cervicali profondi. Da questi dati si
puo dedurre che in tutte le neoplasie maligne della sovrastruttura e nella maggior
parte di quelle della mesostruttura, il gruppo superiore dei linfonodi cervicali
profondi ¢ la seconda stazione linfonodale invasa dalla neoplasia; viceversa nei tu-
mori maligni dell’infrastruttura la prima stazione linfonodale sede di metastasi & co-
stituita dal gruppo medio delle linfoghiandole cervicali profonde.

STORIA NATURALE DEI CARCINOMI DEL RINOFARINGE

Il rinofaringe «classicamente» rappresenta 1’emblema di quelle sedi che Myers
contempla nella prima categoria, ove la mucosa ricopre abbondante tessuto linfoide
e si riscontra un’elevata incidenza di tumori indifferenziati.

I tumori maligni nasofaringei possono insorgere su qualsiasi delle pareti del ri-
nofaringe, con frequenza diversa nelle varie sedi. Dai dati in Letteratura 48131921 44
"I si rileva che la parete laterale & in genere quella di pit frequente localizzazione.
Il versante nasofaringeo del palato molle ¢ di rado sede d’insorgenza di una neopla-
sia maligna. Inoltre molti carcinomi nasofaringei, in particolar modo i tipi 2 e 3 se-
condo la classificazione WHO, insorgono a livello della fossetta di Rosenmiiller.

Le neoplasie maligne rinofaringee tendono ad invadere le formazioni anatomi-
che contigue, diffondendosi:

— anteriormente;

— lateralmente;

— posteriormente;

— inferiormente;

— superiormente.

Estensione anteriore

L’invasione nasale ¢ tipica delle neoplasie insorte sulla volta del rinofaringe.
Questi tumori possono interessare anche i seni paranasali e 1’orbita. L’invasione di
quest’ultima puo avvenire attraverso:

— la lamina papiracea dell’etmoide;

— la parte superiore del seno mascellare;

— la fessura orbitaria inferiore.

Estensione laterale

L’estensione laterale avviene attraverso la porzione cartilaginea della tuba udi-
tiva ed il muscolo elevatore del velo palatino, sino a raggiungere la loggia retrosti-
loidea e di qui importanti strutture vascolo-nervose: a. carotide interna, v. giugulare
interna, IX, X, XI, XII paio di nervi cranici, simpatico cervicale. Il danno alle strut-
ture nervose ¢ dovuto pill frequentemente a fenomeni compressivi esercitati dai
linfonodi retro e parafaringei piuttosto che ad infiltrazione diretta da parte della neo-
plasia.
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Propagandosi lungo la tuba, il processo neoplastico puo raggiungere la cassa del
timpano e la mastoide.

Estensione posteriore

I tumori maligni rinofaringei, in particolar modo quelli insorti sulla parete po-
steriore, possono superare tale parete ed interessare i muscoli prevertebrali, rag-
giungendo la fossa cranica posteriore attraverso il foro occipitale.

Estensione inferiore
L’estensione inferiore decorre lungo le pareti laterali rinofaringee ed i pilastri
tonsillari. Tal estensione si riscontra in circa 1/3 dei pazienti con tali tumori.

Estensione superiore

L’invasione endocranica si verifica generalmente nei tumori insorti a livello del-
la regione tubarica. Diversi Autori hanno riscontrato che I’interessamento endocra-
nico ¢ radiograficamente evidenziabile nel 25% dei pazienti al momento della dia-
gnosi 1.

L’invasione endocranica pud avvenire attraverso:

— seno sfenoidale, che pud essere interessato attraverso il suo ostio naturale o
per usura del basisfenoide;

— la tuba uditiva, per usura delle sue pareti, giungendo a contatto della base cra-
nica;

— grande ala dello sfenoide, di solito usurata da tumori insorti a livello della fos-
setta del Rosenmiiller;

— foglietto posteriore dell’aponevrosi salpingo-faringea (che si sdoppia per rac-
cogliere la tuba) fino a livello dell’apice della rocca petrosa;

— 1 fori della base cranica. Attraverso essi, le neoplasie possono giungere a li-
vello della fossa cranica media, in una zona denominata crocevia o angolo petro-
sfenoidale, situata in vicinanza dell’apice della rocca petrosa, in cui sono siti il gan-
glio di Gasser e le branche del trigemino, il seno cavernoso, i nervi oculomotore,
trocleare, abducente ed ottico. Da questa regione, progredendo a colata di lava, lun-
go la dura madre, che & generalmente infiltrata, il tumore puo estendersi posterior-
mente, determinando le classiche sindromi paralitiche associate posteriori.

Per comprendere la diffusione metastatica linfonodale dei carcinomi nasofarin-
gei ¢ necessario ricordare I’anatomia della rete linfatica rinofaringea e delle stazio-
ni linfoghiandolari, cui essa fa capo. La rete linfatica mucosa si estende lungo tutta
la superficie del rinofaringe ed & particolarmente ricca in prossimita degli accumu-
li linfatici (tonsilla faringea), ponendosi in relazione con le reti linfatiche della tuba
uditiva, delle fosse nasali e dell’orofaringe. Dalla rete mucosa si dipartono piccoli
tronchi linfatici posteriori e laterali; i primi giungono ai linfonodi retrofaringei, di
cui il pill craniale & noto come linfonodo di Rouviere, situati nello spazio retrofa-
ringeo; i1 secondi afferiscono ai linfonodi giugulari sottodigastrici. Da qui ’even-
tuale metastatizzazione pud raggiungere i linfonodi giugulari medi ed inferiori,
quelli sopraclavicolari e quelli della catena dello spinale. L’interessamento del linfo-
nodo di Rouviere puo, inoltre, facilitare la diffusione del processo neoplastico al
processo trasverso dell’atlante ed al foro giugulare, determinando un’alterazione
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strutturale di queste formazioni. Per quanto riguarda la diffusione metastatica linfo-
nodale, di particolare interesse sono:

— la bilateralita, presente in almeno il 50% dei casi, anche in tumori primitivi
strettamente monolaterali >3;

— la fissita, osservabile anch’essa in oltre il 50% dei casi;

— il livello di interessamento: sono purtroppo abbastanza frequenti i casi con lo-
calizzazione al IV e V livello linfonodale (10-36%), talora anche indipendentemen-
te dall’eventuale interessamento dei livelli superiori *%;

— non correlazione tra incidenza di metastasi linfonodali e stadio T: dati recenti
hanno evidenziato che lesioni T4 presentano una percentuale di interessamento
linfoghiandolare piu bassa rispetto a tumori T1-T3;

— correlazione fra grading ed interessamento metastatico linfonodale: i carcino-
mi squamosi a basso grado di malignita determinano metastasi linfonodali in misu-
ra inferiore (73%) rispetto a quelli ad alto grado di malignita.

Nella Figura 3 riportiamo i dati di incidenza di adenopatie latero-cervicali pal-
pabili al momento della diagnosi di carcinoma rinofaringeo 2.

L’incidenza delle metastasi a distanza al momento della diagnosi iniziale ¢ ab-
bastanza rara. Bohorquez ha osservato il 3% in 152 casi 8, Brugere et al. il 7% in
206 casi , Petrovich et al. il 9% in 256 casi *, Hsu e Tu il 7% in 995 casi * ed in-
fine Ellouz et al. il 6% in 939 casi 2!. Le sedi pil frequentemente interessate sono i
polmoni, lo scheletro, il fegato, 1’encefalo. Occorre rilevare come esista una corre-
lazione diretta fra presenza e stadio di N e presenza di metastasi a distanza. Petro-
vich et al. hanno rilevato 3 M1 in 63 casi NO (4,8%), contro 19 M1 in 193 casi N1-

SIDE OF LESION OR

PREDOMINANT SIDE OF OPPOSITE  SIDE
NECK METASTASES

Fig. 3.
Distribuzione delle metastasi linfonodali laterocervicali nei carcinomi rinofaringei.
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2-3 (9,8%) ®; analogamente Hsu e Tu hanno verificato 6 M1 in 246 NO (2,4%) e 19
M1 in 543 N1-2 (3,5%), contro 41 M1 in 177 N3 (23,2%) ed hanno notato che la
correlazione fra estensione del T e presenza di M1 era vicina a valori di significati-
vita statistica 3°. Le metastasi a distanza appaiono spesso nell’ulteriore decorso, an-
che dopo successo della terapia su T e su N. Khor et al. hanno osservato la compar-
sa di metastasi in 99 su 352 casi esaminati (28,1%), con una sopravvivenza media
di 4 mesi e con decesso nel 91% entro un anno dal loro apparire *.

STORIA NATURALE DEI CARCINOMI DEL CAVO ORALE

Nell’analisi della storia naturale dei carcinomi del cavo orale occorre ricordare
che, analogamente alla laringe, si riscontra una netta correlazione fra la prevalenza
di lesioni precancerose e carcinomi invasivi 5.

Tale correlazione puo essere riscontrata nell’analisi dell’etd media di incidenza
delle precancerosi orali, che precede mediamente di circa 10 anni 1’eta media di in-
cidenza del carcinoma invasivo, nella stretta analogia di fattori di rischio, nell’iden-
tica prevalenza nella popolazione, nel riscontro di vaste aree di precancerosi «satel-
liti» del carcinoma invasivo.

Pertanto seppure tali osservazioni non risolvano la questione se il carcinoma
orale derivi da una lesione precancerosa, si pud affermare che nell’ambito del di-
stretto cervico-cefalico questa risulta la sede dove cio avviene piu frequentemente.

La sede orale appartiene tipicamente alla seconda categoria di Myers, ovvero ¢
una sede ove la mucosa ricopre essenzialmente 0sso e muscolatura.

Per poter descrivere la storia naturale dei tumori maligni del cavo orale, ¢ utile
analizzarla separatamente per ogni singola sottosede.

Palato duro

Il palato duro, insieme al processo alveolare superiore, costituisce il «tetto» del-
la cavita orale ed il «pavimento» del seno mascellare e delle fosse nasali. Il palato
duro ¢ rivestito da fibromucosa, strettamente adesa al periostio del mascellare, nel
cui contesto sono indovate, tra tralci di connettivo fibroso denso della sottomucosa,
numerosissime ghiandole salivari minori.

Le neoplasie maligne del palato duro possono estendersi:

— verso 1’alto, con invasione dei seni paranasali;

— postero-lateralmente, con infiltrazione della tuberositd mascellare con una
possibile estensione allo spazio pterigo-mascellare posteriormente e/o alla mucosa
geniena lateralmente.

Il drenaggio linfatico & in piccola parte diretto verso le stazioni linfonodali del
muscolo buccinatore e/o di quelle periparotidee ed in gran parte alle stazioni sotto-
mandibolari e jugo-digastrica (livelli I e II).

Tuttavia, mentre la rete vascolare arteriosa e venosa ¢ ben rappresentata nello
strato mucoso, sottomucoso e periosteo, la rete dei vasi linfatici ¢ presente solo nel-
lo strato mucoso e sottomucoso. Inoltre le afferenze linfatiche mucose e sottomuco-
se attraverso i muscoli faringopalatino e glosso palatino, si connettono con la rete
linfatica tributaria della faringe e della lingua.
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Da questi dati si evince come il drenaggio linfatico del palato duro sia relativa-
mente poco sviluppato rispetto alla altre sedi del cavo orale, giustificando cosi la
tardiva e poco frequente diffusione per via linfatica dei tumori maligni di questa se-
de ¥.

Lingua

La lingua mobile rappresenta una delle sedi pit frequentemente interessate dai
tumori del cavo orale (dal 17,5% al 36% dei casi) .

Le lesioni iniziali sono localizzate principalmente nei 2/3 posteriori della su-
perficie ventrale e marginale della lingua; rari sono i carcinomi del dorso linguale
(5,9% su 1066 casi consecutivamente osservati da Frazell). Questa distribuzione
corrisponde alle aree linguali provviste di uno strato di epitelio squamoso, privo di
cheratina, con una lamina propria sottile ed una sottomucosa contenente tessuto adi-
poso e ghiandole *°.

La mucosa del dorso, viceversa, si presenta cheratinizzata e strettamente ade-
rente al tessuto muscolare sottostante, senza interposizione della sottomucosa.

Nell’evoluzione dei tumori maligni linguali, esiste sempre un’evidente spropor-
zione tra estensione superficiale e sviluppo in profondita. Le modalita di crescita,
infatti, sono diverse a seconda che si tratti di forme vegetanti o infiltranti. Nel pri-
mo caso, generalmente, 1’estensione superficiale ¢ maggiore di quella profonda; nel-
le forme infiltranti, invece, I’estensione profonda supera sempre quella obiettivabi-
le in superficie.

Altra importante caratteristica delle neoplasie maligne linguali ¢ la frequente e
documentata plurifocalita, che si pud manifestare sottoforma di lesioni distinte se-
parate da mucosa di aspetto normale o come focolai neoplastici multipli, distinti nel-
I’ambito di un’unica area eritro/leucoplasica.

La confluenza di lesioni inizialmente distinte, naturalmente, incrementa 1’esten-
sione superficiale del tumore. Questo fenomeno, indicato con il termine di «field
cancerisation», & favorito da numerosi fattori. Innanzitutto I’epitelio ai confini del-
la lesione, seppur senza caratteristiche neoplastiche, presenta generalmente altera-
zioni, tra le quali la pit comune ¢ I’atrofia. In secondo luogo, la muscolatura lin-
guale esercita un effetto di «squeezing» (spremitura) sul tumore, favorendo la pro-
gressione laterale del medesimo “. Li et al. hanno dimostrato una velocita di pro-
gressione linfatica superiore nel caso di tumori insorti in aree pill riccamente va-
scolarizzate “°. Inoltre un ruolo molto importante in questo fenomeno ¢ svolto dalla
rete linfatica superficiale mucosa e sottomucosa, costituita da collettori, con decor-
so tortuoso, disposti parallelamente alla superficie linguale, in cui la corrente linfa-
tica presenta una bassa velocita di flusso ed un orientamento non unidirezionale.
Pertanto le cellule neoplastiche «in transito» vi si possono arrestare, senza raggiun-
gere i collettori perpendicolari tributari delle stazioni linfonodali, costituendo delle
vere e proprie colonie metastatiche superficiali, contigue al tumore primitivo.

Infine vi ¢ da considerare che un fattore cancerogeno puo determinare nei di-
stretti mucosali vicini, focolai di iniziazione e promozione, da cui puo derivare la
formazione di tumori multipli.

Per quanto riguarda I'infiltrazione profonda, la sottomucosa, il tessuto adiposo
ed il connettivo lasso offrono una semplice resistenza passiva alla crescita tumora-
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le. Diversamente, il connettivo denso delle membrane, fasce e legamenti ¢ in grado
di resistere all’infiltrazione diretta e puo, in qualche modo, deviare od indirizzare la
progressione tumorale parallelamente ad esso.

Il tessuto muscolare, viceversa, viene invaso precocemente, dati i suoi rapporti
con la sottomucosa o, direttamente, con la mucosa, nelle sedi in cui la sottomucosa
¢ assente (dorso linguale). Avvenuta I’infiltrazione del muscolo, la progressione ¢
favorita dalle contrazioni muscolari ed avviene tra fibra e fibra, in corrispondenza
del perimisio, che rappresenta la via di minore resistenza.

A seconda della sede della neoplasia, e quindi del muscolo linguale sottostante
infiltrato, il processo neoplastico puo estendersi in direzione anteriore oppure po-
steriore, verso la base della lingua, i pilastri palatoglossi ed il velo del palato.

Inoltre, il tumore, raggiunto il tronco di un nervo intralinguale, diramazioni del
nervo linguale o del nervo ipoglosso, pud diffondere facilmente lungo gli spazi pe-
ri-neurali.

Watson JC et al. hanno osservato che nel 39% dei tumori del corpo linguale ¢
presente infiltrazione e progressione peri-neurale 8.

Questo tipo di infiltrazione & tipico dei carcinomi adenoidocistici, ma si osser-
va anche per gli istotipi squamocellulari; inoltre sembra essere piu frequente nel ca-
so di neoplasie voluminose (diametro > 2,5 cm), mentre non sembra in relazione con
il grading.

Accrescendosi progressivamente, la lesione tumorale presenta un’evoluzione ex-
tra-distrettuale, con interessamento del pavimento orale laterale o anteriore e della
base della lingua. Anteriormente e ventralmente, il dotto di Wharton puo rappresen-
tare un’ulteriore via di fuga neoplastica, costituendo un locus di «minoris resiten-
tiae», con estensione verso il pavimento pelvi-buccale e la loggia sottomascellare.

L’incidenza delle adenopatie metastatiche loco-regionali da carcinomi della lin-
gua varia, in Letteratura, dal 35% al 62,5% 2. In tal ambito va anche considerata
I’incidenza delle metastasi «occulte» (valutabile nel caso delle lesioni trattate chi-
rurgicamente con svuotamenti del collo), che varia dal 14,5% nel caso di tumori T1
al 30,6% nei T2.

In un lavoro di Van den Brekel et al. #, I’incidenza delle adenopatie cervicali,
nei carcinomi della lingua mobile, ¢ dell’ordine del 20% per i T1, 50% per i T2-T3
e del 75% per i T4. I motivi anatomo-fisiologici di questa elevata incidenza di me-
tastasi linfonodali sono probabilmente da ascrivere da un lato all’azione di spremi-
tura esercitata sulla massa tumorale dalla muscolatura linguale e, dall’altro, alla ric-
chezza dei vasi linfatici di questi distretti.

Nei carcinomi della lingua mobile, i linfonodi jugo-digastrici sono quelli piu co-
munemente interessati (84,7%) 2*. 1 linfonodi sottomandibolari sono prevalente-
mente coinvolti nei tumori della punta linguale; i linfonodi giugulo-carotidei al I e
III livello, nei tumori del terzo medio e posteriore della lingua.

La profondita di infiltrazione ¢ probabilmente il fattore predittivo pili importan-
te per la presenza di metastasi linfatiche regionali.

L’incidenza di metastasi bilaterali o controlaterali ¢ nel complesso elevata es-
sendo tra il 6,6% ed il 16,6% ed ¢ ovviamente piu elevata nel caso di lesioni me-
diane .

Inoltre ¢ interessante notare come il 47% dei carcinomi linguali con metastasi
ipsilaterali trattate tende a sviluppare metastasi metacrone controlaterali.
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Le cellule metastatiche possono colonizzare il linfonodo e, successivamente, in-
filtrare i tessuti contigui per rottura della capsula linfonodale. La probabilita di rot-
tura capsulare ¢ in rapporto alle dimensioni del linfonodo interessato: ¢ stato ri-
scontrata rottura capsulare nel 75% dei linfonodi metastatici con dimensioni supe-

riori ai 3 cm.

Pavimento orale

I tumori del pavimento orale costituiscono circa il 28% di tutte le neoplasie del-
la bocca, con una ripartizione pavimento orale anteriore/pavimento orale laterale del
10% versus 18%. Raramente, tuttavia, queste neoplasie costituiscono un’entita ana-
tomo-oncologica isolata, piu frequentemente si osserva ’infiltrazione di strutture li-
mitrofe, come la lingua (70% dei casi), la mucosa gengivale (52%), il trigono retro-
molare (25%), I’ orofaringe (20%), 1’osso mandibolare (15%) e la cute (5%). D’altra
parte, anche altri tumori, in particolare quelli linguali, spesso giungono ad interes-
sare il pavimento orale laterale (75% dei casi). Da cid emerge chiaramente il ruolo
di «crocevia oncologico» di questa sede, soprattutto nel momento in cui si debba
procedere ad una programmazione chirurgica.

I tumori maligni del pavimento orale possono rimanere, anche a lungo, piccoli
e superficiali; tuttavia spesso manifestano una chiara e precoce tendenza infiltrativa
profonda. Non ¢ infrequente il riscontro di neoplasie apparentemente in stadio ini-
ziale, che presentano, invece, uno sviluppo profondo «ad iceberg», con ampia colo-
nizzazione del pavimento orale muscolare e della loggia sottomascellare.

Questi tumori possono estendersi in direzione:

— antero-laterale, a «lambire» il versante mediale dell’orletto gengivale. Attra-
verso tale via costante ¢ la colonizzazione dei piani sottomucosi e del piano musco-
lare milo-joideo, e in seconda istanza della loggia sottomascellare e del suo conte-
nuto. Un’altra modalita di infiltrazione della ghiandola, tutt’altro che infrequente, ¢
quelle retrograda per via periduttale;

— mediale-profonda, con invasione della muscolatura estrinseca della lingua. At-
traverso l'infiltrazione diretta del muscolo jo-glosso, le cellule neoplastiche posso-
no trovare una facile via di diffusione antero-posteriore, dato il percorso particolare
di tale muscolo. Ancor pili medialmente e profondamente, il processo neoplastico
puo giungere a coinvolgere i muscoli longitudinale inferiore e genio-glosso, se-
guendo le cui fibre il tumore puo diffondere in direzione anteriore e profonda, dato
il continuo «massaggio» muscolare;

— postero-laterale, con interessamento dell’orletto gengivale posteriore e del tri-
gono retromolare. Da qui il tumore tende a «scivolare» anteriormente, circondando
il colletto degli ultimi elementi dentari e, successivamente, il versante vestibolare
gengivale. Nel caso di pregresse avulsioni dentarie, I’assenza del periostio espone
I’alveolo alla rapida colonizzazione tumorale, con apertura di una via preferenziale
all’infiltrazione ossea profonda. Inoltre la neoplasia, accrescendosi, tende ad inva-
dere il solco amigdalo-glosso e da qui a procedere seguendo la superficie mediale
della mandibola. A tale livello sara agevole 'infiltrazione della porzione ventrale
posteriore dei muscoli jo-glosso, longitudinale inferiore della lingua, stilo-glosso e
palato-glosso. In particolare, I’interessamento di queste due ultime strutture musco-
lari espone al rischio di estensione craniale, per via retrograda, della neoplasia, fino
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a raggiungimento del piano muscolare laterale orofaringeo, della loggia parafarin-
gea e dei muscoli pterigoidei. Dal solco amigdalo-glosso, il tumore pud giungere ad
infiltrare la plica faringo-epiglottica e 1’aditus del seno piriforme dal suo versante
profondo. Inoltre, lateralmente, 1’invasione del planum osseo della superficie me-
diale della mandibola, determina rapida colonizzazione del canale mandibolare, at-
traverso 1’orifizio di Spix, esponendo al pericolo di una diffusione perineurale re-
trograda del tumore, verso la fossa pterigoidea e la base cranica;

— postero-mediale, con invasione della base della lingua, attraverso il solco
amigdalo-glosso o, per via profonda, dalla porzione mobile o dalla muscolatura
estrinseca della lingua.

Nel caso di lesioni neoplastiche localizzate in corrispondenza del pavimento
orale ¢ interessante ricordare la particolare conformazione morfologica dei colletto-
ri linfatici di primo ordine, tributari del corpo linguale e della sede pelvi-buccale.

In tale distretto, infatti, le vie linfatiche sono beanti, di grosso calibro e con an-
damento grossolanamente rettilineo, prive di strutture valvolari. Cio, unito all’azio-
ne di «massaggio» esercitata dalla massa neoplastica sulle fibre muscolari, giustifi-
ca I’estrema facilita di «caduta» metastatica verso le prime stazioni linfonodali, sot-
tomentoniere, sottomandibolari e jugo-digastriche.

Per quanto riguarda 1’incidenza di adenopatie nel caso di carcinomi del pavi-
mento orale, vengono riportate percentuali del 40% di N+. In una revisione clinico-
statistica del 1992, relativa a 89 casi di carcinomi del pavimento orale laterale, De
Campora e Colleghi hanno notato un’incidenza di 21 casi NO, 6 casi N1, 1 N2a, 3
N2be 5 N3 18,

Mucosa geniena

I tumori maligni raramente interessano la superficie mucosa geniena. General-
mente sono neoplasie epiteliali; nel 5% dei casi originano dalla ghiandole salivari
accessorie.

Le neoplasie della guancia sono caratterizzate da un elevato potenziale metasta-
tico per via linfatica e dalla tendenza ad invadere le strutture profonde ®. I’unica
barriera anatomica alla diffusione tumorale ¢ quella costituita dal complesso mu-
scolo-aponevrotico buccinatore, situato subito al di sotto della superficie mucosa
della guancia, teso tra la commissura labiale in avanti ed il legamento pterigo-ma-
scellare indietro. Il superamento di tale limite e I’invasione della cute costituiscono
uno dei pili importanti fattori prognostici negativi.

I tumori maligni sviluppatisi sull’epitelio di superficie della mucosa della guancia
si possono estendere superficialmente in tutte le direzioni ed in profondita, con inte-
ressamento del tessuto connettivo, delle strutture nervose (rami del V e VII paio di
n.c.) e dei vasi venosi e linfatici. L’invasione ossea, frequente negli stadi avanzati, pud
avvenire per erosione/infiltrazione a partire dal periostio, oppure per estensione nel
midollo osseo o ancora, specie nei soggetti edentuli, a partire dal bordo alveolare.

L’incidenza delle metastasi linfonodali varia a seconda delle casistiche dal 10%
al 50% '8, le stazioni linfatiche pil frequentemente interessate sono quelle sottoma-
scellari e sottodigastriche.

E stata, inoltre, dimostrata una correlazione tra presenza di metastasi occulte e
profondita di invasione tumorale: il rischio di metastasi occulte ¢ superiore al 25%
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nei tumori di spessore variabile da 2 a 8 mm, mentre sale oltre il 40% per le neo-
plasie con grado di invasione profonda superiore a 8 mm.

Trigono retromolare e istmo delle fauci

Queste due sedi sono rilevanti in patologia neoplastica in quanto frequentemen-
te interessate secondariamente da tumori delle strutture adiacenti: pilastro glosso-
palatino, velo palatino, fornice gengivo-genieno inferiore o superiore, zona di tran-
sizione fra parte mobile e base della lingua. Per questo motivo appare conveniente
parlare di regione genio-palato-glossa, unita di strutture con comunanza di indica-
zioni terapeutiche.

Dal punto di vista teorico, & opportuno distinguere due sedi principali: il trigo-
no retromolare vero e proprio e la regione delle fauci.

Trigono retromolare: questa regione ¢ sede pressoché esclusiva di carcinomi squa-
mosi. Generalmente si estendono in superficie, in direzione mediale, con coinvolgi-
mento del pilastro anteriore e del velo, e verso il basso, con interessamento della gen-
giva inferiore, della mucosa della faccia interna della mandibola e del pavimento ora-
le posteriore. La progressione verso I’alto e verso la guancia ¢ meno frequente.

L’infiltrazione in profondita comporta una precoce invasione del periostio e del-
I’ 0sso, soprattutto a livello del bordo alveolare inferiore, ove la corticale ¢ sottile e
perforata e la componente midollare ¢ regolarmente presente. Attraverso la midol-
lare la neoplasia puo raggiungere il canale mandibolare ed il nervo alveolare infe-
riore, con possibile diffusione perineurale.

A livello del rafe pterigomandibolare, I’infiltrazione avviene spesso in senso
mediale, sottominando il pilastro palatino e dirigendosi verso il muscolo pterigoideo
interno. In questa progressione il nervo linguale e quello alveolare inferiore posso-
no rimanere coinvolti. Lateralmente, la neoplasia puo giungere ad interessare il mu-
scolo buccinatore e, tardivamente, il massetere. Benché rara, questa via di progres-
sione ¢ pil grave, in quanto il processo espansivo puo portarsi al di sotto dell’arca-
ta zigomatica verso la fossa infratemporale.

La metastatizzazione per via linfatica regionale interessa in primo luogo i linfo-
nodi giugulo-carotidei superiori e medi (II e III livello); non raro il coinvolgimento
iniziale di quelli sottomandibolari posteriori.

Regione delle fauci: questa regione comprende tutto cio che sta al davanti della
tonsilla, e cioe il pilastro palatino anteriore, la faccia anteriore del velo palatino, il
solco glosso-tonsillare e la porzione adiacente del margine linguale, corrispondente
alla zona di transizione tra parte mobile, orale, della lingua ed il contorno della ba-
se. Pertanto, questa regione si configura come una zona in cui una neoplasia, anche
limitata in estensione, puo interessare contemporaneamente due o tre formazioni a
cavallo fra cavo orale ed orofaringe.

I tumori maligni di questa sede possono diffondersi:

— in superficie, verso il velo palatino superiormente, il pavimento orale poste-
riore anteriormente, il trigono retromolare antero-lateralmente, la zona di transizio-
ne linguale medialmente, la parete faringea postero-lateralmente;

— in profondita, interessando il muscolo palato-glosso, e piu tardivamente i mu-
scoli costrittore della faringe e pterigoideo interno, superati i quali, si ha invasione
ossea, neurale (nervi linguale ed alveolare inferiore).
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La diffusione linfatica avviene verso i linfonodi jugo-digastrici (I livello) come
prima stazione; talora possono essere raggiunti i linfonodi spinali medi (V livello).

L’incidenza di metastatizzazione linfatica varia dal 28% al 34% al momento del-
la diagnosi.

Gengiva

Nell’ambito dei tumori maligni epiteliali maligni del cavo orale, il carcinoma
della gengiva e del bordo alveolare costituisce un’entita nosologica di non facile in-
quadramento sia dal punto di vista topografico che classificativo.

Infatti la limitata estensione anatomica di questa sede ed il coinvolgimento pre-
coce dei tessuti adiacenti, anche in stadi non molto avanzati, rendono spesso diffi-
cile individuare il sito di insorgenza della neoplasia.

Inizialmente il tumore tende a rimanere superficiale; 1’estensione al bordo al-
veolare ¢ frequente nelle forme anteriori ad esordio primitivo sulla gengiva.

La penetrazione del tumore nell’osso mandibolare ¢ facilitata dalla presenza de-
gli alveoli dentari, che oppongono una scarsa resistenza all’invasione neoplastica.

Peculiare caratteristica di questi tumori rispetto alle altre sedi del cavo orale ¢ la
diffusione metastatica, che si manifesta con incidenza minore e assai piu tardiva-
mente in confronto alle altre sedi (labbro, lingua, pavimento orale, trigono) e co-
munque in un periodo compreso tra 6 e 10 mesi dall’insorgenza della neoplasia.

Per quanto concerne il drenaggio linfatico dei tumori della gengiva, esso ¢ in
parte comune con quello del pavimento orale, della ghiandola sottolinguale e della
porzione mobile della lingua. Comprende diversi collettori, che drenano ai linfono-
di sottomentonieri e sottomandibolari se la localizzazione del tumore € anteriore, ai
gangli sottodigastrici e sopraomoioidei se laterale.

Il drenaggio mucoso superficiale si estende ad entrambe la parti della linea me-
diana e favorisce un’ampia comunicazione linfatica tra i due lati.

L’incidenza di adenopatie metastatiche ¢ pari complessivamente al 30% e si ri-
tiene sia in relazione alle dimensioni della neoplasia, al grading istopatologico ed al-
I’infiltrazione del periostio. E stato, infatti, osservato che le lesioni ulcero-infiltrati-
ve, le forme indifferenziate e le localizzazioni posteriori manifestano una linfofilia
nettamente piu spiccata.

STORIA NATURALE DEI CARCINOMI DELL’OROFARINGE

I tumori maligni dell’orofaringe rappresentano circa il 3% di tutti i tumori soli-
di.

La sede orofaringea assume caratteristiche di entrambe le categorie descritte da
Myers, essendo comunque una sede ove ¢ presente abbondante tessuto linfoide.

Analizzeremo separatamente la storia naturale di ogni singola sottosede.

Loggia tonsillare

La tonsilla ed il pilastro anteriore sono le sedi piu frequenti di insorgenza di neo-
plasie maligne dell’orofaringe; rara ¢ la localizzazione primitiva al pilastro tonsilla-
re posteriore.
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Il processo neoplastico puo estendersi:

— anteriormente, lungo le fibre del muscolo palato-glosso, fino a raggiungere la
muscolatura propria della lingua ed il trigono retromolare. Gli zaffi neoplastici pos-
sono arrivare a circondare il colletto dell’ultimo molare inferiore ed in caso di pre-
gressa avulsione dell’ottavo, I’assenza del periostio mandibolare espone 1’alveolo
dentario alla rapida colonizzazione tumorale, con conseguente possibilita di inva-
sione del canale mandibolare;

— in alto, con invasione del palato molle. Questa ¢ una delle condizioni di piu
frequente riscontro in quanto i movimenti muscolari dei pilastri palatini, durante la
deglutizione e la fonazione, operano una «spremitura» del tumore, con precoce dif-
fusione degli zaffi neoplastici lungo i fasci muscolari. La colonizzazione in profon-
dita del velo del palato generalmente ¢ una condizione piu tardiva, data la resisten-
za offerta dall’aponeurosi palatina alla progressione neoplastica. Prevale piuttosto la
diffusione superficiale, con superamento della linea mediana ed interessamento dei
muscoli tensore ed elevatore del palato, lungo le cui fibre il tumore puo giungere ad
infiltrare la fossa infratemporale, la tuba di Eustachio e da qui persino le cavita pe-
trose. Nei casi piu avanzati, nella sua progressione verso 1’alto, la neoplasia puo ar-
rivare ad interessare la tuberosita del mascellare superiore, con usura ossea € possi-
bile apertura di fistole oro-antrali, ma anche correre lungo la salienza ossea tubero-
sa ed infiltrare la fossa pterigo-palatina;

— posteriormente: dopo aver superato ’istmo delle fauci, il tumore puo rag-
giungere il cavo rinofaringeo;

— infero-medialmente, con coinvolgimento del solco amigdalo-glosso, del pavi-
mento orale posteriore e della regione glosso-epiglottica. A livello vallecolare la le-
sione neoplastica tende a colmare il nidus valleculae, giungendo poi ad invadere 1’e-
piglottide e la base della lingua nella meta corrispondente;

— postero-lateralmente: il tumore puo oltrepassare i limiti della loggia tonsilla-
re, invadendo gli spazi parafaringei (pre- e retrostiloideo), la fossa infratemporale e
quella pterigo-palatina. La diffusione della malattia alla loggia pre-stiloidea com-
porta I’interessamento pressoché costante della muscolatura pterigoidea. Da qui la
neoplasia puo «scavalcare» il bordo posteriore della mandibola, insinuarsi al di sot-
to della capsula parotidea e raggiungere il muscolo massetere e i tessuti molli della
guancia. L'ulteriore progressione tumorale agli spazi parafaringei puo condurre al-
I’infiltrazione della catena del simpatico cervicale. Inoltre, nella sua progressione in
direzione laterale, la neoplasia puo giungere ad erodere il planum osseo della su-
perficie mediale della branca montante della mandibola, con invasione del forame
mandibolare, in cui decorrono il nervo alveolare inferiore ed i vasi mandibolari.

Palato molle

Generalmente i tumori maligni interessano la faccia anteriore del palato molle.
Quella posteriore raramente ¢ sede di una lesione primitiva; pil comunemente &
coinvolta secondariamente per continuita o per contiguita.

Durante I’accrescimento, I’ostacolo all’infiltrazione profonda della neoplasia,
rappresentato dall’aponevrosi palatina, facilita la diffusione tumorale in superficie,
con superamento frequente della linea mediana. Questo pattern di crescita pud com-
portare un precoce interessamento del muscolo peristafilino esterno (tensore del pa-
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lato molle), con invasione della fossa infratemporale e del muscolo peristafilino in-
terno (elevatore del palato molle) e coinvolgimento della tuba. Da questi sedi la neo-
plasia puoi, poi, sconfinare verso la base cranica (specie verso la rocca petrosa).

I tumori maligni del palato molle possono anche estendersi:

— posteriormente, con progressiva invasione del rinofaringe;

— in alto ed in avanti, con possibile coinvolgimento del forame palatino, attra-
verso il quale il tumore puo raggiungere, dopo aver infiltrato il nervo omonimo, la
fossa pterigomascellare;

— superiormente, con usura della tuberosita del mascellare superiore ed interes-
samento delle cavita sinusali;

— inferiormente: propagandosi lungo le fibre del muscolo glosso-palatino, la
neoplasia pud giungere ad interessare la muscolatura intrinseca della lingua. Se-
guendo invece le fibre del muscolo faringo-palatino, la diffusione avviene verso la
parte laterale faringea.

Parete posteriore dell’ orofaringe

I rari tumori maligni che insorgono a livello della parete posteriore orofaringea
presentano tre caratteristiche peculiarita:

— si accrescono generalmente in superficie, con interessamento circonferenziale
delle pareti, in modo analogo alle neoplasie laringee sovraglottiche;

— oltrepassano facilmente la linea mediana, per cui coinvolgono le stazioni
linfonodali laterocervicali bilateralmente;

— ¢ frequente, data I’esiguita dello spazio fra parete mucosa e muscolatura, il
coinvolgimento diretto dei muscoli costrittori faringei con conseguente «discesa»
del tumore per via retrofaringea-fasciale.

Base lingua

I tumori maligni che originano a livello della base lingua tendono a rimanere per
lungo tempo piccoli in superficie, manifestando viceversa chiara espressione infil-
trativa nei confronti della muscolatura propria della lingua e dei tessuti molli del-
I’amaca pelvi-buccale e glosso-epiglottica, nonché della regione tiro-jo-epiglottica.
Non ¢ infrequente il riscontro di tumori superficialmente limitati che, viceversa,
presentano uno sviluppo profondo, «ad iceberg», con ampia colonizzazione del pa-
vimento muscolare della bocca e delle logge pre-viscerali del collo.

Questi tumori possono estendersi lateralmente, con interessamento del solco
amigdalo-glosso e delle pliche faringo-epiglottiche, faringo-palatine e glosso-epi-
glottiche (radice dei pilastri palatini), con conseguente massiccia infiltrazione del
pavimento orale postero-laterale.

Lo scivolamento postero-laterale della neoplasia, con il superamento della plica
faringo-epiglottica, espone alla massiva invasione del seno piriforme, che si realiz-
za prevalentemente «a colata».

Spesso un tumore della base lingua con evoluzione posteriore, dopo aver col-
mato il «nidus» vallecolare, tende a circondare I’epiglottide a ferro di cavallo ed a
scivolare lungo gli apici dei seni piriformi e, pitt medialmente, lungo le pliche ari-
epiglottiche. Inoltre si puo verificare I’erosione della barriera glosso-epiglottica, con
estensione diretta del tumore nella loggia infratemporale.
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L’epiglottide pud essere scavalcata, con successivo interessamento della larin-
ge, oppure infiltrata a tutto spessore.

L’ orofaringe presenta una ricca rete linfatica, che puo essere distinta in tre com-
ponenti: rete mucosa, sottomucosa e muscolare. I tre contingenti presentano ampie
connessioni tra di loro e con la rete linfatica delle regioni limitrofe.

Le stazioni linfatiche tributarie del circolo interstiziale orofaringeo sono rap-
presentate dalle linfoghiandole latero-cervicali del IT e III livello. Stazioni linfatiche
di secondo ordine sono invece rappresentate dai linfonodi del IV e V livello secon-
do Robbins; le stazioni linfatiche sottomandibolari e sottomentoniere costituiscono
sede di metastatizzazione tardiva da parte dei carcinomi orofaringei e come tale ad
indice prognostico sfavorevole.

La parete posteriore dell’orofaringe ha un drenaggio linfatico di tipo segmenta-
rio con dipendenza, parte dai linfonodi retrofaringei, parte dai giugulo-carotidei e
iugo-digastrici.

Nelle lesioni piu alte della parete posteriore e postero-laterale (giunzione epi-
meso-faringea), le prime adenopatie possono essere retro-viscerali (pre-vertebrali).
La presenza di una adenopatia latero-cervicale puo rappresentare gia una metasta-
tizzazione di secondo ordine.

Particolare distribuzione presentano i linfatici in corrispondenza della regione
glosso-epiglottica. Esistono infatti cosi ampie connessioni fra i linfatici delle valle-
cule, dell’epiglottide e della base della lingua al punto che la regione puo essere
considerata unitaria sotto il profilo linfatico.

Le anastomosi esistenti tra contingente mucoso, sottomucoso e muscolare della
rete linfatica portano alla confluenza di un numero limitato ed incostante ” di col-
lettori. Questi, in parte laterali ed in parte mediani, si dirigono posteriormente, pie-
gando quindi bruscamente ad angolo retto verso il basso e raggiungendo i linfonodi
latero-cervicali profondi, attraverso la parete faringea. Essi appaiono di calibro no-
tevole, beanti e privi di strutture valvolari. Cid facilita la progressione degli emboli
neoplastici, quasi per «caduta» fino alle stazioni linfatiche pill prossimali (iugo-di-
gastrica, giugulo-carotidea alta). La diffusione ¢ favorita dalla continua spremitura
(squeezing secondo gli autori anglosassoni) che sul T opera la muscolatura dinami-
ca della lingua, del pavimento pelvi-buccale, dell’apparato muscolare di sospensio-
ne dei visceri del collo, negli atti della fonazione, deglutizione, masticazione, etc.

La stazione linfatica iugo-digastrica costituisce, comunque, il fulcro della meta-
statizzazione cervicale da carcinoma orofaringeo. Nel caso di carcinoma tonsillare
le metastasi sono spesso bilaterali e la stazione iugo-digastrica costituisce la sede
elettiva. I carcinomi che esordiscono, invece, a livello glosso-epiglottico metasta-
tizzano speso bilateralmente, data la disposizione anatomica mediana della sede.

Puo invece sorprendere 1’evidenza di una mancanza di simmetria tra i livelli di
metastatizzazione dei due lati; spesso si assiste infatti, nei casi N2c, a metastatizza-
zione iugo-digastrica di un lato e medio-giugulare o spinale nel lato opposto. Il «sal-
to» della stazione iugo-digastrica con comparsa di ripetizioni giugulari medio-bas-
se o al triangolo posteriore del collo puo infatti sottendere una diffusione profonda
del T in quelle logge del pavimento orale o del distretto cervicale tributarie di «li-
velli» linfatici piu bassi.

Inoltre, i dati relativi al rapporto fra incidenza di N ed istotipo, dimostrano co-
me la presenza di metastasi loco-regionali sia percentualmente piu elevata nei casi
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ad istologia anaplastica e, fra i casi metastatici, come 1’incidenza di un piu severo
grado di N, coincida con il carcinoma indifferenziato e con il carcinoma scarsa-
mente differenziato. Garrett riporta un’incidenza di N+, in rapporto al carcinoma in-
differenziato superiore del 30% rispetto a quella presentata dal carcinoma epider-
moidale ?7. Analoghe osservazioni sono rilevabili in altre serie cliniche 282° 6383

Nell’ambito del carcinoma epidermoidale stesso vengono inoltre definite delle
gradualita di «rischio» loco-regionale rapportate al gradiente di differenziazione
cellulare.

Le metastasi sistemiche si presentano in percentuale bassa al momento della
diagnosi, nei pazienti affetti da carcinoma dell’orofaringe. I dati reperibili in Lette-
ratura riportano percentuali dell’8-17% sulla totalita delle osservazioni 361627885,

STORIA NATURALE DEI CARCINOMI DELL’TPOFARINGE E
DELL’ESOFAGO CERVICALE

I tumori maligni dell’ipofaringe e dell’esofago cervicale rappresentano il 5-10%
delle neoplasie che possono insorgere a livello delle VADS. A fronte di una sinto-
matologia d’esordio piuttosto scarsa, questi tumori si caratterizzano per un compor-
tamento biologico aggressivo locale, con precoce metastatizzazione linfonodale lo-
co-regionale. Quando, infatti, la lesione iniziale riesce a superare il piano sottomu-
coso, ’unica barriera all’infiltrazione neoplastica profonda ¢ rappresentata solo dal
tenue strato muscolare, offrendo, invece, molte vie di diffusione attraverso la ricca
vascolarizzazione linfatica regionale. La sede ¢ classificabile come appartenente al-
la seconda categoria di Myers, anche se in questo caso si riscontra una percentuale
di metastasi linfonodali latero-cervicali pari praticamente a quelle tipiche della pri-
ma categoria.

Ipofaringe

Nel 70% dei casi i tumori maligni ipofaringei insorgono a livello di un seno pi-
riforme; nel rimanente 20-30% dei casi si sviluppano sulla parete faringea posterio-
re o laterale nell’area retrocricoidea.

Seni piriformi: i tumori maligni di questa sede sono generalmente voluminosi
quando pervengono alla diagnosi; pertanto ¢ spesso difficile identificare il loro esat-
to sito di origine all’interno del seno.

Questi tumori possono estendersi:

— medialmente, con invasione della parete laterale della laringe sopraglottica. In
tal caso Kirchner #! ritiene che tali tumori abbiano spesso un comportamento simile
a un carcinoma transglottico, crescendo nello spazio paraglottico ed estrinsecando-
si a livello del ventricolo;

— lateralmente, con erosione della cartilagine tiroidea ed invasione diretta della
tiroide. In alcuni casi la ghiandola pud risultare libera da infiltrazione per contiguita,
ma serbatoio di emboli tumorali linfatici od ematici. E stato osservato che quando
la parte laterale del seno ¢ clinicamente coinvolta, la cartilagine tiroidea risulta in-
filtrata in oltre la meta dei casi (55%), mentre quando il tumore si estende all’apice
del seno, la cartilagine & quasi sempre invariabilmente infiltrata *7;
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— superiormente, con infiltrazione del base lingua od estensione attraverso 1’a-
rea retrocricoidea ed interessamento del seno opposto;

— inferiormente, con coinvolgimento dell’esofago cervicale, circostanza peral-
tro, meno frequente.

Parete faringea: Cunnigham et al. 7 hanno osservato che, su 164 casi di carci-
noma della parete faringea, il 55% originava dalla parete posteriore ed il 45% dalla
parete latero-posteriore.

Le lesioni insorte in questa sede sono pil frequentemente infiltranti ed ulcerate
che esofitiche. Si caratterizzano per un pattern di crescita insidioso, con fronte di in-
filtrazione periferico difficilmente individuabile a livello macroscopico e talora sub-
microscopico. Infatti la neoplasia dal piano sottomucoso puo riemergere in superfi-
cie, anche a notevole distanza dal focolaio principale. Questi tumori tendono ad in-
filtrare in profondita i muscoli prevertebrali e a diffondersi in superficie in forma
circonferenziale, coinvolgendo la laringe ed, in fase avanzata, i pilastri tonsillari, il
palato molle, il nasofaringe, i seni piriformi o I’esofago.

E stato riscontrato che i carcinomi della parete laterale, in circa il 50% dei casi,
invadono la cartilagine tiroidea, che a questo livello & molto spesso ossificata e
quindi pit vulnerabile, aprendo la via alla diffusione metastatica verso la tiroide e
le parti molli cervicali .

Regione retrocricoidea: i carcinomi retrocricoidei comunemente invadono la
cartilagine cricoide e i muscoli crico-aritenoidei. Spesso presentano un pattern di
crescita circonferenziale, estendendosi, attraverso le pareti muscolari laterali, diret-
tamente alla tiroide.

Non rara ¢ la presenza di focolai di metastatizzazione sottomucosa a livello del-
I’esofago cervicale; come pure ’invasione massiva dell’esofago per estensione di-
retta alla bocca di Killian.

L’ipofaringe ¢ un distretto dotato di un ricco sistema di drenaggio linfatico, co-
stituito da vie dirette e crociate tributarie dei linfatici profondi del collo.

I collettori linfatici dell’ipofaringe superiore accompagnano I’arteria laringea
superiore attraverso la membrana tiro-ioidea e drenano nei linfonodi jugo-digastrici
e giugulari medi. Il drenaggio linfatico dell’ipofaringe inferiore avviene, invece, at-
traverso il plesso tiroideo verso i linfonodi ricorrenziali. Entrambi i sistemi supera-
no ampiamente la linea mediana, aprendo la via alla metastatizzazione linfatica bi-
laterale.

La distribuzione delle metastasi linfonodali predilige il livello II (jugo-digastri-
ci), seguito in ordine di frequenza dal livello III, I, IV, V e VI ! (Fig. 4).

Il rischio di metastasi linfonodali ¢ di circa il 75% per il seno piriforme, 60%
per la parete faringea posteriore, 40% per 1’area retrocricoidea.

Solo il 10% dei tumori del seno piriforme presenta metastasi linfonodali bilate-
rali, mentre tale reperto & pill comune nei carcinomi retrocricoidei ed ¢ molto fre-
quente (60%) in quelli della parete faringea posteriore >!.

Le metastasi linfonodali si presentano precocemente nella storia naturale della
malattia. E stato riscontrato che il 60% dei tumori del seno piriforme presenta linfo-
nodi positivi al momento della diagnosi e che molti carcinomi dell’area retrocricoi-
dea e dell’apice del seno piriforme con linfonodi clinicamente negativi hanno in
realtd metastasi occulte nella tiroide e nei linfonodi ricorrenziali 612323547,



Storia naturale dei carcinomi del distretto cervico-facciale 33

Fig. 4.
Distribuzione delle metastasi linfonodali latero-cervicali nei carcinomi dell’ipofaringe.

Hypopharyn
CONTRALATERAL
N, N, N, N,, N, N, N, N,/Total
65 51 27 45 51 28 202/267 = 75%

I linfonodi retrofaringei, situati in alto nel piano prevertebrale e non compresi
nell’intervento di svuotamento linfonodale del collo, sono interessati in oltre i1l 40%
dei tumori della parete faringea posteriore e del seno piriforme.

L’incidenza globale di metastasi a distanza, calcolata sulla media di tutte le sot-
tosedi e di tutti gli stadi, & pari a circa il 24%, con progressivo incremento fra i ca-
si in remissione clinica loco-regionale e in quelli vivi con persistenza o recidiva di
malattia.

Esofago cervicale

Circa il 20% di tutti i carcinomi esofagei insorgono nell’esofago cervicale.

Il cancro esofageo ¢ caratterizzato dalla peculiare capacita di estensione a di-
stanza dall’epicentro tumorale, sia per continuita con il fronte tumorale primitivo,
sia per colonizzazione linfatica. Tali colonie a distanza possono non essere eviden-
ziabili macroscopicamente; talora, tuttavia, possono comparire a tale distanza dal
focus primitivo da essere definite skip metastasis.

Nella sua progressiva evoluzione, la neoplasia puo interessare le strutture con-
tigue, quali ipofaringe, laringe, trachea, tiroide, nervo laringeo inferiore e grandi va-
si del collo, con piu frequente incarceramento delle arterie e compressione delle ve-
ne .

L’incidenza di metastasi loco-regionali, al momento della diagnosi, & pari al 50-
80% dei casi *°. I linfonodi laterocervicali pill frequentemente interessati sono quel-
li paratracheali e paraesofagei (84%); seguono i linfonodi mediastinici (28%), sopra
e infraclavicolari (7%) .

Esistono in Letteratura osservazioni, almeno per il segmento toracico, circa una
correlazione esistente fra lunghezza del tumore e probabilita di metastasi linfono-
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dali: tumori della lunghezza < 5 cm sono associati a metastasi nel 45% dei casi; al
contrario quelli di lunghezza maggiore presentano metastasi nel 95% dei casi » %,
Non si ha conferma di medesime osservazioni per il distretto cervicale, probabil-
mente per la difficolta di selezionare un numero sufficiente di tumori che interessi-
no selettivamente il solo segmento cervicale dell’esofago.

Metastasi a distanza sono di frequente osservazione, soprattutto a livello epatico
e polmonare (16% fegato, 31% polmoni/pleura, 9% 0sso, 4% reni, 2% surreni) > 26,

STORIA NATURALE DELLE PRECANCEROSI E DEI
CARCINOMI DELLA LARINGE

Risulta molto difficile correlare 1’obiettivita clinica delle diverse precancerosi
laringee con criteri di possibilita evolutiva in senso neoplastico.

Ad un unico aspetto macroscopico spesso corrispondono molteplici quadri micro-
scopici, caratterizzati da potenzialita degenerativa maligna assai diversa, anche coesi-
stenti nell’ambito della stessa lesione, in modo tale da rendere indispensabile, al fine
di giungere ad una diagnosi di certezza, un riscontro di tipo anatomo-patologico.

Dal punto di vista macroscopico distinguiamo forme cliniche che solo eccezio-
nalmente (laringiti croniche catarrali ed ipertrofiche) possono subire un’evoluzione
maligna da altre dotate di potenzialita neoplastica maggiore (eritroplachie, leuco-
plachie).

La conoscenza della storia naturale delle precancerosi laringee ¢ un dato di
estrema importanza con implicazioni dirette per 1’orientamento diagnostico, tera-
peutico e preventivo 3.

Dal suo studio derivano informazioni su quali e quante lesioni possano, sul pia-
no clinico-statistico, recidivare o progredire verso forme invasive *; il tempo medio
di recidiva e/o progressione; la percentuale di regressione delle precancerosi con o
senza terapia causale, medica e/o chirurgica; in quale misura la prevenzione prima-
ria (allontanamento dei fattori di rischio) e secondaria (controlli endoscopici perio-
dici, chemioprevenzione) eserciterebbero un’influenza positiva .

In tale contesto, il capitolo della storia naturale delle precancerosi laringee non
¢ ancora sufficientemente sviluppato per una serie di motivazioni riassunte nei se-
guenti punti:

— disomogeneita delle classificazioni utilizzate da vari autori nel presentare le
personali osservazioni;

— disomogeneita nell’approccio diagnostico-terapeutico;

— I’approccio diagnostico alle precancerosi laringee € spesso un atto terapeutico
conclusivo, sufficiente a modificarne la storia naturale.

Un aiuto estremamente valido ci deriva dal raffronto della loro prevalenza in po-
polazioni di fumatori (ottenuta sia mediante studi autoptici che mediante studi cli-
nici), con la prevalenza del carcinoma invasivo in popolazioni con analoghe carat-
teristiche di esposizione al fumo di tabacco.

In uno studio autoptico su 971 uomini morti per cause diverse dal carcinoma la-
ringeo, serie considerabile rappresentativa di tutti i gruppi di etd, Auerbach 3 trovo
nei 653 soggetti fumatori una prevalenza di carcinoma in situ della corda vocale pa-
ri al 15,7% ed una prevalenza di carcinoma invasivo del 0,7%.
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Tale dato, seppur su un numero di osservazioni molto inferiore, era gia stato de-
scritto nel 1958 da Michailow.

Sartoris 7, nel corso di uno studio endoscopico su soggetti forti fumatori ed
asintomatici, descrive una prevalenza di lesioni precancerose (clinicamente eviden-
ti) del 7,8% e nessun caso di carcinoma invasivo (Tab. II).

Tab. II.
Prevalenza di lesioni precancerose della laringe.
Autore Descrizione N. % Displasie % Ca invasivo
Studio e/o Ca in situ
Auerbach et al. Autoptico 653 15,7 0,7
Ca in situ
Sartoris et al. Endoscopia 102 7,8 0
+ Displasia +
istologia Ca in situ

Il confronto fra i dati di Auerbach, di Sartoris e quelli di altri autori (Steiner nel
1985 riporta una prevalenza di lesioni displasiche delle VADS pari al 0,8% su un
campione di 3.712 fumatori) 7 seppur risultando difficile a causa della disparita di
analisi istologica dell’organo laringeo, dimostrano come la prevalenza delle lesioni
precancerose istologicamente obiettivabili sia notevolmente piu alta rispetto alla
prevalenza delle lesioni precancerose riscontrabili endoscopicamente e dello stesso
carcinoma.

Infatti noi sappiamo che nei fumatori il rischio di sviluppare un carcinoma in-
vasivo laringeo & circa il 4%; questo, raffrontato ai dati di Auerbach 3 significhe-
rebbe che gli stessi fumatori presentano un rischio di sviluppare un carcinoma in si-
tu che ¢ di 4 volte superiore rispetto al rischio di sviluppare un carcinoma invasivo.

La durata di queste fasi tuttavia pud essere molto variabile. Vi sono casi in cui
la fase di carcinoma in situ manca, oppure ¢ molto breve. In tali casi non sarebbe
possibile il riconoscimento clinico del carcinoma invasivo.

D’altro canto ¢ verosimile che casi di displasia o di carcinoma in situ non solo
progrediscano verso stadi piu avanzati ma che regrediscano addirittura verso stadi
piu precoci.

In ogni caso ¢ molto difficile stabilire la velocita in cui avvengono tali trasfor-
mazioni dal momento che 1’eta media di insorgenza delle lesioni precancerose cli-
nicamente evidenti e con bassi gradi di displasia di regola precede di circa 10 anni
I’eta media di insorgenza del carcinoma invasivo, mentre I’eta di insorgenza di le-
sioni caratterizzate da gradi di displasia moderata-grave ¢ praticamente sovrapponi-
bile a quest’ultima .

I fattori di rischio aumenterebbero la probabilita e la velocita di una o piu di
queste trasformazioni, cosi come potrebbe ridurla 1’abbandono degli stessi, I’atto
diagnostico ed al tempo stesso terapeutico, I’utilizzo di fattori promuoventi la diffe-
renziazione cellulare.
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Un parametro importante che emerge dall’analisi della prevalenza delle lesioni
precancerose € che le stesse sono da considerarsi a tutti gli effetti uno dei gradini di
un processo carcinogenetico complesso e non solo tappa obbligata di avvicinamen-
to.

STORIA NATURALE DEI CARCINOMI DELLA LARINGE

Il carcinoma della laringe costituisce il 25-28% dei tumori delle VADS. Dal
punto di vista istopatologico, 1’epitelioma spinocellulare, a vario grado di differen-
ziazione, rappresenta I’istotipo di piu frequente riscontro (97% dei casi). Solo rara-
mente si osservano forme indifferenziate e casi di adenocarcinoma 3%

Macroscopicamente, la neoplasia pud presentare carattere vegetante, con aspet-
to a cavolfiore, facilmente sanguinante, o infiltrativo, con tendenza ad interessare i
tessuti laringei. La forma ulcerativa deriva di solito dalle precedenti due, di cui co-
stituisce, in un certo senso, 1’inevitabile evoluzione.

Considerazioni di ordine embriologico, funzionale e clinico consentono di indi-
viduare nella laringe due settori separati dal piano glottico: la regione sovraglottica
e la regione sottoglottica. Da una revisione della Letteratura, la distribuzione per se-
de di presentazione ¢ cosi valutabile: sovraglottica 46%, glottica 25%, sottoglottica
3%. In realta al momento della diagnosi, le localizzazioni «transglottiche», con in-
teressamento contemporaneo dei tre piani, sono circa un terzo dei casi +*.

Il processo neoplastico, insorto in una sottosede, nella sua evoluzione tende a
seguire le vie di minore resistenza anatomica. Esistono strutture che, entro certi li-
miti, riescono a contenere I’estensione intra ed extralaringea della malattia. Tra le
prime un ruolo fondamentale & svolto dal cono elastico, che almeno nelle fasi ini-
ziali di crescita neoplastica, impedisce il passaggio di tumori insorti a livello del
ventricolo o dello spazio paraglottico verso la sottoglottide. Strutture che, vicever-
sa, fungono da barriera all’estensione estrinseca della malattia sono le cartilagini ti-
roidea e cricoidea che, tuttavia, con 1’invecchiamento possono presentare aree di
metaplasia ossea, con permeazione vascolare, che rendono possibile 1’invasione
neoplastica della cartilagine '4. Altre importanti barriere anatomiche all’evoluzione
extralaringea della malattia sono rappresentate dalla membrana jo-epiglottica, e la
membrana tiroioidea, rispettivamente tetto e parete anteriore della loggia jo-tiro-epi-
glottica.

Nell’ambito della laringe esistono, poi, punti di minore resistenza quali:

— la commessura anteriore, in corrispondenza del punto di inserzione del tendi-
ne di Broyles, privo di pericondrio, con possibilita di passaggio di cellule neopla-
stiche verso la zona prelaringea o la sottoglottide;

— membrana cricotiroidea, attraverso la quale si puo verificare una diffusione
extralaringea di tumori a sede sottoglottica;

— epiglottide, i cui orifizi cribriformi possono favorire 1’estensione del processo
neoplastico verso la loggia jo-tiro-epiglottica;

— spazio paraglottico, via privilegiata di progressione di tumori della zona so-
vraglottica verso la sottoglottide.
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Sottosede sovraglottica

La localizzazione alla zona vestibolare si osserva nel 35-40% dei casi. La via di
diffusione prevalente ¢ quella anteriore, verso lo spazio jo-tiro-epiglottico, compre-
so tra la faccia anteriore dell’epiglottide e la membrana tiro-ioidea, chiuso in alto
dalla membrana jo-epiglottica. Questa prevalente modalita di diffusione ¢ giustifi-
cata, in primo luogo, dal fatto che la maggior parte di queste neoplasie insorge nel-
la parte anteriore della zona vestibolare, all’unione delle false corde con il piede del-
I’epiglottide. In secondo luogo non esistono anteriormente barriere anatomiche, ad
eccezione dell’esile legamento tiro-epiglottico mediano, che si oppongano alla pro-
gressione in profondita del processo neoplastico. Dallo spazio jo-tiro-epiglottico il
tumore, progredendo verso 1’alto, pud invadere la base della lingua .

Nelle forme inizialmente localizzate alle parti laterali del vestibolo laringeo, la
neoplasia puo raggiungere il seno piriforme, sia penetrando a tutto spessore il muro
ari-epiglottico, che invadendo e superando il margine libero delle pliche ari-epi-
glottiche. In altri casi il tumore puo portarsi in alto ed in avanti, decorrere lungo il
margine laterale dell’epiglottide, superare la membrana jo-epiglottica e raggiungere
le pliche faringo-epiglottiche e la base della lingua.

La diffusione verso la regione aritenoidea o verso la regione glottica ¢ possibi-
le, ma non frequente né precoce.

I tumori maligni della zona ventricolare rappresentano il 10% dei carcinomi la-
ringei. La loro diffusione verso I’esterno trova spesso una valida barriera nella la-
mina tiroidea, che dirige la neoplasia verso I’alto o in basso verso lo spazio para-
glottico. Anteriormente la malattia pud giungere ad interessare la commessura ante-
riore, estendendosi a ferro di cavallo all’emilaringe opposta. Nella sua progressio-
ne, il processo neoplastico puo invadere lo spazio jo-tiro-epiglottico e, inferiormen-
te, la corda vocale e la regione sottoglottica (carcinomi transglottici).

Sottosede glottica

I carcinomi della zona cordale costituiscono circa il 25% dei tumori maligni la-
ringei; la localizzazione piu frequente corrisponde al bordo libero della corda voca-
le vera .

Dalla primitiva sede la neoplasia puo estendersi:

— lungo la corda vocale, invadendo la commessura anteriore e la corda vocale
controlaterale;

— inferiormente, verso la regione sottoglottica;

— posteriormente, a raggiungere la regione interaritenoidea;

— lateralmente, con interessamento del ventricolo laringeo;

— superiormente, verso il vestibolo.

La localizzazione commessurale anteriore isolata & abbastanza rara, risultando
presente solo nell’ 1-2% dei casi. | tumori maligni di questa sede tendono a diffonder-
si in tutte le direzioni, interessando contemporaneamente le corde vocali vere e quel-
le false, i ventricoli, il piede dell’epiglottide e la regione sottoglottica. Inoltre, la ma-
lattia puo esteriorizzarsi a livello sottocutaneo, dopo aver perforato lo scudo tiroideo.

Sottosede sottoglottica
La localizzazione a livello della regione sottoglottica ¢ riscontrabile nel 2-3%
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dei carcinomi laringei. Le neoplasie insorte nella parte anteriore di questa sede pos-
sono perforare la membrana crico-tiroidea ed invadere la cute; la diffusione verso la
bocca dell’esofago ¢ piu rara, come pure tardiva ¢ 1’osservazione di una diffusione
del tumore in alto, verso le corde vocali ed in basso verso la trachea .

Discorso a parte meritano i carcinomi laringei marginali, che piu frequentemen-
te interessano il margine libero dell’epiglottide. Essi possono estendersi:

— inferiormente, interessando il vestibolo laringeo;

— lateralmente, verso la plica faringo-epiglottica;

— anteriormente, a raggiungere la faccia linguale dell’epiglottide, le vallecule
glosso-epiglottiche e la base della lingua.

Piu raramente questi tumori insorgono a livello della regione aritenoidea o sul
margine libero delle pliche ari-epiglottiche, con possibile estensione verso la larin-
ge o I'ipofaringe.

II sistema linfatico laringeo ¢ formato da due reti vasali, una disposta superfi-
cialmente, nella tonaca propria, ed una piu profonda, con vasi di calibro superiore,
sita nella sottomucosa, tra loro ampiamente connesse. Da queste due reti si diparto-
no due gruppi principali di collettori: quelli della rete sopraglottica e quelli della re-
te sottoglottica, tra loro in comunicazione a livello glottico e soprattutto lungo la pa-
rete posteriore della laringe. La regione cordale o glottica non ha collettori propri: 1
fini e scarsi capillari del labbro vocale drenano la linfa nei linfatici sopraglottici e
pill raramente in quelli della regione sottoglottica .

I tronchi linfatici provenienti dalla regione sopraglottica, seguendo il decorso
dell’arteria laringea superiore, si uniscono a quelli dell’ipofaringe e terminano nei
linfonodi giugulo-carotidei superiori e medi.

Viceversa, i collettori provenienti dalla regione sottoglottica formano tre pe-
duncoli: uno anteriore che attraverso la membrana crico-tiroidea e in parte con I’in-
terposizione dei linfonodi pre-laringei e pre-tracheali, raggiunge le linfoghiandole
giugulo-carotidee medie ed inferiori; due posteriori che attraversano il legamento
crico-tracheale e, mediante 1’interposizione dei linfonodi paratracheali, raggiungo-
no i linfonodi giugulo-carotidei inferiori e ricorrenziali.

E stata dimostrata la connessione tra le reti linfatiche delle emilaringi, sia a li-
vello sopraglottico che sottoglottico, con possibilita, pertanto, di metastasi contro-
laterali.

Questi dati giustificano la disposizione topografica delle metastasi linfonodali,
in rapporto alla sede della neoplasia. L’incidenza con cui esse si manifestano in ca-
so di carcinoma cordale puro & pari al 6%; sono, invece, molto frequenti e precoci
nei tumori maligni transglottici (33% dei casi) e nei carcinomi sopraglottici (55%
dei casi)

Pertanto, la diffusione linfatica di un tumore laringeo, dai linfonodi regionali di
prima barriera situati agli ili vascolari alle stazioni linfonodali del collo, avviene in
modo prevedibile e sequenziale ai livelli II, III, IV e talvolta V: va da sé che stadi
avanzati e localizzazioni basse, ipoglottiche, comportano una diffusione anomala,
per sovvertimento del circolo linfatico e venoso .

Inoltre, I’indice dei falsi negativi (linfonodi NO clinici ma N+ patologici) & va-
lutabile fra il 20-48%, a seconda delle casistiche *°. Malgrado la percentuale non tra-
scurabile di errore, il dato clinico di adenopatia palpabile mantiene intatto il proprio
significato prognostico negativo.



Storia naturale dei carcinomi del distretto cervico-facciale 39

La percentuale di metastasi a distanza ¢ valutabile nell’ordine del 5-10% dei ca-

si, con rilievi a livello polmonare, osseo ed epatico. Le metastasi sembrano meno
frequenti in caso di lesione sovraglottica. Inoltre, & stato riscontrato che in oltre il
50% dei casi le metastasi a distanza si associano a ripresa di malattia in sede loco-
regionale ¢,
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II. METODOLOGIE STATISTICHE PER LO STUDIO DEI FATTORI
PROGNOSTICI DEI TUMORI DELLA TESTA E DEL COLLO

R. Albera, T. Martone, F. Palonta, G. Cortesina

INTRODUZIONE

La statistica & uno strumento che consente di raccogliere e analizzare dati per ri-
cavarne delle conclusioni. In particolare la statistica descrittiva si occupa di sinte-
tizzare in pochi numeri, ma informativi, i dati ottenibili da un esperimento o da
un’indagine, mentre la statistica inferenziale permette di trarre delle conclusioni di
tipo generale partendo da osservazioni sperimentali necessariamente limitate. Le
metodologie di statistica inferenziale sono le piu interessanti per i ricercatori, che di
norma agiscono in condizioni limitate di tempo, spazio e risorse ma con 1’obiettivo
di ottenere dalla loro sperimentazione risultati applicabili su tutta la popolazione.

Mantenendo la suddivisione in statistica descrittiva ed inferenziale, nel presen-
te capitolo ci limiteremo a fornire alcune informazioni di base che consentano di far
comprendere le motivazioni della scelta ed il significato dei test statistici comune-
mente utilizzati in ambito oncologico. Per quanto riguarda i concetti matematici al-
la loro base e le modalita di calcolo si rimanda a pubblicazioni specifiche o ai
softwares dedicati a tale proposito.

MODALITA DI SCELTA DEL CAMPIONE

Il primo passo di ogni studio scientifico basato sull’analisi statistica ¢ costituito
dalla necessita di definire un campione da esaminare che possa essere considerato
rappresentativo della popolazione che interessa studiare.

Con il termine di «campione» si intende un insieme di osservazioni individuali
eseguite su un numero limitato di soggetti, ad esempio 100 soggetti affetti da neo-
plasia laringea.

Con il termine di «popolazione» si intende, viceversa, la totalita delle possibili
osservazioni individuali che si desidera analizzare attraverso il campione, ad esem-
pio tutti i soggetti affetti da tumore della laringe. In pratica, con i dati ottenuti me-
diante gli strumenti statistici sul campione esaminato si cerca di definire 1’anda-
mento del fenomeno nell’intera popolazione.

Il campione deve essere rappresentativo della popolazione e quindi deve essere
scelto in modo da essere omogeneo rispetto al parametro che si intende studiare.

II Clinica ORL, Universita di Torino
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Per aumentare la rappresentativita del campione occorre che tutte le possibili os-
servazioni individuali di una popolazione abbiano la stessa probabilita di essere pre-
senti nel campione stesso. Cio ¢ possibile mediante la randomizzazione del campio-
ne, cioe mediante la scelta casuale delle osservazioni. La randomizzazione & estre-
mamente importante se si deve valutare I’efficacia di un trattamento rispetto ad un al-
tro; I’inserimento casuale di ogni individuo in uno dei diversi bracci terapeutici ¢ 1’u-
nico strumento che consente di confrontare i risultati ottenuti con protocolli terapeu-
tici differenti al fine di trarre delle conclusioni non influenzate da fattori soggettivi.

Un elemento cruciale per ogni studio statistico ¢ rappresentato dalle dimensioni
del campione. Infatti per valutare 1’efficacia di un farmaco o di un intervento o ’u-
tilita di un fattore prognostico ¢ necessario raggiungere un numero tale di osserva-
zioni che consenta di definire se la differenza tra i dati ottenuti sia significativa o
meno.

A questo proposito deve essere introdotto il significato di potenza di un test sta-
tistico. Per potenza di un test si intende la sua capacita nell’evidenziare una diffe-
renza statisticamente significativa quando il trattamento produce realmente un ef-
fetto o quando il fattore prognostico ¢ indicativo di un certo comportamento della
neoplasia (vero positivo). Una potenza pari a 0.55 indica che vi ¢ una probabilita del
55% di evidenziare come statisticamente significativo un effetto che esiste real-
mente.

La potenza di un test in un determinato esperimento ¢ data da:

— il rischio che si intende accettare di commettere un errore di tipo I, cioe di de-
finire come inefficace un trattamento che, invece, € efficace;

— il pit piccolo effetto che ha senso rilevare (pit ¢ piccolo tale valore piu il ri-
sultato sara significativo ma piu grande ¢ il rischio di accettare come normali dati
che sono patologici, con conseguente diminuzione della potenza del test);

— la numerosita campionaria.

Per definire a priori il numero di casi da inserire esistono formule matematiche
che si basano sulla differenza attesa tra i diversi campioni in esame o sulla minima
differenza che riteniamo essere necessaria tra due gruppi (ad esempio definire se
una certa terapia ¢ in grado di abbassare la mortalita di almeno il 10%); ovviamen-
te tali parametri devono essere noti o ipotizzati prima dell’esecuzione dello studio.

In alternativa ¢ possibile seguire due differenti procedure:

1. si eseguono osservazioni su un certo numero di casi, ad esempio su tutti i ma-
lati a disposizione in un certo periodo, e si controlla alla fine se si ottiene o0 meno
una differenza significativa; in questo modo si possono ottenere informazioni di ti-
po statistico conclusive nell’ambito del campione studiato ma che non sono neces-
sariamente riconducibili in senso generale a tutta la popolazione;

2. proseguire I’esperimento fino al momento in cui sia raggiunto un risultato si-
gnificativo (sperimentazione sequenziale).

STATISTICA DESCRITTIVA

E costituita dai metodi piu semplici di analisi statistica. Essi consentono di rias-
sumere i dati raccolti in una singola variabile in modo da descrivere la popolazione
osservata mediante il campione.
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Media: ¢ costituita dalla somma dei valori di ogni elemento della popolazione
diviso per il numero degli elementi della popolazione.

Moda: ¢ il valore piu frequentemente rilevato nel campione.

Mediana: ¢ quel valore centrale della variabile per cui i valori osservati sono per
meta piu grandi e per meta pil piccoli.

Percentili: rappresentano i valori rilevati in una certa percentuale dei casi esa-
minati; solitamente si fa riferimento ai valori al 25°, 50°, 75°, 90° e 95° percentile.
Ad esempio se si vuole valutare I’altezza dei soggetti maschi alla visita di leva, il
25° percentile (ad es. m 1,60) comprende le misure di altezza del 25% dei soggetti
piu bassi; viceversa il 95° percentile sara rappresentato da un valore elevato di al-
tezza (ad es. m 1,90) entro il quale si collocano il 95% dei soggetti ed oltre il quale
verranno trovati solo piu pochi soggetti (5%). 11 50° percentile corrisponde alla me-
diana.

Range: & costituito dall’intervallo compreso tra il valore minimo ed il valore
massimo rilevato nel campione. Non pud essere considerato come un buon indica-
tore della dispersione dei dati in quanto esprime solo i valori estremi (massimo e mi-
nimo) che potrebbero essere poco significativi (ad esempio considerare la presenza
di un nano e di un gigante nella descrizione dell’altezza di una popolazione). Il ran-
ge appare utile soprattutto quando si vuole descrivere il campione esaminato a li-
vello informativo, senza poi utilizzare tale parametro per altre valutazioni statistiche
(ad esempio il range di eta del campione riportato solitamente nei materiali e meto-
di).

Varianza: rappresenta uno strumento di misura della dispersione dei dati intor-
no alla media piu preciso del range in quanto tiene in considerazione lo scostamen-
to di tutti i valori ottenuti rispetto al valor medio. La varianza ¢ data dalla somma
del quadrato degli scostamenti dei valori osservati dal valore medio diviso per il nu-
mero delle osservazioni eseguite; poiché rispetto al valore medio lo scostamento
sara positivo (cio¢ superiore al valore medio) nella meta circa dei casi e negativo
nella restante meta circa, il risultato potrebbe porsi molto vicino allo 0, quindi poco
utile; ne consegue la necessita di elevare al quadrato il valore di scostamento della
media al fine di ottenere tutti numeri positivi. Un elevato valore di varianza dimo-
stra una notevole dispersione dei dati. La varianza ¢ lo strumento di base per il cal-
colo di buona parte dei test statistici parametrici utilizzati nel calcolo della probabi-
lita.

Deviazione standard: ¢ data dalla radice quadrata della varianza. In caso di di-
stribuzione normale dei dati esprime il range all’interno del quale si ritrovano il 67%
dei valori ottenuti (ad esempio se la media di una certa misurazione ¢ 100 e la de-
viazione standard ¢ 10, il 68% dei valori ottenuti &€ compreso tra 110 e 90). Il range
compreso tra la media piu-meno due deviazioni standard contiene il 95% dei dati ri-
levati, mentre il range compreso entro tre deviazioni standard contiene il 99% dei
dati.

Distribuzione normale dei dati: si definisce normale, o gaussiana, una distribu-
zione di dati in cui i 2/3 dei valori registrati rientrino in un range definito dal valo-
re medio pit-meno una deviazione standard. Nella distribuzione normale:

— la moda deve essere pari, o0 comunque molto prossima, al valore medio (ad
esempio se 1’altezza media di un campione ¢ m 1,70 questo deve essere il valore piu
frequentemente registrato);
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— media e mediana debbono essere simili;

— il numero di casi che si discostano di un certo valore da quello medio deve es-
sere uguale ai due lati del valore medio (nell’esempio precedente il numero di sog-
getti alti 1,60 e 1,80 deve essere uguale).

Questa distribuzione dei dati pud essere disegnata mediante una curva posta su
assi cartesiani ed in cui sull’asse delle x sia riportato il valore del parametro esami-
nato (ad es. eta, altezza, dimensioni della neoplasia, ecc.) e su quello delle y il nu-
mero di casi rilevati (Fig. 1).

Fig. 1.
Esempio di distribuzione gaussiana dei dati intorno al valore medio.

In una distribuzione normale il campione ¢ completamente definito dal valore
medio e della deviazione standard. Tanto piu il campione € numeroso tanto mag-
giore ¢ la probabilitd che segua una distribuzione gaussiana. Se la distribuzione ¢
normale nel confronto tra campioni diversi sara possibile applicare test parametrici,
altrimenti sara necessario utilizzare test non parametrici. Esistono test statistici al-
I'interno dei softwares che consentono di definire se la distribuzione possa essere
considerata normale o meno. E ovvio che tale valutazione deve essere fatta prima di
ogni altra valutazione statistica al fine di definire quale tipo di test utilizzare (para-
metrico o non).

STATISTICA INFERENZIALE

I metodi statistici utilizzati sono denominati test di significativita e consentono
di determinare il valore di «p».

Per comprendere il significato di «p» € necessario ricordare che si parte dal prin-
cipio che due popolazioni abbiano le stesse caratteristiche, o due trattamenti sorti-
scano lo stesso effetto. Tale ipotesi ¢ definita come «nulla» ed il valore di «p» non
¢ significativo. Viceversa se il valore di «p» & significativo ¢ ipotizzabile che le due
popolazioni siano realmente differenti o che le due terapie abbiano diversa effica-
cia.

Il valore di «p» viene espresso in termini percentuali per cui aver ottenuto un
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valore di p < 0,05 significa che vi ¢ meno del 5% di probabilita di sbagliare affer-
mando che la differenza tra le osservazioni sia reale e non casuale.

Ad esempio nella valutazione dell’efficacia di due farmaci nella riduzione della
massa neoplastica, aver ottenuto un valore di p < 0,05 indica che tra tutti i possibi-
li campioni confrontabili in una popolazione affetta da un certo tumore vi ¢ una so-
la probabilita su 20 che i due campioni siano identici e che, di conseguenza 1’effet-
to dei due farmaci sia simile; in questo caso puo essere rigettata I’ipotesi nulla ed ¢
possibile affermare che I’efficacia dei due farmaci & realmente differente.

Il valore di 0,05 viene comunemente definito quale limite di significativita. Ov-
viamente tanto pil il valore di «p» ¢ piccolo (0,01, 0,005, 0,001, ecc.) tanto piu ele-
vata sara la probabilita che la differenza rilevata tra due campioni sia reale e non ca-
suale.

Nella parte successiva verranno analizzati i pit comuni test statistici di tipo in-
ferenziale e basati sulla determinazione di «p», suddividendoli in parametrici e non
parametrici.

TEST PARAMETRICI

T test di Student: rappresenta certamente il test pilt noto ed utilizzato; consente
di confrontare due campioni al fine di confermare o meno I’ipotesi che i due cam-
pioni, definiti da media e deviazione standard, provengano dalla stessa popolazione
(ipotesi nulla). Un basso valore di p (solitamente p < 0,05) non verifica I’ipotesi nul-
la per cui vi ¢ un’elevata probabilita che i soggetti contenuti nei due campioni pro-
vengano da due popolazioni differenti. Questo test puod essere applicato nell’analisi
di variabili misurate in scale o intervalli, ad esempio centimetri, anni, ecc.

T test per dati appaiati: in questo caso 1’analisi viene eseguita sui dati rilevati
sullo stesso soggetto; il test consente di definire, ad esempio, se in uno stesso cam-
pione la massa neoplastica si & significativamente ridotta dopo la terapia nei singo-
li soggetti inseriti nel campione stesso.

Test della varianza: € un test con significato simile al t test di Student ma ap-
plicabile nel caso in cui si debbano confrontare pill di due campioni. Un valore di p
< 0,05 indica che almeno uno dei campioni inseriti nello studio si differenzia dagli
altri ma non quale; per definire quale (o quali) tra i campioni considerati si diffe-
renzi dagli altri si possono utilizzare altri test quali il test di Bonferroni o di Student-
Neumann-Keuls. Come per il t test di Student, il test della varianza puo essere uti-
lizzato in presenza di variabili misurate in scale o intervalli.

Chi quadrato: nel caso in cui vengano trattate variabili di tipo nominale (cioe
non in scale o intervalli come nei casi precedenti) si debbono utilizzare test che con-
sentono di eseguire la valutazione su tassi € proporzioni. Variabili nominali sono
quelle riconducibili a due possibili differenziazioni del campione (ad esempio ma-
schio-femmina, vivo-morto, ecc.). Esistono semplici test statistici che possono es-
sere impiegati in presenza di un campione in cui vi siano solo due possibili esiti (de-
finire se vi & una differenza statisticamente significativa all’interno di un campione
tra la percentuale di casi in cui si ¢ verificato un evento rispetto ad un altro, ad esem-
pio la percentuale di casi in cui il tumore si ¢ ridotto rispetto a quella in cui non si
¢ modificato). Tuttavia il test sicuramente piu noto ed utilizzato ¢ il chi-quadro, che
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Tab. I.
Esempio di tabella di contingenza 2x2.

Risposta positiva Risposta negativa
Maschi 18 7
Femmine 6 13

puo essere utilizzato nel caso in cui sia necessario confrontare piti campioni o in cui
vi siano pil di due esiti possibili (ad esempio definire se la percentuale di casi in cui
il tumore si ¢ ridotto grazie ad una determinata terapia sia significativamente diver-
sa nei due sessi). Il test si basa sull’analisi delle tabelle di contingenza, in cui ven-
gono riportati i numeri (e non le percentuali) dei casi riscontrati in ogni sottogrup-
po. La Tabella I si riferisce alla costruzione di una tabella di contingenza 2x2 in cui
vengono confrontati i numeri di risposta positiva o negativa del tumore ad una cer-
ta terapia, nei due sessi:

Il valore di p esprime la significativita della differenza nei due campioni.

Nel caso in cui il campione sia costituito da un basso numero di casi, in genere
20 o meno, ¢ piu opportuno utilizzare il test esatto di Fischer in luogo del test del
chi quadro.

Tests di correlazione: 1l coefficiente di correlazione del momento-prodotto di
Pearson e le rette di regressione: tali tests consentono di definire se esista un rap-
porto non casuale tra due variabili, ad esempio se vi ¢ una relazione tra il numero di
sigarette fumate e la quantita di P53 rilevata.

La correlazione pud essere definita matematicamente mediante una retta di re-
gressione, che consente di definire in quale misura una variabile (detta dipendente)
tenda a crescere, o a diminuire, al modificarsi dell’altra variabile (detta indipenden-
te).

Il coefficiente di correlazione ¢ espresso in termini di «r» e «p» ed esprime il
grado di probabilita che esista una correlazione tra i due parametri. Il valore di «r»
¢ compreso tra -1 e +1; tanto piu ¢ stretta la correlazione tra due parametri tanto piu
il valore di «r» si avvicina a 1, mentre valori vicini allo 0 indicano una debole, o nul-
la, correlazione; valori negativi di «r» indicano una correlazione inversa, come nel
caso in cui al crescere di un parametro si verifichi il diminuire dell’altro (ad esem-
pio con I’aumentare della dose di chemioterapico diminuisce la massa neoplastica).

La retta di regressione ¢ descritta dai valori di intercetta e di inclinazione che
consentono di disegnarne I’andamento su un sistema di assi cartesiani. La retta di
regressione rappresenta la migliore tra quelle possibili nel descrivere la relazione tra
le due variabili; geometricamente essa corrisponde alla retta che rende minima la
variabilita totale tra i dati osservati e la retta stessa (Fig. 2).

In alcuni casi ¢ ipotizzabile che la correlazione tra due parametri non segua una
relazione lineare per cui si dovranno disegnare curve di correlazione ad andamento
esponenziale, logaritmico, ecc.

Calcolo delle curve di sopravvivenza: rappresenta certamente la metodologia
statistica piu in uso in ambito oncologico.

Accanto a calcoli relativamente semplici di sopravvivenza reale, descritta dalla
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Fig. 2.

Regressione lineare in un ipotetico studio di correlazione tra numero di sigarette fumate e dimensioni
della neoplasia (in cm). Sull’asse delle x & riportato il numero di sigarette fumate, su quello delle y la
dimensione del tumore. I quadratini neri corrispondono alle singole rilevazioni. La retta disegnata ¢
quella che rende minima la differenza tra i dati rilevati e la retta stessa. La formula matematica che
consente di disegnare la retta & y = 0,05x + 1, in cui 0,05 descrive I’inclinazione della retta e 1 il val-
ore di y nel punto in cui la retta intercetta I’asse delle y. La correlazione tra i due parametri ¢ alta-
mente significativa (p < 0.0001). L’esperimento dimostra una correlazione statisticamente significativa
tra numero di sigarette fumate e dimensioni della neoplasia.

percentuale di soggetti vivi o liberi da malattia ad una certa distanza di tempo dal-
I’inizio dello studio (ad esempio se su 100 affetti da carcinoma laringeo 90 sono vi-
vi dopo 5 anni la percentuale di sopravvivenza ¢ del 90%), esistono test attuariali
che forniscono indicazioni sul rischio che un certo «evento» (morte, recidiva di ma-
lattia, altro) si manifesti ad un certo tempo dall’inizio dello studio, che solitamente
viene riferito all’epoca di esecuzione della terapia (chirurgica, medica, altro).

Tali test sono stati introdotti per superare due problemi:

1. 1 soggetti vengono inseriti nello studio in momenti diversi;

2. Tlintervallo temporale tra inserimento nel gruppo di studio e controllo & di-
verso; in particolare tra i soggetti vivi o liberi da malattia vi saranno alcuni control-
lati dopo 2 anni e altri dopo 10 anni dal momento di inserimento nello studio; lo stu-
dio attuariale consente di ottenere informazioni inserendo tutti i soggetti del cam-
pione, indipendentemente dalla durata del follow-up.

Il metodo di calcolo delle curve di sopravvivenza attuariali di pit comune uti-
lizzo ¢ quello di Kaplan-Meier. Questo metodo prevede la creazione di un diagram-
ma cartesiano in cui I’asse delle x riporta il tempo, generalmente in mesi, e I’asse
delle y la percentuale di sopravvivenza. Il valore di riferimento per quanto attiene la
sopravvivenza puo essere la morte del soggetto o la recidiva di malattia («evento»);
tale informazione, ovviamente, deve essere fornita nei materiali € metodi. Inoltre 1



50 R. Albera et al.

casi morti per altre malattie dovrebbero essere inseriti comunque come eventi, men-
tre in caso di perdita di vista del soggetto viene fatto riferimento all’epoca dell’ulti-
mo controllo ed il soggetto viene considerato come vivo o libero da malattia.

Il dato saliente ¢ costituito dal fatto che la percentuale di sopravvivenza ad un
determinato mese non corrisponde alla percentuale di soggetti vivi, o liberi da ma-
lattia, ma alla percentuale di eventi (morte o nuova insorgenza di malattia) rispetto
al numero totale di casi che hanno un follow-up pari o superiore a quello conside-
rato, pertanto i valori ottenuti con il calcolo attuariale sono sempre inferiori rispet-
to alla percentuale di sopravvivenza reale.

Al fine di comprendere il calcolo matematico che ¢ alla base del metodo di Ka-
plan Maier pud essere utile simulare un ipotetico studio su 15 soggetti affetti da neo-
plasia laringea e trattati con laringectomia conservativa. Nello studio si fa riferimen-
to alla morte dei soggetti in esame. In questa casistica fino al 4° mese non si sono ve-
rificate morti per cui la curva rimane al 100%. Al 4° mese si verificano 2 decessi per
cui la percentuale di sopravvivenza scende a 13/15 = 86,7%. Al 39° mese si verifica
un nuovo decesso per cui la curva scende a (86,7 x 11)/12 =79,5%, e cosi via. In que-
sto modo la curva ¢ sempre in progressiva discesa. Nella nostra simulazione viene
ipotizzato il decesso di altri due soggetti entro il 55 mese. In Figura 3 viene riporta-
ta la curva di sopravvivenza attuariale secondo Kaplan-Meier della simulazione del-
lo studio sopra riferita. Nel diagramma i punti in cui si verifica una discesa della cur-
va corrispondo ad un decesso mentre le croci fanno riferimento ai mesi di follow-up
dei soggetti in vita (in questi casi non si verifica una caduta della curva).
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Fig. 3.
Simulazione di una curva di sopravvivenza.



Metodologie statistiche per lo studio dei fattori prognostici dei tumori ecc. 51

Se, paradossalmente, il caso che ha il piu lungo follow-up ¢ un caso-evento
(morte o recidiva di malattia) la curva scende a 0%, anche se vi sono ancora molti
soggetti con follow-up piu breve in buona salute.

Si ribadisce che le curve attuariali di sopravvivenza definiscono un valore per-
centuale di «sopravvivenza» che ¢ certamente pill basso di quello dei soggetti real-
mente vivi, o liberi da malattia e che esprime, in termini percentuali, il rischio che
ha una persona di morire o di avere una recidiva ad una certa distanza temporale dal-
I’inizio dello studio. Infatti ritornando alla nostra simulazione di Figura 3 al termi-
ne dello studio la percentuale di sopravvivenza reale ¢ pari al 72% (4 morti/14 casi)
mentre la sopravvivenza attuariale ¢ pari al 60% circa.

Un parametro numerico che consente di descrivere la sopravvivenza ¢ la cosid-
detta «sopravvivenza media» che corrisponde al momento, espresso in mesi, in cui
la curva raggiunge il valore di 50%. Ovviamente tale parametro ¢ valutabile solo se
la curva scende sotto il valore di 50%.

Mediante il log-rank test vi ¢ inoltre la possibilita di porre a confronto due o piu
curve di sopravvivenza, definendo se tale differenza sia statisticamente significati-
va (ad esempio per p < 0,05). In questo modo ¢ possibile definire se, ad esempio,
una terapia antineoplastica sia superiore ad un’altra.

Analisi multivariata: tali metodiche consentono di definire tra una serie di para-
metri quello, o quelli, che piu influenzano I’esito di una certa patologia. Ad esem-
pio ¢ possibile definire in caso di tumori della laringe omogenei tra loro per TNM e
per trattamento eseguito se esistano dei parametri che possono influenzare mag-
giormente I’esito della terapia, quali eta, presenza di altre patologie, ecc.

La peculiarita di tali metodi statistici ¢ quella di definire I’importanza di una
certa variabile ipotizzando che le altre siano costanti e, quindi non influenti sull’an-
damento della malattia in studio.

Questi tests consentono, quindi, di superare il problema dei tests statistici co-
siddetti univariati (ad esempio le curve di sopravvivenza attuariali, i tests di corre-
lazione, il test del chi quadro, il t test di Student, ecc.) che si basano sull’analisi di
un solo parametro senza consentire di definire I’importanza di altri parametri non
presi in considerazione.

Esistono numerosi metodi matematici di analisi multivariata; il pit semplice ¢
la regressione parziale, applicabile nel caso in cui vi sia una correlazione di tipo li-
neare tra i parametri.

In ambito oncologico ¢ certamente piu utilizzato il metodo di Cox, basato sul-
I’analisi delle curve di sopravvivenza. Al fine di avere un dato affidabile con il me-
todo di Cox il numero di parametri considerati non dovrebbe superare di 1/5-1/10 il
numero di casi evento (soggetti deceduti o con ripresa di malattia); in altre parole se
in una casistica vi sono 50 casi-evento si possono esaminare non piu di 5-10 para-
metri.

METANALISI

La metanalisi ¢ una metodologia statistica che consente di sintetizzare critica-
mente i risultati ottenuti in piu studi (eseguiti da autori e su casistiche differenti), ov-
viamente sullo stesso argomento, e di formulare un giudizio complessivo. E dive-
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nuta una tecnica statistica d’uso corrente per la verifica ed il confronto fra dati pro-
venienti da trials clinici differenti, soprattutto su patologie non molto frequenti.

L’ obiettivo principale della metanalisi ¢ quello di poter generalizzare i risultati
sulla reale efficacia di un certo trattamento mettendo insieme le risultanze di casi-
stiche differenti, che considerate singolarmente avrebbero una attendibilita limitata,
per ’esiguo numero di casi.

I momenti fondamentali per garantire una corretta applicazione della metanali-
si sono la fase di selezione dei lavori presenti in letteratura sull’argomento di inte-
resse (omogeneita del campione, applicazione di una corretta randomizzazione,
ecc.) e la valutazione critica dei risultati.

L’esito della metanalisi viene espresso in termini di «p» (probabilita che i due trat-
tamenti sortiscano effettivamente una diversa efficacia) e di riduzione percentuale del
rischio (ad esempio di morte con un trattamento piuttosto che con un altro).

TEST NON PARAMETRICI

Vengono utilizzati nel caso in cui si debbano eseguire valutazioni su campioni
distribuiti in modo non normale (cio¢ che non seguono una distribuzione gaussia-
na). Possono essere considerati, come equivalenti ai tests parametrici trattati nel ca-
pitolo precedente. Verranno in questa sede semplicemente elencati i pit comuni te-
st non parametrici, mentre la loro base matematica esula dagli scopi del presente la-
voro. Anche in questi test il grado di significativita & espresso in termini di «p».

Test di Mann-Whitney: corrisponde al t test di Student per il confronto tra i dati
ottenuti su due campioni differenti.

Test di Wilcoxon: corrisponde al t test per dati appalatl per cui I’analisi viene
svolta sui dati rilevati sullo stesso soggetto, ad esempio prima e dopo una certa te-
rapia.

Test di Kruskall-Wallis: consente di confrontare tra loro pit di due campioni ed
¢ riconducibile al test della varianza.

Test dei ranghi di Spearman: corrisponde al test di del coefficiente di correla-
zione del momento-prodotto di Pearson nello studio della correlazione tra due para-
metri.

Nella Tabella II riportiamo esempi di disegno sperimentale con il test statistico
pil appropriato.

METODI STATISTICI NELLO STUDIO DEI FATTORI PROGNOSTICI DEI
TUMORI DELLA TESTA E DEL COLLO

Nell’ambito degli studi sui fattori prognostici nei tumori della testa e del collo,
la ricerca ¢ solitamente indirizzata all’analisi dell’espressione del fattore che si vuo-
le studiare ed alla definizione della sua correlazione, in base a criteri clinico-pato-
logici, con la gravita e I’evoluzione della malattia.

Tale tipo di analisi si articola in tre fasi:

1. Disegno dello studio: gli studi possono essere di tipo retrospettivo (su casi-
stiche di pazienti osservati in passato) o prospettico (su pazienti che vengono esa-
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Tab. II.
Disegno sperimentale Distribuzione Distribuzione
normale dei dati non normale dei dati
Due gruppi formati t-test di Student Test Mann-Whitney
da individui differenti
Tre o piu gruppi formati Analisi della varianza Test di Kruskal Wallis
da individui differenti
Misure ripetute prima e t-test per dati appaiati Test di Wilcoxon
dopo il trattamento
negli stessi individui
Misure ripetute Analisi della varianza Test di Friedman
multiple negli per misure ripetute
stessi individui
Relazione tra due variabili Test della correlazione Correlazione per
del momento-prodotto ranghi di Spearman
di Pearson —

regressione lineare

minati dopo I’inizio dello studio), su un campione di soggetti ben bilanciato (per eta,
numero, tipo e sede di tumore, ecc.) e di numerosita adeguata.

2. Obiettivo dello studio: si tratta solitamente di analizzare la differenza di
espressione del fattore prognostico in un gruppo di soggetti affetti dalla neoplasia ri-
spetto ad un gruppo di controllo o in biopsie tumorali rispetto a tessuto bioptico di
controllo sano o derivato dalla mucosa adiacente il tumore o costituito da lesioni
precancerose.

3. Metodi statistici: mediante i test di statistica inferenziale ¢ possibile verifica-
re se eventuali differenze di espressione del fattore prognostico sono reali o sempli-
cemente casuali o di valutare la relazione esistente tra misure diverse effettuate sul-
lo stesso campione, definendone il senso della relazione (positiva o negativa) con
alcuni parametri clinico-patologici associati al tumore e stabilendone la forza del le-
game. Quest’ultima analisi ¢ di utilita pratica in quanto consente di definire se I’e-
spressione di un fattore, supposto prognostico, possa essere correlata o meno con la
gravita e I’evoluzione della malattia.

Lo studio delle curve di sopravvivenza ¢ di utilita pratica in quanto permette di
predire quale sia la probabilita di sopravvivere senza manifestare 1’evento (soprav-
vivenza «liberi da malattia») o con recidive (sopravvivenza globale o totale) nel
campione in studio, ad una distanza temporale dalla diagnosi o dalla terapia. Se i
gruppi in studio sono piu di uno, mediante 1’analisi della sopravvivenza ¢ possibile
confrontare la rispettiva probabilita di sopravvivenza in relazione alla presenza o
meno del fattore prognostico in esame. Inoltre, grazie ai metodi di analisi multiva-
riata ¢ possibile definire I’importanza dei fattori che potrebbero in qualche modo
agire come confondenti (ad esempio eta, condizioni generali, presenza di altre pato-
logie, fumo, ecc.).
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CONCLUSIONI

Da quanto riportato nei capitoli precedenti appare evidente come i tests statisti-
ci rappresentino uno strumento irrinunciabile nello studio dei fattori prognostici in
oncologia.

La statistica ¢ ormai una scienza che va ben oltre la semplice descrizione dei da-
ti in quanto consente, sulla base di valutazioni eseguite su campioni limitati, di for-
mulare ipotesi applicabili su tutti i soggetti. Questo aspetto appare di fondamentale
importanza nello studio dei fattori prognostici nelle malattie neoplastiche in quanto
I’analisi ¢, per forza di cose, limitata a piccoli campioni che di per sé potrebbero da-
re poche informazioni sulla reale importanza dei singoli fattori.

Nell’ambito dello studio dei fattori prognostici nei tumori sono numerosi i tests
statistici che possono essere utilizzati e la loro scelta &€ ovviamente condizionata dal
protocollo di studio che si intende seguire.

Nel caso in cui il ricercatore sia interessato a definire se un determinato fattore
sia pit (0 meno) rappresentato nella popolazione dei soggetti affetti da tumore ri-
spetto al gruppo di controllo sara necessario applicare il t-test di Student o 1’analisi
della varianza, mentre nel caso in cui lo scopo dello studio sia quello di determina-
re I’importanza di un certo fattore nella prognosi si utilizzeranno i test di correla-
zione, di sopravvivenza e 1’analisi multivariata, se si prendono in considerazione
contemporaneamente piu fattori.

Non deve essere inoltre sottovalutata I’importanza della scelta del campione, o
dei campioni, da esaminare e della sua numerosita. Ne deriva che prima della fase
di attuazione di studi nei quali si intenda eseguire una valutazione statistica dei da-
ti € necessario formulare un preciso progetto, in cui siano definiti i parametri da ana-
lizzare e le informazioni che si intende ottenere. Solo in questo modo le metodolo-
gie statistiche possono fornire informazioni applicabili su larga scala e non rappre-
sentare semplici descrizioni di una osservazione per forza di cose limitata ad un pic-
colo campione.
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I11. I FATTORI PROGNOSTICI CLINICI E ANATOMO-PATOLOGICI

G. Cortesina, R. Albera, A. Cavalot, T. Martone, F. Palonta, G. Preti, P. Rosso

La definizione di fattore prognostico ¢ insita nel titolo stesso, in quanto si pos-
sono definire prognostici quei fattori che sono in grado di farci prevedere il futuro
della neoplasia su basi scientifiche oggettivamente validate. La predizione di un fu-
turo pitt 0 meno grave ¢ fatto molto importante in quanto viene a condizionare 1’ac-
curatezza (anche strumentale) del follow-up, scandendone i tempi (pitt 0 meno rav-
vicinati), e a determinare 1’indicazione ad integrazioni terapeutiche che vengono ad
aumentare le possibilita di controllo locale in caso di tumore particolarmente ag-
gressivo.

In un lavoro che voglia identificare, su base scientifica la pili oggettiva possibi-
le, i fattori prognostici, il problema ¢ quello di «mettere ordine» nei dati offerti dal-
la Letteratura, scegliendo quelli per i quali il significato di «prognostico» ¢ giustifi-
cato dall’uso di un metodo d’analisi adeguato e con significativita oggettiva. Non a
caso uno dei capitoli della Relazione riguarda i vari metodi di analisi statistica, con
un approfondimento critico delle loro reali possibilita.

C’¢ inoltre in Letteratura una certa «confusione semantica» con molti sinonimi
che, se male usati, confondono le idee. Sara pertanto importante mettere ordine in
questo ambito.

Il problema di metodo comunque resta il problema fondamentale, come sottoli-
nea F. Chiesa nella sua monografia * del 1998: si puo dire con chiarezza che si ri-
tiene buon metodo quello che si fonda su di una analisi statistica basata sull’analisi
e sul bilanciamento dei vari fattori che possono influenzare la prognosi (come 1’a-
nalisi statistica multivariata sec. Cox) e che deriva dallo studio di una casistica nu-
mericamente adeguata. Chiesa nel suo lavoro parla della necessita di avere almeno
100 casi negli studi retrospettivi e almeno 50 casi in quelli prospettici, con follow-
up medio di almeno 2 anni per il controllo locale e di 5 anni per la sopravvivenza;
ritiene inoltre sempre necessario I’impiego dell’analisi multivariata. Noi riteniamo
giusto fare nostri e confermare questi concetti (dandone ovviamente a Chiesa la pa-
ternita).

Si possono confermare anche i criteri classificativi proposti, suddividendo:

1) fattori prognostici relativi al paziente (eta, sesso, patologie concomitanti
etc.); 2) fattori prognostici relativi al tumore (staging, presenza e numero di linfo-
nodi metastatici, loro condizione d’integrita capsulare, grading, biologia molecola-
re etc.); 3) fattori prognostici legati alla terapia.

Si potranno infine distinguere i fattori prognostici sicuramente significativi (per
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consenso quasi universale e per la validita dei lavori su cui si basa 1’identificazione)
da quelli probabilmente significativi (per i quali la base oggettiva non & cosi sicura
e non c¢’¢ riconoscimento universale). Devono essere considerati a parte i fattori spe-
rimentali (quali sono molti dei fattori molecolari) che non sono ancora ben validati
e che richiedono tecniche complesse: per questi ultimi si pud proporne 1’uso e lo stu-
dio in centri di secondo livello tecnologicamente avanzati (soprattutto sotto il profi-
lo delle biotecnologie).

Riteniamo utile inoltre fare una suddivisione tra fattori prognostici che valgono
per tutti i carcinomi squamosi della testa e del collo (HNSCC) e quelli che sono pro-
pri delle varie sedi del distretto (es. cavo orale, orofaringe etc.).

FATTORI PROGNOSTICI COMUNI A TUTTI I CARCINOMI SQUAMOSI
DELLA TESTA E DEL COLLO (HNSCC)

Esiste tutta una Letteratura, soprattutto di cultura anglosassone, che tende ad ac-
comunare tutti i tumori dei vari distretti cervico-facciali, nel grande gruppo degli
«Head and Neck Squamous Cell Carcinomas» (HNSCC) per cui riteniamo opportu-
no selezionare gli studi che corrispondono a quei requisiti che abbiamo identificato
nella parte iniziale, definendo e inquadrando i fattori ritenuti prognostici nei gruppi
classificativi riportati nell’introduzione.

FATTORI PROGNOSTICI LEGATI AL PAZIENTE

Sono ormai definibili come fattori prognostici «consolidati»:

1) Eta: I’eta media di questi tumori ¢ di 63 anni (50% tra 50 e 65 anni, 25% eta
superiore ai 65 anni, 3% eta inferiore ai 40 anni). In alcuni studi I’eta non sembra
influenzare la prognosi ®47 7%, In altri studi, taluni pili recenti e condotti con meto-
di statistici piu sofisticati, I’eta piu avanzata si ¢ rivelata fattore prognostico negati-
vo 723648015116 121164170 Questa discrepanza di risultati si pud spiegare con la pill fre-
quente presenza, nei pazienti anziani, di comorbidita (sicuramente prognostiche) e
quindi pensare che la presenza o meno, nelle varie classi di eta, di malattie conco-
mitanti sia il vero fattore che condiziona la prognosi.

2) Sesso: il sesso maschile ¢ colpito circa 4 volte di piu del sesso femminile, con
un rapporto di 10/1 in eta giovane »#7 **, Noi riteniamo che il sesso possa essere
considerato un sicuro fattore di rischio, ma non un fattore prognostico, nel senso di
cui sopra, a malattia instaurata e consolidata.

3) Abitudini di vita: il permanere, a malattia insorta, di abitudini voluttuarie (es.
fumo e alcool) sicuramente a rischio carcinogenetico, o il mantenimento di attivita
lavorative a rischio (lavorazioni con catrame e idrocarburi aromatici, lavorazioni
della gomma, del Cromo, Nichel e Asbesto, lavorazioni del legno per gli adenocar-
cinomi etmoidali etc.) sono sicuramente fattori prognostici negativi ! 304753 142154,

4) Stato nutrizionale: (performance status identificabile ad esempio con I’indice
di Karnofsky KI): esso si correla sicuramente (con dimostrazione statistica) con de-
ficit immunitari *. Le deficienze immunitarie riguardano gli elementi effettori del-
le difese contro il tumore (T linfociti citotossici, cellule NK, cellule APC) con con-



[ fattori prognostici clinici e anatomo-patologici 57

seguenti meccanismi di «enhancement tumorale». Uno scadimento nutrizionale do-
vuto all’ipoalimentazione o a fenomeni cachettici di origine neoplastica, si correla
pertanto con un aumento della progressione e diffusione tumorale.

5) Patologie concomitanti: recentissimi studi condotti su casistiche molto ampie
e metodi statistici adeguati, hanno dimostrato che la comorbidita (riguardante so-
prattutto le broncopatie croniche e le epatopatie croniche) ¢ un sicuro fattore pro-
gnostico negativo sulla sopravvivenza. In uno studio dell’ «<Health Care Finance Ad-
ministration» (HCFA) su 9386 pazienti ¢ stato dimostrato, con il metodo di Cox, che
stato nutrizionale scadente e comorbidita sono fattori prognostici negativi molto si-
gnificativi. A risultati analoghi ma su casistiche piu ristrette erano pervenuti Corte-
Sina et al. 4560 61 95 187 188‘

6) Stato socio-economico: in uno studio di Boffetta et al. del 1994 26 ¢ stato di-
mostrato con una certa rigorosita di metodo che un livello socio-economico piu ele-
vato si correla con una miglior prognosi. Lo studio ha riguardato tumori del cavo
orale e orofaringe, e dimostrato come abitudini di vita pit «meditate e controllate»
(quali si osservano per lo pill nelle classi sociali pil evolute) si correlino con un de-
corso del tumore piu favorevole.

7) Complicanze post operatorie: la presenza di complicanze post operatorie si
correla con un decorso pit sfavorevole della malattia 47 137 1%, Si puo ipotizzare co-
me il maggiore impegno del sistema immunitario a fronteggiare la complicanza flo-
gistica, possa essere causa di una «caduta» dell’immunosorveglianza verso il tumo-
re.

8) Trasfusioni di sangue intero (pre, intra e post operatorie): nei lavori che han-
no trattato ’argomento 2?7, ¢’¢ una sicura significativita statistica su casistica nu-
mericamente adeguata degli effetti negativi delle trasfusioni sulla sopravvivenza.
Incerta ¢ invece I’interpretazione: si puod pero ipotizzare che in qualche modo ci sia
un coinvolgimento, in senso soppressivo, di quei meccanismi effettori (linfociti T ci-
totossici, cellule NK, cellule APC) che rappresentano le barriere immunitarie verso
la progressione tumorale. Sarebbero utili studi per dare evidenze oggettive a questa
ipotesi.

9) Anemizzazione: ¢’ qualche evidenza, per qualche sede 137172178 che uno sta-
to anemico si correla con una peggior prognosi. Si puo ipotizzare che I’'impegno del-
le cellule midollari a correggere lo stato anemico, coinvolga, in senso negativo, gli
elementi immunocompetenti responsabili dell’immunosorveglianza.

10) Ritardo diagnostico e terapeutico: che il ritardo diagnostico, e quindi tera-
peutico, sia sfavorevole alla sopravvivenza e alla guarigione del paziente, ¢ dato
quasi assiomatico: una neoplasia diagnosticata in stadio piu avanzato ¢ ovvio che ha
minori probabilita di guarigione. Esistono a questo proposito dati statistici signifi-
cativi per i tumori del cavo orale 7*), naso sinusali * e della laringe 7'.

FATTORI PROGNOSTICI LEGATI AL TUMORE

Possiamo distinguere:

1) Stadio di T: esiste una serie numerosa di dati, statisticamente significativi, sul
fatto che al crescere dello stadio di T si evidenzia un concomitante peggioramento
della sopravvivenza ed un aumento del numero delle recidive. Esistono dati biblio-
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grafici importanti per il cavo orale 3% %, per i tumori naso sinusali 3738 113156189 ' ner

il cavo rinofaringeo !34290 120 158 185201202 "per |” grofaringe 72 1% 140176 per I’ipofaringe ,
per la laringe °!' 137 172177196 per le ghiandole salivari 7> 82 109 191195,

Possiamo affermare che il passare da T1 a T4 si accompagna sicuramente, in tut-
ti gli HNSCC, ad un peggioramento della prognosi. Resta comunque da spiegare
perché certi tumori T1 si accompagnano precocemente a N2, N3 con prognosi mol-
to grave: riteniamo che solo la presenza di fenomeni molecolari molto negativi (di
cui parleremo nei capitoli successivi) possa spiegare questi particolari, anche se non
frequenti, riscontri clinici.

Piu recentemente sono comparsi in Letteratura studi su casistiche molto nume-
rose condotti con ’uso dell’analisi multivariata °*3 3> 117152 che hanno dimostrato,
con grande significativita statistica che la crescita di T si correla con peggior so-
pravvivenza.

2) Stadio di N: ¢ concetto ormai storico e consolidato che la presenza di meta-
stasi linfonodali (N1-N3 clinico con pN+ anatomopatologico) si correla con una
prognosi sfavorevole e quindi rappresenta un fattore prognostico negativo: ¢ questo
il segno del crollo delle prime difese immunitarie e del superamento dei limiti ana-
tomici dell’organo colpito da neoplasia. Nella parte biologica descriveremo i mec-
canismi molecolari della metastatizzazione: qui ci limiteremo a valutarne la portata
clinica (in senso prognostico).

Gia lavori di circa 20 anni fa '3 8221 gyevano dimostrato, con metodi statistici
ancora da migliorare, che la presenza di metastasi linfonodali e il numero di linfo-
nodi colpiti influenzavano la prognosi negativamente (in particolare piu di 3 linfo-
nodi metastatici al pTNM erano segno di prognosi peggiore), e che il superamento
istologico della capsula linfonodale da parte del tumore (Rottura Capsulare) era se-
gno particolare di prognosi infausta 24107 145 163 173 186 207,

La verita di questi dati ¢ stata successivamente confermata da altre ricerche ° !
202635484961 74 8288919398106 111 112 115 126 129 130 137 152 156 166 167 172 175 184 185 194 200 202 204 206. In uno
studio molto accurato su HNSCC ¢ stato osservato che la presenza di metastasi al 5°
livello cervicale & fattore prognostico decisamente negativo .

Deriva da queste evidenze la grande importanza che viene ad assumere lo sta-
dio anatomo- e istopatologico dei pezzi operatori (tumore, margini, linfonodi dello
svuotamento) da cui dipende 1’accuratezza del pTNM, che a sua volta sara fonda-
mentale nella scelta della strategia terapeutica. L’affiancamento di un buon patolo-
go, con competenze specifiche per I’oncologia cervico-cefalica, al chirurgo, che lo
affianchi nei momenti conclusivi dell’exeresi, o che, per lo meno ne regoli rapida-
mente la condotta, nell’orientamento dei pezzi (sia per quanto riguarda il T che I’N),
nelle modalita di prelievo del tessuto sano da studiare (margini) e nell’uso dei fis-
sativi, & condizione ormai necessaria, per aumentare le sicurezze quando basiamo su
di un reperto istopatologico le scelte terapeutiche.

3) Caratteristiche istologiche del T: lo studio istologico, con le colorazioni clas-
siche del tumore, puo fornirci alcune evidenze utilizzabili per la prognosi.

a) Grading. L’influenza del Grading (le cui caratteristiche, secondo la classifi-
cazione OMS sono riportate in Tabella I sulla prognosi dei tumori, & stata oggetto di
numerosi studi con risultati non sempre univoci e spesso contrastanti. Bisogna in-
nanzitutto premettere che gia nella definizione degli elementi istologici da prende-
re in considerazione per definirne il grading non c’¢ uniformita di vedute. Accanto
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all’lOMS che prende in considerazione grado di cheratinizzazione, numero di perle
cornee, attivita mitotica, presenza di giunzioni intercellulari, rapporto nucleo-pla-
smatico e la presenza di cellule anaplastiche, per definire 4 gradi di Grading 37 3¢
145 (elaborando una sorta di grading citologico), esistono anche un grading nuclea-
re, che prende in esame soltanto aspetti del nucleo, e un grading istologico proposto
da Carlon e Serafini, che prende in considerazione aspetti strutturali (e non cellula-
ri) per definirne il grado di differenziazione 4041315758 144200 T 3 gcarsa differenzia-
zione & stata verificata come fattore prognostico negativo in tumori naso-sinusali !!
175278 100 143206 & i 148 pazienti con HNSCC ", mentre ¢ risultata dubbia (con dati
contrastanti) nei tumori del cavo rinofaringeo %2202 dell’ orofaringe 48! '¢’, della la-
ringe '¥7, del cavo orale '3!; nessun significato prognostico & stato rilevato invece in
studi riguardanti 1’ipofaringe . .

b) Altre caratteristiche istologiche. E dato ormai consolidato che gli aspetti isto-
logici verrucosi (carcinoma verrucoso) e pseudosarcomatosi si correlano con una
prognosi discreta, e quindi possono giustificare trattamenti chirurgici decisamente
conservativi (es. con ’uso del laser). Il carcinoma con aspetti prevalenti basaloidi
ha invece prognosi decisamente peggiore !,

Il pattern d’invasione, che esprime il grado d’infiltrazione del tumore in profon-
dita, ¢ stato studiato come fattore prognostico decisamente negativo, nel senso che
una maggiore infiltrazione si accompagna, in modo significativo, ad un numero
maggiore di metastasi linfonodali. E stato osservato nel cavo orale '*! che un grado
d’infiltrazione inferiore a 4 mm si correla con un 8% di metastasi linfonodali, un’in-
filtrazione tra 4 e 8 mm si correla con un 35% di metastasi e un’infiltrazione mag-
giore di 8 mm si correla con un 83% di metastasi.

Risultati del tutto analoghi sono stati ottenuti in uno studio sugli HNSCC 3! 165 ¢
nell’orofaringe *77.

Il grado d’invasione, identificato come fattore predittivo per metastatizzazione,
¢ un dato moderno (studiato con metodo corretto) e dovra necessariamente entrare
a far parte del bagaglio culturale del patologo propedeutico, alle sue diagnosi isto-
logiche.

Altre caratteristiche istologiche per cui esistono evidenze di un sicuro significa-
to prognostico sono:

a) Embolizzazione intravasale da parte di cellule tumorali (E+) della quale ¢ sta-
to dimostrato in analisi multivariata e su casistiche numerose di HNSCC il cattivo
significato prognostico 6! 104137208,

b) Invasione perineurale, che ¢ rappresentata dall’invasione da parte del tumore
della guaina del perinervio, che normalmente ¢ barriera insuperabile per le cellule
tumorali. Il suo superamento ¢ segno di grande aggressivita del tumore e di un ri-
schio significativamente aumentato di metastatizzazione linfonodale 3236162 137 145150,

c) Presenza di cellule immunocompetenti: ¢ ormai assodato che 1’organismo
reagisce contro I’insorgenza e la progressione di ogni tumore (e quindi anche degli
HNSCC) con I'immunosorveglianza cui sovrintendono cellule immunocompetenti
effettrici (APC, linfociti T citotossici, cellule NK, ADCC) e meccanismi effettori
umorali (anticorpi citotossici) 2! 687092 118 119148 162181 1825 stato dimostrato anche, ne-
gli stessi lavori, che le potenzialita citotossiche degli elementi immunocompetenti
vengono, man mano che il tumore cresce, inibite da meccanismi soppressori (cito-
chine ad azione soppressiva, macrofagi, anticorpi bloccanti, immunocomplessi).
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Difficile ¢ stato, nelle numerosissime ricerche ad hoc, reperire tests immunitari che
fossero predittivi del decorso clinico, per la grande variabilita dei meccanismi coin-
volti (di segno talora opposto) e per il loro mutare continuo nel tempo.

Esistono pero dati personali ricavati da studi eseguiti su casistica adeguata con
I’uso dell’analisi multivariata ' 62 37 che dimostrano che la presenza di un infiltrato
cospicuo T linfocitario tra le maglie del tumore (TIL) si accompagna a miglior pro-
gnosi, mentre la presenza di un infiltrato plasmocitario si correla con prognosi peg-
giore. Questo dato ¢ spiegabile con il fatto che le plasmacellule sintetizzerebbero
anticorpi bloccanti I’azione citotossica dei T linfociti.

Doveroso inoltre citare le ricerche di Gallo 7 e di Ottaviani et al. '°7 18 che han-
no riconosciuto un certo valore prognostico all’infiltrato intratumorale di cellule
dendritiche e cellule di Langherans: tali elementi vanno pero inquadrati tra i fattori
prognostici sperimentali, trattandosi di casistiche non numerose € non essendo sta-
ta impiegata 1’analisi multivariata.

4) Sede del tumore. L’unico studio in Letteratura che valuta, in analisi multiva-
riata, la sede con peggior significato prognostico, & uno studio personale ® ¥’ in cui
abbiamo dimostrato, in una casistica di 398 HNSCC di tutte le sedi classiche del di-
stretto «testa-collo» che quella ipofaringea ¢ significativamente a prognosi peggio-
re.

5) Tempo di recidiva. In un recente studio, su 446 pazienti con HNSCC, ese-
guito in analisi multivariata, ¢ stato attribuito, con grande significativita statistica,
un significato prognostico negativo nei confronti della sopravvivenza al tempo di re-

cidiva %: tempi di recidiva brevi sono correlati con una peggior sopravvivenza 28 14°
190

FATTORI PROGNOSTICI LEGATI ALLA TERAPIA

Fattori prognostici legati alla chirurgia
Una chirurgia scorretta o inadeguata che causa un controllo locale imperfetto e

conseguente presenza di margini positivi per tumore, ¢ fattore prognostico tra i piu
negativi 719294661 133 135-139 196.

In un lavoro molto interessante '*2

di di positivita dei margini:

a) grado 1 e 2 costituiti da forma vegetante del tumore residuo adiacente al tu-
more asportato; b) grado 3 e 4 costituiti da forma infiltrante: i gradi 3 e 4 si corre-
lano in modo statisticamente significativo con le possibilita di recidiva loco-regio-
nale. Una recente Tavola Rotonda al Congresso SIO, 1997 ha approfondito il pro-
blema dei margini dopo exeresi chirurgica '7*. Si ¢ cercato in quella sede di definire
e razionalizzare i criteri di radicalita chirurgica (che sono ovviamente correlati stret-
tamente con il problema dei margini di resezione). Sono stati identificati alcuni pun-
ti chiave.

1) L’importanza dell’orientamento del pezzo chirurgico, che richiede una stret-
ta collaborazione tra patologo e chirurgo, con definizione precisa di criteri standard
che devono sempre essere seguiti.

2) Il problema della retrazione dei tessuti post fissazione (che pud variare dal
15% al 40%), che porta alla sottostima della distanza del tumore dai margini e del-

si ¢ cercato di fare una classificazione dei gra-
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la dimensione della neoplasia: si puo dire che una distanza tra tumore e margini di
5 mm valutata su preparato istologico fissato corrisponde in vivo a 8-9 mm.

3) Il problema delle modalita di prelievo, che devono essere definite da patolo-
go e chirurgo, individuando anche un numero standard di prelievi.

4) La definizione del concetto di «close margin», per indicare un margine che,
pur essendo negativo, ¢ molto vicino al tumore (anche se ¢ difficile standardizzare
una distanza minima della neoplasia dai margini, in modo da garantire un basso nu-
mero di recidive). Loree e Strong (1990) !*2 hanno osservato ugual numero di reci-
dive quando i margini distano dal tumore meno di 0,5 mm e quando sui margini
compare displasia media o grave. Yuen et al. 2® (1998) identificano nel cavo orale
una distanza di sicurezza minima pari a 2 cm.

5) L’importanza del «tipo di positivita del margine»: presenza di «avanzamento
frontale» del tumore, o di «infiltrazione»; quest’ultimo si accompagna ad un mag-
gior numero di recidive.

6) L’importanza di un uso sistematico di diagnosi al congelatore in estempora-
nea, che hanno dimostrato una concordanza con la diagnosi istologica tradizionale
pari al 96%-98%.

7) Pur non essendoci studi mirati alla risoluzione del problema, possiamo qui
proporre come «margine sicuro» (con i metodi istologici tradizionali) quello che ap-
pare negativo a 1,5-2 cm dal tumore nel cavo orale e nell’orofaringe, a 3-5 mm in
laringe e ad 1 cm circa in ipofaringe. Troppo complessa e articolata ¢ invece 1’ar-
chitettura anatomica del sistema naso-sinusale per poter permettere una standardiz-
zazione delle «misure sicure» dei margini in questa sede.

Fattori prognostici legati a Radioterapia e Radiochemioterapia

Una serie di studi degli ultimi 20 anni ha permesso di razionalizzare, con di-
screta precisione le indicazioni alla Radioterapia e Radio-chemioterapia, di perfe-
zionare le tecnologie, le dosi radianti, i tipi di farmaci con relative dosi. E una serie
di studi clinici ha permesso di identificare (in termini di risultati) I’associazione ra-
dio-chemioterapia.

E chiaro che un’indicazione radio o radio-chemioterapia scorretta e un’inade-
guatezza di tecnica o di dose, porta ad un difettoso controllo locale e diventa per-
tanto un fattore prognostico negativo (che puo pero essere recuperato in alcuni ca-
si, con un «rattrapage» chirurgico) '*°.

Ritardo terapeutico

Si possono a questo punto ripetere le stesse considerazioni fatte a proposito del
ritardo diagnostico (vedere pagine precedenti) cui rinviamo.

I fattori prognostici fino ad ora descritti valgono per tutti gli HNSCC, e quindi
per tutte le sedi del distretto cervico-cefalico, anche se per alcune sedi il «back-
ground» sperimentale ¢ piu forte. Trattasi in ogni caso di fattori prognostici sicura-
mente significativi.

Esistono pero altri fattori che sono piu specifici per alcune sedi, in quanto piu
legati alla strutturazione anatomica e ad una storia naturale particolare di certe re-
gioni.

Li andremo qui ad esaminare sede per sede.
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CAVO ORALE

Un problema specifico del cavo orale ¢ rappresentato dall’invasione ossea: se-
condo alcuni Autori % 122 ’interessamento della mandibola & causa di un peggiora-
mento prognostico significativo nei confronti della sopravvivenza. Altri recenti da-
ti, emersi nella Consensus Conference sui Tumori del Cavo Orale, Udine 2002 ¢!,
indicano che I’invasione mandibolare da parte del tumore rende necessaria una chi-
rurgia pitt demolitiva con I’impiego di lembi ricostruttivi, e che tale chirurgia, se in-
dicata ed eseguita in modo corretto, non cambia le possibilita di successo sul con-
trollo locale e sulla sopravvivenza.

In ricerche personali '*° abbiamo dimostrato, in analisi multivariata che la sot-
tosede bordo lingua (1/3 medio) si correla con miglior prognosi, mentre i tumori del
pavimento laterale (meta posteriore) si correlano con peggior prognosi.

In questa sede inoltre appare assai piu grave il problema dei margini di resezio-
ne, in quanto nel cavo orale si calcola un aumento significativo, rispetto ad altre se-
di, della probabilita di avere margini di resezione positivi, cui si accompagna un au-
mento del tasso di recidiva e un peggioramento della sopravvivenza 73497133192,

Particolare importanza ha nel cavo orale la profondita d’invasione (cosi come
nell’orofaringe) come risulta da alcuni studi molto ben condotti *77 : un’invasione
profonda si correla sempre con una prognosi peggiore.

Acquistano nel cavo orale importanza prognostica altre sottosedi: i tumori del
palato molle, del pavimento posteriore, i tumori ad evoluzione orofaringea hanno
una prognosi decisamente peggiore rispetto ai tumori di altre sottosedi (studio di Liu
et al. in analisi multivariata su 2.500 pazienti) '>6.

OROFARINGE

Riguardano I’orofaringe i dati piu sicuri riguardanti il deficit immunitario che si
accompagna alla nascita e alla crescita del tumore. In uno studio di 110 pazienti por-
tatori di carcinoma dell’orofaringe, € stato osservato '3 un’attivita delle cellule Na-
tural Killer (NK) significativamente ridotta (p < 0,0001) rispetto all’attivita NK di
137 pazienti sani. Tale riduzione di attivita NK ¢ correlata significativamente (p <
0,01) con un peggioramento della sopravvivenza.

Esistono 4 studi '*'©26 in cui si ¢ osservato che le forme vegetanti e superficiali
hanno avuto un decorso migliore rispetto alle forme infiltrative.

Interessanti sono anche gli studi riguardanti il valore prognostico di talune sot-
tosedi. Pradier et al. (1996) '’ hanno dimostrato che i tumori della parete laterale
dell’orofaringe hanno una prognosi migliore (p < 0,05), dati questi confermati da
Marandas et al. (1995) e da Wang et al. (1995) 141205,

In uno studio di Lefebvre (1994) '?7 si & osservata una prognosi peggiore per i
tumori del solco amigdalo-glosso, e una prognosi migliore per I’area di giunzione
dei pilastri (p < 0,0001). Cosi pure il coinvolgimento della base lingua si & rivelato
un fattore prognostico negativo ¥’. Occorre infine citare lo studio di Spriano et al.
(1994) ** su 351 pazienti in analisi multivariata, in cui si &€ dimostrato un andamen-
to peggiore dei tumori ad evoluzione craniale, rispetto a quelli ad evoluzione cau-
dale (ai limiti della significativita statistica).
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Nell’orofaringe acquistano particolare significato gli studi riguardanti la profon-
dita d’invasione ed il suo significato prognostico, di cui si & gia parlato nelle pagi-
ne precedenti.

Tra i fattori riguardanti la terapia citiamo due lavori specifici dell’orofaringe
167 in cui non & stata osservata differenza significativa nella sopravvivenza tra il trat-
tamento radioterapico e quello chirurgico; la chemioterapia neo-adiuvante non ha
migliorato la sopravvivenza. Al contrario in ricerche personali '*° abbiamo osserva-
to una minor incidenza di recidive dopo chirurgia vs. RT e RT-CT (p < 0,05). Sem-
pre in ricerche personali * ¢ condotte in analisi multivariata su 220 pazienti, abbia-
mo osservato che il trattamento loco-regionale con Interleukina-2 (IL2) a basse do-
si, ha diminuito in modo significativo (p < 0,01) il numero di recidive.

In studi Radioterapici 6327299 101105125 139 147169205 & stato osservato che lo stadio
III, IV si correla ad una minor risposta alla RT, che il bi-frazionamento ¢ migliore
del mono-frazionamento, che il tempo breve di risposta alla RT ¢ favorevole per la
prognosi, che i tumori tonsillari ad evoluzione anteriore, hanno un controllo locale
peggiore dopo RT, che I’aumento della dose non influenza la sopravvivenza, che ¢
invece influenzata positivamente se la durata del trattamento ¢ ridotta.

Da studi Chemioterapici e Radio-chemioterapici 1028 5463 76 103 110 123 124 157 160 168 199
emerge che la risposta completa (RC) ¢ predittiva, in modo decisamente significati-
vo, per la sensibilita alla radioterapia e si correla con una miglior sopravvivenza.
Questi risultati sono fondamentali per giustificare di proporre a pazienti candidati a
chirurgia con alto rischio funzionale 1’alternativa di CT seguita da RT, con possibi-
lita di successiva eventuale Chirurgia di recupero.

123

DISTRETTO NASO-SINUSALE

Esistono alcune evidenze specifiche, in materia di fattori prognostici, che ri-
guardano i tumori naso-sinusali. Molto importante ¢ il discorso di alcune sottosedi
coinvolte: le neoplasie della parete antero-inferiore del seno mascellare (la vecchia
infrastruttura) si propagano solo tardivamente verso le «strutture nobili» soprastan-
ti e quindi hanno prognosi piu favorevole, esattamente il contrario invece avviene
per i tumori dell’etmoide e dello sfenoide.

Lo stadio di T e lo stadio di N, che sono fattori prognostici universali per gli
HNSCC, qui assumono un significato decisamente pili importante. Uno stadio IV
(che si accompagna ad invasione endocranica) e un N+ (che normalmente ¢ raro in
questi tumori) si accompagnano quasi sempre ad una prognosi decisamente infau-
sta, in modo piu rilevante rispetto a quanto avviene in altre sedi.

Ci sono alcuni dati, peculiari della sede, che riguardano il significato prognosti-
co di alcuni aspetti istologici (che qui sono molto pitt multiformi rispetto agli altri
distretti cervico-facciali). Il carcinoma indifferenziato, specie se etmoidale !7, ha
prognosi pessima, mentre il carcinoma adenoidecistico ha sopravvivenza pill lunga
(talora a 10 anni) per cui in questi casi I’essere liberi da malattia a 5 anni non ha si-
gnificato di guarigione avvenuta 32 100 143153183 Particolarmente importante in questa
sede ¢ il ritardo diagnostico e terapeutico, gia descritto per gli altri HNSCC. Essen-
do i tumori iniziali spesso asintomatici o contraddistinti da sintomi nasali aspecifi-
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ci, molto spesso la prima diagnosi avviene in stadio avanzato, con quelle conse-
guenze gravi per la prognosi, di cui abbiamo gia parlato.

Cosi pure particolarmente importante ¢ il problema dei margini chirurgici, vista
la grande complessita anatomica della regione, che rende piu difficile la valutazio-
ne visiva dell’exeresi chirurgica e anche il lavoro del patologo sui margini sani.

RINOFARINGE

Un fattore molto importante di questa sede ¢ il rischio, al momento della dia-
gnosi, di uno Stadio avanzato di T e della presenza di un N diverso da 0; cosi pure
il riscontro alla diagnosi di metastasi a distanza. Questo fatto ¢ molto frequente in
quanto la diagnosi di un tumore rinofaringeo iniziale ¢ molto difficile, in quanto i
sintomi delle forme iniziali sono aspecifici e molto spesso misconosciuti % 114120158
185 200-202

Acquistano inoltre significato prognostico negativo al momento della diagnosi
I’erosione ossea della base cranica (all’imaging), le paralisi dei nervi cranici, I’e-
stensione pararinofaringea 30 179 200-202,

Molto incerta e discussa € I’importanza prognostica del grading, che viene rico-
nosciuta come tale soltanto dagli AA di Hong Kong 200202,

Il livello cervicale basso di N ¢ stato riconosciuto a prognosi sfavorevole per la
diffusione metastatica 85 114 146 200-202,

Esistono infine 3 studi randomizzati fatti per verificare la reale utilita dell’ag-
giunta della CT alla RT nei confronti della RT sola. Lo studio di Chan * non mostra
alcun vantaggio dell’aggiunta di CT a RT (CDDP + 5FU) mentre gli studi di Al-Sar-
raf 2 e dell’International Nasopharinx Study Group > mostrano un vantaggio del-
I’aggiunta rispettivamente di CDDP + 5FU e di bleomicina, epirubicina e CDDP al-
la RT.

Sembrerebbe pertanto esserci un trend prognostico favorevole integrando la RT
con la CT 8.

IPOFARINGE

Valgono per I’ipofaringe tutti i fattori prognostici di vario tipo identificati per gli
HNSCC in generale, senza che alcuno di essi acquisti peculiarita di significato.

Si puo enfatizzare per questa sede il significato prognostico della risposta com-
pleta (RC) alla CT come indice di buona sensibilita alla RT (e quindi come fattore
prognostico favorevole) e quindi utilizzare questo dato per 1’indicazione di proto-
colli di preservazione d’organo 2.

LARINGE

Lo stesso discorso fatto per 1’ipofaringe vale per la laringe, per la quale valgo-
no tutti i fattori prognostici descritti per gli HNSCC. Come pure si puo ripetere qui
il discorso dell’utilizzo della RT insieme alla CT per 1’indicazione di protocolli di
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Tab. L.
Grading istopatologico (TNM V ed.-1997 U.L.C.C.).

Gx Il grado di differenziazione non puo essere accertato
Gl Ben differenziato

G2 Moderatamente differenziato

G3 Scarsamente differenziato

G4 Indifferenziato

preservazione d’organo, cui oggi ¢ riconosciuta da piu parti una certa validita.

GHIANDOLE SALIVARI

Come gia ripetuto per tutte le altre sedi del distretto cervico-facciale, valgono
per le ghiandole salivari gli stessi fattori prognostici descritti per gli HNSCC in ge-
nerale.

Una particolare significativita, nei vari studi, hanno lo stadio di T 758283 109 171 191
193 e quello dl N 57582 111.

Ci sono inoltre evidenze significative a favore di una peggior prognosi legata al-
la sede: in passato si ¢ attribuita una maggior aggressivita ai tumori insorti nelle
ghiandole sottomascellari. I lavori piu recenti, con 1’'uso dell’analisi multivariata,
non confermano 1I’importanza della sede come valore indipendente significativo 313!
17! anche se si puod riconoscere un certo trend negativo.

Incerte sono anche le opinioni su tumori insorti nel lobo profondo della paroti-
de 2, La paralisi del faciale presente al momento della diagnosi ¢ sicuramente un
fattore prognostico negativo 7883 19! Tn uno studio su 1.029 casi ’ & stata osserva-
ta paralisi del nervo VII nel 14% dei casi: in questi casi si ¢ avuto il 77% di com-
parsa di metastasi linfonodali, con sopravvivenza 0%. Anche I’infiltrazione istolo-
gica del nervo ¢ risultata essere predittiva di metastasi occulte . Ci sono anche in
Letteratura due studi 7 *? in cui, in analisi multivariata, si dimostra un trend per un
significato prognostico negativo da attribuire all’estrinsecazione extracapsulare, al-
I’invasione perilinfatica e a quella perineurale.

Alcune considerazioni particolari vanno fatte per quanto riguarda I’ istotipo e il
grading. Esistono nelle ghiandole salivari istotipi con comportamento di aggressi-
vita costante (carcinoma squamoso) e istotipi a comportamento variabile (adenocar-
cinoma, carcinoma adenoide-cistico, carcinoma a cellule aciniche, carcinoma muco-
epidermoidale) 18 66 75 109 151 171 203'

Per queste forme ¢ stata riconosciuta una classificazione che distingue tumori a
basso, medio, alto grado di malignita (Tab. II).

Si possono pertanto distinguere, con una certa sicurezza, nell’ambito delle
ghiandole salivari due gruppi di tumori maligni: 1) carcinomi squamosi, per i quali
valgono i concetti del significato prognostico del grading (anche qui controverso);
2) adenocarcinomi, carcinomi adenoido-cistici, tumori a cellule aciniche, tumori
muco-epidermoidali, per i quali vengono universalmente riconosciuti 3 gradi di ma-
lignita (basso, medio, alto) che possono condizionare le indicazioni terapeutiche.
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Tab. II.
Classificazione delle neoformazioni maligne delle ghiandole salivari in accordo al comportamento bi-
ologico.

. ABASSO GRADO
carcinoma mucoepidermoide
— carcinoma a cellule aciniche
— adenocarcinoma polimorfo a basso grado
— adenocarcinoma a cellule basali

2. AGRADO INTERMEDIO
— carcinoma mucoepidermoide
— carcinoma epimioepiteliale
— adenocarcinoma sebaceo

3. ALTO GRADO
carcinoma mucoepidermoide
— carcinoma adenoide-cistico
— tumore misto maligno
— carcinoma dei dotti salivari
— carcinoma a cellule squamose
— adenocarcinoma oncocitico

E stata infine proposta per le ghiandole salivari Iistituzione delle classi pro-
gnostiche (a basso, medio e ad alto rischio) in cui vengono conglobati, ai fini del
giudizio prognostico, istotipo e grading, stadio e grading, stadio e istotipo ¢ 17! 203,

Per la classe a basso rischio sarebbe indicata la sola chirurgia conservativa e per
la classe a medio rischio, chirurgia estesa + svuotamento cervicale + RT.

Lo svuotamento cervicale & sempre indicato in casi N+ 7155203 jn quanto & di-
mostrato che migliora la sopravvivenza, mentre ne ¢ controversa I’indicazione in ca-
si NO 36155 Sj tende pero a indicare lo svuotamento nei casi NO, quando la classe
prognostica sia ad alto rischio.

CONCLUSIONI

Riteniamo che i fattori prognostici descritti nelle pagine precedenti abbiano una
validazione oggettiva (in base ai criteri di metodo esposti nella parte introduttiva)
pit che sufficiente e che quindi possano essere ufficialmente proposti a coloro (oto-
rinolaringoiatri, chirurghi oncologi del distretto testa-collo, chirurghi maxillo-fac-
ciali, radioterapisti, oncologi medici) che si occupano di questi tumori. Sarebbe au-
spicabile che nelle moderne cartelle computerizzate comparisse uno spazio riserva-
to ai fattori prognostici clinici e anatomo-patologici, che riassumiamo nella Tabella
II1.
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Tab. III.
Modello di cartella clinica computerizzata.

FATTORI PROGNOSTICI CLINICI E ANATOMO-PATOLOGICI

FATTORI LEGATI AL PAZIENTE

2. Performance status (indice di Karnofsky) ......c..cocooiiiiiniiiininiiniiiicceecceeeeese e
3. Patologie concomitanti

7. Anemizzazione....
8. RiItard0 dIQZNOSTICO ..e.eiruiiuiiiieieitiete ettt ettt b ettt et e bt et s at et e e bt e s bt sat et e entenbeeneens

FATTORI LEGATI AL TUMORE

1. Stadiodi T
la. Pattern d’invasione

1b. Grading
lc. Istotipo

1d. Embolizzazione intravasale (E+)
le. Invasione perineurale
1f. Cellule immunocompetenti

1g. Sede di T
1h. Invasioni osteo-cartilaginee

1i. Paralisi nervose

2. Stadio di N
2a. N° linfonodi metastatici
2b. Livello linfonodale con
linfonodi metastatici
2c. rottura capsulare (R+)

FATTORI LEGATI ALLA TERAPIA

1. Chirurgia
la. Margini

2. Radioterapia e radiochemioterapia
2a. Mancata risposta
2b. Risposta incompleta

3. Ritardo terapeutico
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IV. FATTORI MOLECOLARI COINVOLTI NELLA PROGRESSIONE
DEI CARCINOMI CERVICO-FACCIALI

T. Martone, L. Pignataro®, F. Palonta, P. Rosso, G. Cortesina

MODELLO MULTIFASICO DELLA PROGRESSIONE NEOPLASTICA DEI
CARCINOMI CERVICO-FACCIALI

I tumori sono malattie multigeniche, ossia malattie in cui lo sviluppo delle cel-
lule neoplastiche ¢ dovuto al progressivo accumulo di alterazioni multiple in geni
cruciali per il mantenimento fisiologico della cellula nelle varie fasi della sua vita.
I geni interessati sono in genere quelli coinvolti nei processi che controllano la pro-
liferazione, il differenziamento, la senescenza e la posizione delle cellule nei tessu-
ti e nel corpo. Le alterazioni geniche acquisite si accumulano nel tempo nelle cellu-
le tumorali ed € necessario che un certo numero di lesioni (da tre a otto, secondo il
tipo di tumore) si sommino per determinare la «progressione tumorale» ed il conse-
guente «fenotipo neoplastico». L’ordine con cui le lesioni si sommano non ¢ casua-
le, poiché alcune alterazioni possono predisporre la cellula a subire piu facilmente
le alterazioni secondarie che la rendono cancerosa. E ormai noto che il processo di
cancerogenesi & caratterizzato da almeno tre fasi. Le prime due fasi, rispettivamen-
te di promozione e progressione, sono considerate fasi precliniche, in cui la malat-
tia non ¢ conclamata e nelle quali si verificano alterazioni molecolari a carico di ge-
ni diversi che, al momento attuale, almeno per il carcinoma della testa e del collo,
non sono ancora completamente conosciuti. La terza fase, definita di metastatizza-
zione, rappresenta 1’ultima tappa della progressione neoplastica in cui si «selezio-
nano» solo quelle cellule, portatrici di alterazioni geniche stabili, in grado di supe-
rare numerose barriere naturali e compiere una serie di tappe (distacco dalla massa
cellulare di origine, ingresso in circolo, uscita dal circolo) che culminano nella for-
mazione di un «clone metastatico» in un microambiente diverso da quello normale.

Come per il carcinoma del colon-retto, esempio paradigmatico di progressione
tumorale multifasica 73, anche per i carcinomi cervico-facciali & stato proposto un
modello di progressione neoplastica multifasica © secondo il quale, ai diversi e ben
definiti stadi clinici e istopatologici attraverso cui la malattia evolve, corrisponde-
rebbero lesioni genetiche caratteristiche.

II Clinica ORL, Universita di Torino;
“1 Clinica ORL, Ospedale Maggiore Policlinico IRCCs, Universita di Milano
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Gli studi finora condotti hanno dimostrato la presenza di alcune specifiche alte-
razioni cromosomiche. Fra queste le piu ricorrenti sono a carico dei loci 3p, 8p, 9p,
11q, 13q e 17p, regioni dove sono localizzati oncogeni e geni onco-soppressori la
cui «attivazione» o «perdita della funzione» gioca un ruolo determinante nel pro-
cesso tumorigenico e quindi nella prognosi della malattia.

ONCOGENI E GENI ONCO-SOPPRESSORI NELLA PATOGENESI DELLE
NEOPLASIE

Si definiscono oncogeni quei geni, meglio noti come proto-oncogeni, che in
condizioni fisiologiche sono deputati al controllo della proliferazione cellulare. Al-
terazioni strutturali, in seguito a mutazioni o riarrangiamenti cromosomici, possono
«attivare» uno o piu proto-oncogeni. Il risultato della tale transizione (proto-onco-
gene-oncogene) ¢ che I’oncogene, espresso in forma aberrante, codifica una protei-
na alterata. Tale proteina, alterata qualitativamente o quantitativamente, diventata
insensibile ai meccanismi di retro-inibizione che controllano la proliferazione cel-
lulare, trasmettera il segnale proliferativo in modo deregolato. Secondo la localiz-
zazione dei loro prodotti proteici, si distinguono quattro gruppi principali di onco-
geni:

Fattori di crescita. Ad esempio EGF, IGF, TGF, HGF. Svolgono la loro funzio-
ne permettendo alla cellula di progredire dalla fase GO alla fase G1. Agiscono in mo-
do autocrino (cioe la cellula produce il fattore di crescita e lo usa per sé) oppure pa-
racrino (secerne il fattore di crescita che agisce su altre cellule),

Recettori per i fattori di crescita. Sono per lo pil recettori per i fattori di cre-
scita a funzione tirosino-chinasica (MET, KIT, ERBB2, EFGR TRK, RET ...) che
dopo il legame con il fattore di crescita si autofosforilano ed innescano una serie di
reazioni enzimatiche a cascata che culminano con la trasmissione del segnale al nu-
cleo.

Messaggeri intracellulari. A questo gruppo appartengono proteine ad attivita
enzimatica sia associate alla membrana (ABL, SRC, RAS) che a localizzazione ci-
toplasmatica (RAF, MOS). Appartengono a questo gruppo anche altre numerose
proteine con funzione di adattatori cellulari (PI3K, Grb2).

Fattori nucleari e di trascrizione. Cio¢ componenti che legano direttamente il
DNA e controllano la trascrizione di alcuni geni deputati al controllo della prolife-
razione e differenziamento cellulare (MYC, JUN, FOS).
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Al contrario, si definiscono onco-soppressori i geni preposti all’inibizione della
proliferazione. Le lesioni genetiche che «inattivano», con conseguente perdita della
funzione genica, gli effettori negativi (o soppressori) della proliferazione, svincola-
no la cellula dai normali meccanismi di controllo negativo della crescita cellulare
determinando un «aumento del potenziale proliferativo» della cellula.

Anche i geni onco-soppressori in base alla loro localizzazione cellulare si di-
stinguono in tre gruppi:

Soppressori di membrana. Appartengono a questo gruppo i geni onco-soppres-
sori DCC, GAS1 e GAS3

Soppressori citoplasmatici. APC e GAS2

Soppressori nucleari. p5S3, Rb, BRCAL.

Il meccanismo di azione delle proteine codificate da queste famiglie di geni ¢
noto solo in parte: essi agiscono con effetti di segno opposto negli eventi controlla-
ti dai fattori di crescita.

La trasformazione neoplastica puo essere quindi definita come la conseguenza
dell’alterato controllo proliferativo, per aumentata funzione di un regolatore posi-
tivo (oncogene) e/o perdita della funzione genica di un regolatore negativo (gene
onco-soppressore) della proliferazione cellulare, i cui prodotti genici operano fuo-
ri controllo (Fig. 1).
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Fig. 1.
Oncogeni e geni onco-soppressori: meccanismi di attivazione e inattivazione.
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Meccanismi di attivazione e inattivazione di oncogeni e geni onco-soppressori

Le transizioni da proto-oncogene ad oncogene e/o la perdita di funzione dei ge-
ni onco-soppressori, alla base dell’insorgenza dei tumori, sono da ricercarsi in fe-
nomeni di instabilita genetica quali, amplificazioni geniche, alterazioni cromosomi-
che (strutturali o numeriche) e mutazioni puntiformi.

L’amplificazione genica, cio¢ I’aumento del numero di copie di un determinato
gene, con conseguente presenza di copie multiple del gene stesso e aumentata quan-
tita del prodotto proteico codificato dal gene, € spesso riscontrata nei tumori umani
ed ¢ un meccanismo importante di attivazione dei proto-oncogeni (ERB-B, RAS,
BCL-1) che conferisce alle cellule tumorali un vantaggio selettivo per la crescita.

Le principali «alterazioni cromosomiche strutturali» riscontrate nei tumori uma-
ni sono: delezioni, traslocazioni e inversioni. Tali alterazioni sono la conseguenza di
rotture cromosomiche in uno o piu punti del cromosoma. Le «delezioni» di fram-
menti cromosomici spesso risultano nella perdita di un gene oncosoppressore e con-
seguentemente della sua funzione di controllo della crescita cellulare.

Le «traslocazioni» e «inversioni» sono invece alterazioni strutturali che hanno
come conseguenza 1’alterata espressione qualitativa o quantitativa del prodotto dei
protooncogeni i quali, in seguito a «inversioni», possono venire a trovarsi sotto il
controllo di nuovi geni, oppure, in seguito a «traslocazioni», danno luogo a geni di
fusione che codificano proteine con alterata funzione biochimica. In particolare, le
inversioni si identificano con quelle alterazioni che avvengono in seguito alla rottu-
ra di un cromosoma in due punti ed alla conseguente «inversione» del segmento cro-
mosomico situato fra i due punti di rottura prima della sua risaldatura. Nelle traslo-
cazioni invece, poiché le rotture di segmenti cromosomici si verificano su due o piu
cromosomi, possono dare luogo alla formazione di cromosomi ibridi per unione di
segmenti genici che originariamente si trovavano su cromosomi differenti. Proprio
I’analisi molecolare dei punti di rottura di questi riarrangiamenti ha permesso di
identificare che protooncogeni, gia noti o nuovi, sono alterati in seguito a tali alte-
razioni.

Le «anomalie cromosomiche numeriche» implicano invece un cambiamento nel
numero normale dei cromosomi, senza rotture cromosomiche. Il risultato ¢ la perdi-
ta o I’acquisizione soltanto di alcuni cromosomi, cio¢ la presenza di copie in pill o
di una copia in meno di un omologo di uno specifico cromosoma rispetto ai due
omologhi normali (aneuploidia). Le cellule cancerose spesso presentano un’aneu-
ploidia estrema, con anomalie cromosomiche multiple.

L’instabilita genetica oltre che a grosse anomalie cromosomiche che, come ab-
biamo appena descritto, comportano la perdita o 1’acquisizione di cromosomi e la
rottura e riunione di segmenti genici, pud essere dovuta anche a mutazioni minori
che si identificano con semplici sostituzioni, delezioni e inserzioni di una base o un
nucleotide all’interno di un’unica sequenza di DNA. Il risultato di tali mutazioni
puo essere 1’alterata produzione di un prodotto genico sia dal punto di vista qualita-
tivo (proteine tronche e non funzionali o con funzioni alterate) che quantitativo
(mancata produzione della proteina).

Le alterazioni a carico degli oncogeni sono generalmente definite di tipo «do-
minante»: cioe, gli oncogeni modificati, per struttura o numero, sono in grado di
agire in singola copia ed il fenotipo neoplastico si afferma anche se 1’alterazione si
¢ verificata a carico di un solo allele.
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Al contrario, nel caso degli onco-soppressori, 1’inattivazione genica che si espli-
ca con la «perdita di funzione» ¢ la conseguenza di un’alterazione strutturale che
colpisce entrambi gli alleli (in doppia dose), definita di tipo «recessivo».

RUOLO DEGLI ONCOGENI E DEI GENI ONCO-SOPPRESSORI NEI
MECCANISMI DI CONTROLLO DELLA CELLULA

Il normale sviluppo fisiologico di una cellula ¢ assicurato da meccanismi di con-
trollo che si attivano durante alcune fasi della crescita e proliferazione cellulare. I
punti di controllo piu rilevanti nel ciclo di replicazione e differenziazione di una cel-
lula sono:

— ingresso in ciclo e divisione;

— ingresso in fase GO o quiescenza;

— ingresso in fase differenziativa;

— ingresso in apoptosi.

Alterazioni geniche che si avverano a livello di una di questi punti di controllo
della proliferazione portano ad uno squilibrio che ha come risultato il tipico scom-
penso proliferativo della cellula neoplastica.

Proliferazione cellulare: geni che controllano [’ingresso e la progressione del-
le cellule nel ciclo duplicativo

I fattori di crescita ed i recettori, con cui i fattori interagiscono, sono deputati al
controllo dell’ingresso ed alla progressione delle cellule nel ciclo duplicativo. Tra i
fattori di crescita, alcuni, reclutano le cellule quiescenti nel ciclo cellulare, facen-
dole progredire dalla fase GO (di quiescenza) alla fase G1 (di preparazione alla fase
di sintesi del DNA o fase S); altri, pill propriamente detti fattori di progressione, so-
no indispensabili per la transizione dalla fase G1 alla fase S. La funzione dei fatto-
ri di crescita si estende anche al controllo dei processi differenziativi. Lattivita bio-
logica dei fattori di crescita &€ mediata da recettori transmembrana ad attivita tirosi-
no-chinasici (Fig. 2). Tale attivita si esplica in seguito al legame del recettore con il
fattore di crescita che induce la dimerizzazione (unione di due molecole recettoria-
li normalmente presenti sulla membrana plasmatica in forma monocatenaria) dei re-
cettori presenti sulla membrana. Risultato della dimerizzazione ¢ I’attivazione del
processo di auto-fosforilazione del recettore stesso, su un residuo aminoacidico di
tirosina, e di fosforilazione di substrati proteici citoplasmatici che, a loro volta atti-
vati dalla fosforilazione, innescano una cascata di reazioni che trasmettono il se-
gnale proliferativo e/o differenziativo al nucleo e culminano con I’induzione tra-
scrizionale di nuovi geni. I geni che codificano per i fattori di crescita o per i loro
recettori sono i proto-oncogeni, i quali, «attivati» da alterazioni geniche strutturali,
trasmettono il segnale proliferativo in modo deregolato.

I dati attualmente presenti in letteratura dimostrano un’associazione tra espres-
sione aberrante, intesa come aumentata espressione, di alcuni recettori tirosino-chi-
nasici per i fattori di crescita e la progressione neoplastica dei carcinomi squamosi
della testa e del collo, in particolare tali evidenze riguardano i recettori della fami-
glia del’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (EGFR/erbB1, erbB2/Her2-
neu) ed il recettore MET (Hepatocyte Growth Factor Receptor).
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Fig. 2.
Schema di attivazione dei recettori ad attivita tirosino-chinasica (modificata e semplificata da Koliba-
ba KS, Druker BJ, Biochimica and Biophysica, Acta 1997).

EGFR/erbB-1. L’ oncogene EGFR, presente nelle cellule normali in singola co-
pia sul cromosoma 7p12, codifica per il recettore del «fattore di crescita epiteliale».
Il prodotto codificato dall’oncogene EGFR, la proteina p170, ha una localizzazione
trans-membranaria ed ¢ un recettore di tipo tirosino-chinasico. Il legame dei fattori
di crescita, EGF e TGF-a, alla porzione extracellulare del recettore causa una di-
merizzazione dei recettori presenti sulla membrana con conseguente fosforilazione
e attivazione di molecole trasduttrici del segnale che culmina nella trascrizione nu-
cleare di geni che controllano la proliferazione cellulare. Tale recettore svolge un
ruolo importante nei processi di sviluppo durante 1’embriogenesi. Benché un au-
mentato livello di EGFR sia riscontrabile in numerose neoplasie umane, 1’amplifi-
cazione genica non sembra rivestire un ruolo determinante nel suo incremento, men-
tre sono probabilmente coinvolti I’incremento della trascrizione dell’RNA e I’iper-
produzione proteica *.

L’attivazione dell’oncogene EGFR, responsabile della sua iperespressione, sem-
bra essere dovuta a fenomeni di amplificazione genica o alterazioni geniche struttu-
rali a carico del cromosoma 7 #7. Liperespressione del recettore EGFR, ¢ stata de-
scritta in numerosi tipi di tumore tra cui, tumori mammari 2%, carcinomi squamosi
del polmone 3 e carcinomi squamosi della testa e del collo 2”7, I’ importanza del-
I’EGFR come potenziale marker prognostico deriva essenzialmente da studi che di-
mostrano durante le varie fasi della progressione neoplastica ® un aumento della sua
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espressione, sia come RNA sia come proteina dalla quale pud dipendere per la stret-
ta associazione con il potenziale trasformante un fenotipo pill aggressivo.

Erb-B2/Her2-neu. L’ oncogene Erb-B2 ¢ presente nelle cellule umane normali in
singola copia nel cromosoma 17q12. La proteina da esso codificata, la p185, risie-
de sulla membrana plasmatica ed € un recettore ad attivita tirosino-chinasica appar-
tenente alla famiglia dell’EGFR (recettore per il fattore di crescita epiteliale). Seb-
bene non sia noto il ligando specifico per questo recettore, in seguito al legame del-
I’EGF si osserva un’attivazione del recettore stesso (dimerizzazione e fosforilazio-
ne). L’amplificazione e 1’espressione di ERBB-2, sia come mRNA sia come protei-
na, sono stati ampiamente studiate in biopsie tumorali; in particolare, sono state ri-
scontrate con significativa frequenza nel carcinoma mammario umano, nelle neo-
plasie del polmone, del tratto gastrointestinale, dell’ovaio e nei carcinomi squamo-
si della testa e del collo 217

HGF-R/MET. 11 prodotto codificato dall’oncogene MET ¢ una proteina tran-
smembrana eterodimerica, con un dominio intracellulare ad attivita tirosina chinasi-
ca. Essa si identifica con il recettore per I’Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor
(HGF/SF). L’HGF/SF era stato inizialmente isolato come «fattore di crescita epato-
citario», cio¢ come mitogeno apparentemente specifico per gli epatociti, presente
nel siero dei pazienti o di animali da esperimento a seguito di epatectomia o danno
epatico necrogenico. L’attivitd mitogenica dell’HGF/SF ¢ poi stata estesa a diversi
tessuti epiteliali e ai melanociti e all’endotelio. Solo successivamente fu dimostrato
che I’Hepatocyte Growth Factor ¢ identico allo Scatter Factor (SF), identificato in-
dipendentemente come un prodotto delle cellule mesenchimali capace di dissociare
le cellule epiteliali in coltura e di stimolarne la motilita e I’invasivita 72, L’identita
fra HGF e Scatter Factor, gia noto per stimolare la motilita delle cellule in vitro, ave-
va fatto sospettare fin dalla loro scoperta che il fattore e il suo recettore fossero coin-
volti in alcune delle tappe che portano alla metastatizzazione. Numerosi esperimen-
ti su modelli in vitro e in vivo hanno dato sostegno a questa ipotesi. La combina-
zione, ottenuta sperimentalmente, di iperespressione del recettore e alti livelli del
fattore nella stessa cellula, determina la stimolazione costitutiva del recettore per au-
tocrinia, e conferisce tumorigenicita e capacita metastatica alle cellule di origine
mesenchimale e «aggiunge» la capacita di dare metastasi a cellule epiteliali trasfor-
mate .

Nei tumori umani a occorrenza spontanea la lesione piu frequente dell’oncoge-
ne MET ¢ la sua iperespressione. Questa ¢ stata descritta in alcuni tumori dal forte
impatto sulla popolazione, come i carcinomi del colon-retto ', i tumori pancreatici
20 quelli prostatici 3%, e quelli della testa e del collo '6. Alla sovraespressione si as-
socia I’attivita chinasica costitutiva del recettore, dalla quale pud dipendere il po-
tenziale trasformante e la stimolazione della motilita e dell’invasivita come verifi-
cato, per esempio, su linee di carcinoma gastrico e pancreatico. Recentemente sono
state trovate mutazioni nel dominio tirosino-chinasico del recettore MET in famiglie
con tumori ereditari del rene *°. Queste mutazioni sono anche presenti in qualche ca-
so di tumore renale sporadico dello stesso istotipo. Nelle famiglie si associano, sep-
pure raramente, carcinomi del colon retto e mammari. Tali dati dimostrano che il ge-
ne MET, attraverso il recettore per cui codifica, e il suo ligando HGF/SF, sia coin-
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volto nella patogenesi dei carcinomi, ma soprattutto nella loro progressione verso un
comportamento invasivo e metastatico.

Ciclo cellulare: geni che controllano il ciclo duplicativo cellulare

11 ciclo duplicativo di una cellula & suddiviso in due fasi: uno stadio, molto bre-
ve, di «divisione cellulare», la fase M (o della mitosi) ed uno stadio piu lungo, I’in-
terfase, a sua volta suddiviso in altre tre fasi, la fase S (di sintesi del DNA), la fase
G1 (gapl, di intervallo tra fase M e S) e la fase G2 (gap2, di intervallo tra S e M)
(Fig. 3). Le cellule che entrano nella fase S sono quelle indirizzate alla mitosi; al
contrario, quelle che non si dividono rimangono in uno stato Gl modificato chia-
mato GO o di «quiescenza».

Numerose sono le proteine che intervengono nella regolazione del ciclo cellula-
re, ma il motore del ciclo duplicativo ¢ rappresentato da una famiglia di complessi
enzimatici, denominati ciclina/chinasi. Tali complessi sono costituiti da una subu-
nita regolativa, denominata «ciclina», la cui funzione & quella di attivare, comples-
sandosi con essa, la subunita enzimatica ad attivita detta «<CDK» (o chinasi-ciclina
dipendente). Le CDK favoriscono la progressione del ciclo cellulare, attraverso le
varie fasi G1, S, G2, M, mediante la fosforilazione di substrati proteici. In partico-
lare, la loro attivita si esplica mediante la fosforilazione di un residuo aminoacidico
(serina o treonina) con conseguente attivazione della molecola bersaglio.

I numerosi complessi «chinasi-ciclina» che agiscono nelle varie fasi del ciclo
cellulare sono:

— Cicline D1, D2 e D3 che, complessandosi con le chinasi CDK4 e CDK®6, agi-
scono nella fase G1 precoce (fase di intervallo tra la fase M e la fase S);

— Ciclina E, che si complessa con la chinasi CDK?2 ed agisce tra la fine della fa-
se G1 e ’inizio della fase S;

— Ciclina A, che si complessa con la chinasi CDK2 ed agisce durante la fase S;

— Ciclina B, che si complessa con la chinasi CDK1 ed agisce durante la fase M.

A differenza delle CDK, presenti in livelli costanti durante tutte le fasi del ciclo,
le cicline sono «ciclicamente» sintetizzate e degradate nel corso della divisione cel-
lulare. Durante la parte iniziale della fase G1 (o fase G1 «precoce») i mitogeni (or-
moni o fattori di crescita) attivano la sintesi delle cicline D che si complessano con
le CDK4 o CDKG6.

La ciclina E ¢ espressa in fase G1 tardiva e forma complessi con CDK?2. Questi
due diversi complessi esplicano la loro attivita enzimatica fosforilando un potente
inibitore della crescita, la proteina onco-soppressore del retinoblastoma (pRb). La
pRb nella sua forma ipofosforilata blocca la proliferazione sequestrando fattori di
trascrizione di tipo E2F. I complessi D/CDK2 e E/CDK2 fosforilando pRb, elimi-
nano I’azione inibente di pRb che rilascia il fattore trascrizionale E2F che, a sua vol-
ta, si complessa con i promotori specifici della fase S. In questo contesto possiamo
dedurre che i regolatori positivi delle chinasi-ciclina-dipendenti (CDK), le cicline,
si comportano da oncogeni (ciclina D1); al contrario, gli inibitori delle chinasi-ci-
clina-dipendenti (CDKi) si comportano da effettori negativi della proliferazione ed
i geni che li codificano si identificano con i geni onco-soppressori. Tali inibitori si
legano al complesso ciclina/CDK e inibendone 1’attivita bloccano la progressione
del ciclo cellulare. Sono state identificate due famiglie di inibitori CDKi: la fami-
glia p21/CIP1, costituita da tre membri strutturalmente omologhi, p21, p27 e p57
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che inibiscono in maniera non specifica i complessi C/CDK che si formano nella
progressione del ciclo dalla fase G1 alla fase S, favorendo 1’uscita dal ciclo cellula-
re e promuovendo la differenziazione; la seconda famiglia, denominata p16/INK4 ¢
costituita da quattro membri, p15, p16, pl18 e p19 considerati inibitori specifici dei
complessi C/CDKA4.

Le cicline D, codificate da oncogeni, gli inibitori delle chinasi-ciclina-dipen-
denti (p16, p21, p27) e altre proteine regolatorie della fase G1, codificate da geni
onco-soppressori (p53, pRb, E2F), rivestono un importante ruolo nella progressio-
ne neoplastica; alterazioni strutturali a carico dei geni che codificano i loro prodot-
ti proteici alterano 1’equilibrio fisiologico tipico delle cellule normali caratterizzato
da un «balance» tra regolatori positivi e negativi della proliferazione, determinan-
done una replicazione cellulare incontrollata.

p53. p53 ¢ localizzato sul cromosoma 17p13 e rappresenta il gene piu frequen-
temente studiato nei tumori. Il suo prodotto ¢ la proteina p53, una fosfoproteina dal
peso molecolare di 53 kdalton, a localizzazione nucleare, che interviene nei proces-
si di controllo del ciclo cellulare a livello della fase G1-S e dell’apoptosi *. Tale
controllo si esplica grazie alle proprieta transattivanti della p53 che ¢ in grado di le-
garsi direttamente al DNA e di regolare 1’espressione di altri geni. La funzione prin-
cipale della proteina p53 ¢ quella di mantenere la stabilita genetica del DNA. In se-

Fig. 3.
Fasi del ciclo cellulare: promotori (Cicline, Cdk) e inibitori.
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Fig. 4.
Risposta cellulare mediata da p53 a danno genotossico.

guito a danni al DNA essa si lega a specifici siti e ne dirige le risposte cellulari in-
dirizzando la cellula verso I’arresto del ciclo in fase G1, con conseguente attivazio-
ne dei meccanismi di riparo (effetto immediato) !, o verso un programma di morte
geneticamente determinato, definito apoptosi (effetto ritardato) ® (Fig. 4). Il legame
della p53 ai siti di DNA danneggiato si basa sul riconoscimento di specifiche se-
quenze ed ha come effetto sia quello di proteggere la p53 dall’immediata proteolisi,
con conseguente aumento della sua emivita, sia quello di attivare la trascrizione di
numerosi altri geni (p21, MDM2, ciclina G, GADD45, BAX). In particolare, 1’atti-
vazione della trascrizione del gene p21, attraverso la sua proteina impedisce, bloc-
cando la fosforilazione di Rb ed il conseguente rilascio di E2F, la progressione nel
ciclo nella fase G1 favorendo cosi la riparazione del DNA. Se la riparazione ¢ pro-
duttiva, il ciclo cellulare riprende e la cellula sopravvive; se il danno ¢ troppo este-
so ed irreparabile, pS3 promuove I’apoptosi della cellula.

Per questa sua funzione il gene p53 ¢ definito onco-soppressore e la «perdita
della sua funzione» in seguito ad alterazioni geniche, quali mutazioni, porta alla cre-
scita cellulare incontrollata contribuendo alla insorgenza dei tumori.

Numerose sono le evidenze sperimentali che avvalorano 1’azione oncosoppres-
siva di questo gene: in particolare I’espressione di una p53 normale ¢ in grado di
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sopprimere o inibire la trasformazione di cellule in coltura da parte di oncogeni cel-
lulari o virus Z, di bloccare la crescita di cellule trasformate 2 e di eliminare il po-
tenziale neoplastico in cellule in vitro ed in vivo ',

Mutazioni del gene p53 (pS3M) nella linea germinale sono responsabili della
«sindrome di Li-Fraumeni», rara patologia che predispone all’insorgenza di tumori
di vario tipo; I’inattivazione della p53 in seguito a mutazioni o sequestro della pro-
teina normale da parte di prodotti virali o della proteina mdm?2, in grado di interferi-
re con la normale funzione del gene, possono condurre alla trasformazione neopla-
stica della cellula e sono ritrovate con alta frequenza in molti tipi di tumori umani.

In circa il 50% delle neoplasie umane ¢ riscontrabile una p53M * e nel carcino-
ma della testa e del collo viene riportata un’incidenza tra il 10 ed il 75% dei casi ’
34 In particolare, le mutazioni occorrono tra gli esoni 4 e 9 anche se si riporta che
specifiche mutazioni siano presenti maggiormente in alcune aree geografiche * e
che alcune siano anche specifiche per sedi 22

L’analisi dello status del gene onco-soppressore p53 si avvale sia di metodiche
molecolari che immunoistochimiche. Le tecniche molecolari sono rivolte alla ricer-
ca diretta di mutazioni nella sequenza nucleotidica del gene. Quelle immunoisto-
chimiche, essendo in grado di identificare, mediante 1’uso di anticorpi, il prodotto
proteico del gene nelle cellule, sono mirate all’identificazione di un’eventuale so-
vraespressione della proteina nelle cellule tumorali, che si evidenzia per avere
un’emivita piu lunga rispetto a quelle normali.

Dalla letteratura emergono dati contrastanti sulle correlazioni tra espressione e
mutazione: alcuni Autori riportano una stretta concordanza tra queste ' 43, altri evi-
denziano I’incidenza di falsi negativi e positivi *® %,

L’analisi molecolare risulta da un lato il metodo piu sensibile ed affidabile per
lo studio di p53; dall’altro, la metodica ¢ particolarmente impegnativa e costosa. Cio
fa si che la maggior parte dei lavori riportino risultati incompleti in cui le analisi mo-
lecolari della sequenza nucleotidica del gene si focalizzano solo su alcuni esoni del
gene, con il rischio di non identificare mutazioni che occorrono in altre regioni. An-
che I’analisi immunoistochimica non ¢ esente da critiche: infatti, non sempre muta-
zioni della p53 si accompagnano ad una sovraespressione della proteina oppure, la
proteina alterata potrebbe essere prodotta in piccolissime quantita non rilevabili con
I’immunoistochimica (falsi negativi). Al contrario, alti livelli proteici di p53 non
sempre sono una conseguenza di mutazioni del gene ma, potrebbero essere dovuti
ad un aumento della proteina come risposta cellulare ad un danno al DNA o ad una
stabilizzazione della stessa da parte di fattori virali (falsi positivi). Infine, dev’esse-
re altresi sottolineato che con le tecniche immunoistochimiche si riscontrano molte
variabilita di risultati legati alle differenti sensibilita dei molteplici anticorpi mono-
clonali in commercio, alle diverse metodiche di analisi e ai molteplici cut-off di con-
ta utilizzati .

PpRb. 11 gene del retinoblastoma (Rb) ¢ il primo gene onco-soppressore studiato
e, per questo, rappresenta il prototipo di tutti i geni soppressori coinvolti nel pro-
cesso di cancerogenesi. Codifica per una proteina del peso molecolare di 110 kdal-
ton, che presenta modificazioni nel suo stato di fosforilazione durante il ciclo cellu-
lare: la forma non fosforilata predomina in fase G1 e si ritiene inibisca la crescita
cellulare, probabilmente legando fattori di trascrizione ° '?, mentre la forma fosfori-
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lata, con azione opposta, permette la progressione del ciclo cellulare. Il gene che co-
difica la proteina Rb ¢ localizzato sul cromosoma 13q. Anche se I’inattivazione del
gene Rb sembra essere ristretta solo a pochi tumori (retinoblastomi, osteosarcomi ed
altri), la sua espressione in molti tessuti implica la sua partecipazione al controllo
della proliferazione in diversi tipi cellulari. La sua scoperta ¢ conseguita allo studio
di una neoplasia sostanzialmente rara, il retinoblastoma, presente in forma sporadi-
ca nel 60% dei casi ed in forma familiare nel restante 40%. Studiando proprio que-
ste famiglie in cui ’incidenza di retinoblastoma era molto superiore rispetto alla po-
polazione generale, ¢ stato osservato che lo sviluppo di questa neoplasia si verifica
quando entrambi gli alleli del gene Rb, per mutazioni puntiformi o delezioni inte-
ressanti la regione 13q14, perdono la propria funzione. Nei casi familiari i bambini
ereditano una copia difettosa del gene, ed il retinoblastoma si sviluppa quando, a
causa di una mutazione somatica, anche I’altro allele viene alterato. In pratica la
neoplasia si sviluppa quando la cellula retinica diviene omozigote per I’allele muta-
to. La sua funzione ¢ quella di inibitore della crescita cellulare; la proteina Rb nel-
la sua forma ipofosforilata blocca la proliferazione sequestrando fattori di trascri-
zione di tipo E2F. I complessi ciclina-chinasi ciclina-dipendenti, D/CDK2 e
E/CDK2, agiscono sulla pRb fosforilandola ed eliminando cosi il rilascio del fatto-
re trascrizionale E2F che, a sua volta va a complessarsi con i promotori specifici
della fase S (Fig. 5).
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Fig. 5.
Regolazione di pRb durante le varie fasi del ciclo cellulare.
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La fosforilazione di Rb durante il ciclo cellulare ¢ quindi un punto di controllo
che, avendo come esito la modulazione di geni che rispondono a E2F, permette la
progressione del ciclo dalla fase G1 alla fase S. L’interazione tra Rb ed il fattore tra-
scrizionale E2F puo essere inibita anche da specifiche proteine oncovirali. L’assen-
za di Rb funzionale in seguito a mutazioni di tipo «recessivo» provocherebbe una
costitutiva attivazione dei fattori di trascrizione ad esso legato, per la perdita della
sua funzione frenante, con conseguente deregolazione del ciclo cellulare.

Ciclina D1. 1l gene della ciclina D1 (gene bcl-1), identificato per la prima vol-
ta nel 1991 in linfomi B con traslocazione t (11-14), ¢ localizzato a livello del brac-
cio lungo del cromosoma 11 ed in particolare lungo il tratto 11q13 dove mappano
diversi geni, tra cui i geni int-2 e hst-1, che agiscono con meccanismo quantitativo
ed iperespressione associate o meno ad amplificazione genica. Mentre hst-1 e int-1
codificano per i recettori di membrana per molecole tipo di fattore di crescita dei fi-
broblasti (FGF-R), bcl-1 codifica per la ciclina D1. La ciclina D1 ¢ una proteina che
regola la progressione del ciclo cellulare a livello del check point G1/S e la sua so-
vraespressione sembra contribuire all’oncogenesi guidando le cellule nella transi-
zione dalla fase G1 alla fase S %. L’amplificazione genica e i riarrangiamenti cro-
mosomici (inversioni e traslocazioni) sono i principali meccanismi in grado di pro-
vocare la sua iperespressione e di renderla costitutivamente attiva. Ricerche speri-
mentali riportano che la trasfezione di cellule normali con il gene della ciclina D1,
insieme all’attivazione del gene ras, determina la trasformazione di cellule normali;
inoltre, la sua sovraespressione influenzerebbe la crescita di cellule tumorali, ridu-
cendo la frazione di cellule che entrano in fase di quiescenza e predisponendole ad
un aumento di possibili lesioni genetiche con conseguente effetto oncogenico.

pl16. 11 gene pl6/INK4 ¢ localizzato sul cromosoma 9p21. Il prodotto genico e
una proteina la cui funzione ¢ quella di interagire con il complesso ciclina/CDK ed
inibire I’attivita delle chinasi ciclina-dipendenti CDK4 e CDK6; in questo senso pud
essere considerata un regolatore negativo del ciclo cellulare. La delezione del gene
pl6 su entrambi gli alleli (di tipo «recessivo») ¢ ’evento piu frequentemente de-
scritto in diversi tipi di tumore tra cui i carcinomi della testa e del collo ®* tuttavia,
mutazioni puntiformi di questo gene, che inattivano la funzione della proteina codi-
ficata, sono comuni anche in altri tipi di neoplasie quali, melanomi familiari e car-
cinomi esofagei ¢'. Nei carcinomi squamosi della testa e del collo la perdita della
funzione del gene che codifica la proteina pl6 sembra essere un «evento precoce»
nella progressione neoplastica; infatti, la perdita di geni situati sul locus 9p21 ¢& sta-
ta riscontrata gia nelle lesioni preneoplastiche.

p21 e p27. Recenti studi hanno dimostrato che le cicline ed i complessi ciclina-
chinasi dipendenti (CDK) svolgono un importante ruolo durante la progressione del
ciclo cellulare. I complessi CDK sono regolati dalle CDKIs che generalmente inibi-
scono la progressione del ciclo cellulare e che comprendono diverse e molteplici
proteine sostanzialmente appartenenti a due famiglie per la loro differente struttura
e funzione. Tra queste si comprendono p21/WAF1/CIP1 (p21) e p27/Kipl che in-
sieme a p57/Kip2 (p57) agiscono quando sovraespresse come inibitori nei processi
di regolazione del ciclo cellulare agendo sui complessi ciclina/kinasi dipendenti. 11
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passaggio dalla fase G1 alla fase S ¢ regolato sostanzialmente da due sistemi: il pri-
mo mediato da pRb che inibisce la progressione attraverso il legame di trascrizione
E2F, che risulta cosi inattivato ed incapace pertanto di inviare segnali di trasduzio-
ne per i geni necessari alla progressione; il secondo controllato da p21, p27 e p57
che agiscono inibendo I’attivita della chinasi ciclina dipendenti (complesso cicli-
ne/cdk). In particolare nelle cellule le proteine p21 e p27 sembrano agire attraverso
un’azione di inibizione del complesso ciclina E/cdk che contribuisce all’arresto del-
la progressione cellulare: la prima (p21), che viene regolata trascrizionalmente dal-
I’oncosoppressore pS3, per un suo aumento come conseguenza di un aumento di p53
in risposta ad un danno del DNA, la seconda (p27), grazie all’azione del TGF-beta,
che sposta la p27 dal legame con la ciclina D7 rendendola disponibile per I’unione
con i complessi delle cicline E (cicline E/cdk?2) e della ciclina A (ciclina A/cdk2) che
vengono cosi inattivati € non producendo la fosforilazione di pRb prevengono la
progressione cellulare.

Riguardo la proteina p27, molteplici lavori le hanno attribuito, accanto alla uni-
versale riconosciuta azione inibitoria sul ciclo cellulare, diverse funzioni tra cui
quella di essere un potenziale gene soppressore '* 3°, un promotore di apoptosi *!, un
regolatore nei tumori solidi della resistenza farmacologica ed infine quello di esse-
re coinvolto nei processi infiammatori *.

Per quanto concerne la proteina p21, numerosi lavori sperimentali dimostrano
che ¢ coinvolta nei meccanismi di regolazione della proliferazione cellulare; la sua
presenza & stata, infatti, riscontrata in vitro, sia in cellule normali sia trasformate .
Alcuni autori mettono in risalto una sua distribuzione topografica in differenti tes-
suti, tra cui anche aree di epitelio squamoso dell’esofago, compatibile con una sta-
to di arresto della proliferazione 2!. Deve essere sottolineato perd che, nonostante sia
stato dimostrato che il suo livello nelle neoplasie umane possa variare, a causa di
una regolazione post-trascrizionale, un suo preciso ruolo nel controllo della prolife-
razione cellulare non ¢ ancora completamente chiaro in quanto ci sono evidenze che
altri meccanismi, oltre quelli mediati da p53, possano influenzarlo 377,

La perdita della funzione di p21 ¢ stata associata ad una cattiva prognosi e ri-
scontrata in diverse neoplasie quali carcinomi del polmone, della mammella, della
prostata e gastrici 26 4249,

Apoptosi: geni che controllano il processo di morte cellulare programmata

E ormai ben stabilito che la morte cellulare puo essere determinata da due pro-
cessi primari ben distinti: la necrosi e 1’apoptosi.

La «necrosi» generalmente ¢ un processo di morte cellulare che si avvera in se-
guito a danni cellulari acuti come I’ipossia, I’ipertermia, 1’aggressione da parte di
agenti infettivi, ’esposizione a tossine esogene o endogene o I’attacco del comple-
mento. Le proteasi intracellulari attivate determinano dapprima un danno mitocon-
driale, quindi interviene una grave disfunzione della membrana cellulare con perdi-
ta dell’omeostasi cellulare, rigonfiamento e lisi della cellula. La lisi ¢ seguita dal ri-
lascio di enzimi lisosomiali che determinano un processo infiammatorio perinecro-
tico.

L’ «apoptosi» ¢ invece un processo fisiologico che interviene durante lo svilup-
po embrionale, nel rimodellamento e nella riparazione dei tessuti contribuendo al-
I’omeostasi tissutale. Le cellule danneggiate, atipiche o giunte al termine del loro ci-
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clo vitale, vengono eliminate attraverso questo processo attivo di morte cellulare ge-
neticamente determinato. Il processo apoptotico ¢ distinto da quello necrotico anche
dal punto di vista morfologico: le cellule che muoiono per apoptosi vanno incontro
a fenomeni di gemmazione con formazione di corpi apoptotici costituiti da fram-
menti nucleari, senza 1’instaurarsi di fenomeni infiammatori.

L’apoptosi ¢ coinvolta anche nell’insorgenza di tumori. Il primo passo verso la
trasformazione neoplastica &, infatti, un danno al DNA di una cellula, che la porta a
perdere il controllo della sua capacita proliferativa. In condizioni normali la cellula
o ripara il danno o si «suicida» cio¢ va incontro a morte per apoptosi. Alterazioni
nei geni che controllano questo tipo di morte, rendono la cellula resistente all’apop-
tosi ed il conseguente accumulo di cellule cancerose incapaci di morire gioca un
ruolo essenziale nella progressione neoplastica. La connessione tra apoptosi e can-
cro ¢ diventata ancora pil evidente allorquando si sono scoperti i precisi meccani-
smi genetici che sono alla base del fenomeno. Infatti, come per molti fenomeni bio-
logici fondamentali per il mantenimento dell’omeostasi cellulare, 1’apoptosi ¢ rego-
lata da proto-oncogeni e geni onco-soppressori. Pertanto 1’inattivazione o la muta-
zione di geni coinvolti nella regolazione di questo fenomeno possono partecipare al-
lo sviluppo del processo neoplastico.

Dal punto di vista molecolare si possono distinguere essenzialmente tre com-
partimenti genici implicati nel processo di morte cellulare programmata le cui di-
verse funzioni sono schematizzate in Figura 6.

— Compartimento iniziatore: che raccoglie lo stimolo e lo converte in segnale. Il
fenomeno di morte per apoptosi puo essere indotto da cause intracellulari, quali un
danno al DNA (con conseguente aumento di p53) o da cause extracellulari, come la
mancata stimolazione da parte di fattori di crescita o I’azione di citochine modula-
trici extracellulari dell’apoptosi (TNF-a, FasL, TRAIL) che interagiscono con 1i ri-
spettivi recettori (TNF-R, Fas, DR3, DR4, DRS).

— Compartimento modulatore: che integra i segnali ricevuti dal compartimento
iniziatore valutando il livello di espressione di geni pro o anti-apoptotici presenti
nella cellula al momento dello stimolo. Appartengono a questo compartimento c-
Myc e la famiglia Bcl-2, oncogeni modulatori della suscettibilita delle cellule alla
morte o soglia apoptotica.

— Compartimento esecutore: preposto alla trasduzione dei segnali ricevuti in even-
ti biochimici della morte programmata. Comprende i geni che codificano le «caspa-
si», enzimi proteolitici presenti nel citoplasma in forma di precursori inattivi.

Due vie principali sono coinvolte nel meccanismo apoptotico: una comprende
I’attivazione diretta delle proteasi e 1’altra, regolata dalle proteine della famiglia
Bcl-2, interessa i mitocondri. Le due vie, attraverso il compartimento modulatore,
sono profondamente correlate tra loro e, interagendo, permettono una notevole am-
plificazione dei segnali intra- ed extra-cellulari.

p53. E il mediatore chiave della risposta cellulare al danno al DNA, nel senso
che ¢ responsabile dei due possibili esiti del danno: se il danno ¢ riparabile, induce
I’arresto del ciclo cellulare in fase G1, mediante il controllo del gene p21, se il dan-
no ¢ piu esteso promuove ’ingresso della cellula in apoptosi mediante la via del
Bax/Bcl-2. 1l ruolo del gene onco-soppressore p53 nelle neoplasie umane ¢ stato
ampiamente descritto nei paragrafi precedenti.
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Fig. 6.
Apoptosi: compartimenti genici implicati nel processo di morte cellulare programmata.

Bcl-2. Bcl-2 ¢ il capostipite di una famiglia di geni che include membri sia ad
attivita anti-apoptotica (Bcl-2, Bcl-X1 e Bcl-W) che pro-apoptotica (Bax, Bak, Bcl-
Xs e Bad).

Le proteine di questa famiglia sono localizzate sulla membrana nucleare, mito-
condriale esterna e su quelle del reticolo endoplasmatico. In risposta a segnali ex-
tracellulari di morte, le proteine pro-apoptotiche vengono traslocate sulla membra-
na mitocondriale dove ne alterano la permeabilita, formando canali o alterando
quelli gia esistenti. La modificazione del potenziale di membrana determina il rila-
scio del citocromo-c e la produzione di radicali liberi dell’O,. L’effetto inibente o
favorente la morte per apoptosi dipende dalla dimerizzazione delle proteine della fa-
miglia Bel-2. Infatti, Bcl-2 si lega ad altri membri della sua famiglia per formare
omodimeri o eterodimeri (Bcl-2-Bcl-2 o Bcl-2-Bax), il cui significato cellulare va-
ria da pro-apoptotico (quando si complessa con membri ad attivita pro-apoptotica)
ad anti-apoptotico (quando si complessa con membri ad attivita anti-apoptotica). La
sensibilita o la resistenza della cellula alla morte dipende dal rapporto relativo tra i
vari membri: se all’interno della cellula i geni pro-apoptotici sono in maggioranza,
allora si formano dimeri che indurranno la morte cellulare per apoptosi, al contrario
in caso di prevalenza di membri anti-apoptotici, verra favorita la sopravvivenza cel-
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lulare. Di particolare importanza & la valutazione del rapporto Bcl-2/Bax 8. Di fat-
to, tra i diversi geni coinvolti nel meccanismi di apoptosi, Bcl-2 sarebbe la proteina
«chiave», in grado di modulare in modo fine la risposta apoptotica. Alcune eviden-
ze in letteratura, riportano una mutazione del gene Bcl-2 che favorirebbe 1’omodi-
merizzazione Bcl-2-Bcl-2. Inoltre, I’elevata espressione di Bcl-2, alterazione geni-
ca assai frequente in molti tipi di tumore, sarebbe correlata con un potenziale di so-
pravvivenza elevato in grado di rendere le cellule tumorali piu resistenti al tratta-
mento con chemioterapici.

TELOMERASI

La telomerasi ¢ un enzima nucleare la cui funzione ¢ quella di mantenere 1’in-
tegrita delle porzioni terminali dei cromosomi, i telomeri, durante la duplicazione
cellulare. Strutturalmente la telomerasi ¢ un complesso nucleoproteico costituito da
una componente a RNA (indicata come hTR, RNA telomerasi umana), che funzio-
na da stampo e da una componente multiproteica (hW'TRT, trascrittasi inversa della te-
lomerasi umana), che funziona nell’insieme come un enzima con attivita di retro-
trascrittasi (enzima che trascrive una catena di DNA su uno stampo a RNA), capa-
ce di aggiungere nuove sequenze telomeriche all’estremita cromosomiali. I telome-
ri sono strutture specializzate, costituite da brevi sequenze ripetitive nucleotidiche,
situate all’estremita dei cromosomi * 2 (Fig. 6). Essi funzionano come dei «cappuc-
ci» protettivi che stabilizzano il cromosoma durante la duplicazione cellulare e lo
proteggono da eventuali rotture casuali ad opera di nucleasi cellulari. Durante il ci-
clo di duplicazione delle cellule, i telomeri vanno normalmente incontro ad un pro-
gressivo accorciamento, fino a raggiungere una lunghezza critica che costituisce un
segnale di blocco per la replicazione cellulare e segna I’inizio del programma di se-
nescenza.

E, infatti, ormai noto che la maggior parte delle cellule, con alcune eccezioni,
hanno un potenziale proliferativo limitato e dopo un certo numero di divisioni (ca.
50) cessano di dividersi e vanno incontro all’invecchiamento (Fig. 7). Poiché ad
ogni ciclo di divisione si accorciano, i telomeri si comportano come un «orologio
cellulare» che segna il tempo di vita delle cellule, svolgendo un importante ruolo nel
controllo biologico del potenziale replicativo delle cellule 332 2,

Mentre nelle cellule embrionali ed in quelle germinali maschili ¢ rilevabile
un’attivita telomerasica elevata, cio non & evidente nelle cellule somatiche adulte. In
queste cellule I’espressione della telomerasi € finemente controllata, essendo inatti-
va, 0 comunque presente in quantita insufficienti a prevenire il progressivo accor-
ciamento dei cromosomi . Fanno tuttavia eccezione le cellule proliferative di al-
cuni tessuti, come le cellule basali dell’epidermide, quelle delle cripte intestinali ed
i linfociti attivati 3! *7. Al contrario di quello che accade nelle cellule adulte, piu
dell’85% delle cellule cancerose esprimono alti livelli di attivita telomerasica. In-
fatti, la sua riattivazione, fuori tempo e fuori luogo, ha come risultato quello di as-
sicurare un’illimitata capacita proliferativa alle cellule ai fini dell’espansione tumo-
rale %, Tali evidenze sono state documentate da esperimenti in vitro 63°34 ed os-
servazioni in vivo 38,

Non ¢ ancora chiaro quale sia il meccanismo di attivazione della telomerasi nel-
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Fig. 7.
Ciclo di regolazione della lunghezza dei telomeri, da parte dell’enzima telomerasi, rispettivamente nelle
cellule normali ed in quelle neoplastiche.

Fonte: Nicol Keith W, Jeffry Evans TR, Rosalind, Glasspool M. Telomerase and cancer: time to move
from a promising target to a clinical reality. J Pathol Rev Article J Pathol 2001;195:404-14.

le cellule cancerose. Si suppone che mutazioni o riarrangiamenti cromosomici o,
una selezione positiva di quei cloni in cui la telomerasi & gia attiva, potrebbero con-
ferire un vantaggio selettivo alla crescita tumorale. Inoltre non ¢ ancora noto in qua-
le «step» del processo di cancerogenesi avvengano tali alterazioni ma, il riscontro di
una maggiore attivita telomerasica nella mucosa circostante il tumore, ed in parti-
colare a livello di lesioni displastiche, sarebbe a favore dell’ipotesi che la sua atti-
vazione possa rappresentare un evento precoce nel processo di trasformazione neo-
plastica.

L’aumento di espressione del 80-90% dell’attivita telomerasica & stato riscon-
trato in un ampio spettro di tumori umani ' 3! > tra cui anche i carcinomi della testa
e del collo 1836 508 Tuyttavia, nonostante queste incoraggianti evidenze, deve essere
indicato come vi sono ancora numerosi problemi da affrontare relativi alla specifi-
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cita e sensibilita dei metodi utilizzati per la rilevazione dell’attivita telomerasica. La
maggior parte delle determinazioni dell’attivita telomerasica sono state condotte, su
estratti di tessuti eterogenei, grazie alla messa a punto di un saggio di amplificazio-
ne delle sequenze ripetute della telomerasi (PCR-TRAP assay). Pur trattandosi di
una metodica accurata e sensibile, la sua corretta determinazione non ¢ sempre fa-
cile in quanto occorre tenere presente che quest’enzima ¢ espresso anche in cellule
dotate di un elevato potenziale proliferativo di vari tessuti epiteliali ed in linfociti
attivati che potrebbero infiltrare il tessuto. Inoltre, 1’attivita telomerasica potrebbe
essere inattivata da inibitori presenti negli estratti tissutali. Tali fattori metodologici
possono influenzare la specificita del metodo. Probabilmente sarebbe opportuno
convalidare questi risultati con tecniche immunoistochimiche che permettono di ri-

levare la presenza dell’enzima e di individuarne 1’esatta localizzazione nel tessuto *
357076
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V. INDICI BIOLOGICI DI AGGRESSIVITA

V.1. FATTORI ANGIOGENETICI

L. Pignataro®, T. Martone, F. Beatrice™, R. Albera, F. Palonta, G. Cortesina

Il termine angiogenesi indica un processo di generazione di nuovi vasi sangui-
gni che conduce, in ultima analisi, ad una neovascolarizzazione ’. Se, in condizioni
fisiologiche, la neoformazione di vasi sanguigni che si riscontra durante la morfo-
genesi, la riproduzione e la riparazione tissutale ¢ caratterizzata da una durata limi-
tata nel tempo grazie al bilanciamento tra fattori angiogenetici ed angiostatici, in
condizioni patologiche essa si differenzia per un indefinito mantenimento . Il con-
cetto che la crescita tumorale ¢ dipendente dall’angiogenesi ¢ stato proposto per la
prima volta da Folkman 7 nel 1971 ed in seguito sostenuto da diverse osservazioni
sperimentali 1720, Negli stadi iniziali (fase prevascolare) il tumore solido si ali-
menta per diffusione di sostanze nutrienti dai capillari dell’ospite, in seguito, per le
aumentate intrinseche esigenze metaboliche, necessita di una maggiore vascolariz-
zazione tanto che secerne direttamente (secrezione autocrina) o indirettamente, tra-
mite la stimolazione di cellule vicine (secrezione paracrina), fattori angiogenetici
(fase vascolare) 7192729 (Fig. 1). Alla luce di queste considerazioni emerge come la
progressione del tumore, entro certi limiti, richiede il reclutamento di nuovi vasi
sanguigni dell’ospite circostanti al tumore e la stimolazione di polipeptidi funzio-
nanti come fattori di crescita autocrini e paracrini.

Ricerche sperimentali suggeriscono che 1’angiogenesi regola il rimodellamento
della matrice extracellulare, la proliferazione delle cellule endoteliali, la differen-
ziazione dei capillari e lo stabilirsi delle anastomosi indispensabili per garantire
I’apporto sanguigno °.

Dalla letteratura si evince come questo processo sia normalmente controllato
dall’azione di tipo «balance» tra fattori pro- ed anti- angiogenetici capaci di indur-
re o limitare la proliferazione endoteliale e la conseguente formazione di neovasi
che possono a loro volta essere inibiti o attivati da differenti stimoli quali, ad esem-
pio, fattori ormonali od ipo-ossigenazione. Tra gli agenti attivatori si annoverano il
VEGEF (vascular endothelial growth factor) 33, ’angiotropina, i fattori di crescita,
acido e basico, dei fibroblasti (a-FGF e b-FGF), il TGF-a e TGF-f (trasforming
growth factor- alpha e beta), il TNF-a e TNFf (tumor necrosis factor-alpha e beta)
ed il PD-ECGF (Platelet- derived endothelial cell growth factor)?®©2!%°, Tra i prin-

II Clinica ORL, Universita di Torino;
“1 Clinica ORL, Ospedale Maggiore Policlinico IRCCs, Universita di Milano;
™ Divisione ORL, A.S.O. «S. Giovanni Bosco» di Torino
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Fig. 1.
Schema del processo di angiogenesi tumorale proposto da Folkman7#.

cipali inibitori si annoverano la trombospondina 1 o TSP-1, primo fattore il cui li-
vello ¢ stato dimostrato in vivo essere inversamente proporzionale alla neoforma-
zione di vasi tumorali '*3!, I’angiostatina ed altri fattori quali la protamina, il fatto-
re piastrinico 4, gli steroidi angiostatici (11-a epiidrocortisone e tetraidrocortisolo),
analoghi dell’eparina (2-idrossi, 5-nitroatoluene-sulfonato sodico [HNT], peptido-
glicano-polisaccaride sulfonato, ciclodestrine sulfonate), della prolina, la D-penicil-
lamina, I’interferone e la fumagallina. Le modalita di azione di molte di queste mo-
lecole sono tutt’oggi ancora parzialmente sconosciute. In generale, sono stati pro-
posti tre meccanismi di inibizione dell’angiogenesi: il primo, definito «tumor-direc-
ted», esplica la sua funzione direttamente sulle cellule tumorali prevenendo il rila-
scio o la sintesi di molecole angiogeniche; il secondo, detto «factor-directed», di-
sattiva i fattori angiogenetici, gia rilasciati dalle cellule tumorali, prima che questi
possano agire sull’endotelio o la matrice extracellulare. Infine, il terzo meccanismo,
denominato «target-directed», previene la risposta delle cellule endoteliali agli sti-
moli angiogenetici inibendo, ad esempio, la sintesi e la migrazione delle cellule en-
doteliali 8. Sebbene altri meccanismi patogenetici siano implicati nel processo di
crescita tumorale 834, evidenze e dati clinici suggeriscono come I’angiogenesi in-
fluenzi negativamente la prognosi dei pazienti affetti da diverse neoplasie ?** tra cui
anche quelli della testa e del collo? ! 131422232536 E riconosciuto che 1’angiogenesi
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¢ necessaria non solo per la crescita tumorale ma anche per lo sviluppo delle meta-
stasi » tanto che si riferisce da un lato che, 1’assenza di angiogenesi, nelle fasi pre-
neovascolari, sia alla base della mancata espansione e proliferazione delle cellule tu-
morali 8, dall’altro che I’alto grado di vascolarizzazione, caratteristico della fase va-
scolare, potrebbe favorire, come supportato da studi recenti di diversi autori, la me-
tastatizzazione 8243536,

La densita intratumorale dei microvasi (MVD) ¢ comunemente considerata un
indicatore di angiogenesi. Dalla letteratura emerge come la relazione tra MVD, me-
tastasi e sopravvivenza per il carcinoma della testa e del collo sia alquanto contro-
verso tanto che alcuni autori riportano una significativa associazione tra MVD, i pa-
rametri clinico patologici e la prognosi ! ! 24323 mentre la maggior parte non vi con-
ferisce alcuna validita prognostica ¢ 131423 36.

A nostra conoscenza solo alcuni lavori in letteratura conferiscono un’importan-
za prognostica all’angiogenesi per una sua correlazione tra formazione di neovasi,
presenza di metastasi e comparsa di recidive locoregionali ! 2 1! 225 32, Dev’essere
inoltre sottolineato come i dati si riferiscano a casistiche limitate (da 20 a 70 pa-
zienti), ad eccezione della casistica di Beatrice 2.

Dall’analisi critica dei dati emergono pero due importanti considerazioni: risul-
ta alquanto difficile comparare dati di sottosedi diverse, analizzati con metodiche di
conta ed anticorpi differenti. Murray ® riporta una correlazione significativa tra
MVD (analizzata con anticorpo monoclinale) CD31, metastasi linfonodali e recidi-
va, solo su 22 casi in stadio I e II, non mantenendo una significativita statistica
quando si considerano anche casi in stadio avanzato. Beatrice 2 riporta una signifi-
cativa statistica valutando pero i campioni con un cut-off particolarmente elevato (>
130/mm?) e con I’uso di un anticorpo monoclonale (anti-CD31) che risulta di diffi-
cile valutazione in presenza di reazione infiammatoria 8. Kuspid * riporta unica-
mente una correlazione significativa con alcuni parametri clinico patologici senza
conferire alla MVD una significativita prognostica indipendente.

Accanto a queste diversita intrinseche dei dati riportati &€ importante sottolinea-
re come altri autori non conferiscono valore prognostico alla MVD per il carcinoma
della testa e del collo*613 142328,

In particolare su casistiche di carcinoma laringeo, il nostro gruppo 2 su 122 pa-
zienti, Dray 6 su 106 casi ed infine Burian * su 41 casi, non riportano nessuna corre-
lazione significativa tra MVD, parametri clinico patologici, sopravvivenza globale
e libera da malattia. In linea con quanto sopra riportato va annoverato quanto riferi-
to da Gleich ' su campioni di carcinoma del cavo orale dopo analisi con anticorpo
monoclonale antiCD31 e fattore VIII: 1’ Autore non riporta alcuna correlazione tra
aggressivita tumorale locoregionale e prognosi. Infine Leedy * conferma in casi di
carcinoma spinocellulare della lingua, dopo analisi multivariata, come 1’angiogene-
si non sia un marker clinico utile nel selezionare forme tumorali maggiormente ag-
gressive.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1. I dati riportati risultano difficilmente confrontabili tra loro in quanto ottenuti
da casistiche differenti, per lo pil esigue ed analizzati con anticorpi monoclonali e
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metodiche diverse con intrinseche problematiche di conta e di tipizzazione. A que-
sto proposito, dev’essere ricordato come spesso l’interpretazione sia complicata dal-
le difficolta nel differenziare i vasi pre-esistenti dai vasi neoformati.

2. Il riscontro di un incremento del numero di neovasi, passando dalla mucosa
normale alla displasia e al carcinoma, suggerisce che 1’angiogenesi ¢ un evento pre-
coce nel processo di tumorigenesi del carcinoma della testa e del collo.

3. Dati discordanti sul ruolo prognostico dei fattori angiogenetici nel carcinoma
della testa e del collo emergono da un’analisi critica dei dati. Tuttavia ci sembra di
poter asserire, per quanto riportato dalla maggior parte degli autori, che in pazienti
sottoposti ad intervento chirurgico 1’angiogenesi non possa essere considerata allo
stato attuale un fattore clinico prognostico indipendente per questo istotipo tumora-
le.

4. 1 dati appaiono contrastanti sul possibile ruolo dell’angiogenesi nello svilup-
po delle metastasi linfonodali: da un lato alcuni ne supportano una correlazione as-
serendo che il processo di metastatizzazione ¢ caratterizzato da una importante fase
vascolare; altri ritengono che 1’area testa-collo ¢ altamente vascolarizzata e pertan-
to un tumore che origini da questa sede puo essere meno dipendente per la sua cre-
scita, rispetto ad una neoplasia a partenza da altre sedi, da una neovascolarizzazio-
ne.

5. L’angiogenesi sembra invece essere un indicatore nel predire la sensibilita
della neoplasia a trattamenti complementari quali la radioterapia e/o chemioterapia:
tumori maggiormente vascolarizzati manifesterebbero infatti una migliore risposta
al trattamento per un aumento della ossigenazione cellulare che ¢ strettamente di-
pendente dalla densita dei vasi sanguigni.

6. Deve essere perd sottolineato che indipendentemente dalle difficolta di valu-
tazione comparativa di questi dati lo studio dei fattori regolatori della angiogenesi
ha portato all’incremento sempre maggiore di ricerche mirate alla terapia antiangio-
genetica. I ricercatori stanno infatti sperimentando nuovi approcci capaci di agire
sulla neovascolarizzazione attraverso strategie terapeutiche mirate alla inibizione
delle molecole angiogenetiche prodotte dalle cellule tumorali. Recentemente dati
sperimentali e studi preliminari sembrano prospettare un potenziale impiego di far-
maci tradizionali (FANS), di inibitori selettivi di attivita enzimatiche (NOS2 e
COX2), come agenti antiangiogenetici da affiancare alle terapie tradizionali
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V.2. MOLECOLE DI ADESIONE

T. Martone, A. Cavalot, R. Albera, F. Palonta, P. Rosso, G. Cortesina

I rapporti tra cellula e matrice extracellulare (ECM) e tra cellula e cellula adia-
cente stanno alla base del mantenimento dell’architettura e della disposizione spa-
ziale degli epiteli, condizionandone la crescita e la differenziazione. Tali interazio-
ni sono mediate da molecole (recettori) di adesione che fanno parte della membra-
na cellulare (CM) e che appartengono alla famiglia di glicoproteine dimeriche det-
te integrine 22, Si tratta di eterodimeri costituiti da due subunita di glicoproteine as-
sociate in modo non covalente: sono la subunita alpha (120-180 Kd) e quella beta
(90-100 Kd) "3. In situazioni normali queste molecole regolano i rapporti intercellu-
lari e quelli tra cellule ed ECM, rapporti che stanno alla base di una corretta dispo-
sizione spaziale, e di processi di crescita e di differenziazione regolari.

Negli epiteli di rivestimento, in condizioni di normalita, vi ¢ una precisa dispo-
sizione spaziale delle diverse integrine (Fig. 1): € stato infatti osservato che, nell’e-
pidermide umana, i recettori per le integrine alpha 3-beta 1, alpha 6-beta 4, alpha 2-
beta 1, alpha 5-beta 5, presentano una ben caratteristica e regolare distribuzione po-
lare a livello dello strato basale dei cheratinociti 2. In particolare 1’eterodimero
alpha 6-beta 4 ¢ espresso dalle cellule dello strato basale come costituente degli emi-
desmosomi, a diretto contatto con la lamina basale ' ¥, Tale complesso si lega con
specifici componenti della membrana basale (MB) che costituiscono le cosiddette
zone della MB (MBZ) quali la laminina 1, la laminina 5/kallinina ed il collagene ti-
po IV. Queste proteine della ECM, insieme all’eparansolfato, ai proteoglicani e ad
altre proteine, a livello della MB costituiscono uno specifico complesso proteico su
cui poggiano i cheratinociti dello strato basale dell’epidermide !". E come se esi-
stesse un «ingranaggio» di molecole proteiche che garantiscono un corretto posi-
zionamento e una situazione di equilibrio dei cheratinociti dell’epidermide. Le inte-
grine alpha 2-beta 1 e alpha 3-beta 1 sono invece presenti a livello della superficie
laterale della CM, nelle zone di contatto tra cellule adiacenti: in queste zone sono
state identificate anche le caderine, la vinculina e le desmoplachine che interagisco-
no con alpha 2-beta 1 e alpha 3-beta 1, intervenendo cosi nella regolazione delle in-
terazioni cellulari 3.

Appare chiaro che il tipo di integrine espresse sulla CM, il loro numero, la loro
disposizione spaziale, la loro polarita e i loro rapporti con i componenti della ECM
sono fondamentali nel mantenimento della normale architettura degli epiteli e dei
normali processi di crescita e di differenziazione. Quando tale architettura si sov-
verte e si alterano i1 normali rapporti tra cellula e cellula e tra cellule ed ECM (alte-
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Fig. 1.
Schema di alterazione della disposizione spaziale delle molecole di adesione negli epiteli di rivesti-
mento.

razione che ¢ legata a modificazioni dell’attivita delle molecole di adesione), il tes-
suto acquisisce capacita proliferative e di migrazione indiscriminate che sono tipi-
che della trasformazione tumorale '3.

In tumori della mammella 2, della laringe 7, del distretto cervico-facciale 8, in tu-
mori metastatici ® e in tumori ovarici & stata osservata una elevata percentuale di
casi presentanti, allo studio con tecniche immunoistochimiche, alterazioni dell’e-
spressione e della distribuzione spaziale di alcune integrine, con frequente perdita di
polarita. In un lavoro di Tuliano et al., 1993 ©, viene approfondito il ruolo di alcune
alterazioni integriniche in oncologia, che vengono definite come importanti fattori
di invasione e progressione tumorale.

In Letteratura recente sono state osservate e sono state descritte alterazioni in-
tegriniche in carcinomi laringei !, della laminina 5 in carcinomi del cavo orale °,
della laringe, del polmone e della mammella 2°, della caderina E in HNSCC ' %3, di
GMP 140, ELAM 1, VCAM 1, ICAM 1 in HNSCC 4,

11 nostro gruppo di ricerca *!6 ha compiuto uno studio immunoistochimico, su
80 pazienti con carcinoma squamoso della laringe, delle varie molecole di adesione
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con rispettivi ligandi ai fini di verificarne un eventuale significato prognostico. So-
no state studiate le integrine alpha 2-beta 1, alpha 3-beta 1, alpha 5, alpha 6-beta 4,
le laminine 1-5, il collagene IV e le isoforme di fibronectina e tenascina. E stata usa-
ta la tecnica immunoistochimica secondo il metodo ABC (complesso avidina-bioti-
na-perossidasi) con I’impiego degli anticorpi monoclonali MAR 4 (vs. beta 1),
MAR 6 (vs. alpha 6) AA3 e 3E1 (vs. beta 4), GB3 (vs laminina 5, kallinina), F2 (vs.
alpha 3), IST 19 (vs. domain EDA della fibronectina), BC 1 (vs. domain ED-B fi-
bronectina), BC 2 e BC 4 (vs. i differenti epitomi della tenascina), SAM 1 (vs. alpha
5) Gi 9 (vs. alpha 2), LAM 89 (vs. laminina 1) e COLL-94 (vs. il collagene IV).

La valutazione della positivita ¢ stata fatta con metodo micromorfologico con
suddivisione in gruppi 0; 0,2; 0,5; 1; 2 definiti in base alla percentuale di cellule po-
sitive. E stato osservato che: 1) alpha 2-beta 1 e alpha 3-beta 1 perdono nel tumore
completamente il loro orientamento polare (sulla superficie laterale delle cellule
nello strato basale e sovrabasale dell’epitelio laringeo normale) e acquistano una di-
stribuzione pericellulare venendo ad interessare le cellule interne al tumore. 2)
Alpha 5-beta 1, non ¢ normalmente presente nel tessuto laringeo normale, mentre &
presente, variamente rappresentato, nel tumore. 3) Alpha 6-beta 4, nel tessuto nor-
male ha una distribuzione lineare nello strato basale e sovrabasale con orientamen-
to polare; nel tumore si osserva perdita della polarita (diventa pericellulare) ed ¢ pre-
sente anche in profondita in tutto il contesto tumorale, in modo disomogeneo e di-
sorganizzato. 4) Laminine 1-5 e collagene IV, nella mucosa normale hanno una di-
stribuzione lineare lungo lo strato basale; nel tumore si osserva una netta disconti-
nuita della colorazione. 5) Isoforme di fibronectina e tenascina: il domain ED-A del-
la fibronectina nella mucosa normale ¢ presente in modo uniforme sotto la mem-
brana basale; nel tumore acquista una disposizione del tutto disomogenea. I1 domain
ED-B della fibronectina ¢ assente nel tessuto laringeo normale, ma ¢ presente dif-
fusamente e abbondantemente nella ECM dei tumori. Le isoforme di tenascina nel
tessuto laringeo normale sono distribuite nel polo distale della membrana basale,
con positivita perivasale; nel tumore appaiono aumentate e distribuite nei tralci pe-
ri e intratumorali.

Nelle Tabelle I e II sono riportate le differenze di alcuni patterns riguardanti le
integrine studiate che presentano una netta significativita statistica (metodo T di
Student) nel gruppo di pazienti a cattiva prognosi, rispetto a quello a buona pro-
gnosi.

I risultati descritti depongono per un sicuro significato prognostico di alcune ca-
ratteristiche (patterns) delle molecole di adesione studiate: la maggior perdita di po-
larita di alpha 2, alpha 3, beta 1, alpha 6, beta 4; la maggior perdita di linearita e di-
somogeneita di distribuzione diffusa delle stesse; la maggior perdita di linearita e
positivita nel contesto del tumore dei ligandi laminina 1, 5 e collagene 1V; il mag-
gior grado di frammentazione della distribuzione lineare degli stessi sono tutte evi-
denze che caratterizzano in modo statisticamente significativo i tumori con cattiva
prognosi.

Questi patterns possono darci informazioni utili per: 1) la pianificazione tera-
peutica di trattamenti integrati; 2) per la diagnosi di interessamento metastatico di
linfonodi in casi dubbi; 3) per la diagnosi di recidive o persistenza di malattia post
radioterapia, in caso di lesioni non direttamente accessibili.

In un secondo studio abbiamo confrontato una casistica di carcinomi squamosi
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Tab. 1.
Patterns di espressione delle molecole di adesione nei carcinomi a buona e cattiva prognosi: analisi
statistica.
Polarita P Distribuzione P
Alpha2 > perdita di polarita n.s. Perdita di linearita 0,01
nel gruppo e distribuzione diffusa
a cattiva prognosi > nel gruppo
a cattiva prognosi
Alpha3 > perdita di polarita 0,096 Perdita di linearita 0,031
nel gruppo e distribuzione diffusa
a cattiva prognosi > nel gruppo
a cattiva prognosi
Betal > perdita di polarita n.s. Perdita di linearita 0,014
nel gruppo e distribuzione diffusa
a cattiva prognosi > nel gruppo
a cattiva prognosi
Alpha6 > perdita di polarita < 0,001 Perdita di linearita 0,002
nel gruppo e distribuzione diffusa
a cattiva prognosi > nel gruppo
a cattiva prognosi
Beta4(AA3) > perdita di polarita < 0,001 Perdita di linearita < 0,001
nel gruppo e distribuzione diffusa
a cattiva prognosi > nel gruppo
a cattiva prognosi
Beta4(3El) > perdita di polarita 0,01 Perdita di linearita 0,01
nel gruppo e distribuzione diffusa
a cattiva prognosi > nel gruppo
a cattiva prognosi
Tab. II.
Pattern di espressione dei ligandi nei carcinomi a buona e cattiva prognosi: analisi statistica.
Distribuzione P Grado di frammentazione P
Lamininal > tendenza a perdita di linearita 0,003 > frammentazione nei tratti 0,001
e positivita nel contesto del T a distribuzione lineare nel
nel gruppo a cattiva prognosi gruppo a cattiva prognosi
Laminina5 > tendenza a perdita di linearita 0,001 > frammentazione nei tratti 0,042
e positivita nel contesto del T a distribuzione lineare nel
nel gruppo a cattiva prognosi gruppo a cattiva prognosi
Collagene IV > tendenza a perdita di linearita 0,35 > frammentazione nei tratti 0,288

e positivita nel contesto del T
nel gruppo a cattiva prognosi

a distribuzione lineare nel
gruppo a cattiva prognosi
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della laringe con una casistica di carcinomi dell’orofaringe. La sopravvivenza at-
tuariale dei due gruppi di pazienti ¢ stata significativamente peggiore (p < 0,04) nel
gruppo di pazienti portatori di carcinoma dell’orofaringe. Il grado di irregolarita di
distribuzione ¢ risultato piut accentuato nei tumori orofaringei con significativita sta-
tistica per alpha 2 (p < 0,001), alpha 3 (p < 0,01), beta 1 (p < 0,05), alpha 6 (p <
0,01), beta 4 (p < 0,01).

Alterazioni della polarita sono apparse pill accentuate nei tumori orofaringei,
con significativita statistica per alpha 3 (p < 0,01), alpha 6 (p < 0,001), beta 4 (p <
0,05).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Riconsiderando il significato fisiologico delle integrine e dei loro ligandi, che ¢
quello di regolare i rapporti tra cellula epiteliale e matrice extracellulare (ECM) e
tra cellula e cellula adiacente, con la finalita ultima di garantire una certa architet-
tura e disposizione spaziale oltre che gli scambi funzionali tra cellula e cellula e tra
cellula ed ECM, gia dal punto di vista teorico e razionale appare plausibile che al-
terazioni di queste molecole possano alterare il grado di coesione tra cellule ed
ECM, favorendo processi di «migrazione» soprattutto se in presenza di stimoli pro-
liferativi (come accade nei tumori).

I dati sperimentali attualmente tendono a dimostrare valida questa ipotesi. Le
nostre ricerche condotte su gruppi di tumori a prognosi significativamente diverse,
hanno dimostrato, con un buon grado di significativita, che le alterazioni della di-
stribuzione spaziale e della polarita, a cui corrispondono alterazioni (per lo piu in-
terruzioni di linearita) dei ligandi si correlano con la prognosi peggiore.

Noi riteniamo che I’alterazione del patrimonio integrinico, sia un fattore di pro-
gressione che viene ad acquistare peso quando siano scattati i meccanismi carcino-
genetici (oncogeni, growth factors, etc.).

BIBLIOGRAFIA

! Andrews NA, Jones AS, Helliwell TR, Kinsella AR. Expression of the E cadherin catenin cell
adhesion complex in primary squamous cell carcinomas of the head and neck and their nodal me-
tastases. Br J Cancer 1997;75:1474-80.

2 Borsi L, Carnemolla P, Nicolo G, Spina B, Tanara G, Zardi L. Expression of different tenascin
isoforms in normal, hyoerplastic and neoplastic human breast tessues. Int J Cancer 1987;52:688-
92.

3 Bottini C, Miotti S, Fiorucci S, Facheris P, Menard S, Colnaghi MI. Polarization of the alpha 6-
beta4 integrin in ovarian carcinomas. Int J Cancer 1993;54:261-7.

4 Carter WJ, Wayner EA, Bouchardts Kaur P. The role of integrins alpha2-betal and alpha3-betal
in cell-cell and cell-substrate adhesion of human epidermal cells. J Cell Biol 1990;110:1378-404.

5 Cavani A, Zambruno G, Marconi A, Manca V, Marchetti M, Giannetti A. Distintive integrin ex-

pression in newly formed epidermis durino wound healing in humans. J Invest Dermatol

1993;101:600-4.

Chammas R, Bretani R. Integrino and metasthases: An overview. Tumor Biol 1991;12:309-20.

7 Cortesina G, Bussi M, Carlevato MT, Ferro S, Panizzut B, Cavalot AL. Significance of adhesion



110

T. Martone et al.

20

21

23

molecules as biological prognostic factors in locally advanced laringeal squamous cell carcino-
mas. Acta Otolaryngol (Stockh) 1996;116:350-2.

Cortesina G, Sacchi M, Bussi M, Panizzut B, Ferro S, Carlevato MT, et al. Integrin expression in
head and neck cancers. Acta Otolayngol (Stockh) 1995;115:328-30.

Haas KM, Berndt A, Stiller KJ, Hyckel P, Kosmehl H. A comparative quantitative analysis of la-
minin 5 in the basement membrane of normal, hyperplastic, and malignant oral mucosa by confo-
cal immunoflorescence imaging. J Histochem Cytochem 2001;49:1261-8.

Tuliano RL, Varner IA. Adhesion molecules in cancer: the role of integrino. Curr Opin Cell Biol
1993;5:812-8.

Jones JC, Kurpakus MA, Cooper HM, Quaranta V. A function for the integrin alpha6-beta4 in the
hemidesmosome. Cell Regul 1991;2:427-38.

Marchisio PC, Bondanza S, Cremona O, Cancedda R, De Luca M. Polarized expression of integrin
receptors (alpha6-betad, alpha2-betal, and alpha-beta5) and their relationship with the citoskele-
ton and basement membrane matrix in cultured human keratinocytes. J Cell Biol 1991;112:761-73.
Marchisio PC. Integrins and tissue organization. Adv Neuroimmunol 1991;1:213-30.

Neuchrist C, Lassmann H, Kornfehl J. Migration-associated adhesion molecules in squamous cell
carcinomas of head and neck. Onkologie 2000;23:157-63.

Panizzut B, Carlevato MT, Ferro S, Cavalot AL, Gervasio CF, Ricci E, et al. Adhesion molecules
in squamous cell carcinoma of the larynx: possibile indication of prognosis. Acta Otorhinolaryn-
gol Ital 1997;17:347-56.

Ricci E, Cavalot AL, sanvito F, Bussi M, Albera R, Staffieri A, et al. Differential Expression and
topography of adhesion molecules in laryngeal and oropharyngeal carcinomas. Acta Otolaryngol
2001;122:234-40.

Savoia P, Trusolino L, Pepino E, Cremona O, Marchisio PC. Expression and topography of inte-
grin and basement membrane protein in epidermal carcinomas: basal but not squamous cell car-
cinomas display loss of alpha6-beta4 and BM600/nicein. J Invest Dermatol 1993;101:352-8.
Spinardi L, Ren YL, Sanders R, Giancotti FG. The beta4 subunit cytoplasmic domain mediates the
interaction of the alpha6-beta4 integrin with the cytoskeleton of hemidesmosomes. Mol Biol Cell
1993;4:871-84.

Stepp MA, Spurr Michaud S, Tisdale A, Elwell J, Gipson IK. Alpha6-beta4 integrin heterodimer
is a component of hemidesmosomes. Proc atl Acad Sci USA 1990;87:8970-4.

Vitolo D, Ciocci L, Cicerone E, Rossi C, Tiboni F, Ferrauti P, et al. Laminin alpha2 chain (mero-
sin M chain) distribution and VEGF, FGF(2), and TGFbetal gene expression in angiogenesis of
supraglottic, lung, and breast carcinomas. J Pathol 2001;195:197-208.

Vitolo D, Ciocci L, Ferrauti P, Cicerone E, Gallo A, De Vincentiis M, et al. Alpha$ integrin distri-
bution and TGFbetal gene expression in supraglottic carcinoma: their role in neoplastic local in-
vasion and metastasis. Head Neck 2000;22:48-56.

Wollner DA, Nelson WI. Establishing and maintaining epithelial cell polarity. Roles of protein so-
ting, delivery and retention. J Cell Sci 1992;102:185-90.

Wu H, Lotan R, Menter D, Lippman SM, Xu XC. Expression of E-cadherin is associated with
squamous differentiation in squamous cell carcinomas. Anticancer Res 2000;20:1385-90.



Progressione tumorale e metastatizzazione 111

V.3. PROGRESSIONE TUMORALE E METASTATIZZAZIONE

T. Martone, R. Albera, F. Beatrice’, F. Palonta, G. Preti, G. Cortesina

Quando si parla di carcinogenesi, progressione e metastatizzazione, si legano
strettamente i concetti di carcinoma, di invasione di questo nei tessuti circostanti e
di metastatizzazione, 1a dove si intende per metastasi la diffusione del tumore da un
organo ad un altro organo non direttamente connesso con esso '. Tutti i carcinomi
del distretto cosiddetto testa e collo (HNSCC) hanno queste proprieta invasive e di
metastatizzazione, in grado talora molto diverso, per motivi ancora in parte scono-
sciuti, ma che incominciano a essere oggetto, e con qualche risultato, di attente ana-
lisi. Cercheremo qui di sintetizzare alcuni concetti di biologia applicata alle meta-
stasi (di Letteratura recente) per cercare di far capire i tipi di problemi che devono
essere affrontati, che cosa si conosce oggi e che cosa si spera di conoscere domani.

LA BIOLOGIA DELLA COSIDDETTA CASCATA METASTATICA

E noto da tempo che non tutti i tumori danno metastasi; ed & classico il concet-
to che la metastasi ¢ la risultante di uno sbilanciamento tra forze che favoriscono la
progressione tumorale, e forze che ad essa si oppongono.

Oggi si incominciano ad avere dati piu concreti e certi sulle caratteristiche di
questi due tipi di forze in campo, da cui dipende il grado di aggressivita di un tu-
more.

La metastasi ¢ favorita dall’attivazione di oncogeni, dalla disattivazione o inibi-
zione di geni onco-soppressori, dai livelli di presenza di fattori di crescita, di moti-
lita e di alterazione delle molecole di adesione e dei loro ligandi, dalla secrezione di
enzimi proteolitici, di metalloproteinasi e di citochine aventi azione angiogenetica e
immunosoppressiva.

La metastatizzazione ¢ invece inibita, da barriere anatomiche e strutturali, da un
buon funzionamento di geni onco-soppressori, da un’efficiente risposta citotossica-
immunitaria verso le cellule tumorali, da presenza di inibitori della sintesi di pro-
teasi e dell’angiogenesi: a monte di questi fenomeni ci sono sicuramente particola-
ri situazioni geniche, che perd devono ancora essere precisate. E stato inoltre se-
gnalato '* che nell’ambito dello stesso tumore possono coesistere cloni cellulari ad
alto potere metastatizzante con cloni a basso potere metastatizzante: nei primi si
avra ovviamente un prevalere dei fattori che facilitano la metastatizzazione, nei se-
condi un prevalere di quelli che la inibiscono.

II Clinica ORL, Universita di Torino;
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Nelle pagine iniziali abbiamo descritto i fenomeni «multistep» della carcinoge-
nesi, secondo i concetti pitt moderni di cui hanno il «padrinato» culturale Fearon ER
e Volgestein B!2, ed & stato affermato che negli HNSCC hanno importanza 1’attiva-
zione di alcuni oncogeni, I’inattivazione di oncogeni soppressori e la sintesi di fat-
tori di crescita®?: si & parlato di fattori che inducono sovraregolazione di proteine
che attivano il ciclo cellulare (ciclina D1), e di sovraespressione di recettori per il
fattore di crescita epidermico . Cosi come si & ipotizzato (anche se in modo anco-
ra non del tutto certo), che abbia importanza nella carcinogenesi e nella progressio-
ne degli HNSCC I’inattivazione dei geni onco-soppressori p53 ed Rb, i quali da un
lato si oppongono, sul nascere, all’attivazione del protoncogene, e dall’altro eserci-
tano il controllo della crescita soprattutto attraverso 1’apoptosi 7 ?°. Tale inattivazio-
ne ¢ pertanto causa di un prevalere dell’azione dei protoncogeni, che determina la
nascita del tumore, e in parallelo la sua progressione, con perdita di ogni meccani-
smo di controllo omeostatico, che i geni onco-soppressori esercitano attraverso 1’a-
poptosi. Le conseguenze di questo «sbilanciamento molecolare» sono favorite (con
aumento della gravita dei fenomeni) da alcune condizioni dell’ospite, quali I’abuso
di fumo e alcool #¥. E stato dimostrato che 'HNSCC si sviluppa pil facilmente in
pazienti con storia di abuso di tabacco e che questi pazienti tendono ad avere una
piu alta frequenza di mutazioni di p53 e perdita di eterozigosita ai cromosomi 3p,
4q e 11ql13. E stato inoltre osservato, utilizzando la tecnica della PCR, che il DNA
del virus Papova (del papilloma) ¢ piu frequente nella mucosa di pazienti non fu-
matori, facendo pensare che questa sia la via molecolare alternativa nei pazienti non
fumatori 8%, Si puo affermare, razionalizzando i risultati sperimentali, che le stes-
se alterazioni molecolari che sono responsabili della nascita di un HNSCC, sono al-
tresi responsabili, quando le alterazioni superano un certo livello di soglia, della sua
crescita e metastatizzazione.

La formazione della metastasi, superata la fase che possiamo definire oncoge-
netica, ¢ strettamente legata allo sviluppo di un sistema vascolare intratumorale e
quindi a quel fenomeno che viene definito come angiogenesi. Nelle pagine prece-
denti si ¢ gia parlato diffusamente di angiogenesi: qui desideriamo ribadire, in mo-
do schematico, alcuni concetti.

1) I vasi sanguigni del tumore si formano a partire dalle cellule tumorali dell’o-
spite con reclutamento all’interno del tumore e assemblamento in microtubuli che
rappresenta il momento cruciale dell’angiogenesi tumorale. I fondamentali lavori
sperimentali di Folkman et al. (1990, 1992) 15 di Liotta et al. (1991) > e di Petruz-
zelli GJ et al. (1996) 3 hanno dimostrato che la crescita del tumore & strettamente
legata allo sviluppo di un sistema vascolare intratumorale e che questo & diretta-
mente proporzionale alla velocita di crescita tumorale.

2) Sono state identificate citochine 3* che negli HNSCC sono in grado di stimo-
lare la proliferazione e la successiva migrazione delle cellule endoteliali, condizio-
nando I’espressione di recettori sulla superficie cellulare: esse sono costituite dal
fattore basico di crescita dei fibroblasti (b-FGF), il fattore di crescita delle cellule
endoteliali (VEGF) e il TGF-beta. L’associazione tra capacita del tumore a produr-
re vasi neoformati e potenzialita metastatica ¢ stata osservata, oltre che negli HN-
SCC, nel carcinoma differenziato della tiroide #3, nel melanoma #°, nel carcinoma
della mammella *¢, nel carcinoma dell’ovaio, dell’endometrio, del polmone, della
prostata, dell’esofago e nell’adenocarcinoma del colon 6162127384345 Gagparini et al.,
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1993 7, hanno osservato in 70 pazienti con HNSCC che la densita vascolare, stu-
diata con I’anticorpo monoclonale endoteliale CD31 si correlava con I’incidenza di
metastasi a distanza con un’alta significativita statistica (p < 0,0046), mentre non
era predittiva per le metastasi linfonodali. In altri studi 1’angiogenesi tumorale si ¢
dimostrata essere correlata con le metastasi linfonodali di carcinomi della lingua,
del pavimento bocca e del rinofaringe 23!

3) Oltre alle citochine attive sulle cellule endoteliali dell’ospite i tumori produ-
cono alcune proteinasi attive sulla matrice extracellulare (ECM). Esse sono legate a
due punti della cascata metastatica. Il primo € rappresentato dall’ingresso nei vasi
sanguigni e linfatici a livello del tumore primario; il secondo ¢ rappresentato dalla
fuoriuscita dai vasi a livello della sede della metastasi a distanza. Le proteinasi at-
taccano le strutture delle membrane basali e del’ECM favorendo i processi di in-
gresso e fuoriuscita dai vasi ® 2. L’azione delle proteinasi presuppone che ci sia sta-
ta un’adesione della cellula tumorale alle membrane basali e alla ECM, e questo av-
viene attraverso ’intervento di alcune molecole di adesione (integrine) e dei loro li-
gandi. E stato osservato negli HNSCC che sono coinvolte in questo processo di ade-
sione le integrine alpha 6-beta 4, le beta integrine 1-4, e i ligandi laminina e fibro-
nectina 223414447 Al fine di limitare 1’attivita delle proteinasi derivate dal tumore,
I’organismo si difende producendo inibitori delle proteinasi, quali alcuni inibitori
delle metalloproteinasi (TIMP-1 e TIMP-2): queste sono proteine che prevengono la
degradazione della ECM.

Lattivita delle metalloproteinasi (MMP) ¢ stata studiata negli HNSCC: sono
state identificate specifiche MMP responsabili della degradazione del collagene I,
IT, I e TV, di cui sono stati anche definiti i tipi (tipo 1, 2, 3, 9) *.

In studi di Charous SJ et al. (1997)° & stato dimostrato che negli HNSCC la up
regolazione dell’mRNA codificante le MMP si correla in modo significativo con
I’aumentata invasione stromale e quindi con la progressione tumorale.

Un’altra classe di proteinasi studiate nella progressione degli HNSCC, ¢ rap-
presentata dagli attivatori del plasminogeno 2. Queste proteinasi catalizzano la sin-
tesi della plasmina dal plasminogeno, la quale & un enzima proteolitico che ¢ in gra-
do di degradare il collagene di tipo IV e la laminina. Il tipo di plasmina coinvolto
negli HNSCC & quella di tipo urochinasico (U-PA) 3!. Clayman G et al. (1993) ©
hanno dimostrato la up regolazione dell’'mRNA per I’U-PA, e che un anticorpo mo-
noclonale specifico per U-PA ¢ in grado di prevenire I’invasione della membrana ba-
sale da parte del tumore.

Riassumendo si possono schematizzare i fenomeni descritti in questo modo:
I’invasione del tumore nello stroma circostante ¢ strettamente legata all’adesione
delle cellule tumorali alla ECM e alla membrana basale dei vasi. Tale adesione ¢ go-
vernata da alcune integrine e dai loro ligandi. La successiva azione di invasione tu-
morale si esercita attraverso 1’intervento di alcune proteinasi (metalloproteinasi,
plasmina e altre) che causano la degradazione della ECM e aprono la porta alla pro-
gressione delle cellule tumorali. Alcune citochine sintetizzate dal tumore stimolano
la proliferazione di cellule endoteliali, la loro migrazione e I’assemblaggio finale in
microtubuli vascolari che rappresentano la neoangiogenesi tumorale. E stato dimo-
strato che la formazione di vasi sanguigni neoformati intratumorali coincide con
I’attecchimento e la crescita delle metastasi; e che in alcuni casi la quantificazione
dell’angiogenesi tumorale risulta predittiva per la possibilita di metastasi linfonoda-
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li e a distanza in alcuni tumori solidi.

Un altro punto chiave dei meccanismi della cascata metastatica ¢ rappresentato
dalla circolazione delle cellule tumorali e dal loro arresto in una sede a distanza. Si
puo affermare che un’alta percentuale di cellule tumorali ¢ in grado di superare la
barriera della parete dei capillari, e che solo una piccola percentuale & in grado di
sviluppare una metastasi a distanza: si stima che soltanto lo 0,1% di tutte le cellule
tumorali circolanti ¢ in grado di sviluppare un tumore secondario. Le cellule tumo-
rali vanno in circolo o come singole cellule, o come piccoli aggregati di cellule o
come microemboli tumorali avvolti da una specie di «bozzolo» di fibrina: questo
guscio di fibrina rappresenta un modo di difendersi del tumore dal riconoscimento
e dall’attacco di cellule immunocompetenti del circolo (T linfociti, natural killers).
In ogni caso la grande maggioranza delle cellule tumorali circolanti viene distrutta
o dal trauma meccanico del torrente circolatorio, o dalle cellule linfatiche cui com-
pete I'immunosorveglianza, oppure sara trasportata in una sede anatomicamente
sfavorevole allo sviluppo di una metastasi '*. Le cellule tumorali in grado di dare
metastasi a distanza agiscono attraverso diversi possibili meccanismi, concomitanti
0 in successione o isolati.

Essi sono:

1) gli emboli di cellule tumorali (che per lo pitl hanno «attaccati» linfociti e pia-
strine) s’ingrandiscono e vengono a «intasare» i singoli vasi: il tumore aderisce al-
la superficie interna del vaso e inizia a crescere, usurandola.

2) Le singole cellule tumorali aderiscono alla membrana basale esposta dal lato
sottoendoteliale del lume capillare con un meccanismo strettamente legato alle in-
tegrine e ai loro ligandi: ci sara un meccanismo di tipo pseudopodico delle cellule
tumorali che per lo piu prevale su di una specie di retrazione (a scopo difensivo) del-
le cellule endoteliali; e che in poche ore determina I’invasione delle cellule tumora-
li nel lume vascolare, con dissoluzione, talora, della membrana basilare.

3) Dopo una fase di equilibrio tra cellula tumorale che tende ad invadere, e cel-
lula endoteliale che si difende, I’intervento di proteasi (di cui abbiamo gia parlato in
precedenza) facilitera 1’invasione tumorale nell’organo bersaglio *%.

La tappa successiva e finale, dopo che le cellule tumorali hanno superato la bar-
riera endoteliale, ¢ rappresentata dalla formazione di colonie cellulari nelle sedi se-
condarie, che vengono a formare la micrometastasi prima e la macrometastasi clini-
ca poi.

Quando un embolo tumorale ha superato la barriera endoteliale e penetra nella
sede secondaria, s’innesca a questo livello un movimento proliferativo con eventi
del tutto analoghi a quelli gia visti nel tumore primario: I’attacco alla matrice extra-
cellulare (ECM) attraverso 1’azione alterata di alcune integrine e dei loro ligandi, la
produzione di proteinasi e 1’angiogenesi, sostenuta, come gia dicevamo, da fattori
prodotti dal tumore.

Il fatto che la metastasi attecchisce soltanto in alcuni organi preferenziali viene
spiegato oggi con la teoria di Fidler (1982) !* del «seme-terreno». I meccanismi sa-
rebbero cosi ipotizzabili: 1) il tumore metastatizza ugualmente in tutti gli organi, ma
cresce in modo preferenziale in sedi che forniscono particolari fattori di crescita
(terreno); 2) le cellule tumorali hanno recettori specifici per le cellule endoteliali so-
lo di certi organi bersaglio (seme); 3) le cellule tumorali circolanti hanno recettori
per fattori chemiotattici specifici prodotti da certi organi bersaglio. Questi fattori
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spiegano ’attrazione preferenziale dei tumori ad un organo bersaglio (seme-terreno)
28, Molti HNSCC e tumori maligni della tiroide hanno modelli anatomici di meta-
stasi secondaria in organi a distanza preferenziale: essi metastatizzano piu frequen-
temente nel polmone, che ¢ il primo letto capillare incontrato dalle cellule tumorali
circolanti; pili raramente metastatizzano nel fegato, nell’osso e nell’encefalo.

I carcinomi adenoidocistici invece tendono a «viaggiare» lungo i nervi (diffu-
sione perineurale) e si presenteranno come lesioni prossimali lungo i nervi cranici.

Un problema sostanziale nello studio dei meccanismi biologici della progres-
sione e metastatizzazione del tumore, ¢ quello di cercare, di identificare, qualora sia
possibile, se esistono fattori predittivi biologici delle metastasi.

L’identificazione di particolari geni o di prodotti di geni (proteine) che possano
predire I’incidenza di metastasi a distanza, sarebbe un fatto di notevole rilevanza cli-
nica poiché permetterebbe di meglio pianificare (su basi pill oggettive) una strate-
gia terapeutica integrata.

Attualmente possono essere assolutamente confermate alcune evidenze legate
alla valutazione istologica del tumore primitivo e dei linfonodi loco-regionali: a
queste puo essere assegnato, con buona significativita statistica, un ruolo predittivo
nei confronti della metastatizzazione. Esse sono costituite dalla rottura capsulare dei
linfonodi sede di metastasi, dall’embolizzazione intravasale da parte del tumore,
dall’estensione extratiroidea nei tumori tiroidei *. Risultano inoltre avere valore pro-
gnostico, nei confronti sia della recidiva che della metastatizzazione, il tumor thick-
ness, il grado di differenziazione, il pattern d’invasione, la risposta infiammatoria
dell’ospite, ’invasione ossea e cartilaginea, lo stato dei margini di resezione 3. Tl
pattern piu studiato e con maggior significativita predittiva ¢ rappresentato dalla rot-
tura capsulare. De Carvalho (1998) !! in uno studio su 170 pazienti ha osservato che
i pazienti portatori di adenopatie metastatiche con rottura vascolare, avevano un ri-
schio i recidiva e di metastasi a distanza aumentati di 3 volte (e quindi molto signi-
ficativo).

11 gruppo coordinato da Petruzzelli (2001) ** in una casistica di 157 pazienti con
follow-up minimo di due anni, ha osservato che il gruppo con adenopatie metasta-
tiche con rottura capsulare, aveva presentato metastasi a distanza e recidive in nu-
mero maggiore nei confronti del gruppo con adenopatie positive senza rottura ca-
psulare, con una alta significativita statistica (p = 0,001).

L’affermarsi della biologia molecolare ha fatto proliferare gli studi nei quali ¢
stato ricercato un significato predittivo per la metastatizzazione in qualche fattore
molecolare legato al tumore o circolante.

Risultati incoraggianti si sono avuti dalle ricerche aventi come oggetto il signi-
ficato prognostico di p53, ciclina D1 e p27, che hanno dimostrato, in alcuni studi,
forti correlazioni con lo sviluppo di metastasi a distanza; invece le mutazioni del Ki-
67, dell’Rb e delle proteine Bcl-2, Bax e Bak sono risultate meno predittive 7303948,
Un ruolo predittivo per metastasi linfonodali & stato osservato da Cortesina et al.
(1997) 32 in uno studio sulle molecole di adesione del carcinoma laringeo: 1’alto gra-
do di disomogeneita di distribuzione e la perdita di polarita di alcune integrine, e
I’interruzione della disposizione lineare di alcuni ligandi, si sono correlati in modo
significativo con la metastatizzazione linfonodale.

Buoni risultati si sono avuti anche dagli studi di markers immunologici.

Nel gruppo coordinato da Petruzzelli GJ 3 & stato osservato che un alto conte-
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nuto intratumorale di una popolazione di cellule CD34+ (per le quali ¢ stata dimo-
strata una sicura azione immunosoppressiva) si correla significativamente con la re-
cidiva locale e le metastasi a distanza **>°. Poco incoraggianti sono invece al mo-
mento gli studi su markers tumorali sierici quali possibili strumenti di screening per
lo sviluppo di recidive locali e metastasi a distanza.
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VI. SIGNIFICATO CLINICO PROGNOSTICO DELLE ALTERAZIONI
MOLECOLARI NEL CARCINOMA CERVICO-FACCIALE

L. Pignataro, T. Martone", E. Arisi, D. Pagani, G. Cortesina”

La sopravvivenza dei pazienti con carcinoma della testa e del collo, pur con il
miglioramento delle tecniche chirurgiche, delle terapie complementari (radio e/o
chemioterapia) e di protocolli integrati oggi a disposizione ¢ rimasta sostanzial-
mente invariata negli ultimi 20 anni. E ancora arduo spiegarsi come alcune neopla-
sie a parita di sede e di stadio presentino un’evoluzione clinica tanto differente che
ancora oggi non esistono elementi certi che indichino quale sia la prognosi per ogni
singola neoplasia allo stesso stadio.

Alla luce di queste considerazioni si sono sviluppati studi di biologia molecola-
re allo scopo di ricercare nuovi indicatori, da affiancare a quelli tradizionali, capaci
di rilevare sottogruppi di neoplasie con particolari caratteristiche evolutive e di ap-
portare maggiori conoscenze sulle modalita di trasformazione delle cellule in senso
neoplastico per permettere di attuare strategie terapeutiche preventive e mirate per
ogni singola neoplasia in base ad un’esatta definizione delle sue caratteristiche bio-
logiche. In tale contesto, nonostante siano ancora limitate le conoscenze sulle alte-
razioni molecolari alla base dell’induzione e della progressione maligna delle neo-
plasie, ruolo fondamentale assumono le alterazioni molecolari dei protooncogeni o
I’inattivazione dei geni oncosoppressori coinvolti nei complessi meccanismi di re-
golazione del ciclo cellulare e nelle varie fasi del processo di carcinogenesi del car-
cinoma squamocellulare della testa e del collo.

ANALISI DEI DATI DELLA LETTERATURA

p53. E il gene oncosoppressore pitl frequentemente studiato nel carcinoma del-
la testa e del collo; numerosi studi della letteratura dimostrano come la perdita del-
la normale funzione di p53, risultato di una mutazione o di un incremento della sua
espressione, sia un evento estremamente comune in questo tipo di tumori.

La PCR-SSCP (polymerase chain reaction-single strand conformation poly-
morphism) ha mostrato come le alterazioni siano pil frequentemente rappresentate
da delezioni e mutazioni a carico degli esoni 5-8, sebbene una piccola percentuale
sia localizzata al di fuori di questa regione '7. Le mutazioni di p53 si associano fre-
quentemente a sovra-espressione della proteina che puo essere in questa forma ri-
scontrata con tecniche immunoistochimiche grazie all’incremento della sua emivi-

I Clinica ORL, Ospedale Maggiore Policlinico IRCCs, Universita di Milano
“1I Clinica ORL, Universita di Torino
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ta, altrimenti brevissima e come tale difficilmente evidenziabile (in caso di p53 nor-
male o wild type).

I dati appaiono contrastanti nell’attribuire a questo gene, almeno per i carcino-
mi della testa e del collo, una rilevanza clinico-prognostica. Infatti, ad un’attenta
analisi della letteratura, emerge un’assenza di correlazione significativa tra espres-
sione della p53 ed i parametri clinico-patologici generalmente considerati. Ad oggi,
la maggior parte degli autori ritiene che questo gene non possa essere considerato
un attendibile parametro prognostico sia in termini di sopravvivenza globale che li-
bera da malattia 573235364748 56 77 92 94 125-127 131 135 145 149 150 151 160 162 172 176 180 192 ]99' In ri_
cerche personali ! condotte su 149 casi di carcinoma squamoso della laringe, & sta-
to dimostrato un coinvolgimento di p53 (sovraespressione) nel 50,3% dei casi; 1’a-
nalisi multivariata non ha perd mostrato significativita statistica (p = 0,9027) sia per
la sopravvivenza globale che libera da malattia, mentre ¢ stata dimostrata per alcu-
ni parametri clinici, quali la sede sopraglottica e le dimensioni del tumore.

Ciononostante non si pu0 trascurare quanto riportato da altri che invece dimo-
strano una correlazione statisticamente significativa per comparsa di recidiva e so-
pravvivenza libera da malattia in pazienti con alterazione di p53 1768728386130 134 171,
Di questi, solo 5 lavori analizzano casistiche relativamente ampie (da 69 a 114 ca-
si) 17728386130 ¢ g0lo 3, su campioni di carcinoma laringeo riportano dati sulla pro-
gnosi dopo analisi multivariata. In particolare Hirvikoski (1997) 7 in uno studio su
99 pazienti rileva un’alterazione del gene nel 68% dei casi dimostrando come la so-
vraespressione di p53 si associ con lo sviluppo di una recidiva (p = 0,004) e con la
sopravvivenza (p = 0,002). Jin (1998) 8 su 83 pazienti riporta una correlazione si-
gnificativa tra casi p53 positivi e riduzione dell’intervallo libero da malattia (p <
0,001) conferendo a p53 un ruolo di fattore prognostico indipendente; infine Jackel
(2000) 3 su 88 pazienti evidenzia una correlazione statisticamente significativa tra
alti livelli di p53 e ridotta sopravvivenza (p = 0,0194).

La recente dimostrazione che la radioterapia e/o la chemioterapia agiscono sul-
le cellule tumorali determinando apoptosi ha aperto nuove prospettive e studi circa
il coinvolgimento di diversi geni tra cui p53 nella radio/chemio sensibilita: i primi
dati sono da attribuire a Lowe (1994)  ed a Kinzler (1994) °' che dimostrano una
correlazione tra mutazione del gene p53 e radioresistenza su linee tumorali in vitro
e in alcuni sistemi sperimentali. I dati sul ruolo prognostico di p53 in pazienti affet-
ti da carcinoma della testa e del collo trattati con radioterapia sono esigui e risulta-
no contrastanti. Da un lato alcuni autori asseriscono che alterazioni di questo gene
non influiscono sulla risposta ad un trattamento radio e/o chemioterapico !3339498 104
142158163189 " a]tri invece gli conferiscono un significato prognostico. A questo riguar-
do si riporta come il controllo locoregionale e la comparsa di recidiva in pazienti
trattati con radioterapia siano indipendentemente correlati alla mutazione di p53 416
2493129 130136 140156 186 Tp particolare Overgaard (1998) 140 ¢ Raybaud-Diogene (1997)
136 riscontrano in pazienti con carcinoma della testa e del collo, che la comparsa di
recidiva e/o la sopravvivenza globale sia indipendentemente correlata, oltre che con
1 parametri clinico-patologici, anche con la mutazione e la sovraespressione di p53;
Warnakulasuryia (2000) '8¢ riporta una correlazione sia in analisi univariata che
multivariata tra p53 mutata e prognosi infausta (p = 0,0016). Narayama (1998) '*
valutando I’espressione di p53 su 114 pazienti affetti da carcinoma squamocellula-
re della laringe in stadio iniziale (casi TINOMO), trattati con radioterapia, riporta
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una correlazione statisticamente significativa tra sovraespressione di p53, riscontra-
ta nell’82% dei casi, e recidiva locoregionale (p < 0,0001). Infine Koch (1996) ** su
110 pazienti e Alsner (2001) # in due lavori con analisi di 114 e 58 pazienti con car-
cinoma della testa e del collo rilevano un rischio di recidiva locoregionale signifi-
cativamente piu alto per i pazienti con mutazione di pS3 (p = 0,02 Koch; p = 0,003
e p < 0,01 per Alsner).

A riguardo della ricerca di una possibile correlazione tra p53 e trattamento che-
mioterapico Cabelguenne (2000) '¢ evidenzia alla analisi multivariata una correla-
zione significativa tra mutazione di p53 e mancata risposta terapeutica (p < 0,004),
e Osaki (2000) '* riporta che il gruppo di pazienti con miglior prognosi mostrava
un’espressione di pS3 pari al 76,2% versus il 52,7% con una rilevanza statistica si-
gnificativa (p < 0,02). Infine Bradford (1999) !5 conferisce a questo gene, dopo ana-
lisi multivariata, un ruolo di marker prognostico predittivo per la selezione di pa-
zienti da sottoporre dopo trattamento chemioterapico a una preservazione d’organo.

Tali contrastanti risultati hanno contribuito a rendere ancora pit nebulosa la
comprensione della funzione di p53 e la sua correlazione con la prognosi, soprat-
tutto se si analizza criticamente quanto riportato da Soussi (2001) 5 e Takes (1998)
178 11 primo evidenzia come le mutazioni in una relativamente alta percentuale di ca-
si possano essere riscontrate al di fuori delle regioni comunemente analizzate ripor-
tando come solo il 14% dei lavori analizzino I’intero gene e come il riscontro di
un’alterazione di p53 negli esoni generalmente non valutati sia presente nel 13,6%
dei casi. Alcuni dati sembrerebbero inoltre sostenere 1’ipotesi che non tutte le muta-
zioni siano equivalenti e che, probabilmente, la detezione della mutazione non sia
di per sé sufficiente alla definizione della prognosi, dato che le differenze in strut-
tura e funzione delle diverse pS3 mutate si possono associare ad una prognosi in-
fausta od ad una mancata risposta ad uno specifico trattamento. L’autore conclude
asserendo che per assumere una valenza prognostica p53 deve essere correlata al se-
quenziamento del DNA al fine di stabilire I’esatta sede della mutazione stessa '8,
Takes infine riporta come 1’espressione di pS3 non sia identica nelle tre maggiori se-
di anatomiche del distretto testa-collo (laringe, faringe e cavo orale), ipotizzando
quindi una possibile intrinseca variabilita «biologica» del carcinoma originatosi da
sedi differenti tanto che 1’autore conclude che non pare giustificabile analizzare in-
sieme campioni di sede diversa.

Ruolo clinico-prognostico degli anticorpi anti-p53 presenti nel siero di pazien-
ti affetti da neoplasia della testa e del collo

La p53 mutata presente nelle cellule tumorali puo essere rilasciata nel compar-
timento extracellulare e da qui assorbita in circolo: il suo livello sierico si ¢ riscon-
trato aumentato in diversi tumori umani 7 '77 ed & stata anche osservata una buona
correlazione tra la presenza di autoanticorpi anti p53 e I’accumulo e/o la mutazione
di p53 nel tumore '“2, Tl meccanismo alla base della produzione di autoanticorpi an-
ti-p53 non & attualmente noto: si ipotizza che si inneschi una risposta da parte del
sistema immunitario verso questa nucleoproteina che risulta alterata e comunque ge-
neralmente non presente in circolo. Dall’analisi della letteratura emergono dati con-
trastanti sul valore clinico-prognostico degli anticorpi anti-p53, anche se consisten-
ti risultati si sono evidenziati per il carcinoma della mammella 62613123143 dello sto-
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Tab. L.
Studi sul significato prognostico di p53 nel carcinoma della testa e del collo trattati chirurgicamente.
Autore Numero % di % di Correlazione Correlazione Correlazione
campioni espressione mutazione con parametri con la recidiva con la
clinico locoregionale sopravvivenza
patologici
Pruneri 149 61% 28% NO NO NO
Hirvikoski 99 68% NO SI SI
Nakashima 92 47% NO
Nadal 89 64% NO NO
Salam 87 57% NO NO
Sarkar 61 31%
Dursum 51 63% NO NO
Klatka 50 90% NO
Chomchai 45 33% NO NO SI
Ioachim 44 40% NO NO
Michalides 115 42% NO NO
Dolcetti 30 73% NO NO
Friedman 69 55% NO NO NO
Sittel 47 51% NO NO
Stoll 107 50% NO
Yuen 2001 85 52% NO NO
Yuen 2000 193 60% SI NO NO
Pulkkinen 66 42% NO NO
Osaki 225 76% SI
Jin 83 71% NO SI
Jackel 88 77% NO SI
Nogueira 38 47% NO NO
Hedge 39 33% SI SI
Caminero 106 43% NO SI
Shin 69 52% SI SI

maco %19 ¢ del colon 7. In particolare nel carcinoma della mammella & stato pos-
sibile dimostrare un reincremento di Ab anti p53 a distanza di due anni dall’inter-
vento chirurgico e tre mesi prima della manifestazione di una recidiva  tanto che
si ipotizza che questo riscontro in alcuni tipi di tumore potrebbe essere un utile e ul-
teriore parametro da affiancare a quelli tradizionali per il controllo della risposta al-
la terapia e per sospettare precocemente una recidiva clinicamente non manifesta. A
supporto di questo ¢ importante sottolineare come, nel follow-up di pazienti con
questo istotipo tumorale, sieronegativi al momento della diagnosi, non siano ri-
scontrabili nel siero autoanticorpi anti p53 2%, Inoltre deve essere sottolineato che
si sono evidenziati nel siero di individui a rischio per esposizioni a sostanze tossi-
che o per abuso di sostanze voluttuarie la presenza di alti livelli di Ab anti p53, in
particolare in pazienti con esofagite di Barrett ' e in pazienti con leucoplachie del
cavo orale '3* tanto che si € ipotizzato che questi anticorpi possano essere utilizzati
per poter individuare lesioni precancerose a forte rischio di degenerazione carcino-
matosa. Per quanto riguarda il distretto cervico-facciale i dati riportati invece sono
particolarmente esigui e contrastanti. Chow (2001) 2! e Gottschlich (2000) 3 rileva-
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Tab. II.
Studi sul significato prognostico di p53 nel carcinoma della testa e del collo trattati con radio e/o
chemioterapia

Autore Numero % di % di Correlazione  Correlazione Correlazione
campioni espressione mutazione con parametri con la recidiva con la
clinico locoregionale sopravvivenza
patologici
Gallo 85 45% NO SI SI
Kokoska 70 61% NO
Pai 86 60% NO NO NO
Saunders 35 48% 48% NO NO
Kropveld 36 86% 72% NO
Riva 36 41% SI
Bradford 178 57% NO NO
Lera 57 56% NO NO
Overgaard 68 66% 42% SI SI SI
Narayama 67 46% SI
Cabelguenne 106 70% NO
Koch 110 44% NO SI NO
Alsner 114 39% SI SI
Warnakulasuria 111 32% SI SI
Raybaud-Diogene 101 49% SI SI
Awwad 79 53% NO NO
Gasparini 71 56% SI SI SI
Giatromanolaki 76 46% SI NO
Homma 111 55% SI NO NO
Nogueira 38 47% NO NO
Oka 77 58% SI SI
Osaki 225 76% SI
Tan 90 41% NO NO
Xie 85 61% NO NO
Wilson 99 NO NO
Couture 304 449% SI SI
Obata 35 41% SI SI

no la presenza di anticorpi anti-p53 non solo nel siero di pazienti con neoplasia del-
la testa e del collo (frequenza del 20-30% dei casi) ma anche, seppur in una per-
centuale piu piccola, in pazienti appartenenti al gruppo di controllo, tanto che Chow
conclude che al momento attuale la loro presenza non puo essere di per sé diagno-
stica di tumore né tantomeno puo essere utilizzata come screening di popolazioni a
rischio '#., Similmente, anche il valore prognostico di tali anticorpi & controverso.
Da una parte Bourhis (1996) '3 riporta una correlazione tra prognosi infausta e pre-
senza nel siero di anti-p53, dall’altro Chow (2001) ' dimostra che alti livelli sierici
preoperatori di anti-p53 di 75 pazienti con tumore del distretto cervicocefalico si as-
sociano significativamente con una maggior frequenza di metastasi linfonodali
(65% vs. 27%, p = 0,002) senza riportare alcuna correlazione significativa tra pre-
senza preoperatoria di anticorpi anti-p53 e sopravvivenza globale e libera da malat-
tia (entrambe con p > 0,05), in linea con quanto riportato da Gottschlich (2000) 8
su una casistica di 109 carcinomi della testa e del collo.
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Tab. IIL.
Correlazione tra p53 e sopravvivenza all’analisi multivariata.

Autore N° Campioni Disease Overall
Sede Free survival Survival
Awwad 79 NO NO
Overgaard 68 SI SI
Raybaud-Diogene 101 SI
Kokoska 70 NO NO
Alsner 114 SI SI
Chomchai 45 NO NO
Gasparini 71 SI NO
Giatromanolaki 76 SI NO
Gallo 85 SI SI
Hirvikoski 99 NO SI
Homma 111 NO NO
Jin 83 SI
Hedge 39 SI SI
Koch 110 SI NO
Lera 57 NO NO
Oka 77 NO NO
Jackel 88 SI
Yuen 193 NO NO
Warnakulasuria 111 SI SI
Caminero 106 NO SI
Shin 69
Michalides 115

Alla luce di queste considerazioni appare evidente che ancor oggi non ¢ possi-
bile attribuire, per il carcinoma della testa e del collo, alla presenza nel siero di an-
ticorpi anti-p53 un sicuro e attendibile significato prognostico.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Un’attivazione di pS3 nel carcinoma della testa e del collo attraverso analisi im-
munoistochimiche e molecolari, & stata dimostrata in circa il 50-80% dei casi.

Alterazioni del gene p53 sono riscontrabili in aree di mucosa displastica e mu-
cosa normale adiacenti al tumore, tanto che si ritiene che pS3 possa essere coinvol-
to nelle fasi precoci del processo di carcinogenesi.

La maggior parte dei dati riportati, in particolare per il carcinoma squamocellu-
lare della laringe, evidenziano che non esiste nessuna correlazione statisticamente
significativa tra pS3 e le variabili clinico patologiche generalmente considerate.

Alla luce dei dati attuali il gene oncosoppressore p53 non puo essere considera-
to per il carcinoma della testa e del collo un fattore prognostico indipendente in
quanto al momento della diagnosi questo gene non fornisce con assoluta certezza
informazioni sulla evoluzione clinica sia in termini di sopravvivenza libera da ma-
lattia che globale.
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L’impossibilita di conferire un valore prognostico a questo gene deve essere an-
che riferita alla mancanza di una chiara, definita e standardizzata valutazione, alla
eterogenicita delle casistiche che comprendono spesso tumori a partenza da diffe-
renti sedi, a stadio diverso, ed analizzate con differenti metodiche, responsabili in
ultima analisi dei risultati spesso contrastanti e discordanti tra loro. Infatti, i fattori
che generalmente influenzano questi studi includono un non adeguato reclutamento
dei pazienti e sono caratterizzati da problemi di ordine metodologico, tanto che og-
gi studi statistici meta-analitici indicano che solo per il carcinoma del polmone, del-
la mammella e per i linfomi non Hodking si possa conferire a p53 un significato pro-
gnostico.

La conflittualita dei dati riportati potrebbe essere ascritta per questo gene anche
al fatto che alcuni studi per diverse neoplasie, tra cui i carcinoma della testa e del
collo, conferiscono a specifiche mutazioni di pS3 un differente ruolo prognostico. Si
riporta che pazienti con neoplasia della testa e del collo con una mutazione specifi-
ca erano caratterizzati da una sopravvivenza ridotta od a una scarsa risposta tera-
peutica rispetto ai pazienti con p53 normale o wild type o con altro tipo di muta-
zioni.

Diverse evidenze in letteratura dimostrano che questo gene puo influenzare e
modulare la risposta cellulare al trattamento radio-chemio terapico tanto che da un
lato sono stati dimostrati i potenziali effetti radiosensibilizzanti di una p53 normale
(p53wild type), dall’altro ¢ riportato che il riscontro di mutazioni di p53 (p5S3M) im-
pedisce alla cellule sottoposte a radio e/o chemioterapia di andare in apoptosi.

Ciclina DI, cdk e mutazioni di 11q13. Studi recenti dimostrano che la regola-
zione del ciclo cellulare e pertanto della progressione della cellula non dipende sol-
tanto da checkpoints regolati dal gene oncosoppressore pS3 e dall’Rb ma anche da
altri meccanismi molecolari, come quello della ciclina D1 che attraverso il legame
ciclina D/cdk4 e cdk®6 attiva la proteina tumore soppressiva dell’Rb consentendo al-
la cellula di entrare nella fase S del ciclo cellulare '° %8 1° Evidenze suggeriscono
che i geni regolatori del ciclo cellulare, particolarmente quelli coinvolti nel check-
point ciclinaD/pRB possono essere targets di lesioni coinvolte nei processi di tumo-
rigenesi 19617 11 gene della ciclina D1, che frequentemente appare amplificato, re-
gola la progressione del ciclo cellulare a livello del check point G1/S e la sua so-
vraespressione che segue costantemente 1’amplificazione o il riarrangiamento del
gene sembra contribuire all’oncogenesi guidando le cellule nella transizione dalla
fase G1 alla fase S '°. Numerose ricerche hanno evidenziato come 1I’amplificazione
e la sovraespressione del gene bcl-1 (PRAD-1/Ciclina D1) sul cromosoma 11q13 sia
un evento comune nel carcinoma spinocellulare della testa e del collo ! 10-12 14 44-46 84
0L HTTI7-120 124 128 134 144 Benché la sovraespressione della ciclina D1 sia strettamente
associata all’amplificazione genica ci sono prove della presenza di overespressione
proteica anche in casi in cui non si ¢ osservata amplificazione genica; la spiegazio-
ne di tale fenomeno non ¢, ad oggi, completamente chiarita ' 4° 0! 14 tuttavia, alla lu-
ce dei dati riportati dalla nostra scuola *, oggi puo essere attuata una valutazione
dello status del gene analizzandone 1’espressione con tecniche immunoistochimi-
che.

Diverse sono le prove scientifiche che evidenziano come la trasfezione di cellu-
le normali con ciclina D1 garantisca a queste un vantaggio selettivo di crescita de-
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terminando una loro trasformazione in senso tumorale 33 1% come alterazioni sia
quantitative che qualitative nella produzione del complesso proteico della ciclina D1
siano in grado di determinare una perdita nella regolazione della proliferazione cel-
lulare * e come queste nei tumori del distretto testa-collo si associano ad una piu ag-
gressiva crescita del tumore ed una peggiore prognosi ! ! 444699 117-119124 144 Per y]tj-
mo, anche se ad oggi non & ancora completamente chiarito il loro ruolo nel processo
di tumorigenesi del carcinoma squamocellulare della testa e del collo, sembra che al-
la crescita incontrollata delle cellule concorrano anche la presenza di amplificazione
e sovra-espressione delle chinasi ciclina-dipendenti, specialmente delle cdk-4.

Alterazioni del gene bcl-1 sono state spesso osservate nei carcinomi squamocel-
lulari della testa e del collo ! 12454684120 ¢op yna frequenza diversa a seconda delle
sedi considerate: meno frequenti per carcinomi orofaringei e laringei ! ', piu fre-
quenti per neoplasie a sede ipofaringea '''. Dalla letteratura emerge che 1’amplifica-
zione o la sovraespressione della ciclina D1, oltre a essere riscontrabile in tumori
maggiormente aggressivi, si associ anche ad un’evoluzione clinica sfavorevole con-
siderata come sopravvivenza globale legata ad una ripresa di malattia locale piutto-
sto che alla comparsa di metastatizzazione linfonodale ! !! 14101 11 118 119124 128 144 178

I dati che conferiscono un ruolo prognostico a questo gene considerando casi-
stiche relativamente ampie (da 73 casi a 149) si basano sulla valutazione dell’e-
spressione del gene attraverso tecniche immunoistochimiche mediante 1’uso di anti-
corpi monoclonali. A nostra conoscenza solo due autori considerano casistiche omo-
genee per sede quale la laringe 3144, In particolare Pignataro et al. (1998) * analiz-
zando campioni di tumore provenienti da 149 pazienti sottoposti a trattamento chi-
rurgico concludono dopo analisi univariata e multivariata che la sovraespressione di
ciclina D1 rappresenta un fattore prognostico indipendente sia per la comparsa di re-
cidiva che per la sopravvivenza globale (p = 0,0005, p = 0,0152 all’analisi univa-
riata; p = 0,0238, p = 0,0622 all’analisi multivariata).

Il riscontro in questa ricerca, di una sovraespressione in tutti i casi amplificati,
suggerisce che 1’analisi immunoistochimica possa essere un metodo sicuro per la
valutazione di questo gene. Inoltre I’evidenza, in analisi multivariata, di una corre-
lazione significativa tra sovraespressione di ciclica D1 con metastatizzazione linfo-
nodale e prognosi, permette di osservare che la ciclina D1 puo essere un utile marker
da affiancare a quelli tradizionali per selezionare pazienti a prognosi infausta da sot-
toporre a follow-up piu accurati ed a trattamenti pit aggressivi. Il significato pro-
gnostico della ciclica D1 & inoltre confermata da Dong et al. (2001) 3 che riportano
in uno studio effettuato su una casistica comprendente 102 pazienti, scelti in modo
randomizzato su un totale di 408 soggetti sottoposti ad intervento chirurgico per car-
cinoma laringeo, come la ciclina D1 ed anche il CDK4 siano fattori prognostici in-
dipendenti per il riscontro di una correlazione statisticamente significativa tra la lo-
ro sovraespressione, considerata come positivitd della molecola in almeno il 25%
delle cellule neoplastiche, e la riduzione dell’intervallo libero da malattia e della so-
pravvivenza assoluta (p < 0,0001 e p = 0,0008 rispettivamente).

In riferimento a casistiche di tumori non selezionati ma comprendenti neoplasie
a sede diversa della testa e del collo devono essere discussi i dati di Michalides
(1995, 1997) 18119 Kuo (1999) * e Akervall (1997) ! che riportano in modo omoge-
neo una correlazione statisticamente significativa tra sovraespressione di clinica D1
e prognosi infausta.
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La pilt ampia casistica deve essere riferita a Michalides "8 '"° che ha condotto
uno studio su 115 pazienti, dei quali 13 presentavano piu del 50% delle cellule neo-
plastiche positive per sovra-espressione della ciclina D1 (++), 44 presentavano po-
sitivita nel 5-50% delle cellule (+), 12 nell’1-5% () riportando una significativita
statistica tra sovraespressione della ciclina D1 ed intervallo libero da malattia (p =
0,005). Kuo *°, su 88 pazienti, con neoplasie localizzate al distretto testa-collo (4 al
labbro, 21 alla lingua, 29 alla gengiva, 3 al pavimento orale e 31 alla mucosa oro-
faringea) dimostra che i pazienti che presentavano neoplasie contenenti piu del 10%
di cellule positive per ciclina D1 presentavano una sopravvivenza assoluta signifi-
cativamente inferiore rispetto al sottogruppo di pazienti considerati ciclina D1 ne-
gativi (espressione < del 10%) (p = 0,046). Infine Akervall ! su 75 pazienti affetti da
carcinoma spinocellulare primitivo della testa e del collo, riscontra nel 41% dei ca-
si una sovraespressione della ciclina D1 che si associa ad una sopravvivenza piu
bassa (p = 0,047) mantenendo una significativita all’analisi multivariata, da poter
considerare questo gene un fattore prognostico indipendente.

A riguardo degli studi che correlano la sovraespressione della ciclina alla pro-
gnosi pare importante sottolineare quanto riportato da Masuda (1996) "' su una ca-
sistica selezionata di 42 casi di carcinoma ipofaringei. E riportata un’incidenza di
sovraespressione del 54,8% piu alta rispetto alle percentuale riscontrata nella altri
sedi della testa e del collo e una correlazione significativa con la presenza di meta-
stasi linfonodale (p = 0,037) e la prognosi (p = 0,027).

I dati riguardanti I’amplificazione del gene nel carcinoma squamocellulare del-
la testa e del collo risultano esigui ! !! 8 01 134134 particolarmente se riferiti alla pro-
gnOSi 111101 128 134'

Namazie (2002) '? analizzando 103 pazienti affetti da carcinoma della testa e
del collo, riporta una correlazione statisticamente significativa tra amplificazione
del gene, recidive locoregionali (p = 0,0212), metastasi a distanza (p = 0,0257) e so-
pravvivenza a 36 mesi (p = 0,0042). In particolare 1’autore riporta un 39% di reci-
dive vs un 19,3% nei pazienti con amplificazione del gene. Akervall (1997) ' ana-
lizza il gene della ciclina D1 suddividendo 116 pazienti affetti da carcinoma della
testa e del collo sulla base delle alterazioni strutturali interessanti la regione 11q13
(da k1, con cariotipo normale a k4 con almeno 4 differenti riarrangiamenti struttu-
rali in un unico clone cellulare). I dati riportati evidenziano come il 90% dei pazienti
portatori di mutazioni od altre alterazioni a carico della regione 11q13 sia deceduto
a causa della neoplasia, contro il 46% dei pazienti privo di alterazioni genomiche (p
= 0,001) e come la percentuale piu alta di decessi, pari al 61%, si sia avuta nel sot-
togruppo di pazienti classificati come K4 rispetto agli altre gruppi considerati (p =
0,02). Infine gli altri autori riportano su casistiche differenti una correlazione stati-
sticamente significativa tra amplificazione, recidiva locoregionale o sopravvivenza
globale.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1) Alla luce dei dati riportati in letteratura emerge come la sovraespressione di
clinica D1 ed anche I’amplificazione del gene siano associati ad una sopravvivenza
libera da malattia e globale ridotta tanto che questo gene pud essere considerato un
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Tab. IV.

Studi sul significato prognostico della ciclina D1 nel carcinoma della testa e del collo.

Autore Numero % di % di Correlazione Correlazione Analisi
pazienti espressione amplificazione con la con la multivariata

recidiva  sopravvivenza

Muller 178 57% NO
Pignataro 149 32% SI SI SI
Bova 148 68% SI SI SI
Akervall 116 SI SI
Michalides 115 49% SI

Dong 102 58% SI SI SI
Akervall 75 41% 26% SI ST
Noguiera 56 34% SI NO
Bellacosa 51 18% SI SI
Kyomoto 45 53% 22% SI NI

(amplificazione)

Namazie 103 30% SI SI ST

(amplificazione)
Masuda 42 54% SI

marker clinico prognostico indipendente per il carcinoma della testa e del collo da
affiancare a quelli tradizionali per selezionare pazienti a prognosi infausta da sotto-
porre a trattamenti pit aggressivi e/o a follow-up pil ravvicinati.

2) 1l riscontro da noi osservato che la sovraespressione della ciclina D1 sia ri-
scontrabile, anche in alcuni casi non amplificati, benché non sia spiegabile da un
punto di vista strettamente biologico, suggerisce che I’immunoistochimica possa es-
sere la metodica di scelta per valutare lo stato di questo gene.

3) La significativa associazione tra sovraespressione di ciclina D1 e presenza di
metastasi linfonodale anche in casi clinicamente valutati come NO ma caratterizzati
da una metastatizzazione subclinica (casi pN+) suggerisce come 1’analisi immunoi-
stochimica su campioni bioptici di tumore, possa rappresentare un addizionale me-
todo per selezionare pazienti da sottoporre a svuotamento funzionale del collo o a
trattamenti complementari.

4) 11 riscontro di una piu alta percentuale di alterazioni del gene ciclina D1 in
sedi specifiche supporta quanto riportato da alcuni autori che sottolineano una pos-
sibile intrinseca diversita «biologica» del carcinoma originatosi da sedi diverse, ca-
pace di caratterizzare tumori con peculiari e specifiche propensioni cliniche.

p21. La p21, localizzata sul cromosoma 6p21.2, anche nota con il nome di
WAF]1 (wild-type p53 activated fragment 1) ¢ una proteina coinvolta nella regola-
zione del ciclo cellulare, in particolare nell’arresto della transizione tra fase G1 e fa-
se S %6786 T.a sua espressione & risultata aumentata in diversi tumori, dove & stata
segnalata a livello del citoplasma ed ¢ stata trovata essere associata alla prognosi in
diverse neoplasie quali carcinomi del polmone, della mammella, della prostata e
dello stomaco °57 % 112, Per i carcinomi della testa e del collo la rilevanza clinica di
p21 ad oggi non ¢ ancora stata ampiamente chiarita; ¢ stata osservata sovraespres-
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sione in percentuali variabili tra il 30 e 1’80% 3886165 198199 "tyttavia pochi sono i la-
vori che riportano dati relativi ad un suo ruolo prognostico.

Secondo i dati della letteratura non tutti gli autori sono concordi nell’attribuire
a p21 un ruolo prognostico 4419819 In riferimento ad una possibile correlazione tra
questo gene e la prognosi Yuen et al. (2000, 2001) %8 *° riportano su 87 casi di car-
cinomi spinocellulari della lingua una sovraespressione di p21 nel 56% dei pazien-
ti, con un riscontro statisticamente significativo in questo gruppo di pazienti (49 ca-
si) di una maggior comparsa di recidive ed una ridotta sopravvivenza (p = 0,0026 e
p = 0,044 rispettivamente). Erber (1997) * riporta su 42 casi di carcinomi della te-
sta e del collo una correlazione statisticamente significativa tra sovraespressione di
p21, riscontrata nel 67% dei casi, ed una ridotta sopravvivenza globale e libera da
malattia (p = 0,0071 e p = 0,0019 rispettivamente) sostenendo che 1’accumulo di
p21 ¢ compatibile con un incremento della attivita proliferativa della cellula tumo-
rale.

p27. La proteina p27, inibitore della progressione del ciclo cellulare, regola la
progressione dalla fase G1 alla fase di sintesi attraverso un legame con il comples-
so ciclinaE-cdk2, cui consegue I’inibizione della chinasi e quindi il blocco della pro-
gressione del ciclo vitale della cellula con arresto della mitosi ©'47. E stato osserva-
to come i livelli intracellulari di p27 aumentano in risposta all’inibizione da contat-
to ed in seguito a numerosi stimoli esterni antimitotici % e come questa oncopro-
teina sia espressa in quantita maggiori nelle cellule in stato di quiescenza rispetto a
quanto non avvenga nelle cellule in attiva proliferazione '8, Da queste osservazio-
ni numerosi ricercatori hanno cercato di comprendere un possibile ruolo di questo
oncogene nei fenomeni di carcinogenesi. Secondo dati relativamente recenti & stato
possibile dimostrare un suo coinvolgimento nelle varie fasi di sviluppo di differen-
ti neoplasie tanto che I’espressione di p27 nelle cellule neoplastiche, a differenza
delle mutazioni, invece raramente riscontrabili, ¢ stata studiata come possibile indi-
catore del comportamento tumorale e del decorso clinico ' '4%: ’assenza o il decre-
mento della espressione di p27 ¢ stato, infatti, associato ad una prognosi sfavorevo-
le in diverse neoplasie 233943 105122 148

Dalla letteratura si evince come la bassa espressione di p27 si riscontri in aree
di mucosa displasica suggerendo che questo gene possa essere coinvolto anche nel-
le fasi precoci del processo di carcinogenesi ¥’.

La rilevanza clinica di p27 nei carcinomi della testa e del collo non & ancora sta-
ta adeguatamente investigata e definitivamente chiarita 3°. Un numero di lavori re-
lativamente ridotto riguardante p27, di cui tre riguardanti casistiche selezionate di
carcinoma laringei, correlano 1’espressione dell’oncogene alla prognosi riportando
dati sostanzialmente univoci che conferiscono alla proteina p27 un ruolo clinico
prognostico 4088 10015217 "Piyy in dettaglio il nostro gruppo di ricerca 32 ha determi-
nato il valore prognostico dell’espressione proteica di p27 nel carcinoma squamo-
cellulare della laringe in 132 pazienti, riscontrando significativita statistica per I’in-
tervallo libero da malattia e per la sopravvivenza assoluta all’analisi multivariata ta-
le da poter considerare questa proteina un fattore prognostico indipendente nel car-
cinoma della laringe. Questi dati vengono inoltre confermati da Tamura (2001) ',
da Kapranos (2001) 8, Fujieda (1999) %° e Kuo (2002) ' tanto che questa univocita
di riscontro consente di affermare che questo gene ¢ un utile marker prognostico da



130 L. Pignataro et al.

affiancare ai tradizionali parametri clinico patologici, capace di individuare pazien-
ti con forme di carcinomi della testa e del collo piu aggressive, da sottoporre a trat-
tamenti complementari (RT e/o RT+CT) e a follow-up piu ravvicinati. Per pazienti
con carcinoma non a sede laringea Choi (2001) 2° ¢ Mineta (1999) 2! conferiscono
al gene p27 in analisi multivariata una significativita statistica. In particolare Mine-
ta 12!, in due successivi lavori, rileva su una casistica di 94 pazienti con carcinoma
della lingua e su di 81 pazienti con carcinoma ipofaringeo che il gruppo di pazienti
con alti livelli di p27 presenta una percentuale di sopravvivenza pari al 66% rispet-
to ad un 33% del gruppo con bassi livelli di p27.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1) 1l fatto che sia stato riportato un unico articolo che evidenzia una correlazione
statisticamente significativa tra p21 e prognosi, ed oltre tutto limitato ai soli tumori
della lingua, identifica una situazione di grande incertezza e di difficile possibilita di
estensione del concetto a tutto il distretto testa e collo; nuovi studi devono necessa-
riamente essere approntati prima di poter conferire un ruolo prognostico a questa pro-
teina per i pazienti affetti da carcinoma spinocellulare della testa e del collo.

2) L’analisi critica dei dati su p27, permette di affermare che pud essere consi-
derata un fattore prognostico indipendente in quanto capace di identificare sotto-
gruppi di tumori a bassa espressione ed a prognosi infausta sia per la sopravviven-
za libera da malattia che la comparsa di recidiva. p27 puo essere quindi valutata co-
me un utile marker prognostico da affiancare ai tradizionali parametri clinico pato-
logici per selezionare sottogruppi di pazienti da sottoporre a trattamenti piu aggres-
sivi e o complementari (radio e/o chemioterapia).

3) L’omogeneita delle metodiche di analisi e di conta, non riscontrabili per gli
altri oncogeni, sembra contribuire alla univocita dei risultati e quindi a facilitarne il
confronto.

4) L’ipotesi che la «down» regolazione di p27 possa determinare un decremen-
to della adesione intercellulare alterando il sistema di adesione cellulare e favoren-
do pertanto la crescita tumorale e la metastatizzazione supporta il dato riscontrato
dalla maggior parte degli autori di un correlazione tra bassi livelli di p27 e presen-
za di metastasi linfonodale locoregionale e/o a distanza confermando che alterazio-
ni di questo gene si accompagnano a forme tumorali pill aggressive.

5) Anche per questo oncogene come per la ciclina D1 si segnala il riscontro di
differenti percentuali di espressione a seconda della sede considerata.

EGFR/Erb-Bl. E uno dei primi oncogeni di cui si & dimostrato un coinvolgi-
mento nel distretto testa e collo. codifica per il recettore del fattore di crescita epi-
dermico (EGF) noto come EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor). Fisiologi-
camente il processo di proliferazione innescato dall’EGF ¢ regolato sia dalla quan-
tita di EGF presente che dalla disponibilita dei recettori; nelle cellule neoplastiche
questo processo risulta incrementato in quanto sono presenti un abnorme numero di
recettori: si riporta un loro incremento in una percentuale superiore al 50% nelle
neoplasie della testa e del collo '*°. Un aumentato livello di EGFR ¢ riscontrabile in
numerose neoplasie umane 133 141 161164 "’ amplificazione genica non sembra rivestire
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un ruolo determinante, mentre sono probabilmente coinvolti I’incremento della tra-
scrizione dell’RNA e I’iper-produzione proteica ®2. Si riportano, infatti, frequenze di
iperespressione nell’ordine del 50-60%, di cui solo il 10% associate ad anomalie
strutturali del gene, come amplificazione e riarrangiamento 8!,

Dalla analisi della letteratura emerge come i dati a riguardo della distribuzione
dell’EGFR in relazione ai parametri clinico patologici siano esigui. A nostra cono-
scenza, solamente 5 lavori di cui 3 inerenti al distretto laringeo, correlano 1’iper-
produzione di EGFR alla prognosi dei pazienti affetti da carcinoma spinocellulare,
e di questi solo 3 si basano su una relativa ampia casistica (da 91 a 140 casi).

Pill in dettaglio, Maurizi et al. (1992, 1996) '3 14 riportano dati riguardanti I'EG-
FR in pazienti affetti da carcinoma squamocellulare della laringe inizialmente su 103
e, successivamente su una casistica piu ampia comprendente 140 pazienti. In parti-
colare, gli autori nel primo lavoro ''* hanno riscontrato che 51 dei 103 pazienti pre-
sentavano un incremento dell’EGFR, con un’associazione statisticamente significa-
tiva tra sovraespressione di EGFR e prognosi infausta (p = 0,02). Gli stessi autori in
un lavoro successivo riportano ''* che ben il 76% dei pazienti EGFR+ avevano reci-
divato localmente e che il 53% di questi aveva manifestato una sopravvivenza glo-
bale a cinque anni del 25% rispetto all’82% osservata nei pazienti EFGR negativi. Il
significato prognostico di questo oncogene viene avvalorato dal mantenimento, in
entrambi gli studi, di una significativita statistica alla analisi multivariata risultando
insieme all’estensione del tumore il solo fattore prognostico indipendente.

Maurizi et al. (1996) ', sottolineano inoltre come alti livelli di EGFR siano cor-
relabili con alti livelli di catepsina D in pazienti a stadio avanzato e con metastasi
linfonodale supportando I’ipotesi che questo oncogene possa essere coinvolto anche
nei meccanismi di invasione e metastatizzazione attraverso la regolazione di protei-
ne (catepsina D, metalloproteinasi) coinvolte nei meccanismi di diffusione vascola-
re durante 1’angiogenesi *’. La catepsina D & un’endopeptidasi alla quale, oltre ad
essere stato attribuito, vista la sua attivita proteolitica, un ruolo nella invasione neo-
plastica, ¢ anche stato assegnato un effetto mitogeno in vitro. Gia dai primi anni 90
¢ stata osservata un’aumentata concentrazione di catepsina D in alcune neoplasie
umane tra cui il carcinoma spinocellulare della laringe *!. Viene riportata dopo un’a-
nalisi su 63 pazienti ''> una correlazione significativa tra la sovraespressione di ca-
tepsina D e peggioramento della prognosi, sia in termini di sopravvivenza assoluta
(p = 0,04), sia di intervallo libero da metastasi (p = 0,005), mentre non significati-
vo ¢ il rapporto tra espressione e ripresa della malattia (p = 0,10). Smith (2001) 7
riscontra alla analisi multivariata una significativa riduzione di recidive (p = 0,002)
in pazienti, con carcinoma della cavita orale e orofaringei, EGFR positivi, trattati
con chirurgia e radioterapia. Infine Grandis et al. (1998) ® hanno condotto uno stu-
dio su 91 pazienti affetti da carcinoma spinocellulare primitivo del distretto testa-
collo, sottoposti a trattamento chirurgico, al fine di correlare 1’espressione di EGFR
alla prognosi insieme alla valutazione del TGF-a. Il TGF-a (transforming growth
factor) ¢ un ligando del recettore di membrana EGFR che Todd et al. (1989) !#2 han-
no dimostrato essere coinvolto nel processo di trasformazione neoplastica di cellu-
le di carcinoma squamocellulare della testa e del collo. Lo studio di Grandis * ri-
porta alla analisi multivariata una correlazione statisticamente significativa tra ele-
vati livelli di EGFR e di TGF-a e recidiva locoregionale e sopravvivenza globale (p
=0,0001).
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ErbB-2/Her2-neu. Alla stessa famiglia degli oncogeni c-erb-B appartiene anche
il gene c-erb-B2 o gene Her2-neu che ¢ stato trovato frequentemente iperespresso in
differenti neoplasie *? 8215, Recenti studi sostengono 1’ipotesi che 1’oncoproteina
erb-B2 agisca sulle caderine alterando il sistema di adesione cellulare e favorendo
pertanto la crescita tumorale e la metastatizzazione '”’. Nonostante sia generalmen-
te accettato che c-erb-B2 abbia un ruolo importante nel definire I’aggressivita del
tumore, particolarmente per il carcinoma del polmone e della mammella, tuttavia
queste conclusioni non sono esenti da critiche da parte di diversi autori tra cui Kay
et al. (1994) %, date le molteplici problematiche di interpretazione riferibili alla dif-
ficolta di lettura dei campioni. Sebbene una sovraespressione di c-erb-B2 sia stata
riportata in letteratura per il carcinoma della testa e del collo 2#*7® una correlazione
tra questo oncogene e la prognosi ¢ stata poco analizzata tanto che i dati appaiono
esigui e per di pili ampiamente contrastanti. Xia (1997) 1%, Shiga (2000) '7° ¢ Werk-
meister (2000) '¥7 riportano una correlazione significativa tra c-erb-B2 e comparsa
di recidiva locoregionale e ridotta sopravvivenza valutando I’amplificazione o I’e-
spressione del gene.

Xia % riferisce, in uno studio condotto su 80 pazienti con carcinoma orale e trat-
tati in prima istanza con terapia chirurgica, che la sovraespressione di c-erb-B2 ri-
scontrata in 41 pazienti era significativamente associata con la ridotta sopravviven-
za. Shiga '7° in uno studio simile, ma in casi trattati con terapia complementare (ra-
dio e/o chemioterapia) e su una casistica particolarmente esigua, comprendente so-
lo 29 pazienti, riporta una correlazione significativa tra espressione di c-erb-B2 e
comparsa di recidiva locoregionale e ridotta sopravvivenza (p = 0,023 e p = 0,029
rispettivamente).

Wekmeister ¥ riscontra che 1’amplificazione di questo gene si correla dopo
analisi multivariata di 100 casi di carcinomi orali in modo statisticamente significa-
tivo ad una sopravvivenza ridotta (p = 0,01). Per contro Giatromanolakis (2000) >
non conferisce nessun valore prognostico, dopo analisi di 89 casi con carcinoma
avanzato della testa e del collo, non riscontrando nessuna associazione tra cerb-B2,
1 parametri clinico-patologici, la risposta alla chemio o radioterapia e I’evoluzione
prognostica.

Rb. 11 gene che codifica la proteina Rb ¢ localizzato sul cromosoma 13q. Alte-
razioni coinvolgenti questa regione costituiscono un evento relativamente frequen-
te nei carcinomi della testa e del collo: i dati della letteratura riportano che circa il
50% di questi mostra una perdita allelica a carico di sequenze site in questa area cro-
mosomica '*2. Le prime evidenze di una correlazione di Rb si devono a Maestro et
al. (1993) ' che, partendo dalla considerazione che spesso nelle neoplasie della te-
sta e del collo si hanno alterazioni del braccio lungo del cromosoma 13, hanno ri-
cercato una correlazione tra mutazioni del gene Rb ed insorgenza di carcinomi spi-
nocellulari, senza evidenziare alcuna correlazione diretta tra mutazioni di Rb e neo-
plasia, ma riscontrando mutazioni in regioni molto vicine al gene stesso. A nostra
conoscenza solo 2 lavori riportano una correlazione significativa tra questo gene e
la prognosi nei carcinomi della testa e del collo. Dokiya (1998) 3! dimostra una cor-
relazione tra con la prognosi di pazienti affetti da neoplasia laringea riscontrando
un’alterazione di pRb nel 92,1% degli 89 casi analizzati con una significativa ridot-
ta sopravvivenza a 5 anni (p = 0,0437). Tanaka (2001) '8! riporta dopo analisi mul-
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tivariata su 122 casi di carcinoma del cavo orale una prognosi peggiore nei casi
pRb2 negativi (p = 0,0004).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1) Dato il riscontro di un’alterazione di EGFR anche nelle aree non neoplasti-
che adiacenti al tumore il gene puo essere considerato uno dei pattern molecolari
precocemente alterati nel processo di carcinogenesi tanto che una sua sovraespres-
sione potrebbe essere indice di potenziale evoluzione verso la malignita di un’area
clinicamente e istologicamente sana. Inoltre questo gene sembra giocare un ruolo
importante nella caratterizzazione molecolare in quanto capace di individuare tu-
mori che a parita di stadiazione clinica manifestano una maggiore aggressivita per
un’intrinseca caratteristica biologica e pertanto da trattare con protocolli piu ag-
gressivi.

2) Dall’analisi della letteratura emerge come gli autori a riguardo della distribu-
zione dell’EGFR siano relativamente concordi nel conferire a questo gene un ruolo
clinico prognostico. Inoltre, anche se esigui, i recenti dati riportati in letteratura sul-
I’espressione di EGFR nei tumori trattati con radio e/o chemioterapia, suggeriscono
un suo ruolo, insieme con altri parametri, come marker di chemio-sensibilita. Dal
punto di vista clinico, cio potrebbe avere un notevole impatto nella selezione di pa-
zienti da sottoporre a protocolli integrati. Una possibile spiegazione di un suo coin-
volgimento nei meccanismi di chemioradiosensibilitd potrebbe essere ascritta alla
stimolazione di un’attivita proliferativa intrinseca della cellula tumorale, che la ren-
derebbe pil sensibile all’attivita di agenti citotossici.

3) L’analisi dei dati sembra supportare un pill importante ruolo, nella tumorige-
nesi di queste neoplasie, dell’espressione dell’RNA e quindi del recettore per I’EGF
rispetto alla sua amplificazione genica tanto che la valutazione di questo gene po-
trebbe unicamente avvalersi di metodiche immunoistochimiche.

4) Per il gene cerb-B2 sebbene sia generalmente accettato un suo importante
ruolo per definire 1’aggressivita del tumore in alcune neoplasie, per il carcinoma
della testa e del collo non puo essere conferita al momento una validita prognostica
in quanto le uniche due casistiche relativamente ampie riportano dati antitetici. Inol-
tre emerge come gli studi comprendano pazienti sottoposti a trattamenti diversi e co-
me siano riportate problematiche di interpretazione riferibili alla difficolta di lettu-
ra dei campioni.

Bcl-2. Bcl-2 ¢ un oncogene, localizzato sul cromosoma 18q21, coinvolto nel ci-
clo cellulare e piu precisamente nei meccanismi apoptotici; data la sua funzione in
questa critica tappa di vita della cellula, & evidente un suo ruolo nel comportamen-
to biologico dei tumori '8!. Benché la sua sovra-espressione sembri conferire, bloc-
cando i meccanismi di morte programmata, un vantaggio di sopravvivenza selettivo
per le cellule alterate, in letteratura i lavori riguardanti la prognosi sulle neoplasie
del distretto testa-collo in relazione a questo dato sono poco numerosi e soprattutto
assolutamente discordanti: per alcuni la sovraespressione si associa ad una progno-
si peggiore mentre per altri invece influenza positivamente la sopravvivenza 48483
86188190196 Secondo alcuni, queste discordanze, potrebbero essere ascritte al fatto che
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questo oncogene agisce in associazione con una proteina ad azione opposta ad esso
correlata (gene bax ad azione proapoptotica) capace di influenzarne I’attivita: ¢ in-
fatti verosimile che sia un «balance» tra bcl-2 e bax a determinare 1’attivazione o
meno dei processi apoptotici capaci di indirizzare la cellula neoplastica verso la
morte 0 verso una selettiva proliferazione.

Dalla letteratura emerge come spesso non si conferisce a questo oncogene un
valore prognostico per i pazienti affetti da carcinoma della testa e del collo trattati
chirurgicamente 886, A nostra conoscenza solo 3 lavori, dei quali due su casistiche
selezionate di carcinomi laringeo 3*% ed il terzo di carcinoma della lingua ¢ confe-
riscono al gene una valenza prognostica e di questi unicamente due % ! si basano
su una casistica sufficientemente ampia (85 e 88 casi). Piu in dettaglio Xie et al.
(1999) 6 su 85 pazienti con neoplasia squamocellulare primitiva localizzata alla
lingua riportano che i casi con elevata espressione di bcl-2 hanno manifestato un in-
tervallo libero da malattia significativamente inferiore rispetto a quelli bcl-2 negati-
vi (p = 0,0262). Inoltre i pazienti con un rapporto di espressione bcl-2/bax maggio-
re di 1 hanno presentato un decorso clinico significativamente meno favorevole ri-
spetto al gruppo di casi caratterizzati da un rapporto minore di 1 (p < 0,0001). Infi-
ne questo andamento trova conferma da parte di Jickel et al. (2000) 3 che riscon-
trano, in 84 campioni di carcinoma squamocellulare della laringe, a latere di una so-
vraespressione nel 54,5% dei casi, una correlazione significativa tra over-espressio-
ne di bcl-2 ed ridotta sopravvivenza (p = 0,011).

A riguardo di pazienti trattati con terapia complementare si riportano i lavori di
Gallo (1996, 1999) 253 Hirvikoshi (1999) 73, Wilson (1996, 2001) 38 10 e Trask
(2002) '#3, Gallo ** riscontra in 71 pazienti affetti da carcinoma della testa e del col-
lo a stadio iniziale trattati con radioterapia una sopravvivenza libera da malattia e
globale peggiore nei casi bcl2/+ sia alla analisi univariata (p = 0,08 e p = 0,004) che
multivariata (p = 0,01 e p = 0,05), confermando susseguentemente questi dati 3 su
una casistica di 85 pazienti (p = 0,004 e p = 0,012). Wilson et al. '3 0 hanno ini-
zialmente su 93 pazienti riportato una correlazione significativa per una ridotta com-
parsa di recidive locoregionali e per una migliore sopravvivenza nei tumori bcl-2
positivi (p < 0,0016 p < 0,012 rispettivamente), susseguentemente valutando mate-
riale istologico di 457 pazienti affetti da carcinoma spinocellulare del distretto testa-
collo trattati con radioterapia (100 neoplasie orofaringee, 41 ipofaringee, 188 larin-
gee, 56 della cavita orale, 2 dei seni paranasali e 13 del rinofaringe) hanno confer-
mato i dati sopra riportati dimostrando alla analisi uni e multivariata una correla-
zione significativa tra la positivita per bcl-2 ed una migliore sopravvivenza, sia in
senso assoluto sia come intervallo libero da malattia (rispettivamente p = 0,04 e p =
0,02 per I’analisi univariata e p = 0,004 e p = 0,009 per I’analisi multivariata). Infi-
ne Trask ', analizzando bcl-X, gene della famiglia di bcl-2 caratterizzato da una
struttura similare, recentemente riporta che il riscontro di bassi livelli di bel-X € as-
sociato ad una competa risposta della neoplasia (p = 0,143) con preservazione la-
ringea (p = 0,06). Infine Hirvikoski 7 e lo stesso Trask '** per il gene bcl-2 non con-
feriscono alcun valore prognostico a questo oncogene.

Bax. E un oncogene anch’esso coinvolto nei complessi meccanismi di induzio-
ne della morte cellulare programmata come risposta a stimoli lesivi esterni. Come
gia accennato al paragrafo precedente, si tratta di una proteina che si oppone agli ef-
fetti di bcl-2, agendo dunque come promotore dell’apoptosi 3. Bcl-2 e bax, inoltre,
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risultano essere inversamente correlati tra loro, dato che un incremento della con-
centrazione di bax determina una riduzione di concentrazione di bcl-2 e viceversa.
Dai dati della letteratura a nostra conoscenza solo un lavoro, di Xie et al. (1999) 1%
identifica una correlazione di bax con la prognosi su 85 casi di carcinoma spinocel-
lulare della lingua dimostrando alla analisi univariata sopravvivenza migliore nel
sottogruppo di pazienti con un’overespressione dell’oncogene (p = 0,0012).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1) Alla luce di quanto riportato non ¢ possibile conferire a questi geni un sicuro
ruolo clinico prognostico per 1’esiguita dei dati. Per il gene bcl-2 i dati appaiono
contrastanti in quanto si riportano risultati antitetici a riguardo dell’evoluzione pro-
gnostica per i pazienti con riscontro di bcl-2 positivo sia in casistiche trattate chi-
rurgicamente che con radioterapia. Queste discordanze da un lato potrebbero sup-
portare I’ipotesi che la relazione tra questo gene e la risposta terapeutica sia speci-
fica per ogni diverso organo, dall’altro la diversa risposta al trattamento chemiora-
dioterapico potrebbe trovare una spiegazione nel fatto che 1’alterazione di altri geni
della famiglia di bcl-2 sono probabilmente coinvolti nel determinare ed influenzare
i processi di riparazione cellulare.

2) Negli ultimi anni sempre maggiori evidenze indicano che alcuni geni posso-
no favorire (geni-proapoptotici) od inibire (geni anti-apoptotici) I’apoptosi tanto che
il fallimento radio o chemioterapico puo essere attribuito ad un’individuale intrin-
seca resistenza della cellula neoplastica. Diversi studi sono stati attuati al fine di po-
ter selezionare anche con dati biologici sottogruppi di tumori chemio e/o radiosen-
sibili da sottoporre a procedimenti terapeutici integrati. Dalla analisi critica della
letteratura a riguardo di bcl-2 emerge come siano presente dati ampiamente discor-
danti tra loro che non permettono di trarre alcuna sicura considerazione.

MET/HGF-R. 11 prodotto codificato dall’oncogene MET ¢ una proteina tran-
smembrana eterodimerica, con un dominio intracellulare ad attivita tirosino-china-
sica. Tale proteine si identifica con il recettore per I’ Hepatocyte Growth Factor/Scat-
ter Factor (HGF/SF), fattore noto per stimolare la motilita delle cellule in vitro. Nei
tumori umani a occorrenza spontanea la lesione piu frequente dell’oncogene MET ¢
la sua iperespressione. Questa ¢ stata descritta in alcuni tumori dal forte impatto sul-
la popolazione, come i carcinomi del colon-retto 2, i tumori pancreatici %, quelli
prostatici ¥ e quelli della testa e del collo 22. Alla sovraespressione si associa 1’atti-
vita chinasica costitutiva del recettore, dalla quale puo dipendere il potenziale tra-
sformante e la stimolazione della motilita e dell’invasivita. Questo ¢ stato verifica-
to, per esempio, su linee di carcinoma gastrico e pancreatico. Recentemente sono
state trovate mutazioni nel dominio tirosino-chinasico del recettore Met in famiglie
con tumori ereditari del rene ¥. Queste mutazioni sono anche presenti in qualche ca-
so di tumore renale sporadico dello stesso istotipo. In taluni gruppi familiari si as-
sociano, seppure raramente, carcinomi del colon retto e mammari. Tali dati dimo-
strano che il gene MET, attraverso il recettore per cui codifica, e il suo ligando
HGF/SF, sia coinvolto nella patogenesi dei carcinomi, ma soprattutto nella loro pro-
gressione verso un comportamento invasivo e metastatico.
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Nei lavori personali citati 2239% ¢ stato dimostrato che 1’oncogene MET pud rap-
presentare uno specifico marcatore di micrometastasi di HNSCC, essendo specifico
per il tessuto epiteliale da cui il tumore deriva, e non essendo espresso nel tessuto
linfatico.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Il valore prognostico di un’iperespressione di MET nel carcinoma squamocel-
lulare della testa e del collo, dovra essere suffragato da studi su casistiche piu nu-
merose: al momento attuale si pud affermare che tale oncogene puo essere valida-
mente utilizzato per la diagnostica e quindi anche per la pianificazione di nuove
strategie terapeutiche.

Attivita Telomerasica

E stato dimostrato, in numerosi lavori, come 1’attivita telomerasica sia coinvol-
ta in importanti step del processo di tumorigenesi di varie neoplasie 2% 137, Dalla let-
teratura per il carcinoma della testa e del collo emerge come solo 4 lavori mostrano
dati sul coinvolgimento di attivita di questo enzima ¥’ 7> 1657 Di questi solo 2 1627
riportano, anche se su casistiche esigue, dati riguardanti una correlazione tra telo-
merasi e parametri clinico-patologici; nessuna analizza questo enzima in rapporto
alla sopravvivenza. Maurizi et al. (1997) !¢ osservano, dopo un’analisi di 35 casi di
carcinoma laringeo la presenza nel 89% dei pazienti di attivita telomerasica eviden-
ziando una correlazione statisticamente significativa tra telomerasi e stadio della
malattia . Gli stessi Autori inoltre riscontrano un «gradiente decrescente» di atti-
vita telomerasica passando dal tumore alla mucosa circostante. Curran (2000) 27 ri-
scontra 17 casi positivi alla telomerasi (85%) su 20 campioni di carcinomi della te-
sta e del collo senza riscontrare alcuna correlazione con la sede, le dimensioni ed il
grado ma evidenziando anch’esso modificazioni di questo enzima nel 20% delle
aree di mucosa peritumorale analizzate.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1) Al momento attuale gli unici due lavori riportati non permettono di conside-
rare la telomerasi un marker clinico prognostico per il carcinoma della testa e del
collo sia per problematiche di ordine metodologico che per la scarsita dei dati. Ri-
guardo alla prima considerazione emerge dalla disamina della letteratura che, nono-
stante incoraggianti evidenze, vi sono ancora numerosi problemi da affrontare rela-
tivi alla specificita, sensibilita dei metodi utilizzati e all’interpretazione dei dati poi-
ché, seppur le metodiche siano accurate e sensibili, questo enzima ¢ espresso anche
in cellule epiteliali dotate di un elevato potenziale proliferativo ed in linfociti atti-
vati che potrebbero infiltrare il tessuto. Il riscontro di un’associazione significativa
tra telomerasi e stadio avanzato della malattia unicamente permette di ipotizzare che
tale attivita sia preminente in corso di progressione della malattia od in presenza di
metastatizzazione linfatica, pertanto in tumori caratterizzati da una maggiore ag-
gressivita ed invasivita biologica intrinseca.



Significato clinico prognostico delle alterazioni molecolari nel ecc. 137

2) Il riscontro di attivazione della telomerasi in aree non neoplastiche sembra di-
mostrare come questo enzima sia presente nella fasi precoci del processo di carci-
nogenesi.

3) Il decremento della sua attivita a distanza crescenti dal tumore, il riscontro a
livello di lesione precancerosa displastica e iperplastica, ma non nel tessuto norma-
le da un lato supporta I’ipotesi che il dosaggio della attivita telomerasica sarebbe
sensibile nell’individuare le cellule maligne che diffondono dal tumore dall’altro
che questo enzima potrebbe costituire un segno per individuare aree suscettibili a
degenerazione maligna, e un metodo per la precoce detezione di cloni e cellule ma-
ligne in aree di mucosa istologicamente negativa per neoplasia.

ALTERAZIONI MULTIPLE E SOPRAVVIVENZA

In letteratura si riporta come la contemporanea presenza di alterazioni multiple
a carico di geni diversi si correli a forme maggiormente aggressive ed a prognosi
sfavorevole: per i carcinomi della testa e del collo in particolare si riportano dati per
i geni ciclina D1, p53, p27, p21 e bcl-2.

I nostro gruppo di ricerca ! inizialmente riscontra in 149 pazienti affetti da
carcinoma squamocellulare della laringe, sottoposti a trattamento chirurgico ed a
valutazione dei geni p53 e bcl-2, una correlazione statisticamente significativa tra
coespressione di bcl-2/p53 e le variabili anatomo-patologiche di grado istologico (p
=0,003), dimensione del tumore (p = 0,008), metastasi linfonodale (p = 0,001) e sta-
dio clinico avanzato (p = 0,001). L’osservazione di un’associazione significativa per
i casi p53+/bcl-2+ tra sopravvivenza ridotta e coespressione di p53/bcl-2 (p =
0,0326), porta a speculare che la completa inattivazione delle vie regolatrici dell’a-
poptosi possa nel carcinoma squamocellulare della laringe, in qualche modo, favo-
rire lo sviluppo e la proliferazione delle cellule tumorali con conseguente peggiora-
mento della prognosi. A conferma di questi risultati Jackel (2000) * in 88 pazienti
affetti da carcinomi squamocellulari della laringe riporta un peggioramento del tas-
so di sopravvivenza a 5 anni (p = 0,0037) nel sottogruppo di pazienti caratterizzati
dalla presenza della stessa coespressione. Per studi comprendenti analisi di geni cor-
relati ai meccanismi apoptotici Xie (1999) *° rileva dopo analisi su 85 pazienti con
carcinoma della lingua una prognosi infausta per i sottogruppi di pazienti che pre-
sentano elevata espressione di bcl2 e bax (p < 0,0001); Georgiou (2001) > su una
casistica relativamente esigua, comprendente 38 pazienti affetti da carcinoma della
laringe analizzati per ’espressione di bcl-2, bax e p53, riferisce un’incidenza di
mortalita nei sottogruppi di pazienti con alterazione contemporanea di pit geni, ri-
spettivamente nei pazienti bcl-2-neg/pS3neg (p = 0,0305) e bax-pos/bcl-2neg (p =
0,0482) e bax-pos/bcl-2-neg/p53neg (p = 0,0088). Lavertu (2001) “?riporta, su una
casistica di pazienti con carcinoma della testa e collo trattati con chemioradiotera-
pia, all’analisi multivariata, una piu alta sopravvivenza globale con preservazione
d’organo nel sottogruppo di pazienti con alterazione contemporanea di p53 e Ki67
(p = 0,01). Vengono riferite correlazioni statisticamente significative con la progno-
si quando si considera il coinvolgimento contemporaneo delle cicline, in particola-
re la D e la E con altri oncogeni. Il nostro gruppo di ricerca '3? evidenzia come i pa-
zienti caratterizzati da un fenotipo quale ciclina D1+/p27- risultano avere, a dispet-
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to del gruppo di pazienti ciclina D1-/p27+, alla analisi multivariata una sopravvi-
venza ridotta sia globale che libera da malattia (p = 0,0015, p = 0,0001
rispettivamente). Dong (2000, 2001) 3334 su 102 pazienti affetti da carcinoma
squamocellulare primitivo della laringe riporta in un primo studio una correlazione
statisticamente significativa tra la coespressione di ciclina E, PCNA e sopravviven-
za libera da malattia ed assoluta (p = 0,0001 e p < 0,0001 rispettivamente) e susse-
guentemente sottolinea che i pazienti con coespressione di ciclina D1+ /CDK4+ ri-
sultavano quelli a prognosi peggiore (p < 0,0001). Nogueira (1998) !** riscontra che
la contemporanea alterazione del gene ciclina D1 e di p53 si associa a una compar-
sa di recidive e/o tumori metacroni con una riduzione del tempo di intervallo libero
da malattia. Kapranos (2001) 38 su una casistica comprendente anche neoplasie a se-
de orale riporta dopo analisi immunoistochimica di p53, p21 e p27 una significati-
va influenza sulla sopravvivenza per la combinazione di questi oncogeni. In parti-
colare il sottogruppo di pazienti p21-/p27+ e p53+/p21- manifestano una prognosi
infausta.

Infine Namazie (2002) %, su 103 pazienti, dimostra che la contemporanea alte-
razione dei geni ciclina D1 e p16, analizzati con la metodica FISH (fluorescenze in
situ hybridization), si correla, sia in analisi univariata che multivariata, alla com-
parsa di recidive locoregionali (p = 0,0130), alla metastatizzazione a distanza (p =
0,0034) ed alla sopravvivenza globale (p = 0,0030). L’autore afferma che la parti-
colare aggressivita di alcune neoplasie potrebbe essere riferibile alla crescita incon-
trollata delle cellule, favorita dalla amplificazione di ciclina D1, in tumori caratte-
rizzati anche da delezione di p16. In particolare, i pazienti caratterizzati dalla con-
temporanea presenza di amplificazione della ciclina D1 e dalla delezione del gene
pl6 avevano un rischio di circa 5 volte, 13 volte e 3 volte maggiore rispettivamen-
te per recidive locoregionali, metastasi e morte.

Si riporta inoltre che la coespressione di recettori tirosino-chinasici appartenen-
ti alla famiglia del’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (EGFR/erbBl1,
ERBB-2/Her2-neu, ERBB-3/Her3) rappresenta un fattore prognostico associato al-
I’aggressivita del tumore e correlato con una diminuzione della sopravvivenza glo-
bale e libera da malattia ¢, Infine recentemente Ranelletti (2001) '3 in pazienti con
carcinoma laringeo riporta come la combinazione di alti livelli di EGFR con bassi
livelli di COX-2 si associa ad un follow-up di 5 anni ad un ridotto intervallo libero
da malattia ed ad una piu bassa sopravvivenza globale (p = 0,01 e p = 0,0016 ri-
spettivamente).

A riguardo delle correlazioni tra alterazioni molecolari e trattamento comple-
mentare radio e/o chemioterapico dalla letteratura pochi lavori riportano dati signi-
ficativi e su relative ampie casistiche. Gallo (1999) ** su pazienti con carcinoma del-
la testa e del collo trattati con radioterapia riporta una correlazione statisticamente
significativa per una precoce comparsa di recidiva locoregionale e una ridotta so-
pravvivenza nei pazienti con simultanea presenza di pS3 mutata e sovraespressione
di bel-2 (p = 0,002 e p = 0,045 rispettivamente), Giatromanolakis (2000) > su 89 pa-
zienti sottoposti per neoplasia avanzata ad un trattamento radio/chemioterapico
combinato riporta che i tumori cerb2+ e CD34 negativi (low level di CD34) pre-
sentano una minor aggressivita locoregionale rispetto ai tumori cerb2-/CD34 nega-
tivi (p = 0,001) e cerb2-/CD34 positivi (high level) (p = 0,003).
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CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

1) Benché gli autori riportino dati che considerano associazioni differenti que-
sti risultati confermano quanto riportato per altre neoplasie: contemporanee altera-
zioni genetiche generalmente si associano a una evoluzione sfavorevole.

2) La peggior prognosi riscontrata nel sottogruppo di pazienti caratterizzati da
un fenotipo quale ciclina D1+/p27- sembra riferibile da un lato all’azione della ci-
clina D1 capace di determinare un incremento della proliferazione cellulare, con
susseguente maggiori possibilita di lesioni genetiche addizionali, dall’altro dalla
bassa espressione ed attivita di p27 la cui capacita intrinseca risulta essere quella
inibitoria.

3) 1l riscontro di una prognosi infausta nei pazienti caratterizzati da neoplasie
con una contemporanea alterazione di geni coinvolti, come p53 e bcl-2, nel ciclo
cellulare e nei meccanismi di apoptosi suggerisce una stretta correlazione di questi
nel sistema di regolazione di morte cellulare. E probabile che I’inattivazione di p53
ed una up regolazione di bcl-2 possano portare ad una completa inibizione delle vie
regolatrici dell’apoptosi, e nel carcinoma squamoso della laringe, in qualche modo
favorire la proliferazione delle cellule tumorali, con conseguente peggioramento
della prognosi.
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VII. IMPATTO DELLA BIOLOGIA MOLECOLARE SULLA SCELTA
DELLE STRATEGIE TERAPEUTICHE

L. Pignataro, D. Pagani, E. Arisi, T. Martone”, G. Cortesina”

RUOLO DELLA BIOLOGIA MOLECOLARE NELL’APPROCCIO
CHIRURGICO DEL COLLO NO CLINICO

Oncogeni e metastasi linfonodali

Per i carcinomi spinocellulari della testa e del collo i fattori prognostici general-
mente considerati nella pratica clinica sono spesso insufficienti a predire 1’evoluzio-
ne della malattia sebbene il riscontro di metastasi linfonodale laterocervicale si asso-
ci ad una prognosi peggiore con una sopravvivenza ridotta di circa il 50% °. E in-
dubbio che la chirurgia su T rappresenti il trattamento maggiormente impiegato nei
carcinomi della testa e del collo e particolarmente in quelli a sede laringea, ma risul-
ta altrettanto innegabile che essa offra la soluzione di un solo aspetto poiché perma-
ne il problema delle possibili metastasi ai linfonodi che ¢ generalmente riconosciuto
essere il fattore prognostico pitl importante; ¢ noto, infatti, che la diffusione di que-
ste neoplasie avvenga quasi esclusivamente per via linfatica e dia origine ad una lo-
calizzazione metastatica dei linfonodi tributari della sede della neoplasia ',

Una della cause del fallimento terapeutico sembra ascrivibile alla mancanza di
radicalita oncologica sulle stazioni linfatiche cervicali ''* ''® anche quando 1’analisi
istopatologica sembrerebbe confermare 1’assenza di cellule neoplastiche. A suppor-
to di questi dati si riporta come piccoli foci di cellule metastatiche (micrometastasi)
siano spesso non riscontrati nei linfonodi locoregionali analizzati 2% con il risulta-
to che il rischio di recidive loco regionali aumenta per un «under-staging» della neo-
plasia e per una scelta terapeutica conseguentemente non appropriata in rapporto al-
la reale stadiazione della neoplasia.

Alla luce delle attuali conoscenze sulla biologia dei tumori e sull’attivita delle
strutture linfatiche si riconosce a queste ultime la capacita di operare quali sistemi
immuno-competenti nell’evoluzione metastatica di un tumore maligno ma non ¢ an-
cora determinato, nonostante gli sforzi intesi ad individuare elementi bio-umorali
capaci di operare come markers di uno stato di allerta immunitaria di un organismo
ospitante una neoplasia, se nell’iniziale fase critica di un tumore maligno della testa
e del collo ci si trovi o meno di fronte alla presenza di metastasi loco regionali. E,
in effetti, ancora impossibile stabilire se il linfonodo abbia esercitato sulle cellule tu-
morali una completa azione di filtro antigenico oppure se tale azione di blocco sia
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stata incompleta cosi che la cellula neoplastica sia rimasta «congelata» nell’interno
del linfonodo, ma sempre potenzialmente evolutiva, oppure ancora se 1’azione linfo-
nodale sia completamente mancata, rendendo possibile la colonizzazione neoplasti-
ca nel parenchima ghiandolare.

Le attuali conoscenze portano ad asserire che 1’acquisizione, da parte della cel-
lula neoplastica, della capacita di attraversare le barriere tissutali e quindi di inva-
dere organi e tessuti adiacenti ed a distanza, non sia sostenuta da unico evento cel-
lulare o mutazione genica, bensi da eventi molecolari multipli che portano ad un’in-
controllata proliferazione cellulare sostenuta dall’attivazione di alcuni protooncoge-
ni e dall’inattivazione di alcune proteine ad azione oncosoppressiva che favorisco-
no la selezione di cellule neoplastiche particolarmente aggressive. Questo comples-
so meccanismo ¢ caratterizzato da diverse fasi che si succedono e si sovrappongo-
no: la proliferazione e ’invasione di strutture circostanti & sostenuta dall’alterazio-
ne di alcune proteine di membrana che, in condizioni di normalita favoriscono 1I’a-
desione della cellula neoplastica alla membrana basale, dall’attivazione di enzimi
proteolitici, dalla stimolazione di fattori mitogenici cellulari e dall’angiogenesi. Se
da un lato gli Autori concordano nell’attuare uno svuotamento delle stazioni linfati-
che del collo in caso di metastasi linfonodale, dall’altro, I’asportazione precauzio-
nale sistematica del sistema linfonodale cervicale nei casi NO ¢ ancora oggetto di di-
scussione. Il problema principale ¢ rappresentato dalla detezione delle metastasi
linfonodali subcliniche: infatti, la controversia ¢ se sia preferibile 1’opzione radiote-
rapica, che ¢ in genere seguita da coloro che ne prevedono il suo impiego come pri-
mo presidio contro la neoplasia primitiva, comprendendo nei campi di irradiazione
il tumore e le catene linfatiche satelliti 4, oppure un trattamento profilattico del col-
lo ? 0 una politica del «wait and see» con trattamento di necessita alla comparsa del-
le metastasi *'. A riguardo delle opzioni chirurgiche gli interventisti giustificano la
loro maggiore aggressivita riportando una differenza tra NO clinici e pN+ dopo
svuotamento del collo oscillante tra il 36% ed il 50% ''* con un’incidenza di rottu-
ra capsulare (RC+) del 13%; gli attendisti invece supportano la loro linea di com-
portamento appellandosi all’assoluta mancanza di studi prospettici, validi e statisti-
camente significativi, che dimostrino differenze tra i risultati terapeutici ottenuti con
chirurgia primaria su T e N e quelli ottenuti con il trattamento delle logge latero-
cervicali al momento in cui le metastasi linfatiche si manifestano clinicamente.

Dati indicativi e per taluni aspetti intermedi alle due posizioni precedentemente
esposte sono desumibili dalla disamina delle esperienze cliniche di quanti utilizza-
no svuotamenti selettivi del collo basandosi sull’osservazione delle aree linfatiche a
maggior rischio metastatico, secondo la sede e I’estensione di T.

Al presente 1’individuazione di pazienti a rischio di micrometastasi ¢ ancora af-
fidata a criteri di previsione assai sfumati e le metodiche diagnostiche, seppur mi-
gliorate, non permettono di ridurre la percentuale di falsi negativi clinici tanto che
diversi pazienti ricevono un trattamento chirurgico sulle stazioni linfatiche del col-
lo evitabile con la conseguenza di un aumento della mortalita e morbilita 7 %,

Ad oggi la valutazione e lo sviluppo locoregionale delle metastasi sulla base di
parametri clinico patologici rimane inadeguata dato che pazienti con identiche ca-
ratteristiche e trattamento possono andare incontro ad un’evoluzione della malattia
locoregionale marcatamente differente.

E indubbio che le tecniche diagnostiche generalmente utilizzate siano limitate
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perché sono intese a ricercare e individuare solo le manifestazioni macroscopiche e
pertanto tardive di una serie di eventi biologici a livello cellulare.

Considerando la parziale inadeguatezza per certi aspetti della stadiazione clini-
ca tradizionale (TNM) e basandosi sull’assunto che la metastasi dipenda stretta-
mente dalle proprieta intrinseche del tumore primario e dalla sua interazione con le
strutture circostanti, si sono sviluppate ricerche per determinare la caratterizzazione
della neoplasia e stratificare 1 pazienti sulla base di fattori biologici e molecolari ca-
paci, a parita di stadiazione clinica, di identificare tumori maggiormente aggressivi
con maggiore propensione a metastatizzare ai linfonodali laterocervicali e come ta-
li suscettibili di un trattamento chirurgico pill aggressivo o di scelte terapeutiche
complementari.

Il processo di metastatizzazione rappresenta un complesso fenomeno a piu fasi
condizionato non solo da fattori intrinseci al tumore ma anche dipendenti dall’ospi-
te tanto che le cellule potenzialmente capaci di metastatizzare si caratterizzano per
un fenotipo del tutto peculiare *’. Alcuni > *? riferiscono che la comparsa di meta-
stasi linfonodale sia condizionata da prodotti cellulari di digestione tissutale come
le collagenasi o altre metalloproteinasi, altri riportano attraverso studi riguardanti le
molecole d’adesione come la metastasi linfonodale sia condizionata dal tumore ca-
pace di rilasciare emboli neoplastici per ridotta adesivita intercellulare **.

In questi ultimi anni le ricerche di diversi gruppi hanno portato ad un notevole
miglioramento delle conoscenze dei complessi meccanismi di crescita neoplastica
fornendo nuovi modelli molecolari per selezionare precocemente tumori piu ag-
gressivi tanto da poter sospettare la presenza di metastasi subcliniche od escluderle
in base alle caratteristiche molecolari del tumore primitivo.

L’approccio piu recente e moderno alla metastatizzazione nasce pertanto dallo
studio di marcatori genetici, oncogeni e oncosoppressori che una volta attivati po-
trebbero conferire alla cellula neoplastica una maggiore potenzialita metastatica. In
particolare I’analisi genetica verte sullo studio di alterazioni a carico di geni map-
pati in regioni cromosomiche pitt 0 meno estese generalmente localizzate in aree
cromosomiche quali 17p, 11p, 9p, 3p, 10q, e 13q 136173,

Dai vari studi emerge come diversi marker molecolari possano essere associati
a forme tumorali pill aggressive caratterizzate da cellule dotate di un maggior po-
tenziale invasivo e come tali capaci di determinare metastatizzazione ai linfonodi
tributari. In particolare si riportano dati riguardanti la regione 11q13, il gene onco-
soppressore p53, il gene bcl-2.

Dall’analisi di quanto riportato sulla ciclina D1 nel carcinoma della testa e del
collo si evince come diversi autori riportano una correlazione tra questo gene e la
presenza di metastasi linfonodali 2615244963 687082,

Quattro lavori a nostra conoscenza riportano dati statisticamente rilevanti dopo
un’analisi di casistiche sufficientemente ampie: Muller et al. (1994) 7 su 178 casi di
carcinoma della testa e del collo riscontrano una amplificazione della regione 11q13
nel 57% dei casi, in particolare dell’hst-1/FGF4 e di bcl-1 significativamente asso-
ciata con la presenza di metastasi linfonodale (p = 0,001). In particolare era riscon-
trabile una amplificazione di questi geni nel 65% dei casi pari a 87 casi N+ su 135
rispetto ad una percentuale del 35% nei casi NO (13 su 37). In ricerche personali,
(1998) % riportiamo su una casistica selezionata di 149 casi di carcinoma della la-
ringe, una correlazione statisticamente significativa tra sovraespressione di ciclina
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D1, riscontrabile su campioni di tumore, e presenza di metastasi linfonodale (p =
0,014) in quanto una positivita per la ciclina D1 era riscontrabile nel 45,8% dei ca-
si N+ vs un 25,7% dei casi No in linea con quanto riportato su 102 campioni di car-
cinoma della laringe da Dong et al. (2001) ?*. Infine Michalides et al. (1997) % ri-
portano una significativita statistica tra sovraespressione e casi pari ad un p = 0,04.

S’intende inoltre sottolineare che come per altri oncogeni, sottosedi specifiche
possano piu di altre essere considerate maggiormente aggressive; infatti, Masuda et
al. (2000) ¢ riportano una percentuale di sovraespressione maggiore rispetto a quan-
to riscontrato da altri autori e una correlazione statisticamente significativa tra so-
vraespressione di ciclina D1 e metastasi linfonodale (p = 0,037) per carcinomi a se-
de ipofaringea.

Riguardo il gene oncosoppressore p53 e il gene bcl-2 i dati della letteratura so-
no particolarmente esigui.

Per il primo, il nostro gruppo 3 riporta una correlazione statisticamente signifi-
cativa tra p53 e presenza di metastasi linfonodali (p = 0,016); Yuen et al. (2000) !23
evidenziano in campioni di carcinomi laringei una significativita, mantenuta anche
all’analisi multivariata, tra espressione di p5S3 ed interessamento linfonodale (p =
0,049); in particolare I’incidenza di metastasi laterocervicali era del 44% nei pa-
zienti con alterazione di p53 rispetto ad un 30% nei pazienti con p53 normale.

Per bcl-2, Jackel et al. (2000) *® riportano, su 88 pazienti con carcinoma della la-
ringe, una correlazione statisticamente significativa tra espressione di bcl-2 e meta-
stasi linfonodali (p = 0,0002) ed in particolare 1’autore evidenzia come tutti i casi
bel-2 negativi erano NO. Pruneri et al. 3¢ riportano su 149 casi di carcinoma laringeo
dati in linea con Jackel dimostrando una correlazione statisticamente significativa
tra questo gene e la presenza di metastasi (p = 0,001), in particolare, dimostra una
piu alta percentuale di casi bcl-2 negativi in pazienti senza interessamento linfono-
dale. Infine, Wilson (2001) '?!, su una ampia casistica di carcinomi della testa e del
collo comprendenti casi NO, N1, N2 e N3, riporta una significativita per bcl-2 all’a-
nalisi multivariata e afferma che la percentuale di positivita cresce dal 9,5% a valo-
ri piu alti (range 16,2%-26,6%) nei casi N+.

Correlazioni tra presenza di metastasi linfonodali ed altri geni sono riportate da
alcuni autori, tuttavia i dati sono particolarmente limitati se consideriamo casistiche
di una certa rilevanza numerica. Tra questi, Maurizi et al. (1996) ¢, su 140 casi di
carcinoma laringeo, evidenziano una correlazione significativa tra il gene EGFR ed
il rischio di metastasi laterocervicali all’analisi univariata riscontrando, inoltre, al-
I’analisi multivariata a 5 anni una sopravvivenza libera da metastasi (MFS) nel 66%
dei pazienti EGFR negativi rispetto al 15% per i pazienti EGFR positivi. Infine, Ta-
naka et al. (2001)  riportano su 122 pazienti con carcinoma della cavita orale una
correlazione statistica tra pRb2/p130 e presenza di metastasi (p = 0,035).

Alterazioni oncogeniche e metastatizzazione occulta

Attualmente I’individuazione di pazienti a rischio di micrometastasi ¢ ancora af-
fidata a criteri di previsione assai sfumati. Le metodiche diagnostiche, seppur mi-
gliorate, non permettono di ridurre la percentuale di falsi negativi clinici tanto che
diversi pazienti ricevono un trattamento chirurgico sulle stazioni linfatiche del col-
lo evitabile con la conseguenza di un aumento della mortalita € morbilita % % 2, In
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letteratura si riporta che un 7-10% di metastasi linfonodali ¢ riscontrato unicamente
all’esame istopatologico 2612 tanto che il trattamento di un collo clinicamente NO ri-
sulta ampiamente dibattuto. Alla luce di queste considerazioni sono stati attuati stu-
di per una valutazione di una possibile correlazione tra alterazione molecolare e me-
tastasi occulta.

In ricerche personali !° su pazienti affetti da carcinoma della testa e collo (tutti
casi NO) abbiamo riscontrato una correlazione statisticamente significativa tra so-
vraespressione di ciclina D1 e metastasi linfonodale occulta (pN+) sia all’analisi
univariata che multivariata (p = 0,0007 e p = 0,0059 rispettivamente) tanto da con-
siderare questo gene un fattore prognostico indipendente per metastatizzazione oc-
culta.

Franchi et al. (1996) * rilevano in pazienti affetti da carcinoma squamocellula-
re della laringe una significativa perdita di espressione di caderina E ed un aumen-
to significativo di espressione di PCNA e MIB-1 nei carcinomi con metastasi oc-
culte rispetto ai casi pNo tanto da considerare questi indici fattori predittivi indi-
pendenti di metastatizzazione occulta e parametri utili nell’identificare sottogruppi
di pazienti che potrebbero beneficiare di un trattamento profilattico di svuotamento
laterocervicale.

Riguardo all’oncogene MET, Di Renzo et al. (2000) * riscontrano in 46 su 117
linfonodi laterocervicali esaminati, una sovraespressione di questo gene, che nor-
malmente non risulta in linfonodi negativi per metastasi. La successiva analisi quan-
titativa della percentuale di alleli mutanti presenti, rispettivamente nel tumore e nel-
le metastasi, ha dimostrato che solo un piccolo numero di cellule, nella massa del
tumore primitivo, esprimono la forma mutata di MET ed il numero di cellule con la
forma mutata di MET ¢ maggiore nelle metastasi linfonodali. Tali dati, nell’insieme,
suggeriscono che le mutazioni puntiformi di MET non sono eventi frequenti, ma
quelle rare cellule presenti nel tumore primario che hanno la mutazione di MET,
hanno un vantaggio selettivo nella progressione neoplastica. Tale riscontro porta ad
ipotizzare che alterazioni dell’oncogene MET potrebbero favorire una maggior su-
scettibilita allo sviluppo di metastasi tanto da considerare questo gene uno specifi-
co marcatore di micrometastasi in tumori di derivazione epiteliale, essendo specifi-
co del tessuto da cui il tumore origina e non essendo espresso in modo quantitativa-
mente significativo nelle cellule del sistema emato-linfopoietico.

Per ultimo, ma non per importanza intendiamo sottolineare quanto riportato da
Masuda (2000) ® su una casistica relativamente esigua di carcinomi della lingua.
L’ autore sottolinea come il gruppo di pazienti con metastasi laterocervicali tardive
presentava una bassa espressione della molecola di adesione (CD44H) ipotizzando
che la down regolazione di questo marcatore potrebbe essere correlata alla presen-
za di micrometastasi occulte (p = 0,0035).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Il dato attuale pil sicuro & rappresentato dal fatto, ormai comprovato che a NO
clinico corrisponde un pN+ in una percentuale di casi superiore al 30%: la giustifi-
cazione di indicare uno svuotamento, cervicale profilattico in NO clinico si basa so-
prattutto sull’alta probabilita che esistano micrometastasi occulte nei linfonodi, per
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le quali non ¢ possibile prevedere se siano «murate vive» nel linfonodo o se siano
pronte ad «esplodere». La ricerca attuale ¢ tutta rivolta a identificare modificazioni
molecolari che siano indice di aggressivita e quindi predittive di metastatizzazione.
Esistono studi condotti con metodo adeguato che dimostrano che I’iperespressione
di bel-1 e di bel-2 si correla in modo significativo (insieme talora con la co-ampli-
ficazione della regione cromosomica 11q13) con la metastatizzazione linfonodale.
Lo stesso fenomeno ¢& stato osservato per quanto riguarda EGF-R, mentre dati piu
incerti ed esigui si hanno per quanto riguarda la p53. Potremo quindi inquadrare
queste espressioni molecolari come fattori prognostici sperimentali predittivi per
una metastatizzazione linfonodale.

Le basi molecolari per I'identificazione dei tumori radio- chemio-sensibili

Il trattamento chemio-radioterapico ¢ per il clinico un’opzione terapeutica adot-
tata per i carcinomi squamocellulari della testa e del collo in stadio avanzato qualo-
ra il paziente non sia eleggibile al trattamento chirurgico oppure si vogliano evitare
importanti sequele anatomo funzionali. In particolare per le neoplasie della laringe
e della faringe si sono sviluppati sempre di pil trattamenti chemio-radioterapici che
permettono di ottenere nella maggior parte dei casi con la preservazione d’organo
risultati comparabili con quelli di pazienti sottoposti invece a trattamento chirurgi-
co e radioterapia post-operatoria 7. Solo il 30% dei pazienti richiedono successiva-
mente una chirurgia di salvataggio *.

A tutt’oggi nella maggior parte dei casi la scelta terapeutica, sia essa chirurgica
o chemio-radioterapica & ancora definita sulla base di criteri clinici (stadiazione, se-
de e tipo macroscopico del tumore, ecc.) 84 di per sé poco attendibili: &, infatti, no-
to che spesso alcuni pazienti non rispondono in maniera efficace alla terapia e che
la risposta di neoplasie in stadio apparentemente uguale possa essere alquanto di-
scordante.

Alla luce di queste considerazioni negli ultimi anni si sono sviluppati studi mi-
rati a ricercare parametri differenti sia di tipo biologico che molecolare capaci di
predire la risposta del tumore al trattamento chemioterapico e radiante per cercare
di selezionare, da una parte, pazienti da sottoporre a questi trattamenti con una ri-
duzione di morbilita, di costi e dall’altra, indirizzarne altri precocemente ad una
scelta chirurgica.

E noto che la radioterapia e la chemioterapia inducono un danno a carico del
DNA determinando apoptosi, meccanismo che richiede I’attivazione di funzioni ge-
netiche complesse a tutt’oggi non ancora completamente definite. Negli ultimi anni
sempre maggiori evidenze indicano che alcuni geni possono favorire (geni pro-
apoptotici) od inibire (geni anti-apoptotici) 1’apoptosi tanto che il fallimento radio o
chemioterapico puo essere attribuito ad una individuale intrinseca resistenza della
cellula neoplastica.

Parametri biologici di radiochemiosensibilita

DNA ploidia: rappresenta un indice indiretto del grado di aberrazione delle cel-
lule neoplastiche. La transizione di una popolazione tumorale dallo stato diploide al-
lo stato aneuploide ¢ un processo dinamico legato all’instabilita genomica conse-
guente ad alterazioni del controllo replicativo e dei meccanismi riparativi del DNA.
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Secondo la maggior parte degli Autori neoplasie caratterizzate da componenti
cellulari aneuploidi sembrerebbero essere maggiormente radiosensibili essendo me-
no efficienti i meccanismi di riparazione del danno radio indotto nel DNA pur se
questi tumori sono caratterizzati generalmente da elementi cellulari a maggior atti-
vita replicativa 2° 383 04111 Alla luce di queste considerazioni per i carcinomi della
testa e del collo, pertanto, la quantificazione del contenuto di DNA (definito come
ploidia o DNA index) ¢ stato proposto quale parametro obbiettivo per selezionare
cellule neoplastiche con particolari caratteristiche in grado di determinare, in caso
di anomalo contenuto di DNA, una prognosi sfavorevole.

Ossigenazione del tumore. L’ ossigenazione di un tessuto neoplastico rappresen-
ta un indice di notevole importanza nel definire la radiosensibilita di un tumore da-
to che I’ipossia si correla ad una ridotta od addirittura assente attivita replicativa cel-
lulare; a riguardo Nordsmark et al. (2000) ™ hanno misurato la pO, in 321 pazienti
affetti da carcinoma spinocellulare della testa e del collo in stadio III e IV; eviden-
ziando una correlazione statisticamente significativa tra frazione di pO, minore di
2,5 e 5 mmHg e ridotta sopravvivenza assoluta a 3 anni (p = 0,005 e p = 0,004 ri-
spettivamente); tale parametro manteneva inoltre significativita statistica alla anali-
si multivariata.

Radiosensibilita intrinseca. La risposta al trattamento radiante ¢ notoriamente
influenzata dalla percentuale di cellule neoplastiche resistenti. Emerge pertanto
I’importanza di prevedere la percentuale di cellule in grado di sopravvivere alla do-
se radiante: il test apparentemente pil valido ¢ basato sulla misurazione del SF2 (tu-
mor surviving fraction a 2 Gy) che valuta in vitro su un campione bioptico di tumore
prelevato a fresco e coltivato in agar la proporzione di cellule in grado di sopravvi-
vere e replicarsi per 6 cicli mitotici dopo esposizione ad una dose radiante di 2 Gy
712

Dati contrastanti emergono a riguardo di altri parametri quali Ki67, tpot e fatto-
ri di interazione tra tumore e stroma. In particolare tra questi sembra importante sot-
tolineare i dati preliminari riportati sul ruolo di mediatori delle caderine, integrine e
laminine che sembrerebbero rappresentare fattori capaci di influenzare la crescita e
la ripopolazione di cellule sottoposte a radioterapia °'.

Parametri molecolari

Dall’analisi critica dei dati riportati in letteratura emerge come diversi markers
molecolari possono essere coinvolti nei meccanismi di radio chemiosensibilita e tra
questi in particolare: i geni p53, bcl-2 e bax oltre che altri fattori quali angiogenesi,
EGEFR e Cox -2.

Gene p53. L'osservazione del coinvolgimento del gene p53 nell’arresto del ci-
clo cellulare in fase G1-S e nell’innesco dell’apoptosi, ha suggerito, un suo ruolo
nella custodia dell’integrita genomica. Questo gene ¢ attivamente coinvolto nei
complessi meccanismi di morte cellulare programmata quando ’entita del danno
non permette la riparazione del DNA. Tali fenomeni possono pero essere sostenuti
da altri geni proapoptotici quale bax, che ¢ capace di promuovere la morte cellula-
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re 7 e contrastati dall’azione «inibitoria» di oncogeni quali bcl-2, gene capace di
inibire 1’apoptosi indotta da radioterapia e/o da agenti chemioterapici .

Diverse evidenze in letteratura dimostrano che lo status del gene p53 puo in-
fluenzare e modulare la risposta cellulare al trattamento radioterapico che trova la
sua modalitd di azione nella induzione di apoptosi ®: si riporta che la trasfezione
mediata da adenovirus di p53 WT in linee umane cellulari con delezione omozigo-
te di pS3 determini un significativo incremento della loro sensibilita ad agenti che-
mioterapici *°.

Il riscontro di sovraespressione di p53 dopo trattamento con agenti antineopla-
stici suggerisce un suo ruolo modulatorio nella risposta cellulare a queste terapie.

La maggior parte degli autori concordano nel conferire una prognosi peggiore
ai pazienti portatori di carcinomi squamocellulari della testa e del collo con altera-
zioni del gene p53 trattati con radioterapia sia in termini di precoce comparsa di re-
cidive locoregionali che di sopravvivenza a lungo termine.

In particolare Koch et al. (1996) >* riportano su 110 pazienti affetti da carcino-
ma della testa e del collo trattati con radioterapia una mutazione di p53 nel 44% dei
casi; e in questo sottogruppo di pazienti un aumentato rischio di recidiva locoregio-
nale statisticamente significativa (p = 0,02) 3, Ganly et al. (2000) 3 rilevano nel
95% di pazienti affetti da recidiva di carcinoma della testa e del collo trattata con ra-
dioterapia una mutazione di p53, Alsner (2001) 3 in 114 carcinomi della testa e del
collo trattati con radioterapia e, in parte, anche con chirurgia riporta come la so-
pravvivenza globale e la comparsa di recidive siano rispettivamente ridotte al 13%
vs 38% e al 29% vs 54 nei pazienti con p53 mutata. Ravi et al. (2001) ¥ riportano
in casi di carcinoma del cavo orale come il rischio di recidive locoregionali risulti
raddoppiato nei casi che presentavano una alterazione del gene p53.

Cabelguenne (2000) '* evidenzia la presenza di mutazioni di p53 in 72 casi su
106 di carcinomi della testa e del collo e la prevalenza di mutazione di p53 in tumori
non responsivi al trattamento attribuendo allo status di questo gene valore preditti-
vo per la risposta alla terapia antineoplastica farmacologica. Warnakulasuriya et al.
(2000) "3 riscontrano una prognosi peggiore, in termini di sopravvivenza a 5 anni
ed a lungo termine, in 111 casi di carcinomi avanzati della testa e del collo, trattati
con radioterapia e chemioterapia. Bradford (1999) P rileva dopo analisi di pazienti
con carcinoma della laringe che I’alterazione del gene p53 risultava un fattore pro-
gnostico indipendente: 1’espressione di p53, infatti, risultava associata con successo
alla preservazione d’organo in 40 dei 54 pazienti p53/positivi (74%) rispetto ad
un’incidenza del 52% dei casi p53/negativi (p = 0,003). Recentemente Lavertu,
Osman, Couture e Pukkila ® 7635 hanno confermato i dati degli autori precedenti
valutando I’espressione di p53.

Il primo riporta come una positivita per p53 si associ a recidiva sia di T che lo-
coregionale (p = 0,003 e p = 0,003 rispettivamente), ad una ridotta sopravvivenza
globale ed una minor intervallo libero da malattia (p = 0,003; p = 0,004 rispettiva-
mente). Questa significativita era inoltre confermata alla analisi multivariata (p =
,01 e p =,02). 1l secondo, su una casistica selezionata di carcinomi avanzati a sede
laringea e faringea, sottoposti a trattamento chemioradioterapico ed analizzati con
I’intento di attuare una preservazione d’organo conferisce alla pS3 un ruolo pro-
gnostico indipendente riscontrando dopo analisi multivariata una prognosi signifi-
cativamente peggiore nei pazienti con una p53 mutata (p < 0,01). Couture riporta
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dopo analisi su 304 pazienti con carcinoma della testa e del collo trattati con radio-
terapia una correlazione significativa dopo analisi multivariata tra sovraespressione
di p53 e mancata risposta al trattamento radioterapico (p = 0,05) con un rischio di
recidiva 15 volte maggiore per i pazienti pS3/positivi. Infine Pukkila, analizzando
123 carcinomi della testa e del collo riporta una correlazione statisticamente signi-
ficativa alla analisi univariata tra alti livelli di espressione di p53 e ridotta soprav-
vivenza non solo valutando I’espressione a livello nucleare (p = 0,04) ma anche ci-
toplasmatico (p = 0,04). Secondo 1’autore il riscontro di una espressione di p53 ci-
toplasmatica potrebbe essere la somma di reazioni diverse capaci di agire nei com-
plessi meccanismi intra ed intercellulari. Infine, Gallo et al. (1999) * riportano il va-
lore prognostico cumulativo di p53 mutata e dell’espressione di bcl-2 in 85 casi di
carcinoma della testa e del collo trattati con radioterapia, in termini di rischio di in-
successo nel controllo locoregionale della malattia e di sopravvivenza a lungo ter-
mine. Gli autori rilevano come, essendo p53 e bcl-2 rispettivamente pro- ed anti-
apoptotici, la simultanea espressione di grandi quantita di bcl-2 e I’inattivazione per
mutazione di p53 si correli ad un incrementato rischio di recidiva locoregionale. In
ricerche personali #? & stato osservato in carcinomi squamosi della laringe che 1’au-
mentata espressione di bcl-2 si correla significativamente con la metastatizzazione
linfonodale e con una ridotta radio-chemiosensibilita. Al contrario, un iperespres-
sione di p53, si correla con una maggiore radio-chemiosensibilita.

Al contrario, solo alcuni Autori non mostrano alcuna relazione tra I’integrita del
gene p53 e larisposta alla terapia antineoplastica 38!, od addirittura rilevano una re-
lazione inversa, sostenendo che i tumori p53 mutati siano caratterizzati da una pro-
gnosi migliore. In particolare, Gasparini (1995) *° osserva che la sopravvivenza li-
bera da malattia tra i 73 pazienti affetti da carcinoma della testa e del collo in stadio
avanzato osservati e sottoposti a trattamento chemio-radioterapico, risulta significa-
tivamente maggiore nei casi con p5S3 mutata ed in casistiche ancor pit limitate. Te-
mam (2000) ! osserva una miglior sensibilitd al chemioterapico nei pazienti
p53/negativi ed Hedge (1998) * in 39 pazienti riporta nei casi con una p53 norma-
le (p53 wild type) una completa scomparsa della neoplasia (p = 0,03).

Nessuna validita prognostica viene rilevata da altri autori: Lera et al. (1998) 8
in 57 pazienti, Pai et al. (1998) 77 e Kokoska et al. (1996) > rispettivamente in 86 e
70 pazienti con carcinoma squamocellulare della laringe e, infine, Riva (1995) % in
42 tumori della testa e del collo.

bcl-2. 11 gene bcl-2 ¢ un oncogene mitocondriale con funzione anti-apoptotica
in grado di codificare una proteina capace di bloccare la morte cellulare program-
mata tanto che sembra avere un ruolo importante nel favorire la prevalenza di cloni
cellulari neoplastici. Dati riportati in letteratura risultano contrastanti tanto che al-
cuni riportano un incremento di recidive in pazienti con sovraespressione di bcl-2
trattati con radioterapia mentre altri non confermano questi dati.

I risultati di alcuni autori accanto a dati sperimentali che hanno dimostrato che
bcl-2 ostacola I’instaurarsi dell’apoptosi indotta da numerosi insulti genotossici, tra
cui radiazioni gamma, avvalorano I’ipotesi che 1’espressione di questo gene renda
le cellule tumorali resistenti alla radioterapia 2*°6 5. In particolare Gallo et al. (1996)
31 dimostrano come 1’espressione della proteina codificata da bcl-2 sia associata ad
una minor responsivita e ad una maggior aggressivita neoplastica in carcinomi del-
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la testa e del collo in fase iniziale irradiati. Per questi autori, la recidiva ed il rischio
di morte era significativamente maggiore nel gruppo bcl-2 positivo rispetto al con-
trollo negativo. In uno studio successivo lo stesso autore * analizza il gene bcl-2 in-
sieme a p53 e riscontra che i pazienti caratterizzati dalla combinazione di p53 mu-
tata e di bcl-2 positivo (casi pS3M/bcl-2+) presentano un aumentato rischio di falli-
mento del controllo locale di malattia ed una diminuita sopravvivenza a 5 anni.
Dati contrastanti rispetto a quanto sopra riportato sono riferiti da Wilson et al.
(1996) 22 e Gasparini et al. (1995) 3. 1l primo, in 93 carcinomi della testa e del col-
lo trattati con RT, osserva un miglior controllo locale ed una sopravvivenza mag-
giore nei pazienti caratterizzati da sovraespressione di bcl-2; il secondo correla la
positivita per bcl-2 ad un maggior probabilita di remissione completa e la coespres-
sione m-p53-/bcl-2+ ad un prolungamento della sopravvivenza libera da malattia.

Bax. Bax ¢ un gene ad azione pro-apoptotica, antagonista rispetto a bcl-2. Sem-
bra accertato da diversi autori che il meccanismo della morte cellulare programma-
ta sia influenzato dall’equilibrio di questi due geni tanto che I’azione di bax sembra
essere neutralizzata quando eterodimerizza con bcl-2 . E riportato che la sensibi-
lita cellulare a stimoli apoptotici quali trattamenti radiochemioterapici sia influen-
zata da un corretto rapporto tra questi due geni. In letteratura viene evidenziato in
varie linee cellulari ed in vitro un incremento della sensibilita cellulare ai farmaci in
presenza di sovraespressione di bax 4*%2,

In due interessanti lavori, Sugimoto et al. (1999) e Guo et al. (2000) *, attra-
verso la transfezione genetica di bax da cellule normali a cellule di carcinomi squa-
mocellulari resistenti alla chemioterapia in vitro e successivamente in vivo nel topo,
evidenziano una significativa aumentata sensibilita delle neoplasie agli agenti anti-
tumorali impiegati (cisplatino nell’esperienza di Sugimoto e raltitrexed e SN-38 in
quella di Guo).

TGF-o e EGFR. Wen (1996) '?° evidenzia dopo analisi di campioni di carcino-
ma laringeo in stadio iniziale trattati con radioterapia come la comparsa di recidive
era significativamente piu elevata (57,9%) nei casi TGF-a positivi rispetto ai casi
TGF-a negativi che presentavano una percentuale di recidive pari al 10% (p < 0,01),
significativita presente anche all’analisi multivariata. Inoltre Dassonville (1993) "
riporta su una casistica di 109 pazienti con carcinoma della testa e del collo una cor-
relazione significativa tra espressione di EGFR ed aumento delle recidive in pa-
ziente trattati per la maggior parte con chemioterapici.

Angiogenesi. L’analisi della letteratura ha permesso di identificare correlazioni
statisticamente significative tra diversi fattori angiogenetici e sensibilita radio che-
mioterapica ¢ ',

Giatromanolakis et al. (1999, 2000) % ¥ riportano in due pubblicazioni distinte
concernenti pazienti affetti da neoplasia a stadio avanzato, trattati con chemio e/o
radioterapia, una correlazione prognostica tra grado vascolare e risposta al tratta-
mento complementare; pit in dettaglio si osserva all’analisi multivariata un maggior
numero di recidive ed una ridotta sopravvivenza per gruppi di pazienti con un gra-
do intermedio di vascolarizzazione. Ravi et al. (2001) ¥ riscontrano su campioni di
tumore del cavo orale che presentano una scarsa neovascolarizzazione, analizzata
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con I’anticorpo CD34, un incremento del rischio di recidiva statisticamente signifi-
cativo; Zatterstrom et al. (1995) '** riportano una migliore sopravvivenza nei pa-
zienti caratterizzati da una neoplasia ad una piu alta densita microvascolare analiz-
zata con anticorpo monoclonale per il fattore VIII. Smith (2001) ' in pazienti af-
fetti da carcinoma della cavita orale e orofaringei conferisce al VEGF un significa-
to prognostico indipendente riscontrando, all’analisi multivariata, una prognosi in-
fausta per 1 pazienti caratterizzati da tumori positivi per VEGF (p = 0,001). Infine
Gorski et al. (1999) 40 e Mauceri et al. (1998) % dimostrano rispettivamente che il
blocco dell’espressione per il fattore pro-angiogenetico VEGF e I’associazione di
angiostatina e frammento proteolitico del plasminogeno, favoriscono la sensibilita
cellulare al trattamento radioterapico.

COX-2. Le cicloossigenasi (COX-1 e COX-2) catalizzano la sintesi di prosta-
glandine dall’acido arachidonico. L’espressione di COX-2 si determina per 1’attiva-
zione da parte di differenti stimoli da parte di citochine, fattori di crescita ed onco-
geni; il riscontro di una sua up-regolazione nelle cellule tumorali indica come COX-
2 sia coinvolta nei processi di tumorigenesi 47 %,

L’importanza dell’espressione di COX-2 ¢ stata ipotizzata osservando un incre-
mentato livello di prostaglandine, prodotte dalla COX, in numerose neoplasie uma-
ne ivi comprese quelle della testa e del collo Y7; in particolare & stato recentemente
riportato che COX-2 ¢ up-regolato nei tumori della testa e del collo sia a livello del
mRNA che a livello delle proteine 7.

Gallo et al. (2001) *, considerando 35 pazienti con carcinoma della testa e del
collo, hanno ipotizzato che 1’eccessiva produzione di prostaglandine indotta da
un’overespressione di COX-2 potesse essere responsabile della crescita e della dif-
fusione tumorale, anche per la sua capacita di stimolare la produzione di fattori pro-
angiogenetici quali il VEGF. Gli Autori hanno evidenziato in particolare un incre-
mentato valore di mRNA per la COX-2 nelle cellule tumorali rispetto alla mucosa
normale. Milas et al. (1999) ¢, infine, hanno evidenziato come nel topo 1’inibizione
della COX-2 possa ridurre la capacita angiogenetica di una neoplasia migliorando
la risposta del tumore al trattamento radiante.

Infine Ranelletti (2001) % analizzando campioni di carcinoma laringeo eviden-
zia che i tumori caratterizzati da positivita per COX-2 erano inversamente associa-
ti con rischio di recidiva e morte (p = 0,012 e p = 0,015 rispettivamente). Questa si-
gnificativita statistica si manteneva anche dopo analisi multivariata: i pazienti COX-
2/positivi manifestavano una pit lunga sopravvivenza (p = 0,0027) rispetto ai casi
COX-2/negativi e parimenti I’intervallo libero da recidiva locoregionale risultava ri-
dotto nei tumori COX-2/negativi (p = 0,0012).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

E stato dimostrato, negli anni passati, che la DNA ploidia si accompagna ad una
maggiore radiosensibilita; lo stesso fatto € stato osservato in caso di iperossigena-
zione del tumore. Risultati soddisfacenti, nel predire il grado di radiosensibilita, si
sono avuti con il test SF2 (tumor surviving fraction a 2 Gy), mentre risultati contra-
stanti si sono avuti con ’'uso del Ki67 e con il t pott.
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Per quanto riguarda le evidenze molecolari, la maggior parte degli studi dimo-
strano che alterazioni di p53 si correlano con una minore radiosensibilita e peggio-
re prognosi.

Le dicotomie nei risultati riportati in letteratura paiono ascrivibili in prima ipo-
tesi alle differenze metodologiche applicate, ai cut-off usati per definire I’espressio-
ne del gene ed anche alle casistiche oggetto di studio.

Gli stessi risultati non univoci si sono avuti per bcl-2, per cui pero si tende ad af-
fermare che I’espressione di bcl-2 ostacola I’apoptosi indotta dalla radio-chemiotera-
pia, e che quindi rende le cellule tumorali resistenti a questo trattamento. Esiste inol-
tre qualche evidenza a proposito di Bax e di EGF-R: il primo, avrebbe I’effetto di au-
mentare la radio-chemiosensibilita, mentre il secondo, avrebbe 1’effetto opposto.

Valutazione molecolare dei margini di sezione chirurgica (Minimal Residual Di-
sease)

L’approccio chirurgico risulta il principale trattamento per Il carcinoma squa-
mocellulare della testa e del collo. Il pitt importante fattore prognostico ¢ rappre-
sentato dall’attuazione di una radicalita oncologica dal momento che la mancata era-
dicazione della malattia costituisce la principale causa di morte nella stragrande
maggioranza dei pazienti affetti da carcinomi del distretto testa e collo.

Una recidiva loco-regionale nel corso del follow-up rappresenta, infatti, un
evento non infrequente (poco meno del 50% dei casi) e condiziona in maniera for-
temente negativa la prognosi della malattia. I dati della letteratura indicano inoltre
come in un certo numero di casi tali recidive si verifichino anche in pazienti con for-
me relativamente iniziali e nei quali la resezione chirurgica ¢ stata condotta con cri-
teri di radicalita, accertati dall’esame istologico dei margini di sezione e dei linfo-
nodi laterocervicali asportati spesso a scopo precauzionale.

Tale dato, al di la di potenziali errori di campionamento e della limitata sensibi-
lita delle tecniche di routine nella valutazione istopatologica dei campioni ottenuti
dal pezzo operatorio, evidenzia i limiti del solo esame istopatologico nella determi-
nazione della radicalita chirurgica, non escludendo pertanto in maniera assoluta la
possibilita che cellule maligne possano essere residuate nell’ospite, con un’elevata
possibilita di determinare la temuta ripresa di malattia locale e/o regionale.

A dispetto dei miglioramenti delle terapie, sia chirurgiche che complementari
(radio chemioterapia) per i pazienti con carcinoma della testa e del collo, in parti-
colare per quelli con neoplasia a stadio avanzato, la prognosi rimane a tutt’oggi an-
cora sfavorevole 116, Per questi una della cause del fallimento terapeutico sembra
ascrivibile alla mancanza di radicalita oncologica o sulla sede primitiva o sulle sta-
zioni linfatiche cervicali ! 15116 anche quando al clinico viene confermato dall’a-
natomo patologo I’assenza di neoplasia sui margini di resezione chirurgica e sui
linfonodi laterocervicali.

A supporto di questi dati si riporta come la percentuale di recidive locali possa-
no occorrere anche in presenza di margini istologicamente negativi *° ', come pic-
cole foci di cellule metastatiche (micrometastasi) sono spesso non riscontrati nei
linfonodi locoregionali analizzati 2! ® con il risultato che il rischio di recidive au-
menta per un «under-staging» della neoplasia e per una scelta terapeutica conse-
guentemente non appropriata in rapporto alla reale stadiazione della neoplasia.
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Alla luce di queste considerazioni si ritiene necessario una pill precisa e accura-
ta valutazione del paziente affetto da carcinoma della testa e del collo per ridurre al
minimo dopo chirurgia il rischio sia di «minimal residual disease» che di multipli
tumori a carico delle vie aeree digestive 7.

Alcune moderne conoscenze riguardanti gli aspetti biologici della carcinogene-
si dei tumori solidi rendono certamente pitt complesso il problema del tessuto con-
siderato sano che il chirurgo non asporta e di conseguenza meno sicuro 1’attuale
concetto di controllo locale della malattia basato su evidenze cliniche, radiologiche
e istologiche tradizionali. Oggi lo studio molecolare dei pazienti affetti da neoplasie
multiple della testa e del collo ha permesso di sviluppare ricerche mirate a distin-
guere se una seconda localizzazione tumorale nelle vie aereo digestive superiori
debba essere considerata una seconda neoplasia o una ripresa di malattia con la con-
seguenza di importanti riflessi terapeutici: infatti, generalmente la condotta nel pri-
mo caso ha un intendimento solo palliativo mentre presenta fini di guarigione in ca-
so di una seconda neoplasia.

Le indagini molecolari permettono di evidenziare nei protooncogeni € nei geni
oncosoppressori, per I’azione di carcinogeni diversi, delle alterazioni molecolari che
si pensa avvengano con un andamento a cascata, multistep, con possibilita di esten-
dersi nello spazio con una susseguente iniziale clonazione di cellule mutate.

E riconosciuto che in un area esposta ai carcinogeni si possono avere zone in fa-
se diverse e che un’area istologicamente negativa possa essere gia sede di un’alte-
razione genetica: questi dati portano a rivalorizzare un concetto introdotto da Slau-
ghter nel 1946 che & quello della «field cancerization» *8. Lautore descrive cosi lo
stato di predisposizione delle mucose dei pazienti con carcinoma della testa e del
collo ad evolvere verso la trasformazione neoplastica e supporta 1’ipotesi che que-
sta predisposizione possa essere geneticamente predeterminata.

Inoltre sottolinea come un fattore di rischio che pud promuovere una neoplasia
attraverso le varie fasi della carcinogenesi, in un distretto quale una mucosa, ¢ mol-
to probabile che agisca anche in distretti ad essa adiacenti inducendo cosi focolai di
iniziazione e promozione da cui possono originare tumori multipli, metacroni e sin-
croni *. Dati dalla letteratura evidenziano infine che la mucosa di pazienti con car-
cinomi della testa e del collo rispetto alla mucosa di pazienti normali presenterebbe
i segni di una possibile evoluzione neoplastica multifocale caratterizzabile per la
presenza di una significativa alta attivita di prodotti proteici oncogenici .

L’impiego sempre pill frequente di tecniche di biologia molecolare nello studio
delle neoplasie umane ha consentito recentemente di utilizzare metodiche relativa-
mente semplici per ’identificazione in campioni biologici di diversa natura, quali
saliva, plasma, ma anche margini di sezione e linfonodi, di un piccolissimo numero
di cellule «clonali» con alterazioni del DNA analoghe alle cellule del tumore primi-
tivo, aprendo cosi la strada ad una stadiazione molecolare della neoplasia stessa.

In letteratura viene riportato il ruolo del gene oncosoppressore p53 come mar-
catore molecolare nei margini di resezione !' e dimostrata 17 ]a presenza di clo-
ni in cellule tumorali in campioni di plasma, siero, saliva e urina attraverso 1’anali-
si del DNA con I’uso di microsatelliti. Utilizzando questo approccio, Califano et al.
(1999) '* dimostrano come la sede di origine di un carcinoma squamoso della testa
e del collo, inizialmente sconosciuta, possa essere diagnosticata con il riconosci-
mento, in aree di mucosa istologicamente negative, di cellule clonali geneticamen-
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te riscontrate nelle metastasi laterocervicali ed asseriscono che la presenza di iden-
tiche alterazioni molecolari in campioni istopatologici prelevati ai margini della
neoplasia, in linfonodi non metastatici e nel corrispondente tumore primitivo po-
trebbe essere utilizzato dall’oncologo come marker istopatologico molecolare.

Brennan (1995) ! riporta nel 43% dei margini negativi all’istologia tradiziona-
le una p53 mutata alla PCR con una mutazione identica a quella del tumore primi-
tivo nel 52% dei casi ed una correlazione statisticamente significativa tra p53M, nu-
mero di recidive e sopravvivenza ',

Nathan (1997) 7! osserva su campioni di carcinoma della laringe e della testa e
del collo che I’'iperespressione del protoncogene elF4E, puo indurre trasformazione
maligna attivando fattori di crescita dei fibroblasti (FGF2) e fattori angiogenetici
(VEGF) e che anch’esso si riscontra in aree di mucosa adiacente al tumore istologi-
camente negative alle indagini routinarie. Specificatamente 1’autore ripetutamente
osserva una correlazione significativa tra positivita all’eIF4E e recidiva locoregio-
nale 7! 7?; tanto da considerare questo gene un fattore prognostico indipendente (p <
0,001). risultati confermati anche da Franklin in campioni di carcinomi laringei e
ipofaringei 8.

Recentemente Ries JC (2001) 8 osserva attivita telomerasica in aree di mucosa
normale di pazienti con carcinoma della cavita orale. Specificatamente il riscontro
di attivita telomerasica nella aree di mucosa normale nei soli pazienti caratterizzati
tutti da un tumore con un’alta attivita telomerasica porta ad asserire che in differen-
ti sedi della mucosa orale sono presenti cellule neoplastiche non riscontrabili alle in-
dagini istopatologiche routinarie legate al processo di «field cancerization» 8.

Alla luce di queste considerazioni dati preliminari ottenuti recentemente da Gal-
lo et al. * in uno studio retrospettivo, suggeriscono, infatti, la possibilita che 1’uso
della stadiazione e dell’analisi molecolare dei margini di sezione chirurgica, basato
cioe sull’identificazione di una popolazione di cellule genotipicamente correlate con
il tumore primitivo e non necessariamente modificate fenotipicamente al punto da
non essere facilmente riconoscibili come maligne dall’esame istopatologico, possa
consentire I’identificazione di una «minimal residual disease» non altrimenti rico-
noscibile. La stretta correlazione tra incidenza di recidive nel follow-up e presenza
di cellule clonalmente correlate con il tumore primitivo (positivita molecolare) in
margini di sezione negativi all’esame istopatologico, dimostrata in questo studio,
suggerisce pertanto la possibilita, attraverso 1’analisi molecolare con microsatelliti,
di una migliore stadiazione delle neoplasie ed una re-definizione del concetto di
«margine di sezione negativo» nella chirurgia dei carcinomi della testa e del collo
cosi come di molte altre neoplasie solide trattate chirurgicamente *.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Il problema della valutazione dei margini di resezione chirurgica con metodo
istopatologico tradizionale sara analizzato in un capitolo successivo (Cap. 11).

11 fatto che siano state descritte un certo numero di recidive locali a margini isto-
patologicamente negative, ha indotto alcuni autori ad approfondire il problema dal
punto di vista molecolare.

Esistono evidenze molto incoraggianti, che possono giustificare 1I’impiego cli-
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nico in centri attrezzati, sul fatto che in margini istologicamente negativi, possono
esistere mutazioni del gene p53 identiche a quelle del tumore primitivo e delle me-
tastasi linfonodali, cui si correla aumento di recidive e peggior sopravvivenza.

Ancora troppo preliminari per un impiego clinico, i dati relativi alla positivita

all’E1F4E in margini istologicamente negativi, che si correlerebbe con un aumento
di recidive locali.
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VIIL STUDIO DI APPLICABILITA E FATTIBILITA DEI FATTORI
PROGNOSTICI MOLECOLARI

T. Martone, L. Pignataro®, R. Albera, F. Palonta, G. Cortesina

La necessita di unire alla diagnosi di neoplasia, il maggior numero di informa-
zioni sulla sua possibile «evoluzione» e «prognosi», ¢ oggi una delle esigenze piu
sentite in oncologia. Ancora oggi, i parametri clinico-patologici generalmente con-
siderati non consentono una completa definizione del processo neoplastico e non
sembrano essere attendibili dal punto di vista prognostico, dal momento che, molto
spesso, neoplasie allo stesso stadio presentano evoluzioni cliniche differenti e im-
prevedibili. Si sono sviluppate pertanto, negli ultimi anni, ricerche molecolari volte
alla comprensione dei complessi meccanismi associati alla trasformazione e alla
progressione neoplastica con I'intento di cercare di migliorare I’accuratezza dia-
gnostica e meglio definire I’evoluzione prognostica di ogni singola neoplasia.

In aggiunta a cio, le tecniche di analisi molecolare oltre che caratterizzare sul
piano biologico la neoplasia, potrebbero fornire uno strumento utile sia nell’indivi-
duazione di pazienti a maggior rischio di sviluppo di una neoplasia (per suscettibi-
lita intrinseca o per I’esposizione a fattori di rischio), sia nella selezione di pazienti
da sottoporre a trattamenti terapeutici differenti, sulla base alla caratterizzazione
molecolare di ogni singola neoplasia.

Emergono quindi due sostanziali punti di applicabilita clinica dei marcatori mo-
lecolari: uno essenzialmente diagnostico e 1’altro mirato alla selezione di tumori
maggiormente aggressivi. Il primo si prefigge, attraverso ’individuazione di altera-
zioni molecolari, di ricercare aree di mucosa istologicamente sana ma a fortissimo
rischio per la presenza di queste alterazioni di degenerazione neoplastica e di indi-
viduare residui minimi di malattia, quali quelli ad esempio a livello dei margini chi-
rurgici di resezione e recidive locoregionali e/o a distanza. Il secondo punto mira in-
vece a meglio caratterizzare, dal punto di vista molecolare, i pazienti, per cercare di
determinare I’aggressivita della forma neoplastica attraverso 1’individuazione di al-
terazioni molecolari a carico di specifici geni che stimolano o inibiscono la prolife-
razione cellulare per poter meglio guidare le scelte terapeutiche oggi a nostra di-
sposizione. La ricerca di ulteriori indicatori prognostici, peculiari e specifici per
ogni singola neoplasia e per ogni singolo caso, nasce dalla necessita di predisporre
un trattamento specifico che offra il migliore beneficio terapeutico per quel singolo
paziente.

Alla luce di queste considerazioni si desume come sia importante risalire alle al-
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terazioni genetiche alla base di un’aumentata predisposizione allo sviluppo della
neoplasia; identificare situazioni preneoplastiche in pazienti esposti a fattori di ri-
schio e, per ultimo, cercare di caratterizzare la lesione neoplastica possibilmente per
predirne I’evoluzione clinica e precisarne le caratteristiche di chemio/radiosensibi-
lita al fine di poter poi impostare la piu corretta strategia terapeutica.

Attualmente non sembrano esistere indicatori molecolari ideali che, oltre a dare
informazioni prognostiche affidabili sull’evoluzione di ogni singola neoplasia siano
anche di facile esecuzione e poco costosi e ci0 fa si che il clinico routinariamente e
generalmente si avvalga dei soli parametri clinico patologici tradizionali.

Alla luce di queste premesse emerge che le problematiche da affrontare nella ri-
cerca e nell’utilizzo, nella pratica clinica, di eventuali indicatori molecolari sono
molteplici e riguardano numerosi aspetti.

STUDI DI APPLICABILITA

Definizione di indicatore molecolare prognostico

Per valutare correttamente e fare un’analisi critica dei dati della letteratura sui
fattori prognostici e predittivi in ambito oncologico-clinico, vi ¢ la necessita di de-
finire correttamente il termine di «fattore prognostico». Infatti, a tutt’oggi, esiste
una notevole confusione sull’utilizzo dei seguenti termini che, di frequente, vengo-
no utilizzati come sinonimi:

— Indicatore molecolare di rischio;

— Indicatore molecolare prognostico;

— Indicatore molecolare diagnostico;

— Indicatore molecolare predittivo.

Sulla base di quanto riportato da Chiesa® in una «review» del 1999, potremmo
definire:

— Indicatori molecolari di rischio quelle alterazioni genetiche che sono mag-
giormente riscontrabili in una popolazione esposta ad un determinato fattore rispet-
to alla popolazione generale non esposta (fumo, consumo di alcool, eta, sesso, pre-
disposizione genetica).

— Indicatori molecolari prognostici quelle alterazioni molecolari riscontrabili
negli stadi piu avanzati della malattia che rappresentano un indice di maggiore ma-
lignita, in termini di aggressivita biologica del tumore, e forniscono al clinico infor-
mazioni sull’evoluzione clinica della malattia e sulla sopravvivenza.

— Indicatori molecolari diagnostici quelle alterazioni genetiche che si avverano
nei primi stadi della malattia, consentendone la diagnosi precoce.

— Indicatori molecolari predittivi quelli in grado di predire la risposta ad uno
specifico trattamento.

Da cio si evince che il significato di ciascun indicatore varia a seconda che que-
sti appartengano ad una o all’altra categoria. Tale suddivisione in categorie si basa
sull’osservazione che la cancerogenesi € un processo multifasico in cui si accumu-
lano in modo sequenziale alterazioni genetiche in geni cruciali per il controllo del-
la proliferazione cellulare ® %, Tali alterazioni avvengono in genere in oncogeni e ge-
ni onco-soppressori, geni che controllano, in condizioni fisiologiche, le normali fun-
zioni di una cellula.



Studio di applicabilita e fattibilita dei fattori prognostici molecolari 171

Ed ¢ proprio I’attenta analisi delle lesioni genetiche specifiche che si avverano
nella cellula durante i vari «stadi» del processo di cancerogenesi, che ha portato al-
I’identificazione ed alla definizione delle diverse categorie di marcatori molecolari,
specifici di ciascuna fase della progressione neoplastica o di ciascuna neoplasia.

Sulla base di tale premessa potremmo allora cercare semplificare il significato
di indicatore molecolare dicendo che ciascuna cellula tumorale, destinata poi ad
espandersi in maniera clonale, porta con sé delle alterazioni genetiche che possono
essere utilizzate come «markers molecolari» di rischio, prognosi, diagnosi o predit-
tivi.

Potremmo inoltre aggiungere che, se I’alterazione molecolare & specifica della
cellula tumorale e si avvera in uno stadio specifico del processo di cancerogenesi al-
lora, I’indicatore viene definito tumore-specifico.

Di qui I'ulteriore distinzione tra indicatori tumore specifici e indicatori tessuto-
specifici:

Gli indicatori tumore-specifici sono indicativi di alterazioni geniche specifiche
osservate nei tumori (mutazioni o riarrangiamenti cromosomici).

Gli indicatori tessuto-specifici sono marcatori specifici del tessuto da cui il tu-
more deriva in quanto espressi in modo omogeneo nel tumore derivato da un deter-
minato tessuto e normalmente non espressi nel campione clinico in esame (es. le ci-
tocheratine utilizzate come marcatori epiteliali in tessuto linfonodale).

Attendibilita di un indicatore molecolare prognostico

Oltre ai problemi legati alla terminologia e alla definizione delle diverse cate-
gorie di indicatori molecolari andrebbero definiti anche dei criteri in base ai quali
un indicatore molecolare possa essere considerato «attendibile». Facendo riferi-
mento al lavoro di Brennan e Sidransky (1996) 5, affinché un marker sia attendibile
dovrebbe rispondere ad alcuni requisiti essenziali:

— dovrebbe essere specifico per le cellule tumorali, tale da poter distinguere
chiaramente le cellule normali da quelle tumorali;

— se si tratta di un marker indicatore della clonalita del tumore, dovrebbe indi-
viduare quelle alterazioni geniche indicative della fase di transizione da «displasia»
e «carcinoma in situ» a «carcinoma invasivo». Le alterazioni identificate nello sta-
dio di «carcinoma invasivo» dovrebbero essere sempre osservabili sia nelle cellule
tumorali che in quelle metastatiche;

— dovrebbe essere applicabile a gran parte della popolazione in studio.

Affidabilita di un indicatore prognostico molecolare

Al fine di approntare test prognostici e/o diagnostici basati su criteri di affida-
bilita, cio¢ che forniscano informazioni «significative» sull’evoluzione di una pato-
logia neoplastica e sulla sua possibile risposta alle opzioni terapeutiche, le osserva-
zioni promettenti su piccole serie di pazienti ed i risultati relativi al loro eventuale
utilizzo, dovrebbero essere sempre validate da studi retrospettivi o prospettici effet-
tuati su coorti costituite da un numero di soggetti adeguato (almeno 100) ed omo-
genee, cio¢ accomunate dalla stessa sede tumorale e dalle stesse caratteristiche del
tumore.

Dal punto di vista organizzativo, cio richiede un facile accesso ai tessuti pato-
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Tab. L.
Fattori molecolari potenziali markers di prognosi dei carcinomi HNSCC.

— Instabilita cromosomica e microsatelliti

— Reecettori per fattori di crescita
EGFR
ErbB-2

— Proteine regolatorie del ciclo cellulare
P16, p21, p27, ciclina D1

— Gene oncosoppressore p53
— Telomerasi

— Proteine regolatorie dell’apoptosi
Bcl2/Bax

— Fattori angiogenetici
VEGF, bFGF MMP2, MMP9

— Molecole di adesione
Integrine, laminine, caderine

Fonte: Hussein MR, Cullen K. Molecular biomarkers in HNSCC, prognostic and therapeutic implica-
tions. Expert Rev Anticancer Ther 2001.

logici umani, sia su materiale patologico di archivio che su materiale bioptico fre-
sco, ed un valido follow-up clinico. Inoltre, i risultati ottenuti con tecniche di anali-
si molecolare devono necessariamente essere associati all’esame istopatologico
classico dei tumori e a tutti i rilevanti parametri clinici dei pazienti.

Lutilita clinico-applicativa dei potenziali fattori utilizzabili come indicatori mo-
lecolari deve inoltre emergere da analisi statistiche adeguate, attraverso analisi mul-
tivariate, per verificare I’indipendenza delle informazioni prognostiche fornite.

Al momento, per i tumori del distretto cervico-facciale, nessuno dei fattori mo-
lecolari alterati nelle varie fasi del processo di cancerogenesi (Tab. I), & «routina-
riamente» utilizzato come marker prognostico, diagnostico o predittivo nella prati-
ca clinica. Nelle Tabelle I, III, IV e V sono schematizzati gli studi riportati in lette-
ratura sul significato prognostico di alcuni tra i fattori molecolari coinvolti nelle
neoplasie del distretto testa-collo. Come si evince da un attenta e critica analisi dei
risultati riportati in letteratura, alcuni fattori considerati generalmente indicativi di
prognosi severa o di rischio (es. p53) in realta hanno una significativita minore a
quanto generalmente ritenuto € non sempre omogenea tra i vari autori.

Tali fattori meriterebbero quindi di essere studiati su casistiche pitt numerose ed
omogenee. Come riportato in una recente review di Soussi e Beroud (2001) %, oc-
correrebbe validare la significativita dei fattori prognostici nello stesso modo in cui
viene valutata 1’efficacia dei trattamenti farmacologici, cioe¢ attraverso trials di fase
I, 11, o III. Gli studi preliminari di fase I permetterebbero di esplorare 1’eventuale as-
sociazione esistente tra un potenziale indicatore e la malattia e, cosa importante, di
definire un metodo standardizzato di analisi. Quelli di fase II dovrebbero valutare 1’u-
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Tab. II.
Significato prognostico di p53 in HNSCC trattati chirurgicamente +/- xrt/ct: correlazione con recidive
e sopravvivenza all’ Analisi Multivariata.

Autori n° casi % p53 sopravv recidiva
Shin et al., 1996 69 52% (ICH+) si si
Koch et al., 1996 * 110 44% (mut) no si
Michaelides et al.,1997 18115 42% (ICH+) no no
Hirvikoski et al., 1997 2 99 68% (ICH+) si si
Pruneri et al., 1998 22 149 50% (ICH+) no -
Jin et al., 1998 2¢ 83 71% (ICH+) si -
Caminero et al., 1998 7 106 43% (ICH+) si no
Jackel et al., 2000 '3 88 77% (ICH+) si -
Tab. III.

Significato prognostico di p53 in HNSCC trattati solo con radioterapia: correlazione con recidive e
sopravvivenza all’ Analisi Multivariata.

Autori n° casi % p53 sopravv recidiva
Overgaard et al., 1998 % 68 66% (ICH+) 42% (mut) si (mut) si (mut)
Raybaud-Diogene et al., 1996 101 49% (ICH+) si si
Kokoska et al., 1996 1 70 61% (ICH+) - no
Awwad et al., 1997 2 79 53% (ICH+) no no
Tab. IV.

Significato prognostico della Ciclina D1 in HNSCC: correlazione con recidive e sopravvivenza al-
I’ Analisi Multivariata.

Autore casi % espr % amplif recidiva sopravv analisi
multivariata

Pignataro et al., 1998 2! 149 32% si si (p = 0,06) si
Bova et al., 1999 * 148 68% si (p=0,01) si
Akervall et al., 1997 ! 75 41% 12% si (p =0,05) si
Michalides et al., 1997 '8 115 49% si si
Dong et al., 2001 " 102 58% si si si
Bellacosa et al., 1996 3 51 18% si (p=0,03) si
Kyomoto et al., 1997 '© 45 53% 22% si (p = 0,0001) si (amplif)

Namazie et al., 2002 ¥ 102 30% si si si (amplif)
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Tab. V.
Significato prognostico di EGFR in HNSCC: correlazione con recidive e sopravvivenza all’ Analisi
Multivariata.

Autore casi EGFR espr recidiva sopravv analisi
multivariata
Dassonville et al., 1993 ° 109 71 fmol/mg (RIA) si si si
Maurizi et al., 1996 V7 140 8 fmol/mg (RIA)  si(p=0,05) si(p=0,0001) si
Grandis et al., 1998 11 91 54% (ICH) si si si

tilita clinica del marker, definendo un cut-off di alto e basso rischio. Quelli di fase III
dovrebbero essere studi prospettici di conferma dei risultati precedentemente ottenu-
ti e, per questo, essere condotti su grandi coorti di pazienti e comparati con altri fat-
tori ben definiti. Gli stessi Autori > asseriscono che lo studio della significativita del-
la p53 nei tumori umani puo essere considerato, al momento attuale, di fase I, essen-
do stata dimostrata un’associazione significativa soltanto nei tumori del polmone, nei
linfomi non-Hodgkin’s ed in quelli della mammella. Per i tumori del distretto cervi-
co-facciale potremmo allo stato attuale definire, 1’analisi dell’espressione della p53,
della ciclina D1, le alterazioni cromosomiche del cromosoma 11q13, la sovraespres-
sione di ErbB-1 o EGF-R e di ErbB-2 e le molecole di adesione, per ora solo dei fat-
tori prognostici «sperimentali» e quindi solo potenziali marker prognostici che meri-
tano di essere validati su casistiche di dimensioni adeguate ed omogenee.

STUDI DI FATTIBILITA

La scelta di utilizzare a scopo prognostico e/o diagnostico un determinato indi-
catore molecolare dipende dalla «sensibilita» e «specificita» del metodo d’analisi e
quindi, in prima istanza, dalle metodologie utilizzate.

Analisi dei metodi di laboratorio

Negli ultimi anni, a completamento della diagnostica istomorfologica (istologia,
conteggio e valutazione dei linfonodi positivi, volume tumorale, profondita dell’in-
filtrazione, grading ...) si sono sviluppate nuove tecniche, istochimiche e molecola-
ri che permettono di analizzare 1’eventuale alterata espressione di molecole di pro-
babile significato prognostico.

Tecniche istochimiche

Le tecniche istochimiche si basano sull’applicazione, a preparati istologici e ci-
tologici, di metodologie enzimatiche e immunologiche atte a fornire informazioni
pil accurate sulla natura e sul comportamento biologico del tumore sulla base del
quadro morfologico.

In particolare, ’'uso in diagnostica dell’istochimica consiste nell’individuazio-
ne, nei reperti bioptici di tessuto, di particolari markers (proteine o RNA) che non
sono normalmente presenti in un tessuto sano o la cui espressione ¢ alterata.
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Le tecniche attualmente piu utilizzate per 1’identificazione di fattori prognostici
sono:

— immunoistochimica: valutazione «in situ» dell’espressione di proteine me-
diante 1’utilizzo di specifici anticorpi;

— ibridazione in situ: valutazione «in situ» della presenza di acidi nucleici, as-
sociati alla trasformazione tumorale, mediante corte sequenze oligonucleotidiche
complementari alla sequenza genica bersaglio;

— FISH: analisi cromosomica basata sulla tecnica di ibridazione in situ con me-
todo di rilevazione fluorescente.

Tecniche molecolari

L’avvento della tecnologia di PCR o Polymerase Chain Reaction (reazione di
polimerizzazione a catena), per I’amplificazione enzimatica del DNA, ha aperto la
strada per 1’utilizzo dell’analisi diretta dell’informazione contenuta negli acidi nu-
cleici come metodo investigativo nella ricerca in campo biologico.

La PCR ¢ una tecnica di amplificazione genica che sfrutta la capacita di un en-
zima, la DNA polimerasi, di sintetizzare in vitro fino a 10° copie di qualsiasi seg-
mento specifico di DNA. Uno degli aspetti fondamentali della reazione di PCR ¢
I’enorme potere di amplificazione delle sequenze geniche bersaglio, indispensabile
per I’applicazione successiva di una qualsiasi delle tecniche di biologia molecolare.

Nonostante i limiti al suo utilizzo (Tab. VII), rappresentati soprattutto dal ri-
schio di contaminazione del campione di partenza da parte di materiale esogeno o,
nel caso di tessuti tumorali, da parte di cellule normali, la PCR ha raggiunto un ot-
timo livello di affidabilita.

Campioni utilizzabili per la reazione di PCR

DNA genomico o RNA (che deve essere prima retrotrascritto a c-DNA) estrat-
to da:

— biopsie o tessuti paraffinati fissati in formalina

— cellule in coltura

— sangue

— siero

— fluidi e altri materiali biologici

— materiale microbico (virus o batteri)

Campi di applicazione della PCR

Puo essere utilizzata per I’identificazione di alterazioni geniche come «marca-
tori molecolari» di neoplasie:

— verifica dell’espressione (RNA) di un dato gene in un tessuto

— analisi quantitativa dell’espressione genica (PCR quantitativa)

— ricerca di delezioni e inserzioni e riarrangiamenti genici

—ricerca di mutazioni puntiformi gia note (raramente screening di mutazioni) in
geni onco-soppressori € oncogeni

— analisi di variabilita genetica o polimorfismi genici (RFLP e microsatelliti)

— valutazione della «malattia minima residua» (MRD)
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Utilizzo in clinica delle analisi di PCR

— diagnosi precoce (precedente ad una definita alterazione istologica)
— prognosi

— predittivita di risposta terapeutica

— monitoraggio del paziente

Marcatori molecolari piu studiati in oncologia molecolare

In campo oncologico si ricercano in genere le alterazioni (amplificazioni, riar-
rangiamenti, traslocazioni, delezioni, inserzioni e mutazioni puntiformi) in oncoge-
ni e geni onco-soppressori. La Tabella VI illustra i marcatori molecolari general-
mente studiati nei diversi tumori umani.

Tab. VL.
Marcatori molecolari piu studiati nei diversi tumori umani.

K-ras polmone, vescica, ovaio, colon e pancreas
Neu/erb-B2 mammella, testa-collo

Myc leucemie

APC colon

p53 tutti

BRCAI1, BRCA2 mammella, ovaio

Tab. VIIL.

Vantaggi e limiti all’utilizzo della PCR in campo clinico
Vantaggi Limiti

alta sensibilita specificita
rapidita costi elevati

riproducibilita

Applicazioni post -PCR
La PCR permette di ottenere elevata quantita di prodotti specifici anche da cam-
pioni contenenti quantita di acidi nucleici estremamente ridotte che non consenti-
rebbero le successive analisi con le tecniche tradizionali.
Tra le analisi successive rientrano:
— Rilevazione di mutazioni note (es. mutazioni note al codone 12 e 16 dell’on-
cogene ras) mediante le seguenti analisi molecolari post-PCR:
Sequenziamento diretto del prodotto di PCR
Ibridazione specifica con oligonucleotidi (ASO, MASA)
Esame di un sito di restrizione
Amplificazione allele-dipendente (ARMS)
— Rilevazione di mutazioni sconosciute (es. screening di mutazioni del gene on-
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co-soppressore p53 nei diversi tipi di tumore) mediante le seguenti tecniche mole-
colari:

Sequenziamento diretto

Elettroforesi in gradiente denaturante (DGGE)

Analisi dei polimorfismi di conformazione del DNA a singolo filamento
(SSCP)

Taglio chimico degli appaiamenti errati (CMC)

Taglio enzimatico degli appaiamenti errati (RNase cleavage)

— Analisi dei polimorfismi del DNA su base genetica (predisposizione o rischio

genetico)

Analisi del polimorfismo dei siti di restrizione

Analisi di Microsatelliti

ANALISI DEI COSTI

Una sostanziale parte della ricerca oncologica ¢ ora rivolta non solo a sviluppa-
re nuove tecnologie diagnostiche di tipo molecolare, ma anche a favorirne I’inseri-
mento in protocolli di diagnosi integrata, caratterizzati da alta efficacia e bassi rap-
porti costo-beneficio.

Allo stato attuale, ad un attento esame della letteratura, considerando solo que-
gli studi che prendono in esame casistiche > 80 soggetti e con significativita stati-
stica all’analisi multivariata, i fattori molecolari relativi ai carcinomi della testa e
del collo che potrebbero essere utilizzati routinariamente con le procedure diagno-
stiche di laboratorio sopra descritte sono riportate nella Tabella VIII.

La specificita e la riproducibilita delle tecniche di analisi istochimiche hanno
permesso di raggiungere alti livelli di affidabilita e precisione. Inoltre la facilita del-
la tecnica, insieme con il relativo basso costo, fanno si che tale tecnica sia facil-
mente applicabili a grandi screening di popolazione.

Costo dei reattivi: 7-10 euro

Tempi di esecuzione: 5 ore

Numero di reazioni effettuabili da una persona: dalle 20 alle 30 al giorno

Costo dell’esame: 10-15 euro

Le diverse tecniche di analisi molecolare (PCR quantitativa, sequenziamento
genico, analisi dei microsatelliti) hanno il vantaggio, nell’insieme, di essere molto
sensibili (80%-99%) ma il limite al loro utilizzo in analisi di routine in campo cli-

Tab. VIIL.
Fattori prognostici molecolari sperimentali negli HNSCC.

espressione della ciclina D1

espressione dell’oncogene EGF-R
espressione dell’oncogene ERB-B2/neu
espressione e analisi delle mutazioni di P53
studio delle molecole di adesione
riarrangiamenti di 11q13
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nico-oncologico ¢ rappresentato dalla laboriosita del metodo e dai costi ancora mol-
to elevati. Il costo elevato & imputabile:

— all’utilizzo di apparecchiature costose che richiedono ammortamento e manu-
tenzione. Tali strumenti non sono in genere presenti in tutti i laboratori annessi alla
Clinica

* PCR real-time, per 1’analisi quantitativi dell’espressione di determinati
geni (costo strumento ca 40-60.000 euro)

* Sequenziatore automatico per lo studio di mutazioni di oncogeni e geni
oncosoppressori e per 1’analisi di microsatelliti (costo strumento ca 50-60.000 euro)

* Citofluorimetro per lo studio di indici di proliferazione cellulare quali
analisi del ciclo cellulare (costo strumento ca 50-70.000 euro)

— all’uso di reattivi che non sono attualmente utilizzati a scopo di indagini di
routine, ma solo per ricerche sperimentali il cui costo ¢ estremamente variabile ma
pur sempre molto elevato (un kit per PCR puo costare, per 100 reazioni, dai 500 ai
1000 euro, gli anticorpi monoclonali da usare in citoflurimetria hanno un costo va-
riabile per 100 reazioni dai 100 ai 600 euro)

— al fatto che le metodiche non sono standardizzate per cui ¢ richiesto un costo
aggiuntivo in termini di tempi e di personale altamente qualificato oltre che di per-
sonale tecnico.

Da quanto detto si evince che il costo di un’analisi molecolare ¢ molto variabi-
le e puo oscillare dalle dai 15 ai 40 euro. L’ ostacolo da superare, per consentire al-
I’analisi molecolare di sostituire altre metodiche indirette di indagine di routine nel-
la diagnostica, ¢ quello dell’automazione, per consentire un incremento della ripro-
ducibilita, un aumento della produttivita ed una diminuzione dei costi.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

I requisiti tecnologici necessari, di struttura, strumentazione e personale specia-
lizzato, con relativi alti costi, per realizzare 1’obiettivo di allargare alla biologia mo-
lecolare (con riguardo a quei markers per cui esiste un back-ground sperimentale
«consolidato») la stadiazione dei tumori testa-collo, limitano necessariamente il lo-
ro utilizzo a centri strutturalmente avanzati (Dipartimenti e Istituti Oncologici,
Comprehensive Cancer Center) e che potremmo definire Centri di 2° livello, che in
una logica di Rete Oncologica Regionale, potrebbero diventare ospedali che tratta-
no pazienti oncologici. Questo modello organizzativo ¢ gia in fase avanzata nella
Regione Piemonte, dove esiste una Rete Oncologica e 2 Centri di Riferimento (Di-
partimento di Oncologia - COES Azienda Molinette; IRCC di Candiolo).

L’importanza di questi centri consiste nella possibilita di perfezionare e conso-
lidare la stadiazione molecolare oggi possibile, e di sperimentare, nuovi markers,
con I’obiettivo finale di diffonderli, a tempi lunghi, anche a centri pil periferici, pre-
vi investimenti strutturali.
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IX. POSSIBILE APPORTO DELI’ANALISI MOLECOLARE NELLO
STAGING DEL CARCINOMA CERVICO-FACCIALE: PROPOSTA DI
UN PROTOCOLLO DI RICERCA

L. Pignataro, D. Ronchetti, B. Digiuni, G. Cortesina*

RAZIONALE

Il principio fondamentale della chirurgia oncologica per ottenere il controllo lo-
cale del carcinoma della testa e del collo ¢ un’asportazione completa e con margini
adeguati che devono essere pitt 0 meno estesi a seconda della sede iniziale della neo-
plasia '? poiché, la mancata eradicazione della malattia, costituisce la principale cau-
sa di morte nella stragrande maggioranza dei pazienti affetti da carcinomi della te-
sta e del collo . Una recidiva loco regionale rappresenta un evento non infrequen-
te e condiziona in maniera fortemente negativa la prognosi, indipendentemente dal-
la sede di ripresa della malattia.

I risultati riportati in letteratura appaiono spesso non significativi e contrastanti
12: accanto a dati che evidenziano come la percentuale di recidive sia nettamente piu
alta in pazienti con margini di resezione positivi, si affiancano ulteriori osservazio-
ni ¢! che dimostrano come la ripresa di malattia possa essere riferibile ad una non
corretta manipolazione del pezzo operatorio, a potenziali errori di campionamento,
alla limitata sensibilita delle tecniche istopatologiche routinarie ma anche alla pos-
sibilita che cellule maligne possano essere residuate nell’ ospite *.

Cosi, come per le aree di mucosa circostanti il tumore, anche per le stazioni lin-
fatiche possono non essere riscontrabili, alle indagini routinarie, cellule neoplasti-
che con il rischio di diminuire del 50% la sopravvivenza per un piu alto numero di
metastasi linfonodali (N+) e a distanza (M+) '*. Alla luce di questi dati, ancora og-
gi, la maggior parte degli autori appare favorevole ad attuare una chirurgia elettiva
sulle stazioni linfatiche, pur con tecniche piu selettive.

Inoltre, localizzazioni metastatiche possono derivare da tumori occulti che per
lo pit originano dal tratto aereo digestivo. Numerosi studi riportano che I’incidenza
di metastatizzazione ai linfonodi laterocervicali, in questi particolari casi, sia com-
presa tra il 3 ed il 9%, tanto da indurre il clinico ad attuare biopsie «random» nelle
aree del distretto testa e collo pill facilmente sede di tumore occulto *® ed a intra-
prendere protocolli terapeutici particolarmente aggressivi comprendenti, per i pa-
zienti con localizzazione linfonodale, un trattamento profilattico del collo bilaterale
associato ad eventuale radioterapia sia su N che a livello dell’anello di Waldeyer °.

I Clinica ORL, Ospedale Maggiore Policlinico IRCCs, Universita di Milano;
“1I Clinica ORL, Universita di Torino
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Occorre poi considerare che circa il 10-30% dei pazienti con carcinoma della te-
sta e del collo manifesta un secondo tumore sincrono o metacrono in aree differen-
ti delle VADS 7. A tale riguardo diversi studi sembrano definire come plurime loca-
lizzazioni siano geneticamente identiche tra loro e si sviluppino per I’innescarsi di
eventi genetici multipli in grado di determinare subcloni cellulari con marcata ca-
pacita di crescita e di proliferazione («field cancerization») rilevabili unicamente
con tecniche molecolari '.

Alla luce di queste considerazioni, poiché i parametri clinico patologici gene-
ralmente considerati di per sé risultano ancora inadeguati, in quanto pazienti con
neoplasie allo stesso stadio e sede, sottoposti ad uguali trattamenti possono presen-
tare una evoluzione completamente differente °, si sono sviluppate linee di ricerche
genetiche e di biologia molecolare mirate ad identificare sia pazienti con un’au-
mentata suscettibilita genetica, sia tumori ad uno stadio preclinico non ancora clini-
camente manifesti. Analisi recenti sulla progressione tumorale hanno focalizzato
I’attenzione sull’impiego sempre piu frequente di tecniche molecolari capaci di
identificare in campioni biologici di diversa natura, tra cui margini di sezione e
linfonodi, «cellule clonali», cio¢ con alterazioni del DNA analoghe a quelle del tu-
more primitivo aprendo cosi la strada ad una stadiazione molecolare della neoplasia
stessa.

A questo particolare riguardo deve essere sottolineato quanto riportato da Cali-
fano (1996) 2 e Mao (1997) . 1l primo, in pazienti con carcinoma della testa e del
collo, dimostra, come gia evidenziato per altre neoplasie, una progressione genetica
dalla lesione premaligna al carcinoma invasivo: I’autore in questo modello moleco-
lare osserva analoghe alterazioni geniche sia nel tumore primitivo che in aree di mu-
cosa peritumorale macroscopicamente normale ! supportando quanto aveva riporta-
to Slaughter in merito alla «field cancerization». Il secondo °, dimostrando la colo-
nizzazione da parte di cellule clonali correlate al tumore primitivo, non solo in aree
di mucosa normale ma anche in foci metastatici ed osservando inoltre delle muta-
zioni addizionali, asserisce che questo riscontro potrebbe essere alla base della pro-
gressione tumorale e della metastatizzazione.

Dati preliminari di Gallo et al. (2000) '3, suggeriscono la possibilita che 1’uso
della stadiazione e dell’analisi molecolare dei margini di resezione chirurgica possa
consentire 1’identificazione di una minimal residual disease (MRD) non altrimenti
riconoscibile alle indagini istopatologiche comunemente utilizzate, basata sulla
identificazione di cellule genotipicamente correlate con il tumore primitivo e non
necessariamente modificate fenotipicamente al punto da non essere riconoscibili fa-
cilmente come maligne. Infine, Califano (1999) * dimostra come nel 55% di biopsie
su aree di mucosa normale e sui linfonodi metastatici, condotte in pazienti con me-
tastasi linfonodali laterocervicali da tumore primitivo occulto, siano presenti analo-
ghe alterazioni genetiche. Questi dati, se confermati in ulteriori studi, potrebbero
avere un importante impatto clinico in quanto potrebbero indirizzare lo specialista
ad attuare nuove strategie e protocolli terapeutici per i pazienti con localizzazioni
metastatiche da tumore occulto.
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ANALISI MOLECOLARE

L’analisi molecolare ¢ basata sull’identificazione di cellule genotipicamente
correlate con il tumore primitivo ma non necessariamente modificate fenotipica-
mente al punto da non essere facilmente riconoscibili come maligne.

Essa si focalizza sull’analisi dei «microsatelliti», una classe di elementi geneti-
ci altamente polimorfi e instabili, abbondanti nel genoma umano e distribuiti equa-
mente tra le sequenze geniche. I microsatelliti sono porzioni di DNA di lunghezza
variabile, tra 100 e 400 nucleotidi, costituititi da ripetizioni in tandem di due, tre e
quattro nucleotidi.

La letteratura riporta che in diversi tipi di tumori solidi, incluso il carcinoma
della testa e del collo, in uno stesso individuo il DNA estratto da cellule tumorali
puo differire dal DNA derivato da tessuto sano per la presenza di alterazioni nelle
sequenze ripetitive dei microsatelliti. Le alterazioni possono essere costituite da una
delezione od amplificazione all’interno della sequenza ripetuta del microsatellite at-
ta a generare un nuovo allele che caratterizza la popolazione tumorale oppure, in in-
dividui che presentano eterozigosita nella regione del microsatellite, dalla presenza
di un solo allele per una completa delezione del microsatellite su un allele (perdita
di eterozigosita/LOH). Alla luce di quanto detto, I’alterazione di un microsatellite
puo rappresentare un vero e proprio marcatore molecolare delle cellule tumorali.

I microsatelliti sono particolarmente adatti a svolgere un ruolo di markers mo-
lecolari per la loro abbondanza e distribuzione in tutto il genoma umano, perché so-
no ipervariabili e, non ultimo, sono facilmente analizzabili con tecniche molecolari
di amplificazione in PCR (polymerase chain reaction).

Per quanto riguarda la scelta dei microsatelliti da analizzare, ¢ importante pren-
dere in esame molteplici marcatori che mappino in loci diversi del genoma umano
e rappresentino regioni di potenziale interesse nella carcinogenesi per le neoplasie a
partenza dalla testa e collo.

L’ analisi dei microsatelliti comporta due fasi:

a) Il primo obiettivo ¢ rispondere alla domanda «il marcatore ¢ informativo?» In
altre parole, solo se il pattern di amplificazione del microsatellite nel tumore ¢ di-
verso rispetto al tessuto sano, ¢ possibile identificare 1’eventuale presenza di una po-
polazione clonale derivata dal tumore.

b) Nei casi in cui il microsatellite in esame ¢ informativo, si procede all’analisi
dei margini di resezione e/o dei linfonodi; il pattern di amplificazione dei microsa-
telliti in questi tessuti confrontato con il pattern dato dal tessuto sano e tumorale,
consente di verificare I’eventuale presenza di cloni tumorali.

METODI

Sperimentalmente 1’analisi molecolare prevede diverse fasi:

— Raccolta dei campioni. Per ogni paziente deve essere disponibile materiale
cellulare derivato dal tumore primario e un campione di tessuto sano: il loro con-
fronto ci permette di valutare I’informativita dei microsatelliti e scegliere quali uti-
lizzare come markers molecolari.
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— Estrazione del DNA dai campioni biologici. Grazie all’alta sensibilita delle
tecniche utilizzate, ¢ possibile condurre 1’analisi anche su quantita scarse di mate-
riale e su DNA a basso peso molecolare o parzialmente degradato nei casi di diffi-
cile raccolta del campione.

— Amplificazione del DNA del microsatellite tramite PCR. 1 microsatelliti sono
regioni di DNA di lunghezza variabile tra 100 e 400 nucleotidi, cio a vantaggio del-
I’efficienza di amplificazione e della possibilita di amplificare DNA parzialmente
degradato. Per 1’amplificazione viene utilizzata una coppia di primers fiancheg-
giante la regione del microsatellite. In questa fase ¢ fondamentale ottimizzare le
condizioni di PCR al fine di ridurre le bande di amplificazione aspecifiche che ren-
derebbero difficoltosa I’interpretazione dei risultati. E inoltre possibile ottimizzare
le condizioni di amplificazione in multiplex, vale a dire analizzare in una sola rea-
zione due o pil microsatelliti.

— Separazione degli amplificati in gel elettroforesi. Trattasi di una «gel elet-
troforesi» ad alta risoluzione perché deve consentire la discriminazione di bande di
amplificazione del DNA che differiscono di un solo nucleotide.

A questo scopo la separazione viene effettuata su gel di grandi dimensioni di
acrilamide/bisacrilamide (19:1) concentrata al 10%. Per la rivelazione delle bande di
amplificazione del DNA dopo la migrazione, si utilizza una tecnica di colorazione
del DNA che prevede la precipitazione di sali di nitrato d’argento. A fianco di una
elevata sensibilita di rivelazione, questa colorazione presenta il vantaggio della non
tossicita dei reagenti da utilizzare.

— Interpretazione dei dati. La difficolta di questa fase dell’analisi puo essere au-
mentata dalla complessita dei pattern di amplificazione presentati dai campioni.
Spesso oltre alle bande specifiche dei microsatelliti dei due alleli, si ritrovano ban-
de extranumerarie dovute alla presenza di amplificato aspecifico generato durante la
PCR. Bisogna inoltre considerare la possibile contaminazione del tessuto tumorale
con il tessuto sano circostante.

SCOPO DELLO STUDIO

Alla luce di queste considerazioni e dai dati della letteratura, lo scopo ¢ quello
di attuare uno studio molecolare dei linfonodi e dei margini di resezione classifica-
ti come negativi all’esame istopatologico per meglio definire il concetto di radica-
lita oncologica e di re-stadiare la neoplasia in accordo con i dati molecolari. Questo
approccio potrebbe consentire di identificare cellule pre- o francamente neoplasti-
che (con alterazioni del genoma compatibili con quelle del tumore primitivo) in
margini di sezione indenni e micrometastasi linfonodali non altrimenti riscontrabili
alle indagini istopatologiche routinarie.

OBIETTIVI FINALI

L’analisi dei microsatelliti potrebbe permettere:
1) una piu appropriata stadiazione molecolare della neoplasia: in particolare a li-
vello linfonodale attraverso il riscontro di cellule tumorali in linfonodi istologica-
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mente negativi alle indagini routinarie (pNO) o per un riscontro di ulteriori linfono-
di metastatici in pazienti pN+. Con questa metodica il riscontro di una correlazione
statisticamente significativa tra la presenza di cellule tumorali nei linfonodi latero-
cervicali e prognosi peggiore potrebbe suggerire per questi pazienti una strategia te-
rapeutica postchirurgica piu aggressiva (radioterapia postoperatoria in casi inizial-
mente NO o chemioterapia in pazienti N1-3 con presenza di cloni di cellule neopla-
stiche in un alto numero di linfonodi).

2) 1l riscontro di cellule tumorali in margini di resezione chirurgica istologica-
mente negativi e la dimostrazione di un incremento del rischio di recidiva locale do-
po chirurgia potrebbe suggerire di pianificare differenti strategie terapeutiche com-
prendenti od un reintervento con escissione di tessuto addizionale od una radiotera-
pia adiuvante dopo chirurgia in quei pazienti con alterazioni di microsatelliti in aree
di mucosa apparentemente e istologicamente libere dal tumore.

3) Il riscontro nelle vie aereo digestive di differenti aree di popolazioni cellula-
ri con le stesse alterazioni genetiche del tumore primitivo potrebbe avere un signi-
ficato biologico ed implicazioni cliniche. Infatti questi dati potrebbero suffragare la
teoria della «field cancerization» per la quale si evidenzia un comune clone di ori-
gine per aree tumorali geograficamente distinte ma geneticamente correlabili. Per-
tanto il riscontro in differenti siti di popolazioni clonali di cellule tumorali potrebbe
permettere di identificare iniziali eventi responsabili dello sviluppo di secondi tu-
mori, e di selezionare pazienti ad alto rischio di tumori multipli da sottoporre a nuo-
vi approcci terapeutici.

11 beneficio clinico della diagnostica molecolare sarebbe quindi rappresentato da
un trattamento iniziale e da un eventuale trattamento di recupero pilu precoce e per-
tanto generalmente piu efficace, una maggiore sicurezza di radicalita con un even-
tuale ampliamento dei margini di resezione ed eventuale associazione di terapie
complementari.
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X. LA STRATEGIA DIAGNOSTICA FINALIZZATA
ALL’IDENTIFICAZIONE DEI FATTORI PROGNOSTICI

A. Cavalot, G. Preti, F. Palonta, G. Cortesina

In base a quanto detto nei capitoli precedenti, noi riteniamo necessario che la
strategia diagnostica sia allargata a tutti quegli esami, test e visite di altre specialita
che possano garantire 1’identificazione di quei fattori prognostici di cui abbiamo
parlato nei capitoli precedenti e riassunto nella Tabella I del capitolo 8.

LINEE DIAGNOSTICHE GENERALLI

Per ogni paziente ¢ necessaria una attenta anamnesi sia fisiologica (abitudini vo-
luttuarie, attivita lavorativa ecc.) sia patologica remota e prossima che, orientata dal-
la sintomatologia, potra rappresentare una sicura guida per un corretto iter diagno-
stico 2,

La diagnosi deve essere mirata nei confronti del tumore, delle adenopatie e del-
le metastasi a distanza. Per quanto concerne il tumore ¢ necessario orientare la dia-
gnosi alla natura e all’estensione della lesione.

La diagnosi di natura si basa sull’esame istologico per lo piu di facile realizza-
zione o, per sedi di difficile accesso, su esame citologico. In lesioni limitate sono da
proscrivere le «biopsie exeresi» a meno che si abbia la certezza di avere un margi-
ne di tessuto sano tale da assicurare comunque la radicalita dell’exeresi in caso di
positivita del prelievo.

La diagnosi di estensione ¢ essenziale sia per definire i limiti di T quanto per la
valutazione della diffusione linfatica ed in ultima istanza per la programmazione del
trattamento. La diagnosi di estensione per T si avvale sia dell’esame clinico, con il
supporto di fibre ottiche, ove necessario, quanto di esami endoscopici e dell’ima-
ging (TC, RMN, arteriografia, scintigrafia ecc.). Per quanto attiene I’imaging ¢ ne-
cessario ricordare che la TC e la RMN possiedono caratteristiche di risoluzione par-
ticolari che le rendono di volta in volta idonee a studiare distretti diversi ©2 2.

La TC spirale permette un’acquisizione particolarmente rapida di molti dati e
consente di esplorare la regione interessata in un’unica apnea, riducendo gli artefat-
ti e permettendo I’esecuzione dell’esame anche in pazienti scarsamente collaboran-
ti. Con la TC spirale ¢ inoltre piu semplice e piu rapida la ricostruzione tridimen-
sionale e quindi lo studio di alcuni distretti quali il massiccio cranio-facciale, o la
laringe sottoglottica o le zone di confine con il campo neurochirurgico '*» 282,

II Clinica ORL, Universita di Torino
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Particolare significato, soprattutto per lo studio delle adenopatie metastatiche ri-
veste la PET (tomografia ad emissione di positroni); in tale esame, sfruttando I’au-
mento dell’attivita glicolitica per il glucosio delle cellule neoplastiche, viene usato
quale tracciante il desossiglucosio marcato con il fluoro-18 (FDG) che, una volta
captato dalle cellule neoplastiche, viene intrappolato senza subire un ulteriore me-
tabolismo, permettendone cosi la loro visualizzazione. Tale metodica ha dimostrato
notevoli possibilita diagnostiche sia per il T quanto per I’N, e anche per lo studio di
eventuali recidive anche dopo irradiazione. La sua limitata diffusione, gli alti costi
e la ancora scarsa esperienza ne limitano molto I’uso 715212227,

Alcuni dati interessanti e a costi inferiori possono essere ottenuti con la scinti-
grafia al Tallio201, marcatore della neoangiogenesi neoplastica >.

Infine esistono numerosi lavori che evidenziano 1’importanza dello studio del
linfonodo sentinella, tecnica che ha dato risultati importanti nelle neoplasie mam-
marie e cutanee (melanomi) (mamelle). Lo scopo della tecnica del linfonodo senti-
nella & essenzialmente quella di ridurre il numero degli svuotamenti linfonodali non
strettamente necessari e valorizzare pertanto 1’exeresi selettiva di un linfonodo sen-
tinella identificato mediante una linfoscintigrafia preoperatoria e confermata intrao-
peratoriamente dalla misurazione mediante gamma camera della radioattivita del
linfonodo asportato. La positivita dello stesso indirizza verso uno svuotamento del
collo mentre la sua negativita lo rende facoltativo. Sebbene i dati siano confortanti
tale pratica non ¢ ancora di uso corrente, se non in quei centri che hanno sperimen-
tato la metodica °.

Questo concetto introduce il tema della corretta valutazione delle adenopatie,
essendo la prognosi pesantemente influenzata dalla corretta valutazione e tratta-
mento di N.

L’esame clinico-palpatorio costituisce il primo step, sicuramente economico,
ma con sensibilita e specificita variabili e legati a molteplici fattori, non ultimi I’e-
sperienza del clinico, la sede e la conformazione del collo, e si attesta in ultima ana-
lisi su un percentuale di falsi positivi superiore al 20% (cNo/pN+).

Per quanto riguarda gli esami strumentali 1’ecografia costituisce un’indagine ra-
pida, economica, semplice e ripetibile, con dei limiti legati all’ecostruttura intra-
ghiandolare che spesso non permette la differenziazione tra linfonodo reattivo e me-
tastatico. I dati che grossolanamente indirizzano verso la presunzione di invasione
neoplastica sono la dimensione superiore a 1 cm, la forma sferica e I’ipoecogenicita.

La TC e la RMN, come abbiamo gia visto, rappresentano due esami indispen-
sabili per la diagnosi di estensione di T, ma sicuramente lo sono anche per la cor-
retta valutazione di N. Cosi come per 1’ecografia, anche per TC e RMN vi sono del-
le caratteristiche che orientano verso l’interessamento neoplastico di N: la forma
sferica, il diametro minimo assiale > 15 mm nella regione sottomandibolare e sot-
todigastrica e > 10 mm nelle altre regioni, il raggruppamento di pit di 3 adenopatie
con un diametro assiale minimo di 9-10 mm e I’ipodensita degli stessi.

In caso di NO clinico non sembra indicata la diagnostica cito-istologica poiché,
anche eseguita sotto guida ecografica non puo interessare tutti i linfonodi ed ha una
sensibilita del 76% e una accuratezza dell’89%; percentuale che aumenta ed ha un
suo razionale nelle adenopatie palpabili.

Un discorso particolare riguarda le adenopatie metastatiche da focus ignoto.
Studi retrospettivi hanno portato ad alcune significative conclusioni:
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— il trattamento radicale del collo puo risolvere definitivamente il problema re-
gionale ogni qualvolta le caratteristiche e 1’estensione delle metastasi lo consenta-
no;

— il mancato trattamento delle metastasi conduce ad un esito infausto piu rapi-
damente della possibile evoluzione del tumore;

— la neoplasia primitiva puo anche non rivelarsi mai o farlo molto tardivamen-
te;

— sembra utile, per la ricerca di T 1’uso della PET.

L’iter diagnostico deve essere approfondito e rigoroso, volto innanzitutto a for-
nire una diagnosi differenziale tra patologia primaria extralinfonodale e patologia
linfonodale primaria e secondaria.

Oltre all’anamnesi e alla semeiologia clinica palpatoria e strumentale, va asso-
ciata in ogni caso la citologia per agoaspirazione evitando sempre la biopsia a cielo
aperto. In caso di positivita andra ricercata la lesione primitiva privilegiando, in ca-
so di mancata evidenza clinica, le sedi maggiormente «linfofile», avvalendosi anche
di biopsie alla cieca.

Infine ¢ necessario tenere presente la possibilita, non certo eccezionale, di le-
sioni neoplastiche sincrone o metacrone primitive, con sede e istogenesi diverse. La
riconosciuta esistenza della «field cancerization» ci obbliga ad esaminare con i mez-
zi piu opportuni I’intera superficie a maggior rischio.

Oltre all’Rx del torace per la possibile localizzazione brocopolmonare sara sem-
pre necessario sottoporre il paziente portatore di una neoplasia del distretto cervico-
cefalico a panendoscopia per valutare attentamente tutte le VADS. Si dovranno al-
tresi predisporre tutti quegli accertamenti volti a identificare 1’eventuale presenza di
patologie concomitanti (soprattutto a carico di bronchi, polmoni, fegato, rene): en-
zimi epatici, bilirubinemia, ecografia epatica, prove di funzionalita renale, Rx tora-
ce, prove di funzionalita respiratoria, ev. broncoscopie.

L’esame istopatologico, su biopsia e sui pezzi operatori (volto alla definizione
del pTNM), dovra ricercare: istotipo, grading, pattern d’invasione, embolizzazione
intravasale (E+), invasione perineurale, numero e tipo di cellule immunocompeten-
ti, numero e livello dei linfonodi metastatici, rottura capsulare (R+) dei linfonodi.

Vediamo ora in maniera schematica quale deve essere 1’approccio diagnostico
per sede.

DIAGNOSI PER SEDE

Cavo orale

In tale sede si avvale dell’esame ispettivo e palpatorio, volto a definire in prima
istanza le dimensioni reali della lesione e il suo grado si infiltrazione. Per lesioni
piccole, senza apparente grave infiltrazione e senza rapporti con strutture ossee tale
approccio potrebbe essere sufficiente.

Per lesione maggiori o in cui il rapporto neoplasia/osso pud comportare delle
scelte terapeutiche anche complesse & necessario avvalersi dell’imaging sia RMN,
maggiormente valida per la definizione dell’infiltrazione muscolare, sia TC piu
esautiva per quanto concerne 1’0sso. Lo studio del paziente andra sempre completa-
to dall’Rx del torace e dalla panendoscopia per i motivi precedentemente descritti.
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La biopsia dovra necessariamente essere praticata per una diagnosi di natura, senza
perod alterare la configurazione della lesione. Meno significativita sembra avere la
colorazione vitale, sebbene in alcuni casi possa essere utile per delimitare i margini
macroscopici della lesione 218,

Orofaringe

Risulta sovrapponibile tutto ciod che & stato detto per il cavo orale con una mag-
giore necessita di avvalersi dell’imaging per la valutazione della compromissione
muscolare.

In entrambe le sedi &, a nostro avviso, importante il bilancio odontostomatolo-
gico per una corretta impostazione terapeutica volta non solo a una eradicazione tu-
morale ma anche al recupero funzionale post-operatorio !'. Si deve inoltre provve-
dere a bonifica dentaria (se indicata) prima di una RT post-operatoria.

Rinofaringe

Costituisce sicuramente una delle sedi di piu difficile valutazione. La semeioti-
ca ¢ essenziale per identificare i sintomi correlati alla lesione neoplastica (adenopa-
tie, deficit nervosi, epistassi, diplopia, ipoacusia, trisma, faringodinia ecc.)

L’esame clinico con fibre ottiche rigide o flessibili del cavo e la corretta valuta-
zione delle eventuali adenopatie presenti sui primi 5 livelli.

La biopsia sotto guida della fibra ottica ¢ indispensabile per la diagnosi di natu-
ra. E consigliabile far precedere la TC e la RMN alla biopsia per due motivi essen-
ziali: I’'imaging pud rappresentare una guida essenziale per identificare corretta-
mente il punto da biopsiare e secondariamente si evita di interpretare il «minus» la-
sciato dalla biopsia come una lesione, o di male interpretare 1’alterazione dei tessu-
ti conseguente ad edema o sanguinamento.

In casi in cui la sola sintomatologia sia rappresentata dall’adenopatia e non sia
visibile una lesione del cavo rinofaringeo, sara indispensabile un agoaspirato dei
linfonodi interessati.

Puo avere un significato interessate il dosaggio degli anticorpi anti EBV.

Nei casi piu avanzati sara necessaria una valutazione radiologica del torace e
ecografica del fegato.

Come per il cavo orale e I’orofarige & utile gia nell’approccio diagnostico 1’ap-
porto dell’odontostomatologo soprattutto per quanto concerne la bonifica dentaria
pre-RT quando necessaria per la costruzione di appositi «devices» per ridurre gli ef-
fetti collaterali della RT 24°,

Cavita Paranasali

Come per il rinofaringe costituisce una sede di difficile interpretazione, con una
sintomatologia spesso sfumata e tardiva, con una diagnosi spesso occasionale, con-
seguente ad interventi per poliposi nasale e sinusite.

In tale sede risulta determinante 1’attenta anamnesi lavorativa volta ad identifi-
care i fattori di rischio correlabili con la patologia in atto (lavoratori del legno,
cuoio, etc.).
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Considerata la particolare struttura interessata, la valutazione endoscopica non
¢ in grado di darci dei dati precisi riguardo all’estensione della lesione, rimanendo
molte zone confinate dentro «camere ossee».

Pure lo studio TC e RMN non sono cosi dirimenti, dovendo differenziare il tes-
suto tumorale da quello infiammatorio concomitante, pressoché sempre presente in
caso di neoplasia di tale sede.

Inoltre I’indagine radiologica eseguita dopo un precedente trattamento chirurgi-
co per una poliposi o una sinusite rivelatasi successivamente sede di neoplasia, puo
essere viziata da un tasso importante di falsi positivi conseguenti alla alterazione
anatomica post-chirurgica, considerati come rimaneggiamenti secondari a neopla-
sia. In un paziente non ancora trattato la biopsia andrebbe sempre praticata dopo I’i-
maging per gli stessi motivi esposti per il cavo rinofaringeo.

Nella valutazione collegiale andra aggiunto agli altri specialisti anche 1’oculista,
se si prevede una exenteratio orbitae chirurgica, o se si prevede che il campo di ra-
dioterapia possa comprendere il complesso orbita-nervo ottico ' ©.

Il compito dell’odontostomatologo, oltre a quelli precedentemente ricordati,
sara connesso all’allestimento di una protesi otturatoria nel caso sia necessaria I’a-
sportazione del palato duro e non si pianifichi una ricostruzione chirurgica median-
te lembo.

Laringe

La sintomatologia puo dare un indirizzo grossolano sulla sede interessata, indi-
rizzando la nostra attenzione sulla regione sovraglottica, glottica o sotto glottica a
seconda se il sintomo prevalente & la disfagia, la disfonia o la dispnea .

La laringe rappresenta una sede facilmente eplorabile con la laringoscopia indi-
retta mediante fibroscopi rigidi (70°-90°) o flessibili, che permettono di valutare 1’a-
spetto mascroscopico della lesione nonché la motilita laringea.

La laringoscopia diretta in narcosi, anche con I’ausilio del microscopio, rappre-
senta lo step essenziale per ’esecuzione della biopsia e un’accurata visione della le-
sione. Con tale esame, con I'ausilio di fibre ottiche a 45° ¢ possibile valutare cor-
rettamente la regione sottoglottica e le lesioni che interessano la pagina inferiore
della corda vocale, sede altrimenti difficilmente valutabile.

L’imaging, sia TC che RMN, manifesta la sua utilita nell’evidenziare I’infiltra-
zione in profondita, lo sconfinamento dalla regione inizialmente interessata, il coin-
volgimento della cartilagine come pure, sedi non altrimenti visualizzabili come lo
spazio paraglottico o lo spazio io-tiro-epiglottico.

Tali informazioni sono di vitale importanza nella programmazione terapeutica
soprattutto ove si debba scegliere tra un intervento conservativo e uno demolitivo ',

Ipofaringe

Vale lo stesso discorso fatto per la laringe con un’attenta indagine del canale di-
gestivo. Deve essere condotta routinariamente una esofagoscopia, ove possibile con
strumento rigido graduato, e una corretta segnalazione dei limiti inferiori della le-
sione. E spesso utile eseguire delle microbiopsie anche su mucosa apparentemente
indenne a livello della bocca esofagea, tenendo presente la possibilita di forme di
early cancer, manifestazioni spesso mal visibili macroscopicamente. Inoltre ¢ utile
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ricordare che nel campo dell’imaging costituisce un ausilio validissimo la video-
fluorografia, soprattutto in quei casi in cui la disfagia costituisce il sintomo prepon-
derante ma non ¢ correlabile a una lesione evidenziabile.

Ghiandole salivari

Che si tratti di parotide o di ghiandola sottomandibolare, la neoplasia si presen-
ta sempre come una tumefazione, spesso asintomatica, alle volte dolente alla palpa-
zione.

L’ecografia rappresenta I’esame di prima scelta, coniugando elementi vantag-
giosi quale la non invasivita, il basso costo, la buona risoluzione, la possibilita di es-
sere associata all’agobiopsia.

Presenta il limite di non permettere una buona valutazione delle porzioni al di
sotto della mandibola. In questi casi esprime la sua validita la RNM che ha supera-
to la TC per una miglior definizione dei tessuti molli, e sulla localizzazione intrin-
seca o estrinseca della lesione. Sono in corso i primi studi con la PET che, sebbene
interessanti, non permettono, per i limiti noti, di considerare tale esame come un’in-
dagine routinaria 8.

L’agoaspirato con ago sottile (FNA) ¢ in grado di differenziare le patologie neo-
plastiche dalle non neoplastiche con un’accuratezza superiore all’80%, permettendo
quindi una buona pianificazione della strategie chirurgica. E comunque sempre da
proscrivere la biopsia a cielo aperto sia per i rischi di disseminazione di cellule can-
cerose, sia per i rischi di una possibile lesione nervosa o di fistole salivari 2.

RUOLO DEL MEDICO GENERALE PER UNA DIAGNOSI PRECOCE

I tumori delle VADS presentano per il medico di Medicina Generale una comu-
ne caratteristica: la possibilita di una diagnosi precoce guidata da una attenta anam-
nesi e dall’esame clinico, soprattutto per quanto concerne le sedi piu frequenti; ¢
evidente quindi 1’importanza del suo ruolo per far si che il paziente giunga all’os-
servazione dello specialista in una fase precoce.

Il compito del medico di Medicina Generale si estrinseca in due momenti pre-
cisi:

— la prevenzione volta all’eliminazione dei fattori di rischio di tipo voluttuario
e lavorativo;

— la diagnosi precoce valutando periodicamente i soggetti a rischio per i tumori
piu frequenti (cavo orale e laringe) con un’attenta analisi delle chiazze discromiche
rosse o bianche della mucosa, delle tumefazioni e ulcerazioni, delle adenopatie, del-
la disfagia e disfonia.

E molto importante un confronto continuo con 1’équipe specialistica di riferi-
mento per fornire indicazioni univoche, ma anche per contribuire con la propria co-
noscenza «globale» del paziente, delle sue condizioni generali, delle patologie as-
sociate e del contesto socio-ambientale, ad individuare I’iter piti adeguato.

Infine il medico di Medicina Generale dovra porre attenzione all’adesione ad un
follow-up corretto, evitando di sottoporre il paziente a procedure diagnostiche inu-
tili e costose.
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L’aumentato rischio di secondo tumore nei pazienti gia affetti da una neoplasia

di questo distretto dovra impegnare il medico di base in un’opera di rafforzamento
dell’astensione dai fattori di rischio.
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XI. CORRELAZIONE TRA FATTORI PROGNOSTICI E
TRATTAMENTO IN ONCOLOGIA CERVICO-CEFALICA

R. Boggero, F. Palonta”, G. Preti", P. Rosso”, F. Beatrice™, R. Albera®, G. Cortesina®, C. Gior-
dano

L’identificazione di fattori prognostici (clinici, patologici e biologici) sicuri o
probabilmente sicuri € un grosso passo avanti nella valutazione clinica del paziente
portatore di HNSCC, in una visione oncologica moderna, che prevede valutazioni
diagnostiche piu sofisticate e avanzate che si vengono necessariamente a correlare
con indicazioni terapeutiche spesso multimodali e integrate. L’entrare nella logica
di ricercare sempre i fattori prognostici piu sicuri o almeno quelli che non richiedo-
no tecnologie di biologia molecolare sofisticate (non a disposizione di tutti i centri)
e di predisporre una sorta di «cartella dei fattori prognostici» significa aprire la por-
ta, previe valutazioni auspicabilmente collegiali con radioterapista, patologo e on-
cologo medico, a trattamenti integrati, il cui obiettivo ¢ quello di migliorare il con-
trollo locale, la sopravvivenza e, se possibile, la qualita della vita.

Riteniamo valida la classificazione dei fattori prognostici fatta in un capitolo
iniziale (legati al paziente, alla neoplasia e alle modalita di trattamento) ed a questo
rimandiamo. In questa sede cercheremo di valutare i vari tipi di trattamento oggi a
nostra disposizione e la loro integrazione, per valutare come singole indicazioni te-
rapeutiche possano essere strettamente condizionate da singoli fattori prognostici
(negativi o positivi) e per cercare di definire una specie di protocollo che possa es-
sere utilizzato nella valutazione dei singoli casi. Strettamente legate alla presenza di
fattori prognostici saranno inoltre le modalita di follow-up che dovra essere neces-
sariamente piu accurato, pil frequente e piu prolungato in caso di presenza di fatto-
ri prognostici negativi.

Esamineremo, in modo generale (cio¢ per tutti gli HNSCC) i vari tipi di tratta-
mento a nostra disposizione e cio¢ chirurgia (demolitiva e conservativa), radiotera-
pia, radio-chemioterapia, immunoterapia cercando di analizzare 1’indicazione te-
nendo conto dei fattori prognostici.

CHIRURGIA

Prenderemo in considerazione separatamente la chirurgia conservativa e la chi-
rurgia demolitiva.

I Clinica ORL, Universita di Torino;
“II Clinica ORL, Universita di Torino;
* Divisione ORL, A.S.O. «S. Giovanni Bosco» di Torino
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Chirurgia conservativa

E concetto di base che non deve mai essere dimenticato, che preservare una par-
te di organo (e quindi una funzione) non deve mai, in modo assoluto, andare a sca-
pito del controllo locale, sia sul T che sull’N.

Il fattore prognostico T clinico sia nei suoi aspetti anatomo patologici macro-
scopici (vegetante, infiltrativo, ulcerato e forme intermedie), sia nel suo coinvolgi-
mento delle varie sedi e sottosedi della regione (in termini di numero e tipo delle se-
di interessate) & sicuramente il fattore pit importante che deve essere valutato con
estrema cura.

La nostra indicazione dovra necessariamente tener conto della necessita vitale
di avere margini chirurgici adeguati (e cio¢ negativi) facendo largo uso degli esami
istologici estemporanei al criostato congelatore e di non resecare sedi, la cui pre-
senza ¢ indispensabile per il ripristino di una corretta funzione.

Questo discorso ¢ particolarmente importante per la laringe, dove le opzioni
conservative sono numerose, ma lo & anche per cavo orale e orofaringe, dove il ri-
sparmio di una sede o meno, ci permette ricostruzioni funzionali (anche con lembi
plastici ricostruttivi) pit adeguate sia dal punto di vista estetico che di quello fun-
zionale.

Lo studio dei margini sul pezzo operatorio dovra essere molto accurato e ri-
chiede una competenza e accuratezza specifica da parte del chirurgo soprattutto nel-
I’ orientamento corretto degli «specimens» chirurgici da presentare al patologo. Do-
vranno essere ricercati, oltre ad eventuali focolai neoplastici, aree di displasia o al-
cune alterazioni molecolari di cui si ¢ parlato nell’apposito capitolo.

Quest’ultima ricerca sara ovviamente possibile soltanto in quei centri che pos-
siedono strutture di laboratorio idonee a questo obiettivo (che noi potremmo qui
chiamare centri di 2° livello). La presenza di cellule neoplastiche nei margini (mar-
gini positivi) o anche solo di displasia grave (early cancer) dovra di necessita far in-
dicare una radioterapia post-operatoria a dosi quasi piene (60-65 Gy) secondo un
protocollo, ancora in uso, dell’IGR - Villejuif (Paris) 7 3¢ ©1 113 Secondo tale proto-
collo i criteri di una RT post operatoria sono cosi schematizzabili:

1) N+, R-, E-: 50/55 Gy;

2) N+, R+, E-: 60 Gy;

3) N+, R+, E+: 65 Gy;

4) Margini positivi per tumore: 60-65 Gy.

L’esame istologico del tumore (bioptico e pT) dovra essere fatto con tecniche
istologiche tradizionali per una valutazione corretta del grading, il cui significato
prognostico non ¢ universalmente accettato ma che pud decisamente essere orienta-
tivo, in caso di grading molto indifferenziato. Ad esse potranno essere affiancate
tecniche immunoistochimiche con A.M. per la valutazione di indici proliferativi (es.
Ki 67) o tecniche di cinetica cellulare (T pot e altre). Queste ultime, se eseguite sul-
la biopsia, potrebbero darci un certo orientamento sulla scelta di una radioterapia
esclusiva: sono stati anche tentati studi clinici controllati per verificare questo mo-
do di procedere, con risultati perd non decisivi. La ricerca, con tecnica immunoi-
stochimica e A.M., di alterazioni di molecole di adesione, si ¢ rilevata predittiva per
metastatizzazione linfonodale, e quindi potrebbe essere affiancata (qualora lo speci-
men sia volumetricamente sufficiente) alle tecniche precedenti ed ¢ alla portata di
ogni laboratorio. La ricerca molecolare di oncogeni, oncogeni soppressori e di al-
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cune proteine effettrici, del cui significato prognostico si ¢ discusso in un capitolo
precedente, potra essere intrapresa solo sul pezzo operatorio (per una questione
esclusivamente di volume) qualora il centro abbia tutte le strutture (in termini di ap-
parecchiature e personale tecnico e biologo) che possano dare sufficienti garanzie
per la ricerca molecolare.

E comunque chiaro che la presenza, a livello di biopsia, di fattori a cui viene at-
tribuito un significato prognostico negativo (di sicurezza o di probabilita) dovra es-
sere considerata insieme, in una valutazione globale la pil critica possibile, con il T
clinico e dovra necessariamente, in presenza di un T clinico «borderline» per 1’indi-
cazione di chirurgia conservativa, limitare 1’indicazione di quest’ultima. Ne deriva
il concetto che una specie di «bilanciamento critico» di alcuni fattori prognostici,
puo portare ad una pil oggettiva scelta «personalizzata» di un tipo di trattamento
chirurgico e ne deriva altresi il concetto che la presenza, al pT, di fattori patologici
o biologici negativi (sufficientemente sicuri) deve per lo pil indicare una RT post-
operatoria (40-45 Gy) pur tenendo conto che questa, soprattutto se eseguita dopo
chirurgia conservativa della laringe, potrebbe per questioni di edema e mucositi po-
st-attiniche, essere di ostacolo ad una buona ripresa funzionale (soprattutto per la
deglutizione).

I fattori prognostici legati al paziente (di cui si & parlato in un precedente capi-
tolo) (eta, sesso, familiarita, patologie concomitanti, abitudini voluttuarie e perfor-
mance status) devono anch’essi essere valutati con attenzione prima di indicare una
chirurgia conservativa (soprattutto laringea).

Un’eta avanzata, con paziente anziano in cattive condizioni generali, dovra con-
troindicare un intervento conservativo, e cosi pure la presenza di gravi patologie
concomitanti di sicuro cattivo significato prognostico (con particolare riguardo a
gravi bronco-pneumopatie croniche, che potrebbero venire aggravate da una diffi-
coltosa ripresa della deglutizione). Una performance status decisamente scadente o
il permanere di abitudini voluttuarie nocive (es. fumo e alcool) dovranno essere at-
tentamente valutati e dovranno indurre a prudenza in un’indicazione di tipo conser-
vativo.

Chirurgia demolitiva

Questo tipo di chirurgia ¢ quasi sempre indicata, anche in presenza di un valore
prognostico negativo dei fattori considerati nelle righe precedenti: la moderna chi-
rurgia plastico-ricostruttiva, che si avvale di lembi miocutanei, di lembi liberi riva-
scolarizzati di vario tipo, di interposizione di visceri (peduncolati o rivascolarizza-
ti) ha reso operabili tumori che solo 20 anni fa erano inoperabili, con sufficiente-
mente buoni risultati sia dal punto di vista del ripristino funzionale che di quello
estetico. Soltanto cattive condizioni generali del paziente (soprattutto per quanto ri-
guarda gravi patologie concomitanti) o una previsione di sopravvivenza particolar-
mente infausta con concomitante previsione di cattiva qualita di vita, possono (e ta-
lora debbono) indurre ad astensione chirurgica e ad una scelta di terapie palliative.
Occorre qui sottolineare come 1’affermarsi della chirurgia plastico-ricostruttiva ha
notevolmente migliorato le possibilita (aumentandone quindi le indicazioni) della
chirurgia demolitiva. Tutto cid accade soprattutto per quanto riguarda la chirurgia
del cavo orale, dell’orofaringe, dell’ipofaringe e del sistema naso-sinusale. Nella
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Tabella I sono riportati in sintesi i vari lembi (peduncolati o liberi rivascolarizzati)
e 1 visceri per interventi di interposizione, oggi usati, con un certo successo, nella
chirurgia demolitiva delle sedi sopracitate.

E ovvio che avendo il chirurgo la certezza di avere «stoffa aggiuntiva» che puo
usare, con una certa facilita, per riparare estese perdite di sostanza, egli potra esse-
re piu disinvolto nella demolizione, aumentando quindi la probabilita di avere mar-
gini negativi ed un migliore controllo locale.

FATTORI PROGNOSTICI E INDICAZIONI DI UNO SVUOTAMENTO
LINFONODALE CERVICALE IN NO CLINICO

I fautori di uno svuotamento funzionale del collo (o di uno svuotamento seletti-
vo) profilattico in NO si basano sul fatto che vari studi anatomo patologici hanno di-
mostrato che linfonodi di colli in NO clinico sono risultati essere sede di microme-
tastasi in una percentuale oscillante tra il 30% e il 50% dei casi '%. Questa percen-
tuale potrebbe aumentare se si approfondissero gli studi con tecniche molecolari: in
ricerche personali infatti abbiamo osservato che linfonodi indenni da micrometasta-
si se studiati con tecniche istologiche tradizionali, erano talora sede di mutazione
dell’oncogene MET (sempre assente nei linfonodi normali) quando venivano stu-
diati con tecniche proprie della biologia molecolare ¥ 32, Allo stato attuale delle co-
noscenze la scelta di uno svuotamento profilattico in NO clinico, ¢ ancora una scel-
ta valida, perché razionale, e perché uno svuotamento funzionale o selettivo del col-
lo non ¢ intervento cosi pericoloso o mutilante. Si deve qui ricordare che alcuni AA
preferiscono, a questo proposito, una RT profilattica del collo NO ", o una politica
«wait and see» con trattamento di necessita alla comparsa di metastasi . E ovvio
perd che se dalle evidenze delle ricerche molecolari o di quelle riguardanti il linfo-
nodo sentinella ci giungono messaggi di fattori predittivi per la metastatizzazione,
sara doveroso in futuro, tenerne conto nella programmazione della strategia chirur-
gica, anche se cio dovesse complicare, in termini di tempo, tecnologie e conseguenti
costi, i cosiddetti percorsi diagnostici. E un problema comunque al momento aper-
to, in quanto non esistono ad oggi studi prospettici significativi che dimostrino la
maggior validita di una scelta strategica rispetto all’altra.

L’immunologia dei tumori non ¢& stata in grado di dirci se, a tumore in fase ini-
ziale corrisponda un precoce coinvolgimento linfonodale, e se il linfonodo abbia
esercitato sulle cellule tumorali una valida azione di filtro, oppure se tale azione sia
stata incompleta, con una sorta di «congelamento» delle cellule tumorali nel tessu-
to linfatico, pronte perd a diventare, in condizioni particolari, potenzialmente evo-
lutive, con meccanismi di metastatizzazione che sono stati descritti in un apposito
capitolo (a cui rimandiamo). La ricerca moderna si ¢ rivolta allo studio di fattori bio-
logici e molecolari che, a parita di stadiazione clinica, siano segno certo di maggio-
re aggressivita del tumore, soprattutto per quanto riguarda la metastatizzazione.

L’approccio pitt moderno riguarda lo studio di marcatori genetici, oncogeni e
oncosoppressori che, una volta attivati potrebbero conferire alla cellula tumorale
una maggiore potenzialita metastatica. Gli studi piu significativi riguardano il gene
bcl-1 (che codifica la ciclina D1), I’oncosoppressore pS3, il gene bcl-2, la regione
cromosomica 11q13, il gene EGFR e le molecole di adesione.
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In 4 lavori importanti 338! %97 si dimostra con una buona significativita statisti-
ca (in analisi multivariata) e su casistiche numerose, che una amplificazione della
regione 11q13 e del gene bcl-1 si correla con la presenza di metastasi linfonodali in
HNSCC. Cortesina et al. ** hanno inoltre dimostrato, in uno studio immunoistochi-
mico condotto su carcinomi della laringe (80 casi) che la perdita di polarita e la di-
sorganizzazione spaziale di alcune integrine con la contemporanea frammentazione
dei corrispondenti ligandi si correla, con buona significativita statistica, con la me-
tastatizzazione linfonodale.

Piu esigui sono invece i dati della Letteratura a proposito di p53 e bcl-2: in ogni
caso pero queste ricerche, condotte su carcinomi laringei, dimostrano che 1’ipere-
spressione di p53 e bcl-2 si correla significativamente con presenza di metastasi.
Maurizi et al. 7 infine in 140 casi di carcinoma laringeo hanno osservato che 1’e-
spressione del gene EGFR si correla significativamente con la metastatizzazione
linfonodale.

I moderni studi sul linfonodo sentinella negli HNSCC hanno aperto una nuova
via che, se verificata su casistiche pill numerose, potrebbe diventare strumento di
routine clinica prima di indicare uno svuotamento profilattico del collo in NO clini-
co.

Pastore et al. ® in un gruppo di 20 pazienti portatori di carcinoma del cavo ora-
le e dell’orofaringe, hanno dimostrato 1’affidabilita di una tecnica linfoscintigrafica
con Tecnezio-99m (iniettato in sede perilesionale 18 ore prima dell’intervento), con
verifica intraoperatoria dei linfonodi positivi, e osservato una buona correlazione tra
linfonodi positivi alla linfoscintigrafia e reperti istopatologici del pN. Risultati ab-
bastanza simili sono stati ottenuti da Tonna et al. % in uno studio analogo condotto
su 41 casi di carcinomi del cavo orale.

I dati biomolecolari sopradescritti presentano sicuramente una buona affidabi-
litd, mentre sono sicuramente promettenti i dati linfoscintigrafici. L’unico problema
¢ rappresentato dalla fattibilita di questi tests in una strategia diagnostica di routine.

Per la biologia molecolare (che deve essere fatta di necessita su biopsie) c’¢ un
problema di base di volume del materiale prelevato: prelievi troppo piccoli (che pur-
troppo sono frequenti) rendono impensabile uno studio molecolare con la PCR. Si
potrebbe identificare il volume minimo necessario in un diametro di 1 cm.

C’¢ poi un problema di attrezzature, personale tecnico e costi, che non rendono
praticabili queste tecniche avanzate in tutti i centri in cui si operano gli HNSCC:
questo ¢ comunque un problema complesso, che analizzeremo in un successivo ap-
posito capitolo.

FATTORI PROGNOSTICI INDICATORI DI RADIO E CHEMIO-SENSIBILITA

E concetto storicamente consolidato dell’oncologia clinica che il T & pii radio-
sensibile dell’N (specie se N2 o N3), e che un T vegetante di piccole-medie dimen-
sioni ¢ pil radiosensibile di un T infiltrativo e di grandi dimensioni. Si ¢ identifica-
to in un diametro al di sotto dei 2-3 cm il «cut off volumetrico» entro il quale ¢ pos-
sibile indicare, con buone probabilita di successo una RT esclusiva ©33, Questo cri-
terio puramente clinico ¢ pero superficiale, in quanto ¢ dato osservare tumori pic-
coli e vegetanti radio o radio-chemioresistenti, il che fa pensare che i problemi so-
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no piu profondi della pura clinica, e che verosimilmente sono di tipo biologico e mo-
lecolare. E noto che RT e CT inducono un danno a carico del DNA determinando
apoptosi (morte cellulare programmata), meccanismo regolato da alcune funzioni
geniche, in via di definizione: ed essendo stata dimostrata I’esistenza di geni che fa-
voriscono 1’apoptosi (pro-apoptotici) accanto a geni che la inibiscono (anti-apopto-
tici), si puo pensare ad una prevalenza di questi ultimi per spiegare un fallimento ra-
dio o radio-chemioterapico.

Sono stati identificati parametri biologici e molecolari di radio-chemio sensibi-
lita.

Tra i parametri biologici ¢ stato dimostrato che un’aberrazione della DNA ploi-
dia (aneuploidia) si correla con una maggiore radiosensibilita, risultando nelle cel-
lule aneuploidi meno efficienti i meccanismi di riparazione del danno al DNA radio
indotto *' #3121, E stato proposto un DNA index per selezionare, negli HNSCC, cel-
lule radioresistenti a prognosi cattiva. E stato inoltre studiato un test (cosiddetto del-
I’SF2 tumor surviving fraction a 2 Gy) per identificare cellule radioresistenti: esso
valuta in vitro, su materiale bioptico coltivato in agar, la percentuale di cellule in
grado di sopravvivere e replicarsi per 6 cicli mitotici dopo esposizione ad una dose
radiante di 2 Gy ®'°. Sono stati usati, per lo stesso scopo, K67, T pot e molecole di
adesione (integrine, caderine e laminine) con risultati talora contrastanti e di carat-
tere preliminare (degni tuttavia di essere sviluppati).

Tra i parametri molecolari si € osservato che i geni p53, bcl-2, bax, geni media-
tori dell’angiogenesi, EGFR e Cox-2 possono essere coinvolti nei meccanismi di ra-
dio-chemiosensibilita.

In un trattamento radioterapico, che ha come meccanismo d’azione essenziale
una induzione di apoptosi 4*™, un’alterazione di p53, che & un gene oncosoppresso-
re che favorisce 1’apoptosi, puo essere causa di radioresistenza. Ci sono evidenze in
questo senso negli HNSCC 344456697,

In alcuni di questi lavori ¢ stata studiata, accanto alla p53, anche la bcl-2 ed ¢
stato osservato che I’iperespressione di bcl-2 si correla con una ridotta radio-che-
miosensibilita, mentre risultati opposti da ’iperespressione di p53.

L’associazione p53 mutata (m p53) con iperespressione di bcl-2 (bcl2+) € un se-
gno abbastanza certo di radio-chemioresistenza 3 > 22, Risultati preliminari si han-
no in 2 lavori sul bax (gene pro-apoptotico): la transfezione genetica da cellule nor-
mali a cellule di carcinoma squamoso resistenti alla CT, in topi, trasforma la che-
mio-resistenza in chemio-sensibilita. In altri 2 lavori, in cui si & studiato EGFR 2 1%,
¢ stato osservato in 109 HNSCC, che I’iperespressione di EGFR si correla con una
minore chemio-sensibilita. Alcuni studi infine hanno dimostrato che un elevato gra-
do di angiogenesi si correla con una minor radio-chemiosensibilita 47485277 103 128 134,

Sempre a riguardo dell’angiogenesi Milas et al. 82 hanno evidenziato nel topo
che I’inibizione di Cox2 riduce la capacita angiogenetica migliorando la risposta al
trattamento radiante.

Concludendo si pud affermare che lo studio di alcuni di questi parametri biolo-
gici e molecolari, almeno quelli per cui esiste un numero maggiore di evidenze ne-
gli HNSCC, pud incominciare a essere introdotto in centri con le adeguate attrezza-
ture e personale tecnico-biologo, prima di indicare una scelta di radioterapia o ra-
diochemioterapia esclusiva. Una particolare attenzione va oggi rivolta ai criteri di
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scelta di un’associazione radio-chemioterapica, che rappresentano il risultato di una
serie di studi di epoca abbastanza recente. Riteniamo opportuno qui analizzare le ba-
si razionali e sperimentali di tale associazione.

L’integrazione tra la RT e la CT negli stadi localmente avanzati puo:

1) migliorare I’andamento della malattia riducendo la quota di fallimenti loco-
regionali ed incrementando la percentuale di sopravvivenza;

2) sterilizzare le eventuali micrometastasi che, seppur non frequenti, possono
rappresentare una causa di morte, (in questi pazienti I’incidenza di metastasi a di-
stanza, clinicamente rilevabili ¢ del 5-15%);

3) ridurre I’entita della demolizione chirurgica o tentare di preservare 1’organo
sede di neoplasia. Lo studio del Department of Veterans Affaire Cooperative Studies
Program (VACSP) sul carcinoma della laringe ha dato risultati positivi in tal senso
con una percentuale di conservazione dell’organo in oltre il 60% dei casi trattati,
senza compromissione della sopravvivenza.

I meccanismi attraverso i quali I’interazione tra farmaci e radiazioni puo espli-
citarsi sono molteplici:

1) miglior diffusione del farmaco nel tessuto tumorale in conseguenza della ri-
duzione della massa neoplastica indotta dalla RT;

2) miglioramento delle condizioni di ipossia a livello del tumore quale conse-
guenza della riduzione del volume neoplastico indotto dalla RT;

3) sincronizzazione cellulare indotta dall’irradiazione;

4) sincronizzazione cellulare indotta dai farmaci, il che rappresenta un evidente
vantaggio al fine di migliorare I’efficacia della RT frazionata;

5) incremento del danno iniziale radioindotto per inibizione dei fenomeni di ri-
parazione del danno, sia subletale, sia potenzialmente letale, per effetto del farmaco;

6) la CT ¢ in grado di variare la frazione di crescita cellulare;

7) la CT riduce la quota di cellule staminali;

8) per alcuni farmaci ¢ stato ipotizzato un vero effetto radiosensibilizzante.

La sequenza con la quale la RT e la CT possono essere combinate determina dif-
ferenti forme di integrazione: neoadiuvante, concomitante e adiuvante.

La simultanea somministrazione di farmaci e radiazioni ionizzanti (CT conco-
mitante) & stata suggerita dalla possibilita di ottenere il massimo effetto sul control-
lo locoregionale e, secondariamente, sulle micrometastasi. In effetti, tale integra-
zione consente di limitare il tempo totale di trattamento, con notevole vantaggio sul
piano della dose/intensita, vale a dire della quantita di farmaco somministrato per
unita di tempo, espressa in mg/m?/settimana, indipendentemente dallo schema di
somministrazione. Il maggior svantaggio del trattamento simultaneo pud essere rap-
presentato dal possibile incremento di tossicita a carico dei tessuti sani: da questo
deriva la necessita di scegliere un farmaco la cui tossicita non sia cumulabile con
quella della RT.

I trials clinici che hanno utilizzato associazioni di CT alla terapia convenziona-
le sono numerosi; differiscono tuttavia per tipo di associazione, schema di CT adot-
tato e per sedi di malattia.

La meta-analisi di El-Sayed * ha analizzato 42 studi prospettici randomizzati
per un totale di 5.583 pazienti, che confrontano trattamenti integrati chemio-radio-
terapici (neoadiuvante, concomitante e adiuvante) con i trattamenti loco-regionali
definitivi. I risultati dimostrano un significativo aumento della tossicita indotta dai
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trattamenti integrati. Tuttavia, si osserva anche un miglioramento della risposta a
breve termine e del controllo locale della malattia a due anni a favore delle associa-
zioni CT-RT; globalmente si osserva una riduzione della mortalita dell’11% che di-
venta il 22% quando vengono presi in considerazione i soli studi che associano CT
e RT in modo concomitante.

Questi risultati sono confermati dalla meta-analisi di Pignon °® su 63 trials e
10.741 pazienti, dove si dimostra che non vi ¢ beneficio in termini di sopravviven-
za quando la CT ¢ somministrata in modo neoadiuvante o adiuvante, mentre si ot-
tiene un incremento della sopravvivenza a 5 anni del 4% quando la CT & concomi-
tante o alternante alla RT.

FATTORI PROGNOSTICI E INDICAZIONI DI TERAPIE ADIUVANTI A
CHIRURGIA: RADIOTERAPIA POST-OPERATORIA E IMMUNOTERAPIA
(NEO-ADIUVANTE E ADIUVANTE)

Nei casi in cui, dopo chirurgia conservativa o demolitiva, c’¢ un ragionevole
dubbio di un mancato controllo locale e della presenza di una minimal residual di-
sease (m.r.d.) ¢ sempre indicata una RT post-operatoria che ha I’obiettivo di «steri-
lizzare» la m.r.d. Lo stesso discorso va fatto se esistono fattori prognostici che indi-
cano un’alta probabilitad di metastatizzazione linfonodale.

Elenchiamo qui una serie di fattori clinici, patologici (che derivano dal pTNM)
e molecolari (ancora in via di definizione) che stanno alla base dell’indicazione di
una RT adiuvante (post-operatoria).

Tra i fattori clinici & ormai prassi consolidata di individuare in tutti i T4 e nei T3
N2, N3 situazioni indicanti di necessita la RT post-operatoria.

Tra i fattori patologici sono ormai consolidate una serie di evidenze istologiche,
che derivano dal pTNM:

1) presenza di embolizzazione intravasale (E+) nel tumore primitivo;

2) aspetti istologici basaloidi del carcinoma squamoso;

3) grading indifferenziato (dubbio, e quindi valido solo se associato ad altri fat-
tori prognostici negativi);

4) invasione perineurale del tumore;

5) metastatizzazione in piu di 3 linfonodi della catena asportata chirurgicamen-
te;

6) rottura capsulare (R+), che € quasi sempre presente in casi di N3 ed N2;

7) margini chirurgici positivi per cellule neoplastiche. E questo il caso piu sicu-
ro della presenza di una m.r.d.: la mancata eradicazione chirurgica completa (che ne
¢ il presupposto) costituisce la principale causa di morte negli HNSCC con una pro-
babilita di recidiva loco-regionale intorno al 50% dei casi, quando la positivita del
margine ¢ stabilita con tecnica istologica tradizionale.

La piu recente ricerca, applicando tecniche molecolari, ha instillato «il ragione-
vole dubbio» che la negativita dei margini studiati con tecniche tradizionali, dia
I’assoluta certezza di un buon controllo locale, con dati che supportano I’ipotesi che
debba essere rivisto il concetto di «tessuto cosiddetto sano» per la presenza di
markers molecolari che mettono fortemente in dubbio il concetto stesso. E oggi ri-
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conosciuto che in un’area esposta ai carcinogeni si possono verificare alterazioni ge-
netiche (oncogeni, oncosoppressori, proteine effettrici) a carattere multifocale, o a
cascata nel tempo, per cui una zona di tessuto sano (es. un margine istologicamen-
te negativo) sede di alterazioni molecolari, non puo piu essere considerata scevra da
rischi oncologici. E questa in fondo la conferma molecolare della vecchia teoria di
Slaughter (1953) '7 della «Field cancerization». Un importante studio americano ',
confermato da studi successivi 720127 ha dimostrato che la presenza di p53 mutata
nei margini istologicamente negativi con le stesse caratteristiche mutanti della p53
evidenziata nel tumore e nei linfonodi metastatici (asportati chirurgicamente), ¢ fat-
tore prognostico biologico negativo nel predire la recidiva loco-regionale. Questi
concetti sono stati confermati, in via ancora preliminare da Gallo 2, per cui si puo
incominciare a parlare di una positivita molecolare dei margini, che ¢ caratterizzata
dalla presenza nei margini stessi delle medesime mutazioni del marker reperito nel
tumore primitivo e nella metastasi: questo fatto si correla con un significativo au-
mento di recidive. Oltre alla p5S3 mutata ¢ stato osservato un coinvolgimento del
proto-oncogene IF4E °!92 ]a cui presenza in margini istologicamente negativi si cor-
rela, in HNSCC, significativamente (p = 0,002) con la comparsa di recidive loco-re-
gionali. Questo studio perd € stato condotto su un esiguo 2 numero di casi, e meri-
ta pertanto conferme.

Concludendo si puo affermare che lo studio patologico del pezzo operatorio
(che porta alla definizione del pTNM) deve essere fatto con la massima cura e pre-
cisione e che questo richiede una «collaborazione competente» del chirurgo soprat-
tutto per quanto riguarda le operazioni di orientamento dei pezzi e I'uso delle so-
stanze fissanti. Si puo altresi affermare che, in centri con attrezzature tecniche e di
personale biologo, ¢ auspicabile che si approfondisca, portandolo verso la routine,
lo studio della p53 mutata per la quale le evidenze sembrano gia molto oggettive.

La valutazione finale dei fattori prognostici clinici, patologici, biologici, deve
essere fatta collegialmente (da chirurgo, radioterapista, oncologo medico, anatomo-
patologo) per stabilire, in base ad essi, un programma di integrazione terapeutica.

A completamento di questo capitolo, desideriamo esporre 1 risultati di uno stu-
dio randomizzato del nostro gruppo *° recentemente pubblicato in cui sono stati stu-
diati, su 220 casi di carcinomi squamosi del cavo orale e dell’orofaringe in stadio
III, IV gli effetti dell’integrazione terapeutica con Interleuchina 2 (IL2) a bassa do-
se (5000 UI) iniettata nella catena linfonodale satellite del T prima dell’intervento
(10 giorni prima) e dopo I’intervento nella catena linfonodale residua controlaterale
per 5 giorni al mese per 12 mesi.

I casi selezionati erano casi in stadio III, IV e tutti gravati da fattori prognostici
negativi clinici e patologici, e pertanto trattati tutti con chirurgia + RT post-opera-
toria.

Il braccio trattato con lo schema IL2 + chirurgia + RT + IL2, rispetto al braccio
trattato con chirurgia + RT, ha avuto una sopravvivenza NED significativamente mi-
gliore (p < 0,04) e un minor numero di recidive (p < 0,01). Condizione indispensa-
bile di base, per poter applicare questo schema integrato, ¢ il mantenimento di una
catena linfonodale residua dopo chirurgia: pertanto tale trattamento puo essere usa-
to soltanto in quei tumori rigidamente lateralizzati per cui ¢ sufficiente uno svuota-
mento linfonodale monolaterale.
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Le correlazioni esistenti tra fattori prognostici e scelte terapeutiche, uni o mul-
timodali, che abbiamo analizzato nelle pagine precedenti riguardano gli HNSCC in
generale. Ci sembra pero qui doveroso ultimare il capitolo mettendo a fuoco i pro-
blemi specifici di ogni singola sede.

CAVO ORALE

Nel cavo orale hanno significato prognostico differente le singole sottosedi, ed
¢ stata ben identificata una sopravvivenza decrescente in NO (nell’ordine) nei tumo-
ri del labbro, pelvi orale anteriore, gengiva, bordo lingua (1/3 medio), pelvi orale la-
terale, 1/3 posteriore bordo lingua, palato duro, per cui nelle sedi con peggior pro-
gnosi & sempre indicato un follow-up piu «stretto» e accurato, € aumentano le pro-
babilita, in concomitanza con altri fattori negativi, di dover indicare un’integrazio-
ne terapeutica 37! 02, Se ’intervento chirurgico ha preservato una catena linfonoda-
le, noi usiamo I’immunoterapia con IL2 loco-regionale secondo le modalita descrit-
te 3°. In caso di interessamento mandibolare da parte del tumore ¢ indicata la demo-
lizione mandibolare ©2° 7! 02131 che non riduce le possibilita di controllo locale '°.

In tumori a localizzazione anteriore, con T vegetante e «piccolo» (entro 3 cm) ¢
indicata bradicurie terapia interstiziale (BRT) con Iridio 131: occorre pero che il T
sia distante almeno 1 cm dall’o0sso 37 73 132,

In tumori «piccoli» e vegetanti del labbro (Tis, T1, T2 NO) si sono avuti risulta-
ti sovrapponibili a quelli ottenuti con chirurgia e BRT, con I’'impiego della terapia
fotodinamica, che da minori compromissioni funzionali ed estetiche ed ¢ passibile
di recupero chirurgico di «rattrapage» 3! ¢,

Nei tumori pill avanzati (Stadio III, IV) valgono gli stessi concetti precedente-
mente esposti a proposito degli HNSCC, che prevedono chirurgia demolitiva + chi-
rurgia plastico-ricostruttiva + RT post-operatoria (per la presenza quasi costante di
fattori istologici e biologici negativi nel pTNM) 34386110 Tn pazienti non operabili
(per estensione del T o per condizioni generali scadenti) I’unica opzione ¢ la radio-
chemioterapia che pud, talora, permettere una chirurgia di recupero 83934849 114,

OROFARINGE

Un T «piccolo» (< 3 cm) e vegetante (T1, T2 piccolo), pud rappresentare I’in-
dicazione per un trattamento radioterapico esclusivo per via trans-cutanea o per una
BRT, applicando alla chirurgia il ruolo di «rattrapage» in caso di mancato controllo
locale o recidiva. Per quanto riguarda la RT esclusiva, i risultati migliori si sono ot-
tenuti con un frazionamento a dosi bi-giornaliere, e la risposta completa, molto fre-
quente soprattutto negli stadi iniziali, ¢ risultata essere un ottimo fattore prognosti-
co per la sopravvivenza > %,

Negli stadi piu avanzati, oltre all’indicazione prevalente di Chirurgia (con lem-
bi ricostruttivi) + RT post-operatoria (quasi sempre indicata vista la frequentissima
presenza di fattori a prognosi negativa) alcuni AA hanno ottenuto buoni risultati con
protocolli di radio-chemioterapia concomitante, con possibilita di «rattrapage» chi-
rurgico 2! 480130, P’iper-frazionamento della RT ha in alcuni casi migliorato, in que-
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sti protocolli, i risultati di sopravvivenza '3, e cosi pure 1’associazione dei taxani al-
la RT accelerata 638126,

Non abbiamo parlato, fino ad ora, di chemioterapia neo-adiuvante, in passato
molto usata sia nel cavo orale che nell’orofaringe: recenti studi di metanalisi con-
dotti su ampie casistiche e con metodi statistici sofisticati *® hanno dimostrato, pen-
siamo in via definitiva, che la CT neo-adiuvante non ha alcun impatto sulla soprav-
vivenza, per cui riteniamo che non debba oggi essere piu praticata: essa ha inoltre
lo svantaggio di ritardare il trattamento base (chirurgico o radioterapico) e, in caso
di risposta clinicamente (e non istologicamente) completa di indurre il paziente a ri-
fiutare questi successivi trattamenti, con risultati molto negativi.

RINOFARINGE

Il trattamento dei carcinomi del rinofaringe ¢ sempre un trattamento radiante
che riserva alla chirurgia un ruolo di recupero sulle catene linfonodali in caso di per-
sistenza o ripresa di malattia *. Sono state studiate, con buoni risultati, le associa-
zioni di radioterapia + polichemioterapia concomitante ' “® per cui ¢ ancora in di-
scussione la sequenzialita ottimale dei 2 trattamenti 223!, Sono state via via speri-
mentate chemioterapia neo-adiuvante ¢ RT 2239133 quella adiuvante € RT 7 e quel-
la concomitante !2 che sembra dare risultati migliori.

In ogni caso, nei carcinomi del rinofaringe, non esistono, a oggi, fattori progno-
stici utilizzabili per indicare un protocollo invece di un altro, per cui, a nostro avvi-
so, deve valere, nella scelta terapeutica, la maggior esperienza, e quindi confidenza,
di ogni gruppo oncologico-radioterapico nei confronti dei vari protocolli.

SISTEMA NASO-SINUSALE

Tra i fattori prognostici dei tumori maligni naso-sinusali sicuramente il pilt im-
portante ¢ il ritardo diagnostico (con conseguente ritardo terapeutico) quantificato
in 4-12 mesi, dovuto alla aspecificita della sintomatologia di esordio che ¢ propria
anche di patologie flogistiche naso-sinusali croniche o ricorrenti, e alla difficolta di
ispezionare, senza ricorrere all’imaging, un sistema di cavita quanto mai articolato
e complesso dal punto di vista anatomico ¢7 6, Tale ritardo porta di conseguenza ad
un altro fattore prognostico negativo, un T clinico in fase avanzata, di grande volu-
me e invasivo delle strutture adiacenti. Tutto cid porta, il piu delle volte, ad inter-
venti demolitivi seguiti (o talora preceduti) da radioterapia 223, Sono stati eseguiti
anche interessanti sperimentazioni di protocolli radio-chemioterapici neo-adiuvanti
e adiuvanti 2%,

IPOFARINGE

Uno dei problemi chiave, nel trattamento dei carcinomi dell’ipofaringe, ¢ la ne-
cessita di far conciliare la radicalita oncologica con il desiderio di preservare la fun-
zione fonatoria. Il fattore prognostico pitl importante ¢ rappresentato dalla categoria
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Tab. 1.
Lembi, peduncolati o liberi rivascolarizzati, e visceri utilizzati per interventi di interposizione.

CAVO ORALE E OROFARINGE

INNESTO CUTANEO
LEMBI PEDUNCOLATI . di lingua

. platisma

genieni
sternocleidomastoidei

. deltopettorale
miocutaneo gran pettorale
temporale

antibrachiale (cinese)
laterale di coscia

. antibrachiale con radio
. di perone

. di cresta iliaca

LEMBI LIBERI

RICOSTRUZIONE MANDIBOLARE

ol Sial el ool ol ol

IPOFARINGE
LEMBI PEDUNCOLATI . deltopettorale

. di musc. gran pettorale
. antibrachiale

. laterale di coscia

LEMBI LIBERI

oo

INTERPOSIZIONE DI VISCERI
Peduncolati Pull up gastrico
Trasposizione colica
Liberi L. di digiuno

di T e di N, che vengono a condizionare I’opzione terapeutica. Lo stadio I, con for-
me vegetanti superficiali (early cancer) e non infiltrative viene trattato oggi con RT
esclusiva, con buoni risultati e con la preservazione della funzione fonatoria; i casi
T1,T2 vegetante con N+ vengono sottoposti a RT esclusiva con eventuale chirurgia
di recupero sull’N, oppure a chirurgia funzionale con svuotamento 3 %7 5 Gli sta-
di III, IV indicano per lo pil chirurgia demolitiva (faringo-laringectomia totale con
o senza interposizione di viscere + RT post-operatoria) 2° 8859 9 Questa strategia
comporta una perdita costante della funzione fonatoria, anche se esistono recenti in-
teressanti tentativi di applicare, con qualche buon risultato, le valvole fonatorie al
viscere interposto.

La recente ricerca ha tentato protocolli di preservazione d’organo, sperimentan-
do, come trattamento di base, la radio-chemioterapia concomitante 76 06 10% 4 even-
tuale chirurgia di «rattrapage». In uno studio retrospettivo su 73 casi in stadio III,
IV ¢ stato osservato che chirurgia + RT post-operatoria e radio-chemioterapia con-
comitanti con recupero chirurgico in caso di fallimento, hanno avuto sopravvivenze
sovrapponibili, con il vantaggio che la radio-chemioterapia ha consentito la preser-
vazione d’organo (e quindi della funzione fonatoria) in un elevato numero di pa-
zienti senza compromettere la sopravvivenza.
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LARINGE

I concetti espressi nella parte generale (riguardante tutti gli HNSCC) sull’im-
portanza della categoria di T e di N nell’indicare una chirurgia conservativa (con i
molti tipi di interventi, con o senza laser, ben sperimentati), una chirurgia demoliti-
va + RT post-operatoria, o una RT esclusiva, calzano a pennello per la sede laringea,
e quindi ad essi rimandiamo senza stare a ripeterli 1213 1772838890 104 108 118 119

Quello che occorre qui ricordare ¢ la necessita di una stadiazione pre-operatoria
la piu precisa possibile, in microlaringoscopia in narcosi con I’ausilio, che noi rite-
niamo fondamentale, di prelievi, pill 0 meno numerosi, su tessuto presumibilmente
sano, per evidenziare aree di displasia o di cancerizzazione sub-clinica.

Per gli stadi avanzati, ricordiamo gli studi di preservazione d’organo 2° i quali
usano la CT neo-adiuvante (protocollo di Al Sarraf) come trattamento selettivo per
sottoporre il paziente a RT esclusiva: in caso di risposta completa o parziale (mag-
giore del 50%) dopo 2-3 cicli di CDDP + 5FU il paziente viene sottoposto a RT
esclusiva (65-70 GY) + eventuale chirurgia di recupero in caso di fallimento; in ca-
so di non risposta a 2-3 cicli di CDDP + 5FU il paziente viene sottoposto a larin-
gectomia totale.

Gli studi fatti finora ci dicono che la sopravvivenza dei pazienti radio-chemio-
trattati tende ad essere simile (ma non uguale) a quella dei pazienti trattati con chi-
rurgia, con perd il grande vantaggio di un elevato numero di preservazioni d’orga-
no.

I problemi relativi a questi trattamenti sono a tutt’oggi ancora oggetto di di-
scussione, a causa della grande complessita del trattamento e del suo eccessivo pro-
trarsi nel tempo, delle notevoli difficolta del follow-up (dovuti ai frequenti edemi
post-attinici che possono mascherare la persistenza di malattia o la recidiva) e dei
dati non univoci sulla sopravvivenza (in alcuni studi si parla di sopravvivenza glo-
bale e non NED). Desideriamo infine citare un recente lavoro di Laccourreye 7, che
ha osservato che una risposta completa o parziale alla CT neoadiuvante, in tumori
in cui c’¢ indicazione alla laringectomia sopracricoidea, che faccia diventare mobi-
le un’aritenoide fissa, ¢ un fattore prognostico positivo.

Un discorso particolare va fatto per le displasie laringee, che vengono oggi per
lo pit classificate come LIN I-II-III, con evoluzione prognostica sfavorevole cre-
scente, sulla base di ben codificate alterazioni del processo maturativi e della pre-
senza di atipie cellulari: occorre segnalare che attualmente le ultime due classi, sul-
la base delle caratteristiche evolutive derivanti dall’esperienza clinica, vengono con-
globate come LIN IIT '®. Questa classificazione viene a condizionare decisamente
la terapia: nelle forme LIN I risulta per lo piu sufficiente 1’exeresi completa della le-
sione seguita da follow-up stretto; le forme LIN II-III indicano invece un tratta-
mento che varia dalla decorticazione cordale fino alla cordectomia (tradizionale o
laser) a seconda dell’aggressivita della lesione ° .

GHIANDOLE SALIVARI

Lo stadio clinico del tumore ¢ sicuramente un fattore prognostico importante, a
proposito del quale ¢ stato osservato un rapporto diretto tra evoluzione del T clini-
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co e tendenza alla metastatizzazione e alla recidiva 37 405!, Allo stadio clinico sono
anche legati la presenza di dolore (segno di infiltrazione nervosa), la paralisi del ner-
vo facciale 406293 124,

Con I’aggravarsi dello stadio clinico si passa dall’indicazione alla parotidecto-
mia laterale superficiale con conservazione del VII n.c., senza svuotamento linfo-
nodale cervicale, alla parotidectomia totale (talvolta estesa alle zone confinanti) con
sacrificio del VII n.c. e svuotamento linfonodale cervicale.

Nel capitolo dedicato ai fattori prognostici clinici e patologici (cui rinviamo) ab-
biamo definito, in base all’istotipo, un gruppo di tumori a pit bassa malignita da un
gruppo di tumori a pil alta malignita. Questa classificazione viene necessariamente
a condizionare le indicazioni chirurgiche conservative senza svuotamento cervicale
e quella demolitiva. La stessa classificazione, specie se in concomitanza con altri
fattori prognostici negativi derivanti dal pTNM, potra indicare o meno una RT po-
st-operatoria.
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XII. LO STATO ATTUALE DELLA RICERCA SULLA TERAPIA
GENICA NEI TUMORI DEL DISTRETTO CERVICO-FACCIALE

T. Martone, R. Albera, F. Palonta, G. Cortesina

Gli studi di biologia molecolare, mirati alla comprensione della struttura e del-
la funzione di geni e proteine coinvolti nei meccanismi della cancerogenesi e della
progressione neoplastica, hanno modificato I’approccio verso la cura delle patolo-
gie neoplastiche, aprendo la strada a strategie terapeutiche innovative che, pur non
potendo al momento attuale sostituirsi alle terapie neoplastiche tradizionali, potreb-
bero presto diventare uno strumento efficace nella terapia adiuvante.

Nel campo della terapia dei tumori del distretto cervico-facciale, nonostante i
notevoli progressi ottenuti negli ultimi 20 anni, con I’impiego di protocolli terapeu-
tici integrati di chemio- e radio-terapia associati al trattamento chirurgico, abbiano
migliorato, seppur non di molto, I’aspettativa di vita dei soggetti affetti da questa pa-
tologia, tali neoplasie sono caratterizzate ancora da un’elevata letalita. Il fallimento
della chemio- e radio-terapia ¢ attribuibile in gran parte all’instabilita genetica del-
le cellule neoplastiche, alla loro eterogeneita e all’elevato indice mutazionale delle
stesse. Di qui la necessita di ricercare nuove strategie terapeutiche, per cosi dire ra-
zionali, che tengano conto dei notevoli progressi fatti dalla ricerca di base nella
comprensione dei meccanismi molecolari e patogenetici coinvolti nella crescita tu-
morale e nella progressione neoplastica.

Nei capitoli precedenti abbiamo ampliamente descritto i meccanismi molecola-
ri alla base dei processi di cancerogenesi, quali I’attivazione di oncogeni, la perdita
di geni oncosoppressori, 1’elusione della risposta immunitaria e I’induzione di neo-
vascolarizzazione. In particolare, abbiamo trattato quelli pit specificamente coin-
volti nella progressione neoplastica dei carcinomi cervico-facciali, riassunti nella
Tabella I. In questo capitolo cercheremo di descrivere quali sono, ad oggi, le diver-
se strategie di terapia genica dirette contro le origini molecolari del tumore, volte a
contrastare tali meccanismi.

PRINCIPI DI TERAPIA GENICA

Per terapia genica s’intende il «trasferimento di un gene terapeutico all’interno
di una cellula bersaglio» al fine di ripristinarne la normale funzione genica ?'. Il ge-
ne trasferito pud «rimpiazzare» la perdita di funzione di un gene difettivo onco-sop-
pressore o, al contrario, «inibire selettivamente» la funzione di un oncogene espres-

II Clinica ORL, Universita di Torino
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Tab. L.
Fattori molecolari potenziali markers di prognosi dei carcinomi HNSCC.

— Instabilita cromosomica e microsatelliti

— Reecettori per fattori di crescita
EGFR
ErbB-2

— Proteine regolatorie del ciclo cellulare
P16, p21, p27, ciclina D1

— Gene oncosoppressore p53
— Telomerasi

— Proteine regolatorie dell’apoptosi
Bcl2/Bax

— Fattori angiogenetici
VEGF, bFGF MMP2, MMP9

— Molecole di adesione
Integrine, laminine, caderine

(Fonte: Hussein MR, Cullen K. Molecular biomarkers in HNSCC, prognostic and therapeutic impli-
cations. Expert Rev Anticancer Ther 2001)

so in forma aberrante. In aggiunta a tali meccanismi d’azione, il gene puo essere in-
trodotto nelle cellule al fine di codificare prodotti proteici che vadano ad incremen-
tare I’immunogenicita del tumore o che inducano la morte della cellula tumorale
stessa. Il trasferimento del materiale genetico puo avvenire direttamente nelle cellu-
le o nei tessuti di un paziente (terapia genica in vivo), oppure le cellule possono es-
sere prelevate per inserirvi, in vitro, il materiale genetico, prima di reintrodurle nel
paziente (terapia genica ex vivo). Quest’ultima strategia, indiretta, anche se piu lun-
ga offre il vantaggio di una migliore efficienza di trasferimento e la possibilita di se-
lezionare e amplificare le cellule modificate prima della loro reintroduzione. Un
aspetto essenziale della terapia genica, che ancora oggi rappresenta il limite mag-
giore al suo utilizzo, & che i geni da trasferire siano introdotti efficientemente nelle
cellule del paziente e che mantengono alti livelli di espressione a livelli adeguati per
lungo tempo. A tale scopo sono in corso di studio differenti vettori genetici, intesi
come «particelle» in grado di veicolare il materiale genetico nelle cellule; ve ne so-
no molteplici, essenzialmente suddivisi in due categorie: virali (retrovirus, lentivi-
rus, adenovirus, herpes simplex virus) e non virali, di tipo chimico (lipidi cationici
complessati con DNA plasmidico, complessi proteina-DNA) o fisico (elettropora-
zione o microiniezioni plasmidiche) che, nell’insieme, presentano vantaggi e limi-
tazioni al loro utilizzo, e nessuno rappresenta, ad oggi, il sistema ideale per il tra-
sferimento di geni in un ospite umano ' 7.
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PRINCIPALI STRATEGIE DI TERAPIA GENICA

Il termine terapia genica ¢ molto ampio e comprende strategie differenti.

Le strategie emergenti sono rivolte principalmente:

1) al ripristino della funzione difettiva di un gene onco-soppressore (terapia
genica sostitutiva);

2) all’aumento dell’immunogenicita del tumore, mediante geni che codificano
antigeni propri del tumore o estranei (alloantigeni), e/o al rafforzamento della ri-
sposta immunitaria, normalmente soppressa nei tumori, mediante inserzione di geni
codificanti citochine (IL-2, TNF, GM-CSF) (immunoterapia);

3) al trasferimento di geni che codificano composti tossici (geni suicidi), o che
codificano molecole «pro-farmaco», che conferiscono sensibilita ad un farmaco ad
effetto chemioterapeutico, che somministrato successivamente sia in grado di ucci-
dere le cellule recettive (terapia genica «suicida»);

4) all’inibizione mirata dell’espressione aberrante di un oncogene mediante
RNA-antisenso o ribozimi (terapia antisenso).

Circa la meta dei protocolli di terapia genica attualmente in corso sono basati
sul principio dell’immunoterapia #’. In particolare, i trials di immunoterapia in cor-
so riguardano soprattutto la cura del melanoma. Il 23%, sono trials di terapia geni-
ca sostitutiva mirati al ripristino della funzione genica del gene onco-soppressore
pS53. I restanti si basano sul principio della terapia genica suicida ed usano il gene
codificante la timidino-chinasi dell’herpes simplex virus (HSV-tk) come attivatore
del profarmaco ganciclovir (Fig. 1).

B I ote rapia

Terapia genica
soslitutiva

545 Terapia genica
siicida

B Alire

Fig. 1.
Protocolli di terapia genica attualmente in corso.
(Fonte: McCormick F. Cancer gene therapy: fringe or cutting edge? Nat Rev 2001;1:130-9.)
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PRINCIPALI STRATEGIE DI TERAPIA GENICA APPLICATE AI TUMORI
DEL DISTRETTO TESTA-COLLO

Nonostante le ancora numerose limitazioni, per cosi dire «tecniche», all’utiliz-
zo della terapia genica, rappresentate essenzialmente dalla mancanza di un vettore
genetico «sicuro» per il paziente, «efficace» nel veicolare il gene da trasferire nelle
cellule bersaglio e nell’esprimere sufficienti quantita di proteina per lungo tempo,
I’ostacolo maggiore da superare nella terapia genica dei tumori & di trovare un ap-
propriato bersaglio molecolare. I tumori del distretto testa-collo rappresentano un
buon modello di studio di applicabilita delle varie strategie di terapia genica. Infat-
ti, come ampliamente discusso da Lamont et al. (2001) il sito di queste lesioni, sia
primarie che ricorrenti, ¢ facilmente accessibile a pratiche di terapia genica in vivo,
con iniezioni topiche intratumorali, senza la necessita di iniezioni sistemiche che si
sono dimostrate, in studi su modelli animali, di scarsa efficacia. Altro dato impor-
tante ¢ che le alterazioni molecolari pitl frequentemente riscontrate in questi tumori
(mutazioni del gene p53, amplificazioni della ciclina D1, sovraespressione del re-
cettore EGF-R) rappresentano target molecolari specifici oggetto della terapia geni-
ca sostitutiva °%, A queste considerazioni va aggiunto il fatto che I’elusione della
risposta immunitaria, tipica di queste neoplasie, da ricercarsi in una down-regola-
zione di molecole antigeniche stimolatorie e co-stimolatorie e nella produzione ano-
mala di molecole ad azione apoptotica per i linfociti citotossici infiltranti il tumore,
alimenta le speranze della potenziale applicabilita delle strategie di immunoterapia
28 41

Alla luce di queste premesse, numerosi sono gli approcci di terapia genica ed i
trials clinici attualmente in studio nei carcinomi del distretto testa-collo volti a va-
lutare I’efficacia e la sicurezza delle differenti strategie:

Terapia genica sostitutiva

Ripristino della funzione normale del gene p53. La proliferazione e la morte cel-
lulare sono due eventi, facenti parte del normale ciclo di una cellula, finemente con-
trollati nelle cellule normali. La regolazione di questi ¢ da ascriversi alle numerose
proteine (p53, p21, p27, p16, cicline, CDK e loro inibitori) codificate da oncogeni e
geni onco-soppressori che, nell’insieme, rappresentano il circuito di controllo della
replicazione cellulare. Tra tutti i meccanismi regolatori, il pil frequentemente stu-
diato, poiché pill spesso alterato nelle cellule tumorali, ¢ il gene onco-soppressore
p53 deputato al controllo della divisione cellulare e della riparazione dei danni su-
biti dal DNA. La perdita di funzione di tale gene ha come conseguenza 1’incontrol-
lata proliferazione cellulare. Inattivazione e mutazioni del gene p53 sono state de-
scritte nel 70% dei tumori solidi umani, con una percentuale variabile tra il 45-70%
nei tumori del distretto testa-collo *37°, Tali evidenze hanno fatto si che 1’approccio
di terapia genica sostitutiva in queste neoplasie si focalizzassero sul ripristino della
funzione normale del gene p53. I primi studi, su modelli animali, basati sull’utiliz-
zo del «vettore genetico virale Ad-p53», un adenovirus reso incapace di replicarsi
per la sostituzione del gene virale E1 con il gene p53 wild-type, hanno dimostrato
chiaramente una regressione del tumore e 1’instaurarsi di fenomeni apoptotici nelle
cellule tumorali senza effetti significativi sulle cellule normali ' +* . fornendo cosi
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incoraggianti evidenze che hanno portato alle successive sperimentazioni sull’uo-
mo. A tale riguardo devono essere sottolineati i dati riportati da Clayman in una se-
rie di trials clinici® © 2% 11 primo trial di fase I & stato condotto su un totale di 33
pazienti affetti da carcinoma del testa-collo. Di questi, 18 pazienti, non trattabili chi-
rurgicamente, sono stati sottoposti a tre iniezioni intratumorali a settimana per 2 set-
timane, gli altri 15, facenti parte del braccio chirurgico, sono stati invece sottoposti
ad una settimana di trattamento seguita da una dose intra- e post-operatoria. Nel
braccio chirurgico, 2 su 18 pazienti hanno mostrato una risposta parziale al tratta-
mento, nei restanti, la malattia si ¢ stabilizzata (n = 6) o ha mostrato segni di pro-
gressione (n = 9). Tra quelli trattati chirurgicamente, in 4 pazienti non si Sono os-
servati segni di ripresa di malattia per un periodo di tempo compreso tra 1-3 anni. I
risultati di tale studio hanno chiaramente dimostrato che 1’adenovirus veicolante il
gene p53 ¢ sicuro e ben tollerato dal paziente: infatti, nonostante 1’elevata risposta
anticorpale verso I’adenovirus non sono stati rilevati segni di tossicita. Alla luce di
questi dati preliminari oggi ¢ in corso uno studio internazionale di fase II per valu-
tare su una piu ampia casistica di pazienti (170 casi) il suo utilizzo nel trattamento
adiuvante di questi tumori.

Accanto ad un riscontro clinico importante, si deve tuttavia sottolineare, dal
punto di vista biologico, la mancanza di un’evidenza diretta della proteina p53 nel-
le cellule tumorali infettate, attribuibile alla rapida induzione di apoptosi, come con-
seguenza diretta della funzionalita della proteina trasferita.

Recenti studi su modelli animali, ma non ancora sull’uomo, suggeriscono I’ap-
proccio di terapia genica sostitutiva della p53 mutata con quella normale, nel tratta-
mento dei tumori chemio- e radio-resistenti ristabilendo la normale sensibilita al
trattamento chemio- e radio-terapico ® 3732 Un’evoluzione di tale strategia terapeuti-
ca sostitutiva, poiché si combina con il concetto di strategia terapeutica «suicida», &
quello di modificare il vettore adenovirale (ONYX-015 modificato nella sequenza
E1B-55kd deleta) 2 rendendolo capace di provocare selettivamente la lisi delle cel-
lule tumorali con p53 alterata. Nonostante vi siano ancora oggi, diverse problema-
tiche da affrontare sulla specificita d’azione di tale vettore 2*343765 sono in corso al-
cuni trial clinici. Accanto ad una relativa alta percentuale di responsivita, riscontra-
ta in protocolli che prevedevano la contemporanea somministrazione di 5-fluorou-
racile e di cisplatino 3% vi sono altri studi * in cui non si sono ottenute le risposte
cliniche attese, pur dimostrando che il vettore era sicuro e ben tollerato >2.

Ripristino della funzione normale dei geni p16, p21 e pRb. Sebbene I’ attenzio-
ne sia focalizzata al ripristino della normale funzione del gene p53, si stanno valu-
tando altri possibili target molecolari, coinvolti nella regolazione del ciclo cellula-
re, come bersagli della terapia genica. In particolare, il trasferimento genico della
pl6 e p21 ha dato risultati incoraggianti per i carcinomi squamosi del distretto te-
sta-collo in modelli animali, anche se sicuramente meno efficaci di quelli ottenuti
con p537134 62 Tale diminuzione d’efficacia ¢ stata confermata nell’uomo in studi
su pazienti affetti da carcinoma della prostata 2,

Riguardo al gene Rb, si stanno testando in modelli preclinici le potenziali ap-
plicazioni di terapie geniche in cui si utilizzano vettori adenovirali modificati nelle
parti geniche (E1A o E1B) che codificano proteine virali in grado di legare la pro-
teina Rb inattivandone la sua funzione (simili all’adenovirus modificato ONYX
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015). Le forme virali modificate, mancando di tali regioni, saranno in grado di re-
plicarsi e portare a lisi selettivamente le cellule tumorali con alterata funzione di
pr 27 35'

Immunoterapia

L’immunoterapia costituisce oggi una valida alternativa alla terapia genica so-
stitutiva ed a quella cosiddetta «suicida». Infatti, in questi due ultimi approcci vi so-
no, ad oggi, innumerevoli ostacoli al loro utilizzo sostenuti principalmente dalla
mancanza di vettori genetici in grado di trasferire efficientemente il gene terapeuti-
co in tutte le cellule tumorali ripristinandone la loro normale funzione. La maggio-
re versatilitd dell’approccio immunologico, deriva dal fatto che anche se il gene ¢
trasferito solo in una piccola percentuale di cellule si ottiene una risposta immuni-
taria rivolta a tutte le cellule.

Anche nel caso dell’approccio immunoterapeutico, i carcinomi del distretto te-
sta-collo rappresentano dei validi modelli di studio. Nei pazienti affetti da questa pa-
tologia, infatti, vi € un notevole deficit della risposta immunitaria da parte di cellu-
le NK e linfociti T, con conseguente alterata produzione di citochine e linfochine ri-
scontrabile anche nel sito del tumore primario e nei linfonodi regionali. Questa de-
plezione ¢ inoltre sostenuta dalla capacita delle cellule tumorali di produrre sostan-
ze citotossiche 7 76 e dall’azione della chemio- e radio-terapia .

I primi approcci, anche se con risultati non eclatanti, volti a stimolare la rispo-
sta immunitaria di pazienti affetti da carcinomi del distretto testa-collo, si basavano
sull’utilizzo del bacillo di Calmette-Guerin, in associazione al metotrexate >°73.

La tecnica dell’immunoterapia ¢ oggi basata su due principali e differenti stra-
tegie: la prima, consiste nel rafforzare la risposta immunitaria somministrando di-
rettamente nel sito tumorale, alcune citochine in grado di attivare la risposta immu-
nitaria o, modificando geneticamente le cellule e rendendole capaci di produrre tali
citochine. La seconda, detta anche vaccino-terapia, consiste invece nel rendere le
cellule tumorali pit immunogeniche, trasferendo in esse geni che codificano anti-
geni del complesso MHC, antigeni tumorali o antigeni estranei (alloantigeni), tutti
in grado di rafforzarne il riconoscimento da parte dei linfociti T.

Immunoterapia con IL-2. La prima strategia immunoterapeutica si ¢ focalizzata
sull’utilizzo dell’interleuchina 2. L’IL-2 ¢ una citochina ad azione anti-tumorale in-
diretta, essendo in grado di interferire con la crescita neoplastica grazie alla sua po-
tente attivita di stimolo su diversi effettori del sistema immunitario. L’ immunotera-
pia condotta con IL-2, proprio per la sua azione di stimolo ad ampio spettro sul si-
stema immunitario, ¢ definita come «attiva aspecifica». Esperimenti di sommini-
strazione dell’IL-2 in modelli animali hanno dimostrato chiaramente una regressio-
ne del tumore e i numerosi protocolli basati sull’utilizzo dell’TL-2 nel trattamento
dei tumori del distretto testa-collo hanno mostrato che, effettivamente, 1’IL-2 pro-
dotta stimolava I’ attivita delle cellule NK e dei linfociti T #8078, In particolare i pri-
mi buoni risultati furono ottenuti dal gruppo di Rosenberg nel 1987 % presso il Na-
tional Cancer Institute di Bethesda, su melanomi e carcinomi a cellule chiare del re-
ne, usando IL-2 ad alte dosi e cellule LAK: si ottennero tutta una serie di risposte
complete e parziali con I’unico limite di una notevole tossicita del trattamento. Il
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gruppo di Cortesina, ha ottenuto buoni risultati nei pazienti affetti da carcinoma
squamoso della testa e del collo, usando il trattamento loco-regionale (con iniezio-
ne della citochina nella catena linfonodale) a basse dosi (500, 1000, 5000 UI) di IL-
2, basandosi sugli ottimi risultati ottenuti da Forni (1985) %, sui topi. In studi di fa-
se I e II si sono ottenute alcune CR e numerose PR iniettando basse dosi di IL-2 in
HNSCC non piu passibili di altro trattamento, con assenza totale di tossicita >3, Si
ipotizzo un razionale che prevedeva IL-2 loco-regionale per «eradicare» la minimal
residual disease (m.r.d.) in tumori avanzati ad alto rischio di m.r.d., dopo chirurgia
ed eventuale radioterapia, quali sono i carcinomi del cavo orale e orofaringe. Si di-
segno uno studio randomizzato a due bracci, in tumori di queste sedi in stadio III e
IV, che comprendeva 220 pazienti: il primo braccio comprendeva chirurgia pil ra-
dioterapia, il secondo braccio IL-2 loco-regionale piu chirurgia pit radioterapia piu
somministrazione di IL-2 (5 giorni al mese per 12 mesi). Il braccio con IL-2 mostro
un significativo (p < 0,05) miglioramento di sopravvivenza media ed un minor nu-
mero di recidive (p < 0,01) 2.

Al contrario, i primi approcci di terapia genica basati sul trasferimento del gene
codificante I’IL-2 mediante vettori adenovirali, non hanno mostrato, in modelli ani-
mali, risultati incoraggianti 4> 34,

Immunoterapia con IL-12. Recenti studi in modelli animali stanno testando 1’ef-
ficacia della terapia genica con vettori virali in grado di veicolare il gene dell’IL-12
da sola o in associazione all’IL-2. I’IL-12 € una citochina prodotta normalmente dai
macrofagi che, da sola o in sinergia con I’IL-2, & in grado di stimolare I’attivita del-
le cellule NK, dei linfociti T e di indurne il rilascio di altre citochine stimolatorie.

I risultati incoraggianti ottenuti nei modelli animali hanno indotto all’avvio di
un trial di fase I in pazienti affetti da carcinomi del distretto testa-collo .

Vaccinoterapia. Allo scopo di evitare le complicazioni dovute alla tossicita do-
po somministrazione di citochine, si sono evolute strategie di terapia genica mirate
al rafforzamento della risposta immunitaria specifica, indotta selettivamente da an-
tigeni, o prodotti genici noti, espressi dalle cellule tumorali. La vaccinoterapia pud
quindi essere definita una forma di terapia «attiva specifica» mediata dall’attivazio-
ne del sistema immunitario contro un antigene bersaglio noto espresso dalle cellule
neoplastiche. Scopo di questa forma di terapia ¢ stimolare la risposta cellulo-me-
diata dei linfociti CTL e dei T helper, determinando nei pazienti una risposta im-
munitaria che scateni un attacco nei confronti delle cellule tumorali. Sperimental-
mente si cerca di raggiungere tale obiettivo attraverso vaccinazioni con peptidi o
frammenti immunogenici (costituiti da cellule tumorali autologhe, allogeniche e ge-
neticamente modificate o da derivati dalla lisi di cellule tumorali o antigeni tumore-
associati) che, complessati e processati con molecole HLA di classe I vengono ri-
conosciuti dai linfociti CTL e li attivano, oppure, complessati con molecole HLA di
classe II presenti sulla membrana di cellule APC specializzate nel presentare gli an-
tigeni ai linfociti T helper (cellule dendritiche, macrofagi e monociti) li inducono a
produrre citochine immunostimolanti.

I recenti studi nel campo dell’immunologia dei tumori hanno portato all’identi-
ficazione ed alla caratterizzazione molecolare di antigeni tumore-associati (TAA tu-
mor-associated protein antigen) che sono riconosciuti dai linfociti T quando asso-



222 T. Martone et al.

ciati agli antigeni HLA di classe I. I vaccini in corso di valutazione sono costituiti
prevalentemente da antigeni tumore-associati (peptidi TAA espressi dal tumore ma
non dalle cellule normali) associati o meno a sostanze adiuvanti (citochine come
GM-CSF) o a segnali di co-stimolazione (come B7). I tumori del distretto testa-col-
lo esprimono una pletora di antigeni specifici che rappresentano potenziali target
dell’immunoterapia (squamous cell carcinoma antigen (SCCAg), cytocheratin frag-
ment 19 (CYFRA 21-1), MAGE, Casp-8 etc.)® 78 ma, ad oggi, i protocolli speri-
mentali di terapia genica sono focalizzati su una specifica strategia. Questa si carat-
terizza per il trasferimento nelle cellule tumorali di geni codificanti antigeni di isto-
compatibilita di classe I (MHC) anche diversi da quelli individuali («alloantigeni»).
Il razionale di tale strategia terapeutica si basa sull’osservazione che, in questi pa-
zienti, la diminuita espressione di molecole del complesso MHC di classe I impedi-
sce il riconoscimento degli antigeni tumorali ad esso associati da parte dei linfociti
CTL. Poiché numerose sperimentazioni, in vitro su linee cellulari tumorali o, in vi-
vo su modelli animali, avevano gia dimostrato 1’efficacia di questo nuovo approc-
cio 34 72 proprio su questo concetto si basano le sperimentazioni cliniche in corso
nei pazienti affetti da carcinomi del distretto testa-collo con 1’allovectina-7, un vet-
tore liposomiale contenente un plasmide che codifica 1’antigene HLA-B7 del MHC
I 293¢, In particolare, recentemente Gleich (2000) 3*ha fornito i primi risultati di un
trial di fase I condotto su 20 pazienti trattati con allovectina-7. I tumori trattati una
volta a settimana per due settimane, per un totale di due cicli, a differenza dei casi
trattati con un solo ciclo, non mostravano segni di progressione della malattia. Da-
to importante per la valutazione dell’efficacia di tale trattamento fu la determina-
zione dell’espressione di HLA-B7 nelle cellule dei pazienti, I’aumento di apoptosi
e la mancanza di effetti tossici del farmaco da ascriversi all’utilizzo di un vettore
non virale.

Vaccini a DNA. La vaccinazione a DNA ¢ una tecnologia che si basa sulla som-
ministrazione di DNA nudo che codifichi per un antigene tumorale o una molecola
costimolatoria delle cellule T. L’idea ¢ che il DNA sia assorbito ed espresso dalle
cellule a livello del sito di iniezione. Tale strategia, poiché non prevede 1’utilizza-
zione di vettori virali per veicolare il DNA, potrebbe rivelarsi la pil sicura tra i di-
versi approcci basati sul DNA.

Nella messa a punto di vaccini a DNA antitumore la scelta dell’antigene bersa-
glio & di importanza cruciale. Sulla base di questo principio, il gruppo di Forni (To-
rino) 3 %, ha messo a punto, in modelli animali, un vaccino a DNA che ha come ber-
saglio la proteina di membrana p185"*, prodotto del gene Her-2/neu (ErbB-2), di-
rettamente coinvolta nella trasformazione neoplastica di un gran numero di carcino-
mi?° 246! Tn seguito a mutazione o ad amplificazione la p185™" si aggrega in omo-
o etero-dimeri che trasducono segnali di attivazione alla cellula neoplastica. L effi-
cacia di tale vaccino ¢ stata valutata in topi transgenici per I’oncogene trasformante
Her-2/neu di ratto, geneticamente predestinati a sviluppare tumori mammari. In que-
sti topi ¢ stato dimostrato che la vaccinazione con plasmidi di DNA, che codifica-
vano solo per la porzione per cosi dire «buona» della p185™* (I’epitope in grado di
indurre risposte protettive, privato della porzione trasduttrice del segnale di attiva-
zione della cellula neoplastica), era in grado di attivare una risposta immunitaria, nei
topi transgenici per I’oncogene trasformante, che proteggeva il 50% delle femmine
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inibendone lo sviluppo di tumori mammari®' ¢, La tecnica di elettroporazione in vi-
vo dei plasmidi a DNA associata alla somministrazione di molecole di costimola-
zione o citochine ¢ risultata, in successivi esperimenti, particolarmente efficace nel-
I’inibire la progressione della cancerogenesi, anche a partire da lesioni preneopla-
stiche avanzate. I dati forniti dagli studi di Forni (Dipartimento di Oncologia —
COES Molinette di Torino) costituiranno il punto di partenza per 1’allestimento di
protocolli di vaccinazione a DNA, in condizione adiuvante, in pazienti portatori di
carcinomi ErbB-2 positivi. Inizialmente 1’intento sara di prevenire o ritardare le ri-
correnze e la diffusione metastatica di tumori particolarmente aggressivi, esprimen-
ti ErbB-2, quali quelli del distretto cervico-facciale 77 3!, In particolare, 1’efficacia
di tale vaccino sara valutata nei pazienti operati di carcinomi stadio III-IV, Her/neu
(ErbB-2) positivi, del cavo orale, orofaringe e laringe ad evoluzione faringea, per
prevenire le ricorrenze in pazienti che pur avendo risposto alla terapia, possono tro-
varsi in condizioni di malattia minima residua. L’obiettivo successivo, da affronta-
re solo quando saranno disponibili i primi dati sui pazienti neoplastici trattati, sara
di utilizzare questa forma di vaccinazione per bloccare la progressione delle lesioni
preneoplastiche.

Terapia genica «suicida»

Questa strategia si basa sul principio dell’introduzione di un gene suicida al-
I’interno di una cellula tumorale. In altri termini, 1’introduzione di un gene il cui
prodotto si identifichi con una proteina ad attivita enzimatica che renda la cellula in
grado di attivare un pro-farmaco a farmaco citotossico in grado di ucciderla. Un
esempio di questa tecnica ¢ il trasferimento nella cellula tumorale del gene della ti-
midina-chinasi dell’Herpes simplex virus (HSV-tk). Questo gene determina la fo-
sforilazione dell’analogo nucleotidico non tossico del ganciclovir interferendo con
la trascrizione del DNA nelle cellule in divisione “°. A tale proposito va menzionato
il cosiddetto «effetto spettatore» (bystander) consistente nella morte delle cellule tu-
morali situate in prossimita di quelle suicide %° a causa del trasferimento da cellula
a cellula del farmaco tossico. L’efficacia di questa strategia nel trattamento dei tu-
mori del tratto testa-collo & stata dimostrata solo in modelli animali 3! 33687, Per al-
tri siti tumorali, quali, ovaio, prostata, cervello, colon, vescica e melanoma, sono in
corso trials clinici anche sull’uomo . Tali studi, nell’insieme, nonostante i risultati
positivi ottenuti in modelli animali, hanno dato risultati poco incoraggianti per il li-
mitato periodo di regressione del tumore osservato e per gli effetti collaterali con-
seguenti al trattamento.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Le sperimentazioni, in modelli animali e nell’uomo, delle varie strategie di te-
rapia genica (terapia genica sostitutiva, terapia genica «suicida», terapia antisenso e
immunoterapia), costituiscono un ambito sperimentale sicuramente affascinante e
basato su razionali decisamente interessanti: esse sono state fatte su vari tipi di tu-
mori tra i quali annoveriamo gli HNSCC. Trattasi ovviamente, sull’uomo, di studi
in fase I e II, i quali ci possono delineare dei «trends» d’efficacia, mentre mancano
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gli studi randomizzati. Nessun messaggio definitivo si puo ad oggi derivare, dalle
strategie di terapia genica, mentre qualcosa di piu si puo dire a proposito dell’im-
munoterapia. L’esistenza di uno studio randomizzato riguardante gli HNSCC (car-
cinomi del cavo orale e orofaringe) con risultati che presentano una discreta signi-
ficativita statistica, impiegando IL-2 loco-regionale a basse dosi neo-adiuvante e
adiuvante a chirurgia + radioterapia, ci induce a ritenere decisamente percorribile e
sviluppabile la strada dell’immunoterapia con citochine e quella che si sta aprendo
all’era dei vaccini. Qualora questi ultimi ci fornissero buoni o anche solamente di-
screti risultati, in assenza di tossicita o di promozione tumorale, si potra pensare ad
un loro futuro, e pil razionale, utilizzo nel campo delle precancerosi e delle catego-
rie di pazienti a forte rischio.

Si pud meditare sul fatto che finora, ad una grande mole di ricerche molecolari
non corrispondono altrettanti rilevanti successi terapeutici: questa ¢ la prova che la
biologia dei tumori &€ quanto mai complessa, una serie di fattori interagenti tra di lo-
ro, che cambiano nel tempo e nei singoli individui, rendono difficili schematizza-
zioni o semplificazioni di tipo terapeutico.

Riteniamo pero che anche gli insuccessi clinici abbiano una loro valenza scien-
tifica, e possono portare ad approfondimenti teorici e conoscitivi, che potrebbero in
futuro, aprirci alcune soluzioni di alcuni problemi oncologici clinici.

BIBLIOGRAFIA

' Anderson WFE. Human gene therapy. Nature 1998;392(Suppl):25-30. Review.

2 Bischoff JR, Kirn DH, Williams A, Heise C, Horn S, Muna M, et al. An adenovirus mutant that re-
plicates selectively in p53-deficient human tumor cells. Science 1996;274:373-6.

3 Boggio K, Nicoletti G, Di Carlo E, Cavallo F, Landuzzi L, Melani C, et al. Interleukin 12-media-
ted prevention of spontaneous mammary adenocarcinomas in two lines of Her-2/neu transgenic mi-
ce. J Exp Med 1998;188:589-96.

4 Boyle JO, Hakim J, Koch W, van der Riet P, Hruban RH, et al. The incidence of p53 mutations in-

creases with progression of head and neck cancer. Cancer Res 1993;53:4477-80.

Caamano J, Zhang SY, Rosvold EA, Bauer B, Klein-Szanto AJ. p53 alterations in human squa-

mous cell carcinomas and carcinoma cell lines. Am J Pathol 1993;142:1131-9.

6 Callender T, el-Naggar AK, Lee MS, Frankenthaler R, Luna MA, Batsakis JG. PRAD-I
(CCNDI1)/cyclin DI oncogene amplification in primary head and neck squamous cell carcinoma.
Cancer 1994;74:152-8.

7 Cardinali M, Jakus J, Shah S, Ensley JF, Robbins KC, Yeudall WA. p21(WAFI1/Cipl) retards the
growth of human squamous cell carcinomas in vivo. Oral Oncol 1998;34:211-8.

8 Chang EH, Jang YJ, Hao Z, Murphy G, Rait A, Fee WE Jr, et al. Restoration of the G1 checkpoint

and the apoptotic pathway mediated by wild-type p53 sensitizes squamous cell carcinoma of the

head and neck to radiotherapy. Arch Otolaryngol Head Neck Surg 1997;123:507-12.

Clayman GL, Dreiling LK. Injectable modalities as local and regional strategies for head and neck

cancer. Hematol Oncol Clin North Am 1999;13:787-810. Review.

0" Clayman GL, el-Naggar AK, Lippman SM, Henderson YC, Frederick M, Merritt JA, et al. Adeno-
virus-mediated p53 gene transfer in patients with advanced recurrent head and neck squamous cell
carcinoma. J Clin Oncol 1998;16:2221-32.

I Clayman GL, el-Naggar AK, Roth JA, Zhang WW, Goepfert H, Taylor DL, et al. In vivo molecu-
lar therapy with p53 adenovirus for microscopic residual head and neck squamous carcinoma.
Cancer Res 1995;55:1-6.

12° Clayman GL, Frank DK, Bruso PA, Goepfert H. Adenovirus-mediated wild-type p53 gene transfer
as a surgical adjuvant in advanced head and neck cancers. Clin Cancer Res 1999;5:1715-22.



Lo stato attuale della ricerca sulla terapia genica nei tumori del distretto ecc. 225

20

21

23

27

28

Clayman GL, Liu TJ, Overholt SM, Mobley SR, Wang M, Janot F, et al. Gene therapy for head and
neck cancer. Comparing the tumor suppressor gene p53 and a cell cycle regulator WAF1/CIP1
(p21). Arch Otolaryngol Head Neck Surg 1996;122:489-93.

Clayman GL. The current status of gene therapy. Semin Oncol 2000;27(Suppl 8):39-43. Review.
Cortesina G, De Stefani A, Galeazzi E, Bussi M, Giordano C, Cavallo GP, et al. The effect of preo-
perative local interleukin-2 (IL-2) injections in patients with head and neck squamous cell carci-
noma. An immunological study. Acta Otolaryngol 1991;111:428-33.

Cortesina G, De Stefani A, Galeazzi E, Cavallo GP, Badellino F, Margarino G, et al. Temporary re-
gression of recurrent squamous cell carcinoma of the head and neck is achieved with a low but not
with a high dose of recombinant interleukin 2 injected perilymphatically. Br J Cancer 1994;69:572-
6.

Cortesina G, De Stefani A, Galeazzi E, Cavallo GP, Jemma C, Giovarelli M, et al. Interleukin-2
injected around tumor-draining lymph nodes in head and neck cancer. Head Neck 1991;13:125-31.
Cortesina G, De Stefani A, Giovarelli M, Barioglio MG, Cavallo GP, Jemma C, et al. Treatment of
recurrent squamous cell carcinoma of the head and neck with low doses of interleukin-2 injected
perilymphatically. Cancer 1988;62:2482-5.

Cortesina G, Sacchi M, Galeazzi E, De Stefani A. Immunology of head and neck cancer: perspec-
tives. Head Neck 1993;15:74-7. Review.

Craven JM, Pavelic ZP, Stambrook PJ, Pavelic L, Gapany M, Kelley DJ, et al. Expression of c-
erbB-2 gene in human head and neck carcinoma. Anticancer Res 1992;12:2273-6.

Cusack JC Jr, Tanabe KK. Cancer gene therapy. Surg Oncol Clin N Am 1998;7:421-69. Review.
De Stefani A, Forni G, Ragona R, Cavallo G, Bussi M, Usai A, et al. Improved survival with pe-
rilymphatic interleukin 2 in patients with respectable squamous cell carcinoma of the oral cavity
and oropharynx. Cancer 2002;95:90-7.

Dix BR, Edwards SJ, Braithwaite AW. Does the antitumor adenovirus ONYX-015/d11520 selecti-
vely target cells defective in the p53 pathway? J Virol 2001;75:5443-7. Review.

Field JK, Spandidos DA, Yiagnisis M, Gosney JR, Papadimitriou K, Stell PM. C-erbB-2 expres-
sion in squamous cell carcinoma of the head and neck. Anticancer Res 1992;12:613-9.

Forni G, Giovarelli M, Santoni A. Lymphokine-activated tumor inhibition in vivo. I. The local ad-
ministration of interleukin 2 triggers nonreactive lymphocytes from tumor-bearing mice to inhibit
tumor growth. ] Immunol 1985;134:1305-11.

Freeman SM, Abboud CN, Whartenby KA, Packman CH, Koeplin DS, Moolten FL, et al. The «by-
stander effect»: tumor regression when a fraction of the tumor mass is genetically modified. Can-
cer Res 1993;53:5274-83.

Fueyo J, Gomez-Manzano C, Alemany R, Lee PS, McDonnell TJ, Mitlianga P, et al. A mutant on-
colytic adenovirus targeting the Rb pathway produces anti-glioma effect in vivo. Oncogene
2000;19:2-12.

Gastman BR, Atarshi Y, Reichert TE, Saito T, Balkir L, Rabinowich H, et al. Fas ligand is expres-
sed on human squamous cell carcinomas of the head and neck, and it promotes apoptosis of T
lymphocytes. Cancer Res 1999;59:5356-64.

Gleich LL, Gluckman JL, Armstrong S, Biddinger PW, Miller MA, Balakrishnan K, et al. Alloan-
tigen gene therapy for squamous cell carcinoma of the head and neck: results of a phase-1 trial.
Arch Otolaryngol Head Neck Surg 1998;124:1097-104.

Gleich LL. Gene therapy for head and neck cancer. Laryngoscope 2000;110:708-26. Review.
Goebel EA, Davidson BL, Graham SM, Kern JA. Tumor reduction in vivo after adenoviral me-
diated gene transfer of the herpes simplex virus thymidine kinase gene and ganciclovir treatment
in human head and neck squamous cell carcinoma. Otolaryngol Head Neck Surg 1998;119:331-6.
Gotoh A, Kao C, Ko SC, Hamada K, Liu TJ, Chung LW. Cyrotoxic effects of recombinant adeno-
virus p53 and cell cycle regulator genes (p21 WAF1/CIP1 and pl6CDKN4) in human prostate can-
cers. J Urol 1997;158:636-41.

Hammerling GJ, Klar D, Katzav S, Segal S, Feldman M, Wallich R, et al. Manipulation of meta-
stasis and tumour growth by transfection with histocompatibility class I genes. ] Immunogenet
1986;13:153-7.

Harada JN, Berk AJ. p53-Independent and -dependent requirements for E1B-55K in adenovirus ty-
pe 5 replication. J Virol 1999;73:5333-44.



226

T. Martone et al.

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

52

53

54

Heise C, Hermiston T, Johnson L, Brooks G, Sampson-Johannes A, Williams A, et al. An adenovi-
rus EIA mutant that demonstrates potent and selective systemic anti-tumoral efficacy. Nat Med
2000;6:1134-9.

Heise C, Sampson-Johannes A, Williams A, McCormick F, Von Hoff DD, Kirn DH. ONYX-015, an
E1B gene-attenuated adenovirus, causes tumor-specific cytolysis and antitumoral efficacy that can
be augmented by standard chemotherapeutic agents. Nat Med 1997;3:639-45.

Heise CC, Williams A, Olesch J, Kirn DH. Efficacy of a replication-competent adenovirus (ONYX-
015) following intratumoral injection: intratumoral spread and distribution effects. Cancer Gene
Ther 1999;6:499-504.

Khuri FR, Nemunaitis J, Ganly I, Arseneau J, Tannock IF, Romel L, et al. A controlled trial of in-
tratumoral ONYX-015, a selectively-replicating adenovirus, in combination with cisplatin and 5-

Sfluorouracil in patients with recurrent head and neck cancer. Nat Med 2000;6:879-85.

Kirn D, Nemunaitis J, Ganly I et al. A phase Il trial of intratumoral injection with an E1B-deleted
adenovirus ONYX-015, in patients with recurrent, refractory head and neck cancer (abstract
1509). Proc Am Soc Clin Oncol 1998;17:391a.

Lamont JP, Kuhn JA, Nemunaitis JJ, McCarty TM. Gene therapy for head and neck cancers. On-
cology (Huntingt). 2001;15:303-8; discussion 311-4. Review.

Lang S, Whiteside TL, Lebeau A, Zeidler R, Mack B, Wollenberg B. Impairment of T-cell activa-
tion in head and neck cancer in situ and in vitro: strategies for an immune restoration. Arch Oto-
laryngol Head Neck Surg 1999;125:82-8.

Li D, Duan L, Freimuth P, O’Malley BW Ir. Variability of adenovirus receptor density influences
gene transfer efficiency and therapeutic response in head and neck cancer. Clin Cancer Res
1999;5:4175-81.

Liu TJ, el-Naggar AK, McDonnell TJ, Steck KD, Wang M, Taylor DL, et al. Apoptosis induction
mediated by wild-type p53 adenoviral gene transfer in squamous cell carcinoma of the head and
neck. Cancer Res 1995;55:3117-22.

Liu TJ, Zhang WW, Taylor DL, Roth JA, Goepfert H, Clayman GL. Growth suppression of human
head and neck cancer cells by the introduction of a wild-type p53 gene via a recombinant adeno-
virus. Cancer Res 1994;54:3662-7.

Ljunggren HG, Karre K. Experimental strategies and interpretations in the analysis of changes in
MHC gene expression during tumour progression. Opposing influences of T cell and natural killer
mediated resistance? ] Immunogenet 1986;13:141-51.

Matthews T, Boehme R. Antiviral activity and mechanism of action of ganciclovir. Rev Infect Dis
1988;10(Suppl 3):S490-4. Review.

McCormick F. Cancer gene therapy: fringe or cutting edge? Nat Rev Cancer 2001;1:130-41. Re-
view.

Melioli G, Margarino G, Scala M, Mereu P, Bertoglio S, Schenone G, et al. Perilymphatic injec-
tions of recombinant interleukin-2 (rIL-2) partially correct the immunologic defects in patients
with advanced head and neck squamous cell carcinoma. Laryngoscope 1992;102:572-8.

Mobley SR, Liu TJ, Hudson JM, Clayman GL. In vitro growth suppression by adenoviral tran-
sduction of p21 and p16 in squamous cell carcinoma of the head and neck: a research model for
combination gene therapy. Arch Otolaryngol Head Neck Surg 1998;124:88-92.

Myers JN, Mank-Seymour A, Zitvogel L, Storkus W, Clarke M, Johnson CS, et al. Interleukin-12
gene therapy prevents establishment of SCC VII squamous cell carcinomas, inhibits tumor growth,
and elicits long-term antitumor immunity in syngeneic C3H mice. Laryngoscope 1998;108:261-8.
Nanni P, Nicoletti G, De Giovanni C, Landuzzi L, Di Carlo E, Cavallo F, et al. Combined alloge-
neic tumor cell vaccination and systemic interleukin 12 prevents mammary carcinogenesis in HER-
2/neu transgenic mice. J Exp Med 2001;194:1195-205.

Nemunaitis J, Khuri F, Ganly I, Arseneau J, Posner M, Vokes E, et al. Phase Il trial of intratumo-
ral administration of ONYX-015, a replication-selective adenovirus, in patients with refractory
head and neck cancer. J Clin Oncol 2001;19:289-98.

O’Malley BW Jr, Chen SH, Schwartz MR, Woo SL. Adenovirus-mediated gene therapy for human
head and neck squamous cell cancer in a nude mouse model. Cancer Res 1995;55:1080-5.
O’Malley BW Jr, Li D, Buckner A, Duan L, Woo SL, Pardoll DM. Limitations of adenovirus-me-
diated interleukin-2 gene therapy for oral cancer. Laryngoscope 1999;109:389-95.



Lo stato attuale della ricerca sulla terapia genica nei tumori del distretto ecc. 227

56

58

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

72

Papac R, Minor DR, Rudnick S, Solomon LR, Capizzi RL. Controlled trial of methotrexate and
Bacillus Calmette-Guerin therapy for advanced head and neck cancer. Cancer Res 1978;38:3150-
3.

Parker SE, Vahlsing HL, Serfilippi LM, Franklin CL, Doh SG, Gromkowski SH, et al. Cancer ge-
ne therapy using plasmid DNA: safety evaluation in rodents and non-human primates. Hum Gene
Ther 1995;6:575-90.

Pirollo KF, Hao Z, Rait A, Jang YJ, Fee WE Jr, Ryan P, et al. p53 mediated sensitization of squa-
mous cell carcinoma of the head and neck to radiotherapy. Oncogene 1997;14:1735-46.

Plautz GE, Yang ZY, Wu BY, Gao X, Huang L, Nabel GJ. Immunotherapy of malignancy by in vi-
vo gene transfer into tumors. Proc Natl Acad Sci USA 1993;90:4645-9.

Quillien V, Raoul JL, Heresbach D, Collet B, Toujas L, Brasseur F. Expression of MAGE genes in
esophageal squamous-cell carcinoma. Anticancer Res 1997;17:387-91.

Rabinowich H, Vitolo D, Altarac S, Herberman RB, Whiteside TL. Role of cytokines in the adop-
tive immunotherapy of an experimental model of human head and neck cancer by human IL-2-ac-
tivated natural killer cells. J] Immunol 1992;149:340-9.

Riviere A, Becker J, Loning T. Comparative investigation of cerbB2/neu expression in head and
neck tumors and mammary cancer. Cancer 1991;67:2142-9.

Rocco JW, Li D, Liggett WH Jr, Duan L, Saunders JK Jr, Sidransky D, et al. p/6INK4A adenovi-
rus-mediated gene therapy for human head and neck squamous cell cancer. Clin Cancer Res
1998;4:1697-704.

Rodrigo JP, Ramos S, Lazo PS, Alvarez 1, Suarez C. Amplification of ERBB oncogenes in squa-
mous cell carcinomas of the head and neck. Eur J Cancer 1996;32A:2004-10.

Rosenberg SA, Lotze MT, Muul LM, Leitman S, Chang AE, Ettinghausen SE, et al. Observations
on the systemic administration of autologous lymphokine-activated killer cells and recombinant in-
terleukin-2 to patients with metastatic cancer. N Engl J Med 1985;313:1485-92.

Rothmann T, Hengstermann A, Whitaker NJ, Scheffner M, zur Hausen H. Replication of ONYX-
015, a potential anticancer adenovirus, is independent of p53 status in tumor cells. J Virol
1998;72:9470-8.

Rovero S, Amici A, Carlo ED, Bei R, Nanni P, Quaglino E, et al. DNA vaccination against rat her-
2/Neu p185 more effectively inhibits carcinogenesis than transplantable carcinomas in transgenic
BALB/c mice. J Immunol 2000;165:5133-42.

Rovero S, Boggio K, Carlo ED, Amici A, Quaglino E, Porcedda P, et al. Insertion of the DNA for
the 163-171 peptide of IL1beta enables a DNA vaccine encoding pl185(neu) to inhibit mammary
carcinogenesis in Her-2/neu transgenic BALB/c mice. Gene Ther 2001;8:447-52.

Sewell DA, Li D, Duan L, Westra WH, O’Malley BW Ir. Safety of in vivo adenovirus-mediated thy-
midine kinase treatment of oral cancer. Arch Otolaryngol Head Neck Surg 1997;123:1298-302.
Shiga H, Rasmussen A, Patrick MS, et al. Prognostic value of c-erbB2 and other markers in pa-
tients treated with chemotherapy for recurrent head and neck cancer. Head and Neck 2000;22:599-
608.

Shin DM, Lee JS, Lippman SM, Lee JJ, Tu ZN, Choi G, et al. p53 expressions: predicting recur-
rence and second primary tumors in head and neck squamous cell carcinoma. J Natl Cancer Inst
1996;88:519-29.

Snyderman CH, D’ Amico F, Wagner R, Eibling DE. A reappraisal of the squamous cell carcino-
ma antigen as a tumor marker in head and neck cancer. Arch Otolaryngol Head Neck Surg
1995;121:1294-7.

Tanaka K, Isselbacher KJ, Khoury G, Jay G. Reversal of oncogenesis by the expression of a major
histocompatibility complex class I gene. Science 1985;228:26-30.

Taylor SG 4th, Sisson GA, Bytell DE, Raynor WI Jr. A randomized trial of adjuvant BCG immu-
notherapy in head and neck cancer. Arch Otolaryngol 1983;109:544-9.

Verma IM, Somia N. Gene therapy: promises, problems and prospects. Nature 1997;389:239-42.
Vitolo D, Letessier EM, Johnson JT, Whiteside TL. Immunologic effector cells in head and neck
cancer. J Natl Cancer Inst Monogr 1992;13:203-8.

Wang MB, Lichtenstein A, Mickel RA. Hierarchical immunosuppression of regional lymph nodes
in patients with head and neck squamous cell carcinoma. Otolaryngol Head Neck Surg
1991;105:517-27.



228

T. Martone et al.

77

78

79

Werkmeister R, Brandt B, Joss U. Clinical relevancer of erbB-1 and -2 oncogenes in oral carci-
nomas. Oral Oncology 2000;36:100-5.

Whiteside TL, Letessier E, Hirabayashi H, Vitolo D, Bryant J, Barnes L, et al. Evidence for local
and systemic activation of immune cells by peritumoral injections of interleukin 2 in patients with
advanced squamous cell carcinoma of the head and neck. Cancer Res 1993;53:5654-62.

Wilson KM, Stambrook PJ, Bi WL, Pavelic ZP, Pavelic L, Gluckman JL. HSV-tk gene therapy in
head and neck squamous cell carcinoma. Enhancement by the local and distant bystander effect.
Arch Otolaryngol Head Neck Surg 1996;122:746-9.

Wolf GT, Amendola BE, Diaz R, Lovett EJ 3rd, Hammerschmidt RM, Peterson KA. Definite vs
adjuvant radiotherapy. Comparative effects on lymphocyte subpopulations in patients with head
and neck squamous carcinoma. Arch Otolaryngol 1985;111:716-26.

Xia W, Lau YK, Zhang HZ, Liu AR, Li L, Kiyokawa N, et al. Strong correlation between c-erbB-
2 overexpression and overall survival of patients with oral squamous cell carcinoma. Clin Cancer
Res 1997;3:3-9.

Xu L, Pirollo KF, Tang WH, Rait A, Chang EH. Transferrin-liposome-mediated systemic p53 gene
therapy in combination with radiation results in regression of human head and neck cancer xeno-
grafts. Huom Gene Ther 1999;10:2941-52.

Yen TC, Lin WY, Kao CH, Cheng KY, Wang SJ. A study of a new tumour marker, CYFRA 21-1, in
squamous cell carcinoma of the head and neck, and comparison with squamous cell carcinoma an-
tigen. Clin Otolaryngol 1998;23:82-6.



Conclusioni 229

CONCLUSIONI

G. Cortesina

Il riuscire a definire, in ciascun paziente con tumore cervico-cefalico, un profi-
lo di caratteristiche prognostiche di vario tipo, cliniche e biologiche, sufficiente-
mente validate da presupposti sperimentali, rappresenta un passo avanti notevole nei
tentativi di ottimizzare I’approccio al malato oncologico. Il conoscerne in anticipo,
con ragionevole sicurezza, i rischi di andare incontro a recidive o di peggiorare la
sopravvivenza, permette di attivare alcune accortezze diagnostiche, quale quella
rappresentata da un follow-up pil accurato e ravvicinato nel tempo, o di attuare pro-
cedimenti d’integrazione terapeutica che aumentino le possibilita di controllo loca-
le e di eradicazione della minimal residual disease (mrd) che ¢ la causa principale
di recidiva o di metastatizzazione.

Il sapere, o ragionevolmente presupporre, in partenza che il nostro paziente ¢
maggiormente a rischio di recidiva e come tale ¢ gravato da una possibilita minore
di sopravvivenza condizionera il follow-up, come si ¢ detto, nel senso dell’accura-
tezza e dei controlli ravvicinati e inoltre nel senso di un maggior e ravvicinato uti-
lizzo dell’imaging (TC, RNM), delle panendoscopie in narcosi con 1’uso del micro-
scopio e di prelievi bioptici multipli. L’integrazione terapeutica, in presenza di al-
cuni fattori prognostici negativi, ¢ opportuno che venga definita in maniera colle-
giale con chirurgo, radioterapista, oncologo medico, anatomo-patologo, chirurgo
plastico-ricostruttivo e odontoiatra.

11 bilancio dei fattori prognostici diventa un fatto di identificazione personaliz-
zata della situazione oncologica reale del singolo paziente, e quindi va fatto serven-
dosi dell’esperienza dei singoli specialisti, per arrivare ad una scelta di integrazione
terapeutica il pit meditata possibile. La definizione precisa dello stadio di T e di N,
I’aspetto macroscopico della lesione saranno i primi fattori che condizioneranno
I’approccio chirurgico di tipo conservativo, demolitivo semplice o demolitivo con
lembo plastico-ricostruttivo. A questa andra affiancata la definizione di tutti i fatto-
ri prognostici generali (malattie concomitanti, performance status etc.) e che po-
tranno in certi casi controindicare ad esempio una chirurgia ricostruttiva, oppure di
lembi e d’interposizione di visceri che potrebbero rivelarsi interventi troppo «pe-
santi» per il paziente. Gli stessi fattori generali potrebbero controindicare la chirur-
gia in genere e indicare una radioterapia anche se a scopo palliativo.

La programmazione chirurgica a questo punto deve essere fatta congiuntamen-
te con il chirurgo plastico-ricostruttivo, designando a priori una specie di «proget-
to» del lembo che si vuole utilizzare. E come pure sara necessario I’intervento del-
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I’odontoiatra che dovra decidere se ¢ il caso di fare una bonifica dentaria (in previ-
sione di una radioterapia post-operatoria) oppure programmare (in interventi per tu-
mori del cavo orale e dell’orofaringe) protesizzazioni o impianti per cercare di ri-
pristinare la funzione masticatoria.

La scelta di una radioterapia esclusiva o di una bradicurieterapia, dovra neces-
sariamente tenere conto di alcuni fattori prognostici che riguardano la sede, il volu-
me del tumore (< 2-3 cm di diametro), la sua tipologia macroscopica (vegetante e
non infiltrativo) e inoltre le condizioni dell’N.

Essa potra inoltre avvalersi di nuovi fattori prognostici biologici, che la ricerca
attuale ci offre e di cui si ¢ ampliamente parlato nei capitoli precedenti (Capp. 4, 6
e 8).

La scelta di una radioterapia (o radiochemioterapia) esclusiva ¢ finalizzata ad
una filosofia di preservazione d’organo, vale per alcune sedi, come cavo orale (bra-
dicurieterapia), orofaringe, ipofaringe e laringe, e deve comunque prevedere e quin-
di programmare, una chirurgia di recupero. Nei protocolli di preservazione d’orga-
no della laringe e dell’ipofaringe-laringe, la risposta alla chemioterapia (protocollo
di Al Sarraf) dopo 2-3 cicli ¢ il fattore prognostico che ci fa indicare la radioterapia.

Deriva dall’esposizione di questi concetti che 1’azione congiunta di chirurgo, ra-
dioterapista e oncologo medico, che fanno una sorta di «bilanciamento critico» di
tutti i fattori prognostici, rappresenta il momento cruciale per la scelta del tipo di te-
rapia. Come I’azione congiunta di chirurgo, radioterapista, oncologo medico e ana-
tomo-patologo, sara fondamentale nella valutazione dei fattori prognostici anatomo-
patologici (oltre che clinici) che derivano dallo studio istopatologico dei pezzi ope-
ratori (pTNM) e nell’indicazione di una radioterapia post-operatoria, a dosi che so-
no state ormai codificate in alcuni protocolli.

Nel nostro gruppo valutiamo inoltre, in sede di visita collegiale, in casi di tu-
mori del cavo orale e dell’ orofaringe, la possibilita di impiegare 1’infiltrazione loco-
regionale con Interleuchina 2 (IL2) a basse dosi prima e dopo I’intervento (a cicli
mensili per un anno): tale possibilita ¢ strettamente legata alla possibilita di rispar-
miare una catena linfonodale di un lato in sede d’intervento chirurgico (in base alle
caratteristiche di T ed N), in quanto i linfonodi «risparmiati» sono quelli che ven-
gono attivati da IL2 (con meccanismi a cascata nel tempo) e producono quelli T
linfociti citotossici specifici per gli antigeni tumorali, che dovrebbero funzionare da
«spazzini» della mrd.

Si pud quindi concludere come un’attenta raccolta, e conseguente valutazione,
di fattori prognostici clinici e patologici (consolidati dalla sperimentazione) & mo-
mento cruciale per decidere il tipo di trattamento di prima scelta, 1’integrazione te-
rapeutica e le modalita tecniche e temporali del follow-up.

Se per quanto riguarda i fattori prognostici clinici e anatomo-patologici ci sono
moltissime certezze per cui si puo affermare che essi sono codificati e possono es-
sere considerati di uso corrente, le cose si complicano per quanto riguarda i fattori
prognostici pil strettamente biologici, che ci derivano dalla biologia molecolare. La
ricerca molecolare si ¢ affermata negli ultimi 15 anni circa, dopo il «boom» del-
I’immunologia dei tumori, che qualche delusione 1’ha creata pur avendo contribui-
to notevolmente alla conoscenza del sistema immunitario.

Sono stati via, via identificati, prima in campo sperimentale e poi umano, pro-
to-oncogeni che, legandosi a recettori specifici e inducendo la formazione di protei-



Conclusioni 231

ne effettrici, erano in grado di accelerare, in modo disordinato e anarchico, i processi
proliferativi, divenendo cosi causa di carcinogenesi. Nello stesso tempo sono stati
identificati geni oncosoppressori che hanno il compito di opporsi all’azione stimo-
lante dei proto-oncogeni: questi ultimi geni sono operativi anche nella realta nor-
male, in quanto modulano costantemente le «spinte» proliferative di varia natura.

Mutazioni (soprattutto amplificazioni e iperespressioni) dei proto-oncogeni e
nel contempo mutazioni dei geni oncosoppressori possono essere causa di carcino-
genesi.

Sono state inoltre studiate le molecole di adesione (integrine e ligandi) la cui
funzione ¢ quella di regolare gli scambi metabolici tra cellula e cellula e la disposi-
zione spaziale delle stesse, e la cui alterazione (perdita di polarita e disorganizza-
zione spaziale) ¢ causa di progressione neoplastica e metastatizzazione.

Evidenze interessanti infine derivano dagli studi sulla neoangiogenesi che, in tu-
mori sperimentali, si correla nettamente con la prognosi, mentre mostra comporta-
menti pil incerti in oncologia umana.

La lettura della bibliografia di studi molecolari crea una serie di problemi. In-
nanzitutto sono moltissimi i lavori fatti su pochi casi e che non hanno trovato una
riconferma sperimentale. Come ci sono molti lavori che giungono a conclusioni
spesso contrastanti. Tutto ci0 ¢ fonte di confusione e crea impossibilita di utilizzare
i vari messaggi biologici a uso clinico-pratico. Di qui la necessita di prendere in
considerazione soltanto quei lavori con alta significativita statistica in analisi multi-
variata condotti su di un numero di pazienti maggiore di 100 e che abbiano avuto
conferme in altri lavori.

Una volta identificato un fattore prognostico molecolare significativo, il proble-
ma ¢ se decidere di indicarlo come fattore prognostico da ricercarsi di routine, te-
nendo presente che a monte di questi studi ci devono essere le strutture tecnologi-
che della biologia molecolare, il personale tecnico altamente specializzato; senza
contare i costi di gestione del materiale che non sono sicuramente a buon mercato.

Una buona parte degli Ospedali in cui si trattano tumori del distretto cervico-
facciale, non posseggono le attrezzature della biologia molecolare, per cui diventa
arduo pensare di fare di routine questi test, che oltretutto fanno lievitare i costi di
gestione. Si pud pensare di indicare 1’esecuzione di routine di questi test soltanto in
centri che potremmo definire di 2° livello, con laboratori di biologia molecolare fi-
nalizzati anche all’assistenza e che possono «coordinarsi» con le Divisioni cliniche
e radioterapiche. Questi potrebbero essere ISTITUTI TUMORI O COMPREHEN-
SIVE CANCER CENTERS quale quello, denominato COES-CERMS, situato nella
struttura dell’ Azienda Universita-Ospedale «Molinette» di Torino, oppure strutture
universitarie adeguate allo scopo.

In questi centri (finalizzati anche alla ricerca) 1’utilizzo di uno staging anche
molecolare, permette il progredire della ricerca applicata e di finalizzarla anche al
disegno di trials in cui siano implicati prodotti delle biotecnologie.

Si tratta pertanto al momento di un discorso selettivo, per strutture e costi, che
perd non puo essere trascurato poiché ¢ da questo tipo di ricerche biologiche appli-
cate che potrebbero nascere nuove terapie piu decisive.
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SUMMARY

The increasing knowledge about clinical oncology and biology of head and
neck carcinomas, together with the improvement of statistical methods for studying
the prognostic role of clinical and biological factors, have outlined several prog-
nostic factors, based on scientific data. These factors can have a routine clinical ap-
plication in head and neck oncology. Moreover clinical and histo-pathological fac-
tors (i.e. age, stage, concomitant diseases, data obtained from pTNM as pN+, cap-
sular breakings, intra-vascular emboli, etc) have been more clearly defined and re-
inforced.

As a result it has been accepted that the prognostic factors listed above (having
been studied in depth) can have an everyday application and they can be put in the
case history of these patients.

After a detailed description of what we know at the moment about carcinogen-
esis and metastatic progression of these tumors, we have considered some biologi-
cal and molecular factors. The purpose is to make the surgeon acquainted with these
new cultural world represented by the molecular biology connected with oncogen-
esis and metastasis in order to highlight that, in the future, the clinician might have
to face the evidence resulting from molecular studies and experiment their clinical
applications.

We have described several genes that regulate growth factors, cell-cycle, and
several tumor suppressor genes and we have considered their possible clinical ap-
plications. Moreover we have described and analysed also those factors that regu-
late cancer progression (adhesion molecules, angiogenesis factors, proteinases, etc).

Then we have accurately evaluated how the different prognostic factors can in-
fluence the choice of the therapeutic treatment.

In particular we have reported how some prognostic factors could influence the
choice in favour of a conservative surgery instead of a prophylactic dissection in
clinically NO patients.

Besides, we have described some biological factors that can give indications
about the sensibility of the tumor to the radiotherapy rather than radio-chemotherapy.

In the end, in a proper chapter, we went into the problem of the structures and
the equipment (with the relative cost) that are necessary for the application of the
studies about some biological factors in the everyday clinical practice.
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