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ABSTRACT

Non-invasive diagnostic strategies aimed at identifying biomarkers of lung cancer are of
great interest for early cancer detection. They could be helpful in picking out lung
cancer in suspected cases, but also and especially to exclude its occurrence in cases of
those pulmonary nodules more and more frequently detected by CT scans. In fact,
purely morphological criteria seem to be insufficient to confidently distinguish lung
cancer at early stages from benign nodules, and false positives seem to occur frequently.
Among non-invasive tests, analysis of exhaled air seems to be very promising thanks to
its sensitivity and specificity.

The aim of this study was to set up a new method for identifying and quantifying
volatile organic compounds (VOCs) in exhaled air of patients with non-small cell lung
cancer (NSCLC), by comparing the levels with those obtained from asymptomatic
smokers and non-smokers, and patients with chronic obstructive pulmonary disease
(cross sectional study). The VOC collection and analyses
were repeated after the NSCLC patients undergone lung surgery (longitudinal study).
Further experiments were performed to better understand the origin of the VOCs and

their meaning related to the development of lung cancer.
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RIASSUNTO

Nell’ambito della diagnosi precoce di tumore al polmone, una tematica di grande
interesse ¢ rappresentata dalla ricerca di nuove strategie diagnostiche non invasive per
I’identificazione di nuovi indicatori.

Tali tecniche potrebbero contribuire alla conferma della malattia nei casi sospetti e
all’esclusione dei soggetti con noduli polmonari benigni, frequentemente individuati
dalla moderne tecniche di imaging. Criteri puramente morfologici non sembrano
sufficienti per distinguere con attentibilitd univoca il tumore al polmone ad uno stadio
precoce dai noduli benigni, aumentando cosi I’incidenza di falsi positivi.

Tra 1 test diagnostici non invasivi, 1’analisi dell’aria espirata rappresenta una metodica
promettente, grazie ai buoni valori di sensibilita e specificita dimostrati.

Lo scopo del presente studio ¢ stato quello di identificare e quantificare i composti
organici volatili (VOCs) nell’aria esalata di pazienti con tumore non a piccole cellule
(NSCLC) e confrontarne i livelli con quelli ottenuti in soggetti asintomatici fumatori e
non, € in pazienti con broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO).

L’analisi dell’aria espirata ¢ stata ripetuta a distanza di tempo dall’intervento chirurgico
per valutare 1’effetto dell’intervento stesso sul profilo dei VOCs.

Ulteriori esperimenti sono stati fatti per meglio comprendere 1’origine dei VOCs ed il

loro significato in relazione allo sviluppo della neoplasia.

Parole chiave: tumore al polmone, diagnosi precoce, aria esalata, indicatori
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1 INTRODUZIONE

1.1 LANEOPLASIA POLMONARE

Le malattie dell’apparato respiratorio rappresentano attualmente la terza causa di morte
in Italia, dopo le malattie cardiovascolari ed i tumori. La loro distribuzione ¢ cambiata
significativamente nell’ultimo secolo per la netta riduzione della mortalita per
tubercolosi e polmonite, a fronte di un aumento delle patologie cronico-degenerative,
quali la broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO) e [’asma bronchiale.
L’intereresse per il ruolo delle inflammazioni delle vie aeree nello sviluppo e nella
progressione di diverse malattie polmonari, in particolare dell’asma bronchiale e della
BPCO, si ¢ accentuata negli ultimi anni, soprattutto per il fatto che queste situazioni
patologiche rappresentano spesso una situazione precedente o concomitante allo
sviluppo di neoplasie polmonari.

Il polmone puo infatti essere sede di un gran numero di formazioni neoplastiche, sia
benigne che maligne, come ad esempio il carcinoma broncogeno, cosi definito poiché
ha origine dall’epitelio respiratorio, comprendente cio¢ bronchi, bronchioli e alveoli.

La prognosi del tumore al polmone ¢ tuttora limitata a causa della mancanza di validi
approcci per una diagnosi precoce. Proprio la mancanza della possibilita di una diagnosi
precoce fa si che la diagnosi della malattia sia spesso concomitante alla rilevazione di
metastasi gia presenti al momento della diagnosi, che la risposta alla terapia
chemioterapia sia spesso limitata e che si possano verificare recidive della neoplasia
polmonare a distanza dall’intervento chirurgico.

Questa problematica complessa che riveste un ruolo di rilievo nell’ambito della salute
pubblica, evidenzia la necessita di implementare la ricerca di nuovi metodi di indagine
non invasivi integrabili con quelli attualmente a disposizione, per una diagnosi precoce

di neoplasia polmonare.



1.1.1 Epidemiologia del carcinoma polmonare

Il carcinoma polmonare rappresenta dal 1985 la tipologia di tumore piu comune al
mondo (Parkin et al., 1993) e si stima che solo nel 2002 abbia rappresentato il 12,4% di
tutti i nuovi casi di tumore (Parkin et al., 2005).

Il carcinoma polmonare a causa dell’alta incidenza e di una prognosi soventemente
infausta, ¢ inoltre la principale causa di morte per cancro in Italia e nel mondo
occidentale (Figura 1) e la seconda causa di morte dopo le malattie cardiovascolari
(Jemal et al., 2006).

In generale, dal 1985 si ¢ verificato un incremento globale dei casi di tumore al
polmone di circa il 51%. Negli uomini I’incidenza di tale patologia sembra legato
maggiormente alla crescita e all’invecchiamento della popolazione mentre nelle donne
per lo piu al diffondersi dell’abitudine al fumo. Infatti il rapporto maschi/femmine
appare in riduzione, dal valore di 7:1 del 1964 all’attuale di 2:1 (Gallone and
Cantaluppi, 2005).

I dati epidemiologici evidenziano chiaramente come 1’esposizione al fumo di tabacco
sia la causa preponderante nello sviluppo della patologia (IARC, 2004) e si ¢ stimato
che solo nel 2000 circa 1’85% dei tumori polmonari nell’uomo ed il 47% nella donna
fossero da ricollegare all’abitudine tabagica. In linea con queste considerazioni, si €
registrata una tendenza alla diminuzione dei casi di carcinoma broncogeno nei paesi del
Nord Europa e negli USA, dove da tempo sono in atto campagne antifumo (Jemal et al.,
2001; Bray et al., 2004; Jemal et al., 2004; Tyczynski et al., 2004).

I dati riportati in letteratura evidenziano che 1’incidenza della neoplasia, espressa come
numero assoluto di nuovi casi all’anno, sia maggiore nei paesi piu industrializzati, in
particolare Nord-America ed Europa, rispetto a quanto registrato nei paesi in via di
sviluppo come Africa e Sud-America (Parkin et al., 2005).

Il picco di manifestazione del carcinoma broncogeno si registra tra la quinta e la sesta
decade di vita, mentre oltre un terzo dei nuovi casi ¢ diagnosticato in soggetti d’eta
superiore ai 70 anni. Questo tumore presenta una sopravvivenza globale che varia dal
10% al 15% a 5 anni dalla diagnosi. Tale percentuale ¢ rimasta sostanzialmente
invariata nel corso degli ultimi 20 anni poiché nella maggior parte dei casi esso viene
diagnosticato ad uno stadio avanzato non operabile (Ihde and Minna, 1991).

Infatti, al momento della diagnosi, solo il 15% dei pazienti si presenta con malattia

localizzata, il 25% dei casi ha un coinvolgimento dei linfonodi regionali e il 55% una
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diffusione metastatica a distanza (Minna, 2002). Tuttavia, se il tumore viene
diagnosticato allo stadio iniziale, la resezione chirurgica radicale della neoplasia puo
consentire fino all’80% di sopravvivenza a 5 anni (Flehinger et al., 1992). E’
significativo notare come, nella quasi totalita dei pazienti sopravvissuti a lungo termine
per lo piu grazie ad una diagnosi allo stadio iniziale della malattia, la neoplasia viene
riscontrata casualmente in fase ancora asintomatica, (Marcus et al., 2006) (Figura 2).

Da questi dati si puod dedurre I’importanza di una diagnosi precoce per un trattamento
chirurgico radicale tempestivo che possa portare ad una risoluzione positiva della
malattia.

Purtroppo nonostante abbiano gia avuto luogo numerosi studi sulla possibilita di
utilizzare diverse tecniche, quali 1’analisi citologica e genetica dell’escreato
(McWilliams et al., 2006; Li et al., 2007), la radiografia del torace (Humphrey et al.,
2004), la TAC-spirale a basse dosi (Picozzi et al., 2005; McWilliams et al., 2006), la
PET (Bunyaviroch and Coleman, 2006), per la diagnosi del tumore al pomone, non ci
sono stati finora risultati confortanti che abbiano portato alla messa a punto di un
programma di screening della popolazione a rischio (Patz, 2006).

Si rende quindi necessaria la ricerca di metodi sensibili per la diagnosi precoce in
soggetti ad alto rischio, quali 1 forti fumatori e/o esposti all'azione di cancerogeni

ambientali.

1.1.2 Fattori di Rischio

Il carcinoma broncogeno ¢ una condizione a patogenesi multifattoriale ed insorgenza
multifasica (Kobitz, 2000) e quindi, numerosi sono quindi i fattori di rischio che

possono contribuire allo sviluppo della malattia.

FUMO - Poiché 1’85% delle persone a cui ¢ diagnosticato un tumore del polmone ¢
costituito da fumatori o ex fumatori, il fumo ¢ il principale fattore incriminato nello
sviluppo del carcinoma (Testa et al., 1999). Da tempo ¢ stata evidenziata una relazione
diretta tra l'intensita dell'esposizione al fumo, determinata dal numero di sigarette
giornaliere ¢ dal numero di anni dell’abitudine tabagica, ed il rischio di tumore
polmonare (IARC, 1986). Infatti, in base all’entita dell’esposizione, 1 fumatori
presentano un rischio di sviluppare il carcinoma polmonare di 8-20 volte maggiore

rispetto ai non fumatori.



Studi epidemiologici hanno dimostrato come il rischio di carcinoma polmonare abbia
una relazione temporale sia con la dose (numero di sigarette fumate) sia con il tempo
che intercorre dall’interruzione dell’abitudine al fumo. Inoltre per gli ex-fumatori vi ¢
una progressiva riduzione del rischio nel corso dei 15-20 anni successivi anche se
occorre ricordare che il rischio per un ex fumatore rimane sempre significativamente
piu alto di quello di un soggetto che non ha mai fumato (Peto et al., 2000).

Secondo un recente studio (Lubin and Caporaso, 2006), a parita di esposizione
quantificabile in pacchi/anno, al di sotto delle 20 sigarette/die il rischio risente
maggiormente dell’intensita che non della durata dell’esposizione. In pratica coloro che
fumano un numero elevato di sigarette al giorno in un arco di tempo inferiore hanno un
rischio piu elevato di quelli che ne fumano un minor numero ma per un tempo
maggiore. Per consumi al di sopra delle 20 sigarette/die si osserva invece un trend
opposto.

Il fumo di sigaretta contiene alcune centinaia di sostanze chimiche molte delle quali
cancerogene, secondo quanto riportato dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul
Cancro (IARC) (Hoffmann et al., 2001). Tra i piu forti cancerogeni per il polmone,
nonostante le basse concentrazioni dell’ordine di 5-200 ng per sigaretta, vi sono gli
idrocarburi policiclici aromatici, meglio noti come IPA e le nitrosammine derivanti
dalla nicotina. I pit abbondanti cancerogeni sono invece le aldeidi e altri composti come
benzene e butadiene che sono contenuti in quantita che vanno dai 10 ai 100 pg per
sigaretta (Hecht, 2002).

Anche alcuni elementi metallici (es. nichel, cadmio, cromo), noti cancerogeni, Sono
presenti nel fumo di sigaretta in modeste quantitd, (nanogrammi), sebbene una volta
inalati col fumo di sigaretta tendono a depositarsi e a rimanere per lunghi periodi a
livello polmonare (Shriver et al., 2000).

La partecipazione dei composti contenuti nel fumo ai processi di cancerogenesi
polmonare ¢ confermata dalla loro relazione con la presenza di addotti al DNA di
cellule polmonari di soggetti fumatori. E interessante notare che negli ex fumatori la
perdita degli addotti al DNA segue di mesi o anni l'interruzione del fumo (Johnson and
Kelley, 1993).

Inoltre, l'esposizione al fumo di sigaretta, modificando I'equilibrio tra le diverse attivita
enzimatiche presenti nel tessuto polmonare, promuove la trasformazione delle sostanze
xenobiotiche a composti pro-cancerogeni, inibendo contemporaneamente gli enzimi

biosintetici di fase II, come nel caso delle glutatione transferasi (Wingo et al., 1999).



Anche I’esposizione passiva a fumo di tabacco rappresenta un fattore di rischio per
I’insorgenza del carcinoma polmonare. Per esposizione passiva si intende 1’inalazione
involontaria di una miscela composta da cio che viene liberato dalla combustione
spontanea della sigaretta e dal fumo espirato. In presenza di tale esposizione il rischio
per lo sviluppo di neoplasia polmonare sembra aumentare del 15-20% (Boffetta et al.,
1998). Proprio per questo motivo, recentemente, il fumo passivo ¢ stato classificato
dalla IARC come sostanza cancerogena di Gruppo I per I’essere umano.

Sembra infatti che nel fumo sidestream (quello aspirato involontariamente dal non
fumatore) siano presenti concentrazioni significativamente piu elevate rispetto al fumo
mainstream (quello aspirato direttamente dal fumatore) di svariati composti tossici e
cancerogeni (es. nitrosammine volatili, cataboliti della nicotina, ammine aromatiche)
che si accumulano e si diffondono rapidamente negli ambienti chiusi.

Studi caso-controllo e studi prospettici condotti su individui dichiaratisi non fumatori
esposti giornalmente e per lunghi periodi al giorno al fumo passivo (es. convivenza con
coniuge fumatore), hanno dimostrato un aumento del rischio relativo riassuntivo di 1.27
nei caso-controllo e di 1.44 nei prospettici. Mediante precisi modelli matematici, si ¢
arrivati a stimare il rischio di morte per cancro al polmone nei fumatori passivi
nell’ordine di 1/1000 (Lega Italiana per la Lotta contro 1 Tumori, 1999), decisamente
superiore ai rischi ambientali ritenuti accettabili nei paesi sviluppati.

Un recente studio europeo multicentrico che ha coinvolto 10 paesi della Comunita
Europea ha stimato la proporzione di tumori polmonari attribuibile all’esposizione a
fumo passivo e all’inquinamento atmosferico in soggetti non fumatori ed in ex-fumatori
da oltre 10 anni. Secondo questo studio i1 casi di carcinoma polmonare attribuibili
all’esposizione a fumo passivo sarebbero compresi tra 16 e il 24%, mentre
I’inquinamento ambientale sarebbe responsabile del 5-7% dei tumori polmonari tra
soggetti non fumatori o ex-fumatori (Vineis et al., 2007).

Dr’altra parte ¢ importante ricordare che, sebbene il fumo rappresenti la principale causa
di tumore polmonare, meno del 20% dei fumatori sviluppa nel corso della vita un
tumore polmonare (IARC, 1986) e il 10-15% di tutti i tumori polmonari insorgono in

soggetti non fumatori.

ESPOSIZIONE PROFESSIONALE — Nello studio del processo di cancerogenesi
polmonare, non deve essere sottovalutato il ruolo svolto dell’esposizione professionale

ad agenti cancerogeni. E stato stimato che una percentuale di carcinomi broncogeni
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variabile, a seconda delle casistiche dall'l al 40%, sia attribuibile all'esposizione
occupazionale i cui agenti eziologici possono essere sia chimici (organici ed inorganici)
che fisici, come le radiazioni ionizzanti (Ezzati et al., 2002). L’effetto delle sostanze
chimiche ¢ dovuto al fatto che molte permangono a lungo nei polmoni, in quanto stabili
e di difficile eliminazione. Inoltre la maggior parte di queste sostanze chimiche
potenzialmente nocive inquina non solo i luoghi di lavoro, ma anche [’ambiente
generale, benché i livelli di esposizione siano in questo caso generalmente piu bassi.
D’altra parte il contributo dell’esposizione lavorativa (frazione eziologica) ¢ meno
rilevante sotto il profilo epidemiologico, di quello del fumo di tabacco, con cui pero si
possono manifestare effetti additivi o sinergici (Bardin-Mikolajczak et al., 2007).

Tra gli agenti chimici cancerogeni, si ricordano alcuni idrocarburi aromatici policiclici,
il bis-clorometiletere (il piu potente cancerogeno chimico, che causa soprattutto

microcitomi), il cloruro di vinile, il cromo, il nichel, il cadmio, 1’arsenico ed il berillio.

ESPOSIZIONE AMBIENTALE - Poiché il carcinoma del polmone risulta essere da 1,5
a 2 volte piu diffuso nelle zone urbane rispetto a quelle rurali, le alterazioni quali-
quantitative del pulviscolo atmosferico rivestono un ruolo importante, sebbene ancora
scarsamente indagato, nella patogenesi del tumore (Alberg and Samet, 2003). Fattori
causali dell’inquinamento atmosferico sono individuabili nelle attivita peculiari degli
insediamenti urbani a cui sono riconducibili molte delle sostanze aerodisperse di
riconosciuto potere cancerogeno. In uno studio condotto su alcune citta statunitensi ¢
stato infatti riportato un aumentato rischio di mortalita per cancro al polmone di 1.4
volte superiore tra la citta con la piu alta e la piu bassa concentrazione di polveri sottili
(Dockery et al., 1993).

D’altra parte, considerando che la maggior parte della vita quotidiana si svolge in
ambienti chiusi, grande attenzione deve essere rivolta a quei contaminanti atmosferici
che possono facilmente accumularsi o prodursi negli ambienti chiusi (Gao et al., 1987;

Mumford et al., 1987; Chen et al., 1990).

DIETA — E’ noto come anche le abitudini alimentari in certi casi possano rivestire un
effetto protettivo nel rischio di sviluppo della malattia, soprattutto se la dieta risulta
ricca di elementi antiossidanti, come retinolo, carotenoidi, betacarotene ¢ vitamina C, in
grado di contrastare i danni ossidativi al DNA a carico dei radicali liberi. Diversi studi

hanno infatti mostrato come 1 soggetti con un alto apporto alimentare di vegetali e frutta
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hanno un minor rischio d’insorgenza di carcinoma polmonare rispetto a quelli con basso
introito di tali alimenti (Feskanich et al., 2000; Miller et al., 2004). D’altra parte risulta
difficile scindere i fattori protettivi di una corretta alimentazione da fattori di rischio
quali il fumo di sigaretta anche perché spesso, una forte abitudine tabagica, ¢ associata
ad una condotta alimentare non salutare (Hebert and Kabat, 1990; Morabia and Wynder,
1990). In questo caso si puo parlare di effetti sinergici e/o additivi con conseguente

rischio di un amplificazione e/o piu veloce evoluzione di una patologica.

FATTORI GENETICI - E ormai noto che I’insorgenza di una patologia ¢ fortemente
influenzata oltre che da fattori ambientali anche da fattori genetici, che interagendo tra
di loro sono responsabili della cosiddetta “suscettibilita individuale”. Cio si osserva
anche per il tumore polmonare. Infatti pur essendo il fumo la principale causa
d’insorgenza di tale neoplasia, meno del 20% dei fumatori sviluppano cancro al
polmone entro i 70 anni di eta. Esisterebbero quindi soggetti assai piu sensibili di altri
all’azione cancerogena del fumo sui bronchi.

Variazioni geneticamente determinate nel metabolismo degli xenobiotici sono alla base
di corrispettive modificazioni della dose interna di cancerogeni attivi.

Individui con un’alta attivita per gli enzimi di fase I e bassa attivita per quelli di fase 11
presumibilmente sono portati a produrre una quantitd maggiore di intermedi reattivi e
quindi sarebbero piu soggetti a subire danni al DNA (Kobitz, 2000; Osada and
Takahashi, 2002; Fong et al., 2003; Sanchez-Cespedes, 2003; Andriani et al., 2004;
Panani and Roussos, 2006). Il polimorfismo di geni codificanti per enzimi implicati nel
metabolismo di xenobiotici ¢ risultato associato in diversi studi alla suscettibilita al
tumore polmonare (Gresner et al., 2007).

I meccanismi di riparazione del danno genetico rivestono un’importanza fondamentale
nel mantenimento dell’integrita del genoma. La variabilita genetica di tali sistemi
determina differenze nelle capacita di rimuovere le lesioni del DNA, causate sia da
fattori esogeni ambientali che endogeni.

Diversi studi hanno osservato un incremento del rischio d’insorgenza del carcinoma
polmonare in soggetti con una minor capacita di riparazione del DNA (Wei et al., 2000;
Spitz et al., 2003). Altri fattori di rischio non ben caratterizzati quali I’ereditarieta, il
gruppo etnico di appartenenza ed il sesso (con un rischio diminuito per le donne),
sembrano influenzare I’insorgenza del carcinoma polmonare. Inoltre gli studi

epidemiologici hanno evidenziato come uno stretto grado di parentela sia legato ad un
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aumentato rischio nello sviluppo della neoplasia rispetto alla popolazione generale
(Nitadori et al., 2006). D’altra parte il forte effetto di confondimento rappresentato da
altre variabili, quali in primo luogo 1’abitudine al fumo, rendono i dati relativi ai fattori
genetici, all’appartenenza etnica o al sesso di piu difficile interpretazione (Haiman et

al., 2006; Nitadori et al., 2006).

1.1.3 Patogenesi

La storia naturale del carcinoma polmonare ricalca quella della maggior parte delle
patologie neoplastiche ed ¢ riconducibile a quattro fasi, e cio¢:

1. trasformazione maligna della cellula bersaglio

2. crescita delle cellule trasformate

3. invasione locale

4. produzione di metastasi a distanza.

La cellula tipo della popolazione neoplastica ha delle caratteristiche che ne descrivono
la malignita biologica. Generalmente 1’aggressivita della neoplasia ¢ inversamente
proporzionale al grado di differenziamento, ossia di somiglianza fenotipica e genotipica
alla popolazione cellulare di riferimento, degli elementi che la compongono. Le cellula
anaplastica mostra un notevole grado di pleiomorfismo, perdita della normale polarita,
nucleo ipercromico a causa dell’addensamento della cromatina ed un numero di mitosi
elevato che spesso sovverte 1’architettura strutturale del tessuto in cui prolifera.

L’88% delle neoplasie polmonari primitive ¢ riconducibile a quattro tipi istologici (Ihde
and Minna, 1991; Flehinger et al., 1992; Kobitz, 2000):

e carcinoma epidermoide (25-40%0): insorge generalmente nei bronchi di grosso
calibro, in cui I’epitelio cilindrico ciliato viene sostituito da epitelio pavimentoso
a tendenza cheratoplastica, con tre gradi di differenziazione in funzione della
cheratinizzazione; strettamente associato al fumo di sigaretta, si riscontra piu
frequentemente nel sesso maschile;

e adenocarcinoma (25-40%): in genere periferico, in cui 1’epitelio bronchiale ¢
sostituito da elementi di tipo ghiandolare cilindrico tubulare, acinare, papillare o
anaplastico, frequente la produzione di mucina; di crescita piu lenta, forma
masse piu piccole, ma tende a metastatizzare diffusamente con piu precocita; ha
forte componente genetica, ¢ 1’istotipo pit comune sotto i 40 anni, tra i non

fumatori e le donne;
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e microcitoma (20-25%): altamente maligno, localizzato principalmente in sede
centrale o ilare, si presenta con cellule caratteristiche di piccole dimensioni
rotondeggianti o ovalari e scarso citoplasma, aggregate in nidi privi di
particolare struttura ghiandolare o squamosa, spesso con granuli neurosecretori a
nucleo denso (cellule di Kulchitsky-simili), capaci di secernere ormoni
polipeptidici e markers neuroendocrini;

e carcinoma anaplastico (10-15%b): lesione centrale ¢ periferica, formato da
elementi ampi, con citoplasma abbondante, nucleoli prominenti e nucleo
vescicoloso, probabilmente si puod ricondurre a carcinomi squamocellulari e
adenocarcinomi talmente indifferenziati da non esser piu identificabili; ha la

prognosi peggiore, altamente invasivo, metastatizza rapidamente a distanza.

1.1.4 Classificazione

La classificazione Istologica dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (WHO, 1982),
con le modifiche proposte dalla International Association for the Study of Lung Cancer
(IASLC, 1988), e la nuova classificazione dell'WHO (1999), prevede la suddivisione in
Carcinoma a piccole cellule, Adenocarcinoma, Carcinoma anaplastico a larghe cellule
ed altri tumori rari o inclassificabili (Sobin, 1981). In Tabella 1 vengono descritte in
modo dettagliato le classificazioni WHO del 1982 e del 1999 e la IASLC del 1988.

Da un punto di vista terapeutico risulta agevole la distinzione in due grandi gruppi, i
carcinomi a piccole cellule (SCLC), trattati prevalentemente con radio e chemioterapia,

e 1 carcinomi non a piccole cellule (NSCLC), di interesse prevalentemente chirurgico.

1.1.5 Procedure Diagnostiche

A causa della presenza di pochi sintomi, peraltro non specifici in grado di suggerirne
I’esistenza, la diagnosi delle neoplasie broncopolmonari ¢ spesso tardiva con la malattia
gia ad uno stadio avanzato.

In caso di sospetta neoplasia polmonare, la storia clinica e I’esame fisico del paziente
sono 1 punti di partenza, che consentono di mirare gli accertamenti successivi.
Oggigiorno, la diagnosi della neoplasia polmonare si pu¢ avvalere di metodiche sia
invasive che non invasive (Maddaus and Ginsbers, 1995) Un approccio di tipo

sequenziale prevede:
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-I’esecuzione di una radiografia (Rx) del torace e confronto con eventuali radiogrammi
precedentemente effettuati;

- gli esami ematochimici compresi i markers tumorali;

-la tomografia assiale computerizzata (TC) di torace-addome-encefalo con mezzo di
contrasto;

- la risonanza magnetica nucleare (RMN);

- la fibrobroncoscopia;

- la scintigrafia ossea totale corporea; tomografia ad emissione di positroni (PET);

- la valutazione della funzionalita respiratoria, cardiovascolare e metabolica;

- mediastinoscopia, mediastinotomia anteriore, videotoracoscopia.

RX - In generale, la radiografia del torace fornire la prima indicazione della presenza di
una neoplasia polmonare, anche se 1’aspetto radiologico pud essere quanto mai vario e
di difficile interpretazione (Picozzi et al.,, 2005). Poiché con le attuali tecniche
radiografiche possono essere identificate le lesioni tumorali con un volume minimo di 1
cm’, al momento del sospetto radiologico molti tumori sono gia disseminati. D’altra
parte, se I’esame radiologico non ¢ in grado di rivelare la presenza del tumore, puo perod
evidenziare alterazioni legate ad esso come un versamento pleurico, un coinvolgimento

linfonodale o un addensamento infiammatorio.

TAC - Qualora la radiografia metta in luce anomalie si procede con 1’esecuzione di una
TAC, che ¢ in grado di fornire informazioni utili per chiarire la natura di un nodulo
polmonare (Dales et al., 1990; Armstrong, 1994). Inoltre, la TAC non solo permette di
far diagnosi in caso di RX torace negativo, ma ¢ anche in grado di definire meglio
I’estensione del tumore, il coinvolgimento linfonodale e la presenza di metastasi

parenchimali polmonari, condizionando cosi anche il successivo approccio terapeutico.

RMN - In alcuni casi la risonanza magnetica nucleare (RMN) si ¢ dimostrata migliore
della TAC nello studio dell'invasione della parete toracica e del diaframma poiché ¢ in
grado di fornire un eccellente contrasto tra tessuto tumorale ed i tessuti molli propri

della parete toracica.

PET - La tomografia ad emissione di positroni (PET) ¢ una metodica relativamente

nuova che si differenzia dalla TAC e dalla RMN perché ¢ in grado di studiare le
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funzioni ed il metabolismo dei tessuti sani e di quelli malati, evidenziando le loro
alterazioni quando la malattia si trova ad uno stadio iniziale (Coleman, 1999).
Quest'esame riesce a distinguere le cellule che si dividono rapidamente (come le cellule
tumorali), da quelle a basso indice di proliferazione (le cellule normali) (Gauger et al.,

2007).

Se queste metodiche sono state in grado di evidenziare una lesione compatibile con la
diagnosi di carcinoma, ¢ necessario ottenere I’identificazione istologica della
neoformazione polmonare (Mountain, 1997; Shaham, 2000).

In ordine di crescente invasivita, gli esami impiegati sono:

e ESAME CITOLOGICO DELL'ESPETTORATO (Raab et al., 1997; Petty, 2000).
E’ l'esame piu semplice e meno costoso, consistente nell'analisi citologica delle
cellule dell’escreato del paziente. Il risultato dell’esame dipende dalla localizzazione
e dalle dimensioni del tumore. Le percentuali di successo piu alte si raggiungono
nelle lesioni di grandi dimensioni a localizzazione centrale. Con riferimento
all'istotipo, la specificita dell'esame citologico dell'escreato ¢ massima per il
carcinoma spinocellulare (90%), che ha il piu alto tasso di desquamazione di cellule
neoplastiche nell'espettorato. Nell'adenocarcinoma prevale la localizzazione
periferica nel polmone e la propagazione neoplastica nella sottomucosa: per tali
motivi il tasso di desquamazione ¢ molto basso e 1'eventuale positivita dell'escreato
¢ spesso indicativa di un tumore inoperabile di grandi dimensioni. Al contrario, il
riscontro nell'escreato di cellule di carcinoma spinocellulare pud verificarsi in
presenza di una radiografia del torace normale.

e BRONCOSCOPIA — E’ un esame standard nella valutazione di un paziente affetto
da neoplasia polmonare e costituisce l'approccio diagnostico fondamentale per la
valutazione dei pazienti con un sospetto carcinoma broncogeno, essendo in grado di
evidenziare eventuali lesioni neoplastiche a carico della mucosa (Lam et al., 2000).
Grazie alla visualizzazione del tratto prossimale dell’albero bronchiale fino al
secondo e a volte al terzo bronco subsegmentale, ¢ possibile reperire informazioni
generali sulla localizzazione della neoplasia, la sua estensione in rapporto al bronco
sano, la distanza dalla carena, I’eventuale compressione estrinseca sulle strutture
aeree prossimali, il coinvolgimento di sottomucosa e tessuto peribronchiale. La
broncoscopia permette anche di ottenere materiale biologico di provenienza diretta

dalle vie aeree, adatto ad una valutazione cito-istologica: infatti la sua esecuzione da
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la possibilita di aspirare le secrezioni bronchiali (broncoaspirato), di eseguire
ripetuti spazzolamenti dei bronchi che presentano alterazioni della mucosa
(brushing) e di effettuare il lavaggio bronco-alveolare (BAL). Nei casi di lesioni che
crescono all'interno del bronco, ¢ possibile eseguire biopsie di piccole porzioni di
mucosa, il che di solito permette di giungere ad una diagnosi istologica.
AGOBIOPSIA TRANSTORACICA SOTTO GUIDA TAC - Consiste in una
biopsia intraparenchimale effettuata con un ago sottile introdotto attraverso la parete
toracica sotto guida TAC. E indicata nella diagnosi di neoplasie polmonari
periferiche, non raggiungibili per via endoscopica. Complessivamente, la sensibilita
della biopsia transtoracica raggiunge percentuali superiori al 90% anche per le
lesioni molto piccole ed ¢ da considerarsi la procedura di scelta per la diagnosi dei
noduli polmonari periferici;

TORACOSCOPIA — E’ una metodica invasiva che permette di arrivare alla
superficie polmonare con 1’utilizzo di un toracoscopio inserito attraverso una piccola
incisione della parete toracica (Mentzer et al., 1997). La toracoscopia video assistita
(VAT) ¢ una tecnica piu recente che prevede una seconda incisione per introdurre
una videocamera. Attraverso la pleura mediastinica, la VAT consente di eseguire
delle biopsie sulle stazioni linfonodali ilari e mediastiniche.

MEDIASTINOSCOPIA — Viene eseguita nel caso in cui la TAC abbia messo in
luce linfonodi mediastinici di oltre un centimetro di diametro. Questa tecnica,
permette di effettuare prelievi bioptici dei linfonodi vicini alla trachea. In tempi
recenti si ¢ assistito all’incremento dell’utilizzo della toracoscopia videoassistita,
minimamente invasiva, a scopo diagnostico, poiché rende possibile con precisione
I’identificazione dei linfonodi coinvolti, I’estensione del tumore, il coinvolgimento e
lo stato delle pleure e un’estemporanea biopsia per esame istologico. La VAT e la
mediastinoscopia sono interventi chirurgici condotti in anestesia generale, che

solitamente precedono 1’atto chirurgico vero e proprio;

Per il rilievo di metastasi a distanza si fa uso delle moderne tecniche di imaging, TAC,

RMN, a seconda dell’organo che si intende analizzare.

Costituiscono esami complementari di stadiazione I'ecografia o la TAC dell'addome. Di

routine non sono eseguite la TAC cerebrale (Ferrigno and Buccheri, 1994) e la

scintigrafia ossea total body, salvo che la sintomatologia non deponga per la presenza di

lesioni secondarie a livello del sistema nervoso e dell’apparato scheletrico.
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I marcatori tumorali sierici dovrebbero rappresentare, in teoria, un utile ausilio clinico,
sia in fase diagnostica sia nel monitoraggio della terapia., ma allo stato attuale nessuno
dei marcatori proposti presenta valori di sensibilita e di specificita sufficienti (Margolis

etal., 1994).

1.1.6 Stadiazione e Prognosi

Per definire l’estensione della neoplasia e deciderne in base ad essa 1’adeguato
trattamento si utilizza il sistema internazionale TNM (Tumor Nodes Metastasis),
elaborato dall’Union Internationale Contre Cancer (UICC) e dall’American Joint
Commitee on Cancer (AJCC). E’ possibile distinguere una stadiazione clinica (cTNM)
raggiunta in seguito ad anamnesi, esame obiettivo ed indagini strumentali, ¢ una
stadiazione patologica (pTNM) stabilita in base al riscontro anatomo-patologico sul
pezzo operatorio e all’interessamento linfonodale. Le diverse modalita di stadiazione,
clinica e patologica, possono differenziarsi tra loro: la prima, sebbene avvalorata da
indagini invasive, ¢ solamente presuntiva. La seconda riferisce il reale stato della

neoplasia all’osservazione diretta.

Nell’ambito di questo sistema si valutano tre parametri:

e T, corrisponde al tumore primitivo, e si ha:
Tx, tumore dimostrato dalla presenza di cellule maligne nel secreto
broncopolmonare, ma non visualizzabile radiograficamente o tramite
broncoscopia;
TO0, nessuna evidenza di tumore primitivo;
Tis, carcinoma in situ;
T1, tumore di dimensioni inferiori ai 3 cm, senza coinvolgimento del
parenchima circostante, della pleura viscerale o del bronco lobare;
T2, tumore di dimensioni superiori ai 3 cm, o interessamento della pleura
viscerale o presenza di atelettasia o polmonite da ostruzione, ad una distanza di
almeno 2 cm dalla carena;
T3, tumore di qualsiasi dimensione con invasione del mediastino, del pericardio,
della pleura parietale, del diaframma, della parete toracica, del nervo frenico,
della catena del simpatico o localizzato in un bronco principale a meno di 2 cm

dalla carena o atelettasia di un intero polmone;
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T4, tumore di qualsiasi dimensione che invade il cuore, i1 grossi vasi, la trachea,
I’esofago, 1 corpi vertebrali, la carena o rilevamento di cellule neoplastiche nel
versamento pleurico o presenza di altri noduli nello stesso lobo;

e N, valuta I’estensione ai linfonodi, e si ha:
NO, non evidenziabili metastasi ai linfonodi regionali;
N1, coinvolgimento dei linfonodi peribronchiali o ilari omolaterali;
N2, interessamento dei linfonodi mediastinici omolaterali e sottocarenali;
N3, invasione dei linfonodi mediastinici o ilari controlaterali o dei linfonodi
scalenici o sovraclaveari omolaterali o controlaterali;

e M, ossia le metastasi a distanza:
MO, non evidenziabili metastasi a distanza;

M1, presenza di metastasi a distanza.

La stadiazione patologica riveste un’importanza fondamentale nel determinare la
prognosi correlata allo stadio di appartenenza, la definizione istologica, 1’interessamento
delle stazioni linfonodali soprattutto mediastiniche ed il conseguente programma
terapeutico.

La combinazione dei fattori permette una suddivisione in stadi (Mountain, 1997),
riassunti in Tabella 2 e presentati in Figura 3.

Lo stadio condiziona sia le scelte terapeutiche che la prognosi. Conoscere 1’esatta
diffusione della malattia permette di pianificare 1’approccio piu corretto per il paziente.
Anche da un punto di vista prognostico ¢ utile differenziare la stadiazione clinica da
quella chirurgica. Dati raccolti nei maggiori centri in tutto il mondo hanno evidenziato
nei pazienti con stadiazione clinica 1A e 1B dopo resezione chirurgica completa una
sopravvivenza a cinque anni rispettivamente 67% e 57%.

La sopravvivenza a 5 anni nel caso di tumore al polmone con stadiazioni cliniche 2A ¢
del 34% se cTNM mentre sale a 55% se pTNM.

Risultati sovrapponibili in ambito prognostico si hanno per tumori T2N1MO0 e T3NOMO
(stadiazione clinica, 24% e 22%, stadiazione chirurgica, 39% e 38%), tanto da riunirli
nello stadio 2B. All’interno dello stadio 3A, la sopravvivenza a 5 anni dei pazienti con
cT3N1MO ¢ leggermente inferiore, 9%, rispetto a quella dei soggetti con cT1 2 3N2MO,
13%, poiché si considera la percentuale cumulativa e il 72% dei casi si presenta con

cT2N2MO. La prognosi migliora sensibilmente nei casi candidati a trattamento
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chirurgico radicale, infatti dopo resezione totale con pT3N1MO si arriva al 25%, con
pT1 2 3N2MO al 23%.

Assolutamente infausta, soprattutto perché di solito il trattamento chirurgico puo avere
solo scopo palliativo e non curativo, ¢ la prognosi in stadio 3B e 4: nel dettaglio si ha,
sempre a 5 anni dalla diagnosi, 7% con T4NO 1 2MO0, 3% con T1 2 3 4N3MO, 1% con
T1234N012M1.

Da quanto esposto e da un anche rapido sguardo alla figura 4 si evince come 1’unico
trattamento risolutivo della malattia sia rappresentato dalla chirurgia resettiva radicale
che, unitamente ad una diagnosi precoce, risultano discriminanti nella probabilita di

sopravvivenza del paziente.

1.1.7 Cenni di terapia

Nella terapia del NSCLC, il ruolo della chirurgia ¢ fondamentale, in quanto
l'asportazione completa della neoplasia ¢ I'unica metodica che offra al paziente una reale
possibilita di cura (American Society of Clinical Oncology, 1997). Tuttavia, I’approccio
terapeutico ¢ strettamente condizionato dallo stadio della malattia al momento della
diagnosi. Sono candidabili all'intervento chirurgico radicale gli stadi I e II, pur con
diversa prognosi di sopravvivenza, variabile dal 60 all'80 % in stadio I fino al 20-30 %
in stadio II (Buccheri, 1996; Landreneau et al., 1997; Laroche et al., 1998). I tumori in
stadio III non sono potenzialmente operabili ed il trattamento di scelta ¢ rappresentato
dalla combinazione radio-chemioterapica, con percentuali di sopravvivenza a cinque
anni intorno al 15 %. Nello stadio non operabile I'unico trattamento possibile ¢ la
chemioterapia, con sopravvivenza a cinque anni compresa tra 1'l ed il 4 % (Buccheri et

al., 1990; Buccheri, 1994).
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1.2 DIAGNOSI PRECOCE DEL CARCINOMA POLMONARE

Nel trattamento delle neoplasie polmonari risulta fondamentale il ruolo di una diagnosi
precoce, che permetta di individuare pazienti con tumore ad uno stadio chirurgicamente
aggredibile. Infatti ¢ noto come il carcinoma del polmone rimanga asintomatico a lungo
e che si manifesti clinicamente solo in uno stadio avanzato quando ormai la risposta al
trattamento ¢ scarsa. E necessario quindi trovare un indicatore o pitl probabilmente una
batteria di indicatori precoci che consentano di distinguere la neoplasia polmonare da
condizioni cliniche che spesso ne precedono la comparsa, ovvero la condizione di
fumatore asintomatico o la presenza di BPCO.

La diagnosi di tumore polmonare nelle fasi iniziali rimane difficile sia perché mancano
sintomi specifici sia perché non sembrano esserci efficaci sistemi di screening di massa
come quelli attuati con successo in altre patologie (es. il carcinoma della mammella)
(Lam and Shibuya, 1999; McCarthy and Jelsing, 2000; Patz et al., 2000).

In generale, i tests di screening devono soddisfare alcuni requisiti come la semplicita, la
non invasivitd, devono essere accurati € con un basso rapporto costo/beneficio. Ma
soprattutto, un programma di screening risulta efficace se I’intervento & capace di
migliorare la storia naturale di una malattia.

La maggior parte degli studi in tal senso ha focalizzato 1’attenzione soprattutto sulle
tecniche di Imaging, cioé radiografia (Rx), tomografia assiale computerizzata (TAC) ¢

tomografia ad emissione di positroni (PET).

1.2.1 Test di screening e tecniche di Imaging

Per studiare l'efficacia dello screening nel cancro del polmone utilizzando per lo piu la
radiografia (Rx) al torace, agli inizi degli anni '70, furono sponsorizzati dal National
Cancer Institute americano tre importanti progetti di ricerca. Si trattava dei "Lung
Projects", affidati alla Mayo Clinic di Rochester, al John Hopkins Hospital di Baltimora
e al Memorial Sloan Kettering Cancer Center di New York.

Tali studi, che videro la partecipazione di oltre 30.000 persone, miravano a verificare il
possibile incremento di corrette diagnosi precoci ottenibile ripetendo periodicamente
una radiografia standard del torace, associata o meno alla ricerca di cellule neoplastiche

nell'espettorato (Fontana et al., 1991; Marcus et al., 2000; Strauss, 2002). I risultati
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furono resi noti per la prima volta a Toronto nel 1985, in occasione del IV Congresso
Mondiale sul Tumore Polmonare, e segnalarono un aumento di neoplasie identificate in
stadio iniziale negli individui sottoposti a programmi di Sscreening. Tuttavia non
vennero registrate variazioni significative della mortalita, ma solo un apparente aumento
di sopravvivenza nei soggetti la cui neoplasia venne diagnosticata precocemente, frutto
dell'anticipo diagnostico, senza peraltro sicure modificazioni della storia naturale della
malattia. Questi risultati si spiegavano anche con la scarsa sensibilitd e specificita
diagnostica delle tecniche usate (45-50% per il radiogramma toracico, 25-30% per
I'esame citologico dell'escreato, 60-67% per la combinazione di entrambi).

L’esame citologico dell’escreato ¢ un test di screening ancor meno efficace, soprattutto
a causa della bassa sensibilita in confronto alla radiografia. Inoltre, la sua valenza
diagnostica ¢ legata alla sede anatomica della neoplasia, essendo positivo solo per forme
centrali endobronchiali.

Per questi motivi, allo stato attuale ¢ dubbia 1’utilita di uno screening di routine per il
carcinoma del polmone mediante radiografia o esame citologico dell’escreato, neppure
per i soggetti ad alto rischio (Manser et al., 2004).

Risultati piu incoraggianti sono emersi da studi che propongono I'uso della TAC spirale
a basso dosaggio per una diagnosi precoce del cancro del polmone (Smith, 1999;
Henschke and Yankelevitz, 2000; Patz and Goodman, 2001). La TAC spirale del torace
¢ un tecnica radiologica che permette di analizzare tutto il volume del polmone con
grande accuratezza, senza mezzo di contrasto, con livelli di esposizione del paziente alle
radiazioni ionizzanti inferiori al 70% della dose raccomandata e con tempi di
esecuzione decisamente rapidi: la scansione dura 12-18 secondi. Inoltre, la TAC spirale
presenta il grande vantaggio di rivelare la presenza di tumore allo stadio iniziale con
una frequenza sette volte maggiore rispetto alla radiografia del torace.

In uno studio longitudinale da poco terminato, una popolazione composta da fumatori
ed ex-fumatori ¢ stata sottoposta a screening mediante TAC spirale annuale e
trattamento dei noduli riscontrati, per valutare se tale protocollo di screening fosse in
grado di aumentare la frequenza di diagnosi di cancro polmonare e la sua resecabilita
nonché di ridurre il rischio di diagnosi in stadio avanzato o la morte per cancro
polmonare. I risultati sono stati recentemente pubblicati (Bach et al., 2007) e gli autori
hanno concluso che lo screening con TAC spirale a basso dosaggio ¢ in grado di

aumentare la frequenza delle diagnosi ed il trattamento chirurgico del carcinoma
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polmonare pur non riducendo in maniera significativa il rischio di cancro polmonare in
stadio avanzato né la mortalita per tale patologia.

Diversi studi (Pastorino et al., 2003) hanno dimostrato la necessita di controlli ripetuti e
ravvicinati affinché la TAC a basse dosi sia efficace nell’identificare ogni lesione
sospetta e monitorarla evitando trattamenti invasivi inutili. Questo comporta
chiaramente un incremento di dispendio di risorse; tutto cid a conferma del fatto che,
nonostante il costo di un esame TAC a basse dosi sia paragonabile a quella di una
mammografia, il bilancio costi/benefici risulti inadatto per 1’utilizzo dell’esame su larga
scala.

Nei programmi di screening con TAC spirale ¢ sorto inoltre un problema di
interpretazione dei dati, perché, oltre a tumori maligni, vengono evidenziati anche
tumori benigni, granulomi, cicatrici dovute a pregressi processi inflammatori. Questo
comporta un elevato numero di falsi positivi e quindi si rendono necessarie indagini
ancora piu avanzate, tra cui la tomografia ad emissione di positroni, per migliorare
ulteriormente la diagnosi ed evitare cosi procedure invasive ed interventi non necessari.
Tali approfondimenti diagnostici incidono perd negativamente sia sul costo del
programma di screening, sia sulla compliance dei soggetti, che devono sottoporsi a piu
indagini.

Nell’ottica della ricerca di efficaci metodiche di screening della popolazione, fra le
possibili tecniche di imaging ¢ stata valutata anche la PET.

Diversi studi effettuati hanno rilevato una diminuzione dei costi nella gestione del
paziente qualora nel normale iter con TAC, agoaspirato e biopsia in toracoscopia
venisse inserita una FDG-PET, grazie alla buona sensibilita e specificitd. Sembra pero
piu promettente I’impiego di FDG-PET/TC; poiché la sovrapposizione delle diverse
metodiche permetterebbe la visualizzazione di un quadro anatomo-metabolico, con un
incremento di sensibilita e specificita rispetto alle singole tecniche, soprattutto per
quanto riguarda 1’identificazione di metastasi linfonodali e della stadiazione. D’altra
parte anche in questo caso vi ¢ la problematica dei possibili artefatti TC, insieme al fatto
che, essendo questa combinazione di metodiche di recente acquisizione nella
diagnostica per immagini, essa ¢ ancora in fase di valutazione e applicazione pratica.
Non esistono infatti studi correlati alla sopravvivenza dei pazienti (Freudenberg et al.,
2007).

Al momento, il dibattito sulla messa a punto di un programma di Screening per il

carcinoma polmonare ¢ quanto mai acceso. Appare evidente come siano necessari
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ulteriori conoscenze sulla biologia della neoplasia tanto che, al momento, I’unica terapia
efficace sembra essere quella chirurgica, che per esplicarsi in tutta la sua potenzialita

auspica che la malattia venga rilevata in fase precoce.

1.2.2 Problematiche relative allo screening

Poich¢ la fase di sviluppo del tumore al polmone presenta una latenza di anni, tale
periodo finestra potrebbe essere sfruttato per 1’applicazione di tecniche di screening.
Dr’altra parte sono ancora molti i dubbi legati alla loro utilita.

Infatti, precedenti studi basati sull’analisi citologica dello sputo indotto e sui raggi X,
non hanno evidenziato benefici in termini di riduzione della mortalita (Manser et al.,
2004). Inoltre lo sviluppo tecnologico ha portato alla messa a punto di sistemi di analisi
sempre piu sensibili in grado di evidenziare anomalie in fase precoce, ma al contempo
non necessariamente legate allo sviluppo della patologia stessa.

Il sensibile aumento dei casi diagnosticati risulta percio strettamente legato ad un
aumento dei falsi negativi con un conseguente impatto psicologico sui pazienti coinvolti
e sulle loro famiglie. A questo si unisce un aumento economico della spesa a carico del
Sistema Sanitario dovuto alla necessita di un approfondimento della diagnosi iniziale.
Un chiaro esempio ¢ rappresentato dalla diversa diagnosi per pazienti con sospetto
tumore al polmone che mostrano noduli polmonari non calcifici alla CT. Ad oggi, la
diagnosi differenziale ¢ principalmente basata sull’utilizzo di tecniche addizionali di
imaging, in modo particolare la PET, tecniche molto costose, che richiedono una lunga
tempistica di attesa e mostrano limitazioni in termini di sensibilita e specificita (Kelly et
al., 2004).

Questo problema appare sempre piu frequente come conseguenza del facile accesso a
nuove ¢ piu sensibili tecniche di imaging, che stanno sostituendo la RX, tecnica
standard meno sensibile.

Cio significa che una considerevole frazione dei soggetti sani va incontro ad un
intervento chirurgico non necessario in seguito a criteri puramente morfologici che
sembrano essere insufficienti per distinguere con una sufficiente confidenza il tumore al
polmone ad uno stadio precoce dai noduli benigni. Per esempio, nello studio Clinico
Mayo sui risultati delle procedure di screening, i pazienti che mostravano noduli
benigni all’operazione chirurgica erano circa un terzo di quelli maligni allo stadio I

(Patz, 20006).
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L’utilizzo di tecniche complementari di diagnosi non invasive, rapide ed affidabili,
potrebbe quindi essere utile non solo nella fase di screening, ma soprattutto nella fase di
esclusione dei noduli falsi positivi, con costi piu accettabili per il Servizio Sanitario.
Questo approccio potrebbe aiutare ad escludere il tumore al polmone in soggetti ad alto
rischio come 1 forti fumatori o soggetti professionalmente, e permetterebbe di effettuare
una diagnosi precoce nel caso di recidive nei pazienti dopo resezione chirurgica. La
Figura 4 mostra una simulazione effettuata sulla base dei numeri attesi presso
I’Universita di Parma di diagnosi di NSCLC. Considerando 500 casi/anno di soggetti
che mostrano noduli solitari non calcifici alla CT, I"uso della PET effettuata su tutti i
pazienti porterebbe all’esclusione di patologia NSCLC in 428 soggetti con una
conseguente spesa a carico del Servizio Sanitario dell’ordine di 500.000 euro.

Lo schema mostra come, introducendo un semplice test non invasivo di conferma come
I’analisi del DNA circolante, si ridurrebbe ad 88 il numero dei pazienti a cui applicare la
PET, con una conseguente riduzione dell’82% dei costi e 1’esclusione di 474 soggetti
con una probabilita di errore dell’1,3% (6 falsi negativi). Un simile schema ¢ ottenibile
anche considerando altre tecniche innovative e non invasive come 1’analisi dei VOCs
nell’aria espirata, 1’analisi del condensato dell’aria espirata, il DNA circolante, la
frammentazione del DNA, 1’utilizzo del naso elettronico ecc.. Tali sistemi, oltre alla
loro bassa invasivita, mostrano buoni valori di sensibilita e specificita per la diagnosi al
tumore al polmone (Tabella 3) (Pastorino et al., 2003; Phillips et al., 2003a; Sozzi et al.,
2003; Machado et al., 2005; Poli et al., 2005). Particolarmente interessante ¢ 1’analisi
dell’aria espirata per la sua totale non invasivita, nonché per la buona capacita di
individuare i falsi positivi.

Quindi 'utilizzo di una batteria di test non invasivi in seguito alla CT potrebbe fornire
risultati ottimali in termini di sensibilita e specificita, abbattendo cosi i1 costi
dell’applicazione della PET, che verrebbe applicata solamente ai soggetti positivi ai

precedenti test.

1.2.3 Nuove prospettive: analisi dell’aria espirata

Un nuovo approccio nella problematica delle diverse patologie polmonari, nonché dei
processi metabolici che avvengono all’interno dell’organismo, ¢ rappresentato dallo

studio dell’aria espirata (Kharitonov and Barnes, 2001).
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Questo interesse ¢ rappresentato dai molteplici aspetti positivi inerenti alla raccolta

dell’aria espirata che si inseriscono nell’ottica della ricerca di nuove procedure non

invasive nella di valutazione dello stato di salute della popolazione. Infatti, I’analisi

dell’aria espirata risulta particolarmente vantaggiosa perché:

e non ¢ invasiva (puo essere quindi ripetuta piu volte),

e ¢ semplice e veloce da eseguire (anche a domicilio),

e puo essere utilizzata in pazienti con un grado severo di malattia,

e ¢ adatta anche al monitoraggio di malattie nei bambini,

e la sua raccolta non determina irritazione o flogosi delle vie aeree.

L’aria espirata puo essere considerata come un aerosol di vapore saturo di umidita,

costituito quindi da una frazione gassosa ed una frazione liquida in equilibrio fra di

loro. Alla luce di questa sua duplice natura, I’aria espirata rappresenta un’ottima e

veloce via di eliminazione sia per i gas permanenti (es. NO, CO, CO, ecc.) o per le

sostanze ad alta volatilita (es. 1 composti organici volatili -VOCs), eliminate nella

porzione gassosa dell’espirato, sia per quelle idrosolubili o piu in generale a bassa

volatilita, che vengono veicolate all’esterno grazie alla fase liquida (Kharitonov and

Barnes, 2001).

Negli ultimi anni, grazie a dispositivi di condensazione, ¢ stato possibile raccogliere la

frazione liquida dell’aria espirata ed ottenere cosi una nuova matrice: il condensato

dell’aria espirata (CAE). Il crescente interesse legato alla ricerca di indicatori nel CAE

nasce dall’eventuale possibilitd di ricavare, in modo totalmente non invasivo, utili

informazioni che possano aiutare nell’interpretazione e nella comprensione dei

meccanismi fisiopatologici che si verificano nel fluido di rivestimento bronco-alveolare.

Nel CAE sono gia state individuate numerose sostanze di interesse di origine endogena

(Horvath et al., 2005) fra cui:

e Perossido di Idrogeno (H20,): si forma in seguito all’attivazione di cellule
inflammatorie (leucociti polimorfonucleati e macrofagi alveolari);

e Eicosanoidi: sono potenti mediatori dell’infiammazione derivanti dall’acido
arachidonico. Sono per lo piu prostanoidi (prostaglandine e tromboxani), isoprostani
e leucotrieni;

e Aldeidi: es. malondialdeide, aldeidi linecari ed idrossilate. Sono dei possibili

indicatori di stress ossidativo in quanto prodotti di perossidazione lipidica;
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e Nitrati, Nitriti, S-Nitrosotioli e Nitrotirosine: sono metaboliti dell’ossido di azoto
(NO), molecola implicata nella patogenesi di molte pneumopatie.

Inoltre nel CAE ¢ stato possibile determinare elementi metallici derivanti ad esempio da
esposizione occupazionale attuale o pregressa (Goldoni et al., 2004), (Caglieri et al.,
2006).
Dr’altra parte, limitandosi allo studio del CAE vengono perse tutte quelle informazioni
relative alle sostanze gassose o altamente volatili che rimangono nella porzione gassosa
dell’espirato stesso: 1’aria esalata. Quindi dall’analisi incrociata dell’esalato e del CAE
si possono ottenere utili informazioni sull’ambiente polmonare come indicatori di stress
ossidativo, per le sostanze endogene, e/o di esposizione ambientale od occupazionale,
per le sostanze esogene.

Inoltre proprio lo studio delle sostanze di chiara natura endogena, potrebbe fornire un

prezioso aiuto nella fase di diagnosi di malattie polmonari come ad esempio asma,

bronchite cronica, fibrosi cistica, nonch¢ nella valutazione del grado di severita della
malattia stessa o della risposta ad uno specifico trattamento farmacologico.

Se il CAE rappresenta una matrice ancora poco studiata, 1’analisi delle sostanze presenti

nella frazione gassosa dell’aria espirata ¢ da tempo utilizzata in medicina: sono gia state

individuate piu di 200 sostanze (Conkle et al., 1975; Krotoszynski et al., 1977; Barkley
et al., 1980), anche se per solo alcune ¢ nota 1’origine metabolica, come illustrato in

Tabella 4.

I prodotti presenti in un normale espirato possono essere divisi in 5 gruppi:

1. Prodotti di degradazione lipidica: numerose disfunzioni metaboliche possono
portare ad una variazione sia nel profilo che nella concentrazione delle sostanze
prodotte. Ad esempio un aumento superiore a 50 nmol/l di acetone ¢ stato associato
al diabete (Rooth and Ostenson, 1966).

2. Composti aromatici: sono stati individuati nell’aria espirata benzene ed alchil
benzene derivati, anche se non ¢ ancora conosciuta la loro provenienza (origine
endogena o inquinamento atmosferico?).

3. Tioli: sono presenti metantiolo, etantiolo, dimetilsolfuro a basse concentrazioni,
alcani-tioli e alchilsolfuri a piu alte concentrazioni. Un aumento nella
concentrazione di specifici tio-composti ha mostrato una certa importanza nella
valutazione clinica di cirrosi (Kaji et al., 1978; Hisamura, 1979) e nei disturbi

dell’ovulazione (Kostelc, 1981).
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4. Ammoniaca ed ammine: un aumento della concentrazione di ammoniaca ¢ indice di
una disfunzione epatica (Routh, 1976), mentre si ¢ registrato un aumento di di- e tri-
metilammina in soggetti uremici (Simenhoff et al., 1977).

5. Gas permanenti: es. NO e CO.

Il monossido di azoto (NO) ed il monossido di carbonio (CO) sono le sostanze piu

studiate nell’ambito della valutazione clinica di patologie polmonari. La concentrazione

di NO nell’esalato ¢ aumentata nei soggetti asmatici; la sua determinazione puo

consentire I’individuazione del paziente asmatico e la valutazione dell’andamento della

patologia e della risposta alla terapia (Kharitonov and Barnes, 2001).

La misura del CO ¢ stata soprattutto utilizzata per valutare 1’abitudine tabagica; questo ¢

possibile grazie all’utilizzo di strumenti portatili e a basso costo che ne permettono la

rapida quantificazione nel gas esalato. Tuttavia la principale fonte endogena di CO ¢
costituita dalla degradazione dell’emoglobina da parte dell’enzima emeossigenasi

(Kharitonov and Barnes, 2001). Poiché questo enzima ¢ considerato un valido

indicatore di stress ossidativo, la determinazione dei livelli di CO nell’esalato ¢ utile per

determinare I’attivita dell’enzima stesso.

Cosli, come la misura di NO e di CO si € dimostrata un utile strumento nella valutazione

di determinate patologie polmonari, interessanti informazioni potrebbero derivare dalla

valutazione quali-quantitativa di selezionati VOCs. Lavorando in quest’ottica, si deve

ricercare un quadro caratteristico (fingerprint) delle sostanze selezionate in modo tale da
poter ottenere utili informazioni nella valutazione dello stato di salute del polmone
stesso.

Infatti, I'origine di diversi VOCs endogeni sembrerebbe direttamente legata alle

condizioni di stress ossidativo normalmente presenti anche nei sani, ma che tendono ad

aumentare con l’invecchiamento, oppure in presenza di xenobiotici tossici o dei loro
metaboliti, ma soprattutto in caso di patologie pit 0 meno gravi.

Lo stress ossidativo ¢ causato dalla presenza di radicali liberi, specie estremamente

reattive, in grado di innescare una serie di reazioni a catena che portano alla

perossidazione lipidica delle membrane cellulari (con conseguente necrosi cellulare da
lesioni alla membrana plasmatica) o ad addotti con macromolecole biologiche (in
particolare DNA e proteine) (Kneepkens et al., 1992; Kneepkens et al., 1994). I radicali
liberi, per lo piu specie reattive dell’ossigeno (ROS), sono quindi importanti mediatori
di danno cellulare, fenomeno alla base di diversi processi patologici. Diversi sono i

prodotti di perossidazione lipidica a carico delle membrane cellulari quali ad esempio
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isoprostani, aldeidi, acidi grassi, idrocarburi alifatici o, piu in generale, composti
organici volatili (Figura 5).

Per questo motivo la determinazione dei VOCs di natura endogena nell’aria esalata
come possibili prodotti di stress ossidativo a carico delle membrane cellulari, potrebbe
fornire delle importanti indicazioni sullo stato di salute del polmone stesso. D’altra
parte, gli altri prodotti dell’irrancidimento ossidativo o piu in generale derivanti da
processi di inflammazione polmonare, proprio per la loro bassa volatilita o piu in
generale per le loro caratteristiche chimico-fisiche (es. isoprostani, leucotrieni, prodotti
di idrossilazione del DNA ecc) possono essere individuati nel CAE .

In particolare, nella perossidazione lipidica, i ROS attaccano 1 costituenti delle
membrane cellulari, come gli acidi grassi polinsaturi (PUFAs), generando reazioni a
catena che portano alla formazione di lipidi perossidi, successivamente convertiti in
alcani, dieni coniugati e composti carbonilici (aldeidi) (Miekisch et al., 2004).

Poiché la presenza di queste classi di composti € in parte riconducibile agli acidi grassi
che costituiscono i1 fosfolipidi di membrana, la loro misura pud fornire un utile
parametro per valutare 1’entita del danno radicalico.

I PUFAs, a causa della presenza di doppi legami, sono molto suscettibili all’attacco dei
radicali liberi ed ognuno di essi, in relazione alla propria struttura chimica, porta alla
formazione di un determinato alcano:

e ac.grassi ®-3: etano

e ac.grassi ®-4:  propano

e ac.grassi ®-6:  pentano

e ac.grassi®-7:  esano

Poiché gli acidi grassi ®-3 e ®-6 sono i piu abbondanti nelle membrane cellulari, 1’etano
ed il pentano sono prodotti in maggiore quantita e da tempo descritti in letteratura come
prodotti di stress ossidativi a carico dei lipidi di membrana (Esterbauer et al., 1991).

Un aumento di tali composti ¢ percio indice monitorabile di danno ossidativo, anche se
bisogna tener conto che il pentano viene metabolizzato via epatica tramite 1’attivita del
citocromo p450, che puo variare tra i pazienti e nei diversi periodi di vita dello stesso
paziente.

Sono documentati in letteratura livelli aumentati di pentano ed etano nell’esalato di
soggetti con patologie polmonari infiammatorie, acute o croniche, quali asma, BPCO,

ARDS, sindrome delle apnee ostruttive notturne, e altre malattie che comportino uno
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stato di flogosi, come rigetto di trapianto di organo allogenico, sepsi, infarto
miocardico, ischemia intestinale, sindrome coronaria (Cao and Duan, 2006).

Con un ritmo circadiano, zenit cio¢ alle 6 del mattino e nadir alle 6 di sera, nonché eta
dipendente, minimo nei bambini, ¢ possibile rilevare nell’esalato la presenza di
isoprene, idrocarburo insaturo derivato del processo di sintesi del colesterolo dal
mevalonato, anch’esso indice di danno ossidativo. Uno squilibrio nella riparazione delle
membrane cellulari, quale si riscontra durante infarto miocardico o ARDS, ne determina
infatti un decremento nelle concentrazioni.

Tutto cid dimostra ampiamente I’interesse della comunita scientifica verso 1’analisi
dell’aria esalata per il monitoraggio delle sostanze legate a condizioni di stress
ossidativo.

La composizione dell’aria esalata fu messa in relazione col tumore polmonare gia alla
fine degli anni ‘80 quando alcuni studiosi (Gordon et al., 1985; O'Neill et al., 1988)
identificarono nel respiro di soggetti con tumore polmonare, diversi idrocarburi alifatici
e derivati del benzene. I VOCs identificati erano strutturalmente simili nei soggetti sani
e malati, ma variavano in termini di concentrazione.

Successivamente Phillips e coll. (Phillips et al., 1999a), studiando la composizione
dell’esalato in soggetti affetti da tumore polmonare e in soggetti sani, selezionarono 22
VOCs, in maggioranza idrocarburi alifatici e benzene-derivati, in grado di discriminare
fra soggetti con e senza tumore al polmone. Alcuni anni dopo lo stesso gruppo di studio
modifico e ridusse da 22 a 9, il numero dei VOCs di interesse (Phillips et al., 2003a).
L’aumento riscontrato negli idrocarburi alifatici ¢ probabilmente collegato ad una
maggiore attivita dei radicali liberi dell’ossigeno nelle cellule tumorali (Cuomo et al.,
2000; Sozzi, 2001; Chen et al., 2007; Shivapurkar et al., 2007). Quest’ultima
osservazione suscitd un grande interesse nella comunita scientifica tanto che in un
editoriale venne sottolineata la potenziale utilita dell’analisi dell’aria esalata nello
screening del tumore al polmone, pur evidenziandone i possibili fattori di
confondimento sia clinici che legati alla variabilita analitica (Ost et al., 2003)

Tra 1 numerosi fattori di confondimento da tener presente nell’interpretazione dei
risultati, vi sono I’eta, poiché I’'invecchiamento ¢ caratterizzato da un aumento della
produzione di radicali liberi e quindi da una maggior perossidazione lipidica (Phillips et
al., 2000; Lechner et al., 2006) e la variabilita inter-individuale e intra-individuale
(Phillips et al., 1999b), legata a diverse caratteristiche come il sesso, le abitudini

alimentari, il tessuto adiposo, ma anche ad interferenze microbiologiche (Cuomo et al.,
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2000). Anche il fumo puo incidere sulla concentrazione dei VOCs nell’aria esalata,
provocando ad esempio un aumento di etano e di pentano, derivanti sia dai costituenti
del fumo stesso che dal danno ossidativo causato. Tuttavia, aumenti cronici di etano e di
pentano nell’aria espirata di fumatori o ex fumatori sono indici piu specifici di stress
ossidativo rispetto ad aumenti transitori, maggiormente legati all’esposizione al fumo di
sigaretta (Aghdassi and Allard, 2000).

In generale si pud pero affermare che 1 risultati molto promettenti riportanti in
letteratura, invitano ad un approfondimento nella ricerca di un gruppo selezionato di
VOCs che possa essere utilizzato nella diagnosi precoce di neoplasia polmonare. Per
affrontare questo studio ¢ di fondamentale importanza la messa a punto di un’opportuna
metodica per la raccolta ed il campionamento dell’aria espirata che tenga conto delle
problematiche legate alla natura stessa della matrice nonch¢ alle sostanze di interesse in

essa presenti.

1.2.4 Problematiche nell’analisi dell’aria espirata

L’analisi dell’aria esalata presenta una serie di problemi legati soprattutto alla
standardizzazione delle operazioni di raccolta. Infatti solo un’accurata
standardizzazione della procedura aumenta la riproducibilita delle analisi sullo stesso
individuo e consente cosi di evidenziare solo le variazioni inter-individuali legate allo
stato di salute del paziente stesso e non a variabili voluttuarie o a stili di vita, quali
I’abitudine al fumo o I’alimentazione.

Un altro rilevante problema ¢ rappresentato dalle bassissime concentrazioni degli analiti
di interesse, che sono in genere comprese tra le nanomoli (10 M) e le picomoli (1072
M) per litro di aria. Sono quindi necessarie appropriate tecniche di arricchimento come
la crioconcentrazione, la concentrazione su materiale adsorbente (carbone attivo o
setacci molecolari) o tramite particolari reazioni chimiche (Phillips, 1997; Cheng and
Lee, 1999). I risultati piu convincenti riportati in letteratura sono stati ottenuti da
Phillips e coll. (Phillips, 1997) grazie ad una complessa apparecchiatura portatile
controllata da microprocessori ed appositamente disegnata per raccogliere, a flusso
costante, solo 1’aria alveolare e concentrare gli analiti su una trappola di materiale
adsorbente. Questo sistema, pur garantendo ottimi risultati, richiede tempi molto lunghi
sia di campionamento che di analisi, oltre ad una strumentazione estremamente

complessa. Peraltro, I’analisi quantitativa risulta limitata dalla impossibilita di utilizzare
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tecniche idonee (come I'uso di standard interni) per verificare 1’efficienza
dell’adsorbimento e della successiva estrazione.

Nel presente lavoro di tesi ¢ stata utilizzato un sistema alternativo di campionamento e
arricchimento dei VOCs: la microestrazione in fase solida o SPME (Solid Phase
MicroExtraction), una tecnica che permette di estrarre uno o piu analiti dal campione
concentrandoli su una fibra di materiale adsorbente.

L’aria espirata viene raccolta in un sistema di materiale inerte all’interno del quale viene
successivamente inserita la fibra SPME. La capacita di concentrazione ottenuta con
questo metodo risulta minore rispetto a quella ottenuta da una espirazione forzata su
materiale adsorbente, poiche ¢ limitata dalla liberta di migrazione degli analiti verso la
fibra all’interno ddel sistema contenente 1’espirato. Tuttavia, utilizzando la tecnica
SPME si possono identificare molte delle sostanze riportate in letteratura, anche in
concentrazioni dell’ordine delle picomoli/L (10> M). La tecnica consente 1’uso di
standard interni, rappresentati da sostanze simili a quelle in esame o, meglio ancora,
dalle stesse sostanze rese riconoscibili mediante spettrometria di massa attraverso
I’impiego di isotopi dei costituenti, come ad esempio del deuterio in sostituzione
dell’idrogeno. Pur comportando costi piu elevati, 1'uso di sostanze marcate

isotopicamente permette 1’analisi quantitativa anche a livelli di ultratraccia.
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2 SCOPO DELLATESI

La problematica della diagnosi precoce del tumore al polmone richiede la ricerca di
nuovi metodi non invasivi efficaci e di costi contenuti, da utilizzare in modo sinergico
ad altre metodiche tradizionali, in un’ottica di screening della popolazione generale.
L’analisi dell’aria esalata, sembra rappresentare una possibile risposta grazie soprattutto
alla sua particolare non invasivita che ne rende possibile 1’applicazione anche in
condizioni cliniche e psicologiche difficili.

In letteratura sono riportati interessanti risultati sull’analisi dell’espirato e le neoplasie
polmonari. Tuttavia, la maggior parte degli studi considera gruppi di pazienti
eterogenei, senza considerare il peso di importanti fattori di confondimento quali la
condizione di fumatore o di BPCO, che spesso precede lo stadio di sviluppo del tumore
al polmone (Bach et al., 2004; Papi et al., 2004).

Nella maggior parte dei casi viene utilizzata una strumentazione complessa che richiede
lunghe tempistiche nella raccolta del campione stesso ed in generale viene riportata
un’analisi di tipo qualitativo e/o semi-quantitativo, senza dare una precisa valutazione
delle reali concentrazioni delle sostanze misurate, n¢ tantomeno fornire indicazioni piu
chiare sulla loro origine ed il loro significato.

In questo lavoro di ricerca verra presentato una nuova metodica semplice ed economica
per la raccolta e 1’analisi dell’aria alveolare espirata in modo da poter identificare e
quantificare composti volatili di interesse.

Quindi lo scopo della tesi ¢ stato quello di:

parte A) applicare tale metodica per la determinazione delle concentrazione di VOCs
selezionati (idrocarburi alifatici ed aromatici) nell’aria esalata dei soggetti con
neoplasia polmonare NSCLC in uno studio trasversale ed in uno longitudinale.

i) Studio trasversale. Sono stati confrontati i livelli dei VOCs misurati nell’aria
esalata di pazienti NSCLC in uno stadio operabile con soggetti BPCO, e con
controlli asintomatici fumatori ¢ non fumatori. Quindi ¢ stato valutato
I’effetto della progressione della patologia considerando i pazienti NSCLC
ad uno stadio non operabile.

ii) Studio longitudinale. Nei pazienti NSCLC ¢ stata valutata la variazione del

profilo quantitativo dei VOCs prima e dopo I’intervento chirurgico.
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parte B) chiarire il significato dei piu alti livelli dei VOCs, sia endogeni che esogeni,
misurati nell’aria espirata di soggetti affetti da neoplasia tramite:
1) 1’analisi di campioni di tessuto polmonare peri-tumorale e tumorale di alcuni
pazienti NSCLC precedentemente studiati
i1) la valutazione dell’effetto acuto del fumo di sigaretta sulle concentrazioni

dei VOCs
parte C) mettere a punto un metodo per la determinazione delle aldeidi volatili

nell’aria espirata come indicatori endogeni di stress ossidativo. Investigare

quindi il loro ruolo come indicatori nelle neoplasie polmonari NSCLC.
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3 PARTE A) DETERMINAZIONE DI COMPOSTI
ORGANICI VOLATILI IN TUMORI POLMONARI
NON A PICCOLE CELLULE: STUDIO TRASVERSALE
E STUDIO LONGITUDINALE

La maggior parte degli studi riportati in letteratura considera pazienti eterogenei con
tumore al polmone sia allo stadio primario che secondario. Inoltre tali studi non
confrontano tali pazienti con gruppi di fumatori sani e BPCO, non considerando quindi
come sia I’abitudine al fumo che la situazione di BPCO possano precedere lo stadio di
sviluppo del tumore al polmone.
Nella maggior parte degli articoli riportati in letteratura vi ¢ solo un’analisi di tipo
qualitativo senza una precisa valutazione delle reali concentrazioni dei VOCs misurati.
Cio permetterebbe invece un piu preciso confronto fra i livelli nei diversi gruppi
fornendo al contempo un utile strumento nell’interpretazione dei dati.
Un’altra problematica importante per chiarire il ruolo delle sostanze presenti nell’aria
espirata ¢ rappresentata dalla valutazione dell’intervento chirurgico sui livelli dei VOCs
misurati. L importanza di tale approccio ¢ legata anche al fatto che in letteratura non
sono finora stati descritti studi analoghi, anche per la difficile reperibilita dei pazienti a
tempi definiti dall’intervento chirurgico.
Lo scopo del presente studio ¢ stato quello di sviluppare una nuova, semplice ed
economica procedura di raccolta e di analisi dell’aria alveolare espirata in modo da
identificare e quantificare 1 VOCs. La scelta di un gruppo selezionato di VOCs ¢ stata
fatta in base alle indicazioni fornite dalla letteratura.
II metodo ¢ stato quindi applicato in uno Studio trasversale ed in uno Studio
longitudinale.
(i) Studio trasversale. In questo studio 1’analisi dell’aria espirata ¢ stata effettuata
reclutando pazienti NSCLC, BPCO e controlli asintomatici fumatori e non fumatori.
Lo scopo del lavoro ¢ stato quello di valutare il significato delle concentrazioni dei
VOC:s selezionati nei soggetti con neoplasia. Nello studio ¢’ stato considerato anche
il peso di fattori di confondimento quali 1’abitudine tabagica o la condizione di
BPCO che spesso precede o coesiste con lo sviluppo della patologia. Infine, i
pazienti NSCLC allo stadio operabile precedentemente investigati sono stati

confrontati con pazienti NSCLC ad uno stadio non operabile per valutare 1’effetto
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dell’aggravarsi della patologia sul profilo quantitativo delle sostanze. Essendo
questo studio attualmente in corso, i dati descritti rappresentano dei risultati
preliminari, ma di chiara utilita nell’interpretazione dei dati.

(i) Studio longitudinale. L’analisi dell’aria espirata ¢ stata ripetuta sui pazienti NSCLC
a diversi intervalli di tempo dopo I’intervento chirurgico. In questo modo si € voluto
valutare D’effetto dell’intervento stesso sui livelli dei VOCs nell’aria esalata, in
relazione alla rimozione del tessuto neoplastico. Per meglio comprendere 1’effetto
dell’operazione sui livelli dei VOCs esalati, tali risultati sono stati confrontati con

quelli ottenuti nell’aria esalata di pazienti NSCLC allo stadio non operabile.

3.1 MATERIALI E METODI
3.1.1 Disegno dello studio

Nello studio trasversale sono stati valutati pazienti NSCLC ad uno stadio
chirurgicamente operabile (stadio IA o IB), BPCO e controlli asintomatici fumatori e
non fumatori. Nello studio longitudinale, 1 livelli dei VOCs nei pazienti NSCLC sono
stati misurati prima (Ty) e a diversi intervalli di tempo (T; e T,) dopo I’intervento
chirurgico. T; rappresenta il monitoraggio effettuato dopo un mese dall’intervento
chirurgico, mentre T, il monitoraggio dopo 3 anni dall’intervento stesso.

Infine, per valutare I’effetto del peggioramento della malattia rispetto alle variazioni
indotte nei livelli dei VOCs dopo intervento chirurgico, sono stati valutati pazienti con

neoplasia NSCLC ad uno stadio chiurgicamente non operabile.

3.1.2 Soggetti

Sono stati reclutati 36 pazienti presso il Dipartimento di Chirurgia Toracica
dell’Universita di Parma tra il gennaio 2003 e giugno 2004. Nessuno dei pazienti ¢ stato
sottoposto a chemioterapia prima dell’intervento chirurgico. Nello studio sono stati
inclusi anche 23 soggetti BPCO, 35 fumatori asintomatici e 49 controlli non fumatori. I
fumatori non hanno fumato per almeno un’ora prima della raccolta dell’espirato. Le
caratteristiche dei soggetti dello studio sono illustrate in Tabella 5. Ogni volontario ha
firmato il consenso informato. Ventisei dei pazienti NSCLC hanno accettato di ripetere

lo studio ad un mese (T,) e 10 dopo circa tre anni (T,) dall’intervento chirurgico.
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Da febbraio 2007 ¢ in corso un secondo reclutamento di pazienti NSCLC allo stadio A
ed IB con caratteristiche omogenee a quelle dei pazienti precedentemente coinvolti
nello studio. Allo stato attuale sono stati reclutati 27 pazienti.

Infine, ¢ attualmente in corso uno studio su pazienti con tumore in stadio avanzato non
operabile, reclutati presso 1’Unita Operativa di Oncologia Medica di Parma. I dati

presentati nel lavoro si riferiscono ai 14 pazienti finora reclutati.

3.1.3 Raccolta dell’aria espirata

Esperimenti preliminari sono stati fatti per aumentare la riproducibilita della procedura
di campionamento dell’aria esalata, utilizzando un nuovo sistema di raccolta dell’aria
espirata a volume fisso (Bio-VOC sampler, Markes International Ltd, Rhondda Cynon
Taff, UK) (Figura 6). In breve, I’aria da un unico atto respiratorio ¢ stata raccolta in uno
speciale contenitore in Teflon® fornito di una valvola ad una sola via sia in entrata che
in uscita. Tale sistema ha permesso la raccolta dell’aria alveolare ed in particolare degli
ultimi 150 ml della porzione dell’espirato. I livelli dei VOCs nell’espirato sono stati
confrontati con quelli dell’aria ambientale raccolta 12 volte durante lo studio negli stessi
locali dove sono stati fatti stazionare per almeno 2 ore sia i pazientt NSCLC e BPCO

che 1 controlli (fumatori e non).

3.1.4 Estrazione ed analisi dei VOCs

Dopo la raccolta dell’espirato in ogni contenitore € stato aggiunto 1 pL di n-eptano-d;s e
stirene-ds in soluzione metanolica (1.5 x 10” M) utilizzato come standard interno (S.I.)
rispettivamente per gli alcani ed i benzene-derivati. I VOCs presenti nell’espirato e lo
S.I. aggiunto sono stati estratti introducendo direttamente nel Bio-VOC per 30 min a
temperatura ambiente una fibra SPME 75 um Carboxen/PDMS fiber (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Gli analiti sono stati quindi desorbiti termicamente a 280°C
nell’iniettore del GC e quindi analizzati in GC/MS.

L’analisi GC/MS ¢ stata effettuata su un gascromatografo Hewlett-Packard HP 6890
accoppiato con uno spettrometro di massa a HP 5973 (Palo Alto, CA, USA). Per la
separazione cromatografia ¢ stata utilizzata una colonna Equity™-1(30 m, 0.25 mm i.d.,
1.0 um film, Supelco). L’acquisizione ¢ stata effettuata in scansione nell’intervallo di

massa 40-350 m/z. Fra i principali composti presenti nell’aria alveolare sono stati
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selezionati 13 VOCs (7 alifatici e 6 aromatici). Ogni sostanza ¢ stata identificata grazie
al corrispettivo spettro di massa e confermata confrontandone il tempo di ritenzione con
quello degli standard puri. Per 1’analisi quantitativa per ogni sostanza ¢ stato scelto un
frammento caratteristico non interferito dai composti di coeluizione.

In un primo momento sono stati studiati 1 fattori che coinvolgono il processo di
estrazione SPME come 1’adsorbimento, il desorbimento e quindi ¢ stata ottimizzata la
temperatura di campionamento (dati non riportati). Dopo 30 min di estrazione a
temperatura ambiente (circa 22°C) per tutti i VOCs si raggiunge 1’equilibrio di
estrazione, dopo di che la fibra viene immediatamente desorbita termicamente
nell’iniettore del GC a 280°C per evitare la perdita degli analiti. E’ infatti dimostrato
che il tempo che intercorre durante il trasferimento al GC pud essere un’importante
sorgente di variazione a causa dell’evaporazione degli analiti dalla fibra (Arthur and
Pawliszyn, 1990). Dopo esposizione della fibra a 280°C per 5 min non si notano effetti
memoria. Il metodo ¢ stato validato sia in modalita di acquisizione full scan che sim,
studiando I’intervallo di linearita, il LODs e la precisione. L’acquisizione in full scan
consta nell’acquisizione di tutti i possibili frammenti carichi costituenti le molecole,
mentre la modalita sim permette 1’acquisizione dei soli frammenti caratteristici delle
sostanze di interesse, permettendo cosi di raggiungere una sensibilita maggiore. La
linearita & stata stabilita per oltre 4 ordini di grandezza (10'%-10* M, r*>0.98) ed il
LOD, calcolato come rapporto S/N=3, ¢ dell’ordine di 10> M per ogni sostanza. La
precisione analitica, calcolata come RSD% sugli standard ¢ compresa fra 3.1 ¢ 13.7%
sia per le determinazioni intra-day che inter-days.

Gli standard gassosi sono stati preparati direttamente nel contenitore Bio-VOC
aggiungendo 1 pL di soluzione metanolica standard dei VOCs scelti, 1 pL di S.I. (1.5 x
10° M) e 6 uL di acqua deionizzata per saturare di umidita 1’aria, ¢ quindi stabilizzati
per 1 ora a temperatura ambiente. Gli standard gassosi cosi preparati sono stabili per

circa 60 ore.

3.1.5 Analisi statistica

Studio Trasversale.
Nello studio trasversale, i livelli di benzene e toluene mostrano una distribuzione log
normale (test di normalitda Kolmogorov-Smirnov) e percio sono stati applicati dei test

statistici parametrici (ANOVA ad una via seguita dal test Games Howell Post Hoc). Per
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gli altri VOCs che non hanno distribuzione normale nemmeno dopo trasformazione
logaritmica, sono stati usati test non parametrici (Kruskal-Wallis test seguito dal Dunns
Post Hoc test). Per classificare i casi ¢ stata usata una classificazione logistica

multinomiale.

Studio Longitudinale

Nello studio longitudinale, a causa della bassa numerosita dei gruppi in esame, ¢ stato
applicato il test non parametrici Mann-Whitney per confronti singoli. Una piu corretta
analisi dei dati avrebbe previsto 1’applicazione di test parametrici su confronti multipli
(es. Kruskal-Wallis test seguito dal Dunns Post Hoc test) considerando
contemporaneamente tutti i gruppi in esame. D’altra parte con tale approccio statistico,
la bassa casistica attualmente a disposizione non permetterebbe di evidenziare le

eventuali differenze statistiche fra i diversi gruppi.

3.2 STUDIO TRASVERSALE
3.2.1 Risultati

Nella Tabelle 4 e 5 sono riassunti 1 livelli dei VOCs nei diversi gruppi con le relative
differenza significative. Le concentrazioni di 10 sostanze rispetto alle 13 considerate,
sono significativamente piu alte nei soggetti NSCLC rispetto ai controlli, mentre 9 sono
significativamente piu alte sia nei BPCO che nei fumatori rispetto ai controlli. In
particolare solo I’isoprene, I’eptano e lo stirene hanno evidenziato livelli simili nei
controlli e nei soggetti NSCLC, mentre le stesse concentrazioni sono state rilevate nei
controlli e nei BPCO per I’isoprene, il benzene, il toluene ed il pentametileptano. Infine
isoprene, ottano, stirene e decano presentano livelli simili nei controlli sia fumatori che
non. D’altra parte si vede come diverse sostanze siano in grado di distinguere fra
soggetti NSCLC, BPCO e fumatori nei confronti a due a due. In particolare i livelli del
metilpentano e dell’isoprene sono significativamente piu alti, mentre 1’etilbenzene ¢ lo
stirene sono significativamente piu bassi nei soggetti NSCLC rispetto ai BPCO. Inoltre
il benzene, ’eptano ed il toluene sono significativamente piu bassi nei NSCLC rispetto
ai fumatori. Infine 1’isoprene, il metilpentano, il benzene ed il toluene sono piu bassi,

mentre lo stirene ¢ piu alto nei BPCOrispetto ai fumatori.
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Nella Tabella 6 sono stati riassunti 1 valori delle concentrazioni, in termini di mediane,
dei VOCs nell’aria espirata dei diversi gruppi, mentre in Tabella 7 1 valori di p per ogni
siingola sostanza, calcoli confrontando i gruppi a due a due.

In nella Tabella 8 ¢ il rapporto tra le mediane misurate nell’esalato e nell’ambiente.

I valori di p sono stati calcolati rispetto alle concentrazioni misurate nei controlli e
nell’aria ambientale usando il test di Mann-Withney. Solo I’isoprene e I’eptano
evidenziano concentrazioni significativamente piu alte nei controlli rispetto all’aria
ambientale. Chiaramente, i soggetti NSCLC, BPCO e fumatori, sulla base dei risultati
ottenuti nelle Tabelle 5 e 6, presentano valori piu elevati.

Per valutare il potere discriminante dei VOCs selezionati fra i gruppi presi in esame, ¢
stata effettuata una regressione logistica multinomiale. La Figura 7 mostra la corretta
classificazione calcolata per ogni gruppo, con un r* pari a 0.70. In generale 1’82.5% dei
soggetti viene classificato correttamente con un massimo dell’87.8% per i controlli ed
un minimo del 72.2% per i NSCLC.

Infine, 1’analisi a componenti principali effettuata sulle variabili ne ha permesso il
raggruppamento in 3 diversi fattori in base alla loro varianza nei soggetti valutati, come
mostrato in Tabella 9.

Per valutare 1’effetto del progredire della malattia con 1’andamento delle concentrazioni
dei VOCs selezionati nell’aria espirata, ¢ attualmente in corso uno studio di valutazione
di pazienti NSCLC ad uno stadio non operabile. Allo stato attuale sono stati reclutati 14
pazienti con caratteristiche simili a quelle dei pazienti NSCLC allo Stadio IA e IB. In
particolare I’eta media ¢ uguale a 65.3 anni, 10 soggetti sono di sesso maschile ed il
rapporto fumatore/ex-fumatore/non fumatore ¢ di 2/9/3. Nessun paziente ¢ stato
sottoposto a trattamento chemioterapico nel periodo precedente al nostro studio.

Le concentrazioni dei VOCs analizzati sono riportate in Tabella 10 insieme a quelle
misurate nei controlli e nei pazienti NSCLC allo Stadio IA e IB. Le caselle della tabella
evidenziano una gradazione di colore tanto piu intensa tanto piu ¢ elevata la
concentrazione misurata. Si osserva un generale aumento delle concentrazioni con il
progredire della malattia, piu marcato per quelle di origine esogena.

In Figura 8 vengono riportate le distribuzioni dei livelli misurati dei singoli VOC che
evidenziavano differenze significative fra i pazienti allo Stadio non operabile rispetto ai
pazienti TO e/o ai controlli. In questa fase nelle figure non ¢ stato riportato il confronto
fra 1 pazienti TO e T2 poiché questa problematica verra affrontata in modo piu

dettagliato nella sezione dedicata allo studio longitudinale.
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La distribuzione delle concentrazioni evidenzia come il benzene, il toluene e
I’etilbenzene risultino aumentati con il progredire della malattia e statisticamente diversi
dalle concentrazioni misurate sia nei controlli che nei pazienti TO. L’ottano, la cui
concentrazione diminuisce allo stadio non operabile, risulta significativamente diverso
solo dai pazienti TO. Tutte le altre sostanze, ad eccezione dello stirene che non
evidenzia alcuna differenza, risultano aumentate e significativamente diverse dai
controlli ma non dai pazienti TO. Risulta comunque di fondamentale importanza un
aumento della casistica soprattutto per quelle sostanze come il 2-metilpentano, 1’eptano,
il pentametileptano e 1I’esano che mostrano un generale incremento rispetto ai soggetti

TO pur senza raggiungere la significativita.

3.2.2 Discussione

La ricerca e lo sviluppo di nuove strategie diagnostiche non invasive per individuare
indicatori specifici per una diagnosi precoce del tumore al polmone ¢ attualmente di
grande interesse. I risultati attualmenti riportati in letteratura evidenziano come questo
obiettivo sara probabilmente raggiunto attraverso 1’uso di un gruppo di indicatori
piuttosto che di un singolo composto (Andriani et al., 2004).

Infatti, il principale risultato di questo studio ¢ che nessuno dei VOC selezionati ¢ in
grado da solo di distinguere fra i pazienti NSCLC e gli altri gruppi. Percido non ¢
possibile identificare un singolo VOC come specifico biomarker di neoplasia
polmonare, mentre 1'uso del pattern dei VOCs selezionati e considerati nella loro
totalita presenta un forte potere discriminante (>70%).

Una novita del presente studio ¢ la selezione di un gruppo di pazienti che, avendo un
tumore polmonare operabile NSCLC, possono beneficiare in modo particolare di una
diagnosi precoce. L’analisi dell’aria esalata ¢ di particolare interesse in quanto ¢ un
metodo non invasivo per la ricerca di biomarkers di tumore allo stadio precoce. D’altra
parte, in generale, I’analisi dell’aria espirata presenta diversi fattori metodologici che
possono inficiare la bonta dei risultati: (i) la presenza nel sistema di raccolta dello
spazio anatomico morto che pud essere contaminato dall’aria ambientale e dalle vie
aeree superiori, (i1) la povera riproducibilita perché non ¢ possibile inserire nel sistema
di analisi uno standard interno essendo non conosciuto il volume di espirato raccolto.
Per superare queste limitazioni, ¢ stata sviluppata una nuova procedura di raccolta

dell’aria esalata, usando uno specifico sistema (Fig.5) che intrappola gli ultimi 150 ml
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dell’aria espirata in un tubo di Teflon®. Il metodo usato ¢ abbastanza semplice e
presenta diversi vantaggi: i) permette il campionamento di un volume fisso di aria
alveolare, ii) presenta una resistenza fissa, permettendo un confortevole e costante
flusso respiratorio, iii) non presenta effetti memoria e permette 1’aggiunta dello standard
interno al campione aumentando cosi la riproducibilita dei dati, iv) ¢ un sistema ben
tollerato e quindi utilizzabile anche con fini di screening e anche in condizioni cliniche
e fisiologiche difficili come quelle osservate nei soggetti NSCLC. Inoltre questo sistema
non richiede particolari strumentazioni di supporto agli strumenti normalmente
disponibili (Cope et al., 2004).

Dal profilo cromatografico dell’aria esalata, sono stati selezionati 13 composti sulla
base della loro rivelabilita e dell’importanza biologica. Dieci di queste sono le stesse
riportate nel pattern dei 22 composti descritti da Phillips e coll. (Phillips et al., 1999a)
come discriminanti del tumore polmonare, con 1’aggiunta di un noto indicatore di stress
ossidativo (pentano) e della sua forma metilata (2-metilpentano). E’ stato quindi
considerato anche il toluene come sostanza strettamente relazionata al fumo di sigaretta.
Il numero dei VOCs identificati era minore rispetto a quelli riporati da Phillips e coll.
(Phillips et al., 1999a) probabilmente a causa del diverso sistema di raccolta dell’aria
esalata. Infatti nel loro metodo I’aria esalata proveniente da piu atti respiratori viene
concentrata su una trappola di materiale adsorbente (Phillips, 1997). Nel nostro metodo
viene invece raccolta 1’aria proveniente da un unico atto respiratorio ed in seguito i
VOCs presenti vengono estratti con la tecnica SPME. Nonostante la piu bassa
sensibilita, questo sistema presenta il vantaggio di essere semplice, veloce, di non
richiedere una fase di preparazione del campione e di non necessitare di ulteriori
strumentazione di supporto al normale GC (Lord and Pawliszyn, 2000).

Sebbene I’esatto meccanismo del rilascio dei VOCs nell’aria esalata debba ancora
essere dimostrato, affascinanti ipotesi possono essere ricavate dall’analisi delle
componenti principali sulle variabili. Questa analisi ha permesso la fattorializzazione
dei composti in 3 gruppi (Tabella 9).

L’isoprene, il pentano ed il 2-metilpentano sono stati raggruppati insieme (gruppo 1),
confermando I’ipotesi di una loro origineprettamente endogena, nonostante il pentano e
la sua forma metilata siano presenti negli scarichi autoveicolari (Tsai et al., 2003) ¢
I’isoprene sia un componente del fumo di sigaretta (Darrall et al., 1998). Infatti
I’isoprene deriva nell’'uomo dall’acetil-CoA ed ¢ la molecola base nella biosintesi del

colesterolo (Stone et al., 1993), mentre il pentano ¢ considerato come un prodotto della
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perossidazione lipida ed un indicatore di stress ossidativo (Pitkanen et al., 1989). 1I 2-
metilpentano ¢ stato raggruppato con I’isoprene ed il pentano e questo ¢ in linea con
quanto riportato in un precedente articolo che considera gli alcani metilati come prodotti
secondari dello stress ossidativo nell’uomo (Phillips et al., 2003b) anche se ¢ ancora in
discussione I’esatta origine degli alcani metilati (Mitsui and Kondo, 2003).

Tra le sostanze del gruppo 1, i livelli del 2-metilpentano nei pazienti NSCLC erano
chiaramente piu alti rispetto a quelli osservati nei controlli e nei COPD, sottolineando
quindi la potenziale utilita di questo indicatore nelle procedure di Screening
(possibilmente associato con altri indicatori rilevanti).

I livelli di pentano erano piu alti nell’aria esalata dei soggetti con condizioni cliniche
associate allo stress ossidativo come i pazienti NSCLC e BPCO e nei fumatori
asintomatici rispetto ai controlli. Questi data sono in linea con precedenti osservazioni
riportate in letteratura (Mitsui et al., 2000).

Nonostante i buoni risultati, 1 livelli di pentano esalato non sono in grado di distinguere
tra NSCLC e BPCO o fumatori asintomatici. Essendo 1 livelli di pentano nei controlli
non significativamente diversi da quelli misurati nell’aria ambientale (Tabella 8), i
livelli piu alti possono essere messi in relazione sia con la condizione patologica che
con I’abitudine al fumo. Per quanto riguarda 1’isoprene, la sua origine endogena viene
confermata dal fatto che 1 livelli di isoprene misurati nell’aria espirata sono
significativamente piu alti di quelli ambientali e sono consistenti con quelli riportati in

letteratura (Jones et al., 1995; Mitsui et al., 2000).

I soggetti NSCLC ed 1 fumatori mostrano livelli di isoprene piu alti di quelli osservati
nei BPCO. Le differenze osservate tra 1 gruppi sono difficili da interpretare, ma
probabilmente possono essere messe in parte in relazione al moderato contributo da
parte dell’isoprene presente nel fumo di sigaretta, e in parte all’enfisema polmonare che
spesso si verifica nei pazienti COPD. Sebbene in letteratura non vi siano degli studi che
confrontino 1 livelli di isoprene nei soggetti NSCLC e BPCO, basse concentrazioni di
isoprene sono state osservate nell’aria esalata di pazienti affetti da “Acute Respiratory
Distress Syndrome” (ARDS) rispetto a pazienti senza tale sindrome (Miekisch et al.,
2001).

Le sostanze che appartengono al gruppo 2 (Tabella 9) possono essere classificate
prevalentemente come composti esogeni relazionati all’abitudine al fumo. Gli Xileni

totali sono stati esclusi dall’analisi a componenti principali per 1’alta correlazione (r
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>0.95) con I’etilbenzene. Infatti, le sostanze del gruppo 2 presentano dei livelli di
concentrazione chiaramente piu alte nei fumatori rispetto ai controlli. Tra queste
sostanze 1 livelli di etilbenzene possono essere di particolare interesse, grazie alla
capacita di distinguere tra soggetti NSCLC e BPCO ed i controlli.

Le sostanze appartenenti al gruppo 3 sono eterogenee poiché sia di origine endogena
che esogena e quindi le differenze osservate fra 1 gruppi sono di difficile
interpretazione.

Riassumendo, nessuno dei VOC selezionati si ¢ dimostrato specifico per distinguere in
modo univoco la situazione di neoplasia polmonare da tutti gli altri gruppi considerati.
D’altra parte, la combinazione delle concentrazioni di tutti 1 VOC puo essere utile per
classificare correttamente 1 soggetti (Figura 7): la regressione logistica multinomiale
permette la classificazione corretta nel proprio gruppo di appartenenza di piu dell’82%

dei soggetti selezionati.

Da questi risultati, considerando i1 pazienti NSCLC rispetto a tutti gli altri soggetti
analizzati, la sensibilita e la specificita del metodo sono rispettivamente pari al 72.2%

ed al 93.6% il che indica la buona capacita di escludere 1 falsi positivi ed i falsi negativi.

Tali valori di sensibilita e specificita sono confrontabili con quelli riportati in letteratura
per ’analisi dell’aria espirata da altri autori (Phillips et al., 2003a), nonché con quelli
ottenuti con altre tecniche come ad esempio la PET (Pastorino et al., 2003), la
determinazione del DNA circolante (Sozzi et al., 2003) ed il naso elettronico (Machado
et al., 2005).

Per meglio interpretare i risultati ottenuti dall’analisi dell’aria espirata dei
pazienti NSCLC allo stadio operabile, si ¢ voluto valutare I’effetto del progredire della
malattia con 1’andamento delle concentrazioni dei VOCs. Tale studio, attualmente in
corso, ha evidenziato come con il progredire della malattia molte delle sostanze, per lo
piu quelle di origine esogena, mostrino un generale aumento (risultati preliminari —
Tabella 10).

Un’eccezione ¢ rappresentata dai livelli di pentano ed isoprene che, pur essendo di
chiara origine endogena, mostrano una generale diminuzione, seppur non significativa
nei soggetti NSCLC allo stadio non operabile. L’interpretazione di questo risultato ¢
particolarmente difficile per I’isoprene mentre per il pentano si puo ipotizzare che il suo
calo sia concorde ad un aumento dei processi di metilazione che avvengono con

I’aumentare delle condizioni di stress ossidativo. Si puo infatti notare anche un aumento
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delle altre sostanze non metilate come il 2-metilpentano, il pentametileptano ed il

trimetilbenzene.

Un andamento meno chiaro viene mantenuto per il terzo gruppo di sostanze per le quali
era gia stata evidenziata I’origine dubbia e la piu difficile interpretazione dei risultati.
Nello studio ¢ stato considerato in un secondo momento anche 1’esano, sostanza di
particolare importanza poiché la sua origine puo essere legata alle condizioni di stress
ossidativo a carico dei lipidi di membrana. L’analisi dell’esano ¢ risultata in prima
battuta particolarmente difficile e solo migliorando le performance di acquisizione dello
spettrometro di massa (passando da un’acquisizone in scan ad una in Sim) ¢ stato
possibile includere I’esano nel gruppo dei VOCs selezionati.

Risulta comunque di fondamentale importanza un aumento della casistica soprattutto
per quelle sostanze come il 2-metilpentano, 1’eptano, il pentametileptano e 1’esano che
mostrano un generale incremento rispetto ai soggetti TO pur senza raggiungere la

significativita.

3.2.3 Conclusioni

In conclusione, sebbene la misura di nessun VOC preso singolarmente ¢ specifica per il
tumore al polmone, la combinazione di tutti € 13 1 VOCs selezionati permette una buona
classificazione dei soggetti nei corrispettivi gruppi. L’analisi statistica ha inoltre
permesso di raggruppare le sostanze monitorate in base alla possibile origine, fornendo
cosi un’importante chiave di lettura per I’interpretazione dei dati e confermando al
contempo la validita del pattern di sostanze selezionate.

I risultati ottenuti dall’analisi dell’aria espirata nei pazienti NSCLC allo stadio non
operabile, hanno evidenziato come il profilo dei VOCs cambi con il progredire della
neoplasia, indicando un legame con lo sviluppo della neoplasia stessa.

Alla luce dei risultati ottenuti, in combinazione con approcci diagnostici convenzionali,
questa analisi potrebbe fornire delle utili indicazioni nella diagnosi precoce
contribuendo alla diminuzione del numero dei falsi positivi e quindi dei pazienti a cui
applicare metodiche di indagine piu costose e/o piu invasive per la conferma della

diagnosi.
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3.3 CONFERMA DEI RISULTATI SUI SOGGETTI NSCLC

Come sopra riportato, un aumento della casistica dei soggetti NSCLC risulta di
fondamentale importanza per confermare i risultati precedentemente ottenuti. Questa
necessita diventa tanto piu rilevante se si considera la grande variabilita evidenziata fra i
soggetti di uno stesso gruppo nelle concentrazioni dei VOCs nell’aria espirata.

Per questo motivo ¢ in corso un ulteriore reclutamento di soggetti NSCLC allo stadio IA
ed IB con caratteristiche omogenee a quelle dei pazienti precedentemente coinvolti
nello studio. Allo stato attuale sono stati reclutati 28 pazienti con un’eta, espressa come
mediana, pari a 70,5 anni, di cui 24 di sesso maschile. Per quanto riguarda I’abitudine al
fumo 6 sono risultati fumatori, 19 ex-fumatori e 3 non fumatori.

In Figura 9 sono riportate le distribuzioni delle concentrazioni e le relative mediane dei
VOC:s selezionati misurati nell’aria esalata dei pazienti coinvolti nel primo studio e di
quelli relativi al secondo reclutamento. I livelli dei VOCs nei due gruppi sono stati
quindi confrontati con il test non parametrico di Mann-Whitney per campioni
indipendenti.

L’analisi statistica mostra chiaramente 1’assenza di differenze significative fra le
concentrazioni dei VOCs selezionati nei gruppi presi in esame, fatta eccezione per il
pentametileptano e per il decano (p<0.01), confermando cosi la loro origine non chiara
(origine endogena? Esogena?) nell’aria espirata.

Alla luce della loro difficile determinazione analitica e di una cosi ampia variabilita nei
risultati, si consiglia di non includere il decano fra il pattern delle sostanze selezionate
nell’aria esalata e di valutare solo in un secondo momento dopo un congruo aumento
della casistica, il peso delle informazioni ottenute dall’analisi del pentametileptano. I
risultati ottenuti per il pentano e gli xileni totali mostrano una differenza fra le
concentrazioni vicina al limite della significativita (p=0.054 e p=0.53, rispettivamente).
Anche in questo caso ’aumento del numero dei pazienti investigati potrebbe meglio

definire i valori delle concentrazioni di tali sostanze per i soggetti in esame.
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3.4 STUDIO LONGITUDINALE.
3.4.1 Risultati

Al fine di valutare I’effetto dell’intervento chirurgico, 1’analisi dell’aria espirata ¢ stata
ripetuta nei pazienti NSCLC a due diversi intervalli di tempo dall’intervento chirurgico:
dopo un mese (T,) e dopo 3 anni (T,). Dopo un mese dall’intervento chirurgico, “follow
up” a breve termine, solo le concentrazioni dell’isoprene evidenziavano una
diminuzione statisticamente significativa (Tabella 11). Risultati piu chiari sono stati
ottenuti nello studio di “follow up” a lungo termine, dopo cio¢ 3 anni dall’intervento
chirurgico. Si conferma 1’andamento dell’isoprene per il quale viene evidenziata
un’ulteriore diminuzione, in termini di concentrazione, statisticamente significativa
rispetto sia al tempo TO che T1. Anche per altre sostanze dopo 3 anni dall’intervento
chirurgico (T2), si evidenziano interessanti variazioni nelle concentrazioni misurate
(Figura 10). Fra le sostanze che presentano un calo significativo oltre all’isoprene vi ¢ il
benzene, mentre per il 2-metilpentano e I’eptano si vede un solo una tendente
diminuzione che non raggiunge pero la significativita. In particolare, le concentrazioni
di benzene al tempo T2 risultano statisticamente diminuite sia rispetto al tempo TO che
T1. Tuttavia, solo le concentrazioni di benzene e di eptano al tempo T2 subiscono un
calo tale da non risultare piu significativamente diverse rispetto ai controlli, come
mostrato in Figura 8.

Altre sostanze come il pentano, il toluene, I’etilbenzene e 1’esano evidenziano un
aumento significativo al tempo T2 rispetto ai livelli evidenziati prima dell’intervento
chirurgico. In particolare le concentrazioni al tempo T2 di pentano, toluene ed

etilbenzene risultano significativamente aumentate sia rispetto al tempo TO che T1.

Alla luce dell’andamento altalenante dei VOCs al tempo T2 dall’intervento chirurgico,
risulta interessante confrontare i risultati con quelli ottenuti nei soggetti NSCLC al
Stadio non operabile. In Figura 8 ¢ riportata la distribuzione delle concentrazione dei
VOCs sia nel gruppo dei pazienti allo tempo T2 che al Stadio non operabile. In
particolare per isoprene, 2-metilpentano e benzene vi ¢ un aumento significativo nelle
concentrazioni misurate nei soggetti allo stadio non operabile rispetto ai livelli misurati

al tempo T2 e per il solo benzene anche rispetto al tempo TO.
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D’altra parte altre sostanze che al tempo T2 mostravano un generale aumento in termini
di concentrazione rispetto al tempo TO, risultano generalmente diminuite nei pazienti
allo stadio non operabile. I risultati piu evidenti si hanno con il pentano e I’etilbenzene
che risultano diminuiti in modo significativo rispetto al tempo T2 e TO rispettivamente.
In generale per 9 dei 13 VOC:s studiati, le concentrazioni allo Stadio non operabile ed al

tempo T2 dall’intervento chirurgico risultano significativamente diverse.

3.4.2 Discussione

I valori di specificita e sensibilita dell’analisi dell’aria espirata hanno evidenziato la
validita del pattern dei VOCs selezionati come possibili indicatori di neoplasia

polmonare.

In questo modo si ¢ voluto valutare 1’effetto dell’intervento stesso, con la conseguente
rimozione del tessuto neoplastico sui livelli dei VOCs nell’aria esalata (studio
longitudinale). I risultati hanno evidenziato delle differenze statisticamente significative
solamente a 3 anni dall’intervento chirurgico (follow up a lungo termine) fatta eccezione
per I’isoprene la cui diminuzione in termini di concentrazione era risultata significativa
gia dopo un mese dall’intervento chirurgico.

Per meglio comprendere 1’effetto dell’operazione sui livelli dei VOCs esalati, tali
risultati sono stati confrontati con quelli ottenuti nei pazienti con neoplasia non
operabile NSCLC allo stadio non operabile, per valutare ’andamento delle sostanze
monitorate con il progredire della patologia. Tale condizione rappresenta infatti
I’evoluzione della neoplasia NSCLC in quei soggetti dove, proprio la diagnosi tardiva,

non ha permesso la resezione chirurgica polmonare.

In generale i1 risultati hanno evidenziato come alcune delle sostanze, le cui
concentrazioni diminuivano al tempo T2, risultavano aumentate con il progredire della
malattia, come ad esempio I’isoprene ed il benzene. D’altra parte, alcune delle sostanze
che al tempo T2 mostravano un generale aumento in termini di concentrazione rispetto

al tempo TO, risultavano generalmente diminuite allo stadio non operabile.

Anche in questo caso un aumento della casistica risulta necessario per una migliore

interpretazione dei dati.
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3.4.3 Conclusioni

Lo studio del profilo dei composti organici volatili (VOCs) nell’aria esalata di soggetti
con tumore polmonare reclutati prima e dopo 3 anni dalla resezione chirurgica della
neoplasia, ha mostrato un cambiamento in termini di concentrazione. Con il progredire
della neoplasia (stadio non operabile) si € osservata una generale variazione dei VOCs
che sembra complementare rispetto a quella osservata dopo 1’asportazione della
neoplasia.

Ulteriori studi sono tuttora in corso per aumentare sia la casistica dell’indagine post-
operatoria, in particolare quella a lungo termine, che quella relativa ai soggetti con
tumore polmonare ad uno stadio clinico avanzato, per meglio comprendere 1’influenza
della progressione della patologia sulla composizione dell’aria esalata.

Tuttaviava, va considerato come uno studio longitudinale a lungo termine appaia piu
difficoltoso a causa dei grandi cambiamenti/differenze nella storia personale e clinica

dei pazienti.
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4 PARTE B) SIGNIFICATO DELLE CONCENTRAZIONI
DEI VOCS MISURATI NELL’ARIA ESPIRATA

L’analisi della frazione volatile dell’aria espirata ha permesso 1’identificazione di
sostanze di interesse legate allo sviluppo della neoplasia polmonare in accordo con
quanto riportato in letteratura da diversi autori (Phillips et al., 1999a), (Phillips et al.,
2003a).

Dal profilo cromatografico dell’aria esalata, sono stati selezionati 13 composti sulla
base della loro rivelabilita e dell’importanza biologica.

Sebbene 1’esatto meccanismo del rilascio dei VOCs nell’espirato debba ancora essere
dimostrato, I’analisi delle componenti principali sulle variabili ha permesso la
fattorializzazione dei composti in 3 gruppi. Nel primo gruppo sono state statisticamente
raggruppate le sostanze di natura principalmente endogena, nel secondo composti
prevalentemente esogeni relazionati all’abitudine al fumo ed nel terzo sostanze
eterogenee di diversa origine e quindi di piu difficile interpretazione.

Prima di ricercare nuovi indicatori di stress ossidativo legati allo sviluppo della
neoplasia polmonare, si ¢ cercato di meglio interpretare 1’aumento delle concentrazioni
dei VOCs nei soggetti NSCLC e di chiarire il ruolo dell’effetto del fumo sia sulle
sostanze esogene che su quelle di origine endogena, soprattutto considerando il ruolo
peculiare dell’abitudine tabagica nello sviluppo della neoplasia polmonare.

Il monitoraggio dei VOCs nell’aria esalata ha evidenziato come nei pazienti con
neoplasia polmonare vi sia un generale aumento sia di sostanze endogene che esogene
(es. 1 BTEX).

L’andamento dei livelli delle sostanze endogene potrebbe essere spiegato dalle
condizioni di stress ossidativo che accompagnano lo sviluppo della malattia, mentre di
piu difficile interpretazione ¢ ’aumento dei livelli di alcune sostanze esogene, come ad
esempio gli idrocarburi aromatici.

Particolarmente interessante si € rivelato non solo il benzene, per le note proprieta
neoplastiche, ma anche I’etilbenzene le cui concentrazioni hanno permesso di
distinguere tra soggetti NSCLC e BPCO ed i controlli. La presenza dei BTEX nell’aria
espirata pud essere attribuita a condizioni di inquinamento ambientale e/o

occupazionale (attuale o pregressa), ma anche all’abitudine al fumo, essendo questi
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stessi importanti componenti del fumo di sigaretta. Va infatti considerato che nella
maggior parte dei casi, 1 pazienti NSCLC e BPCO sono ex-fumatori.

Alla luce di queste considerazioni, lo scopo della seconda parte dello studio ¢ stato
quello di chiarire il significato dei piu alti livelli dei BTEX e dei composti endogeni

individuati nell’aria espirata di soggetti NSCLC rispetto ai controlli tramite:

(1) la determinazione dei livelli di BTEX in campioni di tessuto polmonare peri-

tumorale e tumorale di alcuni dei soggetti NSCLC precedentemente studiati,

(i1) la valutazione dell’effetto acuto del fumo di sigaretta sulla presenza di sostanze

endogene ed esogene nell’aria espirata.
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4.1 MATERIALI E METODI

4.1.1 Disegno dello studio-Soggetti

1) Determinazioni tessutali di BTEX e stirene

In 27 pazienti NSCLC allo Stadio IA e/o IB reclutati presso il Dipartimento di Chirurgia
Toracica dell’Universita di Parma tra il gennaio 2003 e giugno 2004 ed il gennaio e il
novembre del 2007 ¢ stato prelevato durante I’operazione una piccola porzione di
tessuto tumorale e peri-tumorale. Nessuno dei pazienti ¢ stato sottoposto a
chemioterapia prima dell’intervento chirurgico.

Ogni volontario ha firmato il consenso informato.

i) Effetto acuto del fumo di sigaretta sul profilo quantititavo dei VOCs

selezionati

Cinque soggetti sani (eta 34.0+12.1), fumatori occasionali (meno di una sigaretta/die),
sono stati reclutati presso il Laboratorio di Tossicologia Industriale del Dipartimento di
Clinica Medica Nefrologia e Scienze della Prevenzione per valutare I’effetto acuto del
fumo di sigaretta sui livelli dei VOCs. L’aria espirata ¢ stata raccolta prima e, ad
intervalli regolari, dopo il consumo di una sigaretta (0, 15, 30, 60 min).

Ogni volontario ha firmato il consenso informato.

4.1.2 Analisi del tessuto polmonare

I campioni di tessuto tumorale e peri-tumorale sono stati prelevati durante 1’intervento

chirurgico da pazienti con neoplasia NSCLC allo stadio IA e IB.

Porzioni di circa 50-100 mg di tessuto sono state inserite in un sistema a tenuta con una
quantita proporzionale di soluzione tampone, sale (0.5 g) per migliorare 1’efficienza

estrattiva e standard interno (Styrene-ds, 2 ul a 5¥107 M).

Ogni campione ¢ stato quindi estratto esponendo una fibra 75um-Carboxen/PDMS per
20 min a 70°C. La fibra ¢ stata quindi desorbita a 280°C per 5 min nell’iniettore del gas

cromatografo (GC) e I’analisi ¢ stata effettuata in Spettrometria di massa (SM) in
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modalita di acquisizione Sim. Le analisi sono state effettuate utilizzando un GC HP

6890 accoppiato con uno SM 5973 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA).

La separazione degli analiti ¢ stata ottenuta utilizzando una colonna capillare Equity ™™ -
1 (30 m, 0.25 um di diametro interno, spessore del film liquido di 0.10 pum;Supelco)

utilizzando H, come fase mobile al flusso di 1 ml/min.

4.1.3 Raccolta ed analisi dell’aria espirata

La raccolta e I’analisi dell’aria espirata, nei soggetti invitati al consumo di sigaretta,

sono state eseguite secondo la metodica descritta nella prima parte del lavoro.

4.1.4 Analisi Statistica

La significativita delle differenze tra tessuto tumorale e peri-tumorale ¢ stata verificata
mediante il test di Wilcoxon, considerando la distribuzione non normale. La
significativita delle differenze tra i livelli di VOCS PRE e a diversi intervalli di tempo
dal consumo di una singola sigaretta ¢ stata verificata mediante ’ANOVA per misure

ripetute seguita dal test post-hoc di Tukey.
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4.2 RISULTATI

4.2.1 Determinazioni tessutali di idrocarburi aromatici

Nelle porzioni di tessuto tumorale e peri-tumorale sono state determinate le
concentrazioni di idrocarburi aromatici quali BTEX (benzene, toluene, etilbenzene e

xileni totali), stirene e trimetilbenzene. I risultati sono riportati in Figura 11.

Si vede chiaramente come le concentrazioni di tutti gli idrocarburi aromatici eccetto
quelle degli xileni totali (p=0.13) siano significativamente piu alte nel tessuto tumorale

rispetto a quello peritumorale.

La maggiore differenza di concentrazione si verifica per il benzene (p<0.0001) seguito

dal toluene (p=0.012).

I dati dimostrano quindi la tendenza di un accumulo di tali idrocarburi aromatici,

componenti caratteristici del fumo di sigaretta, nel tessuto tumorale.

Questi dati sono in linea con le piu elevate concentrazioni di idrocarburi aromatici
rilevate nell’aria espirata dei pazienti NSCLC allo Stadio IA e IB ed allo stadio non

operabile (Figura 8).

Si vede infatti con il progredire della malattia (stadio non operabile) un aumento di
benzene, toluene ed etilbenzene rispetto ai soggetti NSCLC ad uno stadio operabile,
mentre aumenti generali, seppur non significativi, si vedono per gli xileni ed il

trimetilbenzene.

4.2.2 Effetto acuto del fumo di sigaretta

Per quantificare il contributo del fumo di sigaretta sul pattern dei VOCs selezionati, ¢
stata raccolta 1’aria espirata in modo seriale prima (PRE) e dopo (a diversi intervalli di

tempo: POST, 15 min, 30 min e 60 min) il consumo di una sigaretta.

Tutti VOCs selezionati hanno evidenziato un aumento statisticamente significativo
nell’aria espirata PRE e POST per poi ritornare a livelli basali nell’arco di tempo
considerato (dati non presentati). Risultati di piu chiara interpretazione sono stati

ottenuti dal monitoraggio delle sostanze precedentemente classificate come endogene

51



(isoprene, 2-metilpentano e pentano) e dagli idrocarburi aromatici, in particolare i

BTEX.

L’andamento delle concentazioni a diversi tempi e le relative significativita sono

riportate rispettivamente in Figura 12 e in Tabella 12.

Il pentano, il 2-metilpentano e I’isoprene mostrano un andamento simile con un
incremento nell’aria espirata POST per poi ritornare ai valori basali entro 15 min. Infatti
le concentrazioni misurate nell’aria espirata PRE e dopo 15 min non sono
significativamente diverse, mentre lo sono i valori POST, indicando quindi una
clearance veloce per tali sostanze. L’isoprene presenta un andamento leggermente
discostante poiché, pur essendo di origine endogena, ¢ anche presente nel fumo di

sigaretta.

Un andamento diverso si ottiene per i BTEX e per il trimetlbenzene, idrocarburi
aromatici presenti nel fumo di sigaretta. In figura si vede come tali sostanze presentino
una clearance piu lenta, aspetto pit marcato per il benzene ed il toluene. Questi ultimi
infatti ritornano a valori simili a quelli PRE dopo circa 60 min, mentre nell’intervallo di

tempo precedente le concentrazioni PRE sono sempre significativamente piu basse.

Un andamento meno chiaro si vede per ’etilbenzene, gli xileni ed il trimetilbenzene a
causa della grande variabilita dei dati e di un incremento nell’aria POST non cosi

spiccato come per il benzene.

4.3 DISCUSSIONE

I risultati dello studio trasversale sulla misura dell’aria espirata in soggetti con patologia
polmonare sia NSCLC che BPCO hanno evidenziato non solo un aumento dei livelli
degli idrocarburi alifatici derivanti da condizioni di stress ossidativo come ad es. il
pentano o il metilpentano, ma anche di altre sostanze legate all’abitudine tabagica come
ad esempio i BTEX, composti rappresentativi degli idrocarburi aromatici. Nella
casistica considerata, 1 livelli dei BTEX erano infatti piu elevati non solo nei fumatori
sani, ma anche nei soggetti NSCLC e BPCO. In particolare, come riportato in Tabella 7,
le concentrazioni di tutti i BTEX erano significativamente piu alte nei soggetti NSCLC

e nei fumatori rispetto ai controlli, ed inoltre il benzene ed il toluene erano
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statisticamente diversi anche fra NSCLC e fumatori. Di particolare interesse poi si era
rivelato 1’etilbenzene le cui concentrazioni erano in grado di distinguere i pazienti
NSCLC dai BPCO. Per dare un razionale a questi valori si ¢ proceduto quindi alla

determinazione dei BTEX nei tessuti polmonari di alcuni dei pazienti NSCLC valutati.

La determinazione degli altri VOCs monitorati nell’aria esalata non ¢ plausibile a causa
dell’elevata volatilita di queste sostanze. I risultati confermano, come ipotizzato, un
accumulo di BTEX, di trimetilbenzene e di stirene nel tessuto tumorale rispetto a quello
peri-tumorale. Questi risultati sembrerebbero confermare un accumulo degli idrocarburi
aromatici nel tessuto tumorale fornendo wuna possibile chiave di lettura
nell’interpretazione delle piu elevate concentrazioni dei BTEX nei soggetti con NSCLC

rispetto ai controlli.

L’ipotesi di un maggiore accumulo dei BTEX nel tessuto tumorale insieme ad un
aumento generale degli altri VOCs ¢ stata poi confermata dai risultati preliminari di uno
studio attualmente in corso su pazienti con tumore polmonare ad uno stadio avanzato
come riportato nella parte A (Studio Trasversale, Tabella 6) del presente lavoro di

ricerca.

Una possibile spiegazione di questo accumulo a livello polmonare pud essere data
dall’abitudine al fumo di sigaretta poiché, nella quasi totalita dei casi di neoplasia
polmonare o di condizione BPCO, viene documentata un’abitudine tabagica attuale e/o

pregressa.

E’ noto infatti come il fumo di sigaretta sia un sistema bifasico costituito da un porzione
gassosa ¢ da una solida (particolato) nelle quali sono dispersi composti organici ed

inorganici di nota tossicita (Hoshino et al., 2001).

I1 particolato, depositandosi nei polmoni, pud dare origini a patologie polmonari (ad es.
fibrosi) pit o meno gravi e nel contempo creare fenomeni di adsorbimento verso

sostanze presenti nel fumo di sigaretta ad alte concentrazioni (es. 1 BTEX o gli IPA).

Esempi piu gravi di esposizione a particolato sono rappresentati da malattie
professionali come 1’antracosi causata da inalazione prolungata di polvere di carbone.
Tale patologia ¢ detta comunemente anche malattia del polmone nero, poiché 1’aspetto
radiologico del polmone nei casi piu gravi ¢ simile a quanto riportato in Figura 13 dove
si evidenziano anomalie del parenchima (piccole o grandi opacita), anomalie pleuriche

o anomalie aggiuntive (inspessimenti o calcificazioni).
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Nonostante il fenomeno del “polmone nero” sia associato ad un’esposizione lavorativa,
in letteratura sono stati riportati lavori che evidenziano fenomeni di antracosi legati
all’esposizione a fumo di sigaretta o derivante dalla combustione della legna. In
particolare nel 1999, Boespflug et al (Boespflug et al., 1999) riportarono il caso di due
bambini affetti da antracosi come conseguenza di esposizione passiva a fumo di

sigaretta.

E’ ipotizzabile quindi che questo particolato a matrice carbaniosa presente nel fumo di
sigaretta, possa depositarsi negli alveoli polmonari favorendo 1’adsorbimento degli
idrocarburi aromatici presenti ad alte concentrazioni nel fumo. Questa ipotesi ¢
plausibile considerando non solo le note le proprieta adsorbenti del carbone attivo, ma
anche documentati fenomeni di adsorbimento di idrocarburi aromatici a carico di
strutture sintetiche come ad es. i nanotubi a base di carbonio. Questi composti sono
nuovi prodotti artificiali di forma sferica o fibrosa con dimensioni confrontabili con

quelle del particolato inalabile (Shih and Li, 2007).

Tutto cid supporta 1’ipotesi che 1’esposizione prolungata a fumo di sigaretta e quindi la
conseguente deposizione polmonare del particolato presente, possano contribuire al
verificarsi di fenomeni di adsorbimento a carico di idrocarburi aromatici, come i BTEX.
Le zone tessutali maggiormente danneggiate sarebbero o quelle derivanti da
deposizione maggiore e/oppure, proprio per la loro struttura danneggiata, piu inclini ad
una deposizione polmonare. Questo giustificherebbe non solo la presenza di piu alti
livelli di idrocarburi aromatici nel tessuto tumorale ma anche il loro I’aumento nell’aria

espirata di pazienti con neoplasia rispetto ai soggetti sani.

Valutando D’effetto acuto del fumo sull’aria espirata, raccogliendola prima e dopo il
consumo di una sigaretta, queste ipotesi hanno trovato una conferma. I risultati hanno
infatti evidenziato aumenti immediati nell’aria espirata delle concentrazioni sia delle

sostanze endogene che dei BTEX, seppur con una clearance diversa.

I BTEX ed il trimetilbenzene, idrocarburi aromatici presenti nel fumo di sigaretta
(Pankow et al., 2004), aumentano nell’aria espirata POST, non perché indotti da
condizioni di stress ossidativo ma in quanto costituenti del fumo stesso. In particolare,
per il benzene ed il toluene, la cinetica di eliminazione ¢ piu lenta poiché i1 valori basali
(PRE) vengono raggiunti dopo circa 60 min dal consumo della sigaretta. Questo effetto

¢ in pieno accordo con quanto riportato in letteratura per il benzene (Jo and Pack, 2000)
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ed indica una tendenza degli idrocarburi aromatici ad accumularsi a livello del tessuto

polmonare, come confermato anche dai dati precedentemente riportati.

Tale studio ha inoltre confermato per il pentano, il 2-metilpentano e 1’isoprene la loro

origine endogene direttamente legata alle condizioni di stress ossidativo.

L’aumento delle sostanze endogene ¢ dovuto alla presenza dei radicali liberi presenti
nel fumo di sigaretta in grande quantita ed in grado di iniziare o comunque promuovere
il danno ossidativo. E’ stato infatti stimato che nella fase gas di in una singola aspirata
di fumo di sigaretta siano contenuti circa 107 radicali liberi insieme a complessi
chinonici/semichinonici che possono produrre specie reattive dell’ossigeno (ROS),
come lo ione superossido in grado di attaccare 1’epitelio polmonare (Church and Pryor,
1985). Nel presente studio tramite 1’analisi dell’aria espirata raccolta prima e dopo il
consumo di una sigaretta, ¢ stato dimostrato come la misura del pentano, del 2-
metilpentano, del pentametileptano e dell’isoprene possa fornire delle indicazioni
indirette sulla perossidazione lipidica promossa dal fumo di sigaretta, in accordo con

quanto riportato in letteratura (Euler et al., 1996).

Anche altri idrocarburi alifatici del pattern dei VOCs selezionati subiscono un
incremento significativo nell’aria esalata POST rispetto alle condizioni basali. Tuttavia,
come descritto nel precedente lavoro, avendo un’origine mista cio¢ sia endogena che

esogena, forniscono delle indicazioni meno chiare.

Invece, proprio I’assenza di pentano e di metilpentano nel fumo di sigaretta e le basse
concentrazioni ambientali, rappresentano un’ulteriore conferma della loro origine

endogena.

A causa dell’estrema reattivita dei radicali liberi, non ¢ perd sorprendendente che
I’aumento della perossidazione lipidica sia temporaneo, come dimostrato dal

raggiungimeto in circa 15 min dei livelli basali di pentano, 2-metilpentano ed isoprene.

La misura nell’aria espirata degli alcani, la cui origine ¢ legata a condizioni di stress
ossidativo risulta percid un buon metodo non invasivo proprio per valutare lo stress
ossidativo a livello polmonare indotto dal consumo di sigaretta. Infatti i livelli di
pentano, prodotto dalla perossidazione lipidica a carico degli n-6 acidi grassi
polinisaturi, e dal 2-metilpentano, che rappresenta il corrispondente prodotto di
metilazione, confermano il loro ruolo come indicatori endogeni di stress ossidativo. Le

informazioni fornite dall’isoprene sono invece meno chiare poiché esso rappresenta un
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importante composto endogeno nel metabolismo del colesterolo, ma anche uno dei
principali idrocarburi alifatici presenti nel fumo di sigaretta (Euler et al., 1996),

(Barrefors and Petersson, 1993), (Brunnemann et al., 1990).

4.4 CONCLUSIONI

I risultati presentati in questa sezione hanno permesso di chiarire meglio il significato ed
il ruolo dei VOCs monitorati nell’aria espirata. In particolare 1’analisi di tessuto
polmonare ha evidenziato un accumulo di BTEX e di altri idrocarburi aromatici nel

tessuto tumorale, giustificandone 1 piu alti livelli nei pazientti con neoplasia polmonare.

L’effetto acuto del fumo di sigaretta sul tessuto polmonare di soggetti sani ha poi
indicato un aumento non solo delle concentrazioni dei BTEX presenti nel fumo stesso,
ma anche delle sostanze endogene derivanti da condizioni di stress ossidativo a carico
dei radicali liberi presenti nel fumo. Tale esperimento ha dimostrato, seppur solo dopo
esposizione acuta, la diversa clearance di tali sostanze, evidenziando una piu lenta
cinetica di eliminazione degli idrocarburi aromatici rispetto ai composti di origine
endogena. Anche questa informazione sembra supportare I’ipotesi di un loro accumulo
a livello del tessuto polmare, tanto piu favorito dalla presenza del particolato nel fumo

di sigaretta.

Questi dati sono in accordo con quanto riportato nello studio A del lavoro di ricerca.
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5 PARTE C) DETERMINAZIONE DI ALDEIDI
NELL’ARIA ESPIRATA COME INDICATORI Dl
NEOPLASIA POLMONARE NON A PICCOLE
CELLULE

La parte A del presente studio ha evidenziato il ruolo di un gruppo selezionato di VOCs
come indicatori di neoplasia polmonare, mentre la parte B ne ha chiarito il significato,
sia per i composti endogeni che esogeni.

Dai risultati ¢ evidente come nessuna sostanza presa singolarmente sia in grado di
discriminare la condizione di neoplasia polmonare da un soggetto sano, soprattutto
considerando le pesanti condizioni di confondimento esistenti.

Nonostante la buona sensibilita e specificita dell’analisi dell’aria espirata, ¢ di
fondamentale importanza la ricerca di altri composti rappresentativi dello stato di salute
del polmone, al fine di poter migliorare la bonta di classificazione di un soggetto.

I risultati hanno evidenziato come importanti informazioni vengano fornite dai livelli
delle sostanze endogene, alcune delle quali derivanti da condizioni di stress ossidativo a
carico dei lipidi di membrana.

Le aldeidi, rappresentando i prodotti finali di perossidazione lipidica (Halliwell and
Chirico, 1993), (Moore and Roberts, 1998), (Meagher and FitzGerald, 2000),
potrebbero fornire importanti informazioni come indicatori di danno tessutale.

Infatti, nel processo di stress ossidativo a carico dei lipidi di membrana, le aldeidi o.,f3-
insature, come il trans-2-esenale, il trans-2-eptenale ed il trans-2-nonenale derivano
dalla perossidazione degli acidi grassi poliinsaturi ®-3 (acido oleico) e w-6 (es. acido
arachidonico e acido linoleico), mentre le aldeidi lineari rappresentano invece 1 prodotti
finali di degradazione radicalica come mostrato in Figura 5 (Esterbauer et al., 1991).

In molti lavori viene infatti descritta un associazine tra il tumore al polmone (Deng et
al., 2004) e le aldeidi misurate in diverse matrici come il sangue, il condensato dell’aria
esalata (EBC), lo sputo indotto ecc., con patologie polmonari come la BPCO (Mutti and
Corradi, 2006), (Montuschi, 2005), (Corradi et al., 2004), (Corradi et al., 2003b), I’
asma (Corradi et al., 2003a).

La determinazione delle aldeidi lineari nel’EBC presenta perod una serie di problemi
legati alla loro volatilita nonché alla loro intrinseca instabilita nelle matrici acquose.

Le aldeidi lineari, soprattutto quelle a catena corta, presentano infatti una volatilita non

trascurabile e quindi tendono a ripartirsi tra la fase gassosa, recuperata nell’aria espirata,
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e quella liquida, recuperata nel’EBC. Inoltre, in soluzione acquosa, essendo il pH
leggeremte acido, sono favorite le reazioni di condensazione alcolica e di addizione
nucleofila che possono determinare una degradazione delle aldeidi stesse a prodotti
secondari.

In questa parte del lavoro di tesi viene messo a punto un metodo per la determinazione
delle aldeidi volatili lineari e insature nell’aria espirata e quindi investigato il loro ruolo

come indicatori nelle neoplasie polmonari NSCLC.

5.1 MATERIALI E METODI

5.1.1 Disegno dello studio-Soggetti

Da febbraio 2007 ¢ in corso un secondo reclutamento di pazienti NSCLC allo stadio IA
ed IB e di controlli asintomatici non fumatori. I gruppi presentano caratteristiche
omogenee a quelle dei soggetti precedentemente coinvolti nella determinazione dei
VOCs nell’aria espirata (vedi Studio A del presente lavoro di ricerca).

Allo stato attuale sono stati reclutati 21 controlli e 21 pazienti valutati prima (T0) e
dopo dell’intervento chirurgico (T1).

Nel caso dei pazienti NSCLC, I’eta media ¢ uguale a 66.5 anni, 15 soggetti sono di
sesso maschile ed il rapporto fumatore/ex-fumatore/non fumatore ¢ di 5/12/4 mentre nei
controlli I’etd media ¢ uguale a 45.6 anni e 11 soggetti sono di sesso maschile.

Dei pazienti NSCLC, 13 hanno accettato di ripetere 1’analisi 4 mesi dopo 1’intervento
chirurgico (T1) in accordo con la normale tempistica di controllo post-operatoria.
Nessuno dei pazienti ¢ stato sottoposto a chemioterapia prima dell’intervento
chirurgico.

Ogni volontario ha firmato il consenso informato.

5.1.2 Raccolta dell’aria espirata

L’aria espirata ¢ stata raccolta secondo la metodica descritta nella parte A del lavoro di

tesl.

5.1.3 Estrazione ed analisi delle aldeidi
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Dopo la raccolta dell’espirato in ogni contenitore ¢ stato aggiunto 1 uL di soluzione
standard di 2-metilpentanale come standard interno (S.1.). Le aldeidi sono state estratte
tramite derivatizzazione utilizzando una fibra SPME 65 pm PDMS/DVB (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Come derivatizzante ¢ stato utilizzato il pentafluorobezil
idrossilammina (PFBHA) in grado di trasformare le aldeidi nelle corrispondenti basi di
Shiff, trasformandole cosi in composti volatili piu stabili e con un ottimo fattore di
risposta di risposta GC/MS.

La reazione di derivatizzazione porta alla formazione di due prodotti per ogni aldeide,
uno Cis ed uno trans come illustrato in Figura 14. Per questo motivo ogni aldeide
originera, laddove lo permettono le capacita separative della colonna, due picchi
cromatografici.

In una prima fase la fibra ¢ stata caricata per 10 min circa con I’agente derivatizzante
tramite esposizione della fibra stessa ai vapori dello spazio di testa e quindi esposta per
1 ora nel Bio-VOC®, secondo la modalita precedentemente descritta.

Gli analiti sono stati quindi desorbiti termicamente a 280°C nell’iniettore del GC e
analizzati in GC/MS.

L’analisi GC/MS ¢ stata effettuata secondo la procedura precedentemente descritta enllo
Studio A del lavoro di tesi.. L’acquisizione ¢ stata effettuata monitorando lo ione 181, in
quanto unico ione derivante dalla frammentazione dei prodotti di derivatizzazione
ottenuti.

Ogni sostanza ¢ stata identificata grazie al corrispettivo tempo di ritenzione individuato
utilizzando gli standard puri.

In un primo momento sono stati studiati i fattori che coinvolgono il processo di
estrazione SPME come 1’adsorbimento, il desorbimento e quindi ¢ stata ottimizzata la
temperatura di campionamento (dati non riportati). Dopo 60 min di estrazione a
temperatura ambiente (22°C) per tutti le aldeidi viene raggiunto I’equilibrio di
estrazione. L’analisi non presenta effetti memoria.

Il metodo ¢ stato validato studiando I’intervallo di linearita, il LODs e la precisione.

La linearita ¢ stata studiata nell’intervallo 5-555 pM con r*>0.98) ed il LOD, calcolato
come rapporto S/N=3, ¢ dell’ordine di 0.5 pM per le diverse aldeidi. La precisione
analitica, calcolata come RSD% sullo standard interno ¢ compresa fra 5 e 16% sia per le
determinazioni intra-day che inter-days.

Gli standard gassosi sono stati preparati direttamente nel contenitore Bio-VOC

aggiungendo 1 pL di soluzione standard delle aldeidi in cloroformio, 1 puL dello S.I. e 6
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uL di acqua deionizzata per saturare di umidita ’aria. Gli standard gassosi cosi preparati

sono stabili per circa 40 ore.

5.1.4 Analisi statistica

Nella quasi totalita dei casi, le aldeidi misurate presentano una distribuzione normale.
Tuttavia nel caso di confronti studiati nello studio trasversale (Controlli vs NSCLC TO0)
e longitudinale (NSCLC prima TO e dopo l’intervento chirurgico T1) sono stati
effettuati test non parametrici a causa della limitata casistica al momento a disposizione.
In particolare, le differenze fra i controlli ed 1 pazienti NSCLC sono state valutate con il
test di Mann—Whitney, mentre per i risultati ottenuti nell’aria espirata prima PRE e
POST intervento chirurgico ¢ stato utilizzato il test di Wilcoxon per misure ripetute.

La bonta di classificazione dei pazienti NSCLC e dei controlli ¢ stata calcolata con due
metodi: la regressione logistica e I’analisi del discriminante con cross-validazione.

Per tutte le analisi statistiche, laddove non € indicato diversamente, € stato considerato

un livello di significativita di p < 0.05.

5.2 RISULTATI

In Figura 15 ¢ descritta la distribuzione delle concentrazioni delle aldeidi nell’aria
espirata dei controlli e dei pazienti NSCLC e le corrispondenti differenze significative.
Si vede chiaramente come le concentrazioni di tutte le aldeidi, sia quelle lineari che le
a,p-insature siano statisticamente piu elevate nei pazienti con tumore al polmone
rispetto ai controlli. In Tabella 13 sono riportate le concentrazioni in termini di mediana,
25° e 75° percentile.

Lo studio di collinearita fra le diverse variabili ha evidenziato in entrambi i gruppi una
correlazione con un r >0.8 del pentanale con il butanale e 1’esanale, dell’ottanale con il
pentanale ed il nonanale ed infine la correlazione del nonenale con il suo omologo
insaturo (dati non mostrati).

Per valutare il potere discriminante delle aldeidi selezionate fra i gruppi presi in esame,
¢ stata effettuata sia la regressione logistica che 1’analisi del discriminante ottenendo
risultati perfettamente sovrapponibili ed una classificazione generale superiore al 95%

(dati non mostrati).

60



L’analisi statistica ha altresi evidenziato come il propanale ed il butanale siano le aldeidi
che rivestono un peso maggiore nella corretta classificazione dei soggetti tanto che,
un’esclusione nell’analisi di tutte le altre aldeidi, porta ad una classificazione generale
uguale o superiore al 90% calcolata sia con la regressione ligistica che con 1’analisi del
discriminante (Figura 16A e 16B).

In un secondo momento 1 pazienti NSCLC sono stati valutati circa 4 mesi dopo
I’intervento chirurgico. I risultati delle concentrazioni delle aldeidi studiate e le relative
significativita fra i pazienti PRE e POST sono riportati nella Tabella 12.

Solo i propanale, il pentanale e ’esanale risultano significativamente diverse nei malati
al tempo TO rispetto che al tempo T1. Al tempo T1 si vede un generale incremento in
termini di concentrazione per le aldeidi da 3 a 6 atomi di carbonio, mentre per quelle da
7 a 9 atomi di carbonio e le aldeidi insature si ha una generale diminuzione delle
concentrazione, seppur non statisticamente significativa. In questo caso un aumento
della casistica risulta necessario per una piu chiara interpretazione dei dati.

I valori di questo secondo gruppo di aldeidi sono stati quindi confrontati con i controlli
usando il test di Mann-Withney per valutare se, in caso di calo delle concentrazioni, i
livelli si assestassero a valori simili a quelli dei controlli.

I risultati evidenziano una differenza significativa nei pazienti al tempo T1 ed i controlli

solo per ’eptanale ed il trans-2-nonenale.

5.3 DISCUSSIONE

La grande sensibilita del metodo di estrazione SPME seguito dall’analisi in GC/MS ha
permesso la determinazione delle aldeidi nell’aria espirata in concentrazioni dell’ordine
delle pmoli per litro. La derivatizzazione delle sostanze sulla fibra ne ha garantito la
stabilita, a fronte della loro elevata reattivita, permettendo cosi un’clevata
riproducibilita dell’analisi. Inoltre la trasformazione delle corrispondenti immine ne ha
aumentato la volatilita nonché 1 fattori di risposta GC/MS, permettendone

I’identificazione nell’espirato.

Il confronto fra controlli asintomatici e pazienti NSCLC ha evidenziato come le

concentrazioni di tutte le aldeidi fossero significativamente piu alte nei malati.
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Nell’analisi statistica dei risultati ¢ stato utilizzato il test non parametrico di Mann-
Whitney per la scarsa numerosita dei gruppi in esame (n=21).

Questi risultati sono in accordo con I’ipotesi di una loro origine a carico dei processi di
perossidazione lipidica. Infatti, se le aldeidi lineari sature possono essere presenti anche
negli ambienti di lavoro e di vita, quelle insature sono invece attribuibili in modo
univoco ad una produzione endogena.

E’ necessario tuttavia completare lo studio valutando anche altre variabili che possono
rappresentare dei fattori di confondimento ed in modo particolare 1’abitudine al fumo di
sigaretta.

Risultati interessanti sono stati ottenuti anche nello studio longitudinale considerando
cio¢ il profilo delle aldeidi prima (TO) e 4 mesi dopo (T1) I’intervento chirurgico.
Analogamente ai VOCs precedentemente studiati, anche alcune aldeidi subiscono un
incremento in alcuni casi significativo (dall’aldeide C3 alla C6) rispetto alla situazione
PRE (TO). Altre invece presentano una generale riduzione nei livelli che, pur non
raggiungendo la significativita, in alcuni casi riporta i livelli delle concentrazioni
statisticamente uguali a quelli dei controlli.

In questo studio i pazienti sono stati rivisti dopo 4 mesi dall’intervento chirurgico in
relazione ai risultati ottenuti nello studio sui VOCs. Tale studio aveva infatti evidenziato
I’assenza di variazioni significative (fatta eccezione per I’isoprene) a breve termine, cioe
dopo 1 mese dall’intervento chirurgico, rispetto alla situazione pre-operatoria. Dati
interessanti erano invece stati ottenuti dopo 3 anni dall’intervento stesso, mentre
tempistiche intermedie non erano state incluse nello studio. Al di 1a degli interessanti
risultati ottenuti a lungo termine, bisogna considerare la difficolta nel recluatre i1 pazienti
dopo un cosi lungo periodo dall’intervento chirurgico proprio per la storia clinica e
personale dei pazienti stessi. Per questo motivo in questo studio ¢ stato considerato un
ulteriore reclutamento dei pazienti ad un intervallo di tempo intermedio.

Per valutare le differenze PRE e POST-operatorie, ¢ stato utilizzato il test non
parametrico per misure ripetute di Wilcoxon.

Prima dello studio di classificazione dei soggetti ¢ stata verificata la multicollinearita fra
le diverse aldeidi in entrambi i gruppi. In particolare, una correlazione di r superiore a
0.8 (vedi risultati) ci ha permesso di ridurre le variabili considerate nei modelli (da 10 a
7) escludendo il pentanale, I’ottanale ed il trans-2-nonenale. E’ interessante notare come

alcune aldeidi lineari di dimensioni simili correlinino fra di loro (ad es. C5 vs C4 e C6
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opp C8 vs C9) cosi come il nonanale verso il suo corrispondente insaturo, evidenziando
la possibile via comune di produzione endogena.

Sia nel caso della regressione logistica che nell’analisi del discriminante, il propanale ed
il butanale rappresentavano le variabili a maggior peso di classificazione, mentre
modesti erano 1 contributi forniti dalle altre aldeidi.

Considerando quindi solo le aldeidi a maggior significato (C3 e C4) la classificazione
generale risulta superiore al 90%. La bonta di classificazione ¢ stata calcolata con due
metodi: la regressione logistica e ’analisi del discriminante con cross-validazione,
ottenendo dei risultati perfettamente consistenti fra di loro (Figura 15A e 15B). Una
classificazione generale superiore al 92% ¢ stata ottenuta includendo nell’analisi tutte le
variabili escluso quelle che avevano mostrato collinearita. A fronte del modesto numero
di soggetti considerati (controlli non fumatori-NSCLC), il propanale ed il butanale
mostravano un preponderante potere classificatorio, evidenziando contemporaneamente
I’alta sensibilita e specificita del metodo (2 aldeidi necessarie rispetto ai 13 VOCs del
precente studio).

Va pero ricordato, che in questo caso non sono stati considerati altri gruppi come i
fumatori o i pazienti di BPCO, che rappresentano importanti fattori di confondimento,
ma soprattutto come un aumento della casistica sia necessario per confermare 1 risultati
ottenuti.

Dr’altra parte, questo studio suggerisce un uso combinato delle analisi dei VOCs e delle
aldeidi con lo scopo di individuare un pattern di composti piu limitato (ad es. n<10) ma

con maggiore potere discriminante per la neoplasia polmonare.

5.4 CONCLUSIONI

La grande sensibilita del metodo di analisi sviluppato ha permesso la determinazione
delle aldeidi in un singolo atto respiratorio, nonostante le basse concentrazioni.

I risultati del lavoro hanno evidenziato il possibile ruolo delle aldedi nell’espirato come
indicatori di stress ossidativo, mostrando inoltre un ottimo potere discriminante nel
confronto controllo/malati.

Per confermare i dati € perd necessario un aumento della casistica nonché la valutazione
di altri fattori di confondimento quali I’abitudine tabagica e/o 1’effetto di altre patologie

polmonari (as es. BPCO).
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6 CONCLUSIONE DEL LAVORO DI TESI

Il presente lavoro di ricerca ha evidenziato le potenzialita dell’analisi dell’aria espirata
nella problematica della diagnosi del tumore al polmone.

La particolare non invasivita del metodo di raccolta del campione relativo ad un singolo
atto respiratorio, ne permette I’applicabilita anche in condizioni cliniche e psicologiche
particolarmente difficili.

I risulati delle determinazione dei livelli dei VOCs selezionati (idrocarburi alifatici ed
aromatici) presenti nell’aria esalata ha evidenziato come nessuna sostanza possa
candidarsi come indicatore univoco di effetto e che solo la compenetrazione di tutte le
informazioni ottenute permette di raggiungere una classificazione globale superiore
all’80%.

La potenzialita di tale studio ¢ evidenziata anche dai buoni valori di sensibilita e
specificita, confrontabili con quelli descritti per altre tecniche, come ad es. la PET.

La validita del gruppo di sostanze selezionate ¢ stata confermata dai risultati
complementari ottenuti sia valutando i soggetti a distanza dall’intervento chirurgico, che
considerando I’effetto della progressione della malattia.

L’analisi dei tessuti polmonari di alcuni pazienti NSCLC e lo studio dell’effetto acuto
del fumo di sigaretta sul profilo dei VOCs, ha contribuito nel fornire utili indicazioni sul
significato e sull’origine di alcune delle sostanze considerate. In particolare ¢ stato
confermato il risultato ottenuto dall’analisi fattoriale e cio¢ I’origine endogena a carico
dei processi di stress ossidativo di alcuni idrocarburi alifatici, e quella esogena legata
all’abitudine al fumo degli idrocarburi aromatici. Questi esperimenti hanno infatti
dimostrato come gli idrocarburi aromatici, presenti in grandi quantita nel fumo di
sigaretta, tendano ad accumularsi a livello del tessuto tumorale, dando cosi un razionale
alle piu alte concentrazioni misurate nei pazienti affetti da neoplasia polmonare.

Infine, nella logica della ricerca di ulteriori indicatori di danno polmonare, la
determinazione delle aldeidi nell’aria espirata ha confermato 1’importanza delle
informazioni fornite dai composti derivanti dalla perossidazione lipidica a carico dei
PUFAs delle membrane cellulari.

Infatti le concentrazioni delle aldeidi lineari e di quelle insature si sono confermate

significativamente piu alti nei pazienti NSCLC rispetto ai controlli.
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I risultati incoraggianti ottenuti, suggeriscono la selezione di un numero piu limitato e
mirato di sostanze, con lo scopo di migliorare i i valori di sensibilita e di specificita del
metodo.

Il presente lavoro di ricerca ha dimostrato come i composti volatili nell’aria espirata
possano ricoprire un ruolo importante nella moderna diagnostica, costituendo un test
veloce e non invasivo in grado di implementare le informazioni ottenute con le piu
avanzate tecniche di imaging.

Questo affascinante obiettivo richiede necessariamente un ampliamento della casistica,
ma soprattutto la necessita di studiarne la trasferibilita sui grandi numeri, per poter
testare la reale potenzialita dell’aria espirata nella diagnosi precoce del tumore al

polmone.
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8 APPENDICE

Durante il periodo del dottorato di ricerca in Scienze della Prevenzione mi sono
occupata principalmente sullo studio della frazione volatile dell’aria espirata con lo
scopo di identificare e quantificare molecole di interesse quali importanti indicatori di

stress ossidativo collegati alla neoplasia polmonare.

Tale attivita di ricerca ¢ niziata nell’ambito del progetto della Ricerca Finalizzata 2003
“Strategie ed indicatori innovativi per la valutazione delle interazioni gene-ambiente nei
tumori polmonari professionali”. Gli incoraggianti dati preliminari qui presentati hanno
permesso di contribuire all’assegnazione del Programma di Ricerca Regione-Universita

2007-2009 “Early molecular diagnosis of lung cancer”.

Dr’altra parte, durante gli anni del dottorato di ricerca, la mia attivita mi ha portato ad
affrontare la problematica di “Scienze delle Prevenzione” in altre tematiche, grazie
soprattutto alla strumentazione a mia disposizione (gascromatografia accoppiata alla

spettrometria di massa).

In particolare, una cospicua parte del lavoro ¢ stata svolta all’interno del progetto
europeo “Toxic threats to the developing nervous system: in vivo and in vitro studies on
the effects of misture of neurotoxic substances potentially contaminanting food”
(acronimo: DEVNERTOX 506143). Lo scopo del progetto ¢ stato quello di mettere a
punto modelli in vitro e in vivo per lo studio della neurotossicita di miscele di sostanze
tossiche normalmente presenti in matrici ambientali. In particolare ho sviluppato ed
applicato metodi per la determinazione di selezionati policlorobifenili (PCBs) in diverse
matrici biologiche e in linee cellulari con lo scopo di valutare le cinetiche di
eliminazione degli xenobiotici sia in vivo che in vitro. Ho infine contribuito allo studio
dell’effetto di co-esposizione dei PCBs con Metilmecurio su sistemi cellulari

dopaminergici.

Ho collaborando inoltre al progetto di ricerca finanziata dal MIUR: “A mechanistic
research approach to in vitro methods for toxocoty testing” prot. 2004051890-002 con
lo scopo iniziale di caratterizzare la citotossicita dell’estratto di fumo di sigaretta (EFS)
in relazione alla composizione della sua fase gassosa (VOCs). In particolare, ho studiato

la citotossicita dell’estratto di fumo di sigaretta (EFS) e la relativa bio-disponibilita

76



delle diverse sostanze selezionate in linee cellulari rappresentative dell’epitelio

polmonare umano.

Nell’ambito della problematica di esposizione occupazionale e ambientale, mi sono
occupata della determinazione di sostanze clorurate in campioni biologici di soggetti
esposti sia negli ambienti di vita che di lavoro. Tale approccio metodologico ¢ stato poi
applicato in una situazione di emergenza causata dalla contaminazione dell’acqua di
rete in un sistema di dialisi.

riguardanti la speciazione del Cromo nell’aria esalata di lavoratori professionalmente
esposti e la determinazione di idrocarburi aromatici quali BTEX in matrici biologiche di

taxisti professionalmente esposti al traffico autoveicolare.

Infine la mia attivita di ricerca ¢ stata rivolta alla determinazione del protossido di azoto
in diverse matrici biologiche autoptiche e in aria in un caso fatale di sostituzione della
linea dell’ossigeno con quella dell’anestetico in un reparto di terapia intensiava. Il
lavoro ha avuto come scopo la dimostrazione della reale asfissia dei pazienti a carico
del protossido di azoto, dimostrando come tale gas in concentrazioni particolarmente
elevate sia in grado di permanere nei tessuti anche diversi giorni dopo il
decesso.risultati scientifici di ricerca sono stati pubblicati su riviste nazionali ed

internazionali mentre altri sono in corso di stesura.
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Figura 1. Numero di morti/anno per tumore in Italia (dati ISTAT, 2005).
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Figura 2. Carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC): sopravvivenza a 5

anni.
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Figura 3. Stadi del carcinoma polmonare secondo Mountain.
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Figura 4. Simulazione effettuata considerando 500 casi/anno di soggetti che mostrano

noduli solitari non calcifici alla CT a cui applicare il test del DNA circolante seguito

dalla PET. Schemi simili possono essere ottenuti applicando prima della PET anche

alter tecniche non invasive come ad esempio I’analisi dell’aria espirata.
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Figura 5. Pathway dello stress ossidativo a carico delle specie reattive dell’ossigeno

(ROS).
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Figura 6. I soggetti eseguono un unico atto respiratorio in un tubo di Teflon® (Bio-

VOC ® (a), dove rimangono raccolti gli ultimi 150 ml dell’aria espirata che rappresenta

I’aria alveolare. I VOCs sono estratti inserendo direttamente nel contenitore (b) la fibra

75 um Carboxen/PDMS SPME.




Figura 7. Classificazione dei casi con 1’analisi logistica multinomiale. **casi

classificati correttamente. Nella totalita, 1’82.5% dei soggetti sono classificati in modo

corretto.
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Figura 8. Distribuzioni delle concentrazione dei singoli VOCs nell’espirato di controlli,

pazienti NSCLC a diverso Stadio. TO e T1 si riferiscono ai NSCLC Stadio IA e IB

valutati rispettivamente prima e 3 anni dopo I’intervento chirurgico.
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Figura 9. Distribuzioni delle concentrazioni e le relative mediane dei VOCs nell’aria
esalata dei pazienti NSCLC Stadio IA e IB coinvolti nel primo studio e in quelli relativi
al secondo reclutamento (Studio di conferma dei dati). I livelli dei VOCs nei due gruppi
sono stati quindi confrontati con il test non parametrico di Mann-Whitney per campioni

indipendenti.
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Figura 10. Distribuzioni dei dati e le relative significativita dello studio longitudinale

dei pazienti NSCLC Stadio IA e IB. Sono riportati solo i VOCs per i quali ¢ stata

evidenziata una variazione significativa. TO= prima dell’operazione chirurgica, T1=3

anni dopo 1’operazione chirurgica
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Figura 11. Distribuzione degli idrocarburi aromatici nel tessuto polmonare tumorale e

peri-tumorale di pazienti NSCLC Stadio IA e IB.
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Figura 12. Effetto acuto del fumo di sigaretta sul profilo quantititavo dei VOCs
selezionati misurati nell’espirato prima (pre) e dopo (a diversi intervalli di tempo:

POST, 15 min, 30 min e 60 min) il consumo di una sigaretta.
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Figura 13. Aspetto radiologico di un polmone di un soggetto sano e di uno affetto da

antracosi
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Figura 14. Reazione di derivatizzazione delle aldeidi con PFHBA. Ogni aldeidi viene

trasformata in due basi di Shiff una cis ed una trans. L’analisi di ogni singola aldeide in

GC/MS produrra due picchi cromatografici.
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Figura 15. Distribuzione delle concentrazioni delle aldeidi nell’aria espirata dei
controlli e dei pazienti NSCLC Stadio IA e IB prima dell’intervento chirurgico e le
corrispondenti differenze significative. (Test non parametrico di Mann-Whitney per

campioni indipendenti).
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Figura 16. Potere classificatorio del propanale e del butanale nei confronti dei controlli

e dei pazienti NSCLC (Stadio IA e IB), calcolato con la regressione logistica e I’analisi

del discriminante.
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WHO 1982 IASLC 1988 WHO 1999

Displasia/Carcinoma in situ Lesioni preinvasive (displasia, ca. in situ)

Carcinoma a cellule squamose Carcinoma a cellule squamose e varianti (papillare,
a cellule chiare, a piccole cellule, basaliode)

Carcinoma a piccole cellule: Carcinoma a piccole cellule: Carcinoma a piccole cellule:

a cellule di avena puro a piccole cellule a piccole cellule

a cellule intermedie misto a piccole cellule/ a cellule giganti

combinato (con elementi squamosi e combinato (con elementi squamosi e ghiandolari) Carcinoma combinato (con elementi squamosi e

ghiandolari) ghiandolari)

\/Adenocarcinoma: /Adenocarcinoma

/Adenocarcinoma acinoso IAdenocarcinoma acinoso

/Adenocarcinoma papillare Adenocarcinoma papillare

Carcinoma bronchiolo-alveolare Carcinoma bronchiolo-alveolare

Carcinoma solido con mucina Carcinoma solido con mucina

Adenocarcinoma misto
'Varianti di adenocarcinoma: fetale, mucinoso, ad
anello, a cellule chiare

Carcinoma anaplastico a larghe cellule: Carcinoma anaplastico a larghe cellule:

Carcinoma a cellule giganti Carcinoma a cellule giganti

Carcinoma a cellule chiare \VVarianti: neuroendocrino, basaliode, a cellule chiare,
linfoepitelioma-simile

Carcinoma adenosquamoso Carcinoma adenosquamoso

Altri Altri

Tabella 1. Classificazione Istologica dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (WHO, 1982), con le modifiche proposte dalla International
Association for the Study of Lung Cancer (IASLC, 1988), e la nuova classificazione dell'WHO, la cui pubblicazione ¢ prevista per la fine del
1999




carcinoma occulto TX NO MO
stadio 0 Tis NO MO
stadio 1° T1 NO MO
stadio 1B T2 NO MO
stadio 2° T1 N1 MO
stadio 2B T2 N1 MO
T3 NO MO

T1 N2 MO

stadio 3° T2 N2 MO
T3 N1 MO

T3 N2 MO

stadio 3B qualsiasi T N3 MO
T4 qualsiasi N MO

stadio 4 qualsiasi T qualsiasi N M1

Tabella 2. Stadi del carcinoma polmonare.




Metodo Sensibilita Specificita
VOCs (Poli et al. 2005) 72.2% 93.6%
VOCs (Philips et al. 2003) 85.9% 82.6%
Naso elettronico (Machado et al. 71.4% 91.9%
2005)

PET (Pastorino et al. 2003) 81.8% 90.0%
DNA circolante (Sozzi et al. 88.0% 86.0%
2003)

Tabella 3. Valori di sensibilita e specificita di tecniche diagnostiche a bassa invasivita o

non invasive per la diagnosi del tumore al polmone.




Metabolita

Provenienza

Acetone

Metabolismo dei corpi chetonici

Isoprene

Metabolismo del colesterolo

Metiletilchetone

Metabolismo dei lipidi

Ammoniaca

Deamminazione degli aa

Acidi grassi volatili

Metabolismo dei lipidi

CO Degradazione dell’eme
Dimetil-ammina Colina
Dimetil-solfuro Metionina

Etantiolo Metionina

Tabella 4. Esempio di alcune sostanze determinabili nell’aria espirata e loro probabile

provenienza metabolica.




NSCLC BPCO | CONTROLLI | FUMATORI

SOGGETTI (N°) 36 23 49 35
ETA’ (mediana, anni) 67.2 70.2 55.7 54.1
SESSO (maschi/femmine) 28/8 16/7 27122 30/5

ABITUDINE AL FUMO
(F/EX/N)

2/28/6 1/19/3 0/0/49 34/0/0

Tabella 5: Caratteristiche demografiche dei gruppi investigati. Lista delle
abbreviazioni: F= attualmente fumatori, Ex= ex fumatori, N= non fumatori. NSCLC=
soggetti con tumore non a piccole cellule, BPCO= broncopatia cronica ostruttiva.




Tabella 6. Livelli di VOCs misurati nell’aria espirata di controlli asintomatici (fumatori e non), soggetti NSCLC e BPCO. Le concentrazioni sono

espresse come mediane (25 —75 percentile).

Controlli (10 M)

NSCLC (10* M)

BPCO (10" M)

Fumatori (10" M)

Pentano 268.0 647.5 477.7 511.4
(107.7 - 462.7) (361.3-1112.5) (261.5 — 1547.4) (241.3-1128.3)
Isoprene 3789 6041 1758 7243
(1399 — 6589) (3130 — 8863) (453 — 4981) (1361 — 16968)
2-metilpentano 27.7 139.5 44.7 109.8
(3.4 -50.3) (65.7 — 298.8) (21.7 - 63.8) (62.8 —173.5)
Benzene 44.7 94.5 73.3 269.2
(27.7 - 68.6) (62.2-132.2) (51.8 - 95.4) (84.6 — 745.1)
Eptano 8.4 13.5 47.3 98.0
(5.0 - 15.3) (1.5 -34.0) (13.9 - 98.0) (40.3-161.7)
Toluene 80.8 158.8 158.5 453.5
(58.9 — 140.0) (118.7 — 237.5) (103.5 — 269.7) (169.6 — 745.7)
Ottano 20.2 61.0 52.5 335
(4.0 -50.8) (22.4 - 112.9) (31.9 - 147.2) (19.7 - 57.8)
Etilbenzene 13.6 24.0 51.1 39.7
(10.8 - 15.1) (13.6 - 32.6) (26.9 - 132.7) (21.7-74.1)
Stirene 12.3 17.9 87.6 7.2
(5.3-21.8) (8.5-137.2) (56.0 — 148.8) (2.8 — 41.6)
Xileni totali 31.1 68.9 94.8 85.8
(21.1 - 56.4) (43.6 — 108.4) (49.7 - 131.9) (60.1 - 185.2)
Trimetilbenzene 6.2 14.9 18.5 18.9
(4.7-11.0) (9.3-22.1) (10.4 - 25.4) (11.9 — 44.9)
Pentametileptano 0.9 2.5 2.0 5.8
(0.1-2.6) (1.2-9.7) (1.2-7.6) (1.2 - 16.5)
Decano 208.7 568.0 737.3 239.2
(14.3 — 405.5) (277.9 - 1321.6) (524.6 — 1177.6) (60.0 — 884.0)




NSCLC |BPCO Smokers |[NSCLC |NSCLC |BPCO

VS. VS. VS. VS. VS. VS.

Controlli |Controlli {Controlli |[BPCO |Fumatori | Fumatori
Isoprene n.s. n.s. n.s. p<0.05 |ns. p<0.01
2-metilpentano | p<0.001 |p<0.05 p<0.001 |p<0.001 |n.s. p<0.05
Pentano p<0.001 |p<0.05 p<0.05 n.s. n.s. n.s.
Benzene p<0.001 |n.s. p<0.001 |n.s. p<0.001 |p<0.05
Eptano n.s. p<0.01 p<0.001 |n.s. p<0.001 |ns.
Toluene p<0.001 |n.s. p<0.001 |n.s. p<0.001 |p<0.01
Ottano p<0.001 |p<0.01 n.s. n.s. n.s. n.s.
Etilbenzene p<0.01 p<0.001 |p<0.001 |p<0.05 |n.s. n.s.
Stirene n.s. p<0.001 |n.s. p<0.001 ([n.s. p<0.001
Xileni totali p<0.001 p<0.001 p<0.001 |ns. n.s. n.s.
Trimetilbenzene |p<0.01 p<0.001 p<0.001 |ns. n.s. n.s.
Pentametileptano | p<0.001 [n.s. p<0.001 |n.s. n.s. n.s.
Decano p<0.001 |P<0.01 n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabella 7. Differenza statistica relativa fra i gruppi




Controlli NSCLC BPCO Fumatori

(MR) (MR) (MR) (MR)
Isoprene 1.8 4,2 3,1 3,3
2-Metilpentano *25.5 40,7 11,8 48,8
Benzene 1.2 5,9 1,9 4,7
Eptano 1.2 2,6 2,0 7,4
Toluene *7.0 11,3 39,5 81,9
Ottano 1.5 2,9 2,9 8,2
Etilbenzene 1.4 4,2 3,6 2,3
Stirene 0.7 1,6 3,4 2,6
Xileni totali 1.6 2,3 11,2 0,9
Trimetilbenzene 0.8 18 2,4 2,2
Pentametileptano 1.2 2,8 3,5 3,6
Decano 0.7 2.0 1,6 4,4
Isoprene 0.6 1,7 2,2 0,7

Tabella 8. Rapporto tra le mediane (MR) dei livelli dei VOCs misurati nell’esalato e
nell’ambiente. 1 valori di MR sono stati calcolati dall’equazione: MR = mediana dei
VOCs nell’esalato/ mediana dei VOCs nel’ambiente.

*p<0.05 valore di significativita tra i controlli e I’lambiente calcolati con il test di Mann-
Whitney.



Fattori

Table 9. Analisi fattoriale

Gruppi 2
Isoprene 1
2-metilpentano 1
Pentano 1
Etilbenzene 2
Trimetilbenzene 2
Toluene 2
Benzene 2
Eptano 2
Decano 3
Stirene 3
Ottano 3
Pentametileptano 3




NSCLC

(10-12M) Controlli NSCLC Stadio IAe IB Stadio non
(TO) operabile
Isoprene 3789 6041 4248
(1399 — 6589) (3130 - 8863) (971.6 — 8031.0)
2-metilpentano 21.7 139.5 161.9
(3.4-50.3) (65.7 — 298.8) (91.95 - 2079.0)
Pentano 268.0 647.5 486.3
(107.7 - 462.7) (361.3-1112.5) (323.1-1038.0)
 Etilbenzene | 136 | 240 | 328
(10.8 - 15.1) (13.6 — 32.6) (23.5-85.2)
Xileni totali 31.3 68.9 75.9
(21.1 - 56.4) (43.6 — 108.4) (53.9-218.0)
Trimetilbenzene 6.2 14.9 18.0
(4.7-11.0) (9.3-22.1) (8.3-43.5)
Toluene 80.8 158.8 319.9
(58.9 — 140.0) (118.7 — 237.5) (144.3 — 484.0)
Benzene 44.7 94.5 196.2
(27.7 - 68.6) (62.2-132.2) (131.4 - 406.6)
Eptano 8.4 135 37.4
(5.0-15.3) (1.5-34.0) (6.1-74.9)
'Esano | 261 | 85 | 456
(17.1-33.7) (28.7 - 84.9) (32.5-182.3)
Stirene 12.3 17.9 13.8
(5.3-21.8) (8.5-37.2) (5.3-26.8)
Ottano 20.2 61.0 19.3
(4.0 -50.8) (22.4-112.9) (10.3- 34.3)
Pentametileptano 0.9 2.5 4.4
(0.1-2.6) (1.2-9.7) (2.3-7.3)

Tabella 10. Concentrazioni dei VOCs nei controlli e nei pazienti NSCLC allo Stadio IA

e IB e allo Stadio non operabile. | valori sono espressi intermini di mediane (25°-75°).

L’aumento della gradazione di colore e concorde con un aumento delle concentrazioni

misurate.




To T: T2
Pentano 647.5 529.5 1569.0
(388.5-1013) (329.6-960.0) (497.9-3214)
Isoprene* 6121 4125 678.9
(4069-9031) (2415-7407) (359.8-1111.0)
2-metilpentano 139.5 123.5 87.9
(68.8-291.6) (81.1-227.6) (35.5-278.9)
Benzene 95.7 99.6 46.0
(62.9-132.2) (60.0-119.2) (34.6-76.0)
Eptano 151 18.7 10.8
(0.9-34.6) (9.5-39.5) (6.1-105.5)
Toluene 161.9 160.3 297
(118.7-232.5) (119.0-232.7) (202.6-297.0)
Ottano 65.7 49.7 44.3
(45.8-131.4) (28.5-102.5) (32.6-60.4)
Etilbenzene 24.0 19.7 46.4
(14.8-28.0) (15.7-34.5) (38.6-90.9)
Stirene 22.1 18.0 21.3
(11.5-38.1) (12.1-43.1) (11.8-26.4)
Xileni totali 69.0 67.8 56.2
(45.8-105.6) (51.2-129.4) (38.9-80.4)
Trimetilbenzene 15.2 13.2 15.3
(10.1-22.3) (10.2-22.5) (11.7-22.3)
Pentametileptano 2.6 2.5 8.8
(1.7-10.0) (1.1-8.8) (2.2-15.2)
Esano 38.5 59.5 90.0
(28.7-84.9) (46.6-77.5) (53.0-270.5)

Table 11. Confronto dei livelli di VOCs tra Ty (prima dell’intervento chirurgico) e dopo

I’intervento chirurgico: T1 (dopo 1 mese) e T2 (dopo 3 anni).

Il colore piu scuro evidenzia le sostanze che risultano aumentate al tempo T3, mentre

quelle in grigio le sostanze per le quali e stato evidenziato un calo nelle concentrazioni.

Per le altre sostanze non si

longitudinale.* p<0.05.

@ vista alcuna variazione dei livelli nello studio




PREvs | PREvs : PREvs : PREvs | POST vs :POST vs: POST vs

POST | 15 min 30 min 60 min | 15 min 30 min 60 min
pentano p<0.05 |n.s n.s n.s p<0.05 p<0.05 p<0.05
metilpentano p<0.01 |ns ' n.s i n.s p<0.05 p<0.05 p<0.05
Isoprene p<0.05 | ns n.s n.s n.s n.s n.s
Benzene p<0.01 | p<0.05 p<0.05 n.s n.s n.s p<0.05
Toluene p<0.01 | p<0.05 p<0.05 p<0.05 :ns n.s n.s
etilbenzene p<0.05 |ns p<0.05 n.s n.s n.s n.s
Xileni p<0.01 |ns n.s n.s n.s n.s n.s

Trimetilbenzene

Stirene

Tabella 12. Differenza statistica relativa fra le concentrazioni dei VOCs misurate

nell’aria esalata prima (PRE) e dopo (POST, 15, 30 e 60 min) il consumo di una

sigaretta.




Controlli TO T1 (4 mesi) TOvs T1 (p)
Propanale 17.8 49.7 70.9 P<0.05
(15.2-34.9) (40.4-67.0) (55.4-93.2)
Butanale 8.6 20.2 22.4 n.s.
(6.6-10.4) (14.8-26.7) (4.0-34.3)
Pentanale 5.3 12.9 15.7 P<0.01
(3.9-6.6) (10.5-17.0) (13.5-30.5)
Esanale 9.4 30.0 30.3 P<0.05
(7.1-13.1) (18.0-39.2) (25.2-57.7)
Eptanale 4.1 10.6 9.0 n.s.
(2.3-5.9) (8.3-15.9) (6.1-18.6)
Ottonale 8.4 22.7 12.1 n.s.
(3.9-12.0) (16.3-30.4) (7.6-19.9)
Nonanale 125 40.5 22.5 n.s.
(7.3-24.6) (29.9-64.9) (5.6-38.2)
trans-2-esenale 55 8.4 4.2 n.s.
(3.4-9.3) (5.7-14.6) (2.9-18.2)
trans-2-eptenale 6.1 10.4 7.9 n.S.
(4.2-8.1) (8.2-14.7) (5.1-10.9)
trans-2- 2.0 10.2 5.4 n.s.
nonenale (1.3-4.6) (8.0-14.6) (4.3-16.5)

Tabella 13. Concentrazioni delle aldeidi nei controlli e nei pazienti NSCLC allo Stadio

IA e IB prima (TO) e 4 mesi dopo (T1) I’intervento chirurgico. | valori sono espressi in

termini di mediane (25°-75°). La gradazione di colore & concorde con un aumento di

concentrazione. Nell’ultima colonna sono riportati i confronti statistici fra i valori TO e
T1 dei pazienti NSCLC.
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Abstract

Background: Non-invasive diagnostic strategies aimed at identifying biomarkers of lung cancer
are of great interest for early cancer detection. The aim of this study was to set up a new method
for identifying and quantifying volatile organic compounds (VOC:s) in exhaled air of patients with
non-small cells lung cancer (NSCLC), by comparing the levels with those obtained from healthy
smokers and non-smokers, and patients with chronic obstructive pulmonary disease. The VOC
collection and analyses were repeated three weeks after the NSCLC patients underwent lung
surgery.

Methods: The subjects' breath was collected in a Teflon® bulb that traps the last portion of single
slow vital capacity. The 13 VOCs selected for this study were concentrated using a solid phase
microextraction technique and subsequently analysed by means of gas cromatography/mass
spectrometry.

Results: The levels of the selected VOCs ranged from 10-'2M for styrene to 10-° M for isoprene.
None of VOCs alone discriminated the study groups, and so it was not possible to identify one
single chemical compound as a specific lung cancer biomarker. However, multinomial logistic
regression analysis showed that VOC profile can correctly classify about 80 % of cases. Only
isoprene and decane levels significantly decreased after surgery.

Conclusion: As the combination of the |3 VOCs allowed the correct classification of the cases
into groups, together with conventional diagnostic approaches, VOC analysis could be used as a
complementary test for the early diagnosis of lung cancer. Its possible use in the follow-up of
operated patients cannot be recommended on the basis of the results of our short-term nested
study.
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Background

Breath analysis seems to be a promising approach to iden-
tify new biomarkers of inflammatory and oxidative lung
processes, and different volatile organic compounds
(VOCGs) of endogenous or exogenous origin have been
analyzed to study lung diseases [1] and characterize envi-
ronmental and occupational exposure to chemical pollut-
ants [2].

During the 1970s, Pauling et al.[3] determined more than
200 components in human breath, some of which have
subsequently been associated with different pathological
conditions on the basis of their effect and/or their meta-
bolic origin.

In 1985, Gordon et al. identified several alkanes and mon-
omethylated alkanes in the exhaled air of lung cancer
patients [4], an observation that aroused interest because
of the possible use of exhaled biomarkers for early detec-
tion of the disease. Classical screening procedures, such as
chest radiography and sputum cytology, have not
decreased the number of deaths due to lung cancer [5],
but promising results have recently been obtained using
novel imaging techniques such as low-dose helicoidal
computed tomography [6], although cost effectiveness
and possible over-diagnosis seem to be serious issues.
There is therefore a considerable need for non-invasive
diagnostic procedures aimed at identifying lung cancer at
an early stage and adding specificity to imaging
techniques.

In 1999, Phillips et al. [7] selected 22 VOCs - mainly
alkanes and benzene derivatives - to distinguish subjects
with and without lung cancer, and have recently modified
the VOC pattern subject to statistical analysis by reducing
them to nine [8]. Selected alkanes and methylated alkanes
have proved to be highly discriminating in distinguishing
lung cancer patients from healthy controls, but breath
analyses can be affected by both clinical and analytical
confounding variables [9]. The published studies have
included mixed groups of patients with primary small or
non-small cell lung cancer (NSCLC) and lung metastases,
and did not compare VOC levels in lung cancer patients
with those in asymptomatic smokers or subjects suffering
from chronic obstructive pulmonary disease (COPD),
both of which may precede or be associated with the
development of lung cancer and which may characterise
the people undergoing screening procedures [10,11]. Fur-
thermore, there are no data supporting the usefulness of
VOC analysis in the follow-up of patients after tumour
resection. Finally, only a qualitative approach has been
used to identify selected VOCs, without any attempt to
quantify the individual components. Actual breath con-
centrations could increase the statistical power of compar-

http://respiratory-research.com/content/6/1/71

isons aimed at identifying differences between groups and
between repeated measurements in the same individuals.

The aim of this study was to set up a new method for iden-
tifying and quantifying selected VOCs in exhaled air, and
apply it to a cross-sectional study of NSCLC and COPD
patients, and healthy control smokers and non-smokers,
and a short-term follow-up study of patients undergoing
surgery for NSCLC.

Methods

Study design

The design of the present study included a cross-sectional
investigation during which 13 selected VOCs were meas-
ured in air exhaled by NSCLC and COPD patients, and
asymptomatic control smokers and non-smokers. A sub-
sequent nested short-term follow-up study of the NSCLC
patients was carried out with repeat VOC sampling and
analysis about three weeks (range 2 - 4) after they had
undergone tumor resection (T;).

Subjects

We enrolled 36 patients who underwent tumor resection
because of histological evidence of NSCLC at the Univer-
sity of Parma's Department of Thoracic Surgery. The
assessments of tumour size and nodes were based on the
International Union Against Cancer TNM staging system
[12], and all of the patients were classified as having stage
Ia, Ib and Ila lung cancer. None of the patients received
radiation or chemotherapy before surgery.

The study also included 25 subjects with clinically stable,
mild to moderate COPD, all of whom were diagnosed on
the basis of the GOLD guidelines [13]. In brief, the entry
criteria, consisted of a post-bronchodilator FEV, of <80%
the predicted value, an FEV,/FVC ratio of <70%, [3,-ago-
nist-reversibility at baseline FEV, of <200 ml and/or 15%,
and the absence of clinical asthma or other significant res-
piratory diseases. None of them had experienced any
worsening in symptoms over the previous eight weeks.

The asymptomatic controls were 35 smokers and 50 non-
smokers. The smokers had to have normal spirometry val-
ues (FEV, and FEV,/FVC) and not be suffering from
chronic bronchitis; the non-smokers had to have no pul-
monary symptoms or a history of pulmonary disease, and
normal lung spirometry results. The smokers did not
smoke for at least one hour before breath collection.

Twenty-six of the NSCLC patients agreed to repeat the
breath collection during a follow-up visit 15-30 days after
surgery; the other 10 were excluded from the nested fol-
low-up study because their clinical condition had signifi-
cantly worsened.
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Table I: Demographic characteristics of studied groups.
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NSCLC COPD Controls Smokers
Subjects (n°) 36 25 50 35
Age (median, years) 67.2 70.2 55.7 54.1
Sex (male/female) 28/8 18/7 27/23 30/5
Current smokers 2 | 0 35
Ex smokers 28 21 0 0
Ever smokers 6 3 50 0
*Pack-years 20 20 n.a. 25+26
FEVI (% predicted) 69.8+ 15.2 61.7+13.4 105.6 £ 9.1 101.8 £ 10.2

The ex-smokers subjects had stopped smoking for at least one year. * Pack-years (mean * SD) among current smokers. NSCLC = non-small cell
lung cancer; COPD = chronic obstructive pulmonary disease; n.a. = not applicable.

Table 1 shows the characteristics of the study subjects, all
of whom gave their informed consent.

Breath collection

After carrying out a series of experiments in order to estab-
lish a reliable sampling procedure, we modified the
breath sampling procedure recommended by the manu-
facturer of a commercially available device (Bio-VOC®
sampler, Markes International Ltd, Rhondda Cynon Taff,
UK) (Figure 1). Briefly, after 60 minutes' rest, the subjects
were asked to perform a single slow vital capacity breath
into a one-way valve connected to a Teflon®-bulb, which
traps the last portion of exhaled air (150 ml).

Twenty environmental samples were taken from the
rooms in which the subjects performed the test in order to
compare breath and ambient air VOC levels.

VOC extraction and analysis

After breath collection, 1 pL of n-heptane-d,, and styrene-
dg methanolic solution (1.5 x 10-> M) was added to each
sample as internal standard (IS) for respectively aliphatic
and aromatic compounds. The exhaled VOCs and IS were
extracted by means of SPME using a 75 um Carboxen/
PDMS fibre (Supelco, Bellefonte, PA, USA), which was put
into the Bio-VOC?® breath sampler for 30 min at room
temperature and then thermally desorbed in GC injection
port at 280°C. The GC/MS analysis was carried out using
a Hewlett-Packard HP 6890 gas chromatograph coupled
with an HP 5973 mass selective detector (Palo Alto, CA,
USA). The VOCs were separated on an Equity™-1 column
(30 m, 0.25 mm i.d., 1.0 um film, Supelco) and acquired
in full-scan mode in 40-350 m/z range.

Thirteen VOCs (seven aliphatic and six aromatic com-
pounds) were selected, each of which was identified by
means of its mass spectrum and confirmed by comparing
its retention time with that of pure standard and charac-

teristic fragment ions; only the substances that did not
interfere with co-eluting compounds were chosen.

The preliminary experiments addressed methodological
issues, defined standard operating procedures, and vali-
dated analytical methods of VOC collection and analysis.
The factors affect the SPME process, such as adsorption
and desorption times and sampling temperature, were
optimized. The extraction time profile at room tempera-
ture (22°C) was 30 min and not markedly different
among the compounds. The SPME fibre was immediately
transferred to the GC-injector port in order to avoid the
loss of the extracted substances and avoid analyte evapo-
ration [14]. No carry-over effects were observed when des-
orption was performed at 280°C for 5 min.

The method was validated by studying the linear range,
and the limits of detection and precision. Linearity was
established over four orders of magnitude (1012-108 M,
r2>0.98) and the limits of detection, calculated as a signal/
noise ratio of about 3, was about 10-12 M for all the com-
pounds. Analytical precision, calculated as % RSD, was
within 3.1-13.7% for all of the intra- and inter-day deter-
minations on standards. The gaseous standards were
directly prepared in the Bio-VOC®bulb filled with helium,
1 uL of VOC methanolic standard solution, 1 uL of IS (1.5
x 10-M), and 6 pL of deionised water. The standards were
stabilised at room temperature for almost one hour and
remained stable up to 60 hours.

Statistical analysis

As the benzene and toluene levels had a log-normal distri-
bution (the Kolmogorov-Smirnov normality test) para-
metric tests were used for the cross-sectional study (one-
way ANOVA followed by the Games Howell post-hoc
test). Non-parametric statistics (Kruskal-Wallis test fol-
lowed by Dunn's Post Hoc test) were used for the other
VOCs, whose distribution was not normal even after log-
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Figure |

Breath collection and YVOC extraction. The subjects performed a single slow vital capacity into a Teflon® bulb (Bio-VOC®
breath sampler) (a) which traps the last portion of exhaled air (150 mL); the VOCs were extracted by directly inserting a 75

mm Carboxen/PDMS SPME fiber (30 min) into the bulb (b).

transformation. The cases were classified by means of
multinomial logistic regression using group codes as the
dependent variable and all of the VOC concentrations
(except total xylenes because of their high correlation with
ethylbenzene: r>0.95) as predictors. Interpretable factors
based on VOC levels were obtained by means of principal
component analysis (Varimax rotation with Kaiser's nor-
malization) [15]. The Keiser Meyer Olkin (KMO) test was
used to test sample adequacy (considered acceptable if the
KMO constant was >0.60), and the number of factors was
chosen on the basis of the flex point of the graph of
decreasing eigenvalues; the percentage of variance
explained was also recorded.

In the case of the follow-up study, Student's t test for
repeated measures was applied to the benzene and tolu-
ene levels; Wilcoxon's test was used for all of the other
VOCs.

A p value of <0.05 was considered significant for all of the
statistical analyses. SPSS 13.0 (SPSS inc. Chicago, IL, USA)

and PRISM 3.0 (Graphpad, San Diego, CA) were used for
the statistical analyses.

Results

Tables 2 and 3 respectively summarise the VOC levels and
the statistical significances of the between-group differ-
ences. As all of the VOCs showed significant differences
between at least two group pairs, the overall p values of
the Kruskal-Wallis and ANOVA tests for individual VOCs
fell between 7.5 x 10-13 (for Ethylbenzene) to 1.6 x 10-3
(isoprene). For these highly significant differences, adjust-
ments for multiple testing calculated using Holm's test
(less conservative than Bonferroni's test [16]) did not
affect the results. The levels of 10 of the 13 substances
were significantly higher in the NSCLC patients than in
control non-smokers; the levels of 9 were higher in the
COPD patients and control smokers than in control non-
smokers.

The NSCLC patients had significantly higher 2-methyl-
pentane and isoprene levels and significantly lower
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Table 2: Exhaled VOC levels in studied groups

http://respiratory-research.com/content/6/1/71

Controls (10-'2M)

NSCLC (10-'2M)

COPD (10-2M) Smokers (1012 M)

Isoprene 3789 (1399 — 6589)
2-Methylpentane 27.7 (3.4 - 50.3)
Pentane 268.0 (107.7 — 462.7)
Ethylbenzene 13.6 (10.8 - 15.1)
Xylenes total 311 (21.1 - 56.4)
Trimethylbenzene 6.2 (47-11.0)

6041 (3130 — 8863)
139.5 (65.7 — 298.8)
647.5 (361.3 — 1112.5)
24.0 (13.6 - 32.6)
68.9 (43.6 — 108.4)
14.9 (9.3 -22.1)

1758 (453 — 4981)
447 (21.7 - 63.8)
477.7 (261.5 — 1547.4)
51.1 (269 - 132.7)
94.8 (49.7 — 131.9)
18.5 (10.4 — 25.4)

7243 (1361 — 16968)
109.8 (62.8 — 173.5)
501.4(241.3-1128.3)
39.7 (21.7 - 74.1)
85.8 (60.1 — 185.2)
18.9 (11.9 — 44.9)

Toluene 80.8 (58.9 — 140.0) 158.8 (118.7 —237.5) 158.5 (103.5 - 269.7) 453.5 (169.6 — 745.7)
Benzene 44.7 (27.7 - 68.6) 94.5 (62.2 - 132.2) 73.3 (51.8-95.4) 269.2 (84.6 — 745.1)
Heptane 84 (5.0-153) 13.5 (1.5 -34.0) 47.3 (13.9 - 98.0) 98.0 (40.3 - 161.7)
Decane 208.7 (14.3 —405.5) 568.0 (277.9 — 1321.6) 737.3 (524.6 - 1177.6) 239.2 (60.0 — 884.0)
Styrene 12.3 (5.3-21.8) 17.9 (85-37.2) 87.6 (56.0 — 148.8) 7.2 (2.8-41.6)
Octane 20.2 (4.0 — 50.8) 61.0(224-112.9) 525 (31.9-147.2) 33.5(19.7-57.8)
Pentamethylheptane 0.9 (0.1 —2.6) 25(1.2-9.7) 2.0 (1.2-7.6) 58 (1.2-16.5)
Concentrations expressed as median values(25th -75th percentile).
Table 3: Statistical differences between groups.
NSCLC vs. COPD vs. Smokers vs. NSCLC vs. NSCLC vs. COPD vs.
Controls Controls Controls COPD Smokers Smokers
Isoprene n.s. n.s. ns. p <0.05 n.s. P <0.01
2-Methylpentane  p < 0.001 p <0.05 p <0.001 p <0.001 ns. P <0.05
Pentane p <0.001 p <0.05 p <0.05 n.s. n.s. n.s.
Ethylbenzene p <0.0l p <0.001 p <0.001 p <0.05 ns. n.s.
Xylenes total p <0.001 p <0.001 p <0.001 ns. n.s. n.s.
Trimethylbenzene p <0.0l p <0.001 p <0.001 n.s. n.s. n.s.
Toluene p <0.001 n.s. p <0.001 n.s. p <0.001 P <0.0l
Benzene p <0.001 n.s. p <0.001 ns. p <0.001 P <0.05
Heptane n.s. p <0.0l p <0.001 ns. p <0.001 n.s.
Decane p <0.001 p <0.0l n.s. n.s. n.s. n.s.
Styrene n.s. p <0.001 n.s. p <0.001 n.s. P <0.001
Octane p <0.001 p <0.0l n.s. ns. ns. n.s.
Pentamethylhepta p <0.001 n.s. p <0.001 n.s. n.s. n.s.
ne

The significance of the multiple comparisons inside the individual univariate tests. ANOVA followed by Games Howell Post Hoc test for benzene
and toluene, Kruskal-Wallis test followed by Dunn's Post Hoc test for all the other VOCs were performed.

ethylbenzene and styrene levels than the COPD patients,
and significantly lower benzene, heptane and toluene lev-
els than the control smokers. In comparison with the con-
trol smokers, the COPD patients had lower 2-
methylpentane, benzene and toluene levels, and higher
styrene levels.

Exhaled breath of non-smoking controls had higher levels
of isoprene and heptane than the environmental air,
whereas NSCLC and COPD patients and control smokers
showed higher levels of almost all substances (data not
shown).

Principal component analysis (table 4), with a KMO con-
stant of 0.83, distinguished three factors with eigenvalues

>1, of which the third was the flex point of the graph of
decreasing eigenvalues. The first grouped benzene, hep-
tane, toluene, ethylbenzene, trimethylbenzene with an
explained variance of 27.5% (total xylenes were excluded
because of their high correlation with ethylbenzene:
r>0.95); the second grouped octane, styrene, pentameth-
ylheptane and decane with an explained variance of 20%,
and the third grouped pentane, isoprene and methylpen-
tane with an explained variance of 19%. The total
explained variance of the model was therefore 66.5%.

In order to test the discriminant power of the exhaled
VOC pattern, a multinomial logistic regression was made
using the coding group as the output variable and the con-
centration of all of the VOCs except total xylenes as pre-
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Table 4: Principal Components analysis of variables.

Factors
Group | 2 3

Isoprene | 0.797
2-Methylpentane | 0.562
Pentane | 0.531
Ethylbenzene 2 0.851
Trimethylbenzene 2 0.794

Toluene 2 0.773

Benzene 2 0.728

Heptane 2 0.629

Decane 3 0.878

Styrene 3 0.704

Octane 3 0.643
Pentamethylheptane 3 0.592

dictors: concentrations were used because they are direct
measures with an intrinsic experimental error and there-
fore more appropriate than the ratio between exhaled
breath and air VOC concentration, a function derived
from two different experimental measures by means of
mathematical manipulations. Figure 2 shows the correct
classification of cases into four groups as the Cox and
Snell pseudo R-square of the model was 0.83 (goodness-
of-fit test). In general, 82.5% of subjects were correctly
classified: a maximum of 87.8% for control non-smokers
and a minimum of 72.2% for the NSCLC patients. Analy-
sis of residuals did not reveal any particular cases with an
undue influence on the model or the overall classifica-
tion. On the basis of these results, the overall sensitivity
(calculated as NSCLC true positive/ true positive + false
negative) was 72.2% and overall specificity (calculated as
NSCLC true negative/ true negative + false positive) was
93.6%.

In the follow-up study of the NSCLC patients, only iso-
prene and decane significantly decreased after surgery (p <
0.05, table 5).

Discussion

Non-invasive diagnostic strategies aimed at identifying
biomarkers of early lung cancer probably require the use
of a panel rather than single substances [17]. The main
finding of our study was that none of selected VOCs alone
distinguished the NSCLC patients from the other study
groups (i.e. non of them was a specific biomarker of
NSCLC), but overall VOC concentrations were highly dis-
criminant (>70%). Owing to the limited sensitivity and
specificity of VOC analysis, a NSCLC diagnosis only based
only VOC concentrations in exhaled breath cannot be rec-

http://respiratory-research.com/content/6/1/71

ommended at this stage. We did not calculate positive and
negative predictive values, as they are highly dependent
on the prevalence of the condition being examined in the
population at hands. Owing to the low prevalence of
NSCLC even in selected groups at high risk, the positive
predicted value of exhaled VOCs is expected to be low,
and should probably be used to rule out, rather than to
confirm NSCLC in subjects with suspect nodules.

Moreover, exhaled breath analysis is a particularly inter-
esting strategy but is still hampered by the lack of a stand-
ardised breath collection system and putative exhaled
biomarkers.

Our simple method of breath collection has a number of
advantages: i) it samples a fixed volume of air and dis-
cards anatomic dead space air; ii) its fixed resistance
allows a reasonably constant expiratory flow; iii) it has no
carry-over effects and permits the addition of internal
standards to the breath samples, which improves data
reproducibility; and iv) it is a well-tolerated, suitable for
screening purpose, and also applicable to difficult clinical
and psychological conditions such as those observed in
NSCLC patients.

Further studies are needed to evaluate the VOC levels
obtained from repeated expirations or tidal breathing, but
the collection procedures require respiratory devices
equipped with instruments that control ventilatory pat-
tern [18], and this may limit their widespread application.

We selected 13 VOCs from the chromatographic profile of
exhaled breath on the basis of the detectability of the peak
and their biological significance, ten of which have been
previously used for discriminant lung cancer analysis by
Phillips et al. [7]; the other three were markers of oxidative
stress such as pentane with its methylated form (2-meth-
ylpentane), and toluene, which is closely related to ciga-
rette smoke.

The fact that we identified fewer VOCs than Phillips et al.
[7] may have been partially due to differences in our
breath sampling procedures: rather than concentrating
the breath sample in a sorbent trap [19], we collected
breath VOCs from a single expiration and extracted them
using SPME fibre. The SPME technique may be less sensi-
tive, but has the advantages of not requiring sample prep-
aration or any specific equipment for GC analysis [20];
furthermore, it allowed us to measure most of the sub-
stances of interest proposed in the literature. Another rea-
son for the difference in VOC identification may be the
different clinical characteristics of lung cancer patients: we
enrolled early-stage NSCLC patients because they may
benefit more from early detection strategies.
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There were no significant differences between the level of
most of the VOCs in the exhaled air of the control non-
smokers and those in the ambient air, which suggests that
ambient levels may influence the VOCs exhaled by
healthy non-smokers (data not shown). However, the
VOC levels in diseased patients were not explainable
solely by ambient VOC concentrations during breath col-
lection, because the samples of all of the study subjects
were collected in the same place. The NSCLC and COPD
patients and the control smokers had generally higher lev-
els of all of the exhaled VOCs than the control non-smok-
ers (except for isoprene in the COPD group), which
reflects differences in exhaled air composition due to
pathological conditions or smoking rather than environ-
mental contamination.

Various approaches have been adopted in an attempt to
distinguish endogenous substances from exogenous con-
taminants, such as correcting exhaled VOC concentrations
by subtracting inspiratory VOC levels or by calculating
alveolar gradients [7]. However, although these methods
are easy to perform, they do not take into account the
complexity of pulmonary adsorption and exhalation of
volatile substances [2].

Although the exact origin of exhaled VOCs remains to be
demonstrated, principal components analysis (PCA) fac-
torised the compounds into three groups (table 4) and
suggests some fascinating hypoteses. It may be particu-
larly relevant in distinguishing substances of endogenous
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Table 5: VOCs levels at T (before surgery) and T, (after surgery).

http://respiratory-research.com/content/6/1/71

T,

To
Isoprene 6121 (4069-9031)
2-Methylpentane 139.5 (68.8-291.6)
Pentane 647.5 (388.5-1013)
Ethylbenzene 24.0 (14.8-28.0)

Xylenes total
Trimethylbenzene

69.0 (45.8-105.6)
15.2 (10.1-22.3)

Toluene 161.9 (118.7-232.5)
Benzene 95.7 (62.9-132.2)
Heptane 15.1 (0.9-34.6)
Decane 625.0 (322.6-1392)
Styrene 22.1 (11.5-38.1)
Octane 65.7 (45.8-131.4)
Pentamethylheptane 2.6 (1.7-10.0)

#4125 (2415-7407)
123.5 (81.1-227.6)
529.5 (329.6-960.0)
19.7 (15.7-34.5)

67.8 (51.2-129.4)

13.2 (10.2-22.5)

160.3 (119.0-232.7)
99.6 (60.0-119.2)

18.7 (9.5-39.5)

#443.0 (197.0-920.7)
18.0 (12.1-43.1)

49.7 (28.5-102.5)

2.5 (1.1-8.8)

* means a statistically significant difference (p < 0.05). The data are expressed as median (25t -75th percentile).

origin from those influenced by confounding factors
mainly related to tobacco smoke.

Isoprene, pentane and 2-methylpentane are grouped
together (group 1, factor 3). These substances can be con-
sidered mainly endogenous compounds even though
pentane and its methylated forms are also present in vehi-
cle engine exhausts [21] and isoprene is also a constituent
of tobacco smoke [22]. In humans, isoprene is formed
from acetilCoA and is the basic molecule in cholesterol
biosynthesis [23], and pentane comes from human lipid
peroxidation [24]. The grouping of these with 2-methyl-
pentane is in line with the results of a previous study that
considered methylated alkanes as a secondary product of
human oxidative stress [25], although the exact source of
methylated alkanes is still debated [26].

Of the group 1 substances, 2-methylpentane levels were
higher in NSCLC patients than in the control non-smok-
ers and COPD patients, which suggests its potential use-
fulness in screening procedures (probably in combination
with other relevant biomarkers). In line with previous
observations [27], pentane levels were higher in the
exhaled air of the patients with NCSLC and COPD and
asymptomatic smokers than in the control non-smokers,
but did not differentiate the first three groups from each
other.

Also in line with previously published studies [27,28],
isoprene levels were significantly higher in the breath than
in the environmental samples (data not shown), and
higher in the NSCLC patients and control smokers than in
the COPD patients. The between-group differences are
difficult to interpret, but are probably related to the mod-
erate effect of cigarette smoke on isoprene levels, and par-

tially to the lung destruction (emphysema) often affecting
COPD patients. In this regard, although no studies have
compared breath isoprene levels in NSCLC and COPD
patients, lower levels have been observed in the exhaled
breath of patients with acute respiratory distress syn-
drome (ARDS) in comparison with those without ARDS
[29].

The substances belonging to group 2 (factor 1) could be
classified mainly as smoking-related exogenous com-
pounds because their levels were higher in the control
smokers than control non-smokers. Ethylbenzene may be
of particular interest because of its ability to distinguish
NSCLC and COPD patients, and control non-smokers.

The substances belonging to group 3 (factor 2) are heter-
ogeneous and it is therefore more difficult to interpret the
between-group differences in the levels of the individual
substances.

The results of the VOC analysis of our nested short-term
follow-up study of surgically treated NSCLC patients
showed that only isoprene and decane levels significantly
decreased after surgery (Table 5), thus indicating that
breath VOC analysis cannot be recommended as a short-
term follow-up procedure in such patients.

Conclusion

Although none of the individual exhaled VOC alone was
specific for lung cancer, a combination of 13 VOCs does
allow the classification of cases into groups. Exhaled VOC
analysis may therefore be useful in improving the specifi-
city and sensitivity of conventional diagnostic approaches
to lung cancer. However, these findings will require vali-
dation in larger clinical studies.
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List of abbreviation used

COPD = Chronic Obstructive Pulmonary Disease; GC/MS
= Gas Chromatography/Mass Spectrometry; IS = internal
standard; NSCLC = Non-Small Cells Lung Cancer; PCA =
Principal Components Analysis; SPME = Solid Phase
Microextraction; VOC = Volatile Organic Compound; tri-
methylbenzene = 1,2,4- trimethylbenzene; pentamethyl-
heptane = 2,2,4,6,6-pentamethylheptane.
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