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.nato ¢ lo studno dei paramem 1stopatolo<nc1 convenznonall
Lostudio prospet!lco, in corso da tre-anni, utilizza campioni di

si effettuano misure quanutauve dc!l esprcssxone dcll an°1eve-
nesi (VEGF) - . :

Risultati: L'anomveneSI 51 confenna un fanore prognostico -
. 1mportante sia per la comparsa di metastasi sia ai fini de!la SO~ .-
pravvivenza.. L’angiogenesi quindi viene valutata-sia come fat-

tore prognostico sia sotto. il possxbllc risvolto tcrapeuuco chc
- I’analisi di qucsu dati prehmman suggcnscc

Parole chiave: Angidgenesi, cancrq"_del colon YEGF _

Introduzione

L angnogencs: rappresenta uno dei meccamsml dttra-
-verso il quale un tumore, anche di pochi mxlllmem di
“volume, modifica la sua crescita da silente a ‘ésponen-
_ziale'e diviene capace di immettere cellule neoplastiche-
_nel torrente cxrcolatono e di colomzzarc gll orgam ber- '

: 4‘sagho 1

G Oy induzione del processo anglogemco c medxata da -
~ piu fattori che vengono rilasciati nel microambiente -
" “cellulare sia dalle cellule tumorali stesse; sia da cellule

dell’ospite.. L’anglogeneSI viene quindi promo§sa oltre

“che dalle cellule tumorali; dalla matrice extracellu}are 0

-da altre cellu]eﬁsxologlcamente presenu qualx ad esem-. .

pxo, i macrofagx (2- 11) s 2 ah et
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‘ Oblemvo In questa ricerca abblamo studla!o I angloo‘xcnesn i
Lk nel[c ncoplasxe coliche Dukes’B.. - " 45 1=y 1 .
’ Pazxenn e Metodt Lo studio- sie svollo in duc fam una fase &
retrospemva (60 pz.). (etd39- 75 anni).¢ una fase prospetnca (25" _'
- bz J) (eti 52-70 anm) Nello studxo retrospemvo & stata effcttuao )
* tala valutazione del orado di anolovencm su materialé parafﬁ-'_ i

'canccr SEaE

C Un _ersn‘u deg]l Studi di- Flrenze, ’I.sututo t[l Furmawiogm,

Purpo.se To cvaluatc the anglovencsw -in Dukc’B colon

Pauent.s and Merho(l.s In 60 patlents (ade, 9~75 ycars), the
mlcrovcssel densny and the rclauonshxp be;ween the angiogenesis

- and other histologic features were rethpccuvely -evaluated. In - S

an onoomg prospecuve study, 25 paucnts have been cnrolled to-
dctermmc the’ possxble therapeutlc lmpllcauons of VEGF quan-

_ fitative anahsys -y
tessuto tumorale ¢ di mucosa- normalc prelevalo a fresco sulquale -

“ Results: The retrospecuve pomon of this study confirms the §

; provnosuc value of the angiogenesis in terms ‘of recurrences and
_survival: At present, no conclusmns -can bc drawn. from lhe
- prospccnve pomon of the study

Key words. Anglogenes:s, colomc cancer VEGF (vascular endo-

3 thelial' growth factor) = . - 4

E51stc una lista crescente di fatton comvoln nel pro-
cesso angiogenetico (Fig.1) ot -
: Tral fattori promuoventi meglio conoscmtx sn inclu--
dono: il vascular endothelial grow factor (VEGF)(]Z- d
14y, il basic fibroblastic growth factor (bFGF)(15-18),".

*il platelet.derived endothelial growth factor (PDEGF)

(19), e il tamor necrosis factor alfa (TNF -alfa). =
In pamcolarc il VEGF attrva recettori di superf cie

dclle cellulé endoteliali chie si modificano, assumono un :
fenotipo prohfcrante aumentano la secrezione di €nzimi .

e acquistano la capacita di migrare. Altre molecole,. dl- B

verse dal VEGF, sono state chiamate in causa come’ pro- :

_- motrici della prohferazxone e-invasione: integriné (20, - - - <.
:21),selectme immunoglobuline, molecole di'adesione, A
e enznml protcolmcr altrl mcccamsml nci quah sono Pl LT
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- Véscular"Eridoth |al Growth Factor (VEGF)
: Flbroblast ‘GrowhFactor (bFGF}
. VTransformmg grewth factor (TGF-f).
“Turnor Necrosis Factor-a ﬂ' NF—(xr
“Angiogenina _
Interleuchina-8
> Prostaglandine (PGE)~
-Placental Growth Factor-:
Piatelet-Derwe¢Growth Facmr

. icomvolte le meta]lo proteasx della mamce e Ie protel-.
;nasx delle serme (22 23) = = e
; Ponche la maggior partc dei- pazncntl chc muoiono -

" . percarcinoma colorettale. gitngono all’exitus perla pre-

senza di metastasi; in questo studio abbiamo voluto va-
lutare 1’ang10genesn in relazione al carcinoma del colon.”
La nostra scelta si e orientata su questo tlpo di tumore
perche (5 quello di cui sono magglormente conosciuti i
meccanismi di trasformazxone neop]asuca (24-26) e per
il quale esistono in letteratura numerosi lavori che attri- -

buiscono alla angiogenesi 1] ruolo d1 “fattore progno— 3

stico™ (27-36).

Lo studio si ¢ articolato in una prlma fase rctrospet—
tiva e in una seconda fase prospettica.di cui presentiamo
i risultati preliminari. Perlo studio retrespettivo abbia-

_mo selezionato pazienti portatori di una neoplasna coli--
ca in stadio B di Dukes che rappresenta il gruppo pitl _
eterogenco ai fini della prognosi; infatti i pazienti con
linfonodi positivi che sono segno di malattia in una fase
pil avanzata, hanno un andamento sfavorevole pil
prevedibile ¢ meglio codificato ai ﬂm terapeutici: Ab-

_ - biamo_inoltre escluso i_tumori del retto perché, per la-

sede anatomlca e per le vie diffusione, la lofo “storia”.
va consxdcrata a parte rlspetto a quella del colon

Materiali e Metodi . -

Studio retrb‘s_pettivo B RS S P = =5l

La pnma fasc rctrospcmva e stata condoﬂa su matenalc
-paraffinato’ (60 pazmnn Yo Nello studio sono - stati arruolan 26
- donne’e 34 uomini (eta medla nspemvamentc di 64.8+8:3 anni e
di 63.17.8) portatori di- -una neoplasia del colon allo stadio
Dukes’B. Le 'sedi della’ neoplasxa erane: colon ascendente- (12~ ;

_ca51), trasverso (6 casx) colon dlscendente 14 casn) sigma’ (28

casi). Lo studio dell’ anglovencm (MVD micro-vessels density) -
- & stato effettnato con metodo lmmunmstochrmlco I‘blocchetu se-

lezionati erano quell; relativi al _fronte “di créscita tumorale al

e e e g oo e e S Y

; Endostatlna
3 Platelet Tacto

hmltc con la mucosa mdeane Le sezioni (4|.Lm dl spessore) sono

.statc trattate, con due anucorpl monoclonale QB-ENDI0- per s

P antlcene endotellale CD34el? anucorpo policlonale F-VIII per

Ail fattore VIII Per ovm tumore & stata mdwnduata Parea amag- - °

- giore dcnsna di anﬂogcncsx ad un morandnmento x100; succes-
swamente & stato contato il numcro dei vasi néoformati in tale- "
“areaad mvrandlmemo magglore (x 250)(37 38). Il valore mcdlo
de]la densita dei neovasi neoformati (MVD) era 35 4%11,2.

- In base a queslo paramctro abbmmo suddmso i pazwnu in 2 ;

gruppi:© -
— casi ad elevala espressrone di anoxooene51 (>36 4 4] 1 2)
—.casi a bassa espressnone di dngiogenesi (<36, 4+11,2). .
I risultati sone poi stati correlati con altri paramentri 1sto-
patologici * convenzlonah (vradm

] upo di crescita).Le curve di sopravvienza- sono state stimate

secondo il metodo di Kaplan Meier (39) e 1a swmfxcatwna con
il Tog- rank. test-per il confronto di sopravvwenze (’v!zmtcl
Heanszel)(40) :

- Studio prospettics - . - . n. e

Se'lezibnedeipazien_ti_ A byl byl

i Lo sludlo prospemco prevede un protocouo di. prelxevo in’

base ai seouenu criteri:” s
—eti<75anni, ... e e T bl

— localizzazione del tumore: *colon i
= stadmznonc preoperatona Dukcs B

penore del pczzo operatono, un campione di mucosa a 2 cm
‘dal-tumore, un prelievo di Lessuto tumoralc al ‘margine con la

. mucosa macroscoplcamcnte mdcnne conuoua (fronte di cre-

scxta) un prelievo di tumorc nella zona centrale (“core tumo-
rale”) . 2 K = b . X al -

= confcrma ISlOlO"lCZ! dello stadxo sul pezzo operatono
S I queslo sludlo sono stau arfuolau al momenm 25 pa-

ZlCl‘lll

lSlOUpO invasione venosa, -

R prehevo dei campxonr di lessuto dai 1mmer°cre in azoto )
hquldo prehevo di un ca'mplone di mucosa sana al l;mxtc su-.-



“in vxlro” che permctte la smtcstesponenzxale e qumdx 1 amph-

stampo dx DNA (PCR) o RNA (RT- PCR) per ottenere mforma-

zmm dl carattere quantltatlvo sull’ esprcssnone dl RNA mcssau-
-gerd dcl fattore dl crescita VEGF Nel nostro sludlo & slatauu- Fy o

hzzata una nuéva RT- PCR’ quanntntlva che & basata sul sxstema
“TaqMan" Tale dosagg:o di RNA mcssaggem prevede l’:mpw-
“go di sonde ﬂuorooemche chc pennettono la nvclaznone intem-."
po ‘reale di prodom spcc1ﬁc1 di ampllﬁcazmne La misura- del
’ sconalc specifico vieng eseguita attraverso un pamcolarc msle—

‘ma ﬂuorometnco (ABl PRISM 7700-Perkin Elmer) ey

In questo metodo neua miscela di-reazione: deﬂa PCR viene -

m!rodotla una quanma flssa di un probe scclto m modo da-
1bndxzzarc con la sequenza target. - - . 1 ’ £

I probe dx rnvelazxone consiste 'in un’ olloonuclcoude
ﬂuorogemco che porta alle sue estremna una molccola di repor-
. ter ed una-di quencer.. La vicinanza “delle due specze limjta la
produzxone di segriale ﬂuoresceme da parte del reporter a causa
del principio di trasfenmento di energla secondo il modello di
- Forster.. Quando invece il ‘reporter. viéne-dissociato per azione
dell’attivita csonucleasxca della Taq, si frova da solo in soluzxo-
- ne e quindi il scvnalc ﬂuoresccnte aumcntcra in mamera propor-
‘zionale alle sue concentrazioni.

Risoitatl-*, =~ ¢
Studio retrbspét‘_tin -

- Pefs quanto rlguarda 11 gradmg, i tumon avevano una ’
: maggnore percentuale di G, ma non ¢’erano dlffcrenze
significative nella presenza '0 meno del]a angxogenesx in”
relazione a questo paramctro (Fig. 2)

Per quanto riguarda i paramctn consxderatl per 10

- score di Jass, la presenza di angiogenesi si correlcrebbe_ o,

meglio con la'crescita’ dl tipo “mf“ltrante” (presente nel
-50% dei casi) (Flg 3)..

Perlai invasione dei va51 venosi perxtumorah (Flg 4)
la presenza di microangiogenesi sarebbe ben correlabile

_con P’invasione dei vasi venosi da parte del]e cellule :

tumorah (41 % dex casn)

: Metasfas: e sopraw:venza PR e
La: comparsa di metastasx ben si correla con i casi ad

i _elevata espressione di- MVD. Infatti dei pazienti che han-

‘ ‘no svxluppato metastasr (ovariche: 2, cpatlche. 20,7
epatlchc € polmonan 2)(40%), 21 pz. (87,5%) avevano’
una elevata MVD e solo 3 pz. (12 5%) presentavano

- ﬁcazronc di-un frammento’ specifico di'DNA a partire'da uno -

'Flg 2. Relazlom tra ll gradmg e Iangnogenesn (MVD+ elevata 3 5
.<espreSSIone di anglogeneSI MVD- bassa espressione di anglo-,;_ 5Ty BT

- JASS SCORE -

" Crescita espansiva .-

Crescita infiltrativa

* infiltrativa -

gene5|)

MDV4+ T- MVD-

5% 26,6%

50% 18,3%

|E@mvD.

Crescita

Crescita_ -

espansiva

0% s0% T 100%

= Flg -3. Relaznom tra Ie carattenstrche del fronte dlcrescna tumorale :

- e Pangiogenesi (MVD+ elevata espress:one di angiogenesi, MvD: -
bassa espressnone dl anglogenes‘) : . :

".unabassaMVD La sopravvxvenza g]obale in36 pazmntl' : et

Kaplan Meier calcolate in base-alla presenza di unaele- - o

& stata del 60%. Le curve di soprayvivenza secondo-

vata'e di una bassa espressioné di angiogenesi sono ri- " .~ -

portate in ﬁg 5. Da notare la caduta della curva di so< - g
pravvwcnza dopo i 2 anni_dall’intervento nei pazienti
con una elevata espressnanc di MVD, anfercnza che n-
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Flg 4. Relaznonrtra I'mvasnone del vasi pentumoralle l'angnogenesu
(MVD+ elevata espressrone di anguogene5| MVD— bassa espres-
sione di angmgenest) o e 5 ] 7 B rae
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Fxg 5 Curve di soprawuvenza sec. Kaplan Meler a 5 anni. leello d|

s;gmfucatnvrta secondo |l est del log rank _

szel) (p<0,01). -

‘Quindi i nostri dau si allineano con quelll presentx in
letteratura confermando alla quantificazione dei vasi -
neoformati (MVD) il ruolo di fattore prognostlco nega-.

tivo correlabile alla predlzmne d1 metastaSI € ad una scar-

sa sopravvwenza

Studlo prospettlco o

~B presente un consistente aumento nell espress:one
dl RNA messaggero per il VEGF nel tessuto-tumorale
. rispetto alld mucosa sana. Tale aumcnto € maggiore quan-

do confrontato conl’ espressmne dell’RNA" messaggero a
della mucosa sana. La dlfferenza pxu 1mportante si veri- .

sulta statlstlcamente SIgmﬁcatxva (test di Mante] Haen- :

-t tar;: a questo thllo che ]a vanazront{ nella espresstonc'
_'dﬂl mRNA per] |I VEGF &l 100 voLte magglore rnspetto al

" Dallo studio retrospettivo si conferma ‘cl'ac"l"én'gi_oi R

.genesi ¢ una discriminante negativa per-la prognos; dei .

- pazienti.” Essa € “indice dn una elevata capacrta di. dare ;

_'metastasi e di una'scarsa sopravvwenza Questl dati’sono.
. gia ben codlﬁcau in '}etteratura (4—1 -47): nei nostrx casi.

-_ una alta quota di MVD si correla- ‘con-la- presenza di-

~metastasi (nel 87,5% dei nostrl pz. metastatici) e’ con
‘una. bassa sopravvwenza (& presente_nel. 80% dei. pz. _
Qecedutl) Per quanto riguarda | le- correlazxom— con i pa- -

* rametri istopatologici presi in' esame essa si correla.con

~ la presenza di mﬁltrazxone dei vasi perltumorah (41%.
- .def casi) e con un fronte di crescita tumorale di txpo

- infiltrativo (50% dei casi). Quesu elemenn sarebbcro gia
- sufficienti pér modulare il trattamento di tali pazienti

sia- per-la terapia’adiuvante - postoperatona sia' per il

- follow- -up mirato alla mdwnduazxone precoce dex foc1 <75

mctastancx. , -

* Tuttavia il ruolo’ della anglogenes1 non si arresta solo
all aspetto prognostico, la sua applicazione pill importan-
te € nel’ambito terapeutico.in monoterapia e in associa-

‘zione alle’ terapie't:omp_]emen_tari4cc5n\/enzi0nali(48-57).'

Tabella 2, Alcuni esempl del nsuliatl dello sludlo prospert/co Le
_ differenze-si esprimono su base logaritmica. L'espressione

" del'mRNA per il VEGF risulta cosi 100 volte- -maggiore al livello del
_ margine tumorale r[spe!to alla mucosa indenne e al “core” tumorale.

r Regione esaminata - VEGF

Es_empi ) . S i
e . <+ .molmicrog RNA totale -

- Tumoré margine =~~~

B o ey ] 9
A s Tumore centrale - <07 82x 108
.7 -"Mucosa lim.sup. - SN 755 [ LU
“..Mucosa distale - - 12x 107 -
s Tumore margine - i5xt0s T
“- 2 " Tumorecentrale” . 7 “:: 50x10°.
© 7 Mucosadimsup. - - 40x107
o .- ‘Mucosa distale .- 1.~ 7.8x107
P . Tumore margine 42x107- - .
.3~ _ - Tumore centrale 62x10° - .-
: "~ Mucosa fim.sup. :. 3;2x107 -
- Mucosa distale 4,4 %107
= - Tumore margine - .~ - 3,6x107.
L4 TTumore centrale 6,4 x 10°
Mucosa lim.sup. - - ... “55x108 - -
e Mucosa dnstale ; R -y 5 [+ AR




- Suf Tuole: der 'VEGE-" nellaangtogenesr sono presentr
numerosi studi (1 2-14 58'59), anche moIte altré. sostanze

: 'sono comvolte nella comparsa & modulazrone di questo
= f-fenomeno(60 65) Trial’ espressione:¢ del VEGF:¢ mdrcat1~

o va delIa neovascolanzzazrone mdotta dal tumore Lo stu-

* dio tuttora in ‘corso.condotto su questo parametro avv1ene

. selezione dei pazrenu (Dukes 'B) & mirata a rendere . pill-.
omogenea possrbllc la popolazrone neoplastlca studlata
~ " I risultati: prellmmarl firio ad ora ottenuti sui campioni'.
pre51 inesame. mdmzzano la nostra attenzione: sul frontedi -

* crescita tumorale piti che sul eore” del tumiore. La dxffe-

renza di mRNA per il VEGF nel “core” tumorale rispetto

. _ai valori- rrlevan nella mucosa sana (sia essa pre]evata al-
- cmdel’ tumore sia al margme di sezrone), ¢ indice di una: .

) "-maggrore attivita angrogemca a livello della parte ccntrale

del tumore, dove &-presente un forte ‘stimolo, ipossico::

lpossra mfattt rappresenta _uno dei fattori promuoventr
_ I'angiogenesi (66-69); quando un contmgente di pochi
millimetri di cellule tumorali vira dalla fase di quiesceénza

‘alla fase proltferatlva infatti, aumentano sia la richiesta di - :

" -ossigeno e sia quelladi. nutrienti. Tuttavia Ia presenza pil- -
_elevata di mRNA per il VEGF nei camprom ‘del margine .
macroscopico del tumore, anche rlspetto al prellevo di tu-
more nella zona centrale, suggerisce che questa sia la zona
a maggior attivita prohferante capace di liberare in circo-
lo pattuglle di cellule neoplastiche in grado di dare
. metastasi. A sostegno di questi risultati stanno gli studi di
fase III gia in corso: infatti i farmaci antiblastici “conven-
zionali”‘agiscono su una popolazione di cellule con conte-
nuto genetico instabile che sono in grado di s’viluppare mu-
tazioni che generano una farmaco-resisteriza. La terapia .
antiangiogenica, invece, agirebbe su cellule endoteliali
normali, con contenuto genetico stabile e, quindi non in-
clini a sviluppare fenomeni di. resistenza. L’associazione

- _-.di due diversi agenti, proprio perché. destinataa mteressare -

popolazrom cellulari diverse, sv1lupperebbe un effetto .
sinergico & rappresenterebbe cosi-un ulteriore progresso
nel trattamento della malattla neoplasuca ;
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