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Introduzione

Attualmente Dexeresi chirurgica rappresenta 'approccio
terapeutico fondamentale nel cancro del colon-retto.
Tradizionalmente il criterio prognostico piu rilevante ¢
lo stadio della malattia al momento della diagno-
si in base al sistema di stadiazione proposto da
Dukes nel 1944 con le successive modifiche ed integra-
zioni!®-1D),

Sono state correlate alla prognosi numerose variabili isto-
patologiche: listotipo™®”, il grado di diffferenziazio-
ne! 1718 il pattern di crescita®, l'infiltrazione linfocita-
ria peritumorale®® e la presenza di invasione veno-
sa 1739 Nonostante i numerosi progressi nella diagno-
si e nel trattamento del cancro del colon-retto, circa il
40% dei pazienti muore ogni anno per malattia disse-
minata®®. Pertanto si rende necessaria la continua ricer-
ca di nuovi fattori in grado di fornire una maggiore
attendibilitd prognostica. La determinazione del conte-
nuto di DNA e della percentuale di cellule nelle varie
fasi del ciclo cellulare mediante la citofluorometria a flus-
so, sono state oggetto di attento studio per individu-
are un’eventuale implicazione predittiva nei pazienti por-
tatori di carcinoma del colon® 4 2530, 31,37, 38, 40, 41, 43),
Laneuploidia non ¢ che l'espressione delle anomalie cro-
mosomiche frequenti nelle cellule tumorali maligne.
Tuttavia allo stato attuale delle conoscenze il significato
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Abstract

PROGNOSTIC MARKERS IN THE LARGE BOWEL
EPHITELIAL TUMORS

The surgical treatment of large bowel malignant tumors is
now the most important therapeutic approach. The aim of
our study was to evaluate a possible prognostic implication
of ploidy and NM23 expression. The study includes 120
non selected patients who underwent surgery for colorectal
cancer. The analisys of ploidy was obtained with cytome-
tric test. The cases with only one gaff Go/GI were consi-
dered as diploid. Patteras with more than one aneuploidic
population were classified as multiploidic or poliploidic.
While NM23 expression was evaluated with a double blind
retrospective study by two separate equipe of autors in dif-
ferent centres. NM23 positivity degree was classified in 3
classes: absent or weak if <10%; moderate if 10-50%;
strong if >50%. Forty-two patients (35%) were classified
as diploidic; 30 patients (25%) as aneuploidic; 40 patients
(33.2%) as multiploidic; in 8 cases (6.7%) the material
was inadeguate. Among the two groups who evaluated
NM23 expression the group I a positivity: absent or weak
in 32 cases (26.7%); moderate in 62 cases (51.7%); strong
in 26 cases (21.6%); while the group II shows positivity:
absent or weak in 30 cases (25%); moderate in 52 cases
(43.3%); strong in 38 cases (31.7%). We cannot consider
ploidy and the NM23 research as indipendent prognostic
Jactor.

Key words: Colorectal cancer, ploidy, NM23.

prognostico della ploidia nel carcinoma del colon-retto
¢ piuttosto discordante(! 369,12, 14, 30, 37, 39, 41, 46),
Controverso ¢ il ruolo del gene NM23 quale fattore pro-
gnostico® 1%:32:33, 44, 95); ess0 localizzato sul cromosoma 17,
codifica una proteina (nucleoside  difosfato-kinasi
A:NDPHA) che sembrerebbe interferire con la progres-
sione del carcinoma colorettale e con la metastatizzazio-
ne’-?148. Alcuni studi indicano che la delezione allelica del
braccio corto del cromosoma 17 ¢ una delle pit frequen-
ti alterazioni genetiche del carcinoma del colon-retto.

La finalita dello studio da noi eseguito ¢ quella di con-
frontare i parametri prognostici menzionati con l'anda-
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mento clinico dei pazienti, al fine di individuare indi-
catori di reale importanza prognostica nella patologia
tumorale di tipo epiteliale del grosso intestino.

Materiali e metodi

Lo studio comprende 120 pazienti consecutivi, non sele-
zionati, sottoposti ad intervento chirurgico per carcino-
ma colorettale, giunti alla nostra osservazione nel perio-
do compreso tra Gennaio 1994 ¢ Dicembre 1997.
Durante la degenza pre-operatoria tutti i pazienti sono
stati sottoposti a Rx torace, ecografia addome, talora inte-
grata ad ecografia epatica intraoperatoria, e TC addome-
pelvi, al fine della stadiazione clinica della patologia.
Nella stadiazione TNM si ¢ tenuto conto dell’ analisi
istopatologica relativa alla grandezza della massa tumo-
rale, dellinfiltrazione della parete e I'eventuale sconfina-
mento negli organi circostanti, lo stato linfonodale,
Ieventuale presenza di metastasi a distanza, il tutto inte-
grato con le notizie cliniche ed i risultati degli accerta-
menti diagnostici.

Nel presente lavoro gli stadi I e II sono considerati in
un unico gruppo a scopo esemplificativo.

Lanalisi istopatologica ¢ stata condotta sulla valutazione
di un numero cospicuo di inclusioni per ciascun caso,
su sezioni colorate con ematossilina, eosina e PAS, valu-
tando i seguenti parametri:

Istotipo: adenocarcinomi e carcinomi mucoidi.

Grado di differenziazione: ben differenziati, moderata-
mente differenziati e scarsamente differenziati.

Pattern di crescita: tipo espansivo e tipo infiltrativo.
Infiltrazione linfocitaria peritumorale: assente o scarsa,
moderata, marcata.

Invasione venosa ed infiltrazione peritumorale: presente,
assente.

Lanalisi citofluorometrica si ¢ avvalsa dell'utilizzo di un
citometro statico di un sistema software applicato all’ana-
lisi d’'immagine che valuta il contenuto del DNA e la
struttura cromatica. Il materiale valutato ¢ stato ottenu-
to per apposizione diretta su un semplice vetrino por-
taoggetti delle sezioni delle varie neoplasie asportate e
successivamente fissate mediante formalina e colorate con
metodica Fuelgen.

Nella interpretazione degli istogrammi sono stati consi-
derati diploidi i casi con singolo picco Go/G1, sovrap-
ponibile allo stesso picco della mucosa colica normale. I
campioni con pitt di una popolazione aneuploide sono
stati classificati come multiploidi o poloploidi.

Infine mediante uno studio retrospettivo a doppio cie-
co, condotto da due equipe distinte di autori in sedi
diverse ed in assenza di notizie cliniche e anatomopato-
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logiche ¢ stata valutata I'espressione del NM23 NDPH
protein-chinasi che verranno distinti in gruppo I e grup-
po II.

Le sezioni a pil alta rappresentativita del tumore sono
state digerite e poi incubate a 4° C con l'anticorpo pri-
mario alla diluizione pari a 1:50. Un kit del complesso
avidina-streptavidina, ¢ stato usato secondo le istruzioni
della ditta produttrlce Lattivita perossidasica ¢ stata evi-
denziata con 3-amino-9-etilcarbazolo (AEC) e le sezioni
sono state controcolorate con ematossilina di Meyer. Per
il controllo negativo le sezioni sono state incubate con
siero non immune invece dell’anticorpo primario. Il gra-
do di intensita della colorazione ¢ stato valutato con-
tando almeno 200 cellule tumorali per ogni sezione
ingrandita a H.PE

Lespressione dell'nm23 ¢ risultata prevalentemente cito-
plasmatica ed & stata quantificata valutando la percen-
tuale delle cellule tumorali e la reattivitd inequivocabile
di colorazione citoplasmatica delle stesse.

Il grado di positivita per INM23 ¢ stato classificato per-
tanto in 3 categorie:

— positivita assente o debole in assenza di cellule posi-
tive ovvero positivita cellulare <10%;

— positivita moderata con positivitad cellulare 10-50%;
— positivita forte con positivita cellulare >50%.

Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad intervento chi-
rurgico radicale con exeresi del tumore e linfoadenecto-
mia fino all'origine dei rami vascolari; sono stati poi
seguiti nel periodo post-operatorio con controlli perio-
dici fino al giugno 2000.

La relazione tra l'espressione dellNM23-1 e la ploidia
con le variabili istopatologiche & stata analizzata con il
test del x? La curva di sopravvivenza ¢ stata calcolata
utilizzando il metodo di Kaplan-Mayer ed analizzata con
il long-rank test.

Risultati

I 120 casi di neoplasia maligna del grosso intestino ripor-
tati nel campione sono costituiti da 106 (88%) adeno-
carcinomi e 14 (12%) carcinomi mucoidi.

Nella distribuzione per stadio abbiamo 62 (51.7%)
tumori in stadio I e II, 48 (40%) tumori in stadio III
e 10 (8.3%) in stadio IV.

Inoltre 70 (58.3%) pazienti non presentavano alcuna pro-
pagazione metastatica linfonodale all’intervento chirurgi-
co, 32 (26.7%) con presenza da 1 a 3 linfonodi meta-
statici e 18 (15%) pazienti con piu di tre metastasi linfo-
nodali. Un pattern di crescita infiltrativo ¢ stato da noi
identificato in 52 (43.3%) casi, rispetto ai 68 (56.7%)
casi di tlpo espansivo (Tab. I).

Tutti i casi in esame sono stati sottoposti a controllo del
contenuto di DNA.

Pertanto 42 (35%) di essi sono stati classificati come diploi-
di, 30 (25%) aneuploidi, 40 (33.3%) multiploidi; in 8

\

(6.7%) casi non ¢ stata possibile alcuna classificazione a
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Tab. I — CONFRONTO DEI PARAMETRI PROGNOSTICI CON ETA, SESSO, LOCALIZAZIONE E SOPRAVVIVENZA DEI

PAZIENTI
Ca. colon Sessoleti Localizzazione* Mesi dall’intervento Decessi (mesi) al follow-up — TOT.
120 pazienti M M F F 0 12 36 0 12 36
< > < > R S Cd G Cw / /7 > / / / >
60 60 60 60 12 36 60 60 12 36 60 60
Ca.mucoso 0 6 4 4 4 2 0 2 6 0 0 0o 2 2 4 6 0 14
Istotipo
Adenocarcinoma 20 30 14 42 36 16 28 8 18 0 2 24 18 8 38 16 0 106
Ben differenziato 4 4 0 4 2 6 2 2 0 2 6 0 0 4 0 12
Moderatamente 16 28 12 40 36 12 20 8 20 0 2 22 12 8 40 12 0 96
differenziato
Scarsamente 0 4 6 2 4 4 2 0o 2 0 0 0 2 2 2 6 0 12
differenziato
I-11 10 18 12 22 20 8 16 8 10 0 0 18 20 4 6 14 0 62
Stadio 11 10 14 4 20 18 6 10 2 12 0 2 6 0 2 32 6 0 48
v 0 4 2 4 2 4 2 0o 2 0 0 0 0 4 4 2 0 10
0 10 24 10 26 20 12 16 4 18 0 0 18 20 8 16 8 0 70
Linfonodi
metastatici  1-3 6 12 2 12 4 4 8 2 4 0 2 6 0 16 0 32
>4 4 0 6 8 6 2 4 4 2 0 0 0 0 10 0 18
Si 0 12 2 6 2 4 6 4 4 0 0 0 0 4 12 4 0 20
Ripetizioni
in altri
organi No 20 24 16 40 30 14 22 6 20 0 2 24 20 6 0 18 0 100
Si 8 2 0 2 6 0 4 0o 2 0 0 0 0 2 8 2 0 12
Recidive
locali
No 12 34 18 44 34 18 24 10 22 0 2 24 20 8 34 20 0 108
Si 10 10 8 12 14 8 14 0 4 0 0 0 1 6 18 15 0 40
Recidive
distali
No 10 26 10 34 26 10 14 10 20 0 2 24 19 4 24 7 0 80
Espansivo 12 16 12 28 22 12 14 6 14 0 2 20 14 2 18 12 0 68
Pattern di
crescita
Infiltrativo 8 20 6 18 18 6 14 4 10 0 0 4 6 8 24 10 0 52
Si 0 4 0 4 4 2 0 0o 2 0 0 0 0 4 4 0 0 8
Invasione
venosa
No 20 32 18 42 36 16 28 10 22 0 2 24 20 6 38 22 0 112
Scarsa 2 14 8 18 12 4 10 6 10 0 2 6 6 4 16 8 0 42
Infiltrazione
Linfocitaria
Moderata 8 22 8 20 22 12 10 4 10 0 0 14 8 4 22 10 0 58
Marcata 10 0 2 8 6 2 8 0 4 0 0 4 6 2 4 4 0 20
TOT. 20 36 18 46 40 18 28 10 24 0 2 24 20 10 42 22 0

*R.=Retto; S.= Sigma;

Cd.= Colon destro;

Cs.= Colon sinistro;

Ctr.=

causa dell’ insufficiente materiale apposto (Tab. II). Tra i
18 (15%) pazienti con pil di 4 linfonodi metastatici abbia-
mo riscontrato 6 (33.3%) casi di diploidia, 6 (33.3%) di
aneuploidia e 6 (33.3%) di multiploidia.

Colon trasverso.

Tra i 70 (58.3%) pazienti con assenza di ripetizioni meta-
statiche linfonodali abbiamo avuto 26 (37.1%) forme di
diploidi, 38 (54.3%) aneuploidi-multiploidi e 6 (8.6%)

casi senza classificazione.
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Tab. II — CONFRONTO DEI PARAMETRI PROGNOSTICI CON L’ANALISI CITOFLUOROMETRICA ED IL GRADO DI
POSITIVITA PER L’'NM23

Ca. colon Ploidia* PositivitaNM23 Positivita NM23e TOT.
120 pazienti Dipl.  Aneup. Multip.  Mat. Ins. Gruppo 1 Gruppo I
Asslliev.  Moder.  Forte Asslliev.  Moder. Forte
I-11 20 14 22 6 20 28 14 20 22 20 62
Stadio III 16 14 16 2 10 28 10 8 24 16 48
v 6 2 2 0 2 6 2 2 6 2 10
Ben differenziato 4 4 2 2 6 4 2 6 4 2 12
Moderatamente 32 22 34 6 22 52 22 20 42 34 96
differenziato
Scarsamente 6 2 4 0 4 6 2 4 6 2 12
differenziato
0 26 12 26 6 0 34 16 22 30 18 70
Linfonodi 1-3 10 12 8 2 10 18 4 6 17 9 32
Metastatici
>4 6 6 6 0 2 10 6 2 5 11 18
Si 4 4 12 0 2 10 8 4 8 8 20
Ripetioni
in altri
organi
No 38 26 28 8 30 52 18 26 44 30 100
Si 2 4 4 2 4 6 2 4 6 2 12
Recidive
Locali
No 0 26 36 6 28 56 24 26 46 36 108
Si 12 12 14 2 8 26 6 8 21 11 40
Recidive
distali
No 30 18 26 6 24 36 20 22 31 27 80
Espansivo 8 18 16 6 16 32 20 16 26 26 68
Pattern
di crescita
Infiltrativo 14 12 24 2 16 30 6 14 24 14 52
Si 6 0 2 0 4 4 0 4 4 0 8
Invasione
venosa
No 36 30 3 8 28 58 26 26 48 38 112
Scarsa 10 12 20 0 8 16 18 10 13 19 42
Infiltrazione
Lifocitaria
Moderata 20 14 18 18 36 4 14 31 13 58
Marcata 12 4 2 2 6 10 4 6 8 6 20
TOT. 42 30 40 8 32 62 26 30 52 38
*Dipl.= Diploidi; Anecup.= Aneuploidi; Multip.= Multdploidi; Mat. Ins.= Materiale insufficiente
eAss/liev.= Assente/lieve; Moder.= Moderata
Una maggiore tendenza alla aneuploidia e multiploidia Dei due gruppi che hanno valutato [espressione

¢ stata osservata nelle forme tumorali a crescita infiltra-
tiva e nei tumori con infiltrazione linfocitaria peritumo-
rale scarsa o moderata (Tab. II).
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del’NM23H il gruppo I ha ottenuto positivita assen-
te/debole in 32 (26.7%) casi, positivita moderata in 62
(51.7%) casi e positivita forte in 26 (21.6%) casi; men-
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tre il gruppo II ha riportato una positivita assente/debo-
le in 30 (25%) casi, positivith moderata in 52 (43.3%)
casi e positivita forte in 38 (31.7%) casi. In rapporto
alla presenza di metastasi linfonodali per i 70 (58.3%)
casi con assenza di ripetizioni linfonodali abbiamo per il
gruppo I, 20 (28.6%) casi con positivita assente/debole,
34 (48.6%) casi con positivita moderata,16 (22.8%) casi
con positivita forte, mentre per il gruppo II i dati sono
rispettivamente di 22 (31.4%), 30 (42.9%) e 18 (25.7%)
casi.

Per i 32 (26.6%) casi con assenza da 1 a 3 linfonodi
metastatici abbiamo avuto per il gruppo I, 10 (31.25%)
risposte a positivita assente/debole, 18 (56.25%) a posi-
tivith moderata, 4 (12.5%) a positivita forte mentre i
dati riscontrati nel gruppo II sono stati rispettivamente
di 6 (18.7%), 17 (53.1%) e 9 (28.2%) casi.

Per i 18 (15%) casi con piu di tre linfonodi metastati-
ci abbiamo avuto per il gruppo I, 2 (11.1%) risposte a
positivita assente/debole, 10 (55.6%) a positivita mode-
rata ¢ 6 (33.3%) a positivita forte; mentre per il grup-
po II i rispettivi dati sono stati 2 (11.1%), 5 (27.8%)
e 11 (61.1%).

Nei 20 (16.6%) casi che presentavano ripetizioni in altri
organi abbiamo riscontrato una positivita assente/debole
in 2 (10%) casi per il gruppo I e in 4 (20%) casi per
il gruppo II, mentre positivita moderata e forte rispetti-
vamente in 18 (90%) e 16 (80%) casi.

Infine tra i 40 (33.3%) pazienti che nel corso dello stu-
dio hanno riportato recidive distali, entrambi i gruppi
hanno riportato 8 (20%) casi con positivita assente/debo-
le all’ NM23 e 32 (80%) a positivita moderata o forte;
nei restanti 80 (66.7%) pazienti esenti da recidive dista-
li abbiamo avuto per i gruppi I e II rispettivamente 24
(30%) e 22 (27.5%) casi a positivita assente/debole e 56
(70%) e 58 (72.5%) con positivita moderata o forte
(Tab. II).

Alla verifica attuale dei 120 pazienti sottoposti a follow
up ci risultano 74 (61.7%) decessi e 46 (38.3%) viven-
ti, e di questi ultimi 2 (4.3%) non hanno ancora supe-

rato i 3 anni del post-operatorio, 24 (52.2%) si trova-
no trai3 ei5 anni e 20 (43.5%) hanno superato i 5
anni di vita del post-operatorio.

Dei 46 (38.3%) pazienti attualmente viventi, 38 (82.6%)
erano stati classificati in stadio I-II e di essi 20 (52.6%)
hanno superato i 5 anni del post-operatorio; 8 (17.4%)
erano stati classificati in stadio III e di essi 2 (25%) non
hanno superato i 3 anni del post-operatorio e 6 (75%)
si trovano tra 3 e 5 anni.

Tutti ¢ 10 (8.3%) i pazienti in stadio IV sono deceduti.
La curva di sopravvivenza di Kaplan-Mayer per lo stadio
ha evidenziato una sopravvivenza a 2 anni del 92%,
dell’84%, dell’'87% e del 40% rispettivamente per lo sta-
dio I, I IIl e IV e a 5 anni del 77% per lo stadio I, del
47% per lo stadio II, del 13% per lo stadio III, mentre
i pazienti in stadio IV erano tutti deceduti a 42 mesi.
Lanalisi della distribuzione dei dati cosi ottenuti con il
test del %2, ha mostrato un valore di p<0.01 (Tab. III).

Sempre dei 46 (38.3%) pazienti attualmente viventi 38
(82.6%) non presentavano all'intervento alcuna presenza
di metastasi linfonodali e di questi 20 (52.6%) hanno
superato i 5 anni di vita post-operatoria; 8 (17.4%) pre-
sentavano da 1 a 3 linfonodi metastatici all’ intervento
chirurgico. Sono deceduti tutti i pazienti con pil di 3
linfonodi metastatici e tutti i pazienti con presenza di
ripetizioni in altri organi al momento dell’ intervento o
che hanno riportato recidive locali nel post-operatorio,
cosi come tutti i pazienti che presentavano invasione
venosa.

Dei 40 (33.3%) pazienti che hanno riportato ripetizio-
ni metastatiche a distanza nel post-operatorio solo 1
(2.5%) ¢ vivente, ha superato i cinque anni di soprav-
vivenza; presentava 1 metastasi linfonodale all’ interven-
to e a dieci mesi 1 r1petlzlone epatica per cui & stato
sottoposto a resezione epatica.

Tra i 14 (11.6%) pazienti con carcinoma mucoso 2
(14.3%) sono in vita ed hanno superato i cinque anni,
gli altri sono deceduti; inoltre dei 12 (11%) con tumo-
re a cellule ben differenziate 8 (66.6%) sono viventi e

Tab. IIT — SOPRAVVIVENZA ATTUARIALE PER LO STADIO CLINICO
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Tab. IV — CONFRONTO DELLA SOPRAVVIVENZA CON L’ ANALISI CITOFLUOROMETRICA ED IL GRADO DI POSITI-

VITA PER L’'NM23

Ca. colon Ploidia* PositivitaNM23 Positivita NM23e TOT.
120 pazienti Dipl.  Aneup. Multip.  Mat. Ins. Gruppo 1 Gruppo I
Asslliev.  Moder.  Forte Asslliev.  Moder. Forte

Mesi 0-12 0 0 0 0 0 0 0 0
da 12-36 2 0 0 0 0 0 0
int. 36-60 10 8 4 2 10 10 4 6 10 8 24

>60 8 4 6 2 6 10 4 4 10 6 20
Decessi  0-12 6 2 2 0 2 8 0 2 6 2 10
mesi 12-36 8 12 2 2 8 24 10 10 17 15 42
follow-up 36-60 8 4 8 2 6 7 7 22

>60 0 0 0 0 0 0 0 0 0

TOT. 42 30 40 8 32 62 26 30 52 38 120

*Dipl.= Diploidi; Aneup.= Aneuploidi; Multip.= Multiploidi; Mat. Ins.= Materiale insufficiente

eAss/liev.= Assente/

di essi ben 6 (75%) hanno superato i cinque anni di
vita. Dei 68 (56.6%) con pattern di crescita infiltrativo
36 (53%) sono viventi e 32 (47%) sono deceduti men-
tre dei 52 (43.3%) con pattern di crescita infiltrativo 10
(19.2%) sono viventi e 42 (80.8%) sono deceduti.

Nel confronto con il grado di infiltrazione linfocitaria
peritumorale abbiamo che dei 42 (35%) casi con scarsa
infiltrazione linfocitaria 14 (33.3%) sono viventi e 28
(66.7%) deceduti; dei 58 (48.3%) casi con moderata
infiltrazione linfocitaria 22 (38%) sono viventi e 36
(62%) deceduti infine dei 20 (16.7%) casi con marcata
infiltrazione linfocitaria 10 (50%) sono viventi e 10
(50%) deceduti (Tab. I).

Lo studio della ploidia ha mostrato che dei 42 (35%)
casi diploidi 20 (47.6%) sono viventi e 22 (52.4%) dece-

duti , dei 30 (25%) aneuploidi 12 (40%) sono viventi
e 18 (60%) deceduti, infine dei 40 (33.3%) multiploi-
di abbiamo 10 (25%) in vita di cui 6 (60%) che han-
no superato i 5 anni e 30 (75%) deceduti (Tab. IV) La
curva di Kaplan-Mayer ha evidenziato una sopravviven-
za pressoché sovrapponibile per gli aneuploidi ed i diploi-
di, rispettivamente dell’80% per entrambi a 2 anni e del
40% e 42% a 5 anni; per i multiploidi invece una
sopravvivenza a 2 anni del 90% e a 5 anni del 25%.1
dati cosi ottenuti ed analizzati con il test del %2 hanno
mostrato un p>0.05 (Tab. V).

Nella ricerca del grado di positivita al'NM23 il gruppo
I ha constatato che dei 32 (26.6%) casi a positivita assen-
te/lieve 16 (50%) sono viventi e 16 (50%) deceduti, dei
62 (51,7%) casi a positivita moderata 22 (35.5%) sono

Tab. V — SOPRAVVIVENZA ATTUARIALE PER LA PLOIDIA
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Tab. VI — SOPRAVVIVENZA ATTUARIALE PER L’'NM23 (GRUPPO I)
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Tab. VI — SOPRAVVIVENZA ATTUARIALE PER I’NM23 (GRUPPO II)
100%
90%
80% [
70%
= 60%
5 i assai lieve
T s0% — i moderata
] e forte
® 40%
30% [ ik
20% b p >0.05
10%
0% - -
6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Mesi

viventi e 40 (64.5%) deceduti mentre per i 26 (21,7%)
casi a positivita forte 8 (30.8%) sono viventi e 18
(69.2%) deceduti; i dati riportati invece dal gruppo II
sono stati che per i 30 (25%) casi a positivita assen-
te/lieve 10 (33.3%) sono viventi e 20 (66.7%) decedu-
ti, dei 52 (43.3%) casi a positivita moderata 22 (42.3%)
sono viventi e 30 (57.7%) deceduti, infine per i 38
(31.7%) casi a positivita forte 14 (36.8%) sono viventi
e 24 (63.2%) deceduti (Tab. IV). La curva di Kaplan-
Mayer ha evidenziato per il gruppo I una sopravviven-
za quasi sovrapponibile con percentuali per la positivita
assente/lieve, moderata e forte rispettivamente del 87%,
80% e 92% a 2 anni e del 50%, 38% e 30% a 5 anni.
I dati analizzati con il test del ¥? hanno evidenziato un

p>0.05 (Tab. VI). Anche nel gruppo II le curve sono

pressoché sovrapponibili con sopravvivenze per la positi-
vita assente/lieve, moderata e forte del 80%, 88% e 84%
a 2 anni e del 40%, 46%, e 31% a 5 anni. Il test del
x> ha fornito un p>0.05 (Tab. VII).

Discussione e conclusione

Lo stadio della neoplasia al momento della diagnosi rap-
presenta il principale parametro prognostico del carcino-
ma del colon-retto, in particolare il significato progno-
stico del numero di metastasi linfonodali ¢ accettato da
tutti gli autori; un elevato numero di linfonodi meta-
statici ¢ inversamente proporzionale alla possibilita di
sopravvivenza(!l> 22 28),
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Nella nostra casistica tutti i pazienti in stadio IV sono
deceduti entro i 5 anni dallintervento chirurgico e dei
48 (40%) casi in stadio III solo 8 (16.6%) sono attual-
mente in vita. I dati ottenuti e analizzati con il test del
x? confermano I’ attendibilita (p<0.01) del significato
prognostico dello stadio della neoplasia.

Anche secondo la nostra casistica, la presenza di meta-
stasi linfonodali ¢ stato un indice prognostico negativo
per la sopravvivenza, infatti tutti i casi con piu di
linfonodi metastatici presenti all'intervento sono decedu-
ti e dei 32 (26.6%) casi con meno di 4 linfonodi meta-
statici solo 8 (25%) sono attualmente in vita (p<0.01).
Pitt controverso ¢ il significato prognostico dell’ analisi
istopatologica.

I carcinomi mucoidi costituiscono il 10-15% (12% nel-
la nostra casistica) dei tumori maligni del grosso inte-
stino" 47, Un andamento clinico pili aggressivo da par-
te di questo istotipo rispetto all’adenocarcinoma ¢ con-
troverso. Nella nostra casistica, sebbene limitata a 14
(11.6%) casi, il carcinoma mucoide non sembra eviden-
ziare maggiore aggressivita rispetto  all'adenocarcinoma,
sicuramente viene evidenziato ad uno stadio maggiore.
Sebbene molti autori ritengono che la determinazione
del grado di differenziazione delle cellule neoplastiche sia
piuttosto soggettiva, recenti studi hanno confermato che
esso costituisca una variabile prognostica indipendente.*!8
I carcinomi del colon-retto caratterizzati da un pattern
di crescita di tipo infiltrativo, come documentato, pre-
sentano una prognosi nettamente sfavorevole. Abbiamo
riscontrato una mortalitd dell’80% per i tumori a cre-
scita infiltrativa e meno della metd per quelli a crescita
espansiva. I tumori a crescita infiltrativa risultando piu
aggressivi e scarsamente differenziati sono diagnosticati
spesso in stadio avanzato.

Linfiltrazione linfocitaria peritumorale non sembra rap-
presentare una variabile prognostica indipenden-
te(®7:26.28) Tuttavia pud essere utile ad identificare sot-
togruppi di neoplasie con prognosi pitt 0 meno favore-
vole; nella nostra casistica non ¢ stata riscontrata in alcun
tumore in stadio IV. La presenza di un cospicuo infil-
trato linfocitario peritumorale ¢ stata da noi riscontrata
spesso nei tumori in stadio precoce, mentre un’ infiltra-
zione linfocitaria scarsa ¢ stata individuata soprattutto nei
pazienti deceduti.

Alcuni autori hanno evidenziato che la invasione neo-
plastica delle vene intramurali non ha significato pro-
gnostico®®. Nella nostra esperienza tale parametro assu-
me un significato prognostico negativo, tutti i pazienti
con invasione venosa neoplastica sono deceduti.

In letteratura la valutazione della ploidia a scopo pro-
gnostico, nel carcinoma colorettale, sia in relazione allo
stadio sia alle altre variabili clinico-patologiche, non ¢ di
facile interpretazione® ¢ 79 12,13.15,20,27,49),

I risultati ottenuti nei diversi studi sono talora notevol-
mente discordanti. A tale riguardo concorre probabil-
mente la mancata standardizzazione della metodica.

Da un’analisi complessiva dei dati riportati in letteratu-
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ra sembra evidenziarsi un incremento delle forme aneu-
ploidi nei tumori in fase avanzata. Tuttavia solo di rado
lo stadio ¢ risultato correlarsi in modo significativo alla
ploidia® 4.

Nella analisi condotta da Jass su 369 casi di cancro del
colon-retto ¢ emersa una relazione significativa tra ploi-
dia e pattern di crescita e tra ploidia e infiltrazione linfo-
citaria peritumorale®”.

Scott evidenziava una correlazione tra presenza di cloni
cellulari aneuploidi ed invasione venosa?.

Da parte nostra abbiamo potuto notare innanzitutto una
non completa affidabilitd della metodica adottata; infat-
ti su 120 casi esaminati, in 8 (6.6%) non ¢ stata pos-
sibile alcuna catalogazione per materiale in esame insuf-
ficiente.

Inoltre anche con l'uso di tessuto fresco da parte di altri
autori, la ploidia si modifica in base al punto di prelie-
vo del tessuto nel contesto del tumore®.

Nella nostra casistica abbiamo riscontrato una relazione
non sempre indicativa tra stadio della neoplasia e ploi-
dia e nessuna correlazione tra questa e gli altri parame-
tri istopatologici. Infatti dei 18 (15%) pazienti con pil
di 3 linfonodi sede di metastasi all'intervento chirurgi-
co, 6 (33,3%) sono risultati affetti da neoplasie con cor-
redo genetico diploide, 6 (33.3%) aneuploide ¢ 6
(33.3%) multiplioide.

Alcuni autori® ¥ evidenziano una prognosi significativa-
mente migliore per i pazienti con tumori diploidi rispet-
to a quelli con forme tumorali aneuploidi, anche se per
la maggior parte di essi non ¢ riconosciuta come varia-
bile prognostica indipendente("-29).

Nella nostra esperienza la ploidia risulta essere un para-
metro prognostico non attendibile (p>0.05) e contra-
stante; andando infatti ad analizzare le sopravvivenze
secondo Kaplan-Mayer le curve sono pressoché sovrap-
ponibili e non vi ¢ praticamente differenza tra i pazien-
ti aneuploidi e diploidi 40% rispetto al 42% di soprav-
vivenza a 5 anni. Pertanto la ploidia non pud essere con-
siderata una variabile prognostica indipendente.

Inoltre la tecnica citofluorometrica presenta un elevato
numero di variabili: modalita di campionamento,prepa-
razione e colorazione della sospensione macrocellulare,
calibrazione degli strumenti ed interpretazione degli isto-
grammi. La mancanza di standardizzazione delle proce-
dure rende spesso poco affidabili e riproducibili le misu-
re effettuate spiegando in parte i risultati contrastanti
emersi dai vari studi effettuati sul valore prognostico del-
la ploidia® 40,

La positivita all' NM23 ¢ collegata all'invasivita, sia loca-
le che a distanza, della neoplasia, poiché la colorazione
immunoistochimica citoplasmatica ¢ il risultato dell’” alte-
rata produzione quantitativa e qualitativa della proteina
agente soppressore delle metastasi® 1623 24, 35,42, 48),

Cohn e coll” hanno dimostrato che il 73% dei pazien-
ti con tumore del colon-retto senza evidenza di meta-
stasi al momento dell'intervento chirurgico ma con dele-
zione di NM23, sviluppa metastasi in un follow up
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medio di 25 mesi in confronto al solo 20% dei pazien-
ti senza delezione di NM23.

Alcuni gruppi di ricerca hanno dimostrato che livelli di
NM23 pit elevati sono significativamente correlati ad
una prognosi migliore® per cui alcuni hanno ipotizza-
to 'NM23 essere un fattore prognostico addizionale ed
indipendente per la stadiazione della malattia.

Questi dati contrastano con quanto evidenziato da Haut
e coll.?! che non hanno notato alcuna associazione tra
la mutazione di NM23 ¢ lo sviluppo di metastasi. Nella
nostra casistica lo studio condotto in doppio cieco non
ha mostrato alcuna evidente correlazione tra la positivita
al’NM23 e linvasivitd e metastatizzazione della neopla-
sia. Anche per questi due gruppi la sopravvivenza a 5
anni secondo la curva di Kaplan-Mayer non ha fornito
informazioni dirimenti sulla validita della positivita essen-
do le curve sovrapponibili e senza significativa differen-
za di sopravvivenza (p>0.05).

In conclusione, in base ai dati della nostra esperienza e
a quanto riportato in letteratura, possiamo dire che lo
stadio di diffusione della malattia e la valutazione delle
variabili istopatologiche consentono una buona defini-
zione prognostica delle neoplasie colorettali. Lo studio
del contenuto di DNA sembra indicare che la ploidia
rifletta essenzialmente una proprieta biologica della cel-
lula non associata ad una maggiore invasivitd e capacita
metastatica; a questo si associa la mancanza di standar-
dizzazione della metodica. La valutazione immunoisto-
chimica del’NM23, sebbene caratterizzata dalla facile
riproducibilita della metodica e dalla non invasivitd del-
la stessa, non ha evidenziato una netta correlazione tra
la positivita dell’esame e la metastatizzazione della neo-
plasia.

In definitiva non possiamo considerare e la ploidia e la
ricerca del'NM23 variabili prognostiche indipendenti.

Riassunto

Lexeresi chirurgica ¢ attualmente I approccio terapeuti-
co fondamentale nelle neoplasie maligne del grosso inte-
stino. La finalitd del nostro studio ¢ stata quella di valu-
tare un’eventuale implicazione prognostica della ploidia
e dell’espressione del NM23. Lo studio comprende 120
pazienti non selezionati sottoposti ad intervento chirur-
gico per carcinoma colorettale. Lanalisi della ploidia ¢
stata ottenuta con la citometria a flusso. Sono stati con-
siderati diploidi i casi con singolo picco Go/Gl.
Campioni con pil di una popolazione aneuploide sono
stati classificati multiploidi o pliploidi. Mentre I'espres-
sione del'lNM23 ¢ stata valutata mediante uno studio
retrospettivo a doppio cieco da due equipe distinte di
autori in sedi diverse n grado di positivita per 1’'NM23
¢ stato classificato in 3 categorie, con positivita: assente
o debole se <10%; moderata se 10-50%; forte se >50%.
Quarantadue pazienti (35%) sono stati classificati come

diploidi; 30 (25%) aneuploidi; 40 (33.2%) multiploidi;

in 8 casi (6.7%) il materiale era insufficiente. Dei due
gruppi che hanno valutato lespressione dellNM23 il
gruppo I ha ottenuto positivita: assente/debole in32 casi
(26.7%); moderata in 62 casi (51.7%); forte in 26 casi
(21.6%); mentre il gruppo II: assente/debole in 30 casi
(25%); moderata in 52 casi (43.3%); forte in 38 casi
(31.7%). Non possiamo considerare la ploidia e la ricer-
ca del'lNM23 variabili prognostiche indipendenti.
Parole chiave: Carcinoma colorettale, ploidia, NM23.
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Commento Commentary
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Il lavoro di Forte et al. tratta la valutazione dei sintomi significativi di un numero di parametri clinico-patologici nel
cancro colo-rettale.

Lo stadio pTNM il tipo istologico di cancro il grado di differenziazione, linfiltrazione linfocitaria peritumorale e la pre-
senza di invasione vascolare neoplastica sono state retrospettivamente analizzate in un gruppo di 120 (consecutivi?) pazien-
ti trattati chirurgicamente per cancro colo-rettale primario; ognuno di questi parametri sopra citati & stato (sperimental-
mente) riferito alla prognosi. In aggiunta, in tutti i casi sia il contenuto di DNA delle cellule tumorali (DNA-ploide) che
Uespressione della proteina imunoistochimica NM sono state analizzate.

Mentre una “buona correlazione” ¢ stat trovata tra la prognosi del cancro ed alcune variabili morfologicamente testate, gli

s

autori concludono che nessuna associazione & stata dimostrata tra i pazienti sopravvissuti e il DNA-ploide e [espressione
NM23.

Perfino lo studio patologico del materiale chirurgico appare accurato e ben doumentato e riguarda la valutazione statisti-
ca dei risultati, inoltre gli Autori non forniscono unanalisi mono o pluri variata dei loro risultati.

Questo ¢ un limite rilevante dello studio che riguarda ogni possibile confronto tra lesperienza presentata ed i dati forniti
dell attuale letteratura.

This manuscript by A. Forte et al., deals with the evaluation of the prognostic of a number of clinico-pathological para-
meters in colorectal cancer. The pTINM stage, the cancer histotype, the grade of differentiation, the peri-tumoral lymphocy-
te infiltration and the presence of neoplastic vascular invasion have been retrospectively assessed in a series of 120 (conse-
cutive?) patients surgically treated for primary colorectal cancer; each of the above-mentioned parameters was (tentatively)
related to the prognosis. In addition in all case both the DNA content of the tumor cells (DNA-ploidy) and the imu-
nohistochemical expression of NM23 protein were also evaluated.

While a “gold correlation” was detected between cancer prognosis and some of the tested morphological variables, Authors
conclude that no association was demonstrated between patients survival and both DNA-ploidy and NM23 expression.
Even the pathological study of the surgical material appears accurate and well documented, this reviver is concerned about
the statistical evaluation of the results: authors do no provide eithe univariate or multivariate analysis of their results. This
represent a rilevant limit of the study that affects any possible comparison between the presented experiance and the dara
proviede by the current literature.
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