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5. Resultats

5.1 Variables clinicopatologiques

Les mostres utilitzades en aquest estudi s’han obtingut de malalts de 1’Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona, en el periode comprés entre els
anys 19931 1997.

Seguint els criteris descrits en el capitol “Material i métodes™, s’han recollit 99
carcinomes de pulmo de cel-lula no petita. D’aquests casos, s’han analitzat un total
de 392 mostres amb les técniques de citometria de flux. Dels 99 carcinomes, s’han
seleccionat 325 mostres de tumor primari 1 67 mostres de ganglis (hiliars i1
mediastinics) amb metastasis, 34 mostres corresponen a ganglis hiliars i 33 de
mediastinics. La mitjana de les mostres estudiades en relacido amb el tumor primari
¢s de 3,38 + 1,33 1 pel que fa als ganglis ¢s d’1,53 + 1,10.

El tipus anatomopatologic més freqiient d’aquest estudi, ha estat el carcinoma
escatds, amb 53 casos (53,5%), seguit de I’adenocarcinoma amb 37 (37,4%), 1 del
carcinoma indiferenciat de c¢l-lula gran (CICG), amb 9 (9,1%). Dels 37
adenocarcinomes, 5 (13,51%) corresponen al subtipus histologic de carcinoma
bronquioloalveolar.

Quant al grau de diferenciacio, 34 casos (34,3%) han estat ben diferenciats, 39 (39,4%)
moderadament diferenciats i 26 (26,2%) pobrament diferenciats. La taula 5-1 relaciona
el tipus anatomopatologic i el grau de diferenciacio. Les figures 5-1 1 5-2 il-lustren dos
casos representatius de carcinoma de c¢l-lula no petita: un de ben diferenciat i un altre

de pobrament diferenciat.
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Taula 5-1. Tipus histologic i grau de diferenciacié cel-lular
Ben Moderadament | Pobrament
Total
diferenciat diferenciat diferenciat

Carcinoma escatos

Adenocarcinoma

Carcinoma
indiferenciat de

cél-lula gran

Total

18 (24,5%)

15 (40,5%)

1(1,11%)

34 (34,3%)

22 (41,5%)

13 (35,1%)

4 (44,44%)

39 (39,4%)

13 (24,5%)

9 (24,3%)

4 (4,44%)

26 (26,3%)

53 (53,5%)

37 (37,4%)

9 (9,1%)

99 (100%)

La majoria dels malalts d’aquest estudi son homes en 89 casos (89,9%) i tan sols hi

ha 10 dones (10,1%). Si s’examina el tipus anatomopatologic en funcié del sexe, a

les dones predomina 1’adenocarcinoma, ja sigui del tipus habitual o del subtipus

bronquioloalveolar. Aixi, la totalitat de tumors diagnosticats en el sexe femeni

d’aquesta tesi (10 casos) corresponen a adenocarcinomes, amb 3 casos de

bronquioloalveolars.

La distribuci6 del tipus histologic en els homes és més heterogenia, i hi predomina

el carcinoma escatds, seguit de 1’adenocarcinoma. A la taula 5-2 es relacionen les

freqiiéncies relatives als tipus histologics en els homes en funci6 de tres categories

d’edats.
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Taula 5-2. Relacié dels diferents tipus histologics en funcio de I’edat, entre els malalts del sexe

masculi
>35i<55anys|>55i<75anys| >75 anys Total
Adenocarcinoma 13 (50%) 13 (22,8%) 1(16,6%) 27 (30,3%)
Carcinoma escatos 9 (34,6%) 40 (70,1%) 4 (66,6%) 53 (59,5%)
Carcinoma
indiferenciat de 4 (15,3%) 4 (7%) 1 (16,6%) 9 (10,1%)
cél-lula gran
Total 26 (29,3%) 57 (64%) 6 (6,7%) 89 (100%)

De tots els malalts estudiats es disposa de seguiment clinic. Atés que els casos

estudiats formen part d’una série de malalts tractats amb cirurgia, tots ells
pertanyen als estadis I, IT o IIIA. Aixi, dels 99 CPCNP, 34 casos (34,3%) pertanyen
a I’estadi I, 16 casos (16,1%) a I’estadi II i 49 casos (49,4%) a ’estadi IIIA. A la

taula 5-3 es relacionen els diferents tipus histologics amb la distribucié per estadis.
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Taula 5-3. Tipus histologic i estadi clinic
Estadi I Estadi II Estadi ITIA Total
Carcinoma escatos 22 (41,5%) 10 (18,9%) 21 (39,6%) 53 (53,5%)
Adenocarcinoma 9 (24,3%) 2 (5,4%) 26 (70,3%) 37 (37,3%)
Carcinoma
indiferenciat de 3(33,3%) 4 (44,44%) 2 (22,2%) 9 (9,1%)
cél-lula gran
Total 34 (34,3%) 16 (16,1%) 49 (49,4%) 99 (100%)

El nombre de mitosis per 10 camps a gran augment (CGA) oscil-lava entre 01 116.

En 29 casos (29,3%) el nombre de figures mitotiques era inferior a 15/10 (CGA),

en 37 casos (37,4%) el nombre de mitosis estava entre 15132 /10 (CGA) i en els 33

casos restants (33,3%) se’n comptaven més de 32/10 (CGA). A la taula 5-4 es

mostra aquesta distribucio.

Taula 5-4. Relaci6 del contingut de figures mitotiques

MITOSIS

<15 >15<32 >32
Nre. de casos 29 33
(%) (29,3%) (37,4%) (33,3%)
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Figura 5-1. Tumor ben diferenciat. Adenocarcinoma bronquioloalveolar



5. RESULTATS -92-

Figura 5-2. Tumor pobrament diferenciat. Carcinoma indiferenciat de cél-lula gran
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5.2 Variables per immunohistoquimica

En tots els casos s’han realitzat estudis amb immunohistoquimica i s’ha valorat
I’expressio dels antigens relacionats amb el cicle cel-lular: Ki-67, PCNA, les

ciclines D11 E, i p53.

5.2.1 Antigens de proliferacio cel'lular quantificats per immunohistoquimica

La localitzaci6 subcel-lular de I’expressi6 de PCNA 1 de Ki-67 s’ha trobat en el
nucli de les cel-lules amb proliferacid. Tots els casos estudiats han mostrat algun
grau de positivitat. A diferéncia de la p53, els teixits normals proliferatius propers
als CPCNP expressaven ambdods antigens de proliferaci6é. La distribucié de la
immunoexpressio de Ki-67 en els carcinomes escatosos s’ha localitzat a la periferia
dels nius neoplastics, 1 en els adenocarcinomes la distribuci6 ha estat aleatoria. De
manera caracteristica els nuclis amb figures de mitosi han estat positius per al Ki-
67 perd no per al PCNA. Globalment, en 35 casos (35,3%) I’index de Ki-67 era
baix (menys del 33% cél-lules positives) i en 64 (64,7%) I’index era alt (per sobre
del 33% de cel-lules positives), amb un minim de 2 (de 200 de comptades) cél-lules
positives 1 un maxim de 158 (de 200 de comptades).

La distribucid de la immunotinciéo del PCNA ha estat semblant a la comentada per
al Ki-67. En general, en 30 casos (30,3%) I’index de PCNA era baix (per sota del
41% cel-lules positives) 1 en els 69 casos restants (69,7%) 1’index de PCNA era alt
(per sobre del 41% de cél-lules positives), amb un minim de 17 c¢l-lules positives i
un maxim de 166 de les 200 de comptades. A les taules 5-5 1 5-6, es relaciona el
grau de positivitat amb 1’expressio dels anticossos antiKi-67 i antiPCNA-PCI10 i la
distribucié d’aquesta expressid. Les figures 5-3 1 5-4 il-lustren dos casos

representatius d’expressio positiva de PCNA i de Ki-67.
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Taula 5-5. Expressi6 dels antigens de proliferacio cel-lular

Grau de positivitat Ki-67 PCNA
Alt (%) 64 (64,7%) 69 (69,7%)
Baix (%) 35 (35,3%) 30 (30,3%)
Taula 5-6. Distribucié dels indexs de proliferaci6 del Ki-67 i del PCNA
Index Ki-67 <33 >33i<46 > 46
Nre. de casos 35 33 31
(%) (35,48%) (33,3%) (31,3%)
index PCNA <41 >41i<54 > 54
Nre. de casos 30 32 37
(%) (30,3%) (32,3%) (37,4%)

5.2.2 Expressio per imnmunohistoquimica de la ciclina D1 i de la ciclina E

Les ciclines que s’han quantificat son la D1 i la E, seguint la mateixa sistematica
que per a la p53, és a dir: intensitat (d’1 a 6) i extensid (d’1 a 6). L’expressio
immunohistoquimica era exclusivament nuclear, i s’han considerat negatives totes
les altres possibles tincions, citoplasmatica o amb fons. Dels 99 casos, 25 (25,2%)
foren negatius per a la ciclina D1 i 74 (74,8%) foren positius. D’aquests ultims, 50
casos (50,5%) van ser d’intensitat 1 extensio escassa i 24 (24,3%), de moderat a
fortament positius.

De la mateixa manera, dels 99 CPCNP, 42 (42,4%) foren negatius per a la ciclina E
157 (57,6%) foren positius. Dins d’aquests, 40 casos (40,4%) foren molt debils en
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intensitat i molt aillats i 17 casos (17,2%) entre moderat i molt positius. La taula 5-
7 mostra la distribucié de 1’expressio de les ciclines D1 1 E. A les figures 5-5 1 5-6
s’il-lustren dos casos representatius d’expressio positiva de la ciclina DI 1 de la

ciclina E.

Taula 5-7. Expressio de la ciclina D1 idela E

Ciclina D1 Negatius >0i<4 >4
Nre. casos 25 50 24
(%) (25,3%) (50,5%) (24,2%)
Ciclina E Negatius >0i<4 >4
Nre. casos 42 40 17
(%) (42,4%) (40,4%) (17,2%)

5.2.3 Quantificaci6 de la p53 per immunohistoquimica

De manera semblant al que s’ha comentat per als antigens de proliferacié cel-lular,
la positivitat immunohistoquimica per a la p53 s’ha localitzat en els nuclis de les
cel-lules neoplastiques de manera que el seu citoplasma 1 els teixits no neoplastics
no expressen p53. La immunotincid en els carcinomes escatosos s’ha distribuit
preferentment a la periféria dels nius neoplastics, mentre que en els
adenocarcinomes la distribucié ha estat aleatoria sense cap predominant, com
també passava amb els antigens de proliferacio. Del total de mostres quantificades

s’obtingueren 27 casos (27,3%) negatius, i 72 casos (72,7%) positius. Dels positius,
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47 casos (47,5%) mostraren elevada immunotincid tant en intensitat com en
extensio. En canvi, 25 casos (25,2%) es consideraren com de baixa expressio
immunohistoquimica. A la taula 5-8 es recullen aquests resultats. La Figura 5-7

il-lustra un cas representatiu d’expressio positiva per a la p53.

Taula 5-8. Grups de positivitat per a la P53

P53 Negatius >0i<6 >6i<12

Nre. de casos 27 25 47

(%) (27,3%) (25,2%) (47,5%)
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Figura 5-3. Tumor amb un index elevat de PCNA-PC10
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Figura 5-4. Tumor amb un index elevat de ki-67
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Figura 5-5. CPCNP positiu per a la ciclina D1
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Figura 5-6. CPCNP positiu per a la ciclina E
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Figura 5-7. Tumor amb una gran expressié de proteina p53
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5.3 Resultats de les variables per citometria de flux

5.3.1 Ploidia per citometria de flux

Per quantificar el contingut de DNA i PCNA de les mostres s’utilitza un citometre
de flux FACScan (Becton & Dickinson) i la metodologia adient, explicat en el
capitol “Material i metodes”.

Per poder valorar el contingut de DNA de les c¢l-lules es va fer servir el sistema
informatic CellFIT (Becton & Dickinson) per quantificar I’index de DNA i el
percentatge de les cél-lules a les fases Gi, S, G2 1 M del cicle.

Es van considerar diploides els casos en que totes les mostres del tumor primari
tenien un index de DNA igual a la unitat. Es van considerar com a aneuploides els
casos en que com a minim a una de les mostres I’index de DNA era més gran d’1.
Els casos en que¢ dins de la mateixa mostra s’objectivava més d’una poblacid
aneuploide amb diferents indexs de DNA, es van considerar com a multiploides.
Dels 99 casos estudiats, tres no tenien mostres de tumor primari. Aixi, 16 casos
foren diploides (16,6%), 80 casos foren aneuploides (83,3%), dels quals 13 van ser
multiploides (16,2%).

Pel que fa als ganglis, es va seguir la mateixa sistematica que per al tumor primari.
Aixi doncs, dels 26 casos de ganglis hiliars, 7 (26,9%) foren diploides i 19 casos
(73,1%) foren aneuploides, dels quals 2 (10,5%) es definiren com a multiploides.
Dels 21 casos de ganglis mediastinics, 10 (47,6%) foren diploides i 11 (52,4%)
aneuploides. A la taula 5-9 s’han agrupat els casos segons els criteris descrits

anteriorment.
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Taula 5-9. Resultats de la ploidia
PLOIDIA TUMOR PRIMARI GANGLIS
hiliars mediastinics
Diploides 16 (16,6%) 7 (26,9%) 10 (47,6%)
Aneuploides 80 (83,3%) 19 (73,1%) 11 (52,4%)
Multiploides 13 (16,2%) 2 (10,5%) 0 (0%)

A partir de I’index de DNA de cada mostra es va calcular I’index de DNA mitja de

cada tumor. A continuacid es va procedir a agrupar els tumors en funcié de la seva

ploidia. Aixi, dels 96 casos amb tumor primari investigats en 42 casos (43,75%)

estaven inclosos entre I’index de DNA d’1,5 a 2, seguit del grup amb I’index de

DNA entre 11 1,5 en 25 casos (26,04%) 1 del grup amb I’index de DNA igual a la

unitat en 16 casos (16,66%). Els menys freqilients son els que tenen un index de

DNA superior a 2. A la taula 5-10 s’agrupen els tumors pel seu patr6é de ploidia i a

les figures 5-8 a 5-13 es mostren uns exemples de cada patro.

Taula 5-10. Distribucié dels patrons de ploidia.

Index de DNA (iDNA)

Nre. de casos (%)

iDNA =1
iDNA>1i< 1,5
iDNA>1,51<?2
iDNA>21<2)5

iDNA > 2,5

16 (16,66%)

25 (26,04%)

42 (43,75%)
7 (7,30%)
6 (6,25%)
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Patient Name :
Case Number : _
Tissue Type : PULMON
Preparation : VINDELOV
Preparation Date : 12-MAY-95
Reagents : DNA
File Name : #11:/2/PULMON215
Collection Date : 12-MAY-95
" Lab ¢+ ANATOMIA PATOLOGICA. CITOMETRIA DE FLUJO
t
Gl Peak : 208 Model : RFIT
G2+M Peak: 400 Gate : 1
Gl CV : 5.5 Event Rate : 36
G2+M/G1 Ratio 1.92 Total Events : 8892
Phase Events Percent
Gl : 6485 74.4
S H 1675 18.2
G2+M : 561 6.4
Total: 8721 100.0

Figura 5-8. Tumor diploide amb un index de DNA = 1. Es pot veure que la majoria de cél-lules

es troben dins del pic Go—G; que esta situat en el canal 200; la resta es reparteix a les fases S i

G,-M
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229
Ratio of Peaks : 1.15
Ratio of CV's : 1.0
Ratio of Events : 1.1
Percent
40.0
53.0
6.9
100.0

Figura 5-9. Tumor aneuploide amb un index de DNA = 1,1 (baix). Es poden observar molt

junts els pics Go—G de la poblacié diploide (el situat més a I’esquerra) i el de ’aneuploide
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Patient Name B Model : RFIT
Case Number 2 (1 I Gate : 1
Tissue Type : PULMON Event Rate : 55
Preparation : VINDELOV Total Events : 12009
Preparation Date : 5-APR-95
Reagents : DNA
File Name : #11:/2/PUL155
Collection Date : 5-APR-95

Lab

Gl Peak : 290
G2+M Peak: 567
Gl ¢V H D 4

G2+M/G1 Ratio :

Region: 181 -
Peak : 196
cv 2.6
Events: 1678

Phase Events
Gl H 8441
S H 1134
G2+M : 375

Total: 9950

ANATOMIA PATOLOGICA.

211

Percent
84.8
11.4

3.8
100.0

CITOMETRIA DE FLUJO

......
LIy

Peak Relationships (Pop.l Gl/Refer Gl)

Ratio of Peaks
Ratio of CV's
Ratio of Events

Figura 5-10. Tumor aneuploide amb un index de DNA mitja (iDNA = 1,48). Es quasi triploide.

S’hi diferencien clarament el Gy—G; de la poblacié control i el de la poblacié aneuploide
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Patient Name : Model : RFIT
Ccase Number T - Gate . s 1
Tissue Type : CANCER PULMON Event Rate : 83
Preparation : VINDELOV Total Events : 12371
Preparation Date : 18-0CT-94
Reagents : DNA
File Name : #3:PULMONO65
Collection Date : 18-OCT-94
Lab :+ ANATOMIA PATOLOGICA. CITOMETRIA DE FLUJO
& a P ete Pop.
@1 Peak : 415
G2+M Peak: 803
Gl CV s 2.9
@2+M/G1 Ratio : 1.93
f n a tatistics Peak ions s (POp. e 1
Region: 141 - 162
Peak : 151 Ratio of Peaks : 2.75
cv : 2.3 Ratio of CV's s 1.2
Events: 2872 Ratio of Events : 2.2
op.l C e tistic
Phase Events Percent
Gl H 6307 71.8
S H 1823 20.7
G2+M : 658 7.5
Total: 8788 100.0

Figura 5-11. Tumor aneuploide amb un index de DNA alt (iDNA = 2,75). Aquest tumor té

quasi 3 vegades més DNA del normal (6n)



5. RESULTATS 108

v ]
PR
Q -
0 4
3]
[
.
s ]
c -
g 4
g 4
{ilTIlIl’||IIIW|l|ln‘?‘l|111|l
299 490 589 [=1=1~] 18802
. FLa-—
Patient Name : Model : RFIT
Case Number H Gate : 1
Tissue Type : PULMON Event Rate : 92
Preparation : VINDELOV Total Events : 12859
Preparation Date : 18-JUL-95
Reagents : DNA
File Name : #3:PULMON364
Collection Date : 18-JUL-95
Lab : ANATOMIA PATOLOGICA. CITOMETRIA DE FLUJO
alculati Parameters (Pop.l
Gl Peak : 206
G2+M Peak: 400
Gl ¢cv : 4.9
G2+M/G1 Ratio : 1.94
Reference Pea tatistic ak Relation s (Po G1
Region: 125 - 161
Peak : 143 Ratio of Peaks : 1.44
cv : 4.2 Ratio of CV'’s : 1.2
Events: 3306 Ratio of Events : 2.0
Pop.l Cell Cycle Statistics
Phase Events Percent
Gl : 6464 72.8
] : 312 3.5
G2+M : 2102 23.7
Total: 8878 100.0

Figura 5-12. Tumor multiploide. S’hi pot observar la preséncia de tres pics caracteristics, el
primer de I’esquerra correspon a la poblacié control (diploide) i els altres dos a les poblacions
aneuploides, la primera té un index de DNA mitja (iDNA = 1,44). L’altra poblacié esta

analitzada a la figura segiient (figura 5-13)
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Patient Name : Model ¢ RFIT
Case Number : Gate . s 1
Tissue Type : PULMON Event Rate : 92
Preparation : VINDELOV Total Events : 12859
Preparation Date : 18-JUL-95
Reagents : DNA
File Name : #3:PULMON364
Collection Date : 18-JUL~-95
Lab : ANATOMIA PATOLOGICA. CITOMETRIA DE FLUJO
Ccalculation Parameter Pop.l
Gl Peak : 395
G2+M Peak: 765
Gl CV : 2.3
G2+M/G1l Ratio : 1.94
Reference Peak Statistics Peak Relationships (Pop. er G1
Region: 125 ~ 161
Peak : 143 Ratio of Peaks : 2.76
cv : 4.2 Ratio of CV’s : 0.5
Events: 3306 Ratio of Events : 0.5
Pop.1l Cell Cyc tatisti
Phase Events Percent
Gl : 1782 76.2
S : 202 8.6
G2+M 354 15.1
Total: 2338 100.0

Figura 5-13. Segona poblacié del tumor multiploide amb un index de DNA alt (iDNA = 2,76)
,76).

El pic control és el mateix per a totes dues poblacions
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5.3.2 Fase S per citometria de flux

De la mateixa manera que es van valorar els indexs de DNA mitjans, es va obtenir

la mitjana de la fase S de cada una de les mostres que formaven part d’un mateix

tumor. Posteriorment, es van agrupar els casos en funcid que la mitjana de les

mostres fos baixa, mitjana o alta. Dels 96 casos de tumor primari investigats, en 29

(30,2%) el percentatge de cel-lules en fase S era igual o inferior al 12%, en 37

tumors (38,5%) oscil-lava entre un 12% i un 20% i en 30 CPCNP (31,3%) el

percentatge de cel-lules en fase S estava per sobre del 20%. La taula 5-11 resumeix

aquesta distribucio.

Taula 5-11. Distribuci6 del percentatge de cél-lules en fase S del tumor primari

% fase S <12 >12i<20 > 20
Nre. de casos 29 37 30
(30,2%) (38,5%) (31,3%)

(“o)
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Pel que fa als ganglis també es van valorar els resultats obtinguts calculant la
mitjana de la fase S entre les mostres de cada CPCNP. Ates el relatiu baix nombre
de mostres, va ser més convenient agrupar-los en dues categories, segons si el
percentatge de la fase S era alt o baix. Dels 26 ganglis hiliars, 11 casos (42,3%)
tenien una fase S baixa i 15 (57,7%), alta. Dels 21 casos de ganglis mediastinics, 15
(71,4%) tenien una fase S baixa 1 6 casos (28,6%), alta. A la taula 5-12, esta
representada aquesta distribuci6 i a les figures 5-14 a la 5-16, hi ha tres exemples

de tumors amb la fase S alta, mitjana i baixa.

Taula 5-12. Distribucio6 del percentatge de les cél-lules en fase S de les metastasis ganglionars

% fase S <12 >12
Ganglis hiliars 11 15
(%) (42,3%) (57,7%)
Ganglis mediastinics 15 6
(%) (71,4%) (28,6%)
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Patient Name : Model : RFIT
Case Number H Gate : 1
Tissue Type : PULMON ) Event Rate : 85
Preparation : VINDELOV Total Events : 9491
Preparation Date : 25-JUL-95
Reagents H DNA
File Name + #3:PULMON395
Collection Date : 25-JUL-95
Lab : ANATOMIA PATOLOGICA. CITOMETRIA DE FLUJO
Calcula P ters (Pop.l

Gl Peak : 323
G2+M Peak: 606
Gl cv s 4.2

G2+M/G1 Ratio : 1.88
Reference Peak Statistics Pea elat hips (Pop.1l G1l/Re
Region: 182 - 221 ) )
Peak : 201 Ratio of Peaks : 1.61
cv H 3.2 Ratio of CV’s : 1.3
Events: 2251 Ratio of Events : 2.7
Pop.l1l Cell Cycle Statistics
Phase Events Percent
Gl : 5988 86.9
s : 232 3.4
G2+M : 669 9.7
Total: 6889 100.0

Figura 5-14. Tumor aneuploide amb una fase S baixa (S = 3,4%) i amb un index de DNA

(iDNA = 1,6)
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Figura 5-15. Tumor aneuploide amb una fase S mitjana (S =26,5%) i un index de DNA alt
(iDNA =2,92)
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Figura 5-16. Tumor aneuploide amb una fase S alta (S = 49,9%) amb un index de DNA alt
(iDNA =1,89)
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5.3.3 Expressio de I’antigen de proliferacié cel-lular PCNA per citometria de flux

Per quantificar I’expressid de 1’antigen de proliferacio cel-lular (PCNA) tant per al
tumor primari com per a les metastasis ganglionars, es va fer servir una
immunotincié doble i el sistema informatic LYSYS I (Becton & Dickinson).

Per valorar I’expressi6 del PCNA es va quantificar el percentatge de cél-lules
PCNA positives a les diferents fases del cicle cel-lular per a cada mostra.
Posteriorment es va calcular la mitjana de les diferents mostres de cada cas i per a
cada una de les fases del cicle cellular. Seguidament es van agrupar els casos en
tres categories en funcié del valor mitja del PCNA per a cada una de les fases. Dels
96 casos de tumor primari de CPCNP estudiats, 32 (33,3%) presentaven una
expressio de PCNA a la fase Go—Gi baixa, 38 (39,6%) amb una expressid mitjana 1
en 26 casos (27,1%), alta. Per a la fase S, en 31 casos (32,2%) ’expressié de PCNA
era baixa, 36 casos (37,5%) amb una expressio moderada i 29 (30,2%) amb una
expressio alta. Per a la fase Go—M, dels 96 casos, 34 (35,4%) tenien una expressio
de PCNA baixa, 35 casos (36,5%) amb una expressié moderada i 27 casos (28,1%)
amb una expressié de PCNA alta. A les taules 5-13, 5-14 i 5-15 es resumeixen
aquests resultats 1 a les figures 5-17 a 5-19 s’il-lustren diverses mostres

representatives.
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Taula 5-13. Percentatge de cél-lules PCNA positives a la fase Gp—G; de la poblacié aneuploide

(quantificaci6é per CMF)

Percentatge de PCNA
>0i<25 >25i<55 > 55
a la fase Go—Gq
Nre. de casos 32 38 26
(%) (33,3%) (39,6%) (27,1%)

Taula 5-14. Percentatge de cél-lules PCNA positives a la fase S de la poblacié aneuploide

(quantificacié per CMF)

Percentatge de

>0i<50 >50i<70 > 70
PCNA ala fase S
Nre. de casos 31 36 29
(32,3%) (37.5%) (30.2%)

(“o)
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Taula 5-15. Percentatge de cel'lules PCNA positives a la fase G;—M de la poblacié aneuploide
(quantificacié per CMF)

Percentatge de PCNA
>0i<55 >55i<80 > 80
a la fase G,—M
Nre. de casos 34 35 27
%) (35,4%) (36,5%) (28,1%)
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Figura 5-17. Tumor amb un percentatge de PCNA global de 4,5% (baix), amb una mitjana de
2,38% a la fase Gy—G1, de 10,13% a la fase S i de 8,39% a la fase G.—M



5. RESULTATS

-119-

PULMON: PULBE3 FL1-H\CONTROL (FL1J PULMON: PULBB5NFL2-ANDHA PULMDN: PULBE3
7 8- T
= DNA A ™ CoNTROL
1
4 141
"
=%
CONTROL E 3
i PCNA-PC10 ity
o E_‘
&
1 o
Z -
AN :
!
] J By
- } . 200 4bd  e%a 800 1609
1go e 182 182 o4 @ 2de  age e seo 1260 FL2-ANDNA —>
FULMON: PULBSS FULMON: PULBSS PULMON: PULBSS
= Fou 5.
~3 PCHA-DNA/RE ™3 PCNA-DNA/R3 ] PCHA-DNA/R4
A% ~R -
| = i o | =
! 4 U
© © g o 1
- O b -
251 =t x
&
&
- B “
=3 £33 ] ES‘
L 43 b
i i [
e 20 48@ 600 ©08 1gog - 202 490 6eo e 1@ea - 200 4bo  eow g0 leao
FLE-ANDNA ==—> FLE-ANDHA ——> FLE-ANDNA ——>
PULMON: PULBES PULMON: PULGSS PULMON: PULBBS
T Er o
3 PCHA-DNA/RS 1 PCNA-DHACRE }
| ] -
T?‘f T%« &
] o .
Sa by 3
- B
g z ’ ’
22 Ba,
¥ i :
-t =
[y s
~b 2bp  aba €05 B0B 1802 TG 200 400 6be 698 1900 6 200  4be  cbe  8ba 1868
FLz-A =t FLE2-ANDHA —==> FL2-W\FLE-Width —>
PULMON: PULBRS
Quad Stats PULMON: PULGES
File: PULMON:PULBSS Sample: ===== Quad Stats -——
Date: B3-28/95 G(ate G2= R2 File: PULMON:PULBSS Sample:
Parameterst FLE-ACLIN),FL1-H(LOG) Quad Location: Date: 3-28/95 Qate G5= RS
Total= 18808 Gated= 7236 Parameters: FL2-A(LIN),FLI-HILOG) Quad Location:
Quad Ewvents ¥ OGaled X% Total Amean Ynean Total= 18008 Gated= 458
Quad Events % Oated % Total Kmean Ymean
1 UL a 6.08 B8.08 6.6 .00
2 R 2987 48,17 29.e7 329.89 €3.78 1 U e B8.89 a.ea 0.09 1.68
3 LL ] 2.9 2.e9 0.0 1.9 2 LR 339 75.33 3.39 487.23 94.16
4 LR 4329 59.83 43.29 216.96 12.87 3L -] 8.e8 2.0a 0.99 1.80
4 LR 111 24.67 1.11 493.15 15.8a
PULMON: PULBSES PULMCN: PULBSS
Quad Stats ——— =———= Quad Stats --—-
File: PULMOM:PUL@SS Sample: File: PULMOM:PULBES Samples
Date: 372895 Gate G4= R4 Date: 372895 Gate G6= RE
Parameterst FLZ2~A(LIN),FLI-H(LOG) Quad Location: Paramaters: FL2-A(LINY, FL1-HILOG) Quad Location:
Total= 10828 Gateds 2347 Total= 10098 Gated= 192
Quad Ewvents X% Gated X Total Kmaan Ymaan Quad Events % Gated ¥ Total Rmean Ymean
W 8 9.28 a.e8 8.e8 1.82 1u e 8.08 8.0a B.88 1.88
2 UR 15435 65.83 15.45 215.48 67.3% 2 UR 161 B83.85 1.81 616.34 Ltie.72
3L 8 0.88 8.98 8.08 1.00 3 LL 8 8.e3 0.80 e.g0 1.68
4 LR eaz 34,17 8.2 3e0.53 12.68 4 LR 31 16.15 e.31 6E838.77 17.84

Figura 5-18. Tumor amb un percentatge de PCNA global del 36% (mitja), amb una mitjana
del 45,61% a Go—G, del 72,49% a la fase S i del 59,91% a la fase G,—M
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Figura 5-19. Tumor amb un percentatge global de PCNA alt (74,51%) per fases, a Go—G hi
ha una mitjana del 83,45%, a la fase S del 92,40% i a G,—M, del 97,76%
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5.4 Variabilitat intratumoral per citometria de flux

Per valorar la variabilitat dels parametres obtinguts per citometria de flux es va
calcular el coeficient de variacid (CV) entre les diferents mostres de cada cas. Aixi,
es va determinar el CV de I’index de DNA, de la fase S i de la quantificacié del

PCNA.

5.4.1 Variabilitat intratumoral de la ploidia

Dels 96 casos de tumor primari, en 23 (24%) el CV va ser de zero, en 51 (53,1%) el
CV va ser inferior a 0,07 i en 22 casos (22,9%) el CV va ser superior a 0,07. Els
tumors amb un CV de zero no mostren cap diferéncia entre el nombre de mostres
del tumor. Per contra, els tumors amb un CV superior a zero es poden agrupar en
dues categories depenent de si el CV ¢és baix (< 0,07) o alt (> 0,07). Per exemple,
un dels CPCNP amb un CV baix (= 0,0061) mostra el segiient recull d’indexs de
DNA: 1,64, 1,65, 1,66, 1,66. En canvi un tumor amb un CV alt (= 0,3036) mostra
els indexs de DNA segiients: 2,50, 1,44, 2,76, 1,54, 2,87. Per tant, els tumors amb
un CV > 0,07 els podem considerar com a CPCNP molt heterogenis. A la taula 5-
16 es presenten aquests resultats i a les figures 5-20 1 5-21, dos exemples de
variabilitat alta 1 baixa.

Pel que fa a les metastasis ganglionars, atés el baix nombre de casos estudiats, es
van agrupar en dues categories. Aixi, dels 47 ganglis, 37 casos (78,7%) no
presentaven variacié i 10 casos (21,3%) una variacié entre moderada i alta. A la

taula 5-17 es dona la distribucid del CV per als ganglis.
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Taula 5-16. CV de la ploidia en el tumor primari

Ploidia tumor
Cv=0 Cv>0i<0,07 CvV>0,07
primari
Nre. de casos 23 51 22
(%) (24%) (53,1%) (22,9%)
Taula 5-17. CV de la ploidia a les metastasis ganglionars
Ploidia ganglis Cv=0 Cv>0
Nre. de casos 37 10
(78,7%) (21,3%)
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Figura 5-20. Tumor primari amb un CV intratumoral baix, CV = 0,0061. Tumor amb quatre

mostres i amb un index de DNA d’1,64, 1,65, 1,66 i 1,66, respectivament
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Figura 5-21. Tumor primari amb un CV intratumoral alt, CV = 0,3036. Tumor amb 3

mostres, una amb un index de DNA de 2,50; i dues de multiploides amb un index de DNA de

1,44i2,76 1 1,54 i 2,87, respectivament
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5.4.2 Variabilitat de la fase S per CMF

La variabilitat obtinguda per la fase S del tumor primari va ser de zero en 8 casos
(8,3%). Entre petita 1 moderada en 65 casos (67,7%) amb un CV per sota de 0,4 1
gran en 23 casos (24%) amb un CV per sobre de 0,4. A la taula 5-18 es presenta la
distribuci6 de la fase S de la ploidia del tumor primari en funci6é del CV, a les
figures 5-22 1 5-23 es mostren uns exemples de variabilitat alta i baixa.

En el cas dels ganglis, es van fer dos grups, els que tenien variabilitat alta i els que
no en tenien, i es van obtenir 35 casos (74,5%) sense variabilitat i 12 casos (25,5%)

amb una variabilitat alta. Els resultats es poden veure a la taula 5-19.

Taula 5-18. CV de la fase S en el tumor primari

Fase S
Cv=0 Cv>0i<04 Cv=>0,4
tumor primari
Nre. de casos 8 65 23
(%) (8,3%) (67,7%) (24%)

Taula 5-19. CV de la fase S a les metastasis ganglionars

Fase S
Cv=0 Cv=>0
ganglis
Nre. de casos 35 12

(%) (74,5%) (25,5%)
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Figura 5-22. Fase S amb un CV baix, CV = (0,1227. Tumor amb 5 mostres amb un percentatge
de fase S de 12,5%, 13%, 13,3%, 14,5% i 16,8% respectivament
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Figura 5-23. Fase S amb un CV alt, CV = 0,4589. Tumor de 4 mostres amb un percentatge de

fase S de 9,7%, 10,6%, 19,6% i 25,3% ,respectivament
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5.4.3 Variabilitat en el PCNA per citometria de flux

Amb la finalitat de valorar el grau d’heterogeneitat en el percentatge de cel-lules
PCNA positives, s’ha calculat el CV entre les diferents mostres de tumor primari i
per a cada una de les fases del cicle cel-lular (Gi, S, G>—M). Aixi, a la fase G; de la
poblacio aneuploide es troben 33 casos (34,4%) on hi ha molta variabilitat, (CV >
0,42). En 53 casos (55,2%) la variabilitat era intermédia (CV > 01 < 0,42). En 10
casos (10,4%) la variabilitat era nul-la (CV = 0).

A la fase S, 30 tumors (31,3%) amb una variabilitat alta (CV > 0,28), en 56
(58,3%) la variabilitat era menor (CV > 0 < 0,28) i en 10 tumors (10,4%) no hi
havia variabilitat.

A la fase G2—M en 36 casos (37,5%) la variabilitat era alta amb un CV per sobre de
0,25, en 50 casos (52%) la variabilitat era moderada (CV > 0 i < 0,25), i en 10
casos (10,4%) no hi havia variabilitat. Es resumeixen aquests resultats a les taules

5-20, 5-2115-22.

Taula 5-20. CV del PCNA de la poblacié aneuploide del tumor primari a la fase Go—G;

PCNA / DNA-Gq Cv=0 Cv>0i<042 CV >042
Nre. de casos 10 53 33
(%) (10,4%) (55,2%) (34,4%)
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Taula 5-21. CV del PCNA de la poblacié aneuploide del tumor primari a la fase S

PCNA / DNA-S Cv=0 Cv>0i<0,28 CvV>0,28
Nre. de casos 10 56 30
(10,4%) (58,3%) (31,3%)

(“o)

Taula 5-22. CV del PCNA de la poblacié aneuploide del tumor primari a la fase G,-M

PCNA/DNA-
Cv=0 Cv>0i<0,25 CV > 0,25
G-M
Nre. de casos 10 50 36
(10,4%) (52,1%) (37,5%)

(“o)
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A la majoria de les mostres ganglionars, 36 casos (76,6%), el CV és igual a zero, és
a dir no hi ha variacio. A la resta, 11 casos (23,4%), el CV varia de valors baixos a

alts. A la taula 5-23 es resumeixen els resultats.

Taula 5-23. CV del PCNA dels ganglis metastasics

PCNA /DNA
Cv=0 Cv>0
G1, S, G:-M
Nre. de casos 36 11
%) (76,6%) (23,4%)

A les figures de la 5-24 a la 5-29 es mostren uns exemples de CV baix per a cada

fase del cicle respecte del PCNA i un altre de CV alt.
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Figura 5-24. Fase Gi—PCNA / DNA amb un CV baix, (CV = 0,1694), amb tres mostres i un
percentatge de G de 68,12%, 66,83% i 89,40%, respectivament



5. RESULTATS -132-

PUL243FL1-HNCONTROL (FLL) PULESINFLZ-RDNA FUL249
B & :
L DNQ 2 CONTROL
1
f ~%
-
=1 |
L
CONTROL Rt
g
i E =R
E
g,
o
PCHA-FC18 £ =
|
i .
L"'&; e
} : ; n . s = 298 400 &d0  Bag  100@
160 ml 12 = P ) 2e@ 493 €09 D@0 198A CFLE-ANDNE ——3
PULESZ
>
4 PCHA-DNR/RS PLLESE
1 ——-= Quad Stats -———
~R File: PUL23B Sample:
i - Date: S5720¢95 Gate GS= RS
Paranmeters: FLE2-A(LINI,FL1-HILOG) Quad Location:
9%' Total= 10088 Gated= 4353
?— Quad  Events % Gated 2% Total Hmean ¥mean
T
., 1 [ 0.08 0.80 0.99 1,08
% e 2. ur 495 89,49 4,85 531.86 42.74
T 3 LL 8 9.00 9.0 .99 1.08
E 4 LR 42 139,649 .42 Sez.41 18.28
2
=% hbp  4bo B8 809 1080
FL2-ANDNA ===
PULES)
- » =
PCHA-DNARS PULES1
] 5t = Quad Stats ———-
~ e File: PULESL Sample: .
| Date: 5-30-95 Gate GS= RS
s, Parameters: FL2-AILIN],FLI1- Hi‘L.Crf‘] Quad Location:
pay=S Total= SUBBB Galed‘
z 3 Quad  Events % Gated Total Hmear ¥Ymean
E'&k 1 UL 2 a.9g a.e0 8,00 1.69
3': - 2 UrR 542 T.14 5.42 488,83 59.42
- = R a 9. 69 8.8a 9.99 l1.e2
il 4 LR 16 2.88 8.18 4£9,80 17.15
T T g T T
- 229 420 &g ege 1000
FLE-ANDNA ——=>
PULESZ
T
71 PCNA-DNAZRS
PULESE
Al ===== Quad Stats
l... File: PUL25Z2 Sample:
Dater S,20-35 Gate GS= RS
S Parameters: FLE-A(LIN),FL1-HILOG) Quad Location:
Pt Total= 19820 Gated= 685
% Quad  Ewents % Gated % Total Hmean Ymean
Fage)
%,_::. 1 U g g.eo .88 a.e9 1.69
:'C 2 U &1z 83,34 6.12 511.71 44.26
ol 3 LL a a.29 2.e2 a.99 i.08
h-(é — § 4 LR 73 i8.88 a.72 482,52 18.13

PR e T T
200 490 €03 998 1899
FLE-AADMA ——=>

Figura 5-25. Fase S—.PCNA / DNA amb un CV baix (CV = 0,0488) amb tres mostres i un
percentatge de fase S de 89,34%, 89,40% i 97,14%, respectivament
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Figura 5-26. Fase G;—M — PCNA / DNA amb un CV baix (CV = 0,0122) amb tres mostres i un
percentatge de fase G:M de 97,11%, 97,27% i 99,25%, respectivament
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Figura 5-27. Fase G; —-PCNA / DNA amb un CV alt (CV = 0,5317) amb 4 mostres i un
percentatge de fase G de 22,54%, 30,16%, 69,98% i 71,41%, respectivament
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Figura 5-28. Fase S—PCNA / DNA amb un CV alt (CV = 0,3512) amb 4 mostres i un
percentatge de fase S de 45,28%, 48,70%, 86,22% i 89,50%, respectivament
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Figura 5-29. Fase G;—-M-PCNA / DNA amb un CV alt (CV = 0,3390) amb 4 mostres i un
percentatge de fase G,—M de 45,66%, 56,39%, 90,95% i 93,83%, respectivament
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5.5 Analisi estadistica

5.5.1 Relacié entre variables clinicopatologiques

5.5.1.1 Relacio entre l’edat i el tipus histologic

Els malalts amb una edat per sota de 55 anys amb més freqiiencia (54%) se’ls ha
diagnosticat un adenocarcinoma. Per contra, per sobre de 55 anys, el tipus
histologic més habitual (64%), ha estat el carcinoma escatds. Aquesta relacio entre

I’edat 1 el tipus histologic €s estadisticament significativa (p = 0,01).

5.5.1.2 Relacio entre tipus histologic i estadi clinic

El tipus histologic de carcinoma de pulmé evidencia una certa relacié amb I’estadi
clinic. Aixi, els adenocarcinomes son majoritariament (70%) diagnosticats a
I’estadi IIIA. Els carcinomes escatosos i els carcinomes indiferenciats de cél-lula
gran (CICG) mostren una distribucié més homogenia entre els diferents estadis.
Aquesta relacio €s estadisticament significativa amb una p < 0,01. A la taula 5-24

s’il-lustren aquestes diferencies.
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Taula 5-24. Taula de freqiiéncies i percentatges entre el tipus histologic i I’estadi patologic
Carcinoma
Adenocarcinoma CICG Total
escatos

Estadi I 9 (24%) 22 (41,5%) 3 (33,3%) 34 (34,3%)
Estadi II 2 (5%) 10 (19%) 4 (44,4%) 16 (16,2%)
Estadi IIIA 26 (70%) 21 (40%) 2 (22%) 49 (49,5%)
Total 37 (37,4%) 53 (53,5%) 9 (9,1%) 99 (100%)

5.5.1.3 Relacio entre l’estadi clinic i les metastasis

Com calia esperar, s’ha trobat una relacio estadistica significativa (p < 0,01) entre

I’estadi 1 I’existéncia de metastasis, a ganglis hiliars o mediastinics, de tal manera

que a I’estadi clinic IIIA el percentatge de carcinomes de pulmé amb metastasis és

del 76% 1 a ’estadi I de tan sols el 2%.

L’edat no s’ha relacionat, ni amb I’estadi clinic, ni amb les metastasis. El tipus

histologic i1 les metastasis no han estat relacionades entre si.

La taula 5-25 recull els valors de la p mitjangant la prova de la X2 obtinguda de la

relaci6 entre les variables clinicopatologiques.
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Taula 5-25. Resultats de la XZ: valor de la p de les variables clinicopatologiques

Tipus Grau de
Edat Estadi clinic | Metastasis
histologic | diferenciacio
Edat - 0,01 NS NS NS
Tipus
- - NS <0,01 NS
histologic
Grau de
- - - NS NS
diferenciacio
Estadi clinic - - - - <0,01
Metastasis - - - - -

5.5.2 Relacié amb les variables immunohistoquimiques

5.5.2.1 Antigens de proliferacio cel-lular

Per facilitar les analisis estadistiques s’han agrupat els indexs de Ki-67 i de PCNA
en tres grups. Per al Ki-67. Grau baix (< 33), mitja (> 33 1 <46) i alt (> 46). Per al
PCNA. Grau baix (< 41), mitja (> 41 1 < 54) i alt (> 54).

5.5.2.1.1. Relacio entre I'index de PCNA i ’index de Ki-67 amb el tipus histologic

Els indexs de PCNA 1 de Ki-67 es relacionen significativament amb el tipus
histologic CICG (p PCNA < 0,001 i p Ki-67 = 0,02), de tal manera que

habitualment aquest tipus comporta indexs de proliferacid6 més alts (80%). A la
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resta de tipus histologics no hi ha una clara relaci6 de dependéncia amb la

proliferaci6 cel-lular.

Taula 5-26. Taula de freqiiéncies i percentatges entre els indexs de PCNA i de Ki-67 amb el

tipus histologic
Carcinoma
Adenocarcinoma CICG Total
escatos
PCNA alt 8 (22%) 22 (42%) 7 (80%) 37 (37,4%)
Ki-67 alt 5(13%) 21 (39%) 7 (80%) 33 (33,3%)
PCNA mitja 16 (43%) 15 (28%) 1 (10%) 32 (32,3%)
Ki-67 mitja 12 (32%) 19 (35%) 1 (10%) 32 (32,3%)
PCNA baix 13 (35%) 16 (30%) 1 (10%) 30 (30,3%)
Ki-67 baix 20 (54%) 13 (24%) 1 (10%) 34 (34,4%)
Total 37 (37,4%) 53 (53,5%) 9 (9,1%) 99 (100%)
ota

37 (37,4%) 53 (53,5%) 9 (9,1%) 99 (100%)

5.5.2.1.2. Relacio entre l’'index de PCNA i l'index de Ki-67

En realitzar la recta de regressié s’observa que hi ha una relacié directa, de tal

manera que quan augmenta 1’expressio de PCNA també augmenta la de Ki-67.

D’altra banda, a la prova de la Xz la p = 0,052 i es troba en el limit de la significacio

estadistica.

L’index de Ki-67 no s’ha pogut relacionar amb el grau de diferenciacié ni amb

I’estadi clinic ni amb les metastasis. Tanmateix, I’index de PCNA no s’ha

relacionat ni amb el grau de diferenciaci6 ni amb les metastasis.
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A la taula annexa hi ha el recull dels valors de la p mitjangant la prova de la Xz

obtinguda de les relacions del PCNA i del Ki-67.

Taula 5-27. Resultats de la Xz: valor de la p trobat per als antigens de proliferacio

Ki-67 PCNA
Tipus histologic < 0,001 0,02
Grau de diferenciacio NS NS
Estadi clinic NS NS
Metastasis NS NS
Ki-67 - 0,052

5.5.2.2 Grup de les ciclines

Amb la finalitat de facilitar les analisis estadistiques de les variables investigades
per immunohistoquimica i citometria de flux s’han establert diverses categories per
a cada un dels marcadors de cicle cel-lular. D’aquesta manera s’han pogut comparar

diferents variables i establir relacions estadistiques significatives.



5. RESULTATS -142-

5.5.2.2.1.  Relacio entre ciclina D1 i el grau de diferenciacio

Com es pot veure a la taula 5-28, els carcinomes ben diferenciats 0 moderadament
diferenciats amb menys freqiiéncia expressen ciclina D1, de tal manera que els
carcinomes escatosos i els adenocarcinomes amb menys signes citoplasmatics de
diferenciacid, més freqlientment sobreexpressen ciclina D1 (fig. 5-30). Hi ha una

relacio significativa entre el grau de diferenciacio i la ciclina D1 (p = 0,03).

Taula 5-28. Taula de freqiiéncies i percentatges entre I’expressié de la ciclina D1 i el grau de

diferenciacio
Moderadament
Ben diferenciat Mal diferenciat Total
diferenciat
Ciclina D1 <4 29 (85%) 31 (80%) 15 (58%) 75 (75,8%)
Ciclina D1 >4 5(15%) 8 (20%) 11 (42%) 24 (24,2%)
Total 34 (34,3%) 39 (39.4%) 26 (26,3%) 99 (100%)

5.5.2.2.2.  Relacio entre ciclina E i el tipus histologic

Els carcinomes escatosos 1 els carcinomes indiferenciats de cél-lula gran (CICG)
mostren amb més freqiiencia expressio de ciclina E (62% 1 89% respectivament);
per contra, els adenocarcinomes no s’associen significativament a la ciclina E. Amb
els resultats obtinguts de les analisis estadistiques s’obté una relacid
estadisticament significativa entre I’expressié de ciclina E 1 els tipus histologics,

amb una p = 0,02. A la taula 5-29 es mostren els resultats obtinguts.
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Figura 5-30. Sobreexpressio de ciclina D1 segons tipus histologic
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Taula 5-29. Taula de freqiiéncies i percentatges entre la ciclina E i el tipus histologic

Adenocarcinoma | Carcinoma escatos CICG Total

Ciclina E
21 (57%) 20 (38%) 1 (11%) 42 (42,4%)

negativa

Ciclina E
16 (43%) 33 (62%) 8 (89%) 57 (57,6%)

positiva
Total 47 (47,4%) 53 (53,5%) 9 (9,1%) 99 (100%)

5.5.2.2.3.  Relacio entre ciclina E i l'index de Ki-67

Els tumors que tenen un index de Ki-67 alt (> 46) amb més freqiiencia

sobreexpressen ciclina E (76%). Per contra, quan els indexs de Ki-67 son entre

moderats o baixos, el percentatge de tumors positius per a la ciclina E baixa. Un

cop feta I’analisi estadistica s’ha trobat una relacio significativa entre la ciclina E 1

I’expressio de I’index de Ki-67 (p = 0,02). A la taula 5-30 es mostren els resultats

d’aquesta relacio.
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Taula 5-30. Taula de freqiiéncies i percentatges entre I’expressio de la ciclina E i ’index de Ki-

67
Ki-67 baix Ki-67 moderat Ki-67 alt Total

Ciclina E
19 (45%) 15 (47%) 8 (24%) 42 (42,4%)

negativa

Ciclina E
15 (44%) 17 (53%) 25 (76%) 57 (57,6%)

positiva
Total 34 (34,4%) 32 (32,3%) 33 (33,3%) 99 (100%)

La ciclina D1 no ha tingut cap relacid estadisticament significativa amb el tipus

histologic, estadi clinic o metastasis, tampoc amb 1’index de Ki-67, ni amb I’index

de PCNA. D’altra banda, la ciclina E no s’ha relacionat amb el grau de

diferenciacid, 1’estadi clinic i1 les metastasis, ni tampoc amb I’index de PCNA ni

amb la ciclina D1.

5.5.2.3 Proteina p53

Per facilitar les analisis estadistiques s’han agrupat en dues categories, segons si la

immunoexpressié fos negativa (= 0) o positiva (per sobre de zero).



5. RESULTATS -146-

5.5.2.3.1. Relacio entre la p53 i la ciclina E

Els tumors que son negatius per a la p53 amb més freqiiencia sén negatius per a la
ciclina E 1 viceversa. S’ha trobat que hi ha una relaci6 estadisticament significativa
entre 1’expressio de la proteina p53 i de la ciclina E amb una p = 0,02. A la taula 5-

31 es mostren els resultats obtinguts.

Taula 5-31. Taula de freqiiéncies i percentatges entre ’expressié de la proteina p53 i la ciclina

E

P53 negativa p53 positiva Total
Ciclina E negativa 17 (63%) 25 (35%) 42 (42,4%)
Ciclina E positiva 10 (37%) 47 (65%) 57 (57,6%)
Total 27 (27,3%) 72 (72,7%) 99 (100%)

La p53 no té cap relacio significativa amb el tipus histologic, tampoc amb el grau
de diferenciacid, ni amb ’estadi clinic, ni amb les metastasis. Tampoc no se n’ha
trobat amb 1’index de PCNA, Ki-67, ni amb la ciclina D1.

A continuacio, a la taula 5-32 es recull els valors de la p mitjancant la prova de la

xz obtinguda de les ciclines i la proteina p53.
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Taula 5-32. Resultats de la XZ: valor de la p trobat amb les ciclines i amb la proteina p53

Ciclina D1 Ciclina E Proteina p53
Tipus histologic NS 0,02 NS
Grau de
0,03 NS NS
diferenciacié
Estadi NS NS NS
Metastasis NS NS NS
Ki-67 NS 0,02 NS
PCNA NS NS NS
Ciclina D1 - NS NS
Ciclina E - - 0,02

5.5.3 Relacions de les variables de citometria de flux

S’han comparat els diferents indexs de DNA agrupant-los en tres categories: index

de DNA igual a la unitat, superior a 1 i inferior a 1,6, i superior a 1,6.

De la mateixa manera per a la fase S s’han definit els grups segiients: menor del

12%, entre el 12% i el 20% i el tercer grup per sobre del 20%.

5.5.3.1 Relacions amb les variables cliniques

L’index de DNA 1 la fase S no s’han relacionat estadisticament amb el tipus

histologic, el grau de diferenciacio, I’estadi clinic i les metastasis.
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5.5.3.2 Relacions amb les variables d immunohistoquimica

L’index de DNA i la fase S tampoc no s’han relacionat estadisticament amb les
variables immunohistoquimiques estudiades (Ki-67, PCNA, ciclina D1, ciclina E 1

proteina p53).

5.5.3.3 Relacio entre la fase S(M) i ['index de DNA(M)

Els tumors amb un index de DNA alt, amb més freqiiéncia la seva fase S és elevada
(64%). Quan els tumors tenen un index de DNA baix, la fase S més sovint també és
baixa (45%). Dels resultats obtinguts es pot afirmar que la relacid entre aquestes
dues variables és estadisticament significativa amb una p < 0,0001. Quan es realitza
la recta de regressid s’observa que tenen una relacido directa aixi, quan una
augmenta o disminueix, 1’altra també ho fa. Seguidament, la taula 5-33 es mostren

els resultats d’aquesta relacio.
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Taula 5-33. Taula de freqiiéncies i percentatges entre I’index de DNA i la fase S per citometria

de flux
. index DNA >1 | Index DNA >
Index DNA =1 Total
<L6 1,6

Fase S baixa 13 (45%) 7 (24%) 9 (31%) 29 (30,2%)
Fase S mitja 2 (5%) 15 (40%) 20 (54%) 37 (38,5%)
Fase S alta 1 (3%) 10 (33%) 19 (64%) 30 (31,3%)
Total 16 (16,7%) 32 (33,3%) 48 (50%) 96 (100%)

A la taula 5-34 es recullen els valors de la p mitjancant la prova de la ;{2 obtinguda

de totes les variables que s han relacionat amb la ploidia.
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Taula 5-34. Resultats de la ZZ: valor de la p trobada amb les variables de la ploidia

index DNA fase S

Tipus histologic NS NS
Grau de diferenciacio NS NS
Estadi NS NS
Metastasis NS NS
KI-67 NS NS
PCNA NS NS
Ciclina D1 NS NS
Ciclina E NS NS
p53 NS NS

index DNA - <0,0001

5.5.3.4 Relacions entre la variable cicle cel-lular / PCNA i les variables cliniques

Per valorar la relacio de I’expressio del PCNA-PC10 per citometria de flux 1 les

altres variables s’ha procedit a classificar els tumors en funci6é que I’expressié del

PCNA fos baixa, mitjana, o alta a cada una de les fases del cicle (Go-Gi, S 1

G2—M).
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5.5.3.4.1 Relacio entre la fase Go—G; i el tipus histologic

Dels tres tipus histologics, 1’adenocarcinoma és el que amb més freqiiencia té una

expressio baixa de PCNA a la fase Go—Gi. Per contra, els CICG son el tipus
histologic que més PCNA expressen a la fase Go—G1 (p = 0,02). A la taula 5-35 s’hi

donen els resultats.

Taula 5-35. Taula de freqiiéncies i percentatges entre I’expressio de PCNA-PC10 a la fase

Go—Gi i el tipus histologic

PCNA / Gy—G;1 | PCNA / Gi—G;1 | PCNA / Go—-G1 Total
ota
<25% >25% i<55% > 55%
Adenocarcinoma 18 (48,7%) 8 (21,6%) 11 (29,7%) 37 (37,4%)
Carcinoma
16 (30,2%) 23 (43,4%) 14 (26,4%) 53 (53,5%)
escatos
CICG 1 (11%) 7 (78%) 1 (11%) 9 (9,1%)
Total 35 (35,3%) 38 (38,4%) 26 (26,3%) 99 (100%)

No s’ha trobat relacié entre 1’expressi6 de PCNA a la fase Go—Gi 1 el grau de

diferenciacid, 1’estadi clinic i les metastasis. Tampoc no s’ha trobat cap relacio

significativa entre I’expressio de PCNA a les fases S 1 G2—M 1 les diferents

variables clinicopatologiques (tipus histologic, grau de diferenciacid, estadi clinic i

metastasis).



5. RESULTATS -152-

5.5.3.5 Relacions entre la variable cicle cel-lular / PCNA i les variables per

immunohistoquimica

No s’ha trobat cap relacid entre I’expressid6 de PCNA a les tres fases del cicle
(Go—G1, S 1 G2—M) 1 les variables per immunohistoquimica estudiades (Ki-67,

PCNA, ciclina D1, ciclina E i proteina p53).

5.5.3.6 Relacions entre la variable cicle cel-lular / PCNA i les variables de

ploidia, per CMF

5.5.3.6.1 Relacio entre fase S/ PCNA i S(M)

Com calia suposar, hi ha una relacié significativa entre el percentatge de cél-lules
PCNA positives a la fase S 1 el percentatge de cél-lules en fase S de la ploidia
(» <0,01).

5.5.3.6.2 Relacio entre fase S/ PCNA i fase Gy—G

S’ha trobat que els tumors que tenen una fase S baixa també tenen una fase Go—Gi
baixa. D’altra banda, els tumors amb una fase S alta tenen una fase Go—Gj alta. La
relacié entre aquestes dues variables és estadisticament significativa amb una p <

10°. A 1a taula 5-36 es mostren els resultats.
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Taula 5-36. Taula de freqiiéncies i percentatges entre I’expressiéo de PCNA - PC10 a la fase S i

la fase Go—Gi.

PCNA / Gy—G1 | PCNA / Gy—G;1 | PCNA / Go—Gq Total
ota
<25% >25% i< 55% >55%
PCNA /S
29 (85%) 6 (16%) 0 (0%) 35 (35,3%)
<50%
PCNA /S
5(15%) 25 (70%) 8 (30%) 38 (38,4%)
> 50%-< 70%
PCNA /S
0 (0%) 5 (14%) 21 (70%) 26 (26,3%)
>70%
Total 34 (34,3%) 36 (36,4%) 29 (29,3%) 99 (100%)

5.5.3.6.3 Relacio entre la fase G,-M i expressio de PCNA amb les variables de ploidia

Es troba que I’expressio de PCNA a la fase Go—M esta relacionada estadisticament

amb I’index de DNA (p = 0,04), i el percentatge de c¢l-lules en fase S (p = 0,02).

5.5.3.6.4 Relacio entre fase G,_M i expressio de PCNA a les fases Go—G;1i S

Com calia esperar, I’expressi6 de PCNA a la fase G—M esta relacionada

significativament amb ’expressio de PCNA a la fase Go-Gi11 S (p < 10 a tots dos

casos).

D’altra banda, no s’ha trobat cap relacié significativa entre I’expressio de PCNA a

la fase Go—Gi 1 les variables de ploidia (index DNA i fase S), tampoc entre
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I’expressio de PCNA a la fase S i I’index DNA.
A la taula 5-37 es recullen els valors de la p mitjancant la prova de la Xz obtinguda

per a cada parell de variables relacionades.

Taula 5-37. Resultats de la xz . Valors de la p entre I’expressio de PCNA i cicle cellular

Fase Go—G;/ PCNA Fase S/ PCNA Fase G;—M / PCNA
Tipus histologic 0,02 NS NS
Grau de NS NS NS
diferenciacio

Estadi NS NS NS
Metastasis NS NS NS
Ki-67 NS NS NS
PCNA NS NS NS
Ciclina D1 NS NS NS
Ciclina E NS NS NS
p53 NS NS NS
index de DNA NS NS 0,04
Fase S NS <0,01 0,02

Fase PCNA / Go-G - <10° <10°

Fase PCNA /S - - <10°
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5.5.4 Relacio entre la variabilitat de I’index de DNA i les altres variables

5.5.4.1 Relacio entre el CV de l'index de DNA i el CV de la fase S

Amb més freqiiencia els tumors heterogenis per a I’index de DNA, també ho son

peralafase S (p < 10'6).

5.5.4.2 Relacio entre el CV de l'index de DNA i el CV del PCNA a les fases del

cicle

Els tumors que tenen un CV alt d’index de DNA, amb més freqiiéncia presenten
uns CV de PCNA elevats a les diferents fases del cicle. Per contra, quan els tumors
no tenen variabilitat en I’index de DNA, tampoc no en tenen a 1’expressié de PCNA
a les diferents fases del cicle. S’ha trobat que hi ha una relaci6 estadisticament
significativa entre el CV de I’index de DNA i els CV de I’expressio de PCNA a les
fases (p < 107™).

No es va trobar cap relacio significativa entre la variabilitat de I’index de DNA i les
variables clinicopatologiques investigades (edat, estadi, tipus histologic, metastasis
1 grau de diferenciacio).

Cap de les variables immunohistoquimiques estudiades no s’han relacionat
significativament amb la variabilitat de I’index de DNA (Ki-67, PCNA, ciclina D1 1
E, ip53).

Pel que fa a les variables obtingudes per CMF no s’ha trobat cap relaci6 estadistica

significativa amb el CV dels ganglis hiliars i mediastinics.
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5.5.5 Relacio entre la variabilitat de la fase S i les altres variables

5.5.5.1 Relacio entre el CV de la fase S'i l'index de PCNA per mitja d’[HQ.

S’ha trobat una relacid estadisticament significativa entre els tumors que

sobreexpressen PCNA 1 el CV de la fase S amb una p = 0,01.

5.5.5.2 Relacio entre el CV de la fase S'i l’expressio de PCNA per mitja de CMF.

Els tumors que tenen un CV de la fase S entre moderat i alt amb més freqiiéncia
presenten uns CV de PCNA elevats a les diferents fases del cicle. En canvi, quan
els tumors no tenen variabilitat a la fase S, tampoc no en tenen a I’expressid de
PCNA a les diferents fases del cicle. S’ha trobat que hi ha una relaci6
estadisticament significativa entre el CV de la fase S i els CV de I’expressio de
PCNA a les fases (p < 10°°).

No es va trobar cap relacid significativa entre la variabilitat de la fase S 1 les
variables clinicopatologiques estudiades (edat, estadi, tipus histologic, metastasis 1
grau de diferenciacio).

De totes les variables immunohistoquimiques valorades, només va assolir
significacio estadistica el PCNA, la resta no es van relacionar amb la variabilitat de
la fase S (Ki-67, ciclina D1 1 E 1 p53).

De totes les variables obtingudes per CMF, no s’ha trobat cap relacio estadistica
significativa amb el CV dels ganglis hiliars 1 mediastinics. A la taula 5-38 es
recullen els valors de la p mitjancant la prova de la xz obtinguda pel coeficient de

variacio de ’index de DNA 1 de la fase S.
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Taula 5-38. Resultats de la XZ: valor de la p pel coeficient de variaci6 de I’index de DNA i de la
fase S

Variables CV iDNA CV fase S
Edat NS NS
Estadi NS NS
Tipus histologic NS NS
Grau de diferenciacio NS NS
Metastasis NS NS
p53 NS NS
Ciclina D1 NS NS
Ciclina E NS NS
Ki-67 NS NS
PCNA NS 0,01
CV iDNA - NS
CVS <10° ;
CV Gi-Gi1/ PCNA <10° <10°
CV S/PCNA <10* <10°
CV G:-M / PCNA <10* <10°

5.5.6 Analisi univariable respecte a la supervivéncia lliure de malaltia

Es va realitzar I’analisi univariable 1 multivariable de la supervivéncia lliure de
malaltia 1 supervivéncia global. Dels 99 casos estudiats, 7 es van excloure de

I’estudi per manca d’alguna de les variables estudiades. A la taula 5-39 es recullen
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els resultats dels 92 casos analitzats per a la supervivéncia lliure de malaltia.

Es pot observar que, de totes les variables, tnicament el CV de I’index de DNA

s’ha aproximat a la significacié estadistica. Els malalts que presenten un coeficient

de variaci6 de I’index de DNA alt en el tumor, tenen més risc de presentar una

recidiva que els malalts amb un CV baix o nul, tot i que I’esmentada variable esta

en el limit de la significacio estadistica (p = 0,057).

Taula 5-39. Resultat de ’analisi univariable en relaci6 amb la supervivéncia lliure de la

malaltia
Variables valor de la P “HAZD RATIO”
Estadi 0,074 1,426
p53 0,129 0,928
Ciclina D1 0,449 0,940
Ciclina E 0,624 0,960
Ki-67 0,150 1,012
PCNA 0,207 1,008
DNA (M) 0,646 0,817
S(M) 0,492 1,015
CV DNA 0,057 28,03
CVS 0,580 1,846
PCNA cicle (M) 0,732 1,004
CV PCNA cicle 0,378 2,223
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5.5.7 Analisi univariable respecte a la supervivéncia global de la malaltia

A la taula 5-40 es presenten els resultats de 1’analisi univariable per a la
superviveéncia global de la malaltia.

En aquesta analisi es presenta 1’estadi com a variable relacionada amb el pronostic
de la superviveéncia global del malalt (p = 0,013). Aixi, a DP’estadi IIIA la
superviveéncia del malalt es menor.

Es reforga la significacié del CV de I’index de DNA i s’hi afegeix el CV de la fase
S com a variables que estan relacionades amb ’evolucio del malalt, de tal manera
que I’heterogeneitat intratumoral per a la ploidia i la fase S s’associa amb

I’escurgament de la vida del malalt (p = 0,038 i p = 0,005 respectivament).
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Taula 5-40. Resultat de I’analisi univariable en relaci6 amb la supervivéncia global de la

malaltia

Variables valor de la P HAZD RATIO

Estadi 0,013 1,535

p53 0,197 0,946

Ciclina D1 0,605 0,964

Ciclina E 0,517 0,953

Ki-67 0,211 1,009

PCNA 0,809 1,001

DNA (M) 0,129 0,524

S (M) 0,950 1,001

CV DNA 0,038 24,45

CvS 0,005 10,37

PCNA cicle (M) 0,395 1,008

CV PCNA cicle 0,847 1,176

5.5.8 Analisi multivariable pel que fa a la supervivéncia global de la malaltia

A la taula 5-41 hi ha els resultats del model d’analisi multivariable per a la
superviveéncia global de la malaltia més adient. L’estadi i el CV per a la fase S sén

les variables que han assolit un valor pronostic independent (p < 0,02).
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Taula 5-41. Resultat de I’analisi multivariable de la supervivéncia global de la malaltia

Variables Valor de la P HAZD RATIO
Estadi 0,016 1,547
CYV fase S 0,006 11,36






