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Pdzienli r Ùetc}di 1 Lo studio-si -èsvò'Ito in 4ud fasi: una- fase

retiospèuiva (éÓ- pz-,)_ (età'39-75 anTIi) _ è una:faié È;ospettièà- (2.5

pz:) (et:à 5à-70-àÉni). Nello s.tudi9 - fé.trospe_tti+o è -stata effeÌfu4-
ta Ia ;aIuta4ione de-1 gràdo di ànjioÉenQsisu ròaterial+ Òàràffi- 1
nato- e lo Studio dei ’pàrà-metri is-topatologici conv.e.nziònali.-

Lostudio- Prospdt-tic9, in co;so da tre-anni, ulilizia ca+npi9hi ai.
tessÙto tumorale e di mbcosan.orfn41e Òrelevato à fI:esco, sul.quàlq.

_l.si effettuàóo IÉisure cjuantitatiie deìl’èspreÈiio-ne déll’angjdge-
ndsi kvEGF):-

RisultatE. L’apgiogénesi si.conferma uil fattdre prognosticò

importante- sia per la co.mparsa di mèTàstasi sia ai fini della. so-

pravvivenza. .L’ang-iogenesi quihdi viené valutata-sia .coqle fat:
tore prognostjco sia sotto il póssibilè {isvoltq terapeutico ch_e

l’analisi di questi dati preliminari suggerisce.
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Parole chiave: Angiógenesi, cancrd: del colon vqGF

Introduzione

L’angiQàenési rBÓÉre$énta un'6 dei mèèéaùisrIii kttra-
verso il -qualq un ..turnofe, anche qi pochi millimetri di
vQlurrre, modifica la sua c}e-scita da silente -à'e$porien-
ziale"e- diviehq capace di.immettere cpljule qeòplastiche-
nel torrente cifcolatorio-e di- colòriizzare gli ptgaili ber-
sagiio (1)-.-' - . - -- - - . -- - . -. .-. .y-.

L’induzione dèI btoèes_só angi9genicO -è fnèdiata da

piu fattoii ch-e yengbno rila$ciati nel rrijcrparnbiente
-cellularè sia-dalle celluIQ tumorali-stésse, §ià- da cellule
dèJl’ospite._L’angi.ó-gèDQ.gi -vienequ indi Èramogsq,_foltre
che dalle céllule, tumoràli; dalla matfiCe eitrace.llufare o

dà altre cellule {isiolbgiéàmer;.te presenti, qUali, id esern-
pio,.i fnacrofagi (2:11).

c „„i,io„d,nd: Df,s-sa pesi,ee Paità1.one, [stituto di Clihica Chirirgicà èeierale . e i.$:d, Viale VfQrgagii, §5 ; 50_ 134 Fitenze:
tel.:055-412029, Fà.x: _055-4-220133 :
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'Purpòxe\ -To.eval:u4t-9 ih? apÈiógcnè;is =in:I?yIte’B e-olah
cànger,

- Patients anci Met-ho4r. -In,60 pit-ie-nts .(agè, 39=75 yé’ars),'ihe

microvesseÌ densitj ang therelalipnstlip bIbe.Fn the .ariÉiògenesiÉ
arIa othpr__hiitol-agic featii;es we{€-ré_trosÉeetiVely -e+àltfated_ Ip:

an -ongoing prospécti+e’study; 2.5-patiérfts.havd'bèeri enrollèd to-

-deterrpin.e the-posiib-le fhelapeutic ilnplicatidris- of VEf'F qyan-
t.itative anaìisys. ;

ResuitÉ: The fetròsj>ectiic portio$-of this -stqdy confitms the

prognóstic vàfue of the angiogepeiìs in terIn-s-of rdcurrerfces ànd

.surviva ii At present, no cbncluiion-s -can be dr4wri. from thè „

proswctive. Òortion of .the study.

Key wo;ds: AnéiogQnésis, cdlonic cancec VfGF (vasèùlar entIè-

thelial-growth fqctor)

Esiste una lista crescenté'di fattori ’coinvolti nel pra-
césgo angiogenètiQO (Fig. 1 )

- tra i-fàttori -prorriùoveriti megLio co-nosciutj §i inclu-
doha: il vascylàf endotheliaì grÒw factor (-VEGF)(12-
-.1 4)-, il basic. fibroblastic growth factor (bFGF)(-1 5- 1-8),

il pjatelet-deri_véd endot+ìelial gtówth factor (?DEGF)
(19), e i-1 tU-mor nec-ros-is -fàQtQr-aifà (TNF-alfa).

.In particolare il VÈGF ait iva.recettori di superf+die
delle cèllule endotoliali che si rhodificano, assurnono un
fenotipQ broliferante, 4urflentanQ la sèqieiioòe di énzi.mi
e ac-qùistano la caÈ>acità di migfare. Altre rflolecoìe,.dI_-
'verse dal VEGF, sono state chiaina-te in causa come=prò-
mo[riei -della- pioìifer4z-ione3é'in_vasiÒrie:.- inte-grjóé -(20, :

,21-), selectirie, immuhogl_obuline, -rDolecQIQ-di-4desioóe,

e-enzirÀi pfQteqlitict, ajtri meccpnislni' Dei-qUali SQn!>
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ANGIOèENESI

Fidi 1.. Alcyrii.dèi faRofi più 4òti $oi_ewòlU -net.Ò«É9isi dejltanbiob gAe$i'

coihv-òlté lé rriètaIIò-dfoteàsi delià natricé e"lè p;otei:
,nàsi- delle seririe (22, 23)i

PoiQhé- ]a-lùaggior pàrte-'dei pazienti dhe"mÙoiorio
per èarcinofria colotettale,g;iùògopó all’èxitus bet_la pre-
sepza dì rpetaStaèi-; iri que stò studio àbbiàiòo volufo va,
lutaré l’angiógenesi in ielazione al parcinóma del cohn: '
La nostra -scelta ii- è orientata su quèsto-.tjÈ)o di turriore
perèhé è qùeiIQ -di ’cùi- sono maggiormente conosciUti i
meccanismi di trasfDrmazionè neopìastica (24-26) .e pèr
il quale esistòno iri-letferatura.hùmerosi làvbri dhe at'tri-
buisconÓ alla angiogenesi -il' ruolo di “fattore Órogrlo-
Stico”'. (27-36)-.

Lo studio- si è artic-plata in una pfima fase tetrospet-
tiva e in una seconda fasè prospettica.di Qui presentiamo
i risultati preliminafi. Per-lo studio-retro-épettivo abbia-
mo selezionato pazieàti- portatori di una neoplasia coli,
ca in stadiq B di Dukes che rappresenta il èruppo-p_iù
eterogeneo ài finì deiIa prognosi; infatti i Éazienti con
linfonodi positivi che sono segno di rrlalattia in una fase.

più a_vanzata, hanno un andamen-to sfavorevole più.
prévedibijè e meg_l'iÒ codificato-ai nni terapeùtici: Ab=
biam-o_ inoltre escluso 'i.tumóri -dQl ret_to perché, per la
sede anatórriica Ie per le Vie diffùsioòe, la .loro “storia”-

và eonside;rata a barte-- {i+pe.ttò a qjlella del 'éòlon'
Lo studio prospettièo prevede trn-.prÓio-c-oUo- di. prelievo in

base ài segÙéòti icriteri:

- età .< 75_anni,
– localizza-zione- 1del turi;ore:xolo 11.

–stadiazióne preoperatorià Dukes’.B

4 11 piè-lievo d_èi ca}npion-t !ii tessutò -da itiImergère--iri ààotQ

La prima fase retro§petiiva è:stata condotta'su materialq - liquido prèIie+Ò di un campiode di inu_coga san; aI limiti su

pa.raffinato- (60 pa4ienti.)., Nello studio SQno-Ètàti -arruolpti 26 _- pdriore ddl- P_dzzQ operatifio, in campibne di muè d84 a 2 in

donne -e -34 uomini (étà inedi4 rispettivamente di 64,818=.3 -anni 9- _daI,tumore, un prelie-vo di t6ssu-to tÙmòrale a! -tnarginè co? la
di 63.lt7.8)- pprtitori.di .uria néoplàbia del c-o Ign alto stadi’o _ mucosa ;nacrosFopicamcritc. indennQ contigua (fi9nte- di cf-e--

Du-kes’B. Le sèdi -dell-a neoplasia_ erano: cdlor! qsèendénle '(17 ; - seita), un'preliev.a di tulrioré nella zdna celitrale f'èore luno-
casi), trasverso (6 casi) col-on disceridenté -(14éasi), signiai(28 ,rale”).
caLi)-. Lo -studio dell’aigiogèneii (MVD: micro-vessels deòsity) -- : conferma iÉtòlogica dello itàdio sul pézz.o 9defatorio-.

èstat9 effettuato bon metodo imTnunoiÉtochimico.l])locchetti se- . ,, in -qu9stb studio sono st3ti_artlloIati al momenÈò 25-pa:
lez.ionati eranQ qùelli relativi al .frbnté-di crescita tumoràle al 2ien.ii.

Màteriali é Metodi

Studio retrÒbpettivo

i-- --; _ì)-.-Parifàlóilé et al. -F
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-liÙjt-; bon -14 inucosà inàènn$; Le-seiioii (4p in di spéssi;è)-soia
-_. state \ra.ttate con due anficorpi: -rnÓnoclòriale QB-END 10--per

l’ai-tigene-èn.dòtejialè tl>34 e Fantièorpo policlonalé F-QI llper-
il fattore. VIII. Per Ògni tymÓre è stàia ir;di;iduataFàrea amàg:

giole densità di angipgeies$ ad, un ingrandiménto x.IQ9; sUcces-
sivainente è Ètàio.contatQ il iùmero dei vasi,nèoformàti iri tale

areaasì ihgrandimento maggiore (x 250)(37,38). ,11 valore méàio
della densità dei neovasi rièoformati iMVD) ela 35,4 il 1 ,2.

In basè a qdèsto pararhetro abbipmo ÈuddivisQ i pazienti in 2

gruppi:
– casi ad eievàta espressione di angiògenesì :(>36,4 il 1,2)

T-casi a bassa espressior;e di àngiogènesi (<36,4 t 1 1,2).

I ri_sultati sona pqi_siati correlati bon altri paramentri isto-
patologici '.'-convenzionali:’ (gradipg, istótipo, invasiòne venosa,

tipo di cresciia) -Le curve di kopravvienzà. sono state stimate
iècondÓ il Metodo di Kaplan Meiér (39) e la significatività con
il log-rank test'.per il confronto di siprav-vivenze (NI-ahtel

fieanszèl)(40).

$tullio pro$-pe-ttic8

Seleziòne dei pazienti
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La rèBziònÉ à- atina 'àell;-ÒolÈ;1;;ra;i -(ÈèR) É-ii;ia- iÈcòib;.:

ii Vitro;’.ihe perrrw+te la -sintdÉLe$pónen-z+iIi e._qùjndi l’àqipl.i:

.fibaz}ónè-,di un framme-nto’ spécifico di--liNA a--piltiro -da ùnò

. ..staIjip_o di pNA (PCR) _o RNA _(RT-PCR) per -otten.ere :inforIna.-

;ioni ai éà;atfere 4qàDtitatiVo siijl’eÉpfeiiion’e-di RlyA.lfles$àg::.:-

gerò- ddl fattore 'ai créicità’VEG.È Nel. no.s_tro sfugió è gtafall-ti=.
I }if4àia una- 4udva-RT-PC+ qu;ntita.tivà chp-.'è basati sul sister1l4

-_ . ''TadÉj-arI’?. .Tale dósaggio-di $.NA rne.gs©g?iq-Prevede l’ifnpie- :
• . - go di sonde f}uorògenibhe che ÓQfmettorió .la r.ivelaiio-ric. in ter$,

-po -reaje di -pfodòit.i sbecifiej-, di alnplificàzionè: Là misura-aèl :

sej'nate- §pecificÓ +ici.e e’s'eguira ittfàvcrso u-n p-artiColari si,ste-
ma fluóromet rico (ABI -PRIS&I 77cia-Perktn 'Éllnef)..

- - . In--iL;esto !rjetÒdo-óeIJa.-hisèelà dì:-reazi+óe-dèlt.a PCR viene

intròdotia-una quàntità fisbà. di lin probe iceltò in- mod-o dà-

ib-ridizzarQ con là sequel;z-à tatget.

11 probe di riveÌaziohe cons-iste ’iiI un- èligo'riuèleotid9-

fIùdrogèr;ico che liorta alle SIre- estremità unarnoleeoIa di ref)dr-
ter ed una di cjùencer. Là vieinah Ia- delle due $peèi-e lim'ità la

produzione di segnalò fjuorescenti-da parte deI reporter 4 causa

del principio di trasferirpénto d_i energia secondo il mQdello dì

ForÈtef, Qiàndd invece il reporter v’iène-di$sogjato per azjone
dell’attività esonucleasica della Tag, si trova da sòlo in sÒluzio-

ne e. quiÀdi iI segr;ale fluorescente aumenterà ìn maniera propòr-
zionale alle sue concèntrazioni.

Risultati

StudiÒ retrospettÈvÓ

Per quaòto riguafd4 il grading; i 1ùmori avevano Ùna

tnaggiore pe_rce-ntuale ai G,_ ma nQn c’éran-o differepze
significative nÈ 11à preseòza o mQno della-angiogenesi iri
relazìóne a quest9 para-metro (Fig.2).

Per quphto _fi.guarda i_bàrametri e_òpsidérati- per .lo.
scOfQ ’di J-àss, la presenza di àógiogeQegi ki correle[ebbe :
meglio c.on l_a-cresèità dì .libo :'infiltrarlte.’1 (presente _neI_

50% dei casi) (Fig.3).
Per la invasiohe dei vasi. venoÈi'’peritumoràl-i ; (Fig:4)

la- preÈènza di rEricloangiogenési sarebbe ben totrelabile :

con l’ibvasiohe dei Vasi. venQgi -sIa parte delle celtIIIe _-

tumòràTi- (41% dei €-àsi).

Meta$taèi e sofirawtvénza :-
La--comparsa di mejas fasi . ben si correta -con i cas.i ad-

'elevata espressione di -MVD. Infatti-dei pàziehti che-han-

ho- sviiuppato rn€tastait (ovariche: 2, epaqiche: 20,
'e})at_iche e-po-lmonari' 2)(40%), 21 pz. (87,5-%). avevarfo-

-una elevàta- MVD -e ,SQ19 3 pz.. <12,5.%-) prese-r}tavanp:

E'«À»« 1+On+P=nnHp+qew n+ TnV»+•HFnH•-

: l My$GÈhÈ)IN;Ci=: . \--;.'MEIV}.}-•' :
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._ : ii,3%': '': --

= 16+C =-:=

'h4LJélbiÒSÓ: .:-=-1Ò'%': .---3,è/,{_:_-

_. :'&

' Q - - _ 50 . - -' 'iQO

Fig..2.:RÈlàziorii tra- il Óradirig. è l’angióg-enèèi (ÙVD'+: èleVàta
espressione di àngiogeriesi, MVD-:. bass.a espressIone.di angio:
gehe qi)

JAgS SCORE

MVD-

26,6%

18,3c70

MOV+

5%

50cyo

Crescita espansiva

-Crescita infiltràtiva

Crescita-

infiltrati va M
Crescita -

qspansiva

04 - . . 50%'- : 100#o

fig,-3. -R.eiazioÀi trà i9_caratteriÉtiche del fronte di crescita tumorqle
e i'angio-genesi (MVD;: étevata:eÈpressione di angiogenesi, MvD:
bassa elpressiohe qi angiogenesD

urla’ bassa MVt),_ia-sdprà+ViùdÀia gIotjàle -in 36- pàz'}énti

è_ §tata- del 60'7g. Le. cufve di soprayvivenz4 secondo
Kaplan Méie-r calco14te in bas’e-alla presepza di una ele:
vata-e dt una basÉa ’espressionè di angiogenesi sonò ri-
forlate in ng 5.. p-a notare la caduta della curva di so'-
pr4vv_iVenza dabo i 2 .anni daljljntérvQhto- Dei pazienti
qóf} una elevati espressione di MVÈ),-pifferénza èhe ri-

Pr:?.•n.. 4+ :. ?rn r\ ; 1 +11 : %%: :+ 1
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(MVD+: elevata_espfes$ione di angiogenesi, MVó:: bassà esÈres=

!iQpe-di ahgoÒenè-ii)
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.Fig. 5: Curve bi sopràwiVeDza sec. KaplàÀ Mèier a danni. Livellódi
significatività SeQondQ iI est dei 169-rank _-

sulta'statisticamgnt;::signi-ficiliva. (lest di MantéiT iÌàen.-
s;el) -(p < 0,01 ).

Quindi i nostri d4ti- si allineàno con quelli. pregenti in
}ctteràtùra c.onfertnandò à_lla quan-tificaiione- dei vasi.
ileoforrnati’(MVD) il ruolo di fattore proÈnos vico -nega-

ti-yocorfe labile aIia predizione'di }netas'tasi e pd una sèar,
-sa’sòptavvivenza.

STu(1_io ’prqspetti Jo

-- È preÉe nie Ùri con$istenie aurr!.enèo nell’espressionè
di RNA messaggero pe'r il yEGF nèl tes$uto--tumoraFe
rigpélto alla Inucoga sanà. Tale àuméÒlo è maggiore quan-
da confrontàto._éón l’espre-ssione- dell ’RNA -messaggérQ

delli ihucòsa sana. La differepia piÙ im-p.ort44te sì. veri-

--DiscÓèbion.9

Ifiill i'$dato'- 1etrogòettivo si'cbnfgifil: die i’àngi-o i
._ gene.si è una,disc{imjn4nte nq94tiya p_gr-la prQgnQsi dei
paiieiti_:-.Ess4-_è:-indicè- di’una- e-lev-4ta :èàÓac-iti_-di -dafè
-.mètàgtasi_ e d-FUn-a-scarsa SQbràvvivèn2a; QUe-sti datisonà-
già_ .bed .códificati in-letteratùr4 {41-47): }lei nostri-- ca 8i-

qua aità quota.-di M.Vi) ii- èorrela --còn la..preiehza di
-qiètà.slàgi _(-bel =&7,§7g dei _noétri -pz-'-.m.ètqstaticiy e= cdp
Ùna.tiassà -,$épravyjvénza (è pre§eòte. heI. gC>-7? dQ-i-_-pz.

dQcedutiy: Pdf quafrtó -riguafda. 1ecÓ-rrdlazi9nÈ.con i pd-
ràmètri ii-tópatoi-Ógidi PI.e.si irr esarrie essj-si èQtrela'.bort
1_a presenza di iflfiltrazia lie dèi -:v-àÉI.peliturlì-or41i (41 %-

- ,dei c4si j e con -un-ffonte . di. crescita ttlmó tale di .tipo
infiltrativ'a (50% dei -càsi): Qu èsti e_lèmQnti'sarebberó già
$ufificienti -pér tnodulard il trattamento di tali p-aziepji
sia pci .la- terapia-adiuya-nte 'p.osi-operatoria sia per il
folloù-u b mirato alla indiÙid\lazione preèoce dèi_ foci
metastàt ì-CI '

Tuttavia il ruolo- dell-a pngió-genesi nQn si arresta solo
-àll ’aspetto . progr\oÈtiqo, la sua appficàzi’òne piÙ importarb
te è ndT’ambito teràpeutico in monQterapia -e in .associa-
zi-one alle- terapie'èomplernentari . conVenzionali(48-57).-

tabejla 2. A-lcupi .e.sernpi dei risultati.dello studio proÉpetti90. Le
differe.nze.si esprimon=o su base logaritmica. L’esp_ressione
dell’mRNÀ per il VEGE risulta così 100 volte.maggiore al livello del
margine tumorale. rispetto alla mycosa ind?IIne-e al “core”tumoral 9.
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:moI/fnicrog RNA totàle
Regione e$qmihata

1 ,2 i .1 09

- 8,2 x. lag
'1_,4 x 107

t 1.,2 x 107

Tumoré marginè
Tumóre centrale
Mucosa lirn.sup.
Mucosa distale

Tomo}e lnàrginè
Tumorè centrate
Mucosq +im.sub.
Mucósa diStale

i.5 x tCi8

_ 5,0 x 106

4,0 x IO7
7.8 x IO7

4,2 x 107..:
&,2 i 106

3;2 x 107

4,4 x 107

TurrfÓf8 margine
Tumoré centrale
Mucosa- lirn.sup:
Mucos-a distale

tilrbóre [nàrgine
_Tumore centrate
Mucosa lim.sup.
Mucosà distale -

3.6 x 107

6,4 x 108
'5,6 x 10.6

5,7-x 109
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