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SOMMARIO

In questa ricerca abbiamo studiato neoplasie coliche Dukes'B. Lo studio
si ¢ svolto in una fase retrospettiva (60 pz.) (eta 39-75anni) e in una fase
prospettica (10 pz.) (eta 52-70 anni). Per lo studio retrospettivo & stata ef-
fettuata la valutazione del grado di angiogenesi su materiale paraffinato
utilizzando 1'anticorpo monoclonale per I’antigene endoteliale CD34 e
"anticorpo policlonale F-VIII per il Fattore VIII. Lo studio prospettico
prevede di utilizzare anche materiale a fresco, sul quale sono state effet-
tuate misure quantitative dell’espressione dell’angiogenesi (VEGF).
L obiettivo ¢ quello di correlare 1'andamento clinico di questi pazienti
con I'angiogenesi sia sotto il profilo prognostico che sotto i possibili

aspetti terapeutici.
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INTRODUZIONE

[ metabolismo, I"accrescimento e la tendenza alla diffusione ematogena
dei tumori solidi dipendono da un processo chiamato «angiogenesi». La
neoformazione di vasi peritumorali, oltre a consentire 1'apporto di nu-
trienti per la proliferazione cellulare e I’eliminazione dei metaboliti, fa-
vorisce ed accelera la disseminazione di cellule neoplastiche in sedi lon-
tane dalla neoplasia primitiva, condizionando il potenziale metastatico
del tumore. Studi di tipo morfologico e immunoistochimico condotti su
piu tipi di tumore (cancro della mammella, del polmone, dello stomaco
colon-retto, etc.) indicano che la densita e il numero di vasi neoformati
correlano con il potenziale metastatico del tumore, rappresentando quindi
un innovativo ed importante aspetto prognostico e un utile parametro
della capacitd metastatizzante dei tumori. Questo studio verte sulle neo-
plasie del colon e I'angiogenesi come fattore prognostico. Sono stati se-
lezionati pazienti portatori di una neoplasia colica in stadio B di Dukes’,
perché essi rappresentano un gruppo eterogeneo ai fini della prognosi, e
perché i pazienti con linfonodi positivi, segno di una fase gia pilt avan-
zata di malattia, hanno un andamento sfavorevole piu prevedibile e me-
glio codificato ai fini terapeutici. Inoltre i meccanismi di trasformazione
neoplastica delle neoplasie coliche sono stati ben studiati ed in letteratura
sono presenti numerosi lavori sull’angiogenesi, sui suoi rapporti con la
progressione neoplastica e sul suo valore come «fattore prognostico» a
sostegno della nostra ipotesi di partenza. Lo studio si & articolato in una
fase retrospettiva e in una fase prospettica.

MATERIALI E E METODI

Studio retrospettivo

La prima fase retrospettiva ¢ stata condotta su materiale paraffinato (60
pz.). di 26 donne e 34 uomini (eta media rispettivamente di 64.8+8.3 anni
e di 63.1+7.8). Pazienti sottoposti a terapia adiuvante o con cancro fami-
liare sono stati esclusi dallo studio. Le sedi della neoplasia erano: colon
ascendente (12 casi), trasverso (6 casi) colon discendente (14 casi), sig-
ma (28 casi). I blocchetti selezionati erano quelli relativi al fronte di cre-
scita tumorale al limite con la mucosa indenne. Le sezioni (4pm di spes-
sore) sono state trattate con metodo immunoistochimico con due anticor-
pi: anticorpo monoclonale per 1'antigene endoteliale CD34 e anticorpo
policlonale F-VIII per il fattore VIII. Per ogni tumore & stata individuata
’area con maggiore espressione di angiogenesi ad un ingrandimento
x100(fig.9) e successivamente ad ingrandimento maggiore (x250) € stato
contato il numero di neovasi in tale area. E’ stato cosi individuato un
valore medio di 36,4+11.2 che & servito come determinante Pcf
I'angiogenesi: casi ad elevata espressione di angiogenesi (>36,4+11.2) da
casl a bassa espressione di angiogenesi (<36,4+11,2).

Studio prospettico

Selezione dei pazienti: Lo studio prospettico prevede un protocollo d
prelievo in base ai seguenti criteri: -eta <75 anni. Localizzazione del l_“'l
more: colon. Stadio preoperatorio Dukes’B con conferma istologica st
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L0 operatorio. Prelievo secondo schema (mucosa sana al limite supe-
rc/.zod’lp ezz0 operatorio, mucosa a 2 cm dal tumore, prelievo di tessuto
piofs u‘]ep:xl margine con mucosa macroscopicamente indenne contigua
(n;rl:)l:i:'(‘ di crescita), tumore nella zona c.emrale). Sono‘ stati arfuolati al
momento 25 pazienti. Di questi pazienti ne sono stati valutati 10. SU\I
ni paraffinati & stata eseguita la quantificazione della MVD. 36 &

campio EHiG , ; ; :
moP” valore soglia di MVD, determinato con metodo immunoistochi-
mico. In base a questo valore 1 casi sono stati suddivisi: ad elevata

gspressione di angiogenesi (MVD > 30) e a bassa esprgssione di ;mgio-
genesi (MVD<36). Sui campioni di tessuto prelevato a fresco e poi con-
gelato di questi stessi pazienti ¢ stato isolato I" RNA messaggero dei
frammenti tumorali e della mucosa sanai.

Retrotrascrizione e reazione a catena della polimerasi (RT-PCR)

[ stata utilizzata la reazione a catena della polimerasi (PCR) a partire da
uno stampo di DNA (PCR) o RNA (RT-PCR) per ottenere informazioni
Ji carattere quantitativo sull’espressione di RNA messaggero dei fattori
di crescita (VEGF), mediante il sistema «TagMan» (analisi quantitativa
della RT-PCR). Tale dosaggio di RNA messaggero, effettuato con sonde
fluorogeniche, permette la rivelazione in tempo reale di prodotti specifici
di amplificazione. La misura del segnale specifico viene eseguita attra-
verso il sistema fluorimetrico ABI PRISM 7700(Perkin Elmer).

RISULTATI E CONCLUSIONI

Parametri istopatologici

Per quanto riguarda il grading, era presente una maggiore percentuale di
G,, (80%) ma non erano evidenziabili differenze significative nella pre-
senza o meno della angiogenesi in relazione a questo parametro. Per
quanto riguarda lo score di Jass, la presenza di angiogenesi si correlereb-
be meglio con la crescita di tipo «infiltrating» (50%). Per la invasione dei
vasi venosi peritumorali la presenza di microangiogenesi sarebbe ben
correlabile (41,6%) con I’invasione dei vasi venosi da parte delle cellule
tumorali.

Metastasi e sopravvivenza

La comparsa di metastasi ben si correla con i casi ad elevata espressione
di MVD, infatti dei pazienti che hanno sviluppato metastasi (ovariche: 2,
epatiche: 20, epatiche e polmonari: 2) (40%), 21 pz. (87,5%) avevano
una elevata MVD e solo 3 pz. (12,5%) presentavano una bassa MVD. La
sopravvivenza globale & stata il 60% (36 pz.). Le curve di sopravvivenza
secondo Kaplan Meier calcolate in base alla presenza di elevata e di bas-
sa espressione di MVD mostrano una caduta della curva di sopravviven-
za dopo 1 2 anni dall’intervento nei pazienti con tumori ad elevata espres-
sione di MVD.

I risultati preliminari dello studio prospettico mostrano un consistente
aumento nell’espressione di RNA messaggero per il VEGF nel tessuto
tumorale rispetto alla mucosa sana. Tale aumento risulta di-circa 100
volte maggiore. E presente inoltre una differenza importante anche tra
I'espressione dell’RNA messaggero nel «core» del tumore e quella rile-
vata al margine del tumore stesso con la mucosa macroscopicamente sa-
na.
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Quindi i nostri dati retrospettivi, seppur considerati come parametri per-
centuali puri, si allineano con quelli presenti in letteratura confermando
alla quantificazione dei vasi neoformati (MVD) il ruolo di fattore pro-
gnostico negativo correlabile alla predizione di metastasi e ad una scarsa
sopravvivenza. I risultati preliminari fino ad ora ottenuti nello studio pro-
spettico indirizzano la nostra attenzione sul fronte di crescita tumorale
pit che sul «core» del tumore. Infatti mentre ¢ evidente, e, per cosl dire.
«attesa» la differenza tra «core» tumorale e mucosa sana, i valori regi-
strati nei campioni relativi al margine macroscopico del tumore mostrano
una espressione quantitativa elevata, anche piu elevata di quella presente
nel «core» tumorale.

In questa fase preliminare, non si pud ancora attribuire a questi risultati
una correlazione con una maggiore aggressivita della neoplasia, o una lo-
ro possibile ricaduta sul fronte terapeutico. Tuttavia il ruolo della angio-
genesi non si arresta solo all’aspetto prognostico, ma sono giad in corso
studi clinici controllati per valutarne I’effetto terapeutico in monoterapia
e in associazione alle terapie complementari; i due agenti antiangiogenici
e chemioterapici, agirebbero su popolazioni di cellule bersaglio diverse
tra loro: i primi su cellule endoteliali con patrimonio genetico stabile.
mentre i secondi su cellule tumorali con patrimonio genetico instabile.
facili alle mutazioni con maggiori capacita di sviluppare resistenza ai
farmaci. La combinazione di queste terapie, in casi selezionati, potrebbe
risultare piu efficace della monoterapia ed influire positivamente sulla
prognosi di questi pazienti.
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