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Riassunto

L’apparato respiratorio rappresenta il bersaglio di numerose sostanze tossiche
aerodisperse che rivestono un ruolo chiave nella patogenesi della maggior parte delle
patologie polmonari e pleuriche, sia benigne che maligne. Nonostante per alcune di esse
siano noti specifici fattori di rischio, le sole attivita di prevenzione primaria non sono
sufficienti a limitarne la diffusione. Si rende quindi necessario attuare adeguate misure di
prevenzione secondaria per la diagnosi di malattie potenzialmente curabili allo stadio
iniziale, in modo da aumentare l'efficacia dei trattamenti terapeutici e le possibilita di
guarigione.

Un approccio non invasivo per lo studio dei meccanismi fisiopatologici alla base delle
patologie polmonari e pleuriche potrebbe essere effettuato anche con nuove metodiche
(es. naso elettronico), al fine di identificare e validare nuovi biomarcatori per un piu
specifico approccio diagnostico.

Il lavoro scientifico ha riguardato inizialmente lidentificazione di un indicatore o di un
gruppo di indicatori dotati di potere diagnostico sufficientemente elevato per poter
discriminare precocemente, nellambito di soggetti con pregressa esposizone ad asbesto,
patologie benigne, sia polmonari che pleuriche, da patologie maligne.

Successivamente ['attenzione €& stata rivolta alla diagnosi precoce di patologie
neoplastiche a carico del solo parenchima polmonare, valutando il potere discriminante di
un pattern di composti organici volatili (VOCs, tra cui pentano, 2-metilpentano, esano,
etilbenzene, eptanale e trans-2-nonenale) raccolti con metodiche non invasive e dotati di
potere diagnostico tale da discriminare patologie benigne da patologie maligne
potenzialmente curabili in soggetti ad alto rischio di sviluppare cancro del polmone.

Infine abbiamo tentato di ottimizzare i parametri di impostazione e raccolta di un nuovo

strumento: il naso elettronico.



Su di esso esistono alcuni lavori in letteratura in cui ne vengono descritte le potenzialita in
ambito diagnostico per il riconoscimento di specifici pattern suggestivi di patologie
polmonari, sia flogistiche (TBC, BPCO) che neoplastiche (mesotelioma, NSCLC).
Purtroppo nessuno di questi lavori definisce le condizioni ottimali di utilizzo, i limiti dello
strumento e le interferenze di fattori ambientali e soggettivi riguardo al segnale elaborato.
Il lavoro si & concentrato soprattutto sullindagine delle condizioni ottimali di utilizzo e
sull’eventuale condizionamento del segnale da parte di determinate variabili ambientali

(es. umidita) o individuali (es. fumo, cibo, alcol).

Parole chiave: patologie polmonari e pleuriche, aria esalata, biomarcatori, diagnosi

precoce.



Abstract

The respiratory tract is the target for many airborne substances which have a key role in
the pathogenesis of benign and malignant lung and pleural diseases.

Although some specific risk factors are known, primary prevention may not be able to limit
their spread. Therefore, it is necessary to apply secondary prevention’s strategies for early
diagnosis, in order to improve the feasibility of treatments and recovery.

A noninvasive approach to assess the pathophysiological mechanisms underlying lung
and pleural diseases can also be done with new diagnostic techniques (eg. electronic
nose), which may be used to identify and validate new biomarkers.

My scientific steps initially focused on the identification of a single biomarker or a group of
biomarkers with a diagnostic power to distinguish benign and malignant diseases, in a
group of people former exposed to asbestos.

The next aim was the early diagnosis of malignant diseases of the lung: we analized the
diagnostic power of a pattern of VOCs collected with non-invasive methods (pentane, 2-
methyl-pentane, hexane, ethylbenzene, heptanal and trans-2-nonenal), with a diagnostic
discriminant power to distinguish benign from malignant diseases in a group of people at
high risk to develop lung cancer.

At the same time we also tried to develop a new method to collect biological materials in
order to analyze these biomarkes in low-cost matrices, such as exhaled air; in particular
we tried to optimize the setting and collecting parametres of a new device: the electronic
nose.

There are some papers in literature which describe its potentialities in recognizing specific
patterns suggestive of lung disease, both inflammatory (TB, COPD) and neoplastic
(mesothelioma, NSCLC). Unfortunately none of these works defines the optimal conditions
of use, the limits of the device, and the interferences of environmental or human factors on

the processed signal. Our work was aimed to study the optimal condition of use and the



possible signal interference of environmental (eg humidity) or human (smoke, food,

alcohol) variables.

Keywords: lung and pleural diseases, exhaled air, biomarkers, early diagnosis.
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1. INTRODUZIONE
1.1PATOLOGIA NEOPLASTICA POLMONARE MALIGNA
1.1.1 Epidemiologia
Per patologia neoplastica del polmone si intende una categoria diagnostica che
comprende l'insieme delle neoplasie maligne originatesi dai tessuti epiteliali (carcinomi)
che compongono i bronchi e il parenchima polmonare. Oltre il 95% delle neoplasie
polmonari maligne e rappresentato dal carcinoma del polmone, mentre sarcomi e linfomi
(che originano nel contesto delle strutture polmonari) costituiscono meno del 5% delle
neoplasie polmonari.
Esiste una distinzione fondamentale tra neoplasie primitive, che originano dalle strutture
polmonari propriamente dette, e neoplasie secondarie, che sono rappresentate da
metastasi di tumori maligni derivanti da altri organi (es. prostata, mammella, fegato e
rene).
Il carcinoma del polmone rappresenta la neoplasia maligna con il maggior tasso di
incidenza e mortalita nel mondo: dati recenti indicano che vi siano circa 1.35 milioni di
nuovi casi nel mondo e 1.18 milioni di morti, con la massima frequenza negli Stati Uniti
d’America ed in Europa; le misure di prevenzione verso il fumo di tabacco hanno portato
progressivamente ad una costante diminuzione del tasso di mortalita nei soggetti di sesso
maschile, mentre nelle donne e stato osservato un andamento opposto [1]. Il carcinoma
del polmone risulta essere meno frequente nei Paesi in via di sviluppo, nonostante sia
stato documentato un notevole incremento di incidenza in Paesi come Cina ed India, nei
guali verosimilmente é subentrata una maggior abitudine al consumo di sigarette [2, 3].
L’incidenza del carcinoma polmonare aumenta allaumentare delleta, la fascia
maggiormente colpita risulta essere quella compresa tra i 50 e i 70 anni [4] e la mortalita
resta ancora alta, con una sopravvivenza a 5 anni invariata negli ultimi 20 anni, ed

assestata attorno al 10-15% [1].


https://it.wikipedia.org/wiki/Neoplasia
https://it.wikipedia.org/wiki/Tessuto_(biologia)
https://it.wikipedia.org/wiki/Epitelio
https://it.wikipedia.org/wiki/Carcinoma
https://it.wikipedia.org/wiki/Bronchi
https://it.wikipedia.org/wiki/Polmone

In Italia nel 2004 sono morte 32840 persone per cancro polmonare: esso rappresenta la

prima causa di morte per cancro nelluomo e la seconda nella donna.

1.1.2 Fattori di rischio

Come nel caso delle altre patologie neoplastiche, il cancro del polmone presenta una
eziopatogenesi multifattoriale. 1l fumo di sigaretta € considerato il principale agente
eziologico: secondo alcuni autori esso sarebbe responsabile di circa il 90% dei tumori
polmonari maligni nei Paesi sviluppati [5]. Secondo uno studio Americano il fumo di
sigaretta sarebbe responsabile dell'87% dei casi di cancro polmonare, con un’incidenza
che aumenta considerevolmente in caso di esposizioni prima dei 25 anni di eta [6, 7]. |l
rischio percentuale di sviluppare cancro del polmone aumenta con 'aumentare del tempo
di esposizione, il numero di sigarette fumate e l'intensita di inalazione del fumo [8]. In
particolare a parita di esposizione (quantificabile in pacchi-anno) al di sotto di 15-20
sigarette/die il rischio risente maggiormente dellintensita rispetto alla durata
dell’'esposizione, mentre al di sopra di 20 sigarette/die si osserva un andamento opposto
[8]. Il rischio di insorgenza di cancro sembra inoltre ridursi gradualmente negli ex fumatori
rispetto ai non fumatori, in relazione al tempo trascorso dalla sospensione dell’abitudine,
senza mai uguagliare pero quello dei non fumatori [9].

Il fumo di sigaretta € un aerosol formato da una fase vapore e da una fase particolata,
costituita da particelle di circa 2.5 um di diametro, nella quale sono contenuti circa 60
cancerogeni certi, inclusi radioisotopi provenienti dal decadimento del radon, benzopirene,
alcune nitrosamine, elementi metallici [10]. Anche I'esposizione passiva a fumo di
sigaretta rappresenta un fattore di rischio per linsorgenza di cancro al polmone: in
presenza di tale esposizione il rischio sembra aumentare del 15-20% [11].

L’esposizione a fumo di tabacco é stata classificata come cancerogena di gruppo | per

'uomo [12]. Sebbene il fumo rappresenti la principale causa di cancro al polmone, soltanto



una porzione di fumatori sviluppera nel corso della vita la malattia [13] e circa il 25% di tutti
i tumori polmonari insorgono in non fumatori [14].

Tra gli altri fattori di rischio correlati al tumore polmonare sono stati descritte anche le
esposizioni professionali ad agenti cancerogeni, sia chimici che fisici. L’esposizione
professionale sarebbe responsabile di una percentuale di carcinomi al polmone variabile
tra '% e il 40%: tale variabilita potrebbe risentire di differenze temporali e geografiche
nonche della distribuzione delle attivitd che espongono a cancerogeni, che puo variare tra
le varie Nazioni ma anche allinterno dello stesso Paese [15]. | principali agenti
cancerogeni professionali sono rappresentati da idrocarburi aromatici policiclici, metalli
(cromo, nichel, cadmio, berillio, arsenico), asbesto, radon e fumo passivo [16].

Anche l'inquinamento atmosferico € considerato un fattore causale per lo sviluppo di
cancro polmonare e sarebbe responsabile del 5-7% dei tumori [17].

Secondo alcuni studi anche alcuni virus sarebbero in grado di intervenire nello sviluppo di
cancro polmonare: la loro capacita oncogena e stata ampiamente dimostrata nel modello
animale [18, 19] e recenti evidenze suggeriscono il ruolo potenziale di papillomavirus,
poliomavirus, simian virus 40, virus BK e citomegalovirus nella patogenesi della suddetta
malattia [20, 21].

Oltre ai fattori ambientali, anche i fattori genetici sono implicati nell’eziopatogenesi del
carcinoma polmonare: la presenza di anomalie ereditarie a carico della proteina tumorale
p53 (come la Sindrome di Li-Fraumeni) e della proteina del retinoblastoma (Rb)
predispongono alla malattia [22]. Diversi studi hanno inoltre mostrato che la diversa
suscettibilita individuale allinsorgenza di cancro al polmone potrebbe essere almeno in
parte spiegata dal polimorfismo genetico degli enzimi della biotrasformazione [23, 24], dei
sistemi di riparazione del DNA [25, 26] e di altre proteine (fattori di controllo del ciclo

cellulare, recettori, fattori di crescita).



Anche soggetti affetti da enfisema o broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO), che in
parte testimoniano I'esposizione massiva a fumo di sigaretta, hanno maggiore probabilita
di sviluppo di cancro del polmone [27, 28], come pure una pregressa infezione tubercolare
pare rappresenti un rischio per lo sviluppo di carcinoma, evento che prende il nome di
carcinoma su cicatrice (che descrive I'innesco del processo neoplastico nel sito in cui &
avvenuto il processo tubercolare) [29].

Si & osservato inoltre un incremento nel rischio d’insorgenza di carcinoma polmonare,
indipendentemente dal fumo, in chi presenta una familiarita positiva per tale neoplasia [30,
31].

1.1.3 Patogenesi

La cancerogenesi polmonare € un processo multifasico derivante dallaccumulo di
alterazioni genetiche che innescano un insieme di modificazioni in geni critici che
contribuiscono all’iniziazione/insorgenza, sviluppo e progressione del cancro [32-34]. Negli
ultimi anni sono state identificate e caratterizzate alterazioni genetiche ed anomalie
molecolari frequentemente associate al cancro del polmone tra cui mutazioni a carico di
specifici oncogeni quali Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog (kRAS), e geni
oncosoppressori come p53, aberrazioni cromosomiche come delezioni di 3p e 9p e
anomalie epigenetiche in grado di alterare la struttura del DNA e di essere trasmesse
attraverso la replicazione cellulare come [lipermetilazione del DNA, che causa
l'inattivazione di numerosi geni (es. fragile histidine triad protein [FHIT], glutathione S-
transferase pi gene [GSTP1], O°alkylguanine DNA alkyltransferase [MGMT]),
I'acetilazione e la metilazione degli istoni [35-37].

Le suddette alterazioni determinano I'acquisizione di alcune caratteristiche peculiari delle
cellule neoplastiche quali autosufficienza nei segnali di crescita, insensibilita ai segnali

antiproliferativi, evasione della morte cellulare programmata, potenziale replicativo



illimitato,  attivita angiogenetica, invasivita e metastatizzazione, perdita del
differenziamento [38].

Un ruolo fondamentale nel processo di cancerogenesi sembra essere svolto dallo stress
ossidativo che, causando l'ossidazione di macromolecole quali DNA, lipidi e proteine, ne
altererebbe struttura e funzioni. Il fumo di sigaretta, come gli altri cancerogeni ambientali
ed occupazionali citati precedentemente, sembra in grado di esplicare il suo potere
cancerogeno attraverso un incremento della formazione di specie reattive derivate
dallossigeno (ROS): i danni causati al DNA, se non riparati, possono condurre ad
alterazioni della trascrizione genica, errori di replicazione ed instabilita genomica [39, 40].
Allo stesso modo il danno ossidativo a carico degli acidi grassi polinsaturi che
compongono le membrane cellulari potrebbe generare reazioni durante le quali si possono
formare composti intermedi altamente instabili in grado di interagire con il DNA [41, 42].

| ROS sono in grado di attivare fattori di trascrizione e I'attivazione di specifiche vie di
trasduzione del segnale come Mitogen-activated protein kinases (MAP chinasi)/activator
protein 1 (AP-1) e nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB),
che regolano a loro volta la trascrizione di geni coinvolti nella proliferazione e
differenziazione cellulare, nell’apoptosi e nella neoangiogenesi [43-46].

Le cellule tumorali presentano inoltre un incrementato stress ossidativo, con conseguente
aumento della produzione di ROS, dovuto alla stimolazione oncogenica, allaumentata
attivita metabolica e ad alterazioni mitocondriali, tutti processi in grado di favorire la
progressione neoplastica [45, 47].

Anche la flogosi cronica, caratteristica di alcune patologie polmonari quali la BPCO,
sembra contribuire allinsorgenza dello stress ossidativo, fenomeno che spiegherebbe il
legame tra alcune patologie e 'aumentato rischio di insorgenza del cancro polmonare [48-
50]. L’inflammazione cronica sembra condurre alla formazione di un microambiente

caratterizzato dal’aumentata presenza di cellule flogistiche, iperproduzione di ROS/specie
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reattive derivate dall’azoto (RNS), presenza di numerosi fattori di crescita, citochine e
chemochine in grado di causare modificazioni epigenetiche, stimoli proliferativi e
neoangiogenesi [50-53].

1.1.4 Classificazione

La maggioranza dei tumori polmonari maligni origina dalle cellule dell’epitelio bronchiale
ed e quindi rappresentata per il 90-95% da carcinomi, mentre solo per il 5% e costituita da
carcinoidi bronchiali e il 2-5% da tumori mesenchimali o derivati dal tessuto linfatico [54].
L’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) suddivide le neoplasie epiteliali in 4
principali tipi istologici:

- carcinoma squamocellulare o epidermoidale, che insorge generalmente nei bronchi
di grosso calibro interessando prevalentemente le regioni ilari;

- adenocarcinoma, che origina dalle cellule mucipare dell’epitelio dei bronchi di
calibro inferiore ed ha uno sviluppo prevalentemente periferico;

- carcinoma a piccole cellule, a localizzazione prevalentemente centrale,
caratterizzato da alta aggressivita;

- carcinoma a grandi cellule, tumore indifferenziato la cui diagnosi avviene
generalmente per esclusione.

Ai fini terapeutici e prognostici si ritiene piu opportuno distinguere le neoplasie polmonari
in 2 grandi gruppi:

- carcinoma polmonare a piccole cellule (Small Cell Lung Cancer, SCLC), che
rappresenta circa il 17% dei tumori polmonari; si tratta di un tumore aggressivo a
rapida crescita con diffusione metastatica precoce e, nonostante presenti alta
sensibilita ai trattamenti radio e chemioterapici, la sopravvivenza mediana risulta
compresa tra i 10 e i 16 mesi se il tumore si presenta in forma limitata, e tra i 6-12

mesi per le forme estese [55];


https://it.wikipedia.org/wiki/Carcinomi
https://it.wikipedia.org/wiki/Carcinoidi
https://it.wikipedia.org/wiki/Mesenchima

- carcinoma polmonare non a piccole cellule (Non Small Cell Lung Cancer, NSCLC),
che comprende i restanti 3 istotipi definiti sopra e rappresenta circa I'80% di tutti i
tumori polmonari; esso presenta i migliori risultati terapeutici e prognostici.

| restanti casi di neoplasie polmonari maligne possono essere distinti in:

- carcinoidi, originantesi da cellule del sistema neuroendocrino, che rappresentano
circa I'1% dei tumori polmonari;

- sarcomi, tumori derivanti dal tessuto connettivo, che rappresentano circa lo 0.1%
dei tumori polmonari;

- altri istotipi, tra cui i linfomi, che rappresentano meno del 2% dei tumori polmonari.

1.1.5 Diagnosi e stadiazione

La sintomatologia del cancro al polmone € piuttosto aspecifica e nella maggior parte dei
casi diviene manifesta soltanto negli stadi avanzati; di conseguenza la diagnosi é di solito
posta tardivamente o il tumore viene individuato in maniera occasionale.

Dal punto di vista anamnestico il paziente puo presentarsi con sintomi quali dispnea,
emoftoe, tosse cronica stizzosa, sibili, disfonia, dolore toracico, cachessia, disfagia e/o
ippocratismo digitale. La radiografia (RX) del torace € generalmente il primo esami che
viene eseguito per dare informazioni sulla presenza di una massa, sul coinvolgimento dei
linfonodi mediastinici e sulla presenza di versamento pleurico. Qualora le informazioni
provenienti dalla radiografia del torace non risultassero esaustive, si dovra procedere con
esami di secondo livello come la tomografia assiale computerizzata (TAC), che consente
una valutazione piu accurata delle lesioni di piccole dimensioni e di tutte le strutture
toraciche e mediastiniche. Il passo successivo e rappresentato dalla biopsia, che, nel caso
di lesione neoplastica confinata a livello periferico, si svolge attraverso una biopsia
percutanea TC guidata; viceversa, una lesione neoplastica centrale deve essere indagata

con una biopsia svolta in corso di broncoscopia.


https://it.wikipedia.org/wiki/Versamento_pleurico
https://it.wikipedia.org/wiki/Biopsia
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Un ruolo importante & svolto dall'analisi citologica dello sputo, soprattutto per le forme di
tumore centrale; questa analisi, unitamente ad altre procedure come I'RX del torace in
soggetti a rischio (forti fumatori sopra i 50 anni), puo avere un ruolo nella diagnosi precoce
di carcinoma del polmone [56].

Le informazioni diagnostiche cosi ottenute vengono integrate con quelle derivanti dalla
tomografia a emissione di positroni (PET), che consente di ottenere informazioni
morfologico-funzionali sull’attivitd metabolica della lesione, utile in particolare nello studio
del nodulo polmonare solitario e nella valutazione dell’eventuale interessamento
linfonodale secondario, toracico ed extratoracico [57].

Le forme di tumore polmonare vengono classificate utilizzando il sistema internazionale
TNM (Tumor Nodes Metastasis) adottato dal’American Joint Commitee on Cancer [58],
che considera I'estensione del tumore primitivo (parametro T), la localizzazione di linfonodi
coinvolti (N) e la presenza di metastasi a distanza (M), come riportato in Tabella I. La
combinazione dei suddetti parametri rappresenta i diversi stadi di malattia e permette la
distinzione in categorie che si differenziano per le diverse opzioni terapeutiche e la
prognosi (Tabella I1).

1.1.6 Terapia

| comuni trattamenti terapeutici del cancro del polmone comprendono chirurgia,
chemioterapia e radioterapia. La chirurgia toracica con accesso toracotomico rappresenta
il primo presidio terapeutico nei pazienti affetti da NSCLC confinato ad un polmone e
limitato allo stadio IlIA [59].

Le procedure chirurgiche comprendono la resezione atipica (rimozione del tessuto
neoplastico e di piccola parte del parenchima polmonare che lo circonda), la
segmentectomia (rimozione di una sezione di parenchima ventilato da un bronco
segmentale), la lobectomia, la bilobectomia e la pneumonectomia [59]. Nei pazienti con

riserva funzionale adeguata, la lobectomia costituisce l'opzione di scelta, in quanto
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minimizza la possibilita locale di recidiva, mentre nei pazienti che non hanno un'adeguata
riserva funzionale, la resezione atipica costituisce una valida alternativa [60].

La chirurgia toracica video assistita (Video-Assisted Thoracic Surgery, VATS), che
costituisce un approccio mini-invasivo, e le procedure di lobectomia condotte con questo
metodo possono presentare vantaggi nel piu rapido recupero post-operatorio, nella piu
breve degenza e nei diminuiti costi ospedalieri [61].

Il carcinoma polmonare a piccole cellule viene trattato primariamente con la chemioterapia
e la radioterapia, poiché la chirurgia non ha dimostrato influenzare la sopravvivenza.
Alcune ricerche hanno tuttavia dimostrato che pazienti con SCLC confinato e senza
coinvolgimento linfonodale risultino trarre giovamento, in termini di sopravvivenza,
dall'associazione di chirurgia e chemioterapia [62-64]. | farmaci comunemente usati sono |l
cisplatino e I'etoposide [65]; possono essere anche usate combinazioni con carboplatino,
gemcitabina, paclitaxel, vinorelbina, topotecano ed irinotecano [66, 67].

Nei casi di carcinoma polmonare a piccole cellule potenzialmente curabili, I'irradiazione del
torace e raccomandata in associazione alla chemioterapia [68].

La chemioterapia rappresenta anche il primario approccio terapeutico in caso di NSCLC
metastatico. La combinazione di regime dipende dal tipo di tumore: spesso i carcinomi non
a piccole cellule vengono trattati con cisplatino o carboplatino in combinazione con
gemcitabina, paclitaxel, docetaxel, etoposide o vinorelbina [69].

La radioterapia € spesso associata alla chemioterapia nei pazienti con carcinoma
polmonare non a piccole cellule che non possono essere sottoposti all'intervento
chirurgico. L'uso della radioterapia adiuvante per i NSCLC e ancora controverso, benché
diversi benefici siano stati documentati nei tumori con coinvolgimento dei linfonodi
mediastinici [70, 71].

Sia per i NSCLC che per i SCLC, i pazienti possono trarre giovamento per il controllo del

dolore e dei sintomi attraverso piccole dosi di radioterapia (radioterapia palliativa).
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| recenti miglioramenti nell'ottimizzazione e nella formazione dellimmagine radiografica
hanno condotto allo sviluppo di tecniche di radioterapia stereotassica per il trattamento di
carcinoma del polmone in fase iniziale. Questa metodica viene primariamente utilizzata in
quei soggetti che, presentando co-morbiditd, non possono essere candidati all'exeresi
chirurgica [72].

1.1.7 Prognosi

La prognosi si basa sul tipo istologico e sulla stadio del tumore. Il carcinoma polmonare a
piccole cellule ha una prognosi infausta, benché interventi di radioterapia e chemioterapia
mirata nella forma localmente delimitata siano in grado di aumentare la sopravvivenza a 5
anni fino al 5% [54]. Nelle forme di NSCLC la sopravvivenza dipende soprattutto dalla
classificazione, benché debba essere sempre considerata la presenza di patologie
concomitanti. La stadiazione clinica (cCTNM), ovvero basata sui reperti strumentali pre-
operatori come la TC, la PET e la videotoracoscopia, e la stadiazione patologica (pTNM),
basata sull'analisi anatomo-patologica e microscopica delle stazioni linfonodali e dei
frammenti prelevati in seguito all'intervento di chirurgia toracica, presentano talvolta
discrepanze a discapito della classificazione pre-operatoria [73].

La corretta stadiazione della malattia € quindi elemento imprescindibile per definire Il
trattamento terapeutico.

Ulteriori elementi prognosticamente sfavorevoli sono la presenza di sindromi
paraneoplastiche come la sindrome di Cushing, la sindrome da inappropriata secrezione
di vasopressina (antidiuretic hormone, ADH) e l'ipercalcemia. La comparsa di sindromi
mediastiniche come disfonia, disfagia, grave dispnea e sindrome della vena cava
superiore testimoniano la presenza di una malattia estesa, con rapida evoluzione verso
I'exitus [74]. La presenza di polmonite da ostruzione, atelettasia e versamento pleurico

sono condizioni che, oltre a condizionare la stadiazione e quindi la prognosi,
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rappresentano ulteriori condizioni di comorbidita che devono essere trattate con terapie
specifiche e mirate.
La sopravvivenza globale e rimasta pressoche invariata negli ultimi 20 anni, e si attesta

attorno al 10-15% a 5 anni (Tabella IlI).

1.1.8 Diagnosi precoce e screening del NSCLC

La diagnosi precoce di cancro del polmone, in particolare NSCLC, piu frequente e a
prognosi piu favorevole, appare un presupposto fondamentale per ottenere i migliori
risultati terapeutici e migliorare ulteriormente la sopravvivenza. L’identificazione di una
neoplasia ad uno stadio iniziale, quando ancora non ha causato sintomi e quando
l'intervento precoce sia in grado di modificare il corso naturale della malattia, rappresenta
I'obiettivo dello screening oncologico.

Grazie al continuo perfezionamento delle tecniche di imaging, negli ultimi anni si sta
manifestando un crescente interesse verso I'applicabilita dei programmi di screening al
cancro del polmone: la TC a basse dosi (LDTC) e una metodica piu sensibile rispetto alla
tradizionale RX, in grado di rilevare anche alterazioni di pochi millimetri con una dose
limitata di radiazioni, ma nonostante cid0 sembra non ci sia corrispondenza con la riduzione
delle diagnosi in stadio avanzato e la mortalita.

Tuttavia, prima di assumere pienamente I'applicabilita clinica della LDTC, alcuni autori
hanno preferito attendere la conclusione di uno studio randomizzato in corso alcuni anni fa
e conclusosi nel giugno 2011, il National Lung Cancer Screening Trial (NLST). Esso
confrontava due metodologie di diagnosi del cancro polmonare: TC spirale a basso
dosaggio (low-dose helical computed tomography) e RX standard. Lo studio ha mostrato
che i partecipanti sottoposti a TC spirale avevano una riduzione di mortalita per cancro
polmonare dal 15 al 20% in meno rispetto a quelli sottoposti a RX: cid equivaleva a circa 3
morti in meno ogni 1000 persone sottoposte a TC rispetto al gruppo di soggetti sottoposti

a RX in un periodo di osservazione di circa 7 anni (17.6 per 1000 vs. 20.7 per 1000,
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rispettivamente). L’adenocarcinoma e il carcinoma squamocellulare venivano diagnosticati
piu frequentemente nelle fasi iniziali rispetto al carcinoma a piccole cellule [75].

La valutazione dell’appropriatezza degli interventi di screening per il cancro polmonare e
stata oggetto di una revisione di recente pubblicazione[76]: uno degli aspetti
caratterizzanti questo documento consiste nel fatto che le evidenze sono state acquisite
filtrando sistematicamente la letteratura in base alla qualita dei singoli studi disponibili. In
tale documento veniva ribadita la validitd dello studio condotto dal National Cancer
Institute sopra citata [75]. Nel documento venivano inoltre affrontati tutti i temi collaterali
inerenti questo approccio diagnostico, in particolare la dosimetria cumulativa di Radiazioni
lonizzanti (RI) conseguente alla diagnostica per immagini seriata e la possibilita della
overdiagnosis, ossia la messa in evidenza di neoformazioni polmonari maligne che
potrebbero non assumere significato clinico per motivi quali la lenta crescita tumorale ed il
ruolo di patologie concomitanti o sopravvenute tali da poter comportare il decesso. In
sintesi I'opinione degli esperti depone per un’evidenza positiva nell’applicazione della
metodica, per la modesta rilevanza di rischio aggiuntivo da Rl e per la difficolta di definire
'esistenza o meno del fenomeno della overdiagnosis sulla base dei risultati ad oggi
disponibili.

Nonostante le conclusioni del Board americano, gli autori delle Linee Guida della Societa
Italiana di Medicina del Lavoro ed Igiene Industriale (SIMLII) per la Sorveglianza Sanitaria
degli Esposti ad Agenti Cancerogeni e Mutageni in Ambiente di Lavoro non hanno ritenuto
opportuno inserire la suddetta modalita di indagine nei protocolli ufficiali di sorveglianza
sanitaria, conferendole una valenza di forte raccomandazione [77].

Le metodiche di imaging attualmente in uso permettono di riscontrare lesioni anche di
piccole dimensioni, ma i criteri morfologici e/o funzionali non sono sempre sufficienti a
porre una diagnosi definitiva; cid comporta la necessita di ricorrere a procedure invasive

(broncoscopia, aspirato transtoracico, biopsia). Ulteriore problema e rappresentato dal
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riscontro di lesioni nodulari solitarie di piccole dimensioni (<1 cm), frequente reperto
occasionale alla TC, di non sicuro inquadramento nosologico e non facilmente tipizzabili
con la biopsia. La gestione di questi particolari casi & legata alla probabilita di malignita
intrinseca alla lesione stessa: se bassa e raccomandabile un follow-up clinico-radiologico
(con ripercussioni psicologiche per il paziente che vive nella costante preoccupazione di
un viraggio verso la malignita), mentre se alta prevale l'atteggiamento interventistico,
purtroppo sempre gravato da una percentuale non trascurabile di falsi positivi, morbilita e

mortalita [78-80].

1.2PATOLOGIA NEOPLASTICA PLEURICA

1.2.1 Epidemiologia

La patologia neoplastica della pleura pud essere primitiva 0 secondaria. Il coinvolgimento
metastatico secondario € molto piu frequente dei tumori primitivi; le neoplasie che
maggiormente diffondono alla pleura sono quelle polmonari e della mammella, e, in
secondo luogo, i carcinomi ovarici. Il tumore che nasce dalle cellule del mesotelio (strato
intermedio dei 3 foglietti tissutali embrionali) viene definito mesotelioma, e pud avere
origine in 4 zone del corpo: nel torace, nelladdome e, molto raramente, nella cavita che
circonda il cuore e nella membrana che riveste i testicoli. Il mesotelio € uno strato cellulare
a significato epiteliale che avvolge le grandi cavita sierose (cavita pleurica, peritoneale e
pericardica).

Il mesotelioma maligno &€ un tumore raro che colpisce piu frequentemente gli uomini, ma
sebbene non frequente, la sua importanza si € accresciuta negli ultimi anni a causa
del’laumento di incidenza verificatosi nei soggetti esposti all’asbesto. Nei cantieri navali
delle regioni costiere degli Stati Uniti e della Gran Bretagna e nelle miniere del Canada e
del Sud Africa piu del 90% dei mesoteliomi € correlato all’esposizione ad asbesto. Il rischio

di sviluppare un mesotelioma negli individui pesantemente esposti al minerale varia dal 7
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al 10%. Il periodo di latenza per lo sviluppo di un mesotelioma correlato all’asbesto &
variabile (25-45 anni).
In Italia esso rappresenta lo 0.4% di tutti i tumori diagnosticati nel’'uomo e lo 0.2% di quelli
diagnosticati nelle donne; cio equivale a dire che si verificano 3.4 casi di mesotelioma ogni
100.000 uomini e 1.1 ogni 100.000 donne [81].
L’etda media alla diagnosi & di 69.2 anni, senza differenze apprezzabili per genere (70.1
anni nelle donne e 68.8 negli uomini). Fino a 45 anni la malattia & rarissima (solo il 2.3%
del totale dei casi registrati in Italia) e la percentuale di casi con un’eta alla diagnosi
inferiore a 55 anni e pari al 9.4% del totale. Il 71.6 % dei casi &€ di genere maschile [81].
Dai dati piu recenti sembra che questo tumore nelle donne italiane sia in lieve ma costante
aumento [82].

1.2.2 Fattori di rischio
Il principale fattore di rischio per lo sviluppo di mesotelioma & I'esposizione ad asbesto, in
particolare alla crocidolite, appartenente al gruppo degli anfiboli, sia per le sue proprieta
geometriche (rigidita ed elevato diametro), sia per I'elevata biopersistenza nei tessuti, sia
per il suo contenuto in ferro, in grado di favorire la produzione di ROS: la maggior parte di
guesti tumori colpisce infatti individui che sono entrati in contatto con tale sostanza sul
posto di lavoro.
Non esiste una soglia oltre la quale si pud essere certi della pericolosita dell’amianto, in
teoria anche linalazione di basse dosi di fibre puo provocare il cancro, ma i rischi
aumentano con 'aumentare dell’esposizione, sia in termini di tempo, sia di quantita: essi
sono quindi molto elevati nelle persone che hanno lavorato in fabbriche per la produzione
o la lavorazione di oggetti contenenti amianto. Anche i familiari di questi lavoratori sono a
rischio, dal momento che le fibre di amianto si possono attaccare ai vestiti ed essere

trasportate dal posto di lavoro fino a casa.
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Altri fattori di rischio meno comuni per lo sviluppo di mesotelioma sono I'esposizione agli
zeoliti, in particolare I'erionite (minerali con caratteristiche chimiche simili a quelle
dellamianto), alle radiazioni rivolte verso torace e addome (in particolare la
chemioterapia), a cancerogeni chimici quali il diossido di torio (contenuto nel torotrasto,
usato come mezzo di contrasto nella diagnostica a raggi X fino agli anni 50) e le pleuriti
croniche [83-85].
In ultimo, solo di recente, si € ipotizzato che alcuni casi di mesotelioma potrebbero essere
il risultato di mutazioni genetiche a trasmissione familiare, e pertanto non correlati
all’esposizione ad asbesto, ma ad una ancora indefinita predisposizione genetica [86].
1.2.3 Patogenesi
La patogenicita delle fibre di asbesto per 'uomo & anzitutto dipendente dalle dimensioni,
che devono essere tali da permetterne non solo l'inalazione, ma anche la penetrazione
all'interno degli alveoli polmonari.
Il comportamento aerodinamico delle fibre condiziona la loro possibilita di raggiungere le
vie respiratorie piu periferiche e di depositarvisi: esso determina la loro “respirabilitda” o
“biodisponibilita” e di conseguenza, insieme alle loro caratteristiche chimiche, la
permanenza nel tessuto biologico (bioresistenza), rendendo difficile il tentativo di
inglobamento ed eliminazione da parte dei macrofagi interstiziali.
A seconda delle dimensioni, le fibre inalate possono andare incontro a diversi destini: se
sufficientemente piccole, esse possono superare gli alveoli polmonari e raggiungere i
linfonodi ilari per via linfatica; da questi, sempre attraverso il circolo linfatico, possono
raggiungere il grosso intestino o la pleura. Le fibre di dimensioni maggiori si fermeranno
agli alveoli e, proseguendo verso l'alto nella scala dimensionale, parallelamente si
arresteranno a livelli via via superiori nell’albero bronchiale e nelle prime vie respiratorie.
Alcuni anni fa Chiappino [87] ha sostenuto I'ipotesi che solo le fibre ultrafini, ossia le fibre

con diametro inferiore a 0.4 um, visibili soltanto in microscopia elettronica, siano in grado
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di attraversare la barriera polmone-pleura, costituendo percio il vero agente causale delle
patologie asbesto-correlate, in particolare del mesotelioma.

Altri autori hanno illustrato le possibili diverse vie metaboliche attraverso le quali 'asbesto
agirebbe come cancerogeno [88]. Lo schema proposto da questi autori presenta sei
possibili meccanismi:

- il primo implica che le fibre di asbesto penetrino nelle cellule bersaglio interagiscano con
il DNA provocando aberrazioni cromosomiche (mutazioni): a seconda della gravita e della
localizzazione della mutazione, alcune cellule non sopravvivono, altre cellule possono
sopravvivere e continuare a funzionare normalmente, altre ancora possono subire
un’espressione abnorme del DNA, che potrebbe costituire la tappa d’iniziazione nel
processo della cancerogenesi. Le fibre di asbesto interagiscono prontamente con le
proteine sia all’esterno sia all’'interno delle cellule;

- il secondo meccanismo dipende dalla capacita delle fibre di asbesto di interagire con
frammenti di DNA e di agire come veicolo per questi frammenti verso l'interno della cellula,
consentendo l'inserimento nel DNA del genoma;

- il terzo meccanismo consiste nel legame tra fibre di asbesto e tubulina, una proteina che
costituisce I'apparato del fuso necessario alla separazione dei cromosomi durante la
divisione cellulare. E’ ancora sconosciuto se le anormalita cromosomiche siano parte del
processo di induzione della cancerogenesi dovuta all’asbesto, oppure se esse possano
essere alterazioni secondarie non specifiche che evolvono nel corso della progressione
della crescita delle cellule maligne;

- il quarto meccanismo sarebbe legato alla capacita delle fibre di asbesto di trasferire
elettroni verso molecole cellulari dopo essere entrate nella cellula, oppure interagendo
sulla superficie di membrana; le molecole cellulari a loro volta interagirebbero col DNA

genomico provocando mutazioni;
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- il quinto meccanismo si identifica con I'attivita promozionale dell’asbesto, secondo cui
esso sarebbe in grado di legarsi a specifici siti di membrana e causare effetti epigenetici
che altererebbero I'accrescimento e le funzioni della cellula. Queste alterazioni cellulari
nell’espressione del DNA di una cellula gia iniziata (cellula trasformata) sarebbero in grado
di provocare la sua progressione verso una cellula cancerosa e, stimolando le specie
reattive dell’ossigeno, provocare una seconda mutazione (trasformazione) necessaria per
la formazione di una cellula cancerosa. La formazione di ROS e RNS potrebbe essere
catalizzata dalla presenza di ferro nelle fibre di asbesto o attraverso reazioni
supplementari sulla superficie della fibra stessa;
- il sesto meccanismo consiste infine in un processo inflammatorio indotto dall’asbesto, in
guanto le fibre stesse attraggono i macrofagi. Alcuni di questi macrofagi verrebbero
distrutti rilasciando ROS e frammenti di DNA, provocando la secrezione di fattori stimolanti
la crescita dei macrofagi con rigenerazione cellulare nei siti di deposito. La liberazione di
ROS puod indurre mutazioni nelle cellule vicine che si trovano in fase replicativa; i
frammenti di DNA derivati dai macrofagi distrutti possono legarsi alle fibre di asbesto,
venire trapiantati in cellule confinanti ed inseriti nel DNA genomico.

1.2.4 Classificazione
Il mesotelioma maligno & una lesione diffusa che coinvolge ampliamente gli spazi pleurici
e si associa, in genere, ad un cospicuo versamento e all'invasione diretta delle strutture
toraciche. Il polmone colpito viene permeato e circondato da uno spesso strato di tessuto
neoplastico, di consistenza piuttosto molle, aspetto gelatinoso e colore grigio-rossastro.
Esso insorge sempre dalla pleura parietale.
Al’'esame bioptico il mesotelioma pleurico pud presentarsi sotto diversi aspetti: flogosi
aspecifica, noduli (diametro <5 mm) o vegetazioni (diametro >5 mm), ispessimenti,

pachipleuriti e placche. Dal punto di vista istologico esso viene distinto in:
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- epiteliomorfo, forma piu comune (60-70% dei casi), costituito da cellule cuboidali o
cilindriche appiattite, che formano strutture papillari e tubulari simili a quelle di un
adenocarcinoma,;

- sarcomatoide (10-20% dei casi), che ricorda un sarcoma fusocellulare, in particolare il
fibrosarcoma;

- misto, che mostra aspetti sia di tipo epiteliale che sarcomatoide.

Talvolta risulta difficile differenziare un mesotelioma epiteliomorfo da un adenocarcinoma
polmonare; depongono a favore del primo i seguenti fattori [89]:

- positivita delle colorazioni per mucopolisaccaridi acidi, inibita da una precedente
digestione con ialuronidasi;

- negativita della colorazione immunoistochimica per I'antigene carcinoembrionario
(CEA) e per altri antigeni associati a glicoproteine epiteliali, markers generalmente
espressi per 'ADK;

- forte positivita per la presenza delle citocheratine, con rinforzo della colorazione in
sede perinucleare piu che alla periferia cellulare;

- presenza, alla microscopia elettronica, di microvilli ed abbondanti tonofilamenti, ma

assenza di ciglia o di corpi lamellari.

1.2.5 Diagnosi e stadiazione
La sintomatologia tipica di esordio € conseguenza del versamento pleurico, pertanto il
paziente avvertira dispnea e dolore toracico, ai quali si possono associare perdita di peso
e progressiva astenia. La contemporanea presenza di un versamento pleurico di difficile
diagnosi e di dolore al torace dovrebbe sempre fare ipotizzare un mesotelioma tra le
possibili diagnosi. Nelle fasi piu avanzate della malattia, la profonda invasione della parete
toracica determina la presenza di dispnea che si presenta anche a riposo.

Oltre ad anamnesi ed esame obiettivo, ci si avvale di strumenti quali RX o TC, analisi su

liquido pleurico e biopsia; la TC risulta piu sensibile rispetto alla RX standard nel valutare
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la presenza e l'estensione del tumore, nonché la valutazione dell'invasione a livello
mediastinico, parietale e addominale.

La PET non é raccomandata nella stadiazione poiché meno sensibile della TAC, ma
sembra pero di potenziale aiuto nella stadiazione stessa, sia per quanto concerne
'estensione locale di malattia, sia per la valutazione della diffusione linfonodale. Essa
inoltre puo essere utile sia nella distinzione tra lesioni benigne e maligne che nel follow-up
(la positivita delle lesioni sembra correlata all'efficacia delle terapie effettuate).

Per quanto riguarda la stadiazione, ne esistono diverse elaborate da vari autori nel corso
degli anni [90-92], anche se attualmente la piu utilizzata risulta essere quella

dell'International Mesothelioma Interest Group (IMIG) del 1995 [93] (Tabella 1V).

1.2.6 Terapia

Non esistono linee guida precise per trattamento di questa neoplasia a prognosi
prevalentemente infausta: nello stadio 1 e in limitati casi degli stadi 2 e 3 € prevista la
pleurectomia con decorticazione oppure la pleuro-pneumonectomia, ai quali si puo
associare la chemioterapia ipertermica intracavitaria (lavaggio continuo del campo
operatorio con farmaci chemioterapici ad alte temperature, con lo scopo di sterilizzare la
zona e ridurre il rischio di recidive).

Negli stadi piu avanzati e prevista la terapia trimodale (chirurgia, chemioterapia,
radioterapia), mentre allo stadio 4 sono previsti solo interventi di palliazione, tra cui la
pleurodesi (procedura che consiste nel far aderire i due foglietti pleurici tramite mezzo
chimico, meccanico o biologico, al fine di prevenire versamenti); il mezzo chimico usato
piu frequentemente per indurre questo fenomeno ¢ il talco (talcaggio).

Contro il dolore si utilizzano analgesici, radioterapia e chemioterapia palliativa: la
combinazione migliore sembra essere premetrexed+cisplatino, supplementata da vitamina
B12 e folati per prevenire la mielodepressione (controindicata in soggetti con ridotta

clearance della creatinina).
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1.2.7 Prognosi
La sopravvivenza mediana varia tra i 12 ed i 15 mesi dall'inizio della sintomatologia, e tra
gli 8 ed i 10 mesi dalla diagnosi. Allo stato attuale piu del 75% dei pazienti muore entro
I'anno e praticamente nessuno sopravvive a 5 anni. Cio & dovuto al ritardo con cui viene
effettuata la diagnosi. Fattori prognostici favorevoli sono la giovane eta, il buon
performance status, lo stadio iniziale della malattia. Il trattamento combinato andrebbe
iniziato il piu precocemente possibile evitando di affrontare la malattia in uno stadio
avanzato con pazienti in condizioni generali compromesse.

1.2.8 Diagnosi precoce e screening del mesotelioma
Una volta determinati la causa del mesotelioma e gli individui ad alto rischio, lo screening
(con TC e possibilmente biomarcatori sierici) rappresenta una possibilita teorica.
Inoltre la possibilita di disporre di segnali rilevabili con tecniche di laboratorio su substrati
biologici facilmente accessibili, capaci di rilevare la presenza iniziale di un processo
neoplastico o, preferibilmente, linstaurarsi di una condizione biologica prodromica del
futuro sviluppo di un mesotelioma & un’ambizione che da diversi anni attrae la ricerca
scientifica. Attualmente, secondo le indicazioni del Centro Nazionale Applicazione
Biotecnologie in Oncologia (CNABO), i marcatori tumorali non devono essere utilizzati in
programmi di screening sulla popolazione generale per lo scarso valore predittivo positivo
determinato dalla frequenza relativamente bassa della malattia nella popolazione

sottoposta a screening.

1.3 PATOLOGIE BENIGNE ASBESTO CORRELATE
Le patologie non neoplastiche asbesto correlate possono essere localizzate sia a livello
della pleura che del parenchima polmonare.

A livello pleurico possiamo trovare tre tipi di manifestazioni [94]:
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placche pleuriche, ispessimenti circoscritti che interessano esclusivamente la pleura
parietale (diaframmatica compresa). Esse sono di norma multiple, bilaterali, talvolta
simmetriche, hanno estensione e spessore variabili, risparmiano caratteristicamente
apici e seni costofrenici e possono calcificare. Finche mantengono le caratteristiche
sopra riportate, esse non compromettono la funzionalitd respiratoria e non
degenerano in mesotelioma: possono pertanto essere considerate manifestazioni
benigne e segno di una pregressa esposizione ad amianto.

Sono un reperto frequente in una popolazione professionalmente esposta
(riscontrabile, in un follow up di 30 anni, in piu del 50% dei soggetti). Generalmente
vi € un periodo di latenza piuttosto lungo tra l'inizio dell’esposizione e la comparsa
delle placche (dai 10 ai 30 anni).

Le placche pleuriche bilaterali localizzate alla pleura parietale costituiscono una
lesione abbastanza specifica da asbesto. Non €& stata dimostrata alcuna
correlazione tra la comparsa delle placche ed i livelli di esposizione, esse sembrano
maggiormente correlate alla durata dell’esposizione che alla dose di amianto a cui il
soggetto € stato esposto: la presenza di placche é stata infatti descritta anche in
relazione a livelli di esposizione relativamente bassi (esposizioni ambientali). Le
placche pleuriche sono nettamente demarcate, hanno superficie liscia o irregolare e
un colorito bianco-perlaceo. Microscopicamente sono formazioni ialine, avascolari e
quasi acellulari. | fasci di collagene ialino hanno una caratteristica struttura a tessuto
intrecciato. La calcificazione € comune. Il mesotelio che le ricopre e, di regola,
intatto;

ispessimento pleurico diffuso (condizione alquanto rara), costituito da un
ispessimento di tipo fibroso e calcifico. Esso rappresenta una lesione cicatriziale
aspecifica della pleura parietale e viscerale, solitamente bilaterale e simmetrica a

carico dei campi medi e inferiori; per definizione deve interessare almeno un terzo
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della superficie polmonare, con uno spessore di almeno 5 mm. Esso & quasi
sempre asintomatico e, se particolarmente esteso, puo causare sintomi al paziente
quali dispnea, dolore toracico puntorio e alterazioni del profilo di funzionalita
polmonare (pneumopatia restrittiva);

- versamento pleurico benigno, evento patologico relativamente poco frequente nella
pratica clinica, considerato come la piu precoce delle manifestazioni pleuriche
dovute all’esposizione ad asbesto: esso pud presentarsi anche dopo pochi anni
dall'inizio dell’esposizione. Esso si riscontra nel 3% circa dei soggetti esposti ad
asbesto, usualmente é asintomatico, unilaterale e autolimitante; & caratterizzato
dalla presenza di essudato, a carattere emorragico nel 50% dei casi.

Tra le patologie a carico del parenchima polmonare possiamo invece riscontrare [94]:

- atelettasia rotonda, lesione benigna, a localizzazione polmonare sottopleurica, con
aspetto radiologico in genere nodulare. Essa puo essere associata all’esposizione
ad asbesto, a seguito di versamenti pleurici benigni ricorrenti cui segue
l'invaginazione della pleura viscerale con il collasso del parenchima circostante,
oppure puo esitare da una zona di fibrosi pleurica viscerale che esercita trazione
sul parenchima polmonare vicino. Essa € caratterizzata dalla presenza di masse
circolari di 2-7 cm costituite da tessuto fibroso denso, trascinato all’interno di
tessuto polmonare atelettasico. Sono usualmente asintomatiche, ma al’'RX
possono mimare un quadro neoplastico;

- asbestosi, pneumoconiosi definita come fibrosi interstiziale del polmone secondaria
all'inalazione e alla ritenzione di un considerevole numero di fibre di asbesto,
usualmente dopo prolungata esposizione. Le fibre di asbesto vengono dapprima
fagocitate dai macrofagi alveolari e cosi trasportate al centro dell’acino, dove si
accumulano all’interno delle pareti dei bronchioli respiratori di | e Il ordine, dando

luogo ad una reazione fibrotica locale. Le fibre hanno una modesta azione tossica
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diretta sui macrofagi, ma determinano soprattutto un effetto di maturazione e
richiamo dei macrofagi stessi.

| macrofagi, oltre all’azione fagocitica, svolgono un’azione di secrezione e di
regolazione, modulando la produzione di collagene da parte dei fibroblasti.

Il fattore di crescita derivato dalle piastrine (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF)
sembra essere la principale citochina che porta alla proliferazione fibroblastica,
mentre il fattore di crescita trasformante B (Transforming Growth Factor-B, TGF-f),
prodotto dai macrofagi, agisce sui fibroblasti determinando la produzione di
fibronectina e procollagene. Il processo fibrotico cosi innescato si estende
perifericamente a tutto I'acino, determinando una fibrosi interstiziale diffusa. La
fibrosi inizia in sede subpleurica, a livello dei lobi inferiori, diffondendosi poi al lobo
medio e alla lingula; i lobi inferiori sono la zona piu colpita.

La lesione iniziale & una fibrosi peribronchiale causata dalle fibre di asbesto
localizzate negli alveoli e nei bronchioli respiratori terminali. | macrofagi alveolari
fagocitano molte fibrille, con conseguente morte cellulare e attrazione di una rete di
fibrille di reticulina. Talora diversi macrofagi possono tentare di digerire una fibra di
lunghe dimensioni. Il liquido di lavaggio broncoalveolare (BAL) mostra un aumento
del contenuto di cellule, con incremento della percentuale di neutrofili. Si attivano i
fibroblasti e si deposita del collageno. Le alterazioni macroscopiche portano a
polmoni piccoli e fibrotici, spesso con formazioni “a favo d’api” osservate nei lobi
inferiori. Microscopicamente, le pareti alveolari appaiono ispessite; ci possono
essere aree di fibrosi diffusa; la presenza di corpuscoli del’asbesto & un reperto
comune.

Il College of American Pathologists ha sviluppato un criterio di classificazione
patologica dell’asbestosi basato sia sull’estensione, sia sulla gravita del

coinvolgimento del parenchima polmonare [95].
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Per quanto riguarda I'estensione, essa viene graduata sul piano anatomico come

segue:

* A:implicazione occasionale degli alveoli respiratori;

+ B: implicazione maggiore rispetto alla precedente, ma coinvolgimento dei
bronchioli inferiore al 50%;

+ C: coinvolgimento dei bronchioli superiore al 50%.

Per quanto riguarda la gravita sono previsti i seguenti livelli:

« grado 0O: assenza di fibrosi;

« grado I: fibrosi peribronchiale che interessa la parete alveolare di almeno un
bronchiolo respiratorio;

» grado II: fibrosi che interessa anche i dotti alveolari o due o piu setti alveolari;

« grado lll: fibrosi avanzata di tutti gli alveoli tra due bronchioli adiacenti;

» grado IV: rimodellamento a favo d’api con grossi spazi dilatati (superiori a 1 cm)
visibili nel parenchima.

| sintomi principali dell’asbestosi sono la dispnea, la tosse e il dolore toracico di tipo

puntorio. La dispnea puo essere variabile, ma con decorso progressivo; tuttavia,

quando compare significa che la malattia ha gia raggiunto una fase avanzata.

La tosse con escreato € un segno comune: possono essere inoltre presenti dolore

toracico di tipo pleuritico e senso di costrizione toracica. Questi sintomi, tuttavia,

possono anche essere rappresentativi di una malattia concomitante, quale il cancro

polmonare o un versamento pleurico. Nelle regioni postero-laterali delle basi

polmonari, a fine inspirazione, possono essere uditi rantoli secchi, a scroscio, che

non scompaiono dopo un colpo di tosse. Nelle fasi avanzate della malattia si

possono osservare dita a bacchetta da tamburo.

La diagnosi di asbestosi € basata (come proposto dallAmerican Thoracic Society

[96] e confermato dal Documento di Helsinki [97, 98]) sui seguenti criteri:
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» evidenza di definita fibrosi interstiziale, come indicato da una o piu delle
seguenti manifestazioni: crepitii a fine inspirazione all’auscultazione del
torace; riduzione dei volume polmonari e/o del test di diffusione alveolo-
capillare del monossido di carbonio (DLco); presenza di reperti radiografici o
HRCT suggestivi di patologia interstiziale polmonare; segni istologici di
fibrosi interstiziale;

+ storia documentata di esposizione ad asbesto con appropriato periodo di
latenza dall’inizio dell’esposizione al momento della presentazione
(solitamente 15 o piu anni, ma almeno 10), e/o presenza di marcatori di
esposizione (es. placche pleuriche o riscontro di quantita sufficienti di
fibre/corpuscoli dell’asbesto nel BAL o nel tessuto polmonare);

» esclusione di altre condizioni compatibili con patologia parenchimale diffusa.

1.4 METODOLOGIE PER LA DIAGNOSI PRECOCE DI TUMORE POLMONARE E
PLEURICO

L’approccio molecolare nella diagnosi del cancro del polmone e della pleura €
complementare alle tecniche di diagnostica per immagini ed ha lo scopo di aumentarne la
specificita, in modo tale da contribuire a confermare o escludere la diagnosi con
metodiche poco o nulla invasive.

Negli ultimi anni sono stati individuati nuovi approcci, in particolare lo studio delle
alterazioni molecolari presenti nelle cellule neoplastiche. Tali alterazioni si possono
considerare validi bersagli per lo sviluppo di test diagnostici basati su tecniche molecolari,
come la presenza di particolari pattern di sostanze volatili nell’aria espirata [99-104].

Per quanto riguarda I'analisi del profilo tumorale su sangue negli ultimi anni sono stati
condotti numerosi studi mediante la tecnica dei microarrays su DNA complementare

(cDNA) e sono stati identificati profili di espressione genica significativamente correlati con
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la prognosi [105]. Studi ancora piu recenti mostrano il possibile ruolo dei microRNA
(miRNA), piccoli RNA non codificanti, generalmente lunghi tra 18-25 nucleotidi, in grado di
regolare I'espressione genica a livello post-trascrizionale attraverso la degradazione di
specifici RNA messaggeri (mMRNA), o attraverso l'inibizione della traduzione in proteina
[106]. I livelli dei miRNA nel plasma, a differenza del’RNA, sono molto stabili, caratteristica
che consentirebbe di utilizzarli come nuovi marcatori molecolari non invasivi nella diagnosi
del cancro [107]. Incrementi o decrementi nell’espressione dei miRNA potrebbero infatti
essere correlati alla regolazione di oncogeni o soppressori tumorali, e percio esplicare una
funzione importante nell'insorgenza di numerose forme tumorali: I'individuazione di diversi
profili di espressione dei miRNA nel tessuto neoplastico rispetto alla sua controparte
normale conferma l'ipotesi di un probabile coinvolgimento degli stessi nello sviluppo e
progressione tumorale [108]. Evidenze sperimentali hanno mostrato il coinvolgimento dei
mMiRNA nella regolazione dei processi biologici che portano all’acquisizione del potenziale
metastatico tra cui adesione, invasione, migrazione, transizione epiteliale-mesenchimale e
angiogenesi [109]. Negli ultimi anni & stata inoltre osservata la presenza di miRNA nel
plasma umano in diversi tipi di tumore, tra cui quello polmonare e pleurico [110, 111]. Un
recente studio ha infine riportato che casi ancora asintomatici di cancro polmonare
diagnosticati mediante screening con TC sono associati a cambiamento nel profilo dei
miRNA circolanti [112].

Un'altra matrice potenzialmente utile per I'analisi di biomarcatori non volatili si e rivelata
essere il condensato dell’aria esalata (CAE). Esso &€ composto per piu del 99% da acqua,
ma contiene anche particelle in aerosol provenienti dal tratto respiratorio inferiore, in
particolare nitrati e nitriti, eicosanoidi, idrogenioni, acqua ossigenata (H,O,), prodotti della
perossidazione lipidica, citochine, proteine e DNA. Gli studi sulla diagnosi precoce del
cancro al polmone compiuti fino ad oggi analizzando il CAE di soggetti malati e

confrontandolo con gruppi di controllo sono poco numerosi: i principali hanno riscontrato
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un aumento di H,O,[113] e mutazioni di p53 [114], mentre alterazioni di microsatelliti nella
regione cromosomica 3p con perdita dell’eterozigosi ed instabilita [115], incrementi di
endotelina-1, leptina, Tumor necrosis factor-a (TNF- a), interleuchine 1 e 6 (IL-1, IL-6)
[116-118] non sono state confermate in altri laboratori.

Recentemente parecchi lavori hanno mostrato la correlazione tra alcuni VOCs presenti
nell’aria esalata e cancro del polmone: Phillips et al. usando un profilo di 22 VOCs hanno
saputo discriminare tra pazienti con e senza cancro al polmone [98], mentre Poli et al.,
usando un profilo di 13 VOCs, hanno saputo classificare correttamente varie patologie
polmonari tra cui cancro NSC, con una sensibilita del 71.4% ed una specificita del 91.1%
[103]. L’identificazione dei suddetti VOCs prevede come tecnica analitica di prima scelta
l'utilizzo della gascromatografia-spettrometria di massa (GC-MS), ma negli ultimi anni
stanno emergendo nuove metodiche basate sulla spettrometria quali quella a laser, a
mobilita ionica, a mobilita differenziale, nonché dispositivi con sensori.

| marcatori tumorali possono essere definiti come qualsiasi segnale biologico misurabile in
una matrice biologica correlato alla presenza del tumore: le sostanze che rispondono a
questo requisito sono varie e possono essere espressione sia dell'interazione tra ospite e
tumore, sia di un prodotto del metabolismo del tessuto neoplastico.

La disponibilita di biomarcatori e tuttora piuttosto esigua, in particolare per quanto riguarda
i tumori di interesse nel campo delle Medicina del Lavoro. Nonostante questa premessa
negli ultimi anni in campioni di siero di pazienti neoplastici, tra cui soggetti affetti da
neoplasie polmonari, sono stati individuati anticorpi circolanti che reagiscono
specificatamente con antigeni associati al tumore, e che possono quindi costituire un
precoce indicatore della presenza di cancro [119].

Nel caso del cancro polmonare € possibile che, data I'eterogeneicita dell’espressione
antigenica, sia necessario avvalersi di un panel di test per gli autoanticorpi verso le

differenti specie di antigeni associati al tumore, per poter ottenere una efficace ed effettiva
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detezione della malattia [120]. Alcuni studi infatti sembrano confermare come la ricerca di
piu autoanticorpi attivi verso un panel di antigeni offra un livello di significativita piu elevato
in confronto a quello fornito da un solo antigene [121]. Risultano interessanti a questo
riguardo i risultati di Patz et al. [122], che hanno proposto un metodo in cui vengono
applicati algoritmi che combinano i risultati della misura di marcatori sierici per il cancro al
polmone (CEA, alfa-1-antitripsina [AAT], antigene del carcinoma a cellule squamose
[SCC]) e le dimensioni di noduli polmonari evidenziati con tecniche di imaging:
I'applicazione di questi algoritmi sembrerebbe un valido supporto nella gestione di pazienti
che presentano noduli di piccole dimensioni di cui non sia possibile definire, inizialmente,
la natura benigna o maligna. Lo sviluppo di questa linea di ricerca potrebbe portare a
risultati interessanti, consentendo di superare una delle criticita nel’ambito delle tecniche
di imaging. Sarebbe difatti possibile disporre di uno strumento affidabile per la gestione di
noduli polmonari di piccole dimensioni di natura indeterminata, anche se alcuni studi di
follow-up di soggetti ex esposti ad asbesto non hanno rilevato significative criticita nel
management [123].

Recenti indagini hanno valutato I'associazione tra mesotelioma e una serie di marcatori
sierici, tra cui il Fattore di Crescita del’Endotelio Vascolare (VEFG) [124], I'Interleuchina 8
(IL-8) [125]; 'antigene polipeptidico tissutale (TPA), I'antigene carboidratico 125 (CA-125)
[126], il frammento della citocheratina 21-1 (Cyfra 21-1) [127], la mesotelina solubile e
I'osteopontina.

Robinson et al. [128] hanno esaminato con metodica immunoenzimatica i livelli sierici di
mesotelina solubile in 48 pazienti affetti da mesotelioma maligno, 160 pazienti con
affezioni pleuriche o polmonari di diversa natura (comprendenti placche pleuriche asbesto-
indotte, ispessimenti pleurici diffusi, asbestosi e carcinoma polmonare), 40 controlli sani
con pregressa esposizione ad asbesto e 28 controlli sani senza storia di esposizione. Il

marcatore ha mostrato una sensibilita ed una specificita per il mesotelioma pari
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rispettivamente all'83% e al 95%: 40 dei 48 pazienti con tale malattia presentavano livelli
sierici di mesotelina aumentati in misura significativa, sia rispetto ai controlli esposti che a
guelli non esposti (p<0.001 in entrambi i casi). | livelli di mesotelina, per contro, erano
aumentati in misura significativa solamente nell’1.25% dei pazienti con altre affezioni
pleuropolmonari, ed in nessun soggetto affetto da carcinoma polmonare. Va evidenziato
come nellambito dei pazienti affetti da mesotelioma, il 75% presentasse un aumento
significativo del marcatore gia al momento della diagnosi; risultava inoltre una correlazione
tra livelli sierici di mesotelina e dimensioni del tumore. Altro dato interessante in questo
studio era il significativo aumento dei livelli sierici di mesotelina sierica in 7 dei 40 controlli
esposti all’'asbesto, di cui 3 con sviluppo di mesotelioma nei 5 anni successivi all’esame.
Hassan et al. [129] hanno documentato elevati livelli di mesotelina sierica in 40 pazienti su
56 affetti da mesotelioma (71%); il gruppo di questi pazienti includeva 3 casi di
mesotelioma peritoneale nei quali i livelli del marker, inizialmente elevati, si sono
rapidamente azzerati dopo un intervento di chirurgia citoriduttiva. Lo studio ha anche
evidenziato elevati livelli di mesotelina in 14 casi su 21 (67%) di carcinoma ovarico,
neoplasia con elevato potere metastatizzante a carico delle sierose, ponendo problemi di
diagnosi differenziale con il mesotelioma pleurico.

Ulteriore conferma dell’attendibilita della mesotelina come indicatore di mesotelioma &
stata fornita da uno studio del 2006, che ha mostrato livelli significativamente piu elevati in
pazienti affetti da tale malattia rispetto a pazienti con metastasi pleuriche di ADK
polmonare ex-esposti ad asbesto [130].

Anche una recente metanalisi ha mostrato il potenziale ruolo di marcatore della mesotelina
[131]; tuttavia la sua scarsa sensibilita limita il suo valore aggiunto nella diagnosi precoce.
L’osteopontina € una glicoproteina che svolge un ruolo nei percorsi biomolecolari associati
all'oncogenesi asbesto-indotta; Pass et al. [132] ne hanno indagato il suo ruolo potenziale

e ne hanno misurato i livelli in 76 pazienti affetti da mesotelioma pleurico maligno, 69
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pazienti con patologie respiratorie asbesto-indotte di natura non neoplastica e 45 controlli
senza storia di esposizione all’asbesto. | risultati dello studio hanno mostrato un
significativo aumento (p<0.001) dei livelli sierici nel gruppo dei pazienti affetti da
mesotelioma rispetto a quello dei pazienti con patologie non neoplastiche, mentre non é
risultata alcuna differenza statisticamente significativa tra quest’ultimo gruppo e quello dei
controlli non esposti (p=0.06).

Dati piu recenti confermano l'importanza della mesotelina e dellosteopontina, e
sostengono l'importanza di una valutazione congiunta dei due marcatori, che
accrescerebbe sensibilita e specificita all'informazione, pur tuttavia sottolineando come i
dati disponibili siano ancora insufficienti nel definire le reali potenzialita nella diagnosi
precoce del mesotelioma maligno [133]. In particolare alcuni studi mostrano una certa
utilita dei marcatori sia come indicatori prognostici che nel follow-up, ma dal punto di vista
diagnostico I'osteopontina sarebbe poco specifica, e la mesotelina avrebbe sensibilita e
specificita sufficienti soprattutto nelle forme epiteliali [134, 135].

Sempre il gruppo di lavoro di Pass [136] ha proposto nel 2012 la fibulina-3 come nuovo
biomarcatore solubile per la diagnosi di mesotelioma maligno. L’accuratezza diagnostica
dei livelli plasmatici di fibulina-3 nelle coorti considerate, in termini di area under curve
(AUC) ha superato quella di qualsiasi altro marcatore precedentemente considerato.
Tuttavia nella coorte di validazione esterna si notava una notevole diminuzione

dell’accuratezza diagnostica, equiparabile a quella della mesotelina sierica.
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1. SCOPO

Scopo del presente studio € stato inizialmente la valutazione di nuovi indicatori volti a
riconoscere precocemente patologie asbesto-correlate sia maligne (mesotelioma pleurico
e cancro del polmone) che benigne (asbestosi) al fine di identificare un indicatore o un
gruppo di indicatori dotati di potere diagnostico sufficientemente elevato per poter
discriminare, nellambito di soggetti ad alto rischio di sviluppare patologie asbesto-
correlate, patologie benigne da patologie maligne potenzialmente curabili.

L’attenzione & stata successivamente rivolta alla diagnosi precoce di patologie
neoplastiche potenzialmente curabili a carico del solo parenchima polmonare: & stato
valutato un gruppo di composti organici volatili (VOCSs), tra cui pentano, 2-metilpentano,
esano, etilbenzene, eptanale e trans-2-nonenale, raccolti con metodiche non invasive, per
verificare il loro potere diagnostico nel distinguere patologie benigne da patologie maligne
potenzialmente curabili in un gruppo di soggetti ad alto rischio di sviluppare cancro del
polmone.

Contemporaneamente € stato messo a punto un sistema per la raccolta di indicatori
precoci in matrici facilmente accessibili e a basso costo come l'aria esalata, allo scopo di
poterle analizzare anche con stumenti semplici ed economici, come il naso elettronico. E
stato compiuto un lavoro di ottimizzazione e standardizzazione dei parametri di
impostazione e raccolta di questo nuovo strumento, sul quale esistono numerosi lavori in
letteratura, ma del quale mancano descrizioni uniformi circa le condizioni di utilizzo, i limiti

e le interferenze di fattori ambientali e soggettivi.
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2. PARTE SPERIMENTALE

3.1 STUDIO I.

YKL-40 E MESOTELINA NEL SANGUE DI PAZIENTI AFFETTI DA MESOTELIOMA

PLEURICO MALIGNO, CANCRO DEL POLMONE E ASBESTOSI

Scopo di questo studio trasversale é stato quello di investigare un panel di biomarcatori
indipendenti che potessero migliorare la sensibilita e la specificita della singola mesotelina
come biomarcatore di mesotelioma maligno in soggetti con pregressa esposizione

professionale ad asbesto.
3.1.1 Materiali e metodi

3.1.1.1 Pazienti

La casistica é costituita da 4 gruppi di individui: il primo include soggetti affetti da patologie
polmonari o pleuriche (ispessimento pleurico e/o asbestosi) non maligne asbesto-correlate
riconosciute dall’lstituto Nazionale per I'Assicurazione contro gli Infortuni sul Lavoro
(INAIL) sulla base di esposizione professionale documentata all’asbesto, accompagnata
da quadro HRCT positivo. | pazienti affetti da asbestosi sono stati reclutati durante una
fase clinicamente stabile di malattia quando si sottoponevano a trattamenti termal
supportati dal’'INAIL stesso. Gli altri tre gruppi erano costituiti da: pazienti con diagnosi
bioptica di mesotelioma maligno (MM); pazienti affetti da cancro al polmone reclutati
presso I'Universita degli Studi di Parma al momento della diagnosi prima di ricevere
gualsiasi tipo di trattamento; un gruppo di controllo costituito da pazienti afferenti al
Servizio di Endoscopia Toracica della stessa Universita per scopi diagnostici, ma che non
mostrassero segni di malignita e che non fossero mai stati esposti professionalmente ad
asbesto.

| soggetti con stadio tumorale indefinito erano coloro i quali non avevano completato l'iter

diagnostico nonostante I'evidenza istologica: sono stati considerati nel campione intero,
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ma sono stati esclusi dalla stratificazione successiva a causa della carenza di
informazioni.

| soggetti affetti da MM e quelli affetti da NSCLC sono stati stadiati secondo la
classificazione TNM.

Da tutti i partecipanti & stato raccolto un campione di sangue venoso. Lo studio é stato

approvato dal Comitato Etico locale (approvazione numero 9509).

3.1.1.2 Marcatori sanguigni

Le concentrazioni sieriche/plasmatiche di tutti i biomarcatori (mesotelina, YKL-40, VEGF,
endotelina-1, IL-8, fibulina-3) sono state misurate usando specifici saggi immunoenzimatici
disponibili in commercio (enzyme-linked immunosorbent assays, ELISA).

La presenza di peptidi solubili correlati alla mesotelina (SMRPSs) é stata valutata usando il
saggio immunoenzimatico Mesomark® (Fujirebio Diagnostic Inc., Malven, PA, USA),
basato su due differenti anticorpi monoclonali con calibratori (2-32 nm) riferiti ad uno
standard preparato dal produttore. La piu bassa concentrazione dell’antigene che poteva
essere rilevata rispetto allo zero era pari a 0.3 nM.

Il range di funzionalitd del saggio immunologico di YKL-40 (Quidel Corporation, San
Diego, CA, USA) variava da 20 (livello minimo di rilevabilita) a 300 ng/ml.

VEGF ed endotelina sono stati entrambi misurati usando saggi enzimatici quantitativi
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Il saggio per VEGF forniva accurate misure in un
range tra 31.2-2000 pg/ml, e aveva un limite di rilevabilita pari a 9 pg/ml. La piu alta
concentrazione dosabile dal kit per endotelina-1 umana era pari a 120 pg/ml, ed il limite di
rilevabilita era circa pari a 1 pg/ml. | campioni sono stati preparati in accordo con il
protocollo di estrazione suggerito dal produttore e le concentrazioni derivate dalle curve
standard sono state corrette/divise per fattore di ricostituzione.

Il test ELISA ultra-sensibile per IL-8 umana (Invitrogen Corporation, Camarillo, CA, USA)

aveva un limite di rilevabilita <100 fg/mL, e la piu alta concentrazione saggiabile era pari a
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25 pg/ml. L’intensita del prodotto colorato & stata letta tramite fotometro termo-controllato
Multiskan Ascent (Thermo Labsystem, Helsinki, Finland). Il coefficiente di variazione intra-
ed inter-saggio (CVs) di tutti i saggi era <10% alle differenti concentrazioni.

La concentrazione plasmatica di fibulina-3 € stata quantificata usando il saggio
immunoenzimatico prodotto dalla USCN Life Science Inc. (Wuhan, P.R. China) in

conformita al protocollo del produttore. Il kit fornisce accurate misure in un range

compreso tra 1.56 e 100 ng/ml ed ha un limite di rilevabilita di 0.55 ng/ml.

3.1.1.3 Analisi statistica

La distribuzione dei dati & stata valutata tramite il test di Kolmogorov-Smirnov. Sia in caso
di distribuzioni normali che non-normali, le differenze tra i gruppi sono state valutate
usando il test di Kruskal-Wallis seguito dal test di Dunn per confronti multipli. 1 dati non
normalmente distribuiti sono stati espressi come mediana (intervallo interquartile). La
correlazione di Spearman e stata usata per testare le relazioni tra coppie di variabili. |
valori di odds ratio (OR) non aggiustati 0 non normalizzati sono stati calcolati usando
modelli di regressione logistica binaria o multinominale (usando i controlli come gruppo
con OR=1), mentre le OR aggiustate sono state calcolate aggiungendo altre covariate al
modello come indicato.

Per testare la sensibilita e la specificita di un marcatore sono state utilizzate curve ROC,
con area sotto la curva (AUC) con intervallo di confidenza al 95% per trovare i valori di cut-
off. Il cut-off & qual valore che corrisponde alla massima somma di sensibilita e specificita.
| valori di cut-off sono stati ulteriormente utilizzati per distinguere gli individui multi-positivi
(per esempio coloro che avessero avuto piu di un test con un valore uguale o maggiore al
valore di cut-off). Nel caso in cui fosse stato usato piu di un marcatore, per costruire la
curva ROC, al posto dei valori dei marcatori, € stata utilizzata la probabilita di appartenere

ad un determinato gruppo, calcolata tramite regressione logistica.
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L’analisi statistica & stata effettuata usando il software IBM SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NY,

USA) e sono stati considerati significativi valori di p pari a 0.05.

3.1.1.4 Risultati

La Tabella V mostra le caratteristiche dei gruppi studiati, che non sono perfettamente
omogenei in termini di genere (p=0.08), eta (p<0.01, i controlli erano significativamente piu
giovani rispetto agli altri tre gruppi), ed abitudine al fumo (p<0.01; i non fumatori variavano
dal 13.5% nel gruppo NSCLC al 50% circa negli altri tre gruppi). | risultati tuttavia sono
stati controllati per questi possibili fattori di confondimento nei modelli aggiustati.
L’influenza della diagnosi [(adenocarcinoma (ADK) vs. carcinoma squamo-cellulare (SCC)]
e dello stadio (I vs. Il - IV) e stata valutata nei pazienti affetti da NSCLC; in coloro affetti da
MM, gli stadi I-IV sono stati considerati separatamente, e la diagnosi di MM epitelioide e
stata confrontata con le altre forme.

Mesotelina: in Figura 1 e rappresentato il diagramma di dispersione dei valori di
mesotelina sierica. | pazienti affetti da MM mostravano livelli significativamente piu elevati
rispetto agli altri tre gruppi, con valori di mediana superiori ai valori di controllo; non sono
state riscontrate differenze tra i valori degli altri tre gruppi.

Nel gruppo di soggetti affetti da NSCLC, né listotipo né lo stadio (I vs. II-llI-1V)
influenzavano in maniera statisticamente significativa i valori di mesotelina. Si poteva
notare un trend, per quanto non significativo, verso valori piu elevati nel gruppo di pazienti
con MM, progredendo dallo stadio | allo stadio IV (p=0.08), sebbene listologia non
mostrasse effetti (epitelioide vs. altre forme). Il genere e ['abitudine al fumo non
mostravano effetti significativi sui livelli di mesotelina considerando sia la coorte in toto,
che i singoli gruppi, ma sono stati ugualmente inclusi nei modelli multivariati. L’eta
correlava debolmente con i livelli di mesotelina (r=0.24; p<0.01) considerando I'insieme dei
gruppi, e la correlazione raggiungeva valori di r pari a 0.30 nel gruppo di soggetti affetti da

MM; I'eta poteva pertanto essere considerata un debole fattore di confondimento.
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La Tabella VI mostra i valori di OR non aggiustati e aggiustati (per incremento dei valori di
mesotelina pari a 1 nM) nei quattro gruppi e nel gruppo MM vs. gli altri; in entrambi i casi i
valori di OR non cambiavano quando l'analisi veniva aggiustata per i fattori di
confondimento.

Per valutare il potere diagnostico della singola mesotelina nel gruppo di pazienti affetti da
MM verso gli altri gruppi in toto € stata costruita una curva ROC (Figura 2). L’AUC era pari
a 0.85 (0.79-0.91), significativamente maggiore di 0.5. Il valore di cut-off era pari a 1.26
nM, con una sensibilita del 74% e una specificita dell’'86.1%. In Figura 3 sono mostrati i
risultati derivanti dall’applicazione di questo valore al gruppo di MM considerando stadio e
istologia (epitelioide vs. altre forme): la sensibilita raggiungeva i massimi livelli nei soggetti
affetti da MM epitelioide allo stadio IlI-IV (88.8%), e i minimi nei pazienti affetti da MM
epitelioide allo stadio I-11 (57.1%).

YKL-40: La Figura 4 mostra 'andamento dei livelli sierici di YKL-40, che apparivano piu
elevati nel gruppo di soggetti affetti da MM. | pazienti affetti da NSCLC mostravano valori
maggiori rispetto ai controlli, ma questi non correlavano con l'istotipo e lo stadio (I vs. II-llI-
IV). Non abbiamo riscontrato un andamento significativo raggruppando i diversi MM (I-I-
llI-1V e istologia). Genere e abitudine al fumo non mostravano effetti significativi sui livelli
di YKL-40, né considerando l'intera coorte né i gruppi singolarmente, ma sono stati
comunque inclusi nei modelli multivariati. L’eta correlava in maniera modesta con i livelli di
YKL-40 (r= 0.40, p<0.01) considerando l'intera coorte, e la correlazione raggiungeva valori
di r pari a 0.49 nel gruppo di controllo; I'eta pud pertanto essere considerata un possibile
fattore di confondimento.

La Tabella VII mostra i valori di OR non aggiustati e aggiustati (per incremento dei valori di
YKL-40 pari a 1 pg/ml) nei quattro gruppi e nel gruppo MM vs. gli altri.

La curva ROC (Figura 5) utilizzata per valutare il potere diagnostico del singolo YKL-40 nel

gruppo di soggetti affetti da MM rispetto agli altri tre gruppi mostrava un’AUC pari a 0.78
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(0.71-0.85), significativamente superiore a 0.5. Il valore di cut-off era pari a 167 pg/ml, con
una sensibilita del 68% e una specificita del 74.3%.

IL-8, VEGF, Endotelina-1. L’andamento di queste tre proteine € mostrato nelle Figure 6A-
C. | livelli di IL-8 e VEGF erano significativamente piu elevati nel gruppo di soggetti affetti
da MM rispetto ai controlli (p<0.001 e p<0.01, rispettivamente). | livelli di endotelina-1 non
si sono mai mostrati significativi nei casi rispetto ai controlli. Sulla base di questi dati,
indipendentemente dalla stratificazione e dai fattori di confondimento, possiamo affermare
che questi biomarcatori siano insufficientemente specifici per scopi diagnostici, € non verra
data nessuna ulteriore descrizione delle analisi.

Fibulina-3. In Figura 7 & mostrata la distribuzione dei livelli di fibulina-3, che era molto
maggiore nei soggetti affetti da MM rispetto a quelli affetti da NSCLC (p<0.01) ed ai gruppi
di controllo (p<0.05), ma non significativamente diversa da quella dei soggetti affetti da
asbestosi. In ogni caso dobbiamo sottolineare che la fibulina-3 sierica € stata testata in un
limitato numero di pazienti, poiché abbiamo iniziato ad analizzarla su campioni raccolti
dopo la comparsa in letteratura di dati circa la sua utilitd come importante marcatore di
MM, al fine di validare la scoperta di Pass [136].

Analisi multivariata. Sulla base dei risultati descritti sopra, abbiamo inserito mesotelina e
YKL-40 in un modello di regressione logistica multivariata per valutare se la loro
combinazione avesse un potere diagnostico maggiore rispetto alla singola proteina. Per
fare cido abbiamo utilizzato un modello non aggiustato (MM vs. altri gruppi) ma, allo stesso
tempo, abbiamo anche testato il modello multinominale non aggiustato e i modelli
aggiustati binario/multinominale, allo scopo di rafforzare la significativita delle differenze. In
entrambi i modelli, aggiustato e non aggiustato, le due variabili risultavano sempre
significative nel gruppo MM (mesotelina: p values compresi tra 0.001 e 0.003; YKL-40 p
values compresi tra <0.001 e 0.018), con una sensibilita del 72% e una specificita del

83.8% al valore di cut-off.
37



Combinando i dati relativi ai due marcatori, usando un modello di regressione logistica,
non si otteneva alcun miglioramento della sensibilita. Il modello non creava problemi di
multicollinearita, ma mesotelina ed YKL-40 erano sufficientemente correlate da spiegare il
risultato, e non assicuravano sufficiente inter-indipendenza per il loro uso combinato
(r=0.45, p<0.01) considerando il campione in toto (Figura 8). In ogni caso la Figura 8
suggerisce chiaramente che I'uso di entrambi i test in serie per i soggetti positivi al primo
test, e in parallelo per quelli negativi al primo test potrebbe essere clinicamente utile, dato
che solo cinque pazienti affetti da MM (10%) mostravano entrambi i valori al di sotto dei

cut-off calcolati usando le curve ROC.
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3.2 STUDIO I

ANALISI DELL’ARIA ESALATA IN CASI SOSPETTI DI CANCRO DEL POLMONE
NON-SMALL-CELL: UNO STUDIO TRASVERSALE

Scopo di questo studio e stato misurare biomarcatori esalati in soggetti che si erano
presentati in ospedale a causa di sospetto cancro al polmone (es. per positivita a test
diagnostici strumentali di primo livello e presenza di segni/sintomi compatibili con la
patologia), allo scopo di valutare la loro capacita come test diagnostici di secondo livello,
dotati di buona sensibilita e specificita (= 80%). Abbiamo inoltre investigato il ruolo
dell’esposizione a fumo di sigaretta come possibile variabile diagnostica o fattore di

confondimento.

3.2.1 MATERIALI E METODI

3.2.1.1 Pazienti

Nello studio sono stati coinvolti pazienti con sospetto cancro al polmone ad uno stadio
diagnostico tardivo (broncoscopia, biopsia chirurgica e intervento chirurgico) e soggetti
con segni radiologici di lesioni polmonari/bronchiali afferenti all’Unita di Pneumologia ed
Endoscopia Toracica, Chirurgia Toracica e Radiologia dellAzienda Ospedaliero-
Universitaria di Parma. Nello specifico, i casi e i controlli sono stati reclutati tra soggetti
afferenti allUnita di Pneumologia a causa di sintomi (es. emottisi, tosse inspiegata o
persistente, dispnea, perdita di peso, raucedine, dolore durante il respiro o la tosse,
astenia, polmoniti o bronchiti ricorrenti) o segni radiologici (es. noduli non calcifici)
verosimilmente imputabili a cancro del polmone.

Pazienti con noduli caratterizzati da un pattern diffuso, centrale, con calcificazioni laminate
0 a popcorn, non sono stati considerati reclutabili. Per la definizione di sospetta lesione
maligna sono stati adottati i seguenti criteri: presenza di almeno un nodulo non calcifico

>500 mm? con un diametro >8 mm, volume di raddoppiamento stimato <400 giorni, 0 un
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nodulo parzialmente solido con componente solida >5 mm con TC ripetuta dopo 3 mesi
[137, 138]. In pazienti con bronchiettasie localizzate é stata effettuata broncoscopia per
diagnosticare lesioni intrabronchiali locali [139]. | criteri di esclusione sono stati: forme di
cancro diverse rispetto a NSCLC, diagnosi incompleta o misure/informazioni incomplete.
Da ogni paziente e stato ottenuto il consenso informato scritto al momento del
reclutamento. Lo studio & stato approvato dal Comitato Etico dell’Azienda Ospedaliero-
Universitaria di Parma e condotto in conformita alla Dichiarazione di Helsinki.

La pregressa abitudine tabagica € stata valutata sulla base delle risposte dei soggetti e
calcolata con lindice pacchi-anno per fumatori ed ex fumatori; I'esposizione recente e
stata valutata sulla base dei livelli di cotinina urinaria, un metabolita della nicotina, previa
richiesta di non fumare per almeno un’ora prima della raccolta dell’urina.

Le diagnosi cliniche sono state formulate tramite i mezzi piu idonei nell'interesse dei
pazienti. | soggetti sono stati suddivisi tra coloro con diagnosi istologica di NSCLC (gruppo
NSCLC) e quelli con lesioni non cancerose (gruppo non-NSCLC).

Nessuno dei pazienti era un consumatore abituale di alcool (<100 ml alcool/die) ed é stato

richiesto di non assumere alcool durante la notte precedente la visita.

3.2.1.2 Raccolta ed analisi del condensato dell’aria esalata

Il condensato dell’aria esalata (EBC) e stato raccolto usando un condensatore portatile
(TURBODECCS®; Medivac, Parma, Italy) ad una temperatura di raccolta costante pari a -
5°, come descritto in precedenti lavori [140]. Ai soggetti € stato chiesto di respirare a
volume corrente attraverso un boccaglio per 10 minuti, ed i campioni sono stai conservati
alla temperatura di —80° fino al momento dell’analisi. Il perossido di idrogeno (H.0,) e
stato misurato usando un kit commerciale “Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay”
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) con un limite di rivelazione (LOD) pari a 0.01 pM. |

campioni sono stati analizzati entro 2-3 giorni dalla raccolta per evitare instabilita [141].
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3.2.1.3 Raccolta ed analisi dell’esalato

Ai soggetti e stato chiesto di eseguire un singolo respiro a capacita vitale lenta (SVC)
allinterno di un tubo Bio-VOC® in modo da raccogliere gli ultimi 150 ml di aria esalata. |
campioni sono stati estratti usando una tecnica di micro-estrazione in fase solida (SPME)
ed analizzati tramite GC — MS, come descritto in precedenti lavori [103, 142].

Sono stati misurati i seguenti biomarcatori: A) VOCs (idrocarburi alifatici ed aromatici)
come 2-metilpentano, pentano, esano, eptano, benzene, etil-benzene, xileni (totali: m- + p-
+ o-xileni), toluene, stirene, pentametileptano e trimetilbenzene; B) aldeidi lineari come
propanale, n-butanale, n-pentanale, n-esanale, n-eptanale, n-ottanale, n-nonenale, trans-
2-esanale, trans-2-eptanale e trans-2-nonenale. Tutti gli analiti sono stati estratti inserendo
le fibre direttamente nel Bio-VOC® per 30 minuti a temperatura ambiente e poi desorbiti
termicamente a 280°C.

Le sostanze del gruppo A sono state estratte usando una fibra Carboxen/PDMS di 75 um
(Supelco, Bellefonte, PA, USA), aggiungendo ad ogni campione rispettivamente n-eptano-
d16 e stirene-d8 come standard interni. Le sostanze del gruppo B sono state estratte
usando una fiora PDMS/DVB di 65 pum e derivatizzazione su fibra, con
pentanofluorobenzil-idrossilamina come agente di derivatizzazione e 2-metilpentanale
come standard interno.

In entrambi i casi l'analisi GC-MS e stata eseguita tramite gas cromatografo Hewlett-
Packard HP 6890 accoppiato a detettore selettivo di massa HP 5973 (Palo Alto, CA,
USA), con acquisizione in modalita di monitoraggio selettivo ionico (SIM). Gli analiti sono
stati separati tramite colonna HP-5 MS (Agilent Technologies; ID 30m x 0.25mm; film di

0.50 pm). Il LOD per tutti i composti era circa pari a 1 x 10™* M.

3.2.1.4 Raccolta ed analisi della cotinina urinaria
Da ogni soggetto al momento dell’arruolamento & stato raccolto un campione di urina,

conservato alla temperatura di —80° fino all’analisi. La cotinina urinaria & stata determinata
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tramite diluizione isotopica in cromatografia liquida accoppiata a spettrometria di massa
(LC-MS-MS) usando uno spettrometro di massa a triplo-quadrupolo AB SCIEX API 4000
(AB SCIEX, Framingham, MA, USA) equipaggiato con interfaccia TurbolonSPray per
elettrospray pneumaticamente assistito (ESI) come descritto in precedenti lavori [143]. La

cotinina é stata normalizzata per la creatinina urinaria come marker di diluizione.

3.2.1.5 Calcolo della numerosita del campione

La prevalenza attesa di diagnosi di cancro al polmone in casi sospetti € circa pari al 40-
50% [144, 145], data una frequenza stimata del 50%, n=120 soggetti producono una
deviazione standard (DS) del 5% e un intervallo di confidenza (IC) al 95% del 18% (es. dal
41 al 59%). Sarebbero sufficienti 60 soggetti in ogni gruppo per avere almeno un test
significativo (alfa=0.05/10 e beta=0.20/10, con la miglior correzione possibile
all'univariata), quando l'incremento nel gruppo NSCLC era vicino alla relativa DS (0.5
guando il valore medio e posto a 1) del gruppo di controllo. Il numero atteso € pari a n=46-
53 soggetti per gruppo, anche con differenti aggiustamenti non parametrici. Tuttavia n=55
soggetti per gruppo assicurano un’AUC della curva ROC significativa, pari a 0.65
(alfa=0.05; beta=0.20). Tutti i calcoli sono stati eseguiti con PASS 11 (NCSS, Kaysville,
UT, USA). Considerando i criteri di esclusione sono stati arruolati 155 soggetti.

3.2.1.6 Analisi statistiche

| dati sono stati analizzati usando il software SPSS 21.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Sono
stati sempre utilizzati test non parametrici poiché i dati deviavano in maniera significativa
dalla normalita, e le variabili continue sono state espresse come mediana e intervallo
interquartile (1Q). | due gruppi sono stati confrontati utilizzando il test di Mann-Whitney per
le variabili continue, e il test del chi quadro per le variabili categoriche; i confronti fra piu di
due gruppi sono stati effettuati usando il test di Kruskal-Wallis seguito dal test post hoc di
Dunn. Data la non-normalita dei residui della regressione lineare, le correlazioni tra

variabili sono state testate usando il test di correlazione dei ranghi di Spearman. La
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regressione logistica binaria e stata utilizzata per valutare se i gruppi erano distinguibili,
con il gruppo come variabile dipendente e le concentrazioni dei biomarcatori, I'eta e i
pacchi-anno come variabili predittive. Le probabilita predette di appartenere ad un gruppo
usando la regressione logistica (o le variabili individuali quando sono usati da soli) sono
state inserite in una curva ROC e sono stati calcolati 'TAUC ed i punti di flesso. Un valore

di p pari a 0.05 & stato considerato significativo sia per I'analisi univariata che multivariata.

3.2.1.7 Risultati

Inizialmente sono stati arruolati 155 soggetti, ma ne sono stati esclusi dieci per dati
incompleti, tre per diagnosi di microcitoma, tre per carcinoide ed uno con metastasi
polmonari; pertanto I'analisi &€ stata basata su 138 casi (Tabella VIII). | soggetti la cui
diagnosi istologica era compatibile con NSCLC venivano inclusi nel gruppo NSCLC
(n=71); l'istotipo risultato piu frequente era 'ADK (66.2%) e lo stadio | il piu rappresentato
(63.3%). | casi con una diagnosi finale diversa dal cancro sono stati inclusi nel gruppo
non-NSCLC (n=67), nel quale la diagnosi prevalente era di nodulo benigno solitario o
multiplo (47.8%). | gruppi erano simili in termini di genere, ma vi erano differenze
significative per quanto riguarda abitudine al fumo ed eta: nel gruppo NSCLC i soggetti
erano leggermente piu anziani, con una minor percentuale di non fumatori e un indice
pacchi-anno piu elevato, ma non vi erano differenze nei livelli di cotinina. Sono state
utilizzate curve ROC per testare il potere discriminante dei pacchi-anno, dell’eta, e della
somma pacchi-anno + eta (regressione logistica). L'AUC dei soli pacchi-anno era pari a
0.70 (0.61-0.79) con un valore di cut-off pari a 30 pacchi-anno (sensibilita=65.2%,
specificita=71.2%). L’AUC della sola eta era pari a 0.63 (0.53-0.72), con un valore di cut-
off pari a 67.5 (sensibilita=57.7%; specificita=67.2%). L’AUC di pacchi-anno + eta era pari
a 0.73 (0.64-0.81), senza alcun miglioramento di sensibilita e specificita.

Le concentrazioni dei biomarcatori sono riportate in Tabella IX. Quattro componenti erano

significativamente piu elevati nel gruppo NSCLC (etilbenzene<esano<H,0,-EBC<trans-2-
43



nonenale) e altri tre (pentano, 2-metilpentano ed eptanale) raggiungevano la significativita
statistica (p<0.1). Ottanale, trans-2-esanale e trans-2-eptanale mostravano valori di p<0.2,
e sono stati considerati possibili fattori di confondimento nell’analisi multivariata.
Considerando singolarmente i composti piu significativi, TAUC della curva ROC relativa a
H,0,-EBC era pari a 0.63 (0.53-0.72) con un valore di cut-off pari a 0.21 uM (sensibilita
63.4% e specificita 61.2%), e 'AUC del trans-2-nonenale era pari a 0.64 (0.55-0.74) con
un valore di cut-off pari a 4.1 pM (sensibilita 60.6% e specificita 62.7%).

Le concentrazioni di H,O,-EBC e trans-2-nonenale correlavano debolmente solo con
lindice pacchi-anno nel gruppo NSCLC (r=0.33, p<0.01 e r=0.29, p=0.02,
rispettivamente). L’eta non correlava con la concentrazione di alcun biomarcatore. Il trans-
2-nonenale correlava debolmente con la cotinina urinaria solo nel gruppo NSCLC (r=0.29,
p=0.02).

La multi-collinearita rivelava alcune correlazioni critiche tra eptanale ed ottanale (r=0.75),
eptanale e trans-2-esanale (r=0.67), ottanale e trans-2-nonenale (r=0.62) e trans-2-
eptanale e trans-2-nonenale (r=0.62). Per tale ragione ottanale, trans-2-esanale e trans-2-
eptanale sono stati esclusi dall’analisi multivariata.

Nel gruppo NSCLC l'istotipo tumorale (ADK vs. SCC) e il grado (I-1l vs. IlI-1V) mostravano
un lieve effetto sull’esano (le concentrazioni erano maggiori nei pazienti affetti da ADK,
p=0.019). Nel gruppo non-NSCLC la stratificazione sulla base della patologia (noduli vs.
bronchiettasie vs. altro) non mostrava alcuna differenza significativa.

Abbiamo dapprima confrontato i gruppi NSCLC e non-NSCLC usando due modelli di
regressione logistica: 1) 7 biomarcatori: H,O,-EBC, pentano, 2-metilpentano, esano,
etilbenzene, eptanale, trans-2-nonenale; 2) gli stessi sette biomarcatori + pacchi-anno +
eta. | risultati sono riportati in Tabella X. Il trans-2-nonenale risultava sempre significativo e
'esano e (in minor misura) I'eptanale erano vicini alla significativita, mentre H,O,-EBC

perdeva la sua significativita nel modello 2, indicando un’interferenza delle covariate. La
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probabilita di appartenenza calcolata tramite modello di regressione logistica e stata
inclusa nelle curve ROC mostrate in Figura 9. Il valore di cut-off del modello 1 mostrava
sensibilita del 60.6% e specificita del 67.7%, quello del modello 2 una sensibilita del
72.5% ed una specificita del 75.8%. L’esclusione di alcuni biomarcatori dai 2 modelli
('inclusione di sole variabili significative e/o variabili con valori di p<0.1) o dell’eta ha
influenzato solo marginalmente i risultati.
Il pattern dei marcatori esalati € stato ulteriormente testato in due sottogruppi (Tabella X):

1) soggetti con scarsa o nulla esposizione pregressa a fumo di sigaretta (<10 pacchi-

anno): n=30 nel gruppo non-NSCLC e n=13 nel gruppo NSCLC;
2) soggetti con esposizione <30 pacchi-anno (valori di cut-off indicati dalla curva ROC
relativa ai pacchi-anno): n=47 nel gruppo non-NSCLC e n=24 nel gruppo NSCLC.

Nel sottogruppo <10 pacchi-anno, 'AUC della curva ROC relativa al’H,O,-EBC era pari a
0.82 (0.68-0.95) con un valore di cut-off pari a 0.26 uyM (sensibilita 77% e specificita
76.7%) e quella del trans-2-nonenale era pari a 0.88 (0.77-0.98) con un valore di cut-off
pari a 4.6 pM (sensibilita pari a 84.6% e specificita pari a 83.3%). Tra i possibili modelli
multivariati usando le sostanze mostrate in Tabella X, il modello che combina eta + H,05-
EBC + trans-2-nonenale mostrava un’AUC pari a 0.92 (0.83-1.10), con una sensibilita
dell’85.6% e una specificita del 90.0% al valore di cut-off (Figura 10a). Inoltre, nonostante
I'eta, l'uso dei valori di cut-off come valori discriminanti nell’'uso combinato di H,O»-EBC e
trans-2-nonenale indicava un solo caso di NSCLC i cui valori cadevano sotto entrambi i
valori di cut-off (veri negativi 19/20 o 95%) e solo un caso non-NSCLC i cui valori
cadevano sotto entrambi i valori di cut-off (veri positivi 9/10 o0 90%) (Figura 10b).
Nel sottogruppo <30 pacchi-anno, 'AUC della curva ROC relativa al’H,O,-EBC era pari a
0.72 (0.59-0.86) con un valore di cut-off pari a 0.27 yM (sensibilita 70.8% e specificita
72.3%) e quella del trans-2-nonenale era pari a 0.73 (0.60-0.86) con un valore di cut-off

pari a 4.7 pM (sensibilita pari a 75% e specificita pari a 73.3%). Tra i possibili modelli
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multivariati usando le sostanze mostrate in Tabella 4, il modello che combina eta + H,O,-
EBC + trans-2-nonenale + esano mostrava un’AUC pari a 0.85 (0.75-0.95), con una
sensibilita del 76% e una specificita dell80% al valore di cut-off (Figura 11a). Inoltre,
nonostante I'eta, I'uso dei valori di cut-off come valori discriminanti nell'uso combinato di
H,0,-EBC e trans-2-nonenale indicava tre casi di NSCLC i cui valori cadevano sotto
entrambi i valori di cut-off (veri negativi 14/17 o 82.3%) e tre casi non-NSCLC i cui valori
cadevano sotto entrambi i valori di cut-off (veri positivi 9/10 o 90%) (Figura 11b).

| livelli di cotinina non modificavano 'AUC delle curve ROC in tutti i modelli testati.
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3.3 STUDIO 1l

SVILUPPO E VALIDAZIONE DEL NASO ELETTRONICO PER L’ANALISI DI PATTERN
DI COMPOSTI ORGANICI VOLATILI NELL’ARIA ESALATA

Il termine naso elettronico, coniato nei primi anni 90, indica uno strumento di
classificazione progettato per ottenere misure ripetibili, identificare e classificare miscele
odorigene attraverso un metodo senso-strumentale: esso considera la miscela in toto,
indipendentemente dalle singole sostanze presenti in un determinato campione, al
contrario delle tecniche analitiche (es. GC-MS), che consentono un riconoscimento tramite
analisi quali—quantitativa dei singoli componenti del campione.

Esso e costituito da un array di sensori chimici a bassa selettivita e da un sistema di
riconoscimento del pattern olfattivo. Inizialmente il flusso gassoso deve essere introdotto
allinterno dello strumento attraverso un sistema di trasporto che permetta I'esposizione
dellarray di sensori al campione; i sensori sono costituiti da un substrato sul quale e
depositato uno strato di materiale attivo che interagisce con la miscela di gas aspirati
generando variazioni delle sue proprieta fisiche, che vengono trasdotte in un segnale
elettrico o ottico.

Esistono 4 diversi tipi di naso elettronico, che si differenziano sulla base dei diversi tipi di
sensori:

- quelli basati sulla variazione della conducibilita elettrica, e quindi su variazioni di
resistenza del sensore (ossidi di metallo, polimeri conduttivi), molto accurati, con
tempi di risposta rapidi ma piuttosto sensibili allumidita e con sensori a emivita
limitata;

- quelli basati su variazioni di massa, che inducono variazioni di frequenza
(microbilance, sensori ad onda acustica superficiale), anch’essi molto accurati ma

piuttosto sensibili a umidita e temperatura;
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- quelli basati su variazioni della tensione di soglia, che comporta una variazione di
corrente—tensione (MOSFET, ossia transistor metallo-ossido-semiconduttore a
effetto di campo), economici e di piccole dimensioni ma non sensibili a tutte le
classi di composti;

- quelli basati su variazioni dellindice di rifrazione, che determina variazioni
dell'intensita luminosa (fibre ottiche).

| principali modelli di naso elettronico presenti in commercio si possono inoltre classificare
sulla base della tipologia di strumentazione:

- atecnologia singola (Cyranose 320, FOX, SAGAS, etc.)

- a tecnologia combinata, ossia sensori chimici accoppiati a classici sistemi analitici
(Prometheus, ZNose, GDAZ2, etc.).

| principali settori di applicazione di questi strumenti sono il settore alimentare
(identificazione delle diverse tipologie di alimenti come olio, pesce, frutta, etc. per la
valutazione della qualita) e delle bevande (in particolare nell’analisi del’aroma di caffe), il
settore ambientale (investigazioni relative al monitoraggio della qualita dell’aria, acqua e
suolo) e recentemente anche nel settore della diagnostica medica [99, 146-156)].

Uno dei punti di forza di questo tipo di dispositivi consiste soprattutto negli aspetti
commerciali quali la semplicita di utilizzo (assenza di trattamenti pre-analitici del
campione), la facile trasportabilita e le ridotte dimensioni.

Un problema attuale legato all’utilizzo di questi strumenti soprattutto in ambito biomedico &
'assenza di procedure standardizzate per la fase di addestramento e acquisizione dei

dati.
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3.3.1 Materiali e metodi

3.3.1.1 Cyranose 320

Il prototipo Cyranose 320 (Sensigen, Baldwin Park, CA, USA) & un naso elettronico
portatile a tecnologia singola, costituito da 32 sensori polimerici.

Trattandosi di un comparatore di vapori, esso deve essere dapprima addestrato a
riconoscere una serie di vapori chimici creando uno smellprint, una sorta di immagine
digitale della miscela; una volta istruito, se messo a contato con un vapore non noto, lo
strumento compara il nuovo smellprint con quelli presenti nella sua memoria.

La misura dei vapori € basata su cambiamenti di resistenza di ogni singolo sensore
chimico nel chip costituito da 32 sensori presente al suo interno: cio consiste in una misura
differenziale, e la risposta dei sensori viene misurata come (Rmax-Ro)/ Ro, con Rg che
rappresenta la resistenza durante un flusso basale, e Rmaxla massima resistenza durante
I'esposizione a un campione di vapore.

Lo strumento e dotato di (Figura 12):

a. un sistema di campionamento

b. sensori chimici

c. un sistema in grado di processare e manipolare il segnale.

a. Il primo é dotato di vie di campionamento indipendenti che permettano le misure
delle diverse resistenze dei sensori. All'interno dello strumento una valvola ed una
pompa sono utilizzate per epurare e campionare i vapori. Il processo di epurazione
fornisce aria ambiente ai sensori per la misura di Rg, oltre che ripulire i sensori dopo
il campionamento. Il processo di campionamento consente ai vapori di raggiungere
il chip, che € mantenuto a temperatura costante all’interno del naso.

Durante il ciclo di epurazione la valvola del naso € in posizione aperta e consente ai

vapori di entrare tramite l'ingresso laterale ed arrivare al sensore. Il vapore €& poi
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eliminato tramite la porta di uscita sul lato opposto: questo ciclo fornisce la misura
Ro.

Durante il ciclo di campionamento la valvola é chiusa e consente ai vapori di essere
aspirati tramite I'accesso sul lato superiore dello strumento e di giungere ai sensori.
Durante la fase di campionamento viene misurata la massima variazione nelle
resistenze (indifferentemente in positivo o0 in negativo), registrata come Rax.

| sensori chimici rispondono allo spazio di testa dei vapori a cui sono esposti.
Attraversando la sonda di ogni singolo sensore la risposta e differente ed il pattern
che si ottiene rappresenta ciascun spazio di testa. La tecnologia dei sensori di
guesto particolare strumento consiste in un nosechip di 32 chemoresistori
individuali rivestiti da un sottile film in carbonio configurati all'interno di una sonda. I
materiale di rivestimento dei sensori viene depositato attraverso 2 cavi elettrici su
un substrato di alluminio. Quando il film e esposto ad analiti in fase di vapore, la
matrice agisce come una spugna e si gonfia mentre assorbe l'analita: questo
incremento volumetrico genera un aumento nella resistenza poiché le vie di
conduzione in carbonio vengono interrotte. Quando I'analita viene allontanato, Il
polimero lo rilascia e riprende la sua forma originale, ripristinando la via di
conduzione del segnale. Ogni polimero usato nel chip € unico dal punto di vista
chimico ed assorbe gli analiti a differenti livelli, creando un pattern di risposta
differenziale attraverso la sonda.

La processazione del segnale converte la risposta grezza del sensore in un valore
che viene integrato nelle analisi statistiche per consentire di elaborare un pattern.
Lo strumento misura il calo di voltaggi attraverso ogni sensore nella sonda e i
converte nelle resistenze. Esso registra i cambiamenti differenziali delle resistenze
e li sottomette per la pre-processazione, post-processazione del segnale e I'analisi

statistica. Il dato viene poi convertito nel massimo cambiamento di resistenza
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causato dall’esposizione dei sensori all’analita. Il relativo cambio di resistenza per

un particolare sensore € definito come risposta del sensore: AR/Ro = (Rmax-Ro)/Ro.

Uno smellprint € generato dopo che i dati sono stati elaborati per tutti e 32 i sensori;

solitamente le risposte vengono normalizzate usando la formula:

Normalized (AR/Ro)i/ Z IAR/Rql

| componenti dello strumento con cui il campione viene a contatto, dal momento

dell’aspirazione a quello dell’espulsione sono:

acciaio (ago e perno al quale questo € fissato)

poliparaxilene (rivestimento dei condotti e delle camere)

polibutilene tereftalato, fluoroelastomero e acciaio (componenti della valvola)
carbone e polimeri (sensori)

polifenilene sulfide e fluoroelastomero (componenti della pompa).

Y

Nessuno dei suddetti composti € in grado di interagire chimicamente con i VOCs

potenzialmente presenti nei nostri campioni.

Il sistema analitico completo di Cyranose 320 é completato da un software da installare su

PC, che consenta di scegliere i parametri di configurazione del flusso e trasmetterl,

tramite connettore, allo strumento.

| parametri di flusso da impostare sono i seguenti:

basale, per cui bisogna inserire la durata di aspirazione (libera) e la velocita della
pompa;

campionamento, per cui bisogna inserire durata e velocita di aspirazione della
pompa;

epurazione, per cui bisogna inserire, come sopra, un tempo ed una velocita;

tempo di rimozione dellago dallo spazio di testa (generalmente 0 poiché

operazione immediata in presenza di operatore);
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- velocita della pompa, a scelta tra 3, preimpostate e non modificabili: bassa (50
cc/min), media (120 cc/min) e alta (180 cc/min);

- riscaldamento: consente di regolare la temperatura del sensore, che dovrebbe
essere almeno 7°C al di sopra di quella ambientale (la T predefinita presente sullo
strumento e pari a 42°C). Una temperatura troppo bassa creerebbe una risposta
dei sensori troppo ampia; al contrario una temperatura eccessiva causerebbe una
variazione troppo piccola;

- selezione del filtro digitale: consente di smorzare le resistenze di fondo, ed
andrebbe sempre impostato.

Esiste una seconda parte di impostazioni riguardanti la selezione di ciascuno dei 32
sensori € il tipo di analisi statistica per l'interpretazione dei dati, sezione che non abbiamo
considerato in quanto le analisi sono state effettuate in maniera autonoma dallo

strumento, valutando le resistenze dei singoli sensori registrate su appositi database.

3.3.1.2 Sistema di raccolta dell’aria esalata

Sara sperimentato un nuovo sistema per frazionare e raccogliere l'aria esalata (Figura 13):
il corpo principale e costituito da un boccaglio con filtro raccordato a una valvola a due vie,
controllata da un sensore ad infrarossi che misura la concentrazione di CO, esalata
allingresso del circuito. Solo la frazione d'aria con CO,>C50% sara raccolta, escludendo
percio il volume morto delle vie aeree.

Tutti i materiali usati saranno monouso e un sistema di auto-apprendimento rendera il
sistema indipendente dalla variabilita inter-individuale di CO, esalata.

Verra raccolto per ogni soggetto almeno un litro dell'ultima porzione di aria esalata (10-15

esalazioni).
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3.3.3 RISULTATI

3.3.21 Ottimizzazione dei parametri di raccolta del naso elettronico

3.3.2.1.1 Scelta dell’ago

Inizialmente e stato preso in considerazione il tipo di ago piu idoneo alle nostre condizioni
di aspirazione dell’aria esalata: il materiale in dotazione con lo strumento prevedeva aghi
di tipo smussato (Blunt Tip stile 3) da 20’ in acciaio inossidabile, ideali per I'analisi di
campioni in contenitori aperti ma non adatti alle nostre condizioni. Dovendo raccogliere
l'esalato in apposite sampling bag da 1l dotate di membrana perforabile con ago
penetrante, gli aghi in dotazione le laceravano causando perdite del contenuto all’esterno
e non garantendo pertanto I'isolamento dell’aria raccolta; abbiamo pertanto optato per
aghi a becco di flauto (Bevel Tip stile 2). Dopo numerose prove con aghi monouso, ritenuti
piu igienici (evitano contaminazioni tra le analisi), previo approvazione da parte del
responsabile della ditta produttrice Sensigen, abbiamo optato per aghi di calibro 21’.
Questo diametro rappresenta infatti un buon compromesso tra diametri maggiori,
potenzialmente in grado di danneggiare la membrana della sampling bag, e diametri
troppo piccoli, verosimilmente in grado di causare troppa resistenza al flusso durante
I‘aspirazione, nonché frequenti episodi di ostruzione da parte della gomma componente la
membrana.

3.3.2.1.2 Valutazione del tipo di sampling bag per la raccolta dell’aria esalata
Abbiamo considerato 2 diversi tipi di bag: Tedlar® Gas Sampling Bag e Supel™ Inert Gas
Sampling Bag (entrambe Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

Entrambe sono costituite dallo stesso materiale, difluoruro di polivinilidene (PVDF), ma le

principali differenze sono elencate in Tabella XII
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Date le basse concentrazioni (hM-pM) dei VOCs nell’aria esalata, & importante valutare a
priori se l'utilizzo di un materiale rispetto all’altro possa alterare la risposta del naso
elettronico.

Per questo studio sono stati reclutati 10 soggetti sani di eta compresa tra 30—-45 aa, non
affetti da malattie neoplastiche o flogistiche in atto, e da ciascuno, tramite I'apposito
sistema di raccolta precedentemente descritto, sono state raccolte 2 diverse sampling
bags di aria esalata e costruito, in maniera indipendentemente dal software in dotazione
con lo strumento, il grafico di risposta dei sensori (Figura 14).

Le risposte dei 32 sensori sono apparentemente sovrapponibili ad eccezione di 4 sensori
(5, 6, 23, 31) noti per essere piu instabili soprattutto in presenza di sostanze polari. L’aria
esalata raccolta nelle Supel™ Inert Gas Sampling Bag ha mostrato maggiori oscillazioni
nella risposta dei sensori. Questo tipo di sampling bags, meno costose ma anche meno
resistenti a livello dei punti di maggior pressione (innesto della valvola), sono apparse

meno idonee allo scopo.
3.3.2.2 Ottimizzazione dei parametri di funzionamento del naso elettronico

3.3.2.2.1 Velocita della pompa

La velocita di aspirazione della pompa prevede la scelta tra 3 opzioni: flusso basso (50
cc/min), medio (120 cc/min) e alto (180cc/min).

Per la valutazione sono stati raccolti due campioni di esalato: il primo appartenente a
soggetto sano a digiuno da 2 ore, il secondo da soggetto sano dopo aver fumato e
digiunato da 2 ore.

Aspirazione a basso flusso. L’aspirazione a basso flusso ha mostrato che la velocita di
aspirazione di 50 cc/min non consente di rilevare differenze tra i due campioni in esame.
Cio potrebbe essere dovuto al fatto che la quantita assoluta degli agenti chimici che

raggiunge i sensori risulta al di sotto del limite di rilevazione dello strumento; esso pertanto
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non risulterebbe in grado di discriminare l'effetto del fumo sulla variazione sia della
concentrazione sia del pattern dei composti organici volatili presenti nell’aria esalata.

In Figura 15a é riportato il grafico di distribuzione delle misure relative ai due soggetti: la
distribuzione dei valori appare molto ampia.

Aspirazione ad alto flusso. Anche l'aspirazione ad alto flusso (180 cc/min) non consente
di discriminare fra i due soggetti considerati. Nel diagramma riportato in Figura 15b si puo
notare un’ampia distribuzione delle misurazioni relative ai 2 soggetti: cid potrebbe essere
spiegato dal fatto che da un lato 'aumento del flusso determina certamente un aumento
della quantita assoluta degli agenti chimici che impattano sui sensori, ma dall’altro esso
puo determinare il superamento dei volumi di breakthrough (per effetto dello stripping del
flusso) e/o del tempo di risposta dei sensori, inficiando cosi la capacita dello strumento di
discriminare l'aria esalata dei due soggetti.

Aspirazione a medio flusso. L’aspirazione a medio flusso (120 cc/min) si € mostrata
essere la piu idonea a rendere riproducibili le misure. In Figura 15c i punti appaiono
visibilmente ben raggruppati rispetto ai 2 grafici precedenti. Tale flusso consente infatti di
ottenere un buon compromesso tra la quantita assoluta degli agenti chimici che impattano
sui sensori e il tempo di risposta dei sensori stessi. Questo risultato € fortemente legato
alle concentrazioni (10°M-10"?M) relativamente basse dei composti organici volatili
presenti nell’aria espirata.

3.3.2.2.2 Tempi di campionamento

La prima impostazione da selezionare manualmente riguarda il tempo di epurazione dello
strumento, da effettuare prima dell’inizio dei campionamenti (ed ogni qualvolta esso stia a
riposo per lunghi periodi, ossia alcune ore). Tale impostazione consente di evitare I'effetto
memoria: i sensori a riposo, infatti, interagiscono costantemente e sono in equilibrio con

'umidita presente nellambiente.
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Il tempo di epurazione minimo consigliato dalla ditta produttrice per effettuare questa
procedura e di 6 minuti: non rispettandolo € frequente incorrere nell’effetto “first sniff”,
ossia la comparsa di una misurazione con valori molto differenti (outliers) rispetto a quelli
ottenuti nelle successive misurazioni.

Per quanto riguarda la scelta dei tempi di campionamento abbiamo considerato la
relazione tra tempo di epurazione ed effetto memoria: il primo deve essere
sufficientemente lungo da garantire il ritorno del segnale al livello basale per tutti i 32
sensori. Anche il tempo di aspirazione deve avere una durata sufficiente per garantire la
completa raccolta dei composti presenti nell’aria esalata (testimoniata dalla comparsa di
un plateau di tutti i 32 sensori). Le prove hanno mostrato che un tempo di epurazione pari
a 30 secondi é sufficiente a garantire il completo ritorno ai valori di resistenze al tempo
basale (e quindi a garantire una completa pulizia dei sensori), ed un tempo di raccolta di
60 secondi garantisce il raggiungimento del plateau, come mostrato nel grafico riportato in
Figura 16.

Al termine di ogni aspirazione lo strumento necessita di un ulteriore tempo di epurazione
per garantire la pulizia di tutti i 32 sensori: anche in questo caso, dopo numerosi tentativi,
abbiamo optato per un tempo di 200 sec, piu che sufficiente a garantire il ritorno del
segnale dei 32 sensori al pari del basale.

3.3.2.3 Effetto delle variabili ambientali e individuali

3.3.2.3.1 Temperatura

Lo strumento prima dell’utilizzo prevede I'impostazione della temperatura del substrato: cio
consente all’'utilizzatore di attivare o disattivare il sensore che regola la temperatura dei
sensori, e di specificarne la temperatura. La temperatura pre-impostata sullo strumento
era di 42°C; secondo le indicazioni del costruttore essa dovrebbe essere almeno sette

gradi centigradi sopra la temperatura ambiente, ed in ogni caso non inferiore a 35°C: in
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caso contrario le prestazioni dello strumento potrebbero non essere ottimali causando una
maggior variabilitd nella risposta dei sensori.

Le prove di ottimizzazione sono state effettuate durante i mesi estivi in un ambiente non
climatizzato: durante l'utilizzo dello strumento compariva frequentemente il segnale di
surriscaldamento (riconoscibile per la comparsa di una scritta lampeggiante sul display):
dopo numerosi tentativi con differenti valori crescenti di temperatura abbiamo osservato
che impostando il suddetto valore a 50°C il segnale di surriscaldamento non compariva
piu; sara tuttavia necessario un adattamento durante i mesi invernali, onde evitare che la
differenza tra ambiente e temperatura impostata sia troppo ampia da generare scarsa o
nulla risposta dei sensori.

3.3.2.3.2 Umidita

L’'umidita potrebbe influenzare le prestazioni dello strumento poiché i suoi sensori
(costituiti da polimeri) non sono selettivi: essi infatti interagiscono con il vapore acqueo
come qualsiasi altra sostanza chimica, ma senza degradarsi. Se I'umidita ambientale e
guella del substrato non differiscono notevolmente tra loro, la risposta dei sensori sara
attendibile. Il problema si pone in situazioni in cui questa differenza sia piu consistente:
abbiamo provato a ricostruire questa situazione riempiendo delle sampling bags sia con
solo azoto puro sia con sola aria ambiente, aggiungendo successivamente acqua
deionizzata a concentrazioni sovrapponibili all’aria ambiente (100 ul per 1 | di aria) e a
completa saturazione (1 ml per 1 | di aria).

Attivando tutti e 32 i sensori abbiamo osservato come lo strumento fatichi a riconoscere tra
livelli di umidita sovrapponibli all’aria ambiente rispetto a livelli di completa saturazione
(Figura 17a e 17b).

La suddetta analisi & stata ripetuta eliminando i sensori indicati come maggiormente
sensibili alle sostanze polari (05, 06, 23 e 31), rendendo il risultato ancora piu evidente

(Figura 18a e 18b).
57



Non é stato possibile eseguire I'analisi selezionando i soli sensori polari in quanto
insufficienti nel fornire una risposta integrata.

3.3.2.3.3 Valutazione del fattore di risposta dei sensori rispetto alle diverse classi di
agenti chimici

Per la validazione dello strumento si € poi proceduto ad analizzare alcuni fattori inquinanti
normalmente presenti nel’ambiente o negli alimenti, in particolare etanolo (classe 1),
esanale (classe 2), acetone (classe 3), acido acetico (classe 4), 2-metilpentano (classe 5),
esano (classe 6) e toluene (classe 7), rapportati all’azoto puro (classe 8), come riportato in
Tabella XiIII.

Dapprima le Tedlar® bag sono state riempite con azoto puro, e successivamente & stato
aggiunto 1 pl di ciascuna delle suddette sostanze.

La maggior parte dei sensori risponde maggiormente, anche se in misura diversa, alla
presenza di acido acetico, seguito da esanale, etanolo, esano, acetone, 2-metilpentano e
toluene. | sensori 5, 6, 10, 22, 23, 30 e 31 invece rispondono in maniera positiva all’acido
acetico ed in misura negativa a tutte le altre sostanze. La risposta dei sensori all'azoto e
guasi sempre rappresentata da valori negativi, tranne nel caso dei sensori 3, 9, 12, 25, 29
e 32. Un discorso a parte deve essere fatto per il sensore 17, che risponde in maniera
positiva all’acido acetico e piu debolmente ad etanolo, esanale ed esano, ed in maniera
negativa alle altre sostanze (Figura 19a e 19b).

3.3.2.3.4 Valutazione dell’influenza “in vivo” delle diverse condizioni del soggetto
sullarisposta dei sensori

Nella fase preliminare dello studio é stato necessario valutare come le abitudini personali
del soggetto (es. consumo di cibo, bevande alcoliche, chewing-gum, digiuno) potessero
influire sulla risposta del naso elettronico in modo da poter standardizzare le condizioni di

raccolta dell’aria esalata.
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La validazione é stata proseguita valutando la risposta dei sensori del naso elettronico in
vivo in seguito ad analisi di esalato appartenente allo stesso soggetto ma in diverse
condizioni rappresentative della vita quotidiana, ossia dopo aver bevuto una sostanza
alcolica e 2 ore dopo l'assunzione della stessa, dopo aver mangiato, dopo I'assunzione di
caffé, dopo aver fumato, a digiuno da 8 ore e dopo aver masticato un chewing-gum.
L’istogramma relativo alla risposta € rappresentato nelle Figure 20a e 20b.

Quasi tutti i sensori, ad eccezione di 1 e 4, rispondono maggiormente, anche se in misura
diversa, alla presenza di caffé nell’esalato, seguita da quella di alcool, fumo. Le situazioni
che evocano la risposta minore sono il digiuno e 'assunzione di chewing-gum; il digiuno
risulta generare la risposta minore per i sensori 3, 6, 8, 9, 12, 27-29, mentre per i restanti
la risposta piu bassa € evocata dal chewing-gum. | sensori 1 e 4 invece rispondono meglio
alla presenza di alcool, seguita da caffé e dalle successive sostanze nell’ordine sopra

riportato.
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3. DISCUSSIONE

4.1 STUDIO |

| livelli mediani di mesotelina nei nostri casi e controlli sono in linea con dati precedenti
analizzati da Hollevoet et al. [131], ossia significativamente piu elevati nei soggetti con
diagnosi di MM confermata istologicamente. Il valore di cut-off pari a 1.26 nM, che
mostrava una sensibilitd del 74% ed una specificita dell’86.1%, risulta praticamente
identico a quello riportato precedentemente da Van den Heuvel et al. (1.3 nM) [157] e
molto simile a quello riportato da Cristaudo et al. (1 nM) [158], Beyer et al (1.5 nM) [159], e
Di Serio et al. (1.5 nM) [160].

Questo € il primo studio, a nostra conoscenza, che mostra la presenza di elevate livelli di
YKL-40 nel siero di soggetti affetti da MM ma, sebbene cio consenta di distinguere
pazienti affetti da MM da controlli sani, la sensibilita e la specificita risultano minori rispetto
a quelle della mesotelina. Kim et al. [161] hanno riscontrato elevati livelli di YKL-40 in
effusioni pleuriche di soggetti con patologie polmonari (con i livelli piu elevati riscontrati in
coloro che avevano effusioni essudative), e livelli elevati anche in pazienti affetti da cancro
al polmone in stadi precoci. Anche Thom et al. [162] hanno identificato i livelli di YKL-40
come biomarcatore prognostico indipendente in soggetti affetti da NSCLC metastatico.
Come si pu0 evincere dai dati mostrati in Tabella I, la prevalenza di MM ¢ circa la stessa
per uomini e donne: ci0 appare in contrasto con i dati epidemiologici [82], ma in
corrispondenza di siti petrolchimici, aree industriali, etc., il tasso relativo di mortalita per
MM appare essere ancora maggiore per le donne [163].

La stratificazione dei nostri casi di MM sulla base dellistologia e dello stadio tumorale
rivelava una correlazione al limite della significativita tra lo stadio e le concentrazioni di
mesotelina, ma nessuna correlazione con YKL-40. Sebbene il numero di pazienti affetti da
mesotelioma sarcomatoide nella nostra casistica fosse limitato, la nostra scoperta di non

riscontrare elevati livelli di biomarcatori risultava in linea con risultati precedentemente
60



riportati, e con l'assenza di over-espressione di mesotelina in questo sottotipo istologico
[164]. | livelli di mesotelina erano significativamente elevati solo nel gruppo di pazienti
affetti da MM in stadio avanzato rispetto a quelli ai primi stadi, ma cid potrebbe essere
spiegato dal limitato numero di pazienti nei differenti stadi, e dell’attuale difficolta della
stadiazione.

Tuttavia, sebbene la concentrazione di YKL-40 fosse poco probabilmente valutabile nella
diagnosi di MM, essa potrebbe migliorare la specificita diagnostica della mesotelina. In
una simulazione includente 1000 pazienti affetti da MM e 1000 pazienti appartenenti agli
altri gruppi (prevalenza = 50%), 503/539 pazienti affetti da MM risultavano positivi sia alla
mesotelina (prevalenza 93.3%) che a YKL-40 (prevalenza 11.5%), e 83/723 risultavano
negativi sia alla mesotelina che a YKL-40, mentre il tasso di prevalenza pazienti
positivi/negativi e negativi/positivi in totale era del 56%. Nonostante la prevalenza simulata
iniziale, appare abbastanza chiaro che i falsi positivi fossero rari nei pazienti con doppia
positivita ai marcatori (solo 36 sugli iniziali 2000 controlli) e che i falsi negativi fossero rari
nei soggetti con doppia negativita (solo 83 sugli iniziali 1000 pazienti affetti da MM). Cio
indicava chiaramente che i due gruppi fossero rispettivamente ad alto e basso rischio di
MM, con possibili differenziazioni in corso di diagnosi. D’altra parte, la prevalenza di MM
restava sostanzialmente la stessa nei singoli gruppi positivi, indicando che essi avrebbero
dovuto essere entrambi trattati come ad alto rischio.

| pazienti affetti da MM mostravano anche livelli piu elevati di IL-8, VEGF e fibulina-3
rispetto ai controlli, ma non sono state riscontrate differenze in questi livelli tra pazienti
affetti da cancro al polmone rispetto a quelli affetti da asbestosi, tranne che per la fibulina-
3. Noi non abbiamo confermato i risultati di Pass et al. poiché nel nostro studio non vi
erano differenze nei livelli di fibulina-3 tra pazienti affetti da MM e pazienti affetti da

asbestosi. | livelli di endotelina-1 apparivano invece sovrapponibili nei 4 gruppi considerati.
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La prevalenza di asbestosi nel nostro studio risultava minore rispetto a quella di MM: cio
potrebbe essere spiegato dal fatto che l'asbestosi ha un periodo di latenza piu breve
rispetto al MM; inoltre i nostri casi di asbestosi, essendo una malattia professionale, sono
stati estrapolati dagli archivi delle malattie occupazionali riportate e riconosciute dall'INAIL
[165], e cio potrebbe averne causato una sottostima.

La forza di questo studio sta nel fatto che abbiamo reclutato controlli non selezionati tra
pazienti afferenti alla nostra U.O. di Broncoscopia a scopo diagnostico, cosa che ha fornito

un campione rispecchiante la realta.
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4.2 STUDIO I

In questo lavoro abbiamo esaminato I'utilita di un pattern di biomarcatori respiratori ottenuti
con metodi non invasivi combinandoli con I'esposizione a fumo di sigaretta in soggetti con
sospetto cancro del polmone. Il potere diagnostico delle molecole esalate risultava
accettabile, ma incrementava se combinato con I'esposizione a fumo di sigaretta. Cosa piu
importante, il potere diagnostico di H,O,-EBC e trans-2-nonenale (ed in minor misura
dell’esano) risultava buono in soggetti con esposizione al fumo bassa o moderata (<30
PY). L'utilizzo della HRCT potrebbe risultare utile nella gestione di casi con piccoli noduli
polmonari singoli nella popolazione sottoposta a screening per cancro al polmone, ma la
sua combinazione con un pattern di biomarcatori potrebbe ridurre il tasso di falsi positivi.
Un nuovo aspetto di questo studio era l'uso dell’aria esalata con un approccio sul campo;
ci0 presentava due vantaggi principali: 1) il gruppo non-NSCLC era formato da soggetti
con segni/sintomi compatibili con cancro, ma con una diagnosi finale diversa dal cancro
(cio evitava bias di selezione di gruppo); 2) la diagnosi era sconosciuta al momento della
raccolta dell’esalato e dell’analisi, assicurando un disegno di studio completamente in
cieco.

Lo svantaggio di questo approccio risultava nella non omogeneita del gruppo non-NSCLC,
cioeé non potevamo completamente escludere un effetto della malattia sulla composizione
dell'aria esalata. Si rendono necessari ulteriori studi su gruppi pit ampi. Lo studio & stato
focalizzato su pazienti affetti da NSCLC per la miglior prognosi negli stadi precoci. Altre
forme di cancro al polmone, come lo small-cell, non sono state considerate.

| VOCs nella fase gassosa dell’esalato misurati in questo studio mostravano un potere
discriminante pari almeno all’80% nei lavori precedenti [103, 142]. Alcune sostanze volatili
selezionate erano parzialmente sovrapposte a quelle proposte da altri autori [166], ma con
alcune differenze: abbiamo escluso l'isoprene poiché non correlato in modo specifico allo

stress ossidativo/esposizione, ed il decano a causa del suo significato biologico dubbio.
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Abbiamo aggiunto il n-esano come possibile biomarcatore di esposizione ambientale [167]
e le forme 2-trans dell’eptanale, ottanale e nonenale come prodotti di perossidazione
lipidica [168]. Va sottolineato che il trans-2-nonenale & usato anche come aromatizzante
della birra [169] e, sebbene nessuno dei nostri pazienti fosse un consumatore abituale di
alcool, non potevamo escludere completamente il ruolo del consumo di birra sui livelli di
guesto biomarcatore esalato. Le altre sostanze, come 1-ottene, 2-butanone, 3-idrossi-2-
butanone, 2-idrossiacetaldeide e 4-idrossiesanale non sono state incluse nell'analisi,
poiché avrebbero richiesto ulteriori ottimizzazioni [170, 171].

Infine, abbiamo aggiunto H,O,-EBC poiché considerato un debole biomarcatore di
inflammazione e stress ossidativo [172], anche se altri biomarcatori nel’lEBC sono
attualmente sotto revisione nella ricerca sul cancro al polmone.

Per valutare la ripetibilita dei VOCs nell’esalato abbiamo confrontato i nostri risultati con
quelli di precedenti studi, riscontrando che le concentrazioni sono sovrapponibili. Di
conseguenza, nonostante la variabilita biologica di misure campione, la loro affidabilita
analitica poteva essere sostenuta.

Come atteso, il nostro pattern di sostanze copriva solo una parte di quelle identificate
nell’aria esalata [173, 174]. La nostra scelta é stata basata sul loro significato biologico e
sulla loro riproducibilita nell’esalato/EBC, ma ovviamente il nostro pattern non puo
considerarsi definitivo. In ogni caso I'uso di sostanze esalate a differente volatilita evitava
parzialmente limitazioni nell'interpretazione dei dati a causa del coefficiente di partizione
tra i vari comparti dell’organismo.

Dato che eta, genere e abitudine al fumo sono tutti fattori di rischio per il cancro al
polmone, abbiamo valutato in modo quantitativo I'esposizione a fumo di sigaretta usando
variabili che rappresentavano sia |'esposizione pregressa (pacchi-anno) che quella
recente (cotinina urinaria). Una prima importante scoperta € stata che i pacchi-anno, soli o

in combinazione all’eta, mostravano un discreto potere diagnostico (AUC della curva ROC
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0.7 - 0.73), con un valore di cut-off stimato di 30 PY in pazienti con sospetto cancro al
polmone. Cio sottolineava l'utilita del quantificare I'esposizione a tabacco unitamente alla
distinzione qualitativa non-, ex- o fumatori; lo stesso discorso non valeva per la cotinina
urinaria, indicando I'importanza preponderante della passata abitudine al fumo.

Tra i biomarcatori considerati, le differenze tra i gruppi sono abbastanza limitate ma
interessanti: le concentrazioni di etilbenzene, esano, H,0,-EBC e trans-2-nonenale erano
significativamente piu elevate nel gruppo NSCLC, mentre quelle di pentano, 2-
metilpentano ed eptanale erano vicine alla significativita. | risultati relativi al’H,O,-EBC
erano consistenti con dati precedenti in gruppi selezionati [175]. Tuttavia I'eptano, il trans-
2-nonenale, il pentano e la sua forma metilata, il 2-metilpentano erano possibili markers di
stress ossidativo, mentre I'etilbenzene e I'esano potevano essere considerati composti
parzialmente esogeni.

Come atteso, nessuna delle sostanze esalate mostrava sufficienti sensibilitd e specificita.
Un modello univariato con i soli VOCs mostrava un potere diagnostico solo tendente alla
significativita (AUC della curva ROC= 0.68), che cresceva se combinato all’'eta e ai pacchi-
anno (AUC= 0.80).

| risultati piu sorprendenti e promettenti si sono ottenuti dopo la classificazione basata
sull’abitudine al fumo. L'analisi € stata fatta in relazione ai soggetti con <10 PY (non
fumatori, lievi fumatori o ex fumatori) e a quelli con <30 PY, i migliori valori di cut-off trovati
usando le curve ROC.

Nel sottogruppo <10 PY, sia H,0,-EBC che trans-2-nonenale mostravano un buon potere
diagnostico (AUC 0.82 e 0.88 rispettivamente) indicando che, quando il fumo di tabacco
rappresentava un limitato fattore di confondimento, lo stress ossidativo era chiaramente
rilevabile nei pazienti affetti da NSCLC. La combinazione di eta + H,O,-EBC + trans-2-
nonenale mostrava un’AUC pari a 0.92, con una sensibilita dell’'85.6% ed una specificita

del 90.0% ai valori di cut-off. In ogni caso questi risultati necessitano di essere confermati
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attraverso uno studio di adeguata numerosita usando i valori cut-off di H,O, e trans-2-
nonenale che abbiamo trovato nel nostro studio (0.26 uM e 4.6 pM) (Figura 3b). Altri fattori
potrebbero tuttavia influenzare i livelli nellEBC, percid tali marcatori dovrebbero essere
usati soltanto per discriminare i casi sospetti [176].

Risultati interessanti sono stati ottenuti anche nel sottogruppo <30 PY: 'AUC della curva
ROC per H,0,-EBC era pari a 0.72, con un valore di cut-off pari a 0.27 uM, 0.73 per il
trans-2-nonenale, con un valore di cut-off pari a 4.7 pM. L’AUC della combinazione eta +
H,O0,-EBC + trans-2-nonenale + esano era pari a 0.85. L’intensa esposizione a fumo di
sigaretta poteva tuttavia essere un fattore limitante per 'uso dei nostri biomarcatori in
soggetti con piu di 30 PY, in particolare nel caso di H,O,-EBC. | valori di H,O, sono infatti
influenzati positivamente dal fumo di sigaretta [177], poiché H,O, & anche presente nella
fase catramosa dello stesso [178]. Infine € anche noto che I'abitudine al fumo generi
stress ossidativo, correlato alle mutazioni a carico del DNA delle cellule polmonari [179].
Nel gruppo non-NSCLC veniva riscontrata una debole ma significativa correlazione tra
H,O, e PY. Essa potrebbe tuttavia essere stata influenzata in maniera negativa da altre
patologie polmonari, poiché veniva completamente persa nel gruppo NSCLC [180, 181].
Sebbene i nostri risultati potrebbero essere spiegati da svariati meccanismi tra cui
cambiamenti nella permeabilitd polmonare, necrosi cellulare e danno tissutale, cosi come
dall’effetto confondente del fumo di tabacco, questo & stato il primo studio a suggerire
come il fumo di tabacco potesse avere un ruolo negativo sul potere discriminante dell’aria
esalata.

Sebbene lo studio fosse stato disegnato per testare il potere diagnostico complessivo dei
biomarcatori esalati in casi di sospetto cancro al polmone, la sua numerosita non e stata
sufficiente a permettere considerazioni sugli altri fattori di confondimento, come stadio e
istotipo di tumore. Abbiamo riscontrato differenze marginali quando i soggetti venivano

stratificati per i suddetti fattori, ma sarebbero necessari ulteriori dati poiché piu del 60% dei
66



pazienti era affetto da NSCLC al | stadio. Non abbiamo inoltre dati riguardanti la presenza
di BPCO per nessuno dei gruppi considerati. Infine, 'uso di dispositivi di raccolta dell’aria
esalata, in grado di concentrare I'aria proveniente da espirazioni multiple, potrebbe aver
accresciuto l'identificazione del picco cromatografico. Sono attualmente in fase di studio
ulteriori metodi volti a migliorare il sistema di raccolta, allo scopo di identificare nuove
sostanze dotate di significato biologico e di confrontare i risultati con approcci quali
microsonde, omica e naso elettronico [102, 154, 183-184]; anche la combinazione di naso

elettronico e analisi dello sputo [185] risulterebbe essere di particolare interesse.
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4.3 STUDIO Il

La comparsa di numerosi lavori scientifici che provino I'efficacia del naso elettronico come
strumento diagnostico potenzialmente applicabile nella diagnosi precoce di patologie
neoplastiche e flogistiche (in particolare a carico del polmone) e la mancanza di procedure
standardizzate che consentano di rendere le misure il piu possibile riproducibili ci ha indotti
a considerare le numerose variabili che possano condizionare la reale affidabilitd dello
strumento.

Tali variabili possono essere distinte in due grandi gruppi: quelle legate al funzionamento
del naso elettronico, e quelle legate al soggetto dal quale proviene il campione di aria
esalata da analizzare; entrambe queste variabili possono a loro volta essere suddivise in
variabili non modificabili (per le quali 'operatore non pud prendere alcun provvedimento se
non tenere conto della loro esistenza) e variabili modificabili (sulle quali possono essere
messi a punto sistemi di standardizzazione).

Le variabili non modificabili legate allo strumento sono la composizione dei singoli
elementi che costituiscono 'apparato analitico del naso (valvole, pompa, sensori), per lo
piu costituite da materiali chimicamente inerti, ma che potrebbero in qualche modo
influenzare la risposta ad alcuni tipi di VOCs (ad esempio trattenendoli con legami che non
consentano l'impatto con i sensori) e la sensibilita dello strumento stesso, che si aggira
attorno a 0.1 ppm [186]. Queste due variabili andrebbero sempre tenute in considerazione
ogniqualvolta si decida di utilizzare lo strumento a fini diagnostici, poiché potenzialmente
in grado di causare una sottostima della reale composizione dell’aria esalata.

Per quanto riguarda le variabili modificabili legate al funzionamento del naso elettronico
possiamo menzionare le condizioni ambientali nelle quali viene effettuata I'analisi, la scelta
del tipo di sampling bag per la raccolta, dell’ago da applicare per consentire I'aspirazione
dei gas all'interno dello strumento e le impostazioni dello strumento stesso, che non

vengono quasi mai menzionate dei lavori scientifici presenti in letteratura.
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Il naso elettronico viene dichiarato dal costruttore come poco influenzabile dalla
temperatura e dallumidita presenti nel’ambiente; nonostante cido abbiamo provato ad
eseguire alcune prove raccogliendo sia azoto che aria ambiente a diverse concentrazioni
di umidita: concentrazioni di vapore acqueo sovrapponibili a quelle presenti nello spazio
alveolare e condizioni di completa saturazione dell’aria campionata generavano
smellprints molto simili tra loro, e nettamente diversi da quelli ottenuti in condizioni di
raccolta in assenza di umidita (azoto puro). Cio farebbe ipotizzare che I'umidita condizioni
in maniera non sottovalutabile la risposta dei sensori in varie fasi, soprattutto in quella di
analisi, in cui 'umidita dell’aria alveolare potrebbe alterare la risposta sia intra- che inter-
individuale [187, 188]. Anche la temperatura pud condizionare il funzionamento dello
strumento: come dichiarato dal costruttore stesso e come confermato dalle nostre prove
effettuate nei mesi estivi in ambiente non climatizzato, temperature elevate possono
causarne il surriscaldamento (con relativa comparsa del segnale HTR sul display).

La scelta del tipo di sampling bag nella quale effettuare la raccolta delll’aria esalata
rappresenta un’altra variabile che potrebbe condizionare I'esito delle analisi: tra i vari tipi
presenti in commercio (Tedlar®, Supel, Mylar, Kynar, etc.), la pii adottata negli studi
sullaria esalata risulta essere la Tedlar® [189]. Nonostante il materiale costituente le
sampling bags da noi analizzate sia sempre lo stesso, le altre caratteristiche fisiche
potrebbero essere responsabili della differenza riscontrata negli smellprints: la Supel
Sampling bag mostrava le maggiori variazioni durante il campionamento, soprattutto a
carico dei sensori piu sensibili ai composti polari. Tale situazione potrebbe essere spiegata
dal fatto che essa & meno permeabile al vapore acqueo rispetto alla Tedlar® (Tabella XIl):
le sostanze piu polari sarebbero pertanto in grado di diffondere meno rapidamente e
condizionare maggiormente la risposta dei sensori, come affermato anche da altre
valutazioni effettuate [190-192]. Non va tuttavia sottovalutato il fenomeno di condensa che

avviene quando l'esalato viene esposto a sbalzi di temperatura passando dalle vie aeree
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al’'ambiente, fenomeno che tende infatti a ridurre la concentrazione dei composti meno
volatili.
Sia per quanto riguarda il tipo di ago da utilizzare che per le impostazioni dello strumento
non abbiamo trovato alcuna indicazione in letteratura: nel primo caso la nostra scelta é
ricaduta su materiali monouso, sia per motivi igienici, sia per evitare contaminazioni
dovute al passaggio dello stesso da un campione all’'altro.
Nel caso delle impostazioni abbiamo invece fatto numerose prove sia riguardo la velocita
della pompa (dove il miglior compromesso tra quantita assoluta degli agenti chimici che
impattano sui sensori e tempo di risposta degli stessi & stato raggiunto con flussi pari a
120 cc/min) sia riguardo i tempi di campionamento (tempo di epurazione che consenta di
evitare l'effetto memoria, tempo di campionamento necessario a garantire la completa
analisi del campione, secondo tempo di epurazione necessario a ripulire i sensori da
VOCs eventualmente residuati), ed abbiamo optato per le seguenti impostazioni:

medium flow

baseline purge: 30 sec

sample draw: 60 sec

air purge: 10 sec

sample purge: 200 sec.
| suddetti tempi sono condivisi anche da autori di alcuni studi pubblicati in letteratura tra
cui Dragonieri e Sterk [153].
L’analisi dell’esalato andrebbe eseguita il prima possibile dopo la raccolta (meglio se entro
6 ore), onde evitare alterazioni nella sua composizione [190]; nel nostro caso le analisi
sono state eseguite pochi minuti dopo la raccolta.
Circa il 90% dei VOCs esalati risulta essere influenzato da caratteristiche individuali del
soggetto dal quale proviene I'aria esalata; queste caratteristiche possono esse suddivise

in due grandi gruppi: non modificabili e modificabili. Le prime sono legate a caratteristiche
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intrinseche del singolo individuo, per le quali esiste una variabilita biologica sulla quale
non e possibile intervenire se non nella fase di analisi statistica, al fine di rendere le
differenze il piu uniformi possibili. Esse sono rappresentate da sesso, eta, metabolismo
individuale e presenza di patologie concomitanti in grado di inficiare il pattern esalato.
L’eta e il sesso, a causa delle differenze ormonali e metaboliche, potrebbero avere
un’influenza sul profilo di composti organici volatili rilevati dai sensori: i VOCs sono infatti
condizionati dal profilo metabolico della singola persona, a sua volta regolato da variazioni
nei livelli ormonali non solo di androgeni ed estrogeni, ma da tutto il complesso degli
ormoni steroidei (che, seguendo ritmi circadiani, potrebbero anche essere responsabili di
variazioni nel profilo dei VOCs a seconda del momento della giornata in cui vengono
raccolti [188]), come anche da quelli tiroidei, che subiscono variazioni legate in parte al
processo di invecchiamento; esistono tuttavia risultati controversi riguardo queste variabili
[193-196].

Anche la presenza di patologie interferenti con il sistema endocrino potrebbe essere in
grado di aumentare le variabilita del profilo di VOCs esalati, cosi come patologie a carico
dell’apparato respiratorio come la BPCO [149, 154].

Le differenti etnie dei soggetti presi in esame potrebbero comportare alterazioni nel profilo
dei VOCs esalati: Aman et al. hanno riscontrato, nel’ambito di uno studio che valutava
soggetti affetti da ulcera peptica/cancro allo stomaco, differenze a carico di alcuni VOCs
(composti aromatici ed alcoli) tra soggetti provenienti dalla Cina rispetto a soggetti
provenienti dalla Lettonia [197]; la prove da noi effettuate erano tuttavia su soli soggetti di
razza caucasica.

Tra i fattori di rischio modificabili in grado di influenzare il profilo di VOCs esalati troviamo
innanzitutto il fumo di sigaretta, seguito da altre abitudini voluttuarie come il consumo di
alcool, il tipo di alimentazione, l'utilizzo di farmaci, 'ambiente di vita e di lavoro, il flusso

respiratorio basale, I'esercizio fisico.
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L’analisi della risposta del naso a sostanze chimiche analizzate singolarmente, e
rappresentative dei diversi inquinanti ambientali/prodotti metabolici, ha mostrato come
'acido acetico in particolare solleciti maggiormente i sensori, seguito dall’etanolo e
dall’esanale. Questo sembrerebbe indicare come la risposta sia legata alla polarita della
molecola in esame o alla sua capacita di creare delle interazioni dipolo-dipolo con il
sensore. Infatti questo trend risulta enfatizzato per i sensori polari ma veniva mantenuto,
anche se con fattori di risposta diversi, nel caso di sensori non polari. L'azoto, agente
chimico di piccole dimensioni e inerte, rispondeva negativamente a quasi tutti i sensori.
Cio sembrerebbe far ipotizzare che i sensori siano dotati di cavita nelle quali gli analiti,
inserendosi, creino una risposta in seguito a interazioni di tipo dipolo-dipolo o piu in
generale di Wan der Vaals, attivando cosi la risposta del sensore. L'azoto, invece,
occupando la cavita senza indurre alcuna interazione con il substrato, sembrerebbe de-
attivare il sensore producendo cosi una risposta negativa. Basse risposte si avevano
anche con le molecole aromatiche. Questo fenomeno risulta di piu difficile interpretazione
perché se da una parte la loro geometria planare potrebbe spiegare una bassa
permanenza nella cavita del sensore, d’alta parte la nuvola elettronica dell’anello
aromatico potrebbe interagire in qualche modo con i polimeri del sensore. Questo risultato
va in ogni caso considerato perché i soggetti con tumore al polmone ex forti fumatori, pur
presentando un’aumentata concentrazione di composti aromatici nell’aria esalata per il
loro pregresso adsorbimento da parte del tessuto polmonare, possono determinare una
risposta non adeguata rispetto alla reale condizione, sottostimando cosi la classificazione
dei soggetti in esame.

In generale, questi risultati evidenziano come agenti chimici correlati a variabili voluttuarie
(es. cibo, fumo, consumo di caffé o alcolici), ad esposizioni lavorative o ambientali

possono influire negativamente sulla classificazione dei gruppi selezionati nel caso in cui
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tali variabili non vengano tenute sotto controllo attraverso rigorosi sistemi di
standardizzazione della raccolta dell’esalato.

Questo potrebbe farci ipotizzare che la presenza di composti piu reattivi nell’esalato, in
parte condizionate anche dalluso di sostanze voluttuarie, potrebbe in parte inficiare i
risultati, rendendo necessaria una opportuna standardizzazione delle condizioni di
raccolta.

Nello studio Il precedentemente descritto abbiamo infatti mostrato come I'abitudine al
fumo influenzasse in maniera significativa il potere diagnostico di un gruppo di
biomarcatori: il suo effetto a breve termine potrebbe essere contenuto invitando ad
esempio il soggetto a non fumare nelle 2 ore precedenti, mentre resta da chiarire
l'influenza dei suoi effetti a lungo termine, causati dalla persistenza di componenti nelle vie
aeree in grado di condizionare il tipo di VOCs emessi, e di conseguenza la risposta dei
sensori.

L’'influenza dell’esercizio fisico sul profilo di VOCs esalati non & stata presa in
considerazione nella nostra analisi, sebbene alcuni lavori [199] ne abbiano mostrato il
ruolo nel condizionare il pattern di VOCs emessi.

Alcuni autori hanno inoltre mostrato che I'atteggiamento del soggetto durante la raccolta
dell’esalato potrebbe essere in grado di condizionare la risposta dei sensori: trattenere |l
respiro prima della raccolta dell’esalato condizionerebbe in maniera significativa il pattern
di VOCs a causa della maggior concentrazione di gas alveolari [200], cosi come
l'inclusione dello spazio morto anatomico nella raccolta [188, 201, 202]: questa seconda
variabile non & stata presa in considerazione in quanto parte del nostro progetto
prevedeva anche la messa a punto e validazione di un sistema in grado di escludere lo
spazio morto anatomico gia al momento della raccolta.

Lo stesso flusso espiratorio del soggetto sembrerebbe in grado di condizionare la risposta

dei sensori: Bikov et al. [203] hanno raccolto I'aria esalata con uno strumento in grado di
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controllare il flusso, ed hanno mostrato che esso sarebbe in grado di influenzare le
concentrazioni delle molecole originantesi dalle vie aeree di conduzione. Nello specifico
flussi piu elevati (circa 75 ml/sec) sarebbero associati a livelli maggiori di VOCs rispetto a
flussi piu bassi (circa 50 ml/sec), comportamento gia osservato nel caso dell’'ossido nitrico
(NO) [204]. Questa variabile e solo parzialmente risolta dal nostro sistema di raccolta
grazie all’esclusione dello spazio morto anatomico tramite sensore per la COy; il problema
tuttavia potrebbe essere solo marginale in quanto la raccolta verrebbe effettuata su
soggetti con sospetto cancro al polmone, spesso affetti da sintomatologia dispnoica che
rende in parte difficoltosa I'esecuzione di flussi espiratori elevati.

In futuro si potrebbe pensare di collegare il sistema di raccolta precedentemente descritto
ad uno pneumotacografo, al fine di standardizzare ulteriormente le condizioni di raccolta.
Uno dei grossi limiti derivanti dall’utilizzo dei VOCs nell’aria esalata risiede nel fatto che il
polmone € un compartimento in equilibrio, attraverso il flusso alveolo-capillare, con tutto il
resto dell’organismo; essendo inoltre il principale organo escretore delle sostanze volatili,
esso potrebbe liberare non soltanto composti specifici per la singola patologia oggetto di
studio ma anche molecole generate da processi patologici ancora latenti inerenti altri

compartimenti dell’organismo.
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4. CONCLUSIONI
Nessun marcatore allo stato attuale ha mostrato sufficienti specificitd e sensibilita nella
diagnosi di mesotelioma maligno: i dati pubblicati sulla mesotelina mostrano infatti un alto
tasso di falsi positivi in soggetti sani. Nessun lavoro ha pero esaminato i livelli di YKL-40 in
soggetti affetti da MM: nel nostro studio trasversale, dove sono state incluse anche altre
patologie asbesto-correlate (cancro al polmone e asbestosi) abbiamo validato due
biomarcatori indipendenti, YKL-40 e mesotelina, in modo da migliorare la sensibilita della
singola mesotelina come marcatore di MM. L'uso di entrambi questi marcatori in soggetti
con pregressa esposizione ad asbesto potrebbe predire lo sviluppo di MM ad uno stadio
precoce, ma dal punto di vista etico lo screening per il mesotelioma pleurico non appare
raccomandabile, non solo per la mancanza di indicatori sufficientemente specifici, quanto
piuttosto per gli effetti negativi della diagnosi precoce (aumento della sopravvivenza, ossia
aumento del tempo che il paziente trascorre malato) senza risultati positivi apprezzabili
(mortalitd immodificata a causa dellinefficacia degli interventi terapeutici attualmente
disponibili ed alla tendenza alla recidiva locale).
Ricordiamo infatti come lo scopo dello screening, inteso come prevenzione secondaria, sia
l'individuazione di patologie potenzialmente curabili in fase preclinica, concetti che poco si
sposano con le caratteristiche del mesotelioma pleurico maligno.
Per questo motivo il processo di ottimizzazione delle condizioni di utilizzo del naso
elettronico e stato compiuto allo scopo di poterlo applicare nella diagnosi precoce di
patologie neoplastiche potenzialmente curabili come il cancro del polmone, che, come
mostrano le percentuali di sopravvivenza riportate in Tabella Ill, offre buone possibilita di
sopravvivenza quando diagnosticato ad uno stadio precoce.
Il lavoro effettuato con il naso elettronico ha consentito di definire le impostazioni di
utilizzo, finora non riportate in nessun lavoro a nostra conoscenza, standardizzare le

condizioni di raccolta e comprendere i limiti di cui tenere conto durante I'utilizzo, tra cui
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temperatura e umidita ambientali, e presenza di sostanze chimiche esogene ed endogene
in grado di condizionare il pattern di VOCs. Per la valutazione di queste ultime abbiamo
preso come riferimento alcune classi di composti chimici potenzialmente correlati con lo
sviluppo di NSCLC analizzati nello Studio Il, dove abbiamo mostrato che il potere
diagnostico di un pattern di biomarcatori esalati misurati tramite GC-MS era
complessivamente buono, ma solo se combinato con la pregressa esposizione a fumo di
sigaretta. | risultati ottenuti su soggetti senza o con modesta o0 moderata abitudine al fumo,
passata o attuale, mostravano un’AUC = 0.85 all’analisi multivariata, rendendo il pattern di
VOCs promettente per questa categoria di pazienti.

L’utilizzo di uno o piu test non-invasivi come applicazione di secondo livello potrebbe
risultare particolarmente utile nel discriminare pazienti ad alto rischio (sempre positivi ai
test) e a basso rischio (sempre negativi ai test) su base probabilistica, suggerendo la
possibilita di preservare questi ultimi da un iter diagnostico invasivo, rendendo minimi i
falsi negativi e i falsi positivi. Sia per la prosecuzione di questo studio che per il
completamento della validazione del naso elettronico si rende necessaria la combinazione
del pattern testato con altri biomarcatori e di estendere i risultati a tutti i soggetti con
sospetto cancro al polmone.

Uno dei prossimi obiettivi del nostro lavoro, al fine di comprendere meglio i risultati ottenuti
con il naso elettronico, sara quello di raccogliere contemporneamente due samplin bags di
aria esalata tramite il sistema di raccolta da noi messo a punto, per poter comparare il
segnale ottenuto dai sensori del naso con quello dell’analisi cromatografica in GC-MS,
sperando di attribuire un significato biologico alla risposta dei sensori.

Si potrebbe considerare anche l'ipotesi di utilizzare alcune colture cellulari specifiche di

cancro al polmone, come la linea A549, al fine di identificare VOCs ancora piu specifici.
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Tumore primitivo (T)

TX Il tumore primitivo non puo essere valutato, o la sua esistenza é data dalla presenza di cellule maligne nello sputo o nel
lavaggio bronchiale ma esso non é visualizzato tramite imaging o broncoscopia.

T0 Nessuna evidenza di tumore primitivo

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumore < 3 cm nella dimensione maggiore, circondato da polmone o pleura viscerale, no evidenza broncoscopica di
invasivita oltre il bronco lobare (ne nel bronco principale); diffusione superficiale del tumore nelle vie aeree centrali
(confinato alla parete bronchiale).

Tla | Tumore <2 cm nella sua dimensione maggiore

T1b | Tumor > 2 cm ma <3 cm nella sua dimensione maggiore

T2 Tumor >3 cm ma <7 cm o tumore con una delle seguenti caratteristiche:
» Invasione della pleura viscerale
» Invasione del bronco principale = 2 cm distale dalla carena
» Associazione con atelettasia/polmonite ostruttiva estesa alla regione ilare ma non coinvolgente l'intero polmone

T2a | Tumore >3 cm ma <5 cm nella sua dimensione maggiore

T2b | Tumore >5 cm ma < 7 cm nella sua dimensione maggiore

T3 Tumore > 7 cm o che invade direttamente una delle seguenti strutture:
» Parete toracica (incluso il solco superiore), diaframma, nervo frenico, pleura mediastinica, o pericardio parietale;
O tumore nel bronco principale < 2 cm distale dalla carena ma senza coinvolgimento della stessa;
O associate ad atelettasia/polmonite ostruttiva dell’'intero polmone o nodulo(i) separati nello stesso lobo

T4 Tumore di qualsiasi dimensione che invade una delle seguenti strutture: mediastino, cuore, grossi vasi, trachea, nervo

laringeo ricorrente, esofago, corpi vertebrali, or carena; o nodulo(i) separati in lobo ipsilaterale differente.

Linfonodi regionali (N)

NX Linfonodi regionali non possono essere valutati

NO No metastasi nodali regionali

N1 Metastasi nella zona peribronchiale ipsilaterale e/o linfonodi ilari ipsilaterali e noduli intrapolmonari, incluso il
coinvolgimento per estensione diretta

N2 Metastasi nella regione mediastinica ipsilaterale e/o linfonodo(i) subcarenali

N3 Metastasi nell mediastino controlaterale, controlaterali ilari, scalene ipsilaterali o controlaterali, o linfonodi sovraclaveari

Metastasi a distanza (M)

MX Metastasi a distanza non possono essere valutate

MO No metastasi a distanza

M1 Metastasi a distanza

M1la Nodulo(i) tumorali separate nel lobo controlaterale; tumore con noduli pleurici o versamenti pleurici (o pericardici)
maligni

M1b Metastasi a distanza

Tabella I. Classificazione TNM del cancro al polmone .
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Stadio T N M
la Tla NO MO
Tlb NO MO
Ib T2a NO MO
Tla N1 MO
lla Tlb N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
b T2b N1 MO
T3 NO MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
la T3 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
T1 N3 MO
b T2 N3 MO
T3 N3 MO
T4 N3 MO
Y T qualsiasi N gualsiasi Mlao 1lb

Tabella Il. Stadio anatomico/gruppo prognostico del cancro al polmone.
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Stadio

Descrizione TNM

Sopravvivenza a 5 anni
Stadiazione clinica (CTNM)

Sopravvivenza a5 anni
Stadiazione patologica (p TNM)

la T1 NO MO 61% 67%
Ib T2 MO NO 38% 57%
lla T1 N1 MO 34% 55%
llb T2 N1 MO 24% 39%
llb T3 N1 MO 22% 38%
lla T3 N1 MO 9% 25%
lla T1-2-3 N2 MO 13% 23%
b T4 NO-1-2 MO 7% <5%
lllb T1-2-3 N3 MO 3% <3%
[\ M1 1% <1%

Tabella Ill. Sopravvivenza globale per cancro al polmone.
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Tumore primitivo (T)

Tla | Tumore confinato nella pleura parietale senza coinvolgimento di quella viscerale

T1lb | Presenza di foci isolati nella pleura viscerale

T2 Coinvolgimento della pleura parietale e presenza di coinvolgimento del diaframma o della pleura
viscerale con estensione al parenchima polmonare

T3 | Tumore localmente avanzato resecabile con coinvolgimento sempre ipsilaterale ed interessamento della
fascia toracica o tumore completamente resecabile che coinvolge i tessuti molli e la parete toracica o
non coinvolgimento trans murale del pericardio

T4 | Tumore avanzato non resecabile

Linfonodi (N)

NX | Linfonodi regionali non possono essere valutati

NO | No metastasi linfonodali regionali

N1 | Metastasi nei linfonodi broncopolmonari ispilaterali o nei linfonodi ilari

N2 | Metastasi nei linfonodi mediastinici ipsilaterali

N3 Metastasi nei linfonodi mediastinici controlaterali, mammari interni, sovraclaveari o scalenici

Metastasi (M)

MX Metastasi a distanza non possono essere valutate
MO No metastasi a distanza (note)
M1 Metastasi a distanza presenti

Tabella IV. Classificazione TNM del mesotelioma.
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Controlli NSCLC Asbestosi MM
Numero 66 77 16 50
Genere 46 M; 20 F 56 M; 21F IM;7F 26 M; 24 F
Eta 61.6 (10.0) 68.1 (8.1) 72.2(8.7) 70.2 (7.8)
Fumo (no, ex, si) 33-22-11 13-27-37 8-5-3 24-22-4
Diagnosi 34 no DR 52 ADK 9 MM generico
13 noduli benigni 24 SCC 32 M epitelioide
4 bronchiettasie 1 altro 2 MM sarcomatoide
15 altre DR 6 MM bifasico
Stadio 321A 10 1A
151B 41B
511A 1311
611B 1311
13 11IA-B 10 IV
61V

Tabella V. Caratteristiche del campione studiato (Studio I).

Legenda: NSCLC: Non-small cell lung cancer; MM: mesothelioma maligno; ADK: adenocarcinoma; SCC: carcinoma squamo-cellulare;

DR: diagnosi radiologica.
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Modello 1 OR non aggiustata Modello 2 OR non aggiustata

Controlli (rif) 1 Non-MM 1

NSCLC 1.43 (0.99-2.04)

Asbestosi 0.95 (0.47-1.90)

MM 1.93 (1.35-2.76) MM 1.54 (1.24-1.92)
OR aggiustata® OR aggiustata®

Controlli (rif) 1 Non-MM 1

NSCLC 1.19 (0.88-1.61)

Asbestosi 0.87 (0.44-1.72)

MM 1.66 (1.21-2-29) MM 1.54 (1.22-1.94)

Tabella VI. OR aggiustate e non aggiustate (intervallo di confidenza al 95%) per incrementi nei valori di

Mesotelina pari a 1 nM (Studio 1).
Legenda: ®Fattori di confondimento: eta, genere, fumo. MM significativo in tutti i casi con p<0.001
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Modello 1 OR non aggiustata Modello 2 OR non aggiustata

Controlli (rif) 1 Non-MM 1

NSCLC 1.007 (1.003-1.012)**

Asbestosi 1.004 (0.997-1.010)

MM 1.014 (1.009-1.019)** MM 1.009 (1.006-1.012)**
OR aggiustata® OR aggiustata®

Controlli (rif) 1 Non-MM 1

NSCLC 1.005 (1.000-1.010)*

Asbestosi 1.002 (0.994-1.009)

MM 1.011 (1.005-1.016)** MM 1.008 (1.004-1.012)**

Tabella VII. OR aggiustate e non aggiustate (intervallo di confidenza al 95%) per incrementi nei valori di YKL-40

pari a 1 pg/ml (Studio I).
Legenda: ®Fattori di confondimento: eta, genere, fumo. Significativo con p<0.05 (*),p<0.001 (**).
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Caratteristiche

Non-NSCLC (n=67)

NSCLC (n=71)

Significativita

Genere

Eta° (anni)

Fumo
Non fumatori
Ex fumatori

Fumatori

Fumo (pacchi-anno)

(fumatori+ex fumatori)

Cotinina urinaria (ug/g

creatinina)
Non fumatori
Ex fumatori
Fumatori

Totali

Diagnosi

Stadio del tumore

46 M; 21 F
(68.7%; 31.3%)

64.5 (9.6)

22
29
16

28.8 (12.6-45.6)

25.1 (12.7-34.5)
21.7 (16.2-50.2)
688.7 (121.8-1135.0)
29.0 (18.0-92.8)

Noduli benigni: 32
Bronchiettasie: 11
Altro%: 24

49 M; 22 F
(69.0%; 31.0%)

68.3 (8.3)

10
29
32

43.0 (30.5-57.0)

8.22 (2.7-52.3)
20.0 (3.9-30.1)

556.1 (32.7-720.4)
30.3 (16.2-263.5)

ADK?: 48
sccP: 23

IA: 29
IB: 16
lA: 1
IIB: 6
IlIA: 10
nB: 7
Iv: 7

Ns

p=0.01

p=0.008

p=0.002

Ns
Ns
Ns
Ns

Non applicabile

Non applicabile

Tabella VIII. Caratteristiche del campione studiato (Studio II).
Legenda: ® ADK= adenocarcinoma
P SCC= carcinoma squamo-cellulare

¢ Eta riportata come media (DS), mentre le altre variabili come mediana (intervallo interqurtile)

4 altro include pazienti con lesioni nodulari granulomatose, versamento pleurico, bronchiolite e fibrosi nodulare.
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Biomarcatori Gruppo Non-NSCLC Gruppo NSCLC Significativita
H202-EBC (uM) 0.17 (0.06-0.45) 0.32 (0.15-0.97) ' 0.01
Pentano 420 (140-880) 540 (290-1300) 0.053
2-MetilPentano 96 (45-187) 138 (77-235) 0.082
Esano 31 (9-50) 40 (23-77) 0.012
Benzene 85 (46-166) 90 (42-172) Ns
EtilBenzene 6.6 (4.3-15.3) 10.1 (5.8-26.3) 0.044
TrimetilBenzene 4.2 (2.5-5.5) 4.2 (2.2-9.6) Ns
Eptano 56 (17-149) 29 (18-110) Ns
Pentametileptano 4.8 (1.8-13.7) 3.8 (1.6-16.8) Ns
Toluene 229 (112-469) 210 (79-471) Ns
Xileni totali 10.6 (7.3-15.7) 12.9 (7.1-21.9) Ns
Stirene 14 (7-31) 14 (8-29) Ns
Propanale 65 (40-89) 59 (47-75) Ns
Butanale 35 (21-50) 34 (21-47) Ns
Pentanale 23 (15-53) 26 (16-44) Ns
Esanale 46 (31-73) 49 (31-75) Ns
Eptanale 11.4 (8-20.3) 14.5 (10.4-21.3) 0.083
Octanale 20 (14-33) 23 (18-31) 0.13
Nonanale 43 (24-1230) 39 (31-62) Ns
Trans-2-esanale 3.7 (2.4-5.4) 4.9 (2.8-8.9) 0.13
Trans-2-eptanale 3.5(1.2-7.4) 5.8 (1.4-9.5) 0.17
Trans-2-nonenale 3.0(1.8-5.0) 4.7 (2.6-9.9) 0.004

Tabella IX. Concentrazione dei biomarcatori nell’aria esalata (Studio Il).
Se non diversamente specificato le concentrazioni sono espresse in pM. | dati sono rappresentati come mediana (intervallo
interquartile).
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Modello 1 Modello 2

H202-EBC (uM) 0.038 0.11
Pentano 0.84 0.59
2-metilpentano 0.44 0.38
Esano 0.058 0.054
Etilbenzene 0.34 0.48
Eptanale 0.080 0.067
Trans-2-nonenale 0.047 0.018
Pacchi-anno NI <0.001
Eta NI 0.088

Tabella X. Risultati dei modelli di regressione logistica binaria 1 e 2, con valori di p (Studio II).

Legenda: NI= non incluso nel modello.
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Pacchi-anno<10 Non-NSCLC NSCLC Sig.

" Eta (anni) 64.5 (57.0-72.5) 72.0 (67.0-76.5) 0.013
H202-EBC (uM) 0.14 (<0.02-0.25) 0.93 (0.25-2.26) 0.001
TriMetilBenzene 4.2 (2.7-6.5) 7.3 (3.6-17.2) 0.048
Ottanale 16.4 (12.6-25.8) 24.4 (18.5-28.2) 0.034
Trans-2-Eptanale 2.9 (1.0-6.5) 7.6 (4.0-28.0) 0.01
Trans-2-Nonenale 21(1.3-4.1) 9.7 (5.2-20.1) <0.001

" Pacchi-anno<30 Non-NSCLC NSCLC Significativita

Eta (anni)
H202-EBC (uM)
Esano
EtilBenzene
TriMetilBenzene
Pentanale
Trans-2-Eptanale

Trans-2-Nonenale

65.0 (57.0-69.0)
0.15 (0.05-0.32)
32 (9-50)
6.4 (4.3-14.8)
4.0 (2.5-5.2)
22.7 (15.2-54.4)
3.2 (1.0-6.5)

2.7 (1.6-4.9)

71.0 (67.0-76.0)
0.74 (0.16-2.43)
64 (33-94)
9.8 (6.9-35.0)
7.2 (3.4-12.9)
17.9 (12.8-39.9)
7.2 (1.8-9.5)

6.9 (4.3-12.9)

0.002

0.002

0.008

0.035

0.015

0.042

0.022

0.002

Tabella XI. Concentrazioni dei biomarcatori esalati.
Sono mostrate solo le differenze significative. Quando non riportato le concentrazioni sono pM. | dati sono rappresentati come mediana

(intervallo interquartile).
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Supel Sampling Bag

Tedlar Sampling Bag

Spessore 0.0762 mm 0.0508
Resistenza alla trazione 42 MPa 55 MPa
Temperatura max di utilizzo 150°C 204°C
Peso specifico 1.78 g/ml 1.70 g/ml

Permeabilita all’ossigeno

58 ml/(m?*d)

50 ml/(m?*d)

Permeabilita al vapore acqueo

12-15 g/(m**d)

9-57 g/(m>*d)

Permeabilita all’anidride carbonica

172 ml/(m>*d)

172 ml/(m?*d)

Tabella XII. Principali differenze tra i due tipi di sampling bag considerati nello studio Ill.
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Tensione

Classe Origine e fattori di Kow di vapore
confondimento (20°C)
Etanolo 1 - Composto Presente nelle sostanze
rappresentativo degli alcoliche e in alcuni cibi 031 59 hPA
alcoli.
Esanale 2 — Composto Composto sia esogeno (alimenti
rappresentativo delle e bevande) che endogeno come 1.78 12 hPA
aldeidi a corta catena prodotto di stress ossidativo
Acetone 3 — Composto Composto sia esogeno (alimenti
rappresentativo dei e bevande) che endogeno come 0.24 233hPa
chetoni a corta catena prodotto di varie vie metaboliche
(es. metabolismo dei corpi
chetonici)
Acido acetico 4 — Composto Composto sia esogeno (alimenti
rappresentativo degli e bevande) che endogeno come 017 16Pa
acidi grassi a corta intermedio di varie vie
catena metaboliche (es. Acetil CoA)
2-metil pentano 5 — Composto Composto sia esogeno (alimenti
rappresentativo degli e bevande) che endogeno come 321 23 kPa
alcani metilati a corta prodotto di metilazione a seguito
catena di stress ossidativo
Esano 6 — Composto Composto sia esogeno (alimenti
rappresentativo degli e bevande) che endogeno come 39 17 kPa
alcani a corta catena prodotto finale di stress
ossidativo
Toluene 6 — Composto Composto per lo piu esogeni 2.73 28.4 kPa

rappresentativo degli
idrocarburi aromatici

come contaminate ambientale e
presente nel fumo di sigaretta.
Tendono ad accumularsi nel
tessuto polmonare.

Tabella XIll. Composti chimici analizzati nella fase di validazione del naso elettronico (Studio IlI).
Legenda: Kow= coefficiente di ripartizione ottanolo/acqua.
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Figura 1. Livelli di mesotelina nei gruppi studiati. | valori sono espressi come mediana (25° - 75° percentile)
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Figura 2. Curva ROC relativa alla mesotelina (Studio 1).
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Figura 3. Pazienti affetti da Mesotelioma Maligno (%) con cut-off per mesotelina pari a 1.26 nM, stratificati in
base all’istologia (epitelioide vs. altri) e allo stadio (I-1l vs. llI-IV) (Studio I).
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Figura 4. Livelli di YKL-40 nei gruppi studiati. | valori sono espressi come mediana (25°-75° percentile) (Studio ).
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Figura 5. Curva ROC relativa a YKL-40 (Studio ).
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Figura 6. (A) Livelli di Interleuchina-8; (B) Livelli di Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF); (C) livelli di
Endotelina 1 nei gruppi studiati. | valori sono espressi come mediana (25°-75° percentile) (Studio I).
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Figura 8. Correlazione tra Mesotelina e YKL-40 nella diagnosi di mesotelioma (Studio 1).
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Figura 9: Curve ROC del Modello 1 e 2, con AUC e intervalli di confidenza al 95%. La linea retta rappresenta

un’AUC pari a 50 (Studio II).

Legenda: Modello 1= H,0,-EBC, pentano, 2-metilpentano, esano, etilbenzene, eptanale, trans-2-nonenale.
Modello 2= H,0,-EBC, pentano, 2-metilpentano, esano, etilbenzene, eptanale, trans-2-nonenale + pacchi-anno + eta.
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Figura 10. (a) Curva ROC relative a H2O, (linea nera tratteggiata), trans-2-nonenale (linea grigia) e loro
combinazione con I'eta (linea nera continua). (b) Andamento del trans-2-nonenale versus H,O,-EBC distinto per
quadranti sulla base dei valori di cut-off identificati tramite curve ROC (Studio ).

Legenda: quadri= pazienti non-NSCLC; cerchi= pazienti NSCLC con diagnosi di ADK; trinagoli= pazienti NSCLC con diagnosi di SCC.
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Figura 11. (a) Curve ROC di H,0O; (linea nera tratteggiata), trans-2-nonenale (linea grigia) e loro combinazione
con eta + esano (linea nera continua). (b) Andamento del trans-2-nonenale vs. H,0,-EBC distinta per quadranti
basati sui valori di cut-off identificati tramite curve ROC.

Legenda: quadri= pazienti non-NSCLC; cerchi= pazienti NSCLC con diagnosi di ADK; triangoli= pazienti NSCLC con diagnosi di SCC.
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Figura 12: Naso elettronico Cyranose 320.
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Figura 13. Rappresentazione schematica del sistema di raccolta dell’aria esalata.
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Figura 15. Grafici di distribuzione delle misure relative a VOCs raccolti da due differenti soggetti con flusso di
aspirazione a differenti velocita: a) 50 cc/min; b) 180 cc/min; ¢) 120 cc/min.
Legenda: rosso = soggetto sano dopo aver fumato e digiunato da 2 ore;

blu= soggetto sano a digiuno da 2 ore.
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Figura 16. Rappresentazione in tempo reale della risposta dei 32 sensori selezionati con relativa
fase di plateau.
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