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Dottorato di Ricerca in
Oncologia Sperimentale e Clinica

A conclusione del corso triennale del XXIII® Ciclo del Dottorato di Ricerca in Oncologia
Sperimentale e Clinica, il Collegio dei Docenti, facendo propria la relazione presentata dalla Prof.
Annarosa Arcangeli, in qualita di tutor, circa Dattivita di ricerca, I’operosita e I’assiduita del Dr De
Lorenzo Emanuele, rilascia con parere unanime il seguente attestato da valere come presentazione
del candidato ai fini dell’espletamento dell’esame finale.

Il Dr. De Lorenzo Emanuele, nato a Vibo Valentia il 28/07/1982, si ¢ laureato in Scienze
Biologiche Sanitarie, discutendo una tesi dal titolo “Pharmacological valutation of effectiveness of
a new cytosine arabinoside analogous: in vivo and in vitro effects ™. (relatore: Annarosa Arcangeli)
e riportando la votazione di 110/110 cum laude. Dopo la laurea, il Dr De Lorenzo Emanuele ha
continuato a svolgere attivita di ricerca nel Dipartimento di Patologia ed Oncologia Sperimentali ,
sotto la supervisione della Prof Annarosa Arcangeli.

A partire da Gennaio 2008, il Dr De Lorenzo Emanuele ¢ stato ammesso alla frequenza del
programma di Dottorato di Ricerca in Oncologia Sperimentale e Clinica (XXIII° Ciclo),
continuando la propria attivitd di ricerca presso il Dipartimento di Patologia ed Oncologia
Sperimentali., sotto la supervisione della Prof Annarosa Arcangeli, nell’ambito di un progetto
intitolato “Messa a punto di modelli oncologici murini e loro valutazione per lo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche”.

I’attivita di ricerca svolta dal Dr. De Lorenzo Emanuele nel corso del triennio di Dottorato ha
avuto come oggetto la prdoduzione di modelli preclinici di differenti patologie umane. Molti dei
risultati di tutti gli studi elencati sono stati anche presentati dal Dr De Lorenzo Emanuele a
congressi nazionali e internazionali.

Durante il corso di dottorato, il Dr. De Lorenzo Emanuele.ha seguito con il massimo impegno il
programma didattico stabilito dal Collegio dei Docenti ed ha portato avanti, con continuita e
intelligenza, le ricerche che sono oggetto delle sue pubblicazioni e della sua tesi.

Per quanto sopra, il Collegio dei Docenti unanime ritiene che il Dr De Lorenzo Emanuele, per
P’assidua frequenza alle attivita didattiche, per I’operosita nel lavoro di ricerca e per i risultati
sperimentali ottenuti, possa meritatamente aspirare a conseguire il titolo di Dottore di Ricerca in
Oncologia Sperimentale e Clinica.

Firenze, 15/12/2010
per il Collegio dei Docenti

I1 Coordinatore del Corso
Prof. Persio Dello Sbarba
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[l Dr Emanuele De Lorenzo, nato a Vibo Valentia il 28/07/ 1982, si € laureato in Scienze Biologiche
Sanitare, discutendo una tesi dal titolo ““Pharmacological valutation of effectiveness of a new cytosine
arabinoside analogous: in vivo and in vitro effects” (relatore: Annarosa Arcangeli) e riportando la
votazione di 110/110 cum laude Dopo la laurea, il Dr.Emanuele De Lorenzo ha continuato a svolgere attivita
di ricerca nel Dipartimento di Patologia ed Oncologia Sperimentali, sotto la supervisione della Prof Annarosa
Arcangeli.

A partire dal 01/01/2008, il Dr. Emanuele De Lorenzo ¢ stato ammesso alla frequenza del programma
di Dottorato di Ricerca in Oncologia Sperimentale ¢ Clinica (XXIII Ciclo), continuando la propria attivita di
ricerca presso il Dipartimento di Patologia ed Oncologia Sperimentali, sotto la supervisione della Prof
Amnarosa Arcangeli, nell"ambito di un progetto intitolato * Messa a punto di modelli oncologici murini ¢
loro valutazione per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche”,

Questo studio ¢ stato pubblicato su Blood 2010, Molti dei risultati di tuti gli studi elencati sono stati anche
presentatt dal Dr. De Lorenzo Emanuele a congressi nazionali e internazionali.

Durante 1l triennio di Dottorato, il Dr.Emanuele De Lorenzo ha seguito con il massimo impegno il
programma didattico stabilito dal Collegio dei Docenti ed ha portato avanti con entusiasmo e determinazione
le sue ricerche, dando prova di grande inventiva ed intraprendenza, nonché di notevole elasticita nella
elaborazione dei dati sperimentali. Nel corso del triennio, il Dr Emanuele De Lorenzo ha maturato una buona
cultura di base ed una vasta esperienza diretta in metodiche sperimentali, cellulari e molecolari, anche molto
complesse, alcune delle quali, non in uso nel nostro Dipartimento, sono state da lui indipendentemente messe
apunto. II Dr.Emanuele De Lorenzo ha tenuto inoltre periodiche relazion seminariali sull'attvita svolta La

curiositd ¢ la tenacia del Dr. Emanuele De Lorenzo ne fanno un ricercatore di notevol potenzialitd, in gran
parte gia ampiamente espresse.

Firenze, 15/12/2010

il tutor
Prof. Annarosa Arcangeli
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Capitolo 1

INTRODUZIONE

1. LEUCEMIE LINFOBLASTICHE ACUTE PEDIATRICHE

La leucemia linfoblastica acuta (LLA) rappresenta il pit comune disordine maligno
che colpisce i bambini, rappresentando circa il 30% dei tumori infantili e I’'80% delle
forme leucemiche. Questa patologia ha la massima incidenza fino ai 15 anni di eta,
con un picco massimo tra i 2 e i 5 anni; successivamente la frequenza scende
progressivamente fino ai 25-30 anni; per poi aumentare di nuovo fino a raggiungere

un nuovo picco dopo gli 80 anni.

La LLA origina nel midollo emopoietico da cellule della serie linfatica, per
proliferazione clonale dei linfoblasti (cellule linfoidi immature), imputabile a
mutazioni somatiche verificatesi nella cellula che da origine al clone, mentre questa

si trovava in un determinato stadio di maturazione verso la linea T o B linfocitaria.

Al momento della diagnosi la normale popolazione midollare ¢ stata, di solito,
completamente soppressa e sostituita dal clone leucemico, e si ¢ verificata la
disseminazione ematogena dei blasti leucemici verso i siti extramidollari: le
manifestazioni cliniche sono dovute direttamente o indirettamente alla proliferazione
delle cellule leucemiche e all’infiltrazione degli organi con conseguenti squilibri
metabolici e alterazioni della loro funzionalita. L’anemia, la neutropenia e la
piastrinopenia sono conseguenza dell’infiltrazione midollare, che a sua volta provoca
infezioni ed emorragie; la perdita della normale emopoiesi ¢ un effetto secondario

all’accumulo di linfoblasti nel midollo.

Il trattamento di elezione per queste leucemie ¢ la chemioterapia, sia nei bambini che

negli adulti, che viene somministrata in tre-quattro fasi:

Induzione della remissione.
Terapia post-remissione (a volte suddivisa in fase di consolidamento e fase di

intensificazione della remissione).
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Terapia di mantenimento.

Con la terapia di induzione si cerca di ottenere la remissione completa, ottenibile nel
90-95% delle LLA pediatriche, in minor percentuale negli adulti. Per remissione
completa (RC) si intende il ripristino delle condizioni normali nel midollo e nel
sangue periferico: meno del 5% di blasti nel sangue periferico ed assenza di anemia,
piastrinopenia, leucocitosi e/o leucopenia. Ottenere RC rappresenta indubbiamente il
primo, importante passo verso la guarigione definitiva. Tuttavia, ad oggi, non
abbiamo a disposizione un mezzo sicuro che ci consenta di stabilire se dopo questa
prima fase di terapia siano state distrutte tutte le cellule leucemiche. E per questo
motivo che si esegue sempre la terapia post-remissione con la speranza che,
continuando il trattamento, si riesca ad eliminare anche [I'ultima cellula
eventualmente rimasta. La terapia di mantenimento consiste nella continuazione
della terapia per un periodo di circa due-tre anni dopo I’ottenimento della RC, ed ha
lo scopo di mantenere la remissione eliminando eventuali cellule rimaste. Il 70-75%
dei bambini con LLA che ottengono la RC sopravvivono a lungo e possono essere

considerati guariti definitivamente. Le percentuali sono inferiori negli adulti.

I farmaci piu utilizzati per indurre la remissione sono la vincristina, i cortisonici, la
daunorubicina e la L-asparaginasi. Nella fase post-remissione ¢ probabile che
vengano usati altri farmaci come [I’etoposide, la citarabina. Nella fase di
mantenimento sono utilizzati in genere il metotrexato e la 6-mercaptopurina, che
possono essere somministrati per bocca. In alcuni casi si parla di LLA refrattaria o
resistente quando il paziente non raggiunge una RC dalla leucemia mediante terapia
convenzionale. Questo avviene nel 20-30% dei casi poiché le cellule leucemiche
possiedono dei meccanismi che inattivano in qualche modo i farmaci somministrati e
le rendono resistenti o refrattarie ai farmaci producendo farmacoresistenza (vedi
oltre). Si parla invece di LLA in recidiva quando la leucemia si ripresenta dopo che

si era gia ottenuto una RC.

CLASSIFICAZIONE DELLE LLA

Il sistema classificativo piu usato per le LLA ¢ quello proposto dal gruppo French-
American-British (FAB) nel quale vengono presi in considerazione tre tipi di

leucemia indicati con la sigla L1, L2 e L3 rispettivamente. Questa classificazione,
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che si basa sulla sola osservazione al microscopio dei preparati di sangue periferico e
midollare, deve essere integrata con altri studi per stabilire se la leucemia sia
originata dai linfociti B o T, se ci siano anomalie dei cromosomi, ecc., tutti fattori

che possono influenzare il livello di rischio e quindi la terapia.

In base all’espressione antigenica, le LLA possono essere classificate in due
differenti tipologie: B e T. Negli ultimi venti anni, tale classificazione ¢ stata ampliata
grazie alla disponibilita di numerosi anticorpi monoclonali specifici per gli antigeni
leucocitari. Tali marker includono le immunoglobuline e il CD79 per le LLA di tipo

B; i recettori delle cellule T e il CD3 citoplasmatico per le LLA della linea T.

Le LLA di tipo B e T possono essere suddivise in vari sottogruppi a seconda

dello stadio maturativo della cellula linfoide colpita:

L
LA-B: tipologia molto rara (0,5-2% dei casi) in cui i blasti, di solito a morfologia L;, si
caratterizzano per la presenza sulla superficie di membrana di un’immunoglobulina
monoclonale (Smlg) in genere della classe IgM. In questo sottotipo risulta costante la
negativita dell’enzima terminal-desossinucleotidiltransferasi (TdT), i cui livelli intracellulari
fungono da marcatore biochimico degli elementi cellulari della linea linfoide.
LLA-Common: costituisce il fenotipo immunologico piu frequente (~ 50% dei casi). I blasti
leucemici, TdT positivi, esprimono un antigene di superficie CD10 (antigene “common”,
CALLA) riconoscibile mediante 1I’impiego di uno specifico anticorpo monoclonale.
LLA-Pre B: in circa il 20-25% dei pazienti con LLA 1 blasti leucemici, accanto alla TdT e
all’antigene CALLA, presentano nel citoplasma delle catene immunoglobuliniche u (Clg) in
assenza di immunoglobuline di superficie.
LLA-T: comprende circa il 15-20% dei casi. Accanto alla costante positivita per la TdT,
caratteristiche peculiari dei blasti sono: capacita di formare rosette spontanee (rosette E) con
emazie di montone stabili a 37°C e, soprattutto, la reattivita con anticorpi monoclonali diretti
contro marcatori specifici della linea T.
LLA-Null: in circa il 5-10% dei pazienti, i blasti leucemici si caratterizzano per I’assenza di
markers differenziativi caratteristici delle linee B e T linfocitarie. In questi casi 1’origine
linfoide delle cellule leucemiche ¢ suggerita dalla frequente positivita della TdT, dalla
reattivita con anticorpi monoclonali specifici per antigeni precoci della linea B e
dall’eventuale dimostrazione, con tecniche di biologia molecolare, di un riarrangiamento dei

geni che codificano per le immunoglobuline.
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L’importanza clinica nel distinguere tali fenotipi ¢ particolarmente evidente nel caso delle

LLA B.

La citogenetica prima, e la genetica molecolare poi, sono recentemente intervenute nella
diagnosi, prognosi, e terapie di tutte le LA: circa il 90% delle LLA in eta pediatrica rivela
anomalie cromosomiche clonali, 50% delle quali sono traslocazioni. L’analisi molecolare &
quindi divenuta parte essenziale nella diagnostica delle LA: risulta essere pil specifica e
sensibile del cariotipo e puo evidenziare lesioni apparentemente identiche allo studio del

cariotipo, ma coinvolgenti geni differenti e quindi implicanti prognosi differenti.

In base a criteri citogenetici, le LLA possono essere suddivise in quattro gruppi principali: il

cariotipo puo risultare normale (46 cromosomi senza evidenti anomalie strutturali), pseudo
diploide (46 cromosomi con anomalie strutturali, piu spesso traslocazioni), iperdiploide

gruppo I (da 47 a 50 cromosomi) e iperdiploide gruppo II (pitt di 50 cromosomi).

L’aneuploidia puo essere rivelata con la citometria a flusso: con questa tecnica si pud
ottenere un indice del DNA (DI), o meglio il rapporto tra il contenuto di DNA delle cellule
leucemiche e quello delle cellule normali quiescenti; ’iperdiploidia ¢ presente quando il
valore di questo rapporto ¢ maggiore di 1,15. Nelle LLA i cariotipi ipodiploidi sono molto
rari. Nei bambini risultano piu frequenti le forme iperdiploidi. Le caratteristiche

citogenetiche rappresentano attualmente il piu forte criterio prognostico disponibile.

Lo studio del cariotipo nei blasti di leucemia linfoblastica acuta mette in evidenza, nella
maggior parte dei casi (>70-80%), alterazioni numeriche e/o strutturali dei cromosomi; in

particolare, le traslocazioni appaiono non casuali e si associano a specifici sottotipi di LLA.

E’ stato dimostrato, tuttavia, che pazienti con un aumento del numero dei cromosomi, in
particolare con trisomie dei cromosomi 4, 10 e 17, hanno una prognosi migliore rispetto a
pazienti in cui ¢ presente un numero minore di cromosomi rispetto al normale (Heerema NA

et al.,1999).

Circa un terzo dei blasti leucemici nelle LLA presentano traslocazioni senza alterazioni del

numero Cromosomico.

Le traslocazioni cromosomiche alterano I’espressione genica provocando un cambiamento dei
processi di controllo dell’apoptosi, della proliferazione e della differenziazione cellulare e
agiscono insieme ad ulteriori alterazioni genetiche portando, dopo vari passaggi, alla
trasformazione leucemica. Normalmente, le traslocazioni cromosomiche provocano una
attivazione di fattori trascrizionali attraverso due fondamentali meccanismi: un proto-

oncogene, il quale di solito ¢ silente, puo essere attivato con successiva alterazione della sua
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normale espressione, se posto vicino ai promotori del gene delle immunoglobuline o del 7-
cell receptor (TCR); oppure, piu frequentemente, si pud avere una traslocazione reciproca tra
due geni posti su cromosomi diversi creando punti di rottura a livello degli introni che
produce un gene di fusione codificante per una proteina con alterata funzionalita. Piu di 200
geni sono implicati nelle traslocazioni riscontrabili nelle leucemie dell’etd pediatrica, ma

molte di esse sono rare.

La traslocazione pil frequente nelle LLLA a precursori B dell’eta pediatrica ¢ la traslocazione
t(12;21). 1l gene di fusione TEL-AMLI, cosi prodotto, & evidenziabile mediante tecniche di
biologia molecolare nel 20-25% delle LLA del bambino.

Un’altra traslocazione riscontrabile nei precursori B e nel 25% dei casi ad immunofenotipo
pre-B ¢ la traslocazione t(1;19). La traslocazione t(1;19) provoca la fusione del fattore
trascrizionale E2A localizzato sul cromosoma 19 con il gene homeobox (HOX) PBXI a
livello del cromosoma 1. Visto che il gene E2A ¢ importante per la maturazione linfocitaria, ¢
probabile che la riduzione nell’attivita di E2A dovuta a tale traslocazione contribuisca alla
leucemogenesi; inoltre, essendo nota I’importanza patogenetica dei geni HOX nella
leucemogenesi, una disregolazione della funzione di PBX/ potrebbe anch’essa contribuire al

processo leucemico.

Un’altra anomalia genetica che & stata associata ad una specifica forma leucemica, ¢ il
cromosoma Philadelphia (Ph), riscontrabile nel 3% delle LLA nell’eta pediatrica. Il
cromosoma Philadelphia deriva dalla traslocazione t(9;22) che causa la fusione del gene ABL
localizzato sul cromosoma 9 con il gene BCR (breakpoint cluster region) sul cromosoma 22.
La traslocazione t(9;22) puo indurre la sintesi di una proteina di fusione di 210 kDa (isoforma
p210) se il gene ABL si fonde con la major cluster region sul cromosoma 22, oppure di una
proteina di 190 kDa (isoforma p190), nel caso in cui ABL si fonda con la minor cluster region
sul cromosoma 22. L’isoforma p210 ¢ caratteristica di un terzo circa delle LLA Ph+, mentre
pit del 90% dei bambini affetti da LLA Ph+ presentano 1’isoforma p190. Complessivamente,
nell’eta pediatrica, le LLA Ph+ presentano una prognosi sfavorevole, con una sopravvivenza
pari a circa il 25-30%. La proteina di fusione BCR/ABL, generata dalla traslocazione t(9;22),
provoca un aumento di 5-10 volte della normale attivita tirosin-chinasica di ABL che induce
alterazione dei meccanismi di adesione, apoptosi e incremento della proliferazione cellulare.
In una minoranza dei casi, la leucemia ¢ associata a condizioni genetiche predisponenti, che
spesso coinvolgono geni legati alla stabilita cromosomica ed ai meccanismi di riparazione del

DNA.
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2. LA FARMACORESISTENZA

La farmacoresistenza rappresenta uno stato di insensibilita, o ridotta sensibilita, ai farmaci
che normalmente causano inibizione o morte cellulare. Solitamente il termine ¢ utilizzato in
relazione a popolazioni di cellule neoplastiche, che proliferano in maniera incontrollata negli

organismi superiori in seguito all’insorgenza di tumori.

Le terapie convenzionali nel trattamento di neoplasie prevedono 1’utilizzo di farmaci con
proprieta citotossiche o antiproliferative, volti a contrastare la crescita del tumore stesso. I
farmaci utilizzati sono classificati in base al loro meccanismo d’azione e agiscono
compromettendo i fondamentali processi coinvolti nella moltiplicazione cellulare: gli agenti
genotossici interferiscono con le normali funzioni del DNA provocando danni allo stesso,
mentre gli antimetaboliti inibiscono la sintesi di acidi nucleici. In alternativa, le strategie
farmacologiche interferiscono sulla divisione cellulare, inibendo la mitosi: 1 farmaci
agiscono sulla dinamica dei microtubuli, stabilizzando o inibendo la polimerizzazione della

tubulina.

La principale modalita con cui farmaci antitumorali eliminano le cellule neoplastiche
sensibili al trattamento & D’attivazione della morte cellulare programmata, un processo
finemente regolato da un punto di vista genetico, che coinvolge 1’azione di numerosi prodotti

genici con funzione pro- o anti-apoptotica.

La resistenza cellulare al trattamento riflette la capacita della cellula neoplastica di
sopravvivere e proliferare in condizioni di stress e rappresenta la principale causa di
fallimento chemioterapico. Il fenomeno si pud manifestare gia all’inizio del trattamento
(resistenza primaria, o intrinseca, che ha un’incidenza del 5-10% nelle LLA), o insorgere
successivamente (resistenza acquisita), dopo un iniziale periodo di sensibilita cellulare alla
terapia. In entrambi i casi uno degli aspetti pilt preoccupanti riguarda il coinvolgimento di
molteplici classi di farmaci, che differiscono sia per la struttura, che per il meccanismo

d’azione.

Si tratta di un fenomeno complesso e multifattoriale, che coinvolge una varieta di

meccanismi, comprendenti:

Fattori di difesa cellulare: meccanismi che hanno la capacita di limitare la concentrazione
intracellulare del farmaco e la sua interazione con il bersaglio cellulare. Il fenomeno ¢
attribuito all’iperespressione di sistemi di trasporto, proteine transmembrana che funzionano
quali pompe di efflusso mirate a rimuovere dalla cellula tossine esogene o metaboliti tossici.
Molti agenti chemioterapici convenzionali, (antracicline, camptotecine, tassani, alcaloidi

della Vinca, intercalanti sintetici), sono potenziali substrati per questi trasportatori, che
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risultano implicati nei meccanismi di sequestro subcellulare del farmaco, oltre ad avere un
ruolo fisiologico rilevante (barriera emato-encefalica, assorbimento intestinale, ecc.), che

condiziona il comportamento farmacologico in vivo.

Alterazioni quantitative o qualitative del bersaglio intracellulare. Una sostanziale
modificazione dell’espressione della proteina bersaglio o una sua mutazione, che causa una
ridotta interazione con il farmaco, possono essere responsabili di insensibilitd a farmaci
bersaglio-specifici, tra cui gli inibitori di enzimi del metabolismo e di altre funzioni del
DNA. Per esempio, si possono verificare modificazioni qualitative e/o quantitative degli
enzimi delle topoisomerasi I e II, coinvolti nei meccanismi di riparazione del DNA, e a loro
volta necessari per Iattivita stessa dei farmaci, come le antracicline e gli antracenedioni,

detti appunto inibitori delle topoisomerasi.

Alterazioni nella risposta al danno citotossico. 1l tipo della lesione citotossica e 1’entita del
danno condizionano in maniera critica la risposta cellulare al trattamento farmacologico.
Tuttavia anche quando il farmaco raggiunge il bersaglio intracellulare, il risultato terapeutico
puo dipendere dall’efficienza di riparazione del danno e/o dalla capacita di tollerare
condizioni di stress. Inoltre, varie alterazioni nella segnalazione del danno e nei processi
regolatori che controllano 1’attivazione dell’apoptosi possono determinare insensibilita a
numerosi farmaci. La mancata sensibilita a stimoli proapoptotici (quali il danno genotossico)
puo essere dovuta a specifiche alterazioni (ad es., mutazioni del gene oncosoppressore p53) o
ad aumentata espressione di fattori antiapoptotici. Inoltre, in presenza di danno citotossico, la
cellula tumorale attiva segnali di stress che possono avere funzioni proapoptotiche o funzioni
protettive rivolte alla riparazione del danno e alla sopravvivenza. Pertanto, vari difetti nei
meccanismi che controllano il processo di morte cellulare riducono la suscettibilita cellulare
all’apoptosi e rappresentano presumibilmente la base cellulare della resistenza intrinseca di

molti tipi tumorali.

Tra i fattori cellulari che contribuiscono al fenotipo resistente, una posizione di rilievo spetta
ai meccanismi in grado di ridurre la concentrazione di farmaco disponibile per I’interazione
con il bersaglio, primo fra tutti la sovraespressione di proteine di trasporto multispecifiche.
Un ruolo importante in questo ambito & svolto anche dai sistemi di detossificazione che
dipendono dal glutatione (GSH): I’aumento dei livelli intracellulari di GSH e/o dell’attivita
di enzimi GSH-dipendenti risulta implicato nella chemioresistenza attraverso diversi

meccanismi:

- la coniugazione con il GSH, ad opera degli enzimi appartenenti alla famiglia delle
glutatione-S-transferasi (GST), favorisce 1’eliminazione di farmaci antitumorali di natura

elettrofila, come gli agenti alchilanti;
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- in passato, il ruolo di scavenger di specie reattive dell’ossigeno svolto dal GSH,
direttamente o quale cofattore di enzimi GSH-perossidasici, ¢ stato implicato nella resistenza
tumorale alle antracicline;- pitl recentemente, ¢ emerso il legame tra livelli di GSH, con o
senza il concorso delle GST, e I’ attivita di trasportatori appartenenti alla famiglia MRP
(multidrug resistance-related proteins), implicati della resistenza a diverse classi di farmaci

antitumorali, incluse le antracicline;

- infine, si & osservato che alterazioni dei livelli mitocondriali di GSH possono controllare
I’innesco della fase effettrice del processo apoptotico, modulando cosi la citotossicita di

moltissimi agenti antineoplastici.

Interventi chemiosensibilizzanti basati sull’inibizione della biosintesi del GSH, hanno
mostrato qualche efficacia in vitro, ma il trasferimento di questo approccio alla pratica
clinica si scontra con il rischio di aumentare indebitamente gli effetti tossici dei

chemioterapici.

L’aumentata espressione di trasportatori di membrana, cosi come 1’aumento dell’attivita dei
sistemi di detossificazione o I’espressione di forme alterate dei bersagli farmacologici,
rappresentano solo alcune delle possibili manifestazioni della straordinaria capacita delle
cellule di alterare il proprio genoma e/o proteoma al variare delle strategie impiegate per
combatterle, il che rende ragione dell’insorgenza di resistenza acquisita. La stessa capacita di
“adattamento attivo” a condizioni di stress pud spiegare anche I’esistenza di un fenotipo
resistente intrinseco in cellule tumorali che non abbiano avuto precedenti esposizioni a

chemioterapici.

21 MECCANISMI DI FARMACORESISTENZA NELLE LEUCEMIE
LINFOBLASTICHE ACUTE

La LLA pediatrica pud trarre enormi benefici da una terapia mirata: il solo trattamento

farmacologico puo curare la malattia, altrimenti fatale, in pit del 75% dei pazienti.

Le principali limitazioni degli agenti citotossici sono la mancanza di una sufficiente
selettivita per le cellule tumorali, responsabile di un’elevata tossicita, e il fenomeno della
resistenza alla maggior parte di questi farmaci: la morte per tossicita farmacologica o per la
comparsa di tumori secondari dovuti a un dosaggio terapeutico errato, & purtroppo frequente

nelle LLA.

Inoltre la variabilita genetica puo acquisire rilevanza nella prognosi, determinando una

risposta positiva o negativa agli agenti anti-leucemici: gli studi degli ultimi anni hanno
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dimostrato I’influenza delle mutazioni genetiche acquisite, riscontrabili nelle LLA,

sull’efficacia dei trattamenti farmacologici anti-neoplastici (Pui CH et al. 1998).

Tra 1 meccanismi di chemioresistenza coinvolti nelle LLA, si riscontrano mutazioni a carico
dei geni per le proteine trasportatrici di membrana, variazioni genetiche negli enzimi
responsabili del metabolismo dei farmaci, difetti nel meccanismo apoptotico. Inoltre studi
recenti di microarray hanno identificato profili trascrizionali, associati specificamente con
fenomeni di chemioresistenza, coinvolti in processi cellulari quali regolazione del ciclo

cellulare, proliferazione e riparazione del DNA.

Le alterazioni dell’espressione delle proteine di membrana sono alla base del fenomeno noto
come “fenotipo di resistenza multipla” (MDR): le cellule che mostrano questo fenotipo

presentano resistenza a piu farmaci con struttura chimica non correlata.

N

La MDR ¢ osservabile sia in vivo che in vitro, e in entrambi i casi ¢ probabile che tale
fenomeno sia dovuto alla selezione di cellule resistenti al farmaco. In base al meccanismo
biologico a causa del quale s’instaura la resistenza, sono state finora individuate, in maniera

piu precisa, tre forme di MDR cosi classificate:

MDR classica (classical MDR)

MDR non classica (non P-gp MDR)

MDR atipica (atipica MDR o at-MDR, altered-topoisomerase)

Le prime due forme sono caratterizzate da un trasporto carrier-mediato dei farmaci, con
scarsa specificita di substrato che provoca una minor capacita di accumulo dei
chemioterapici nelle cellule tumorali; la MDR si esplica tramite la P-glicoproteina (Pgp, P-
170 o Pg-170), la MDR non-Pgp attraverso la multidrug-resistance-associated protein (MRP
o MRP1). Questi due tipi di MDR, inoltre, sono associati alla sovraespressione del carrier di
membrana nelle cellule neoplastiche, dovuta all’aumentata amplificazione genica, o
all’attivazione trascrizionale. Il terzo tipo di MDR, la MDR atipica, ¢ causato dalla mancata
formazione del complesso ternario stabile DNA-topoisomerasi II-farmaco, imputabile ad
alterazioni quali-quantitative dell’enzima topoisomerasi II-a, il quale ha il ruolo di
stabilizzare il complesso DNA-topoisomerasi nel processo di replicazione del DNA,
evitando che ci siano superavvolgimenti positivi nel DNA eucariotico, causa di
aggrovigliamenti. La MDR atipica si manifesta solo con farmaci quali acridine, antracicline,
antracenedioni e epipodofillotossine, tutte sostanze che agiscono attraverso 1’inibizione della
topoisomerasi; non si ha invece MDR con gli alcaloidi della Vinca, che sono agenti
antimicrotubulari che non interagiscono con I’enzima. Inoltre questo tipo di MDR non risulta
essere associata a sovraespressione dei carrier di membrana (Pgp) e non mostra variazione di

accumulo di chemioterapici all’interno delle cellule tumorali.
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Un altro ostacolo al successo terapeutico nelle LLA ¢ rappresentato dalla resistenza ai
glucocorticoidi (GCs), che hanno un ruolo cruciale nel trattamento di tali patologie, in
quanto sono in grado di indurre apoptosi nei linfoblasti leucemici. Tali molecole esplicano 1
loro effetti attraverso I’interazione con un recettore (GR), che & principalmente localizzato a
livello citoplasmatico e che, in seguito al legame con il glucocorticoide, pud traslocare nel
nucleo, dimerizzare e attivarsi, modulando cosi I’espressione genica. Gli agonisti del GR, tra
cui il prednisolone, sono utilizzati come adiuvanti nella chemioterapia delle LLA e svolgono
le loro azioni inibendo 1’espressione di citochine, chemochine, fattori di crescita

ematopoietici e I’attivazione linfocitaria.

Si ritiene siano numerosi i meccanismi attraverso i quali una cellula puo acquisire resistenza
ai glucocorticoidi, quali difetti quantitativi o qualitativi a carico di GR, aumentato
metabolismo o eliminazione dei glucocorticoidi, o ancora meccanismi capaci di interferire

con il processo apoptotico indotto dai glucocorticoidi (Schmidt S. et al., 2006).

Inoltre il microambiente tumorale suscita un notevole interesse nell’ambito della
chemioresistenza, e in modo specifico il microambiente midollare, in cui alcune cellule
leucemiche si rifugiano, sfuggendo, cosi, all’azione dei farmaci antitumorali. Questo
microambiente risulta composto da chemochine, citochine, fattori di crescita, ormoni e
componenti della matrice extracellulare. Le cellule ematopoietiche normali e leucemiche,
cosi come le cellule staminali risiedono nel midollo osseo in zone specializzate, definite
“nicchie” che forniscono le condizioni strutturali e fisiologiche per la loro crescita e
sopravvivenza (Wilson A. et al., 2006). Subpopolazioni di cellule leucemiche possono venire
sequestrate in queste nicchie ed evadere 1’apoptosi indotta dalla chemioterapia, cui fa seguito
lo sviluppo di un fenotipo resistente alla terapia in atto. Le citochine, ad esempio, incidono
sia sulla proliferazione, sia sull’attivita delle cellule emopoietiche normali, e sono coinvolte
anche nell’inibizione o nella stimolazione della crescita cellulare nei disordini ematopoietici
(per ulteriori informazioni sul ruolo del microambiente nell’insorgenza della

chemioresistenza vedi paragrafo 2.3).

I livelli plasmatici di TNF e IL-10 vengono monitorati nella valutazione della risposta ai
trattamenti chemioterapici e sono influenzati da variazioni genetiche dovute a polimorfismi
nella linea germinale, a carico dei geni che li codificano. E’ emerso che mutazioni a carico
dei geni che codificano per TNF e IL-10 possono avere influenze diverse nelle leucemie
linfoblastiche acute: IL-10 condiziona la risposta al trattamento con prednisone, mentre TNF
¢ associato al rischio di ricadute nei pazienti affetti da LLA e collocati nella categoria ad

“alto rischio” (Lauten M. et al., 2002).
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2.2 MOLECOLE DI TRASPORTO CHE MEDIANO I MECCANISMI DI
FARMACORESISTENZA

Le forme di MDR piu note sono dovute alla presenza di proteine trasportatrici capaci di
ridurre attivamente la concentrazione di chemioterapico nelle cellule tumorali al di sotto del

valore necessario per esplicarne 1’ attivita.

Sono stati evidenziati differenti trasportatori di membrana capaci di ridurre la concentrazione
dei farmaci prima che arrivino al loro bersaglio attraverso la regolazione del loro efflusso; i

pil conosciuti sono codificati dai geni mdr-1, mrp e lrp.

P-glicoproteina

Altre molecole di trasporto dei farmaci: MPRP1 e LRP.

La maggior parte di queste pompe appartiene alla superfamiglia di proteine transmembrana
ATP-dipendenti, detta “ATP-binding cassette” (ABC). Nell’ambito della farmacoresistenza,
le molecole di trasporto comunemente conosciute come ABC transporters svolgono una
doppia funzione: da una parte sono coinvolte nell’assorbimento e metabolismo dei farmaci,
dall’altra impediscono ad una vasta gamma di composti antitumorali di esercitare la loro

azione terapeutica.

La farmacoresistenza mediata dalla Pgp costituisce la forma di multidrug resistance
aspecifica (MDR-Pgp) piu frequente e anche pil studiata nelle LLA: la proteina funziona
come una pompa in grado di espellere dalla cellula, con consumo di energia, diversi farmaci

comunemente impiegati nel trattamento delle LLA pediatriche.

Attualmente sono note piu di 50 proteine appartenenti a questa famiglia, che agiscono con un
meccanismo simile alla P-gp; in generale, si sfrutta ’energia sviluppatasi dall’idrolisi
dell’ ATP per trasportare ed espellere all’esterno della cellula una grande varieta di molecole,
attraverso vari tipi di membrane cellulari: sostanze piccole - come cationi organici,
aminoacidi, antibiotici - o macromolecole, quali proteine e polisaccaridi. Tra le sostanze
verso cui s’instaura la MDR, tuttavia, si rilevano spesso caratteristiche comuni: alta
idrofobicita, alto peso molecolare, carica positiva a pH neutro, capacita di diffondere

passivamente all’interno della cellula (Russo D. et al., 1994).

P-glicoproteina. La P-glicoproteina (P-gp), descritta nel 1976 da Juliano e Ling, & codificata
nell’uvomo dal gene mdr-1, situato nel braccio lungo del cromosoma 7 (7q21.1). Agendo

come sistema di efflusso ¢ capace di espellere, contro un gradiente di concentrazione, e al
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costo di energia generata dall’idrolisi di due molecole di ATP, farmaci citotossici che
flottano nello strato bi-lipidico e che vengono catturati dal cavo/i formati dall’inserzione dei
12 segmenti transmembrana che formano la struttura funzionale portante di questo ABC

transporter.

Oltre le normali funzioni fisiologiche, sono state ipotizzate anche altre attivita della P-gp,
come, per esempio, d'inibizione della morte cellulare programmata (Notarbartolo M. et al.,
2002). Molteplici dati di letteratura suggeriscono, inoltre, ’esistenza di un legame tra
resistenza ai farmaci e motilita cellulare e invasivita, come ad esempio la possibile
associazione strutturale e funzionale tra la P-glicoproteina (Pgp), responsabile della
resistenza clinica ai trattamenti chemioterapici di varie neoplasie, e la molecola di adesione
multifunzionale CD44, che riveste un ruolo importante nei processi d’invasivita e

sopravvivenza tumorale.

Numerosi sono i farmaci che sono comunemente usati nel trattamento delle LLA e che
vengono resi meno efficaci dal meccanismo di farmacoresistenza mediato dalla Pgp. In
particolare cid riguarda le antracicline (daunorubicina, doxorubicina e idarubicina), gli
alcaloidi della vinca (vincristina e vinblastina), gli antracenedioni (mitoxantrone) e i derivati
delle epipodofillotossine (etoposide). Restano ancora da chiarire del tutto, pero, i
meccanismi che permettono alla Pgp di riconoscere ed espellere dalle cellule farmaci diversi,
strutturalmente non correlati. Sono state formulate due principali ipotesi che possono
spiegare il fenomeno; nella prima viene proposta 1’esistenza di proteine intermediarie che
fungano da carriers per i vari antiblastici. Il complesso carrier-antiblastico viene poi espulso
attraverso i canali idrofilici della Pgp, con un meccanismo attivo ATP dipendente; in questo
modo carriers differenti servirebbero all’eliminazione dei diversi farmaci. Un’ altra ipotesi
sostiene, invece, che i farmaci vengono espulsi dalla cellula per interazione diretta tra
antiblastico e Pgp (Micheli M. et al., 1993 — Micheli M. et al., 1997). Le conseguenze
cliniche che derivano da questo fenomeno sono, quindi, molto importanti; pertanto il
fenomeno di farmacoresistenza mediato dalla proteina Pgp ¢ stato studiato estesamente, sia
in vitro che in vivo. Studi in vitro sono stati eseguiti su linee cellulari, in particolare una linea
sensibile (wild type) e una sublinea resistente, iperesprimente la glicoproteina Pgp: si € cosi
osservato come 1’inibizione della crescita della linea cellulare resistente (MDR-Pgp-positiva)
necessitasse di concentrazioni di farmaci antiblastici piu elevate, e come ['impiego di
molecole in grado di inibire I’attivita della Pgp fosse in grado di ristabilire la sensibilita ai
farmaci antiblastici, la cui attivita ritornava ad essere comparabile a quella osservata nelle
linee sensibili (wild type). (Paul VW. Et al., 1998 — Micheli et al., 1993 — Micheli et al.,
1997).
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Negli studi in vivo, invece, sono state studiate e impiegate diverse strategie terapeutiche, al
fine di eludere questo meccanismo di resistenza farmacologia: le conoscenze sulla P-gp
hanno stimolato un’ampia serie di studi, sia preclinici che clinici, intesi alla "modulazione" o
"reversione” della farmacoresistenza tumorale, cio¢ alla possibilita di portare alla norma il
fenotipo resistente mediante la somministrazione contemporanea di substrati-inibitori della

P-gp, capaci di bloccare 1'efflusso dalle cellule neoplastiche dei composti antitumorali.

E stato dimostrato sia in vifro che in vivo, direttamente sui blasti leucemici dei pazienti, che
la concentrazione intracellulare dei farmaci antiblastici era significativamente pill bassa nelle
cellule leucemiche MDR-Pgp positive e cio spiega la minore efficacia della terapia
osservabile in vivo nei pazienti. In molti studi clinici si € cercato di superare il problema
della farmacoresistenza Pgp-mediata intensificando la terapia convenzionale, utilizzando
regimi di induzione sempre pill intensivi, basati su dosaggi piu elevati di chemioterapici. |
risultati di questi studi indicano abbastanza chiaramente che la risposta alla terapia non &
migliorata in modo significativo, mentre la tossicita ¢ quasi sempre aumentata, sia quella
ematologica che extra-ematologica. (Weick J et al., 1992 - Bishop JF et al., 1996 - Zittoun
RA et al., 1995 - Korbling M et al., 1991).

Altri studi clinici hanno valutato 1'impiego di agenti cosiddetti “revertanti” la Pgp;
nonostante tali molecole si siano dimostrate, in vitro, efficaci nell’inibire I’attivita della Pgp,
(Michieli M et al., 1994 - Michieli M et al., 1994 - Yang GS et al, 1994), il loro impiego in
vivo ha portato a dei risultati terapeutici piuttosto deludenti (Visani G. et al., 2001 - Fanin R.
et al., 1999 - Van der Holt B. et al., 2005). Infatti, a fronte di un non chiaro beneficio in
termini di ottenimento e durata di remissione completa (RC), si € quasi sempre verificato un
incremento della tossicita soprattutto epatica, gastrointestinale e neurologica nei pazienti
trattati con agenti revertanti la Pgp, pertanto, il loro impiego non ¢ mai entrato nella pratica

clinica corrente del trattamento delle LLA.

Un’importante alternativa terapeutica, potenzialmente in grado di superare il fenomeno della
farmacoresistenza sarebbe quella di disporre di farmaci non MDR-Pgp dipendenti che
essendo espulsi in modo minore rispetto ai farmaci tradizionali, potrebbero essere in grado di

esercitare un maggiore effetto tossico sulle cellule leucemiche.

Altre molecole di trasporto dei farmaci. Recentemente, altre due proteine di trasporto hanno

mostrato un comportamento simile ad MDR-1: MRP (“multidrug resistance associate
protein”, codificata dal corrispettivo gene sul cromosoma 16) ed LRP (“lung resistance

protein”, codificata dal rispettivo gene sul cromosoma 13).

Risultato evidente che non tutte le cellule tumorali refrattarie al trattamento con

chemioterapici esprimevano la P-glicoproteina furono intrapresi studi per verificare se e in
13
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che misura altri sistemi di efflusso fossero funzionalmente associati con il fenotipo MDR.
Queste ricerche portarono alla identificazione della MRP1 (multidrug resistance associated
protein 1). MRP1 a livello strutturale ¢ simile alla P-glicoproteina, con I’eccezione di
un’estensione amino-terminale che contiene ulteriori 5 segmenti transmembrana. MRP1
riconosce ed ¢ capace di trasportare al di fuori della cellula MDR prodotti naturali neutri e
idrofobici, il glutatione e suoi coniugati, ma anche una discreta gamma di substrati della P-
glicoproteina, che includono vincristina e doxorubicina; non sembra, perd, avere un ruolo
fondamentale nel determinare lo sviluppo di chemioresistenza in LLA pediatriche. La
scoperta di MRP1 ¢ stata successivamente accompagnata dalla identificazione di altre
molecole della stessa famiglia genica (MRP1-9), implicate a vario titolo con I’insorgenza del

fenotipo MDR o I’escrezione di xenobiotici da vari tessuti dell’organismo.

LRP ¢ localizzata sulla membrana nucleare ed ¢ coinvolta nell’espulsione del farmaco dal
nucleo al citoplasma e conferisce resistenza nei confronti di vincristina, doxorubicina ed
etoposide. Anche LRP sembra contribuire allo sviluppo di un fenotipo chemioresistente nelle

LLA pediatriche, ma sono necessari ulteriori studi per confermare questa ipotesi.

23 RUOLO DELLE CELLULE STROMALI MIDOLLARI NELLA
FARMACORESISTENZA

E stato dimostrato che le cellule stromali del midollo osseo (BM) forniscono una specie di
rifugio per alcune subpopolazioni di cellule leucemiche, che possono evadere cosi I’apoptosi
indotta dalla chemioterapia ed acquisire un fenotipo resistente al trattamento chemioterapico
(Konopleva et al, 2002). Questo spiega come mai quando linee cellulari di LLA sono
coltivate su cellule stromali midollari umane (BMSC), I’effetto pro-apoptotico dei farmaci
chemioterapici viene notevolmente ridotto. I meccanismi di protezione mediati dalle cellule
del BMSC coinvolgono complesse interazioni reciproche tra fattori derivanti dallo stroma, in
particolare la chemochina SDF-1a (stroma-derived factor 1-a) ed il suo recettore CXCR4

(Zeng et al., 2006).

Attualmente sono state individuate pitt di 50 chemochine diverse e sono stati clonati 20
recettori chemochinici. Le chemochine possono legare pill recettori e gli stessi recettori
possono legare pit chemochine. L unica eccezione ¢ rappresentata dal SDF-1a, che lega in
modo univoco solo il recettore CXCR4 (Horuk, 2001). Questa osservazione dimostra come
I’interazione SDF-10/CXCR4 possa avere una funzione biologica peculiare. L’SDF-1a &
stato definito come un fattore stimolante la crescita delle cellule pre-B; agisce come fattore
chemotattico per monociti e linfociti T ed & essenziale per la linfopoiesi di tipo B e la

mielopoiesi del midollo osseo. Tuttavia il principale effetto biologico del SDF-1a, in quanto
14
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chemochina, ¢ la sua capacita di promuovere processi di motilita ed adesione, risposte
chemotattiche, secrezione di metalloproteinasi nella matrice extracellulare e fattori
angiogenetici (come VEGF) nelle cellule esprimenti CXCR4 (Marquez-Curtiz et al., 2001).
Inoltre, I’SDF1-a pud attivare diversi eventi di segnalazione intracellulare, come efflusso di
calcio, fosforilazione delle MAPK p42/44, attivazione dell’asse PI3K-AKT-NF-kB (Oh SB.
Et al.,2002). L’SDF-1a pud aumentare I’adesione delle cellule ematopoietiche immature a
VCAM-1, ICAM-1, fibronectina, fibrinogeno mediante 1’attivazione/modulazione della
funzione di diverse integrine. Se la presenza di SDF-1a non sembra essere essenziale per lo
sviluppo dei progenitori della linea dei linfociti T nel fegato fetale, SDF-1a e CXCR4
risultano tali per la normale ematopoiesi dei linfociti B durante I’embriogenesi cosi come per
I’ematopoiesi confinata al microambiente del midollo osseo nella vita post-natale, in
particolar modo nei primissimi stadi dello sviluppo dei linfociti (Egawa et al., 2001).
Considerato il ruolo cruciale svolto dal SDF-1a nella normale ematopoiesi, & possibile che i
segnali mediati da CXCR4 siano implicati nello sviluppo delle leucemie: ¢ emerso infatti che
I’SDF-1a regola la mobilitazione delle cellule leucemiche ed il suo recettore CXCR4 sembra
mediare le interazioni tra il microambiente midollare e le cellule leucemiche; il risultato & un
aumentata capacita adesiva, proliferativa e di sopravvivenza. I livelli di CXCR4 appaiono
particolarmente elevati nelle leucemie mieloidi acute e nelle leucemie linfoblastiche
croniche; il CXCR4 media la migrazione e lo sviluppo di cellule staminali di LMA in topi
NOD/SCID e facilita ’adesione e la migrazione di cellule LLA pre-B dal microambiente
midollare (Shen W et al., 2001), suggerendo che un elevata espressione di CXCR4 possa
rappresentare un fattore prognostico negativo per le LLA pre-B. Tuttavia i livelli di CXCR4
non appaiono significativamente elevati in altri tipi di leucemia, come la LLA-T, mieloma

multiplo e alcune AML.

L’inibizione del CXCR4 in vitro interferisce con le interazioni stroma/cellule leucemiche,
impedisce la migrazione delle cellule leucemiche indotta da SDF-1a e annulla parzialmente
la protezione che il microambiente stromale conferisce alle cellule leucemiche
chemoresistenti; inoltre 1’uso di inibitori di CXCR4 in vivo porta alla completa eradicazione
della leucemia. Uno dei principali effetti degli inibitori di CXCR4 ¢ la distruzione delle
interazioni stroma/leucemia con cui consegue la mobilitazione delle cellule neoplastiche dal
midollo osseo; tuttavia sono molti 1 meccanismi che contribuiscono al loro effetto
chemiosensibilizzante: AMD3465 (Anormed and Genzyme Corp. Cambridge, MA) ¢ in
grado di inibire non solo SDF-1a, ma anche la fosforilazione, stroma mediate, di AKT e

ERK in alcuni tipi cellulari.

Diversi studi in vitro ed in vivo indicano che diverse componenti del microambiente

midollare contribuiscono ad un incremento della sopravvivenza delle cellule leucemiche;
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cosi come diverse molecole di adesione, come VCAM-1, VLA4 e CD44, contribuiscono alla
resistenza delle AML stromali mediata (Matsunaga T. et al., 2003). Bloccando CXCR4 ¢
VLA-4 si riscontra una sinergica sensibilizzazione dei blasti di leucemia mieloide acuta nei
confronti della chemioterapia. Queste osservazioni sottolineano che la distruzione dei fattori
chiave coinvolti nelle interazioni stroma/leucemia puo risultare necessaria per la completa
eradicazione di questi blasti dalle nicchie del midollo osseo; gli inibitori di CXCR4
potrebbero presentare un nuovo approccio strategico capace di antagonizzare |’effetto

protettivo del microambiente nei confronti delle cellule leucemiche

Dati recenti evidenziano che le integrine innescano segnali di sopravvivenza mediante la
formazione di complessi macromolecolari con diverse proteine presenti sulla membrana
plasmatica. Uno dei partners coinvolti in questi complessi & rappresentato dai canali ionici.
La proteina canale non ¢ solamente un interattore passivo, ma Spesso retroagisce
controllando I’attivazione integrinica e la segnalazione a valle (Arcangeli e Becchetti, 2000).
Questi meccanismi possono fornire una conferma molecolare alle recenti dimostrazioni che i
canali ionici, soprattutto i canali di K+, segnano e regolano stadi specifici della progressione
neoplastica, e quindi possono rappresentare nuovi bersagli per la terapia tumorale (Arcangeli
et Al, 2009). Tra i canali ionici, i canali hERG, codificati dall’ ether-a-go-go-related gene I,
rappresentano un considerevole esempio di come questo tipo di canale di K+ sia in grado di
formare complessi multiproteici con le integrine nelle cellule tumorali (Arcangeli e Becchetti

2006).
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MATERIALI E METODI

FARMACI

E4031:1"E4031,(N-(4-[(1-[2-(6-methyl-2-pyridyl)ethyl]-4-piperidyl)-carbonil Jphenyl)

methanesulphonamide), (PM 510.5) (DBA) ¢ un antiaritmico di classe III, capace di causare
un incremento della durata del potenziale d’azione e del periodo refrattario effettivo a livello
dell’atrio, del ventricolo e delle vie accessorie. A dosaggi superiori a 160 mg/giorno si pud
osservare, all’ECG, un aumento dell’intervallo QT, senza modificazioni degli altri parametri
elettrofisiologici (Immamura et al., 1995). La sua attivita ¢ correlata all’inibizione della
corrente Ik, (Kasama et al., 1998); il blocco di tale corrente puo portare ad una condizione di
pro-aritmia. Deriva dal sotalolo, ed ¢ strutturalmente caratterizzato da due anelli aromatici,

separati da un anello piridinico (Fig. 1M):

CH~CHz-NH w d [
| ‘ AT WY W o,
OH CHCH), & ™ L A A

CHz-SO;~HN i

Sotalolo E4031
Fig. 1M: Struttura del Sotalolo e dell’E4031

DESAMETASONE: Il Desametasone (9-fluoro-11p,17,21-tridrossi-16a-metilpregna-1,4-

diene-3,20-dione) ¢ classificato come un corticosteroide non naturale, di semisintesi; pil
precisamente ¢ una sostanza con elevato potere glucocorticoideo, che agisce provocando la
morte cellulare programmata di alcune cellule. E un comune antinfiammatorio steroideo, ed
ha molti usi nel trattamento del cancro: approfittando delle proprieta anti-infiammatorie del
farmaco, i corticosteroidi vengono utilizzati per ridurre il gonfiore intorno al tumore. La

struttura del farmaco ¢& riportata in Fig. 2M:

Fig. 2M: Desametasone (nome commerciale Decadron)
Prima fase: Tossicita acuta e cronica dell’E4031
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Analisi della tossicita in fase acuta: Protocollo sperimentale

Per valutare in vivo il grado di tossicita ed i possibili effetti collaterali in fase acuta
dell’E4031, sono stati utilizzati quattro topi maschi appartenenti al ceppo CD1 di quattro
settimane di eta (acquistati presso la Charles River Laboratoies, Inc. e stabulati presso il
Centro per la Stabulazione degli Animali da Laboratorio dell’Universita di Firenze

(Ce.S.A.L.)). L’analisi sperimentale ¢ stata condotta prendendo in considerazione i seguenti

gruppi:

Gruppo di controllo: due esemplari ai quali ¢ stata somministrata un’unica dose di

soluzione fisiologica (100ul) intraperitoneo.

Gruppo E4031: due esemplari, entrambi trattati con una singola dose di E4031 pari a 20
mg/Kg i.p..

N

Per la caratterizzazione fenotipica di ciascun esemplare ¢ stato utilizzato un
elettrocardiografo ESAOTE (gentilmente concesso dall’Ing. Mazzocchi) modificato ad uso
veterinario ed adattato quindi al ritmo cardiaco dei topi (scorrimento della carta pari a
100mm/s). Gli esemplari sono stati anestetizzati con iniezione intraperitoneo di Avertina al
2,5% (17ul/g) e successivamente rasati in modo tale da consentire il  corretto

posizionamento degli elettrodi secondo il triangolo di Einthoven (Fig 3M).

Figura 3M : Elettrocardiografo Esaote (a sinistra) e disposizione degli elettrodi secondo il
triangolo di Einthoven in un topo CD1 anestetizzato (a destra).

Per ciascun esemplare sono stati eseguiti due tracciati:

Un primo tracciato, effettuato subito dopo 1’anestesia, con lo scopo di valutare le
condizioni iniziali di ciascun esemplare;
Un secondo tracciato, a dieci minuti dalla somministrazione intraperitoneale di

soluzione fisiologica o di E4031, per valutare I’effetto del farmaco.
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Per I’indagine & stata monitorata esclusivamente la derivata 1. Le misure riportate (intervallo
RR, intervallo PP, intervallo PR, intervallo QT e QTc) sono state ottenute da cinque
consecutivi complessi PQRST. L’intervallo QTc ¢ stato calcolato tenendo conto del battito
cardiaco dell’animale utilizzando la formula QTc= QT/\/(RR/IOO). Criteri standard sono stati

utilizzati per la misurazione degli altri intervalli.

CD1

Avertina

E4031

10’

\]II
]
&

Fig.4M: Rappresentazione schematica del test di tossicita farmacologica in acuto

Protocollo sperimentale: Analisi della tossicita cronica

Per determinare il grado di tossicita dell’ E4031 a seguito del trattamento in fase cronica

sono stati presi in considerazione due gruppi sperimentali:

Gruppo di controllo: trattato con soluzione fisiologica (100 pl) intraperitoneo per 12 giorni

consecutivi .

Gruppo E4031: trattato con E4031 per 12 giorni ad una concentrazione pari a 20 mg/Kg
intraperitoneo. (Fig.5M)
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Fig.SM: Rappresentazione schematica del test di tossicita farmacologia dell’E4031 in fase
cronica.

Durante e a seguito del trattamento le condizioni generali degli animali sono state monitorate
Sacrificio e prelievo degli organi

I topi sottoposti al test di tossicita in fase cronica sono stati sacrificati due giorni dopo la fine
del trattamento e cioe al quattordicesimo giorno dal primo inoculo. A seguito di un accurato
“check up”, utile per valutare le condizioni generali dell’animale e dei singoli organi, si ¢
proceduto alla raccolta del sangue periferico e al prelievo di tutti quegli organi (cuore,
fegato, reni) che potevano essere stati influenzati dal trattamento. Il sangue periferico ¢ stato
recuperato da ciascun esemplare subito dopo il sacrificio ed il siero ¢ stato sottoposto ad
analisi chimico-cliniche eseguite nel laboratorio Labor Service s.a.s., Poggibonsi, con lo
scopo di valutare eventuali variazioni, indotte dal trattamento farmacologico, dei seguenti

parametri ematici: transaminasi (AST ed ALT), urea e creatinina.

Gli organi prelevati al momento del sacrificio sono stati fissati in una soluzione di formalina
al 4%. Un frammento di ciascun organo & stato successivamente incluso in paraffina. Sezioni
da 5 pm sono state allestite e sottoposte ad una serie di colorazioni istologiche o ad analisi

immunoistologica. I preparati sono stati infine analizzati al microscopio.

Seconda fase: Efficacia farmacologica dell’E4031 in un modello murino di LLA

Colture cellulari
Per gli esperimenti svolti in questa tesi sono state utilizzate due linee cellulari leucemiche

umane:
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697: Linea cellulare stabilizzata. E una leucemia linfoblastica umana di tipo B, caratterizzata

dalla traslocazione t(1;19);

REH: Linea cellulare stabilizzata. E una leucemia linfoblastica umana pre-B caratterizzata
dalla traslocazione t(12;21)(p13;q22), dalla quale ha origine il gene di fusione TEI-AMLI
(anche conosciuto come EVT6-RUNX]I).

Tali cellule sono state mantenute in RPM1 1640 (Euroclone), supplementato con 10% di
siero bovino fetale (FBS) e 1 mM di L-glutammina. La coltura cellulare & stata incubata a 37

°C in atmosfera umidificata con il 95% d’aria e il 5% di CO,.

Animali

Topi NOD/SCID di cinque settimane di eta sono stati allevati e mantenuti in condizioni di
sterilita presso il LIGeMA dell’Universita di Firenze. Al momento dell’arrivo ¢ stato
eseguito un “check up” generale su ciascun animale con lo scopo di valutarne lo stato di
salute. Per maggiore sicurezza e per evitare che lo stress dovuto al viaggio potesse influire
sui trattamenti sperimentali, gli animali sono stati mantenuti sotto osservazione per circa una
settimana. Per tutta la durata della sperimentazione e in particolare nei periodi successivi al
trattamento, lo stato di salute dell’animale € stato costantemente monitorato. Né in
precedenza né a seguito del trattamento ¢ stato necessario sottoporre gli animali ad una
specifica dieta. Tuttavia, le caratteristiche immunologiche degli stessi hanno richiesto
I’'impiego costante di cibo d acqua sterili. All’interno della camera sterile il ciclo giorno-

notte ¢ stato garantito dall’accensione e spegnimento automatico della luce e la temperatura ¢

stata settata e mantenuta costante a 23°C

Protocollo con E4031

Per indurre la malattia sono state inoculate, nella vena caudale di ciascun topo, cellule
leucemiche umane 697 (5x10° cellule/topo). Sette giorni dopo I’inoculo, tempo necessario
per consentire alle cellule leucemiche di impiantarsi, si ¢ iniziato il trattamento

farmacologico. Gli animali, divisi in quattro gruppi, sono stati cosi trattati:
1 - Somministrazione i.p. di soluzione fisiologica per due settimane.

2 - Somministrazione i.p. di E4031 (20 mg/Kg) per due o quattro settimane.
3 - Somministrazione i.p. di soluzione fisiologica per quattro settimane.

4 - Somministrazione i.p. di E4031 (20 mg/Kg) per quattro settimane.
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Protocollo con desametasone + E4031

Per indurre la malattia sono state inoculate, nella vena caudale di ciascun topo, cellule
leucemiche umane REH (5x10° cellule/topo). Sette giorni dopo I’inoculo, tempo necessario
per consentire alle cellule leucemiche di impiantarsi, si ¢ iniziato il trattamento

farmacologico. Gli animali, divisi in quattro gruppi, sono stati cosi trattati:
1 - Soluzione fisiologica.

2 - E4031

3 - Desametasone (15 mg/Kg).

4 - Desametasone (15 mg/Kg) + E4031 (20mg/Kg) per cinque giorni la settimana per due

settimane.

Le condizioni generali del singolo animale sono state monitorate giornalmente sino al
momento del sacrificio. Dopo tre o cinque settimane dall’inizio del trattamento, tutti gli
esemplari sono stati sacrificati. A seguito di un accurata analisi macroscopica, utile per
valutare la condizione in generale dell’animale e dei singoli organi, si ¢ proceduto con il
prelievo del femore. L’aspirato midollare ¢ stato ottenuto da uno dei due femori secondo la

seguente procedura:

prelievo e ripulitura meccanica del femore stesso

rimozione dell’epifisi e della diafisi

aspirazione mediante siringa contenente terreno di coltura e di eparina.

Parte dell’ aspirato midollare ¢ stato sottoposto ad un’incubazione in cloruro di ammonio in
modo tale da ottenere la lisi dei globuli rossi. I lisati sono stati centrifugati e i pellet risospesi
in PBS 1X. Ciascun campione & stato diviso in due aliquote ed incubato a 37°C per 15
minuti con 1pl di anticorpo primario (anti-human CD45 la prima aliquota, anti-mouse CD45
la seconda). I preparati sono stati nuovamente centrifugati e i pellet risospesi in PBS. Le
aliquote trattate con 1’anticorpo primario anti-human CD45 sono state incubate al buio, per
15 minuti a 37°C, con 1 pl di anticorpo secondario anti-mouse, mentre quelle trattate con
I’anticorpo primario anti-mouse CD45 con un anticorpo secondario anti-rat a seconda
dell’animale in cui erano stati prodotti gli anticorpi primari. Entrambi gli anticorpi secondari
sono coniugati con la fluoresceina (FITC). Infine i campioni sono stati centrifugati e

risospesi in PBS pill formalina al 1% e conservati a 4°C fino al momento della lettura.
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Tunel assay

Alla base dell’apoptosi sono stati identificati una serie di eventi molecolari e biochimici che
includono I’attivazione di endonucleasi endogene capaci di clivare il DNA in oligonucleotidi
osservabili come “ladder” di frammenti di DNA su gel di agarosio. La presenza di questo
ladder ¢ sufficiente per dimostrare 1’evento apoptotico. Le endonucleasi apoptotiche non
attaccano esclusivamente il DNA producendo il classico ladder di DNA, ma sono anche in
grado di produrre dei gruppi 3’-OH liberi alle estremita terminali dei frammenti di DNA.
Tali frammenti possono essere quindi impiegati per discriminare le cellule apoptotiche dalle
altre. Il kit utilizzato per la nostra analisi (FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit) & in
grado di riconoscere tali estremita e di marcarle. I frammenti di Klenow che espongono
I’estremita terminale dei frammenti generati dalle endonucleasi in risposta ai segnali
apoptotici vengono marcati con la biotina. I nucleotidi cosi marcati vengono individuati
utilizzando la streptavidina di cavallo coniugata con una perossidasi. La DAB (3,3-
diaminobenzidina-tetraidrocloruro) a questo punto reagisce con le strutture marcate
generando una tipica colorazione localizzata. La controcolorazione viene fatta mediante

I’impiego del verde di metile.
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RISULTATI

Un concetto che emerge dalla letteratura degli ultimi anni (Burger et al.,2000; Konopleva et
al.,2002, Kumagai et al., 1996, Lagneaux et al.,1998, Manabe et al., 1994; Panaviotidis et al.,
1996, Weiberg et al., 2001) ¢ che le cellule mesenchimali midollari (MSC) non solo
favoriscono la crescita delle cellule leucemiche, ma le proteggono anche dagli effetti della
chemioterapia. Nel corso di questo dottorato di ricerca, abbiamo dimostrato, nel laboratorio
della professoressa Arcangeli, che co-colture di cellule leucemiche di LLA e cellule
mesenchimali midollari promuovono la formazione di un complesso macromolecolare a
livello della membrana plasmatica costituito dalla subunita integrinica []1, dal canale del
potassio voltaggio-dipendente hERG1 e dal recettore per le chemochine CXCR4. Tale
complesso multiproteico, la cui formazione ¢ determinata dall’attivazione dell’integrina [11,
innesca una cascata segnalatoria che, mediante fosforilazione di ILK (integrin-linked
kinase), attiva le vie a valle (in particolare, quelle relative alle MAPK e a PI3K/Akt)
promuovendo la sopravvivenza cellulare. L’attivazione di tali vie segnalatorie risulta
fortemente dipendente dall’attivazione del canale hERGI1 al punto tale che il blocco di
questo canale puo revertire la chemioresistenza delle cellule neoplastiche. Abbiamo inoltre
dimostrato, che in vitro la resistenza ai normali agenti chemioterapici (doxorubicina,
prednisone e metotrexato) conferita dalle cellule mesenchimali alle cellule leucemiche puo
essere fortemente ridotta combinando gli stessi farmaci ad inibitori selettivi di hERG1 quali
I’E4031 e il Way 123,398 (antiaritmici di classe III), il Sertindolo (antipsicotico) e I’

Eritromicina (antibiotico).

Il mio contributo in questo studio ¢ stato quello alla valutazione in un modello preclinico di

LLA dell’effetto terapeutico dell’ inibizione del canale del potassio hERGI.

L’intera analisi ¢ stata condotta in due fasi, una prima fase ha previsto lo studio della
tossicita del farmaco E4031 sia in fase acuta che cronica ed una seconda fase che ha invece

previsto la valutazione dell’efficacia farmacologica in un modello murino di LLA.

Prima fase

Valutazione della tossicita dell’inibitore E4031 in fase acuta

Nonostante numerosi studi abbiano dimostrato I’efficacia farmacologica degli antiaritmici di
classe III nella cura delle aritmie cardiache, il maggior ostacolo nell’impiego clinico degli
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stessi ¢ rappresentato paradossalmente dalla loro elevata capacita di indurre nell'uomo
proaritmie o causare l’insorgenza di particolari sindromi quali quella del QT-lungo. In
particolare I’E4031 & un antiaritmico di classe IIl derivante dal Sotalolo che agisce
bloccando il canale hERGI1 riducendo di conseguenza la corrente I, (Kasama et al. 1998).
Sebbene i canali ionici nel topo e nell’'uomo siano altamente conservati, significative
differenze elettrofisiologiche sono presenti tra le due specie (London, 2001;Nerbonne et al.,

2001) (Fig.1R).
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Fig.1R: Correnti ioniche cardiache, potenziali d’azione ed ECG nell’uomo rispetto al
topo: sono state riportate sia per I’uomo che per il topo le principali correnti depolarizzanti e
ripolarizzanti. 11 valore dell’APDy, indica il tempo necessario per avere il 90% della

ripolarizzazione. Da notare come i due tracciati ECG mostrino differenze.

I topi hanno un ritmo cardiaco circa 10 volte maggiore a quello del uomo, il che richiede
potenziali d’azione piu brevi e correnti diverse di ripolarizzazione. Nell’'uomo, le principali
correnti ripolarizzanti sono le correnti I, ed Ig,; mentre nel topo le principali correnti

ripolarizzanti sono:

La componente rapida e lenta della corrente transitoria in uscita del potassio (I
codificata da Kv4,3 e Kv4.2; I, ,, codificata da Kv1.4);
Le correnti rettificanti tardive lente (I 0w, codificata da KV 1.5, e Ik sow2, codificata da

Kv2.1).
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Esistono quindi marcate differenze nell’ ECG del topo e dell’ uomo, differenze che vanno
considerate quando si utilizza il topo come modello sperimentale. E stato dimostrato infatti
come il farmaco E4031 nell’'uomo sia in grado di bloccare la Iy, aumentando il tratto QT;

mentre nel topo, al momento, non sono stati studiati gli effetti di questo farmaco.

Con lo scopo di valutare il grado di tossicita acuta dell’E4031 in vivo, topi CD1 maschi di
quattro settimane di eta sono stati anestetizzati con Avertina al 2,5% (17ul/g) e
successivamente rasati in modo tale da consentire il corretto posizionamento degli elettrodi
secondo il triangolo di Einthoven. Per ciascun esemplare sono stati eseguiti due tracciati: uno
successivo alla somministrazione dell’anestetico ed il secondo a dieci minuti dalla

somministrazione di un’unica dose di soluzione fisiologica o del farmaco (Tab.1R).

Gruppo Topi per gruppo Dose e somministrazione
Avertina+Fisiol 2 100pl/ i.p.
Avertina+E4031 2 20mg/Kg/i.p.

Tab.1R: Schema riepilogativo del trattamento eseguito in topi CD1 per la valutazione della
tossicita farmacologica in fase acuta dell’E4031.

Per I’indagine ¢ stata monitorata esclusivamente la derivata I. Le misure riportate (intervallo
RR, intervallo PP, intervallo PR, intervallo QT e QTc) sono state ottenute da cinque
consecutivi complessi PQRST. L’intervallo QTc ¢ stato calcolato tenendo conto del battito
cardiaco dell’animale utilizzando la formula QTc= QT/\/(RR/IOO). Criteri standard sono stati

utilizzati per la misurazione degli altri intervalli.

I tracciati ottenuti sono riportati in figura 2R; mentre le relative misure ottenute da cinque

consecutivi complessi PQRST sono riportate nella tabella 2R.
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|

CARDIDLINE

Fig 2R: ECG relativi ad un animali trattati rispettivamente, dall’alto in basso , nel modo
seguente: Avertina 2,5% , Avertina 2,5%+Fisiol , Avertina 2,5%+E4031.

ECG Avertina 2,5% Avertina P-value Avertina 2,5%1 E403] P-value
2,3%~Fisiologica (Avertinad%- (20mg/Kg) {Avertina2,5%-
Avertinal,3%-fisiol) Avertinal 3%+E4031)

RR 1855 mg 180:5ms 0 20010 ms 0,15

PP 187,357.5 ms 1705 ms 0,9 20£10 ms 021

PR 42542 5 ms 505 ms 0.3 4555 ms 0,69

01 400 ms 40:0 0 40+0 ms 0

QTe 29,540,5 ms 290 0 27.540,5 ms 0

Tab.2R: Misurazioni relative a 5 complessi PQRST consecutivi in topi CD1 anestetizzati e
successivamente trattati con soluzione fisiologica o E4031.

Come riportato sia nella tabella 2R sia nella figura 2R non si osservano differenze
significative nel tratto QTc tra i topi trattati con la soluzione fisiologica e quelli trattati con
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I’E4031 (20mg/Kg) dimostrando che tale farmaco non ha alcun effetto sulla fase di

ripolarizzazione cardiaca del topo.

Valutazione della tossicita cronica dell’inibitore E4031.

Per determinare il grado di tossicita dell’E4031 a seguito del trattamento in fase cronica,
sono stati utilizzati quattro topi maschi appartenenti al ceppo CD1 di quattro settimane di eta.
Come riportato nella tabella 3R gli esemplari sono stati trattati per 12 giorni consecutivi con
inoculi i.p. di 100pul di soluzione salina fisiologica o con 20mg/Kg di E4031. Durante il
trattamento farmacologico le condizioni generali dei singoli animali sono state monitorate
giornalmente. Nessun esemplare ha manifestato evidenti segni di sofferenza. Al
quattordicesimo giorno dall’inizio del trattamento e quindi due giorni dopo 1’ultimo inoculo,
tutti 1 topi erano ancora in vita. Al momento del sacrificio si & proceduto prelevando da
ciascun animale il sangue periferico e tutti quegli organi che in un modo o nell’altro possono

essere interessati dal trattamento farmacologico (cuore, fegato e rene).

Gruppo Topi per Dose e somministrazione
gruppo
Avertina+Fisiol 2 100pl/ i.p./12gg
Avertina+E4031 2 20mg/Kg/i.p./12gg

Tab.3R: Schema riepilogativo del trattamento eseguito in topi CD1 per la valutazione della
tossicita farmacologica in fase cronica dell’E4031

Il pannello riportato in figura 3R evidenzia i preparati istologici di cuore, fegato e rene a
seguito del trattamento farmacologico. Come si pud notare mentre a livello cardiaco la
morfologia non ¢ alterata, a livello epatico il trattamento prolungato con I’ E4031 causa una
lieve alterazione della distribuzione degli epatociti all’interno del parenchima. Il danno
epatico ¢ confermato dalle analisi chimico-cliniche che riportano una tendenza
all’incremento delle transaminasi: 1’aspartato aminotransferasi (AST) € quasi raddoppiata nei
trattati, anche se non statisticamente significativo. Dal punto di vista morfologico il rene
sembra non subire alcun tipo di danno, tuttavia le analisi chimico-cliniche evidenziano nel
gruppo trattato farmacologicamente un lieve aumento delle concentrazioni sieriche della
creatinina e dell’urea rispetto al gruppo di controllo.
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Controllo

Fig 3R: Colorazione E/E di cuore (10X), fegato e rene (20X) di topi di controllo o
trattati con E4031.

I dati ottenuti in questa prima fase sperimentale hanno condotto ai seguenti

risultati:

il farmaco non ha alcun effetto sulla fase di ripolarizzazione cardiaca del topo;
non ¢ stata rilevata nessuna alterazione n¢ macroscopica né microscopica della
morfologia cardiaca;

non si ha tossicita a carico del tessuto epatico e renale;

Seconda fase

Tutti gli esperimenti in vivo finalizzati alla comprensione del ruolo del
macrocomplesso integrina f1, hERG1 e CXCR4 nel conferire alle cellule leucemiche
farmacoresistenza, e alla possibilita di revertire tale effetto protettivo mediante
Iinibizione di hERGI1, sono stati condotti in topi NOD/SCID. La scelta dei
NOD/SCID come modello animale appropriato per il nostro studio deriva dall’attenta

valutazione di quelle che sono le caratteristiche immunitarie di questo ceppo:

1) Assenza di linfociti T e B maturi;
2) Ridotta presenza di cellule NK attive;
3) Disfunzioni nel sistema del complemento;

4) Macrofagi incapaci di produrre IL-1.
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Nel complesso, tutte queste caratteristiche si traducono in un’immunodeficienza
genetica caratterizzata da difetti multipli sia nell’immunita innata che nell’immunita

acquisita e quindi in una capacita di tollerare le cellule leucemiche umane inoculate.

In un primo set di esperimenti i topi NOD/SCID, sono stati inoculati endovena con la linea
cellulare leucemica umana 697. Dal momento dell’inoculo i topi sono stati costantemente
monitorati. Il trattamento farmacologico con I’E4031 (20 mg/Kg) i.p. per due settimane &
stato iniziato sette giorni dopo I’'inoculo delle cellule leucemiche, tempo necessario a queste
ultime per impiantarsi e dare inizio alla malattia. Il trattamento farmacologico che abbiamo
deciso di utilizzare & in accordo con quanto descritto in letteratura per 1'E4031 (Lande and
al., 2001; Royer and al., 2005). Durante il trattamento nessun esemplare ha mostrato segni
evidenti di sofferenza. Alla terza settimana dall’inoculo tutti gli esemplari erano ancora in
vita. Meta di questi sono stati prelevati e sacrificati; mentre i rimanenti sono stati utilizzati
per generare una curva di sopravvivenza. Al momento del sacrificio abbiamo eseguito un
attento controllo su ogni animale ed abbiamo quindi effettuato il prelievo dei femori, del
sangue periferico, e degli organi ematopoietici extramidollari che nel topo sono il fegato e la
milza. Il primo dato importante finalizzato alla valutazione dell’evoluzione clinica della
malattia ¢ stato ottenuto proprio mediante analisi al citofluorimetro dei campioni di sangue
midollare (BM). Tale valutazione ¢ stata eseguita stimando nel midollo osseo di ciascun
esemplare la percentuale di cellule leucemiche umane CD45" rispetto a quelle CD45"
murine. Il rapporto tra queste & stato utilizzato per valutare quanto avanzata fosse la malattia:
maggiore risulta essere questo rapporto, pit la malattia & avanzata. Come riportato in figura
4R(A), una riduzione significativa della percentuale di cellule leucemiche umane ¢ visibile
sia nell’aspirato midollare che nel sangue periferico (PB) del gruppo di animali trattato con
E4031 rispetto a quelli trattati con la sola soluzione fisiologica. II dato ottenuto al
citofluorimetro ¢ stato confermato a livello midollare anche mediante analisi di

immunoistochimica basata sull’utilizzo dell’ anticorpo anti hMHCI (dato non mostrato) .
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Figura 4R: Trattamento con inibitore di hERG1 (E4031) in topi NOD/SCID inoculati

con linea cellulare 697. A, schematizzazione del protocollo eseguito (sopra) e valutazione
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dell’evoluzione della malattia in BM e PB mediante determinazione della percentuale di

cellule humanCD45% vs cellule murine CD45% con analisi al FACS (sotto);

Sempre mediante analisi istologica basata sull’utilizzo dell’anticorpo hMHCI ¢ stato
possibile osservare un'importante riduzione quantitativa delle cellule leucemiche nelle sedi
extramidollari (fegato e milza) che si traduce in una ridotta capacita invasiva delle cellule
neoplastiche (Fig.5RB,C). L’infiltrato leucemico, sia in sede midollare che extramidollare,
risulta essere quindi notevolmente ridotto nei topi trattati con l'inibitore di hERGI1. Per
quanto riguarda i dati relativi alla sopravvivenza come riportato in figura 5R (D) il
trattamento farmacologico giornaliero con E4031 (20 mg/Kg) per due settimane dei topi
inoculati con le cellule leucemiche 697 ha come effetto un incremento significativo della

sopravvivenza (P=0,004, Student ¢ test).
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Figura 5R: B, IHC su preparato epatico di topi trattati o meno con E4031; C, IHC su
preparato splenico di topi trattati o meno con E4031; D, Curva di sopravvivenza.
Abbreviazioni: BM, midollo osseo; PB, sangue periferico; C, controllo; IHC,
immunoistochimica.

In un secondo set di esperimenti (Figura 6R.A) abbiamo testato gli effetti del trattamento
combinato con E4031 e desametasone su cellule REH, che sono note essere resistenti ai

corticosteroidi (Bechmann et al.,2005). Questa linea leucemica ¢& -caratterizzata
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geneticamente dalla presenza della traslocazione t(12;21)(p13;q22), dalla quale ha origine il

gene di fusione TEI-AMLI) (vedi introduzione).

In particolare il protocollo in vivo da noi utilizzato per valutare l'effetto terapeutico
dell'inibitore di hERG1 da solo o in combinazione con un chemioterapico classico ¢

consistito nella somministrazione giornaliera per 2 settimane consecutive di:

gruppo a: soluzione fisiologica;
gruppo b: 20mg/Kg E4031;
gruppo c: 15mg/Kg Desametasone;

gruppo d: 15mg/Kg Desametasone + 20mg/Kg E4031;

Nel caso dell’E4031 abbiamo utilizzato dosi identiche a quelli dell’esperimento precedente;
mentre nel caso del Desametasone abbiamo usato le dosi utilizzati nella terapia

convenzionale per I'uomo.

A »
%

J
IR e
0123 456 789 WM 121314151617T18192021 G|Drnl

- i.v. Inoculo di cellule REH

-+ i.p. a- Soluzione salina
b- E4031
c- dexametasone | |
d- dexametasone + E4031 1

=+ Sacrificio

Figura 6R: Topi NOD/SCID inoculati con una la linea cellulare REH

farmacoresistente. A, Schematizzazione del protocollo eseguito;

N

Il primo dato importante anche in questo caso ¢ stato ottenuto mediante analisi al
citofluorimetro dei campioni di sangue midollare. Come riportato nella figura 7R(B) una
riduzione della percentuale di cellule leucemiche umane ¢ visibile nell’aspirato midollare di

tutti gli animali trattati farmacologicamente, rispetto a quelli trattati con la sola soluzione
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fisiologica. L’inibitore specifico del canale hERGI1, E4031, ¢ in grado di dimezzare il
numero delle cellule leucemiche a livello midollare, e il suo effetto risulta notevolmente
potenziato quando abbinato al Desametasone: nel trattamento combinato la percentuale di
cellule leucemiche viene fortemente abbattuta. Come ¢ possibile osservare l'engraftment
midollare ¢ diminuito in modo significativo dal trattamento con il solo E4031 (P<0,05), ma
lo ¢ ancor pill negli animali trattati con la combinazione dell'inibitore di hERG1 e del
Desametasone. A questo punto abbiamo analizzato se questo effetto di inibizione
sull'attecchimento midollare, fosse imputabile ad un incremento dell'apoptosi a questo
livello. Il numero di cellule apoptotiche a livello midollare & stato definito mediante reazione
Tunel su preparati istologici di femore di esemplari NOD/SCID inoculati con la linea
cellulare REH e sottoposti ai vari trattamenti farmacologici in esame. Nell' istogramma in
figura 7RC ¢ riportato il numero di cellule apoptotiche osservate per campo microscopico nei
diversi gruppi di animali sottoposti ai vari trattamenti farmacologici. Come ¢ possibile
osservare il numero di cellule apoptotiche nel midollo & incrementato in seguito a
trattamento con E4031, in modo significativo rispetto alle condizioni di controllo (¢ infatti
quasi triplicato), ma lo ¢ in modo ancora pill netto nei femori degli animali sottoposti a
doppio trattamento (P<0,01). Una netta riduzione della quantita di cellule leucemiche a

seguito del doppio trattamento si osserva anche a livello splenico (Fig.7RD).
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cellule humanCD45% vs cellule mouseCD45% con analisi al FACS; C, Tunel assay su
sezioni di midollo osseo. E’ mostrato il numero di cellule apoptotiche per campo
microscopico; D, Valutazione dell’infiltrazione leucemica a livello splenico. Abbreviazioni:
BM, midollo osseo; C, controllo; Dexa, desametasone; IHC, immunoistochimica.

I dati riportati indicano chiaramente che i bloccanti di hERGI utilizzati nei modelli
leucemici a nostra disposizione, singolarmente o in combinazione, sono in grado di revertire

il fenotipo farmaco-resistente.

CONCLUSIONI

Uno dei principali ostacoli nel trattamento delle LLA & rappresentato dalla resistenza delle
cellule neoplastiche alla chemioterapia. E ormai noto da tempo che all’interno del midollo
osseo le cellule mesenchimali creano un ambiente protettivo in cui le cellule leucemiche
possono rifugiarsi e sfuggire all’azione dei farmaci. Il microambiente midollare risulta
composto da chemochine, citochine, fattori di crescita, ormoni e componenti della matrice
extracellulare. In tale contesto, acquista un ruolo fondamentale il complesso
macromolecolare f1/hERG1/CXCR4 presente a livello della membrana plasmatica delle

cellule leucemiche.

Questo complesso proteico, dopo I’attivazione mediata dalle cellule stromali mesenchimali
(MSC), ¢ in grado di innescare una cascata segnalatoria che, mediante fosforilazione di ILK
(integrin-linked kinase), attiva le vie a valle (in particolare, quelle relative alle MAPK e a
PI3K/Akt). L attivazione di tali pathways risulta fortemente dipendente dall’attivazione del
canale hERG1. Infatti I’inibizione in vitro di tale canale con inibitori selettivi del canale
(E4031, Way, Sertindolo, Eritromicina) ha come effetto il blocco dell’attivazione di tali vie

segnalatorie e 1’induzione dell’ apoptosi.
Dai dati riportati in questa tesi emerge che in vivo:

il trattamento farmacologico con E4031 non causa tossicita cardiaca né in fase acuta né in
fase cronica.

il blocco del canale hERG1 nel trattamento in vivo potenzia in modo significativo gli effetti
pro-apoptotici della chemioterapia e determina un prolungamento della sopravvivenza alla
malattia (OS, overall survival) diminuendo la capacita infiltrante dei blasti leucemici a

livello midollare, del sangue periferico e degli organi extramidollari.
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Queste osservazioni ci permettono di identificare negli inibitori di hERG1 una nuova
strategia farmacologica per il superamento della farmacoresistenza indotta dal

microambiente midollare.

I risultati riportati in questo capitolo di tesi sono stati pubblicati sulla rivista internazionale

Blood (2010) e sono stati oggetto di presentazioni ai congressi, qui di seguito elencati:
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INTRODUZIONE

Ruolo dell’ormone leutinizzante e del suo recettore LHr nel

cancro all’endometrio analisi in vitro ed in vivo

Cancro dell'endometrio

Il cancro all’endometrio ¢ uno dei tumori maligni piu frequenti dell’apparato
riproduttivo femminile, la cui incidenza ha dimostrato una tendenza all’aumento nel
corso dell’ultima decade (F. Amant et al.; 2005; P.G. Rose; 1996). L’utero ¢ una
struttura impari, a forma di pera, disposto centralmente nella pelvi. E’ suddiviso in
tre regioni: fondo, corpo e cervice. La parete dell’utero ¢ costituita dall’endometrio,
ovvero il rivestimento mucoso, dal miometrio, muscolare e dall’avventizia,
connettivale. Circa il 75% dei casi di cancro dell’endometrio sono diagnosticati con
il tumore confinante con il corpo dell’utero (F. Amant et al.; 2005; P.G. Rose; 1996),

di questi il 15-20% presenta ricaduta e non risulta responsivo alla terapia sistemica.

Classificazione

Il cancro dell’endometrio puo essere diviso in due sottotipi, di tipo I o di tipo II, la
cui distinzione si basa su caratteristiche istologiche. Il tipo I, chiamato anche tipo
endometrioide, a causa della sua somiglianza istologica con I’endometrio, annovera
pit del 75% dei casi (ACOG Commitee on Practice Bullettins-Gynecology; 2001).
Questo primo tipo ¢ associato a una buona prognosi, basso stadio e grado e istologia
endometriale. La maggior parte dei tumori di tipo I, che si verificano a causa di una
stimolazione di estrogeni non controbilanciata da progestinici, porta a una iperplasia
endometriale. La probabilita che I’iperplasia dell’endometrio progredisca verso un
adenocarcinoma ¢ maggiore in pazienti che hanno un elevato grado di atipia
citologica. Una iperplasia semplice infatti, senza atipia cellulare, ha 1’"1% di

probabilita di progredire in un carcinoma, se non trattato; in presenza di atipia

cellulare invece, la probabilita ¢ dell’8% (Trope CG, et al; 2005). I tumori
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endometriali che sono associati a iperplasia tendono ad essere ben differenziati,
mimando le normali ghiandole endometriali nell’aspetto istologico o a mostrare
alterate differenziazioni (differenziazione mucinosa, tubarica, epidermoidale).
Sebbene i carcinomi endometriali possano essere associati a distinte neoplasie
primitive che originano da una endometriosi ovarica, essi tendono a non diffondersi
alle superfici peritoneali. I tumori di tipo I sono associati a fattori di rischio

iperestrogenici (molto spesso il recettore estrogenico e progestinico ¢ positivo),

instabilita dei microsatelliti, e mostra mutazioni a carico di K-ras o PTEN.

Il cancro dell’endometrio di tipo II invece, & caratterizzato da alto stadio e grado,
assenza di istologia ‘“simil-endometriale” e cattiva prognosi. Lesioni di tipo II non
sono correlate all’esposizione agli estrogeni o all’iperplasia endometriale. Questi
tumori si manifestano in eta avanzata, e sono tipicamente diagnosticati a uno stadio
pil avanzato e mostra una prognosi peggiore del tipo I. I tumori di tipo II
comprendono cellule sierose, chiare, carcinomi squamosi e adenosquamosi. In questo
gruppo, i tumori sono in genere meno differenziati, comprendendo i tumori che
somigliano ai sottotipi dei carcinomi ovarici (carcinomi sierosi). Presumibilmente
essi iniziano come neoplasie dell’epitelio di superficie che poi si estendono in
strutture ghiandolari adiacenti e che in seguito invadono lo stroma endometriale.
Questo secondo tipo di tumore ¢ molto spesso aneuploide e presenta alterazioni a
carico di CDKN2A, TP53 e ERBB2 (S.F. Lax; 2004). Tali alterazioni molecolari,
nonostante il valore prognostico, non hanno stabilito un criterio per migliorare la
terapia (S.F. Lax; 2004). Comunque, il valore prognostico della divisione tra tipo I e
tipo II € limitato, poiché piu del 20% del cancro di tipo I si ripresenta, e meta del
cancro di tipo II non si ripresenta (P.G. Rose; 1996). Inoltre, le caratteristiche
molecolari della distinzione sono state comprese solo parzialmente. Malgrado la loro
alta frequenza, i tumori endometriali colpiscono principalmente le donne in
postmenopausa, causando sanguinamento atipico (postmenopausale). Questo
permette la precoce individuazione e la terapia a uno stadio precoce. Il picco

d’incidenza ¢ fra i 55e i 65 anni per poi diminuire.

Esistono vari tipi di classificazione del carcinoma dell’endometrio. La prima ad
essere stata formulata dalla FIGO (Federazione Internazionale di Ginecologia e
Ostetricia) nel 1971 consiste nel classificare il carcinoma dell’endometrio in stadi,

basandosi su dati clinici, sull’analisi di reperti bioptici dell’endocervice,
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dell’endometrio o sulla misurazione della cavita uterina. Questo tipo di

N PN

classificazione ¢ risultata essere un po’ approssimativa, tanto ¢ che 1’80 % delle
neoplasie endometriali considerata al primo stadio clinico, in seguito ad un’analisi
post chirurgica risultava in stadi patologici piu avanzati. Per ogni categoria, inoltre, &
utile associare il grado di differenziazione, espresso tramite la lettera G, nel seguente

modo:

G1 : tumore ben differenziato;
G2 : tumore moderatamente differenziato;
G3: tumore scarsamente differenziato

Nel caso dell’adenocarcinoma endometriale, a ciascun grado corrispondono
determinati aspetti istologici:

G1 : 5 % o meno di strutture con aspetto solido e non squamoso G2 1 6-10 % di
strutture con aspetto solido non squamoso G3 : piu del 50 % di elementi solidi non

squamosi

I gradi piu frequenti sono il G1 e Gz’ mentre il G3 rappresenta il 10 % del totale. La

sopravvivenza a cinque anni per le pazienti con carcinoma endometriale al primo
stadio varia tra il 70-95 %, mentre al secondo stadio la percentuale scende fino al

60%

Classificazione FIGO

Classificazione Grado Descrizione

FIGO Stadio

Stadio IA G1,2,3 Tumore limitato alla mucosa
uterina

Stadio IB G1,2,3 Invasione di meno di meta del
miometrio

Stadio IC G1,2,3 Invasione di pitt di meta del
miometrio

Stadio ITA G1,2,3 Invasione solo della
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ghiandola endocervicale

Stadio IIB G1,2,3 Invasione dello stroma
cervicale

Stadio IIIB G1,2,3 Metastasi vaginali

Stadio IIIC G1,2,3 Metastasi al pelvi e/o ai

linfonodi paraortici

Stadio IVA G1,2,3 I tumore invade la mucosa
della vescica e/o la mucosa

intestinale

Stadio IVB G1,2,3 Metastasi a distanza, incluse
metastasi intraaddominali e/o

ai linfonodi

Successivi studi hanno messo in evidenza I'importanza di fattori fino ad allora
trascurati come il grado istologico, I’infiltrazione miometriale, la diffusione al canale
cervicale, la citologia peritoneale e la diffusione linfonodale. Tutti questi parametri
hanno portato alla formulazione della classificazione FIGO. Un ulteriore criterio per
la stadiazione del cancro endometriale ¢ rappresentato dal sistema TNM, nel quale
sono presi in considerazione tre parametri: 1’estensione del tumore primario (T), il

grado di coinvolgimento linfonodale (N) e la presenza di metastasi a distanza (M).

Fattori di rischio

Pur non essendo nota I’eziologia esatta del carcinoma dell’endometrio, sono state
evidenziate alcune condizioni che si riscontrano frequentemente in donne affette da

questa patologia.

I principali fattori di rischio sono:

e Obesita
* Diabete

* Estrogeni
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La presenza di una attivitd estrogenica non opposta dai progestinici sembra essere la
principale causa di neoplasie endometriali. Infatti, una continua e prolungata
esposizione agli estrogeni pud esercitare potenti effetti mitogenici sulla superficie
epiteliale dell’endometrio, contribuendo cosi alla trasformazione maligna di
quest’ultimo. Oltre alla forma estrogeno-correlata (adenocarcinoma endometrioide e
sue varianti), vi sono varianti non estrogeno-correlate (adenocarcinoma sieroso
papillare e a cellule chiare) maggiormente aggressive, che insorgono anche in
periodo premenopausale. La ormonoterapia sostitutiva con soli estrogeni aumenta il
rischio da 2 a 10 volte, mentre 1’associazione di combinazioni estro-progestiniche a

scopo contraccettivo rappresenta un fattore protettivo.
* Terapia con tamoxifene
* Menarca precoce e/o menopausa tardiva
* Nulliparita

Biologia Molecolare

Pur non essendo ancora completamente definiti gli eventi molecolari coinvolti nella
patogenesi del carcinoma endometriale, alcuni aspetti sono gia stati identificati. Le
alterazioni genomiche tipiche del carcinoma del colon-retto sono presenti anche nel
carcinoma endometriale. La mutazione sequenziale di geni come K-ras, p53 e DCC
condiziona il passaggio da forme di iperplasia, ad adenoma, a carcinoma. Rilevante
appare anche I’instabilita di microsatelliti. L’inattivazione del gene oncosoppressore
PTEN riveste un ruolo importante nella carcinogenesi del carcinoma dell’endometrio,
mentre la mutazione di un altro gene oncosoppressore come pS53 condiziona una

peggiore prognosi.
Diffusione

La diffusione dei carcinomi dell’endometrio puod avvenire per via diretta, per via linfatica
e per via ematica. Tramite la via diretta il tumore puo invadere il miometrio, il canale
cervicale e I’esocervice, le tube, le ovaie, la vescica e la cavita peritoneale; attraverso il
sistema linfatico invece, le cellule neoplastiche raggiungono la vagina, le tube, le ovaie e
i linfonodi, soprattutto i quelli pelvici; attraverso la terza e ultima via,il tumore puo dar
vita a piccoli focolai a distanza. Le sedi preferenziali per I’insorgenza di metastasi sono i
polmoni, il fegato, le ossa e il sistema nervoso centrale. Il tipo di diffusione dipende dal

grado di differenziazione cellulare. I tumori ben differenziati in genere, rimangono
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confinati a livello dell’endometrio, mentre quelli poco differenziati vanno spesso

incontro a metastatizzazione in linfonodi ed altre sedi.

Gonadotropine

Il cancro dell’endometrio ¢ una patologia ormonodipendente. Anche se gli estrogeni
vengono considerati come i maggiori responsabili, non ¢ ancora stato dimostrato quale
sia il loro ruolo. E’ noto perd, che 1’azione di tali ormoni se non controbilanciata dal
progesterone costituisce un fattore di rischio considerevole nell’insorgenza del tumore.
L’endometrio sottoposto allo stimolo proliferativo indotto dagli estrogeni, progredirebbe
infatti attraverso vari stadi di iperplasia verso I’adenocarcinoma. Questa trasformazione

continua anche se lo stimolo estrogenico cessa.

Le gonadotropine (GTs) sembrano essere coinvolte nella storia naturale di alcuni tipi di
cancro all’endometrio. In quest’ottica, I’asse LH/hCG, potrebbe costituire un fattore di
prognosi per il cancro dell’endometrio. LH e hCG, prodotti rispettivamente dalla
ghiandola ipofisaria e dalla placenta, sono strutturalmente affini agli ormoni glicoproteici
(GPH). Sono entrambi eterodimeri con subunita a e 3 legati da un legame non covalente.
La subunita o ¢ di 92 aminoacidi, come quella del GPH; invece la subunita § ¢ un
peptide pit lungo ed ¢ diverso dagli altri membri della famiglia GPH. I primi 114
aminoacidi di hCG hanno 1I’80% di omologia con i primi 114 aminoacidi di LH, con il
quale condivide un recettore comune, 'LH/hCG-R. L’hCG, che ¢ secreto dai trofoblasti
della placenta, ¢ presente esclusivamente nei primati, benché la sua presenza in altre
specie, come forme modificate, non sia stata completa esclusa (C.V. Rao; 2007).
Entrambi sono membri della stessa famiglia di ormoni ipofisari, di cui fanno parte FSH
(follicle stimulating hormone), LH (luteinizing hormone) e TSH (thyroid stimulating

hormone). FSH e LH umani hanno pesi molecolari simili,di circa 30 kDa.

Il gonadotropin releasing hormone (GnRH) ipotalamico, un peptide di 10 aminoacidi
sintetizzato nella regione preottica, regola la sintesi e la secrezione di entrambi LH e
FSH. 11 GnRH viene secreto in maniera pulsatile gni 60-120 minuti e questi impulsi, a
loro volta, determinano quelli di entrambe le gonadotropine. Il GnRH agisce tramite un
recettore accoppiato alle proteine G per attivare la via della fosfolipasi C, della
proteinchinasi C del calcio intracellulare. La modalita pulsatile della secrezione &
fondamentale per ’azione del GnRH; essa infatti determina il priming delle cellule
gonadotrope, mentre la produzione continua dell’ormone ne provoca la

desensibilizzazione.
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L’LH stimola la produzione di estrogeni dai follicoli ovarici, dal corpo luteo e dalla
placenta, che agiscono sia a livello ipofisario che ipotalamico, e regolano il rilascio delle
gonadotropine. L’LH ¢, inoltre, responsabile del fenomeno dell’ovulazione e del
mantenimento del corpo luteo. Il suo ruolo si esplica sulle cellule tecali per tutto il tempo
della maturazione follicolare; il risultato di questa stimolazione ¢ la produzione degli
androgeni. Quando il follicolo ovarico ha raggiunto la completa maturazione,
I’improvviso aumento del livello di LH, dopo un periodo di stimolazione, provoca un
effetto inibitorio sulla steroidogenesi che si manifesta fino a quando i livelli plasmatici
non hanno raggiunto i valori massimi e si traduce a livello follicolare in una brusca
caduta preovulatoria della secrezione di estrogeni ed androgeni. La differenza strutturale
tra i due ormoni ¢ la presenza, nella proteina di origine placentare, di una porzione C
terminale aggiuntiva di 29 aminoacidi che contiene 4 siti addizionali di glicosilazione
che conferisce all’hCG un’emivita nettamente piu lunga rispetto all’LH. Comunque,
hCG ¢ piu forte, a causa della sua maggiore affinita di legame con il recettore e la sua

piu lunga emivita.

Il recettore del’LH/hCG

Il recettore dell’LH/hCG ¢ codificato da un gene, localizzato sul cromosoma 2, in
posizione 2p21. La sequenza del gene ¢ di circa 69 kb ed ¢ formata da 11 esoni separati
da 10 introni; la trascrizione del gene LH/hCG-R pud produrre 7 diversi mRNA che
codificano 7 diverse proteine. La sintesi di questi mRNA sembra il risultato della
presenza di diversi punti d’inizio della trascrizione e di splicing alternativi. Inoltre, molte
varianti di splicing alternativi sono stati identificati nelle gonadi umane e in numerosi
altri mammiferi (R.E. Dickinson, et al; 2009). Alcune varianti sono presenti a causa della
delezione, rispettivamente, degli esoni 8, 9, 10 e parte dell’esone 11. Recentemente, altre
tre varianti di splicing alternativo sono state trovate nel corpo luteo e nelle cellule
granulose luteinizzate (R.E. Dickinson, et al; 2009). Inoltre, sono stati riportati siti di
start trascrizionali multipli per mRNA, localizzati all’interno del dominio del promotore,
e a monte degli start di trascrizione. Il recettore per LH/hCG (LH/hCG-R) ¢ una
glicoproteina localizzata sulla superficie cellulare. Questo recettore fa parte della
famiglia dei recettori accoppiati alle proteine G (GPCR) e, la sua funzionalita ¢ mediata
dalle proteine G (K.C.McFarland, et al; 1989; J. Lin, et al.; 1994). Tali proteine, in grado
di legare nucleotidi guanidici (GTP e GDP), sono complessi eterodimerici formati da tre
subunita a, B e y. La prima subunita contiene il sito di legame per il nucleotide guanidico

e idrolizza il GTP in GDP; le subunita B e vy, tra loro strettamente legate, modulano

48



Capitolo 2

I’attivita della subunita o e interagiscono con le vie di trascrizione del segnale
intracellulare. Il legame dell’ormone con il recettore consente il legame della subunita o
al GTP, che puo cosi dissociarsi dal complesso By ed, attivandosi, media la trasduzione
del segnale a livello intracellulare, interagendo con 1’adenilato ciclasi che provoca un’
aumentata concentrazione di cAMP. L’ idrolisi del GTP in GDP inattiva la sequenza e
rende il recettore di nuovo disponibile al legame recettoriale. La catena di aminoacidi del
recettore proteico LH/hCG ¢ composta da 699 residui di circa 78 kDa. La proteina ¢
formata da un lungo dominio extracellulare N-terminale di 363 residui di aminoacidi
(sede di legame del/degli ormone/i), una regione contenente sette sequenze
transmembranarie connesse a loop extra ed intracellulari, e una piccola regione
citoplasmatica C-terminale (M.Ascoli, et al; 2002). Il dominio extracellulare ¢&
caratterizzato dalla presenza di un motivo strutturale ricco di ripetizioni di leucina (LRR)
che si ripiegano in una struttura a ferro di cavallo e sono coinvolte nelle interazioni
proteina-ligando e proteina-proteina (S.Guo, et al; 2004; B. Kobe and A.V. Kajava;
2001). L’identificazione delle LRR nel dominio extracellulare N-terminale degli altri
recettori ormonali, come il TSH-R e L’FSH-R, suggerisce inoltre il loro coinvolgimento
nel legame modulabile ligando-recettore/i (M.Ascoli, et al; 2002). Alcuni tipi di legami
determinano cambiamenti nella struttura della proteina che, a turno, induce I’attivazione
di segnali intracellulari. In particolare, sia I’'LH che I’hCH stimolano 1’adenilato ciclasi
sul versante interno della membrana, che converte 1’adenosina trifosfato (ATP) in
adenosina monofosfato ciclico (cAMP). L’AMP ciclico attiva la forma inattiva della
Protein Chinasi A (PKA) che, tra le altre funzioni, stimola nei mitocondri la
steroidogenesi in specifiche cellule trasformando il colesterolo in pregnenolone. Altre
funzioni di LH/hCG sono la stimolazione di enzimi proteolitici, sintesi di prostaglandine,
produzione di inibina, induzione della 17beta-idrossisteroide deidrogenasi, e
cambiamenti nel metabolismo del gene (S.Guo, et al; 2004). Oltre all’attivazione del
sistema cAMP/PKA, I’'LH e I’hCG possono inoltre stimolare la via di trasduzione del
PLC/inositolo trifosfato (M.L. Dufau;1998; L.M. Salvador, et al; 2002). Il tipo di cellule
e il numero di recettori sulla membrana plasmatica possono influenzare la stimolazione
dell’'una o Taltra via di segnalazione (T. Hirakawa, et al; 2002). Nelle cellule
endometriali di suino, I’ormone LH attiva sia la via di segnalazione cAMP/PKA, che la
via di segnalazione PLC/ inositolo trifosfato (A. Stepien and A.J. Ziecik; 2002). Inoltre
I’LH, agendo sulla via di segnalazione Akt e Erk sulle cellule della teca, gioca un ruolo

rilevante in vitro sia per lo sviluppo, che per la crescita follicolare (C. Ryan, et al; 2008).
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GTP \

Recettore inattivo Recettore attivato

Adenilato ciclasi Fosfolipasi C
ANEP L ATP FIPz TIP3 + DAG
PKA calcio PKC

L’LH e I’hCG regolano la steroidogenesi delle ovaie, ma sembra che abbiano vari effetti
anche su tessuti non gonadici, come 1’endometrio, il miometrio e le tube di Falloppio.
Questi effetti possono includere 1’aumento del sanguinamento nell’utero o 1’induzione
della decidualizzazione dell’endometrio umano.

A livello ovarico si possono distinguere due compartimenti, la granulosa e la teca
interna, target rispettivamente dell’attivita biologica dell’FSH e dell’LH. Il legame
dell’FSH ai propri recettori, rappresentati particolarmente dalle cellule della granulosa
durante la fase follicolare del ciclo, produce tre effetti fondamentali: la proliferazione
cellulare, I’induzione dell’aromatasi, enzima responsabile della conversione del substrato
androgenico in E2 ed, infine, I’induzione dell’espressione dei recettori per I’'LH. Si
realizza, quindi, una sorta di priming sul compartimento della granulosa che, nel corso
della fase follicolare medio-avanzata, risultera adeguatamente recettivo all’azione diretta
dell’LH. Quest’ultimo estrinseca, nel corso di tutta la fase follicolare, la propria attivita
biologica sulle cellule dello stroma e della teca interna, inducendo la biosintesi degli
androgeni (in prevalenza A4-Androstenedione e Testosterone) a partire dal colesterolo
circolante. Questi, diffondendosi nel compartimento delle cellule della granulosa,
vengono convertiti in E2 dall’aromatasi. La produzione di estrogeni ovarici rappresenta,
quindi, il risultato dell’azione sinergica di FSH ed LH nei due compartimenti follicolari:
teca e granulosa.

Oltre all’ovaio, recettori sia per I’'LH che per 'FSH sono stati identificati in differenti
organi dell’apparato riproduttivo femminile e, in particolare, nell’endometrio (E. Reshef,
et al; 1990). Quindi, ¢ stato ipotizzato che sia I’'LH, che I’ FSH possano avere effetto su
cellule e organi diversi dal follicolo ovarico. L’esistenza del recettore LH/hCG ¢ stata
provata per la prima volta da Reshef et al. (E. Reshef, et al; 1990) nell’utero di una

donna non gravida, mediante 1’immunoistochimica. Questa osservazione ¢& stata
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successivamente confermata utilizzando tecniche differenti, come le tecniche di binding
(S. Bhattacharya, et al; 1993) e metodi molecolari (S.W. Han, et al; 1997).
All’unanimita, LH/hCG-Rs sono stati identificati nelle cellule epiteliali e stromali
dell’endometrio, cosi come nelle cellule del muscolo liscio del miometrio e dei vasi
uterini. Un interessante studio mostra che I’espressione del recettore LH/hCG varia
durante le fasi del ciclo, con la massima espressione durante la fase luteinizzante,
localizzata prevalentemente nelle cellule dell’epitelio luminale e ghiandolare
dell’endometrio (F. Raga, et al; 1998). Queste scoperte sono state anche confermate in
specie animali diverse dall’'uomo: nell’endometrio bovino, la quantita di LH/hCG-R
espressi nelle cellule epiteliali raggiunge i valori pil alti nei giorni 15-17 (S. Freidman,
et al; 1995); molto interessante, sempre in una scala temporale, sono i valori correlati
con la stimolazione di COX-2 e PIGF. Nonostante non sia stato ancora verificato
sperimentalmente, questa scoperta suggerisce I’ipotesi che I’LH possa giocare un ruolo
chiave all’inizio della lisi del corpo luteo (M.Shemesh; 2001). Inoltre, LH potrebbe
regolare il metabolismo basale di estrogeni e progestinici, agendo nella via di
segnalazione del cAMP (P.J. Bonnamy, et al; 1989). Specifici recettori per LH/hCG
sono stati localizzati anche nel miometrio di molte specie animali, incluso ’'uomo (E.
Reshef, et al; 1990). In questo caso, LH/hCG agisce apparentemente tramite I’LH/hCG-
R dipendente dall’attivazione di due vie di trasduzione: cAMP e Fosfolipasi C (T.
Hirakawa, et al; 2002; A. Stepien and A.J. Ziecik; 2002). E’ stato proposto che la
stimolazione dell’adenil ciclasi possa determinare una attivazione di COX-2 che
dovrebbe indurre a turno un aumento della sintesi di PGE, con a seguire un rilassamento
del muscolo, o un aumento della sintesi di PGF, che determina la contrazione della
muscolatura uterina (M. Shemesh; 2001). L’espressione di COX2, che converte 1’acido
arachidonico in prostaglandine, ¢ indotta da stimoli infiammatori, ed ¢ aumentata in
alcuni tipi di tumori. Le prostaglandine sono suddivise in serie sulla base delle
caratteristiche strutturali e vengono codificate con una lettera (PGD, PGE, PGF, PGG e
PGH) e un numero deponente (per es. 1, 2), che indica il numero di doppi legami nel
composto. Inoltre, sempre in questo caso, la piu alta espressione dell’LH/hCG-R si ha
durante la fase luteinica del ciclo e, in parallelo, un aumento della sintesi di PGE2.
Entrambi gli eventi sono finalizzati a mantenere 1’utero in uno stato di riposo durante la
fase luteinica. L’LH/hCG-R ¢ anche espresso nella mucosa interna e nelle cellule
vascolari di tessuto liscio delle Tube di Falloppio (S.W. Han, et al; 1997). Questo
suggerisce che la stimolazione di LH/hCG-R potrebbe contribuire a mantenere lo stato di
riposo dei muscoli delle tube dopo I’ovulazione e, a turno, favorire la fecondazione

dell’oocita e i movimenti dell’embrione lungo le tube per raggiungere la cavita
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dell’endometrio. E’ stato dimostrato chiaramente che I’FSH puo direttamente agire su
cellule stromali espiantate da endometrio umano e coltivate in vitro (B.Tang and E.
Gurpide; 1993). In particolare, ¢ stato dimostrato che, sia la gonadotropina umana della
menopausa (hMG), sia I'FSH, quando aggiunte a differenti concentrazioni alle cellule
stromali dell’endometrio, hanno inibito in modo significativo, 1’assunzione di timidina
triziata, e quindi, la proliferazione cellulare (S.Y. Ku, et al; 2002). Questi dati indicano
un effetto negativo delle Gonadotropine, se usate alle concentrazioni riportate nello
studio citato, sull’endometrio e sull’impianto embrionale, in pazienti trattate con le
gonadotropine a scopo di fecondazione in vitro (IVF). Inoltre, La Marca et al. (A. La
Marca, et al; 2005) hanno esaminato 1’espressione dei recettori per I’FSH
nell’endometrio e la loro distribuzione durante il ciclo, utilizzando sia tecniche
biomolecolari, sia tecniche immunoistochimiche. E’ emerso che I’'mRNA per il recettore
dell’FSH era espresso nell’endometrio umano, e che la proteina corrispondente marcava
sia le cellule proliferative e secernenti dell’endometrio, sia quelle stromali. Un aumento
significativo nell’immunoreazione dell’FSH-Rs ¢ stato osservato durante la fase
secretoria, suggerendo che I’FSH potrebbe avere un ruolo nella regolazione della
funzione dell’endometrio e, forse, nell’interazione degli embrioni con I’endometrio. Il
legame tra le gonadotropine e altri aspetti della progressione tumorale ¢ ancora poco
conosciuto. Vale la pena ricordare che la progressione tumorale include I’acquisizione di
caratteristiche maligne come la capacita di invadere i tessuti circostanti e il torrente
circolatorio. L’invasione, col tempo, ¢ cruciale per lo stabilimento di metastasi, che ¢ il
maggiore ostacolo per la terapia tumorale. L’importanza delle GTs, in particolare di
LH/hCG, e dell’intero asse LH/hCG, negli ultimi stadi della progressione tumorale,
come inasione tumorale e metastasi ¢ raffigurata meglio di seguito, dove ci si focalizza

sull’espressione e sul ruolo dell’asse LH/hCG nel cancro dell’endometrio .

Nonostante i principali studi di invasione tumorale di cancro dell’endometrio si siano
focalizzati sul ruolo degli estrogeni (H. Mizumoto, et al; 2001; D. Dai, et al; 2002), ¢
recentemente emerso che le gonadotropine promuovono la neoangiogenesi di entrambi i
tumori (Y. S. Shiffenbauer, et al; 1997) e della membrana corioallantoidea di pollo (M.
Zygmunt, et al; 2002). Questo apre la possibilita che le esse possano direttamente
regolare la progressione tumorale del cancro dell’endometrio, inclusa 1’invasivita, e che
questo potrebbe avvenire attraverso il legame con specifici recettori. Questa ipotesi ¢
stata indirettamente avvalorata dalla dimostrazione di Lin et al. (J. Lin, et al.; 1994)
secondo cui I'mRNA di LH/hCG-R era espresso in casi primari di cancro endometriale

umani e che I’aggiunta di LH/hCG regolava la proliferazione in linee cellulari di
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carcinoma endometriale (M.C. Pike, et al. 1997; S. Davies, et al.; 2000). In particolare,
due isoforme di questo recettore, che derivano da splicing alternativo di geni
corrispondenti, sono documentate in campioni di carcinoma endometriale (J. Lin, et al;
1994), cosi come in tessuti ovarici neoplastici (T. Mori, et al; 1997). Piu recentemente, &
stato confermato non solo che specifici LH/hCG-Rs possono essere rilevati in questo
tipo di neoplasia, ma anche che la loro espressione ¢ apparentemente collegata al grado
di tumore (I. Noci, et al; 2008). Sulla base di queste scoperte, sono stati determinati gli
effetti di LH/hCG nella progressione tumorale del cancro dell’endometrio, analizzando
gli effetti di tali gonadotropine sull’invasione potenziale sia di linee cellulari di EC, sia
di cellule di EC umano primario. E’ stato dimostrato che I’LH ricombinante umano, cosi
come hCG, induce un significativo aumento di invasivita cellulare su membrane porose
rivestite da Matrigel, nella linea cellulare di EC, HeclA, che esprime I’LH/hCG-R.
Questo effetto si ¢ rivelato dipendente dal legame di hrLLH con il suo specifico recettore e
dalla conseguente attivazione della via di segnalazione cAMP/PKA. Inoltre, I’aumento
di I’hrLH indotto nell’invasivita in HeclA era dipendente dall’attivazione funzionale del
recettore dell’integrina Bl e la conseguente induzione di secrezione di MMP-2. E’
interessante notare che questi meccanismi sono stati scoperti per poter essere utilizzati
anche in cellule di EC trasferite in vitro, poiché ’aggiunta di hrLH produceva un
aumento di invasivita cellulare solo in questi tumori primari che esprimevano LH/hCG-
R. Anche in questo caso, questo effetto era dipendente da PKA. Successivamente, ¢ stato
dimostrato anche che 'mRNA di LH/hCG-R ¢ espresso nella maggior parte di una
coorte di EC primario e che le cellule ottenute da ECs primari potevano essere stimolate
a invadere uno strato di Matrigel, mediante la somministrazione di LH. Una buona
correlazione ¢ stata trovata tra il livello di mRNA di LH/hCG-R espresso in EC primario,
e I’invasivita cellulare in vitro indotta la LH. L’analisi di invasivita cellulare in vitro in
risposta a LH/hCG, ha permesso di dividere i pazienti con EC in due gruppi: uno con una
risposta nulla o molto bassa (non-responders=NR), e 1’altra con una significativa risposta
al’LH (responders=R). Questi due gruppi avevano livelli di espressione

significativamente differenti di mRNA di LH/hCG-R.

Sulla base dei risultati descritti, alcuni studi clinici sono stati eseguiti con lo scopo di
curare pazienti affette da EC con analoghi dell’ormone Gn-RH, per diminuire i livelli di
LH. Sono emersi risultati contraddittori da questi studi. Infatti, Davies et al. (S. Davies,
et al; 2000), Lhomme et al. (C. Lhomme, et al.; 1999), e Jeyarajah et al. (A.R. Jeyarajah,
et al.; 1996), dimostrarono ’efficacia di trattamenti a lungo termine, con un tasso di

risposta tra il 9% e il 57%. Dall’latro lato, Covens et al. (A. Covens, et al.; 1997),
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Markman et al. (M. Markman, et al.; 1997) e Asbury et al. (R.F. Asbury, et al.; 2002)
osservarono una insufficiente attivita. Inoltre ¢ stato descritto il caso di una paziente
affetta da EC, trattata in primo luogo con un analogo di Gn-Rh. Infatti, in questo caso, il
trattamento chirurgico era possibile a causa delle condizioni di salute della paziente (I.
Noci, et al.; 2001). La terapia ¢ stata portata avanti per 6 anni e nessuna progressione
della malattia ¢ stata osservata durante questo periodo. I nostri recenti dati sul ruolo di
LH/hCG nell’invasivita in EC potrebbe contribuire a rendere concordi i risultati
controversi presenti in letteratura sugli effetti clinici degli analoghi di LH nel trattamento
di EC ricorrenti o metastatici. Infatti, abbiamo dimostrato che solo il 35% delle pazienti
mostra una elevata espressione di mRNA di LH/hCG, e che solo queste pazienti
rispondevano a un aumento di LH esogeno, aumentando I’invasivita delle cellule,
attraverso il Matrigel (I. Noci, et al.; 2008). Questo potrebbe implicare a sua volta che,
solo le pazienti con elevati livelli di espressione di LH/hCG-R potrebbero ricevere
benefici da una terapia che ha lo scopo di far diminuire i livelli di LH, attraverso
analoghi di Gn-RH. Nel complesso, sulla base dei dati disponibili, suggeriamo che le
terapie che utilizzano analoghi di Gn-RH, possano dare benefici nel trattamento di EC
ricorrenti 0 metastatici, soprattutto in quelle pazienti dove il tessuto canceroso mostra alti

livelli di LH/hCG-R.
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MATERIALI E METODI

Colture cellulari, costrutto e trasfezione stabile

Per gli esperimenti di questa tesi abbiamo utilizzato la linea cellulare stabilizzata
embrionale renale umana HEK293 e quella di adenocarcinoma endometriale HEC1A
(Human Endometrial Carcinoma 1A). Entrambi le linee cellulari sono state coltivate
in DMEM High Glucose (EuroClone), addizionato con 2% di L-Glut e 10% di siero
fetale bovino (Hyclone). Il plasmide utilizzato ¢ rLH-pcDNA III (gentilmente fornito
dal Dr. Rodiem Patrice, Endocrinologie CHU d’Angers). In questo vettore, il gene
rLH ¢ stato clonato al MCS (multi cloning site) tra HINDIII e BAMHI.
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Pwu | 7284 : ]
- e N /Hind 1 889

/—JJ\ id Kpn | 895
[ra 1 898
T ampicitine 5.3 Apa | 901
. T7 Promotor Ayl

e ATG 932

rLH pcONA Il
7760 bp
Bsm 5500
Kéomycine

— SP6 Promotor % __STOP 3038
Tth111 14788 7 L HI13321
st | 3336

X Apa | 3384 / ' EcoR 13348
Sma | 4483
Xba| 3378 [EcoR V3358

Xho 13372 | BstX | 3363
Not | 3367

Fig. M1:Mappa del vettore rLH-pcDNA III (7760 bp), contenente il gene rLH clonato
fra i siti di restrizione Hind III e BamH I (2500 bp).

La linee cellulari stabili HEK293 ed HEC1A sono state transfettate con rLH-pcDNA 1II.
Cellule stabili esprimenti rLH-pcDNA sono state selezionate mediante 1’incubazione con

800 pg/ml di geneticin G-418 (Invitrogen).
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Test di proliferazione cellulare WST-1

Recentemente ¢ stata descritta la possibilita di utilizzare, per la misura della vitalita e
proliferazione cellulare, i sali di tetrazolio (MTT, XTT, MTS e WST-1), i quali sono
clivati a formazano dalle deidrogenasi mitocondriali. Il principio su cui si basa
I’impiego di questi composti ¢ il seguente: all’aumentare del numero di cellule
metabolicamente attive corrisponde un incremento dell’attivita enzimatica e di
conseguenza della quantita di prodotto sintetizzato. La concentazione del prodotto
finale ¢ quantificabile mediante analisi dell’assorbanza ad appropriate lunghezze
d’onda mediante un lettore ELISA. Nel nostro caso, la proliferazione cellulare in
presenza/assenza di LH (0.3 Ul/ml) ¢ stata quantificata con il metodo colorimetrico

non radioattivo WST-1 (Roche).

Ny
™
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Fig.2M: Reazione di formazione del prodotto: la reazione & catalizzata dalla
deidrogenasi mitocondriale. Reagente e prodotto presentano una diversa colorazione
(rispettivamente, rosso brillante e rosso scuro). La massima assorbanza per il
prodotto della reazione ¢ compresa tra 420 e 480 nm.

L’analisi ¢ stata cosi eseguita: le cellule HEK293 ed HECIA esprimenti diversi
livelli di rLH sono state starvate in siero per 16 ore e poi piastrate in multipozzetti da
24 ad una densita di 2X10°cellule. Dove necessario & stato aggiunto a tempo zero
I’ormone leutenizzante (0.3 Ul/ml). Dopo 24h la vitalita cellulare ¢ stata determinata
mediante test del WST-1.L’assorbanza, a seguito dell’esposizione al WST-1, ¢ stata

misurata mediante lettore ELISA microlplate a 450 nm.
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Test d’invasivita

Il test d’invasivita ¢ stato effettuato sulle linee cellulari HEK293 ed HEC1A parentali
e su quelle trasfettate con il plasmide rLH. Per evitare la formazione di fibre, il
Matrigel (costituito da diverse proteine della matrice extracellulare) ¢ stato
lentamente scongelato in ghiaccio e successivamente diluito in DMEM e L-gln 2%
per ottenere una concentrazione finale di 250 pg/ml. 200 pl di questa soluzione sono
stati piastrati su appositi filtri aventi pori di 8um e lasciati asciugare sotto cappa per
tutta la notte. Il giorno successivo, i filtrini completamente asciutti sono stati fatti
rinvenire con 500ul di terreno e lasciati per circa un’ora a 37°C. Dopo aver riempito
la porzione inferiore della camera di Boyden con DMEM+L-gln2% e BSA
(25ug/ml) e aver posizionato i filtrini sono state piastrate nella porzione superiore
della camera 5x10” cellule in terreno con o senza LH (0.3 UI/ml). Le camerine sono
state incubate a 37°C per Sh. A questo punto i filtrini sono stati prelevati, ripuliti e

colorati. La conta delle cellule migrate ¢ stata eseguita mediante microscopio.
Estrazione del RNA, sintesi del cDNA e Real Tim PCR (RQ PCR).

L’estrazione dell’RNA totale ¢ stata effettuata usando il TRIzol (Life Technologies
Inc, Carlsbad, CA). Per la sintesi del cDNA sono stati retrotrascritti 0.5 ug di RNA
in un volume finale di 20 pl contenente gli oligo dT e la retrotrascriptasi Superscript
IT (Life Technologies Inc, Carlsbad, CA). I primer sono stati disegnati mediante il

software Primer express (Applied Biosystem, Foster city, CA) e sono:
rLH up: GCAGAAGATGCACAATGGAG
rLH down: CTCTCAGCAAGCATGGAAGA.

Come gene di riferimento abbiamo utilizzato il GAPDH. La sequenza dei questi

ultimi primer &:
GAPDH up: AACAGCCTCAAGATCATCAGGAA
GAPDH down: CAGTCTGGGTGGCAGTGTGAT.

Il programma di PCR prevede una incubazione iniziale a 95°C per 10 minuti per
I’attivazione della polimerasi, seguita da 40 cicli di amplificazione, con un anneling a

60°C per 1 minuto e la denaturazione a 95°C per 15 secondi. La RQ- PCR ¢ stata
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eseguita usando ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Foster city, CA).

LH ricombinante Ovitrelle

Il farmaco utilizzato per il trattamento ormonale ¢ OVitrelle®, Serono. OVitrelle® ¢ un
medicinale contenente gonadotropina corionica alfa, che ¢ molto simile alla
gonadotropina corionica che si trova naturalmente nel corpo umano, ma ¢ stata ottenuta
in laboratorio con particolari tecniche da DNA ricombinante. Appartiene alla famiglia

degli ormoni chiamati Gonadotropine, coinvolti nel normale controllo della

riproduzione. OVitrelle®, normalmente viene usato nelle donne che si sottopongono a
tecniche di riproduzione assistita, come la fertilizzazione in vitro (IVF). Condivide la
stessa sequenza aminoacidica dell’hCG urinario. La gonadotropina corionica si lega,
sulle cellule ovariche della teca (e della granulosa) ad un recettore transmembranario che

condivide con I’ormone luteinizzante: il recettore LH/hCG. La principale attivita

®
farmacodinamica di Ovitrelle consiste nella ripresa della meiosi ovocitaria, nella rottura
del follicolo (ovulazione), nella formazione del corpo luteo e nella produzione di
progesterone e di estradiolo da parte del corpo luteo. Nella donna la gonadotropina

corionica agisce come un surrogato del picco di LH che induce I’ovulazione.

Analisi in vivo

Per questo studio sono stati utilizzati topi nudi femmine, di 4 settimane di eta, allevati e
mantenuti in condizioni di sterilita nel centro per la stabulazione degli animali da
laboratorio dell’Universita di Firenze (Ce.S.A.L.). Le caratteristiche genetiche di questo
ceppo rendono indispensabile I’utilizzo di una camera sterile, per mezzo della quale ¢

minimizzato il contatto con microrganismi, polveri e quant’altro.

Induzione di tumori sottocutanei

6
Tumori sottocutanei sono stati indotti mediante 1’iniezione di 2x10 cellule HEK293,
HEK293-LHR, HEC1A o HECI1A-LHR in 100 pl di PSB sul fianco destro di topi nudi.
Gli animali sono stati successivamente randomizzati in modo tale da generare quattro

gruppi sperimentali nel caso delle HEK293 (HEK293, HEK293+rLH, HEK293-LHR
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ed HEK293-LHR+rLH) sia nel caso delle HEC1A (HEC1A, HEC1A+rLH, HECI1A-
LHR ed HEC1A-LHR+rLH) . 1l trattamento con I’'LH (SUI/topo/i.p.) ¢ stato iniziato
3 gironi I’'inoculo delle cellule tumorali sottocute. L’andamento delle masse & stato
monitorato costantemente mediante calibro. A tre settimane tutti gli esemplari sono
stati sacrificati e le masse dopo essere state misurate per I'ultima volta sono state

fissate in formalina per le successive analisi istologiche.
Impinato ortotopico

I tumori primari sono stati ottenuti dall’inoculo sottocute di 5x10° cellule HEC1A o
HEC1A-LHR in topi nudi. Per I'impianto ortotopico, 26 topi nudi sono stati
anestetizzati con inoculo intraperitoneo di Avertina 2,5% (17ul/g), disinfettati con
etanolo al 70% ed incisi longitudinalmente sul basso addome (laparotomia mediale).
Dopo aver individuato 1’utero, un blocco di tessuto di circa 0,00016+0,0003 g ¢ stato
impiantato sulla faccia posteriore dello stesso in una sorta di tasca e fissato con filo di
sutura 5.0 riassorbibile. Gli organi sono stati reintrodotti nella cavita addominale e il
peritoneo e la cute richiusi. I topi sono stati distinti in quattro gruppi e trattati con LH
ricombinante (ovitrelle) SUl/topo/i.p./giorno o con soluzione fisiologica nel caso dei
controlli fino al momento del sacrificio. A sette settimane dall’impianto i topi sono

stati sacrificati mediante dislocazione cerebrale ed analizzati macroscopicamente.
Immunoistochimica

Le colorazioni immunoistologiche sono state eseguite su sezioni di tessuto di 7 pm
derivanti da pezzi di tessuto precedentemente fissati per 24h in formalina. L’anticorpo
ohMHCI ¢ stato utilizzato alla concentrazione di 1:100 ed incubato O/N a 4°C. Le
sezioni sparaffinate sono state trattate con tampone citrato pH 7.8 in microonde per 10

minuti.

59



Capitolo 2

RISULTATI E DISCUSSIONE

Analisi in vitro

Caratterizzazione della linea cellulare HEK293-LHR

Allo scopo di valutare il ruolo dell’ormone leuteinizzante e del suo recettore in vitro
ed in vivo, cellule HEK293 (cio¢ una linea stabilizzata di cellule umane embrionali
renali) sono state trasfettate con il plasmide rLH-pcDNAIII (gentilmente fornito dal
Dr. Rodiem Patrice, Endocrinologie CHU d’Angers). La scelta di questa linea
cellulare come modello d’analisi ¢ dovuta all’estrema facilita con cui le HEK293
possono essere trasfettate. L’obiettivo iniziale ¢ stato quello d’ottenere una
popolazione cellulare stabilizzata iperesprimente il recettore per LH/hCG (LHR). A
seguito della selezione con geneticina (800ug/ml), siamo riusciti in effetti ad ottenere
una popolazione cellulare, iperesprimente il recettore d’interesse. I livelli
d’espressione del recettore LHR sono stati valutati mediante Real Time PCR. Come
riportato in figura 1R, le HEK293-LHR esprimono livelli di LHR nettamente

superiori rispetto alle parentali.

Incremento

Figura 1R: Livelli d’espressione di LHR a seguito della trasfezione e selezione con
geneticina.

Le linee cellulari overesprimenti sono state quindi testate in vitro per definire il ruolo

del recettore per LH/hCG nel controllo della vitalita e dell’invasivita cellulare.
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Inizialmente abbiamo, quindi, focalizzato [’attenzione sulla vitalita di cellule
HEK?293 esprimenti livelli diversi di recettore per LH/hCG. Per questi esperimenti le
cellule sono state lasciate in terreno senza siero per 16 ore e poi piastrate in
multipozzetti da 24 ad una densita di 2x10°cellule. Dove necessario & stato aggiunto
a tempo zero I’ormone leutenizzante (0.3 Ul/ml). Dopo 24h la vitalita cellulare e
stata determinata mediante test del WST-1. I dati ottenuti non evidenziano un
incremento statisticamente significativo della vitalita cellulare, né in seguito

all’overespressione del recettore né dopo 1’aggiunta di rLH (p>0,05). (Tabella 1).

- rLH
Hek 293 0.418%+0.070 0.459+ 0.003
Hek 293-LHR 0.481%+0.024 0.532 £0.039

Tabella 1: Risultati del test di vitalita in assenza/presenza di LH in cellule HEK293, ed
HEK?293-LHR. Nelle colonne ¢ riportata I’assorbanza, a seguito dell’esposizione al WST-1,
misurata mediante lettore ELISA microplate a 450 nm dopo 20 minuti d’incubazione. I dati
sono espressi come mediatESM.

Con lo scopo di valutare I’effetto dell’ LH/hCG sull’invasivita nel nostro modello
cellulare abbiamo effettuato degli esperimenti in vitro utilizzando il metodo
dell’invasivita attraverso matrigel. A tale scopo una sospensione cellulare di 200ul
contenente 5x10* cellule in presenza o assenza di LH/hCG (0.3 Ul/ml) sono state

piastrate nel compartimento superiore della camera di Boyden, separata dal

compartimento inferiore da una membrana porosa ricoperta di matrigel.

Come riportato in figura 2R, I’iperespressione del recettore modifica
significativamente le proprieta migratorie delle cellule HEK293 (3000124 vs
4250£82; p=0,01, ¢ Student). Inoltre, nella linea overesprimente il recettore per 1’
hCG/LH il numero di cellule migrate risulta influenzato significativamente
dall’aggiunta di LH (4250+80 vs 5320+90; p=0,03). Nessuna variazione
statisticamente significativa si osserva nelle HEK293 parentali a seguito del

trattamento con rLH (3000£124 vs 3100+111;p>0,05) (Fig.2R) .
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rLH
Hek 293 3000+124 3100+111
Hek 293-LHR 4250180 5320190
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Figura 2R: Effetto proinvasivo dell’ LHR e dell’aggiunta di rLH in cellule HEK293
overespirmenti € non.

Inoculo sottocute di cellule HEK293 ed HEK293-LHR.

Con lo scopo di caratterizzare in vivo la capacita proliferativa delle cellule HEK293
ed HEK293-LHR in presenza/assenza di rLH sono stati effettuati degli inoculi
sottocute in topi nudi femmine di 4 settimane d’et. Per ’analisi sperimentale 2x10°
cellule HEK293 o HEK293-LHR sono state inoculate sul fianco destro di ciascun
esemplare. Gli animali sono stati successivamente randomizzati in modo tale da
generare quattro gruppi sperimentali: HEK293 (n=4), HEK293+rLH (n=5),
HEK293-LHR (n=8) ed HEK293-LHR+rLH (n=9). Il trattamento con I'rLH
(5UI/topo/i.p.) ¢ stato iniziato tre giorni dopo I’inoculo delle cellule tumorali
sottocute. In totale sono state effettuate 18 somministrazioni dell’ormone in un arco
di tempo pari a 4 settimane (Fig.3RA). L’andamento delle masse & stato monitorato
costantemente mediante calibro. A quattro settimane tutti gli esemplari sono stati
sacrificati e le masse dopo essere state misurate per I’ultima volta sono state fissate
in formalina per le successive analisi istologiche. Come riportato in figura 3RB fino
al tredicesimo giorno dall’inoculo i1 tumori sottocutanei presentavano la stessa
dimensione indipendentemente dal gruppo sperimentale di appartenenza. Le
differenze nella crescita hanno avuto inizio a partire dal sedicesimo giorno

dall’inoculo delle cellule sottocute e sono diventate evidenti a partire dal
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diciannovesimo giorno. Nel grafico a barre in figura 3RC sono riportati i volumi
medi delle masse al momento del sacrificio. Come si puo notare 1’overespressione
del recettore LHR ¢ sufficiente ad indurre un incremento della dimensione delle
masse tumorali (p=0,02); in aggiunta, il trattamento ormonale causa un ulteriore
incremento della dimensione delle masse che non ¢ statisticamente significativo nel
caso delle HEK293 parentali (p>0,05); significativo invece nel caso delle HEK293-
LHR (p=0,01).

Dal punto di vista macroscopico (figura 3RD) il tumore sottocutaneo cresce
incapsulato e, sebbene la presenza di vascolarizzazione superficiale dimostri una
risposta dell’ospite al tumore, non ci sono interazioni evidenti con 1’ambiente
circostante. Dal punto di vista istologico la colorazione Ematossilina/Eosina
evidenzia un tessuto, quello tumorale, compatto e quasi completamente privo di aree

di necrosi (Figure 3RE).
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Figura 3R:A) Schema riepilogativo del trattamento farmacologico; B) Andamento

dei tumori sottocutanei nel tempo (giorni) misurate con il calibro; C) Volumi delle
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masse al momento del sacrifico (espressi in termine di mediaterrore standard). D)
Aspetto macroscopico delle masse a seguito del prelievo; E) Colorazione

ematossilina/eosina ingrandimento 10X.
I risultati ottenuti in cellule HEK293 indicano nel complesso che:

1) né I'overespressione del recettore LHR, né 1’aggiunta di rLH sono in grado di
modificare in maniera statisticamente significativa la vitalita cellulare;

2) L’iperespressione del recettore LHR induce un incremento statisticamente
significativo dell’invasivita cellulare. Tale effetto ¢ amplificato quando a cellule
HEK?293 overesprimenti il recettore viene aggiunto I’rLH.

3) Invivo I'iperespressione del recettore ¢ sufficiente ad indurre un incremento della
capacita proliferativa cellulare; mentre 1’aggiunta del ligando hCG/LH induce un
incremento della capacita proliferativa statisticamente significativo solo nel

gruppo di cellule iperesprimenti il recettore LHR.

Caratterizzazione della linea cellulare HEC1A-LHR

Nonostante 1 dati ottenuti con le HEK293 ci diano importanti informazioni sul ruolo
del LHR e del suo ligando hCG/LH, evidenziando in particolare la loro funzione
sulla invasivita e proliferazione cellulare, siamo coscienti che il sistema cellulare
preso in considerazione non ¢ il modello piu appropriato per questo tipo di analisi e
che quindi un sistema cellulare piu fisiologico potrebbe darci maggiori informazioni.
Abbiamo quindi deciso di eseguire degli esperimenti utilizzando una linea
stabilizzata di cellule derivate da un tumore uterino umano: le HEC1A. Rispetto alle
HEK293 che non esprimono il recettore LHR, le HEC1A lo esprimono a bassi livelli.
Cellule HEC1A sono state comunque trasfettate con il plasmide rLH-pcDNAIII in
modo da ottenere, come per le HEK293, una linea cellulare overesprimente il
recettore LHR. Anche in questo caso i livelli d’espressione del recettore LHR sono
stati valutati mediante Real Time PCR. Come riportato in figura 4R, le HECIA-
LHR (policlonali) esprimono livelli del recettore nettamente superiori rispetto alle

parentali.
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Figura 4R: Livelli d’espressione di LHR a seguito della trasfezione e selezione con
geneticina. Le HeclA parentali sono indicate come WT, mentre le HECIA
overesprimenti come pol.

Le linee cellulari trasfettate sono state quindi testate in vitro per definire il ruolo del
recettore LH/hCG nel controllo della vitalita, del ciclo cellulare e dell’invasivita

cellulare.

I dati di vitalita cellulare sono stati ottenuti anche in questo caso mediante test del
WST-1. I dati riportati in tabella 2 indicano che a 24 ore dalla piastratura né
I’overespressione del recettore né 1’aggiunta di rLH sono in grado di modificare la

vitalita cellulare.

LH
Hec 1A 0.824 £0.018 0.884+ 0.63
Hec 1A-LH-R 0864 +0.089 0.845 £0.18

Tab 1: Risultati del test di vitalita in assenza/presenza di LH in cellule HECIA, e
HEC1A-LHr. Nelle colonne ¢ riportata I’assorbanza, a seguito dell’esposizione al
WST-1, misurata mediante lettore ELISA microplate a 450 nm dopo 20 minuti
d’incubazione. I dati sono espressi come mediatESM.

Stabilito che la vitalita cellulare non cambia in modo significativo né a seguito
dell’overespressione né in presenza/assenza dell’LH/hCG, abbiamo deciso di
analizzare la distribuzione nel ciclo cellulare delle cellule overesprimenti rispetto alle
parentali. Cellule HEC1A ed HEC1A-LHR sono state quindi mantenute in terreno

senza siero per 16 ore, piastrate ad una densitd di 2x10° cellule/pozzetto in
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presenza/assenza di LH (0.3 Ul/ml) ed analizzate dopo 24 ore al citofluorimetro. I
dati riportati in figura 2R dimostrano che ne l'overespressione del LHr né
I’esposizione al rLH sono in grado di modificare in modo significativo la
distribuzione delle cellule nel ciclo cellulare (Fig. SR) a conferma dei dati sopra

riportati.

BHECIA
OHECIA+LH"

% Cellule

O Hec1A-LHr
# HECIA-LHr+LH

Figura SR: Distribuzione delle cellule HEC1A ed HEC1A-LHR nel ciclo cellulare
in presenza/assenza di LH.

Dati riportati in letteratura (Dabizzi et al., 2003) evidenziano un ruolo del LH/hCG
nei processi migratori di cellule di carcinoma endometriale. Secondo quanto
riportato, in campioni primari umanti, il legame dell’LH al recettore LHR induce un
incremento dell’invasivita cellulare mediante attivazione della proteina chinasi A
(PKA). Di conseguenza tale induzione attiva i recettori B1 integrinici e il rilascio di
MMP?2 nella forma attiva. Con lo scopo di valutare 1’effetto dell’ LH sul modello
cellulare da noi prodotto abbiamo effettuato degli esperimenti in vitro utilizzando il
metodo dell’invasivita attraverso matrigel. A tale scopo una sospensione cellulare di
200ul contenente 5x10 cellule in presenza o assenza di LH (0.3 Ul/ml) sono state
piastrate nel compartimento superiore della camera di Boyden, separata dal

compartimento inferiore da una membrana porosa ricoperta di matrigel.

Come riportato in figura 6R, 1’iperespressione del recettore LHR in cellule HEC1A

induce un incremento statisticamente significativo della migrazione cellulare
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(275060 vs 4100£20; p=0.002, ¢ Student). Inoltre, sia nella linea overesprimente il
recettore per ’hCG/LH sia nella linea cellulare HEC1A parentale il numero di
cellule migrate risulta influenzato significativamente dall’aggiunta di rLH (HECIA
275060 vs 3500£30 (p=0,03); HEC1A-LHR 4100+20 vs 7320+14 (p=0,004)).
(Fig.6R).
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Fig 6R: Effetto proinvasivo dell’ LHr e dell’aggiunta di LH in cellule HECI1A
trasfettate e non. Nel grafico a destra ¢ riportato il numero di cellule migrate in
termini di media * errore standard.
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I dati raccolti finora dall’analisi in vitro in cellule HEC1A indicano che:

N

a) la vitalita cellulare non ¢ influenzata né dall’overespressione del LHR né

dall’aggiunta dell’ormone lutenizzante;

B) Né l'overespressione né 1’aggiunta del LH modificano la distribuzione delle

cellule nel ciclo cellulare;

C) I'iperespressione del recettore LHR ¢ sufficiente in cellule HEC1A ad aumentare

I’invasione cellulare;

D) L’invasivita cellulare ¢ incrementata in maniera significativa sia nelle HEC1A
parentali che nelle overesprimenti il recettore per ’hCG/LH a seguito dell’aggiunta

di rLH.

Inoculo sottocute di cellule HEC1A.

La capacita proliferativa delle cellule HEC1A ed HECI1A-LHR in presenza/assenza
di LH ¢ stata valutata anche in questo caso mediante inoculi sottocute in topi nudi
femmine di 4 settimane d’eta. Anche in questo caso a seguito dell’inoculo di 2x10°
cellule HEC1A o HECI1A-LHR gli animali sono stati randomizzati in quattro gruppi
sperimentali: HEC1A (n=4), HEC1A+LH (n=5), HEC1A-LHR (n=8) ed HEC1A-
LHR+LH (n=9).

Il trattamento con I’'LH (5Ul/topo/i.p.) ¢ stato iniziato tre giorni dopo 1’inoculo delle
cellule tumorali sottocute. In totale sono state effettuate 14 somministrazioni
dell’ormone in un arco di tempo pari a 3 settimane (Fig.7RA). Come riportato in
figura 7RB fino al tredicesimo giorno dall’inoculo i tumori sottocutanei presentavano
la stessa dimensione indipendentemente dal gruppo sperimentale di appartenenza. Le
differenze nella crescita hanno avuto inizio a partire dal sedicesimo giorno
dall’inoculo delle cellule sottocute e sono diventate evidenti al ventitreesimo giorno
(momento del sacrificio). Nel grafico a barre in figura 7RC sono riportati 1 volumi
medi delle masse al momento del sacrificio. Come si pud notare il trattamento
ormonale non causa alterazioni delle dimensioni delle masse né nelle HECIA né
nelle HECIA-LHR, inoltre I'iperespressione del recettore LHr causa una riduzione

statisticamente significativa della dimensione dei tumori (p<0,001), a conferma dei
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dati ottenuti in vitro secondo cui non si osservano vantaggi in termini proliferativi.
Dall’analisi istologica si deduce che tale riduzione ¢ associata ad una necrosi diffusa.
(Fig.7RE).

A Nal “
o N I N N N N A N A A N A NP T A N N A R
= Inoculo cellule
- Nessun trattamento

>  Trattamento
*  Sacrificio

=@=Hec1A

== Hec1A+LH

Volume (cm™3)

hec1AsLHr
== Hec1A-LHr+LH

Time (days)

HeclA-LH

HeclA-LHR HeclA-LHR+LH

Figura 7R:A) Schema riepilogativo del trattamento farmacologico; B) Andamento
dei tumori sottocutanei nel tempo (giorni) misurate con il calibro; C) Volumi delle
masse al momento del sacrifico (espressi in termine di mediaterrore standard). D)
Aspetto macroscopico delle masse a seguito del prelievo; E) Colorazione
ematossilina/eosina ingrandimento 10X

Modello ortotopico di cancro all’endometrio.

Il problema principale di questo secondo modello di xenograft (cellule HECTA

inoculate sottocute) & che esso non mima alla perfezione le caratteristiche del tumore
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d’origine. Nei modelli tumorali sottocutanei infatti: a) come riportato in precedenza
si generano spesso aree di necrosi nella porzione centrale del tumore a causa della
scarsa irrorazione sanguigna del tessuto; b) la presenza di una capsula rende la massa
neoplastica scarsamente capace di dialogare con I’ambiente circostante ed incapace
di invadere e metastatizzare. Un passo successivo nello sviluppo di modelli piu
complessi ¢ stato descritto per la prima volta nel 1984 da Sordat e Wang, i quali
utilizzarono un modello ortotopico di cancro al colon (Sordat e Wang; 1984).
Successivamente, Fidler et al. nel 1990 confermarono che 1’inoculo ortotopico di
sospensioni cellulari tumorali nei corrispettivi organi di topi nudi, aumentava la loro
capacita metastatica. Risultati simili sono stati ottenuti dall’impianto ortotopico di
linee cellulari di cancro umano ai polmoni, al pancreas, alla vescica, all’ovaio, al
colon e allo stomaco (Hoffman et al.; 2005). Tuttavia, studi recenti hanno dimostrato
che le sospensioni cellulari usate per I’impianto ortotopico possono non esprimere la
completa potenzialita metastatica dei tumori d’origine (Fu XY et al.;1991; Hoffman;
1999). Per risolvere questo problema sono stati generati impianti chirurgici ortotopici
di tessuti tumorali. Cosi facendo si garantisce il mantenimento dell’architettura
tridimensionale del tessuto e le interazioni cellula-cellula. In base a cido abbiamo
quindi scelto di definire un ulteriore modello animale per lo studio del cancro
dell’endometrio che prevedesse un impianto chirurgico ortotopico di tessuto

tumorale.

Scelta dei topi nudi

I modello murino ideale in cui eseguire questo tipo di esperimenti prevederebbe
I’assenza completa dei picchi ormonali del LH che nel topo, raggiunta la maturita
sessuale, si osservano ogni cinque giorni. L’assenza endogena dell’ormone ci
garantirebbe di lavorare in un sistema completamente “pulito”. La scelta di topi
nu/nu nell’analisi sperimentale dunque non ¢ associata unicamente alla loro
immunodeficienza e capacita quindi di tollerare le cellule umane, ma anche al fatto
che essi presentano numerose disfunzioni nell’apparato riproduttivo: a) la prima
ovulazione avviene intorno ai 2,5 mesi; b) ovaio ed utero a 3-4 mesi presentano
spesso delle anormalita; c) il ciclo mestruale ¢ anormale e le femmine risultano
spesso sterili. Tali caratteristiche ci garantiscono nel complesso I’assenza totale di
LH endogeno per tutta la durata dell’esperimento. Infatti i nostri esemplari sono stati

sacrificati a circa due mesi e mezzo dalla nascita momento in cui in questo ceppo
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avviene la prima ovulazione. Per confermare 1’assenza di LH abbiamo eseguito, sul
siero di topi nudi di 7 settimane d’eta, dei dosaggi dell’ormone mediante uno

specifico kit.

Impianto delle masse tumorali in utero e trattamento ormonale.

I tumori primari sono stati ottenuti dall’inoculo di 5x10° cellule HEC1A o HECIA-
LHR in topi nudi. Le masse tumorali sottocutanee sono diventate visibili dopo circa
una settimana. Per fare questo, topi nudi di 4 settimane sono stati anestetizzati
mediante somministrazione intraperitoneale di avertina, ed incisi longitudinalmente
sul basso ventre. Una volta visualizzato 1’utero, ¢ stata eseguita una piccola incisione
sulla faccia anteriore dello stesso in modo tale da creare una tasca nella quale
impiantare il tessuto tumorale. Pezzettini di tumore di circa 0.0016+£0.0003 (che
equivale circa ad 1 cm’) sono stati quindi inseriti e fissati con filo di sutura
nell’utero. I topi sono stati distinti in quattro gruppi e trattati con LH ricombinante
(ovitrelle) S5UI/topo/i.p./giorno o con soluzione fisiologica nel caso dei controlli fino
al momento del sacrificio. A sette settimane dall’impianto i topi sono stati sacrificati

mediante dislocazione cervicale ed analizzati macroscopicamente (Figura 8R).

Figura 8R: Produzione di un modello ortotopico di cancro all’endometrio. A)
Tumore sottocutaneo (freccia nera) generato in topi nudi di 4 settimane di eta; B)
Visione macroscopica del tumore sottocutaneo a seguito dell’espianto; C) Pezzetti di
tumore derivanti da quello primario mantenuti in DMEM e pronti per I’impianto
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nell’utero di nuovi topi nudi; D-E) Esposizione dell’utero e formazione della tasca;
F-I) Impianto della massa tumorale (freccia rossa) all’interno dell’utero mediante
cucitura con filo di sutura.

Efficacia del modello ed identificazione di macrometastasi

A seguito dell’operazione e durante il trattamento ormonale nessun animale ha
mostrato segni evidenti di sofferenza. Al momento del sacrificio tutti gli esemplari
erano in vita. Su ciascuno di essi si ¢ proceduto facendo un attento controllo con lo
scopo di evidenziare le caratteristiche del tumore in situ e la presenza di eventuali
macrometastasi. L’efficacia di questo modello ¢ dimostrata dal fatto che il tumore :
A) si ¢ impiantato nel 92% dei casi (solo in due topi su ventisette non si osserva la
presenza di alcuna massa all’interno dell’utero); B) non genera diffusione da
contatto nelle pelvi lasciando tutti gli organi presenti nel peritoneo completamente

inalterati (Figura 9R).

HeclA

HecA-LHr (8

Figura 9R: A sinistra) A sette settimane dall’operazione si osserva in tutti e quattro
i gruppi sperimentali una crescita del tumore confinata all’utero. In tutti i casi il
peritoneo rimane completamente pulito ad indicare la mancata disseminazione delle
cellule neoplastiche per contatto diretto della massa tumorale con i tessuti circostanti.
A destra) Identificazione di macrometastasi nella A) vescica; B) linfonodi paraortici;
C) milza; D) diaframma.
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L’analisi macroscopica ha messo in evidenza inoltre la presenza di macrometastasi a

carico della vescica, linfonodi paraortici, milza e diaframma (Tab.2).

Analisi macroscopica dell’utero prelievo e misurazioni

Analizzando macroscopicamente 1’utero si osserva un contatto diretto tra il tumore
ed il tessuto dell’ospite il che suggerisce un contributo del microambiente circostante

nello sviluppo del tumore stesso.

Al momento del sacrificio tutti gli uteri sono stati prelevati e pesati. Nel grafico in

figura 10R sono riportati i pesi medi dei tumori intrauterini. Come si puo notare :

a) Nessuna alterazione statisticamente significativa si osserva tra 1 gruppi
HEC1A+rLH e i rispettivi controlli HEC1A+soluzione fisiologica indicando che
quando il recettore per LHR non ¢ iperespresso i livelli del LH/hCG non hanno
alcun influenza sulla crescita del tumore;

b) Nemmeno il livello d’espressione del recettore LHR sembra avere un ruolo
importante sulla crescita della massa tumorale, infatti seppure il valore medio del
peso delle masse HECI1A-LHR ¢ lievemente inferiore a quello delle HEC1A
nessuna variazione statisticamente significativa si osserva tra i due gruppi.

¢) Una riduzione significativa del peso della massa tumorale intrauterina si osserva
tra il gruppo HEC1A-LHR ed HEC1A-LHR+rLH. Ad indicare che un qualche
effetto sulla proliferazione lo si pud avere solo nel momento in cui gli elevati
livelli di ligando (LH/hCG) si combinano con gli elevati livelli del recettore
(p=0.018);

d) Le HECIA+rLH hanno dimensioni nettamente maggiori rispetto alle
HEC1A+LHR ad indicare che a parita di livelli di rLH sono i livelli di LHR a
fare la differenza( p=0.037).

Questi dati suggeriscono che 1’iperespressione del recettore per LH/hCG ha un
effetto negativo sulla crescita della massa tumorale e che tale effetto viene
amplificato nel momento in cui i livelli dell’LH/HCG sono elevati. In realta la nostra
ipotesi ¢ che la ridotta dimensione delle masse sia associata ad una maggiore
migrazione delle cellule neoplastiche. Questa ipotesi ¢ avvalorata da quanto riportato
in letteratura dal gruppo del Professor Noci (Noci et al., 2001). In questa
pubblicazione viene riportato il caso di una paziente affetta da cancro all’endometrio
sulla quale a causa di diverse condizioni patologiche non ¢ stato possibile intervenire
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chirurgicamente. Mediante analisi istologiche era stato osservato, a livello del tessuto
tumorale I’iperespressione del recettore LHR e mediante analisi chimico cliniche
elevati livelli di LH/hCG. Si ¢ quindi pensato di intervenire usando analoghi del
GNRH in modo da ridurre i livelli di LH/hCG circolanti. Il trattamento & stato
eseguito per ben 6 anni e nell’arco di questo periodo non ¢ stata osservata alcuna
diffusione del tumore. A seguito della sospensione del trattamento, le cellule
neoplastiche hanno iniziato a metastatizzare portando in breve tempo la donna alla

morte.
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*p=0.018 hecta-hrvs hectahrth
" p=0.037 hec1a+h vs heca-hrh

Figura 10R: I valori medi dei pesi degli uteri al momento del sacrificio sono
riportati nel grafico a barre. Le immagini sulla destra riportano 1 aspetto
macroscopico degli uteri al momento dell’espianto.

Analisi microscopica dell’utero

Per valutare I’efficienza di questo modello nel mimare le caratteristiche del cancro

endometriale nella donna, per esempio invasivita miometriale, angiogenesi e capacita
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di metastatizzare abbiamo prelevato I’utero di ciascun esemplare e lo abbiamo fissato
in formalina. A seguito dell’inclusione e taglio, sezioni del tessuto sono state
sottoposte a colorazione Emantossilina/Eosina o immunoistochimica (aeMHCI).
Come riportato in figura 11R le cellule tumorali invadono e si infiltrano nel tessuto
circostante confermando la stretta interazione tra tumore ed ospite osservata gia
dall’analisi macrospopica. In tutti gli esemplari analizzati, indipendentemente dal
gruppo di appartenenza 1’invasione miometriale supera il 75% rendendo il grado di

invasione uguale nei quattro gruppi sperimentali.

Figura 11R: In alto: Colorazione Ematossilina/Eosina di un preparato istologico di
utero (10X); In basso: Colorazione immunistochimica con anticorpo aMHCI (10X a
sinistra, 40X a destra). M: miometrio, T: tumore. Le frecce indicano le aree in cui
sono distribuite le cellule tumorali.

Analisi delle micrometastasi nella cavita intraperitoneale

Definite le caratteristiche macroscopiche e microscopiche dell’utero abbiamo deciso

di incentrarci su una serie di organi presenti all’interno della cavita peritoneale in
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modo tale da valutare mediante analisi istologica la presenza/assenza di
micrometastasi. In tabella 3R ¢ riportata la distribuzione delle micrometastasi nella

cavita peritoneale.

Tumori Vescica Linfonodi Milza Fegato Diafram
derivanti ma
dalle linee
cellulari

HECIA | 2/4s0%) | a/aito0) | 4/aioos) | aaqtoom] ojaiom)
HECIA+LH | 2/4(50%) | 5/5(100%) | 5/5(100%) | 5/5(100%) | 1/5(20%

HECIALHR | 3/a(75%) | 8/8(100%) | 8/9(100%) | 8/8(100%) [ 0/8(0%
HECIA-LH-Re LW | 3/4(75%) | 9/9100%) | o/s(toom) [9a(toos)| 3/9(33%)

Tab.3: Distribuzione delle micrometastasi nella cavita peritoneale.

Il primo organo che abbiamo preso in considerazione ¢ la vescica in quanto a diretto
contatto anatomico con 1’utero. Come riportato in tabella 3, I’'invasione della vescica
interessa diverse percentuali di topi nei diversi gruppi. Le cellule tumorali infiltrano
completamente la parete muscolare della vescica e si distribuiscono in essa in
maniera diffusa (figura 12RA). L’iperespressione del recettore determina un aumento
della frequenza di infiltrazione che va dal 50% nel gruppo HECIA al 75% nel
gruppo degli iperespressori. Di contro il trattamento ormonale non influisce sulla

capacita di infiltrare la vescica.

A seguito dell’impianto tumorale il 100% dei topi ha sviluppato metastasi nei
linfonodi paraortici. Le lesioni linfonodali mantengono le caratteristiche istologiche e
citologiche delle cellule tumorali d’origine, con un citoplasma chiaro e nucleo e
nucleoli ovali. In tutti i gruppi, all’interno del tessuto linfonodale, I’infiltrato
neoplastico si manifesta o0 come massa compatta o sotto forma di cellule diffuse
all’interno del tessuto (figura 12RB). L’altro dato interessante riguarda la percentuale
di invasione dei linfonodi definita come il rapporto tra I’area occupata dalle cellule
neoplastiche sull’area totale linfonodale. Il risultato riportato nel grafico 12R indica
che pur essendo tutti i linfonodi interessati dalla presenza di cellule neoplastiche, le
cellule trasfettate danno una maggiore invasione passando dal 34% nel gruppo

HECI1A al 63% nel gruppo HEC1A-LHr (P=0,03)
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Invasione %

Fig. 12R: Percentuale di invasione linfonodale

La presenza di micrometastasi ha interessato anche la milza ed il fegato che nel topo
sono posizionati nella porzione piu alta del peritoneo. I risultati ottenuti dall’analisi
istologica dimostrano la presenza nella milza di tutti gli animali di cellule atipiche
con citoplasma chiaro diffuse all’interno della polpa rossa (Fig.9RC) e nel fegato la

presenza di veri e propri cluster di cellule tumorali (Fig.9RD).

Figura 13R: Colorazione ematossilina/eosina di: A) Vescica; B) Linfonodi Paraortici;
C)Milza; D)Fegato; E) Diaframma. Le frecce stanno ad indicare le cellule
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neoplastiche. Per ciascun organo ¢ riportato I’ ingrandimento 10X a sinistra e 40x a
destra.

Macrometastasi peritoneali

N

Sorprendentemente la presenza di macrometastasi peritoneali & stata individuata
esclusivamente nei gruppi di topi trattati con alti livelli di LH. 11 40% dei topi
HEC1A+LH (1/5) hanno sviluppato macrometastasi linfonodali e spleniche; mentre
il 33% dei topi HECI1A-LHR+LH (3/9) hanno sviluppato macrometastasi
diaframmatiche. Nessun animale appartenente al gruppo HEC1A e nessun esemplare

del gruppo HEC1A-LHr presenta metastasi spleniche o diaframmatiche.

Tumori

r . Linfonodi Milza Fegato Diafram Polmone
derivanti

g ma
dalle linee

cellulari

HEC 1A afaoow) | o5 | o/ 0/4 0/4
HECIA+H | 5/s(100%) (15000 [ o5 | yspow) [ o

HECIALH-R | 8/8(100%) | o8 | 08 0/8 0/8
HECIALH-ReLH | 9/9(100%) | o9 [ 099 [ 3/0033%) | 0/9

Tab.2: Identificazione e distribuzione delle macrometastasi nei quattro gruppi
sperimentali.

Micrometastasi al di fuori del peritoneo

Con lo scopo di valutare la capacita delle cellule neoplastiche di dare metastasi al di
fuori della cavita peritoneale abbiamo analizzato istologicamente i polmoni di tutti
gli esemplari appartenenti ai vari gruppi sperimentali. Come riportato in tabella 4 la
combinazione overespressione del recettore/alti livelli di LH determina un

incremento statisticamente significativo dei topi in cui si osservano micrometastasi

polmonari.
HeclA 1/4 (25%)
Hecl A+LH 1/5 (20%)
Hecl A-LHr 1/4 (25%)
Hecl A-LHr+LH 417 (57%)

Tab.4: Micrometastasi polmonari
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Le cellule neoplastiche sono diffuse all’interno del polmone sotto forma di piccoli
gruppetti di cellule e mantengono esattamente le caratteristiche del tumore d’origine

(Fig.14R).

‘:’,.u\ﬁ i e 3 |
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Figura 14R: Presenza di micrometastasi nel polmone. Le frecce indicano i cluster di
cellule neoplastiche. Colorazione E/E ingrandimento 10X a sinistra; 40X a destra.

In conclusione i dati in vivo dimostrano:

1) L’efficacia del nostro modello nello studio del carcinoma dell’endometrio.
Questo modello riesce infatti a simulare il comportamento biologico di questo
tipo di neoplasia che ha capacita di dare non solo una crescita in situ ma anche di
invadere localmente e di disseminare a distanza;

2) Che l’iperespressione del recettore LHr causa un incremento della capacita
invasiva locale in particolare della vescica e dei linfonodi.

3) Che nella cavita peritoneale gli elevati livelli di LH, indipendentemente dai livelli
d’espressione del LHr inducono la formazione di macrometastasi a distanza
preferenzialemente nella milza e nel diaframma.

4) Che la combinazione overespressione del recettore LHr ed elevati livelli di LH

induce un incremento della percentuale di topi con micrometastasi polmonari.

Sebbene le analisi sperimentali condotte finora ci aiutano a comprendere il ruolo
dell’ hCG/LH e del suo recettore LHR nel cancro all’endometrio questo modello non
ci permette di eseguire alcun tipo di trattamento farmacologico con gli analoghi del
GNRH e quindi di definire il possibile ruolo degli stessi nel trattamento di donne con
cancro all’endometrio che esprimono alti livelli di LH. Gli analoghi del GNRH
agendo a livello ipofisario impediscono la produzione endogena di hCG/LH. Nel
nostro sistema ’incremento dei livelli dell’ormone sono dovuti non alla produzione
endogena dello stesso, ma alla somministrazione esogena. Per poter testare 1’effetto

degli analoghi del GNRH sara necessario quindi produrre dei modelli in vivo di

79



Capitolo 2

menopausa (condizione in cui i livelli di LH sono elevati). Una prima opzione
potrebbe essere rappresentata dall’utilizzo di topi immunodeficienti ovariectomizzati
(per esempio topi SCID o NOD/SCID) in cui successivamente ripetere I’impianto
ortotopico del tumore in utero. L’ovariectomia induce un incremento dei livelli del
LH endogeno. Una seconda opzione ¢ invece rappresentata dalla produzione di topi
transgenici iperesprimenti il recettore per LH in cui condurre 1’ovariectomia in modo
da indurre la menopausa precoce. Nel complesso questi nuovi modelli ci potrebbero
aiutare a delineare in maniera piu accurata il ruolo del LH/HCG ed del LHR nel
cancro all’endometrio ed aprire nuove strade a strategie terapeutiche basate

sull’utilizza degli analoghi del GNRH.
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Introduzione

Ruolo delle cellule progenitrici endoteliali in condizione

sepsi e nuove opportunita terapeutiche.

La sepsi ¢ la causa di morte pit comune tra 1 pazienti ospedalizzati nell’unita di
terapia intensiva. Uno dei principali obiettivi attuali ¢ quello di sviluppare nuove
strategie terapeutiche in grado di migliorare I’esito di tale patologia. Sfortunatamente
molti aspetti della condizione di sepsi sono ancora da chiarire. Sebbene sia noto che
la mortalita per sepsi ¢ associata alla risposta dell’ospite e implica I’azione di diversi
tipi cellulari, mediatori dell’infiammazione, e fattori della coagulazione, studi clinici
non sono stati in grado di mettere appunto una strategia terapeutica efficace. Per
ottenere maggiori successi nella terapia della sepsi sara necessario comprendere in
modo specifico come interagiscono le componenti individuali della risposta
dell’ospite. E ormai opinione comune che 1I’endotelio giochi un ruolo importante nel
mediare la condizione di sepsi. Lo scopo di questa tesi ¢ quello di sviluppare un
modello preclinico murino di sepsi sul quale poter testare una nuova strategia
terapeutica, una strategia cellulare basata sull’utilizzo delle cellule progenitrici
endoteliali (EPC), la cui azione potrebbe risolvere il danno endoteliale tipico dei

pazienti settici e migliorare quindi I’esito della malattia.

Panoramica generale della sepsi

Definizione

I pazienti affetti da sepsi vanno incontro ad una successione di eventi che tendono a
rendere la loro condizione sempre piu severa. L’evento iniziante ¢ rappresentato
dalla penetrazione di agenti patogeni all’interno dell’organismo e il successivo
sviluppo d’infezione. La Consensus Conference nel 2001 ha definito la sepsi come la
sindrome clinica caratterizzata dalla presenza sia di infezione che di una risposta
infiammatoria sistemica (SIRS). Si considera in atto una SIRS nel momento in cui il

paziente presenta uno dei seguenti riscontri:
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temperatura corporea >38°C 0 <36°C;
frequenza cardiaca >90 battiti/minuto;

iperventilazione con frequenza respiratoria >20 atti/minuto o PaCO,<32 mmHg;

-1 -1
conta dei globuli bianchi >12000 cellule L. o0 <4000 pL

Il paziente si definisce settico severo se accanto a sintomi come: infezione
diagnosticata, febbre, leucocitosi e/o tachicardia compare un’insufficienza d’organo.
Lo shock settico rappresenta invece una sottocategoria della sepsi grave ed ¢ definito
come una ipotensione indotta dalla sepsi, refrattaria ad un adeguato rimpiazzo
volemico e accompagnata da ipoperfusione periferica o danno d’organo. Quindi le
caratteristiche emodinamiche piu rilevanti della sepsi grave e dello shock settico
sono la riduzione delle resistenze sistemiche e la mal distribuzione generalizzata del
flusso ematico. Alla fine di questo continuum c’¢ la sindrome da disfunzione

d’organo multipla (MODS), definita come la perdita della funzionalita di pit organi.

Manifestazioni cliniche

Le manifestazioni cliniche pit comuni in corso di sepsi sono associate alla SIRS
(febbre, tachicardia, tachipnea e leucocitosi) e alla disfunzione d’organo (danno
polmonare acuto, sindrome da stress respiratorio acuto, shock). I marker di
laboratorio maggiormente utilizzati per identificare il processo infiammatorio sono
I’'IL-6, I’IL-8, e il fattore di necrosi tumorale alfa (TNFa) (Damas et al.,1997; Thijs
et al., 1995; Pinsky et al., 1993). L’attivazione della cascata coagulatoria ¢ molto
spesso associata all’incremento dei livelli di dimeri D della fibrina (fenomeno che si
osserva circa nel 100% dei pazienti) e alla riduzione dei livelli di proteina C
circolante (riscontrata in circa il 90% dei pazienti) (Yan et al.,2001; Bernard et al.,
2001a; Bernard et al., 2001b) . Al contrario, meno della meta dei pazienti con sepsi
presenta fenomeni di coagulazione intravascolare disseminata (DIC), (Rangel-
Freusto et al., 1995; Opal et al.,1997; Fisher et al., 1996) una sindrome che ¢
caratterizzata dalla diffusa attivazione della coagulazione, deposito di fibrina, e

occlusioni trombotiche (Levi et al., 1999; .Levi et al.,2001)

Fisiopatologia
Ruolo dei monociti e delle cellule endoteliali nel mantenimento della risposta

dell’ospite: 1 monociti, i macrofagi tissutali, altre cellule della linea mieloide, e le
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cellule endoteliali, sono le pietre miliari della risposta immunitaria innata. Come
prima linea difensiva, queste cellule sono capaci di riconoscere i patogeni attraverso
una serie di recettori che interagiscono con strutture microbiche conservate (Opal et
al.,2002; Janeway et al., 2002; Triantafilou et al., 2002; Medzhitov et al., 2001; faure
et al., 2001; Henneke et al., 2002; Zhang et al., 1999; Zhao et al., 2001).
L’interazione tra i patogeni e le cellule dell’ospite danno inizio all’infiammazione e
alla cascata coagulativa (Figural). Queste vie producono mediatori solubili in grado

di attivare i monociti/macrofagi tissutali e/o I’endotelio.

Cytokines
Chemokines
CAM
PAF
NO Xa
ros — Monocyte i e

/\:ibrinugen— Fibrin \g

Inflammation Coagulation

t 1

TF-z, MGP-1, MIP-2, IL1, IL-6, IL-8, PAF &
Lps

:t@-‘\ — NPy i

Endothelium

IXa

) Y- TF Vila
\/\mu T

¥ Pattern recognition (Toll-like) receptors
ﬁ Protease-activated receptors
@ Receptors for inflammatory mediators

Figura 1: Ruolo dei monociti e dell’endotelio nel mediare la risposta dell’ospite
all’infezione. L’LPS e/o altri prodotti microbici riconoscono dei recettori presenti sui
monociti, sui macrofagi tissutali, e sulle cellule endoteliali, causando il rilascio di mediatori
dell’infiammazione e del fattore tissutale con successiva attivazione della coagulazione.
Insieme ai fattori del sistema da contatto e del complemento i mediatori infiammatori
attivano i monociti e I’endotelio. Tale attivazione pud avvenire in maniera autocrina o
paracrina (la via paracrina ¢ rappresentata dalla linea tratteggiata a sinistra). I vari
componenti della cascata coagulatoria sono utili non solo per I’attivazione dei loro substrati
(finalizzati alla formazione di fibrina) ma anche per 1’attivazione di recettori sulla superficie
di diversi tipi cellulari tra cui le cellule endoteliali. L’effetto combinato di LPS, mediatori
dell’infiammazione, e serino proteasi sull’endotelio pud risultare in delle modifiche
fenotipiche sostanziali. CAM, molecole d’adesione cellulare; PAF, fattore attivante le
piastrine; NO, ossido nitrico; ROS, radicali liberi dell’ossigeno; MIP-2 proteina
infiammatoria macrofagica 2.

Attivazione dell’infiammazione e della coagulazione: E’ ormai noto da tempo che la
risposta infiammatoria svolge un ruolo importante nella sepsi. In una prima fase i

patogeni attivano il sistema del contatto e il sistema del complemento, e inducono
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differenti tipi cellulari tra cui 1 monociti e le cellule endoteliali a rilasciare
rapidamente dei mediatori dell’infiammazione. Allo stesso tempo, vengono attivate
le vie segnalatorie anti-infiammatorie, utili per smorzare la risposta infiammatoria
stessa (Bone et al., 1997; Bone et al., 1996; Oberholzer et al.,2001; Van der Poll et
al.,1999; Pinsky et al., 2000). Questa seconda fase ¢ stata definita come sindrome
della risposta compensatoria anti-infiammatoria (Bone et al., 1996). Idealmente,
queste due fasi sono coordinate per difendere I’ospite dall’ invasione dei patogeni.
Inoltre una estensiva o sostenuta risposta infiammatoria, una inadeguata risposta anti-
inflammatoria, o pill semplicemente un disaccoppiamento di queste due fasi puo
contribuire al danno tissutale e morte. I patogeni sono capaci di attivare anche la
cascata coagulatoria (Aird WC et al.,2001). Durante la sepsi, I’espressione del fattore
tissutale (TF) sulla superficie dei monociti circolanti e dei macrofagi tissutali ¢ up-
regolata, risultando nell’attivazione della via estrinseca, produzione di trombina, e
formazione di fibrina. La fibrina non solo stabilizza gli aggregati piastrinici, ma
gioca anche un ruolo importante nell’immobilizzare i patogeni sulla superficie dei
leucociti, facilitando la loro fagocitosi ed eliminazione. La coagulazione del sangue
ha inizio attraverso la via estrinseca ed ¢ amplificata dalla via intrinseca. La cascata
coagulativa ¢ composta da una serie di reazioni nelle quali una serino proteasi ¢
libera di attivare i suoi substrati. Queste reazioni avvengono sui fosfolipidi attivati di
membrana e in alcuni casi sono accelerate dalla presenza di cofattori (fattore VIIla e
Va). Per ogni risposta pro-coagulante si verifica una reazione anti-coagulante.
L’inibitore del fattore tissutale (TFPI) controlla la via estrinseca (Broze et al., 1995),
I’antitrombina III (ATIII) neutralizza le serino proteasi nella cascata, Rosenberg et
al., 1989) la trombomodulina TM/proteina C/proteinaS inattivano i cofattori Va e
VIIla, (Esmon et al.,2001) e il plasminogeno degrada la fibrina preformata.
L’omeostasi rappresenta un fine bilanciamento tra le forze coagulanti e quelle
anticoagulanti. Nella condizione di sepsi non solo si osserva I’attivazione della via
estrinseca, ma c’¢ anche una attenuazione delle normali risposte anticoagulanti
(riduzione dei livelli circolanti di proteina C e ATIII, ridotta espressione del TM
sulla superficie delle cellule endoteliali, compromissione della fibrinolisi) (Arid WC
et al.,2001, White et al.,2001; Weiler et al., 2001; Faust et al., 2001). Il risultato di
questo passaggio verso uno stato procoagulante risulta nell’eccessiva produzione di
trombina, formazione di fibrina, e consumo di fattori coagulanti. Una volta attivato,

il processo infiammatorio e la coagulazione amplificano la risposta dell’ospite. Per
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esempio, i mediatori dell’infiammazione inducono I’espressione del TF sulla
superficie dei monociti circolanti, dei macrofagi tissutali, neutrofili e sulle cellule
endoteliali (Osterud et al., 1983; Collins et al., 1995; Pernerstorfer et al., 2000; Drake
et al., 1993). Al contrario le serino proteasi sono capaci di interagire con i recettori
attivati dalle proteasi sulla superficie dei monociti e delle cellule endoteliali,
causando l’attivazione di una addizionale infiammazione (Coughlin et al.,1999;
Coughlin et al., 2000). Per esempio la trombina reagendo sulle cellule endoteliali ne
cambia la forma (Vouret-Craviari et al., 1998), la permeabilita cellulare (Malik et al.,
1992), la risposta proliferativa e I’adesione leucocitaria (Sugama et al.,1992; Rahman
et al., 1999; Lorant et al., 1991). Il successivo cambiamento ¢ mediato in parte
dall’abilita della trombina di indurre 1’espressione delle E-selectine, P-Selectine
(Sugama et al.,1992; Lorant et al., 1991) la molecola di adesione intracellulare 1
(ICAM) (Rahman et al.,1999; lorant et al.,1991), e la molecola di adesione cellulare
vascolarel (VCAM-1) (Kaplanski et al.,1998; Kaplansky et al.,1997; Minami et
al.,2001). In aggiunta la trombina agendo sulle cellule endoteliali induce la
secrezione del fattore di Willebrand (VWEF) (Vischer et al.,2000), aumentando
I’espressione dell’mRNA di PAR-1 (recettorel attivato da proteasi) (Ellis et al.,1999)
e stimolando il rilascio di mediatori solubili incluso il fattore attivante le piastrine
(PAF) (Zimmerman et al., 1985), IL-8 (Kaplanski et al., 1997; Ueno et al.,1996),
fattori di crescita e metallo proteinasi (Duhamel et al.,2003). In fine il fibrinogeno ¢
stato visto essere in grado di interagire con le cellule endoteliali, causandone

cambiamenti fenotipici.

Ruolo dell’endotelio nell’orchestrare la risposta dell’ospite durante

la sepsi.

L’endotelio ¢ uno strato cellulare altamente dinamico coinvolto in differenti funzioni
fisiologiche tra cui il controllo del tono vasomotore, il passaggio di cellule e
nutrienti, il mantenimento della fluidita sanguigna. Contribuisce inoltre al bilancio
locale dei fattori pro- ed anti-infiammatori e alla produzione di nuovi vasi (Cines
DB, et al; 1998. Gross PL, et al; 2000. Bombeli T, et al; 1997). Ciascuna di queste
attivita ¢ regolata in maniera differente nello spazio e nel tempo. Questo fenomeno ¢
stato definito come eterogeneita endoteliale o diversita vascolare (Aird WC. 2001.
Gross PL, et al; 2000. Rosenberg RD, et al; 1999. Stevens T, et al; 2001.

Gerritsen ME. 1987). In condizioni fisiologiche, le cellule endoteliali sono
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altamente attive e capaci di rispondere alle alterazioni dell’ambiente extracellulare
locale, come potrebbe verificarsi in corso di una infezione batterica transiente, traumi
minori, ed altri stress giornalieri comuni. In altre parole, I’attivazione delle cellule
endoteliali avviene come risposta adattativa, la cui natura e durata dipende non
soltanto dal tipo di stimolo, ma anche dalle dinamiche spazio-temporali del sistema
(Aird WC. 2002). In particolari condizioni tuttavia la risposta mediata delle cellule
endoteliali si puo trasformare in un qualcosa di altamente dannoso per 1’ospite. In
condizione di sepsi, per esempio, 1’eccessiva ed incontrollata risposta endoteliale

risulta altamente dannosa per I’ospite
Risposta endoteliale in condizione di sepsi

La sepsi puo indurre una modulazione fenotipica dell’endotelio mediante numerosi
meccanismi. In alcuni casi, 1 patogeni infettano direttamente le cellule endoteliali in
altri casi invece 1’attivazione ¢ causata da componenti della parete batterica come
per esempio dal lipopolisaccaride LPS (Faure et al., 2001; Henneke et al., 2002;
Zhang et al.,1999; Zhao et al., 2001). Infine numerosi fattori prodotti dall’ospite
stesso sono in grado di attivare le cellule endoteliali, tra cui il complemento, le
citochine, le chemochine, le serino-proteasi, la fibrina, le piastrine attivate ed i
leucociti, I’iperglicemia, e/o i cambiamenti dell’ossigenazione del flusso sanguigno.
Le risposte endoteliali differiscono in base al tipo di patogeno, alla genetica
dell’ospite, al sesso, alla localizzazione del letto vascolare (Cariou et al., 2002;
Yamamoto et al.,2002; Mayrmmatis et al., 2001, Kumar et al., 1999; Mira et al.,
1999; Westerndorp et al., 1997). Le cellule endoteliali possono andare incontro a
cambiamenti strutturali, tra cui la vacuolizzazione nucleare, il rigonfiamento
citoplasmatico, la frammentazione citoplasmatica, la denudazione e/o il distacco
(Vallet et al.,2001). I cambiamenti funzionali includono lo sbilanciamento
emostatico, l’incremento dell’adesione cellulare e il richiamo leucocitario,
I’alterazione del tono vasomotore, perdita della funzione di barriera, e morte cellulare

programmata.

Proprieta procoagulanti: i mediatori dell’infiammazione interagendo con le cellule
endoteliali inducono una serie di fenotipi procoagulanti. Diversi studi hanno
dimostrato che in condizione di sepsi 1’azione del LPS o, piu semplicemente, delle
citochine prodotte dall’ospite stesso, inducono una riduzione del TM, dell’attivatore

del plasminogeno tissutale e dell’eparina. Di contro, si osserva un’incrementata
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espressione del TF e dell’inibitore dell’attivatore del plasminogeno di tipo 1 (PAI-1)
(Bombeli et al., 1997; Bevilacqua et al.,1986; Combes et al.,1999; Moore et al.,
1987; Schleef et al.,1998). Le cellule endoteliali attivate contribuiscono allo stato
pro-coagulante richiamando piastrine, monociti, neutrofili e cellule che sono capaci

di iniziare o amplificare la coagulazione.

Propieta proadesive: 1’endotelio risponde ai mediatori infiammatori mediante
I’espressione sulla membrana di molecole di adesione tra cui la selectina E, la
selectina P, ICAM-1 e VCAM-1. Nell’insieme, queste alterazione inducono un
incremento della capacita adesiva e del passaggio dei leucociti attraverso la

membrana basale.

Proprieta vasomotorie: il tono vasomotore ¢ regolato dalla combinazione tra
meccanismi endotelio dipendenti ed endotelio indipendenti. Le cellule endoteliali
producono molecole vasoattive che regolano il tono arteriolare e contribuiscono al
controllo della pressione sanguigna. Questi includono i vasodilatatori (ossido nitrico
NO e le prostacicline) e i vasocostrittori (endoteline, trombossano A; ed il fattore
attivante le piastrine) (Wanecek et al., 2000). In condizione, di sepsi 1’endotelio
attivato va incontro ad una serie di cambiamenti sito-specifici, che cambiano il
bilanciamento tra le proprieta vasocostrittorie e vasodilatatorie (McCuskey et

al.,1996).

Incremento della permeabilita: nella vascolatura sana, 1’endotelio forma una
barriera continua. Una caratteristica tipica dell’endotelio in condizione di sepsi ¢
I’incremento della permeabilita o la perdita della barriera funzionale, che porta alla
formazione di edema tissutale. La ridistribuzione dei fluidi dal compartimento
intravascolare a quello extravascolare puo contribuire all’ipovolemia,

emoconcentrazione, e stasi del flusso sanguigno.

Apoptosi delle cellule endoteliali. 1.’ apoptosi delle cellule endoteliali ¢ un processo
altamente regolato (Stefanec et al., 2000). In condizioni fisiologiche, solo una
piccolissima percentuale di cellule endoteliali va incontro a morte programmata
(<0.1%). In condizione di sepsi I’apoptosi delle cellule endoteliali puo essere indotta
dall’azione diretta del patogeno o da numerosi mediatori tra cui il TNFa, IL-1,
I’interferone, i1 radicali liberi dell’ossigeno e 1’ipossia (Stefanec et al., 2000; Messmer

et al., 1999; Polunovsky et al., 1994).
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L’endotelio come target terapeutico

Poiché la risposta endoteliale svolge un ruolo importante nella fisiopatologia della
sepsi I’endotelio puo essere considerato un ottimo target terapeutico. Per attenuare la
risposta endoteliale sono state messe appunto due strategie differenti: la prima
consiste nel bersagliare le componenti non endoteliali della risposta dell’ospite e
quindi i mediatori solubili o i diversi tipi cellulari (leucociti e piastrine) che
modulano negativamente la funzione cellulare dell’endotelio; la seconda si focalizza
invece sulle componenti endoteliali (recettori di membrana, vie segnalatorie,
networks trascrizionali o prodotti genici delle cellule endoteliali) che sono implicate
nel mediare il fenotipo settico. Tuttavia, nonostante i molteplici sforzi, attualmente
non ¢ disponibile una terapia efficace per i soggetti affetti da sepsi. Infatti, tutte le
strategie attuali che vedono I’endotelio come target terapeutico, non sono state in
grado di risolvere se non parzialmente il problema. Lo scopo di quest’ultimo capitolo
di tesi ¢ quello di testare una nuova strategia terapeutica, basata sull’utilizzo delle
cellule progenitrici endoteliali, la cui mobilitazione in condizione di sepsi dalle
nicchie staminali al sangue periferico suggeriscono un tentativo fisiologico di
riparazione del danno vascolare generalizzato. La somministrazione di EPC a
pazienti settici potrebbe quindi favorire ed accelerare tale riparazione riducendo tutti

i problemi associati alla disfunzione endoteliale compreso il danno d’organo.

Le cellule progenitrici endoteliali

Le cellule staminali adulte, hanno la funzione di sostituire, attraverso un processo di
citodifferenziamento, le cellule mature di una linea specializzata, giunte al termine
del ciclo vitale o danneggiate da un evento lesivo, al fine di mantenere I’omeostasi
tissutale.

Il sangue periferico umano contiene cellule staminali adulte pluripotenti, che hanno
capacita di autorinnovamento e di differenziazione in una varieta di tipologie
cellulari ematopoietiche e non ematopoietiche. L’emangioblasto circolante (con
fenotipo CD34+ Lin-), per esempio, pud polarizzarsi a seconda degli stimoli cui ¢
sottoposto, sia verso le cellule staminali emopoietiche, sia verso un’altra tipologia
cellulare: 1’angioblasto circolante o cellula progenitrice endoteliale. Il numero delle
cellule progenitrici endoteliali (EPCs) nel sangue periferico di soggetti sani ¢ basso,
ma diverse condizioni o fattori possono essere determinanti nel definire nette

variazioni numeriche. La maggior parte delle EPCs risiede nel midollo osseo, in
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stretta associazione con le cellule staminali emopoietiche (HSCs), dove lo stroma
midollare costituisce un ottimo microambiente. Negli ultimi decenni ¢ stata
dimostrata la capacita delle EPC nel contribuire alla vasculogenesi post natale. In
particolari condizioni quali: trauma tissutale, ischemia o infarto le EPC, fuoriescono
dal midollo osseo, e sono attivamente reclutate nel sito del danno. A seguito del

differenziamento in cellule endoteliali mature si integrano in nuovi vasi.

Caratterizzazione delle EPC.

La separazione di presunte EPCs da progenitori emopoietici ¢ complicata dal fatto
che EPCs e progenitori emopoietici discendono da un precursore ancestrale comune,
il putativo emangioblasto. Proprio per questo motivo EPC e progenitori emopoietici
condividono numerosi antigeni di superficie (il CD34 ne ¢ un esempio). Attualmente
i marcatori di superficie maggiormente utilizzati per 1’identificazione delle EPC sono
il CD133 (una glicoproteina con funzione sconosciuta), il VEGFR2 (recettore, per il
fattore di crescita vascular endothelial growth factor), molecole per 1’adesione delle
piastrine (PECAM o CD31), VE-caderina, c-kit, CD105, CD146, fattore Von
Willebrand, e CXCR4. Il problema della maggior parte di questi marcatori ¢ che
sono condivisi da diversi tipi cellulari quali le cellule endoteliali mature, le cellule
staminali emopoietiche, le cellule mielomonocitiche (Schmeisser, 2003). Tra tutti i
marcatori citati il CD133 ¢ attualmente considerato il piu affidabile poiché presente
nelle cellule progenitrici endoteliali ed assente sia nelle cellule endoteliali mature che
nelle cellule monocitiche. Poiché non esiste un marcatore specifico per le EPC, ¢
stato necessario definirle usando una combinazione di marcatori di superficie.
Attualmente le EPC sono definite infatti come una popolazione -cellulare

caratterizzata dalla presenza di CD34+,CD133+ e VEGFR2+.

Mobilitazione delle EPCs

Il rilascio delle EPCs dal midollo in circolo pud essere indotto da una varieta di
segnali angiogenici periferici, come il fattore stimolante la formazione di colonie di
granulociti e macrofagi (GM-CSF) o il fattore di crescita per 1’endotelio vascolare
(VEGF). Evidenze recenti suggeriscono una funzione ausiliare delle cellule staminali
emopoietiche e della loro progenie differenziata nel rilascio delle EPCs dal midollo
fino alla loro incorporazione nei vasi: cellule mieloidi VEGFR1+ co-mobilizzate

possono rilasciare fattori angiogenici che facilitano 1’integrazione delle EPC nei
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nuovi vasi in formazione (Lyden et al; 2001). La mobilizzazione delle EPC dal
midollo sembra, inoltre, essere dipendente dall’attivita della ossido nitrico sintasi
endoteliale (eNOS) espressa dalle cellule stromali del midollo osseo (Aicher et al;
2003). 1l contributo delle EPCs alla neovascolarizzazione potrebbe risultare sia dalla
loro incorporazione nei nuovi vasi in formazione, sia dal rilascio di ulteriori fattori

angiogenici da parte di queste cellule.

Modulatori esogeni delle EPCs

Citochine aggiunte esogenamente come GM-CSF, G-CSF o VEGF agiscono da
chemioattrattori per EPCs e aumentano la frequenza di EPCs circolanti. Sono stati
riscontrati effetti diretti sulle EPCs da parte delle statine, della classe degli inibitori
della idrossi-metil-glutaril coenzima A reduttasi, note per ridurre gli eventi
cardiovascolari in pazienti a rischio. Gli effetti positivi delle statine sulle EPCs, in
maniera simile a quelli del VEGF, sono molteplici, e includono 1I’aumento del
numero di EPCs circolanti, I’aumento del tasso di proliferazione, la riduzione della
senescenza, e I’aumento della differenziazione da cellule emopoietiche mononucleate
CD34+. Le statine, cosi come il VEGF, funzionano attivando la via di segnalazione
della fosfatidil-inositolo 3 kinasi (PI3K)/Akt nelle EPCs (Dimmeler et al; 2001).
Altri effetti delle statine includono 1’aumento dell’espressione delle molecole di
adesione sulle EPCs che ne facilita 1’incorporazione all’interno dei siti di
neoangiogenesi. Anche 1’eritropoietina e gli estrogeni influenzano positivamente il
numero di EPCs (Heeschen et al; 2003); I’effetto degli estrogeni sembra il risultato
dell’inibizione della caspasi 8 che media 1’apoptosi nelle EPCs. Questi mediatori
sistemici rappresentano dei candidati terapeutici, in aggiunta alla riparazione dei vasi

mediata da EPCs, in tessuti infartuati o ischemici.

Patologie associate

I primi dati importanti sul ruolo delle EPC in condizioni patologiche derivano dagli
studi effettuati da Ashara et al (Asahara et al; 1999). In essi, gli autori dimostrarono
il ruolo delle EPC nella formazione della vascolarizzazione tumorale e quindi
I’importanza di queste cellule nella crescita tumorale. Successivamente il ruolo delle
EPCs nei tumori fu confermato in topi che esibivano deficit angiogenici causati da

un’ irregolare mobilizzazione delle EPCs guidata dal VEGF (Lyden et al; 2001). In
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questi topi, la maggior parte dei tumori non riusciva a crescere a casusa dalla
mancanza di un’adeguata vascolarizzazione.

A seguito di queste evidenze, il blocco delle EPCs ¢ diventato un target per la
strategia terapeutica anti-tumorale. Kerbel et al. mostrarono che una frequente
somministrazione a basse dosi di ciclofosfamide rappresenta un mezzo efficace per
sopprimere l’influsso di EPCs mobilizzate durante cicli di trattamento e percio
preventiva della riparazione dell’endotelio tumorale da parte delle EPCs; (Bertolini
et al; 2003). La correlazione tra il numero di EPCs circolanti e la progressione
tumorale suggerisce che le EPCs possano essere utilizzate come marker per il
monitoraggio dell’efficacia antiangiogenica o anti-tumorale di alcuni farmaci.

Studi di Hill et al. Hanno suggerito che i livelli di EPCs possono rappresentare un
marker della funzione vascolare e del rischio cardiovascolare. La riduzione numerica
delle EPCs correla con una ridotta capacita di riparazione endoteliale che potrebbe
influenzare la progressione delle malattie cardiovascolari.

In altri studi, la disfunzione di EPCs ¢ stata identificata in pazienti con malattia
dell’arteria coronaria (CAD) o con diabete mellito tipo 2. Nei pazienti CAD sia il
numero che la capacita migratoria delle EPCs sono ridotte, e questo potrebbe
aggiungersi agli altri rischi cardiovascolari come la storia familiare di CAD, il fumo,
I’ipertensione, I’eta, etc. EPCs isolate da pazienti con diabete mellito 2 mostrano una
ridotta capacita di proliferare e di formare tubi capillari (Tepper et al; 2002). Inoltre,
una diminuzione della mobilizzazione delle EPCs dal midollo ¢ legata ad un deficit
nella sintesi di ossido nitrico nel midollo. Probabilmente, 1’'inibizione delle EPCs,
causata dalla riduzione della bioattivita della ossido-nitrico sintasi nei pazienti con
cuore ischemico, il che spiega, in parte, la ridotta capacita di mantenere in buono

stato la vascolatura in questi pazienti.
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Materiali e Metodi

Modello animale

Per I’analisi sperimentale sono stati utilizzati topi C57BL/6 (maschi di quattro
settimane di eta) acquistati presso 1 Laboratori della Harlan. La stabulazione ¢ stata
effettuata per tutta la durata della sperimentazione presso il Centro per la

Stabulazione degli Animali da Laboratorio dell’Universita di Firenze (Ce.S.A.L.).

Induzione della Sepsi mediante CPL.

La procedura chirurgica ¢ stata eseguita in condizione di anestesia totale (Avertina
2,5%; 17 pl/topo). 11 quadrante inferiore di destra dell’addome & stato depilato e
successivamente disinfettato con alcol al 70%. A seguito del taglio il cieco ¢ stato
gentilmente rimosso dalla cavita addominale, ligato (con filo di sutura 5.0 non
riassorbibile) per il 50% in modo da evitare occlusioni ed infine bucato con un ago
20 gauge. Allo scopo di evitare il blocco dell’irrorazione sanguigna ciecale la
ligazione ¢ stata eseguita in presenza di una piccola canula in plastica che ¢ stata
rimossa prima del riposizionamento del cieco. Una piccola quantita di feci ¢ stata
fatta uscire dalle ferite e il cieco riposizionato nell’addome. Infine 1’incisione

addominale ¢ stata richiusa con filo di sutura 4.0 (figl M).

Fig.1M: CPL: procedura chirurgica
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Dimostrazione della condizione di Sepsi e sopravvivenza.

Le condizioni di salute di ciascun esemplare sono state valutate per i successivi 4
giorni dalla CLP. Gli esemplari sono stati divisi in due gruppi sperimentali: controlli
e CPL. Di questi una parte sono stati sacrificati a 6, 24 e 48h dall’operazione

chirurgica, gli altri sono stati utilizzati per valutarne la sopravvivenza.

Conta batterica

Il lavaggio peritoneale degli gli esemplari sacrificati a 6, 24 e 48h dalla CLP ¢ stato
eseguito facendo una piccola incisione dell’addome e iniettando 1-2 ml di soluzione
fisiologica. La soluzione ¢ stata quindi riaspirata ed il processo ripetuto fino ad un
totale di 5 ml. Diluizioni seriali 1-10 del liquido di lavaggio sono state piastrate su
terreno PCA completo ed il numero di colonie ¢ stato contato dopo 24 h dalla

piastratura.

Composizione PCA

Peptone 0,5%;
yeast extract0,25%;
glucosio 0,1%;
agar 1,5%;

pH neutro.

Dosaggio citochine

Il sangue intero di ciascun esemplare ¢ stato prelevato a 6, 24 e 48h dalla CPL e fatto
sierare (10 min a 1200 rpm). L’andamento delle citochine sieriche ¢ stato valutato
mediante Mouse Th1/Th2 10plex Kit (Ditta) che ha consentito la misurazione
contemporanea della concentrazione delle seguenti citochine: IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5,

IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a, GM-CSF. L’esame ¢ stato eseguito al FACS

98



Capitolo 3

secondo le istruzioni della Ditta produttrice (Bender MedSystems). Il kit &€ composto
da 2 tipi di sfere fluorescenti (marcate internamente con un fluorocromo) ricoperte
covalentemente con anticorpi in grado di reagire in modo specifico con le diverse
citochine da analizzare; tali sfere possono essere distinte sulla base delle loro
dimensioni in macrosfere (5.5um) e microsfere (4.4 pum). L’utilizzo di sfere
fluorescenti di diverse dimensioni consente la quantificazione simultanea di 10
analiti in un singolo campione, utilizzando lo stesso principio di un ELISA. Le
citochine presenti nel siero da analizzare si legano all’anticorpo specifico che ricopre
le sfere fluorescenti. Dopo questa incubazione iniziale vengono aggiunti gli anticorpi
di rivelazione biotinilati per tutti gli analiti, seguiti dal fluorocromo streptavidina-

ficoeritrina (PE).
Analisi Istologica

Polmone, fegato, milza, rene, cieco e colon dei topi CPL e dei rispettivi controlli
sacrificati agli intervalli di tempo prestabiliti, sono stati fissati in formalina 10%. Le
sezioni di paraffina sono state esaminate mediante analisi istologica (E/E e reazione
Tunel). Nel caso specifico del colon e cieco, prima di essere posto in fissativo ¢ stato
aperto lungo I’asse cefalocaudale e lavato in PBS 1% in modo tale da eliminarne il

contenuto.
Quantificazione e caratterizzazione delle EPC mediante analisi citofluorimetrica

L’analisi al FACS ¢ stata eseguita per quantificare il numero di EPC nel midollo
osseo e nel sangue periferico. 200ul di sangue periferico o di sangue midollare sono
stati trattati con buffer di lisi in modo da lisare i globuli rossi e successivamente

incubati per 15 minuti con i seguenti anticorpi:
CDA45-FITC: marker panleucocitario;

c-Kit-APC : marker primordiale di staminalitd importante nella mobilitazione delle

EPC;
Sca-1-PE-Cy7: marker tipico dei progenitori staminali;
CD31-PE/PECAM-1: marker di angiogenesi precoce.

A seguito dell’incubazione i campioni sono stati lavati con PBS, centrifugati,

risospesi ed analizzati. Ciascuna analisi iclude 10000 eventi. Sono definite EPC tutte
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le cellule negative al CD45 e positive ai tre marcatori riportati (c-Kit"; Sca-17;
CD31"). La compensazione ed il gating sono stati eseguiti in primis sulle cellule
cKit'lin". In seguito, queste cellule sono state selezionate per la loro positivita a Sca-

1 e al CD31.
Analisi statistica

I risultati sono espressi in termini di mediat SEM. La significativita statistica ¢ stata

valutata mediante il test di Student.
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Risultati e discussione

Numerosi studi hanno dimostrato il ruolo importante dell’endotelio nel mediare la
condizione di sepsi. Durante la sepsi e lo shock settico, infatti, una serie di eventi
immunologici alterano la funzione dell’endotelio. Il rigonfiamento cellulare,
I’alterazione della struttura citoplasmatica, il distacco dalla membrana basale e
I’apoptosi delle cellule endoteliali partecipano, nell’insieme, all’entrata nel circolo
sistemico di cellule endoteliali (ECs) (Mutunga et al.,2001). Contemporaneamente, si
attivano meccanismi di riparazione a cui partecipano le cellule endoteliali mature
circostanti. Tali cellule, tuttavia, hanno una scarsa capacita proliferativa e quindi
sono in grado di risolvere il danno solo parzialmente. Numerosi studi hanno
dimostrato che il mantenimento della vascolarizzazione, la riparazione, 1’angiogenesi
e la neoangiogenesi sono mediate dal reclutamento delle cellule progenitrici
endoteliali (EPC). Studi recenti, condotti nel laboratorio della professoressa
Arcangeli, hanno messo in evidenza un incremento significativo delle stesse nel
circolo sistemico di pazienti settici (Becchi et al., 2008). Poiché le EPC possono
esercitare un ruolo importante nella riparazione e mantenimento dell’integrita dello
strato endoteliale abbiamo pensato ad una terapia cellulare basata proprio

sull’utilizzo di queste cellule progenitrici.

Lo scopo di quest’ultimo capitolo di tesi ¢ stato quello di produrre un modello
preclinico murino di sepsi mediante il quale poter testare 1’effetto dell’inoculo di

EPC in tale condizione patologica.

Modello in vivo di sepsi

I modelli murini di sepsi riportati attualmente in letteratura possono essere distinti in

3 categorie sulla base dell’agente iniziante:

* Somministrazione esogena di tossine (quale ad esempio LPS);

* Somministrazione esogena di patogeni vivi (batteri);
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* Alterazione esogena delle barriere protettive (ad esempio passaggio dei batteri dal

cieco alla cavita peritoneale).

Tra tutti, quello che riproduce in maniera piu fedele la condizione di sepsi nell’'uomo
¢ la CLP (puntura e legatura ciecale). In questo modello I'iniziale peritoneite ha
un’origine focale, ¢ causata da organismi multipli intestinali (polimicrobica), ed esita
in sepsi con rilascio di tossine batteriche nel circolo sistemico. Lo sviluppo di tale
modello & stato cosi condotto: in condizioni di anestesia totale, & stato inciso
I'addome di un gruppo di topi e ne ¢ stato esposto il cieco in modo tale da poterlo
ligare con del filo da sutura. Si e scelto di effettuare il processo di ligazione
attraverso l'impiego di una canula di plastica in modo da non compromettere la
circolazione ciecale. Infine, prima di riposizionare il cieco nella cavita addominale, ¢
stata eseguita la perforazione del cieco usando un ago 20 gauge (in totale 4 fori) e la
rimozione della canula. La puntura del cieco ci ha permesso di provocare una
fuoriuscita fecale, in grado di scatenare 1'infezione batterica nei topi che hanno subito
CLP. I topi di controllo, definiti “sham”, hanno subito la stessa procedura chirurgica,

ma senza puntura del cieco e fuoriuscita quindi delle feci.

Valutazione della condizione di sepsi

Curva di sopravvivenza dopo CLP

Per valutare la condizione di sepsi abbiamo inizialmente paragonato la
sopravvivenza dei topi CLP con quella dei topi sham. A seguito dell’operazione
abbiamo osservato una drammatica riduzione della sopravvivenza del gruppo CLP
rispetto a quella degli sham (a 96 ore dall’operazione, tutti i topi CLP erano morti;
mentre i topi di controllo erano tutti vivi (p < 0.001)) (Fig.1R). A seguito
dell’operazione lo stato di salute di tutti i topi CLP ¢ risultato particolarmente
compromesso. Rispetto agli sham 1 topi CLP presentavano, infatti, un fenotipo
ricurvo, una ridotta motilita, respiro affannato ed un abbassamento della temperatura

corporea risultando freddi al tatto.
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Kaplan-Meier survival estimates, by trattamento
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Fig. 1R: Topi C57BL/6 (n=12) sono stati sottoposti a puntura e ligazione del cieco
(CLP) o a solo apertura e chiusura dell’addome (gruppo di controllo, n=12).
L’esperimento ¢ stato eseguito in duplicato e i risultati combinati. I topi sottoposti a
CLP hanno una drammatica riduzione della sopravvivenza rispetto al gruppo di
controllo.

Conta batterica nel fluido di lavaggio peritoneale

In una seconda fase sperimentale i topi CLP e i topi sham sono stati sacrificati a 6, 24
e 48 ore dall’operazione (Fig.2RA). Inizialmente abbiamo valutato il numero di
batteri presenti nel fluido di lavaggio peritoneale. Tale fluido ¢ stato ottenuto a 6, 24
e 48 ore dall’operazione e le colonie batteriche sono state valutate dopo 24 ore dalla
piastratura. Il numero di colonie formatesi a partire dal fluido di lavaggio peritoneale
dei topi CLP ¢ significativamente maggiore rispetto a quello ottenuto dagli sham

(p<0,001) Fig.2RB.

ol A g
— 2 B
0 & Time (hours) E
NG X
%* 9
¥ * = 1 4 £,
0 6 12 18 24 Tme (hours) 3
o
NGl i
* g
2
£ ¥ &+ + o4 # 4 9 + g1
[ 12 18 24 30 36 42 48 Time (hours) d
— CLP or Sham 0-
—p Sacrifico
<o Prelievo organi BCLP 6h 0CLF24h mCLP4h

Fig. 2R:A) Sacrificio dei topi a 6, 24 e 48h dall’operazione. B) Valutazione della
carica batterica nel liquido di lavaggio peritoneale. Il numero di batteri presenti nel
fluido di lavaggio peritoneale dei topi appartenenti al gruppo di controllo e nei topi

103



Capitolo 3

CLP ¢ stato determinato a 6, 24 e 48h dall’intervento. La conta batterica ¢ espressa in
termini di Unita formanti colonia (CFU).

Dosaggio delle citochine sieriche

Una caratteristica tipica della condizione di sepsi € lo svilupparsi di una significativa
risposta immunitaria non specifica, in cui giocano un ruolo fondamentale le
citochine. In una prima risposta precoce all'infezione si ha la produzione di citochine
pro-infiammatorie come il fattore di necrosi tumorale (TNF)-a e 1'interleuchina (IL)-
1, che mediano direttamente o indirettamente i cambiamenti emodinamici e
infiammatori caratteristici della sepsi. Inoltre, il TNF-a e I’ IL-1 iniziano una catena
pro-infiammatoria, che da luogo alla produzione di altre citochine pro-infiammatorie
come IL-6, interferone (IFN)-y, IL-12 e varie chemochine. Il TNF-a e IL-1 hanno
quindi un ruolo fondamentale nell'attivazione della catena pro-infiammatoria e
recenti studi hanno mostrato che la neutralizzazione di IL-1 e TNF-a in modelli di
shock settico da luogo ad una sostanziale riduzione dell' infiammazioni sistemica e
della mortalita (Blackwell et al.,1996). Altre citochine mostrano invece proprieta
antinfiammatorie (IL-10, IL-4), realizzando il controbilanciamento di un eccessivo
stato pro-infiammatorio (O’Dweyer et al., 2006). In particolare, IL-10 sembra essere
in grado di promuovere uno stato di riduzione dell’infiammazione cellulare. Durante
le fasi iniziali della sepsi si assiste ad uno stato di iperattivazione del sistema
immunitario a cui segue pero una fase di ipoattivazione, predisposizione ad infezioni
nosocomiali e incapacita a risolverle. Sulla base di questa premessa ¢ stato quindi
eseguito un dosaggio delle citochine sieriche (IL-1a, IL-2,IL-4, IL-5, IL-6,IL-10, IL-
17, IFN-y, TNF-a, GM-CSF) per valutarne le variazioni di concentrazione nei topi
CLP e nei topi di controllo. Il dosaggio di tali citochine ¢ stato eseguito mediante
analisi al FACS utilizzando il Mouse Th1/th2 10 plex Kit (Bender Medsystem). I
risultati ottenuti da tale analisi (riportarti in Fig.3R) hanno dimostrato un incremento
significativo dei livelli di TNF-a, IL-1a ed IL-6 (p<0,001) nei topi CLP rispetto ai

topi di controllo
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Fig. 3R: a) Dosaggio delle citochine sieriche in topi CLP e sham a 6, 24 e 48h
dall’operazione. B) Andamento del TNF- a nei due gruppi sperimentali.

Valutazione del danno di organo

Nell’ uomo, in condizione di sepsi severa si puod osservare 1’alterazione funzionale di
uno o piu organi. Con lo scopo di valutare eventuali alterazioni d’organo nel nostro
modello murino abbiamo prelevato gli organi (polmone, fegato, milza, rene, cieco e
colon) di topi CPL e dei rispettivi controlli agli intervalli di tempo pari a 6, 24 e 48
ore dall’intervento chirurgico. Gli organi sono stati prelevati, fissati in formalina al
4%, inclusi in paraffina e quindi tagliati al microtomo. Il primo organo analizzato ¢
stato il cieco in quanto sede dell’origine focale della condizione patologica. La
colorazione Ematossilina/Eosina (Fig.4R) evidenzia gia a 6 ore dall’intervento la
presenza di edema e di infiltrato infiammatorio. A 24 e a 48 ore dall’intervento

I’edema scompare, ma I’infiltrato infiammatorio perdura. Inoltre gia a 24 ore la
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struttura tissutale tipica del cieco risulta alterata per divenire irriconoscibile a 48 ore
a causa dell’estensiva area necrotica. Successivamente abbiamo analizzato, sempre a
livello del cieco, la presenza di batteri mediante la colorazione di Gram. I batteri
compaiono gia a 6 ore dall’intervento, per poi aumentare sempre di pit a 24 e 48 ore

(vedi figura 4R ).

Gram+

. b C T
0 = B ] -
i . d

Gram (100x)

Fig. 4R: Colorazione Ematosilina/Eosina e colorazione di Gram+ del cieco di topi
CLP sacrificati agli intervalli di tempo riportati in figura. Ingrandimento 10X.

A livello del colon, si osserva la comparsa di edema e di infiltrato inflammatorio gia
a 6 ore dall’operazione. Nella milza, invece, si osserva una progressiva perdita della
struttura che rende 1’organo completamente alterato gia a 48 ore dall’intervento. Il
polmone ai tre intervalli di tempo analizzati (6,24,48 ore) appare ricco di infiltrato
infiammatorio. Il danno polmonare si manifesta nell’animale con una tipica dispnea

che inizia poco dopo I’operazione e si aggrava sempre di pil.
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6h

24h

48h

Fig. SR: Colorazione Ematossilina/Eosina di Colon, Milza e Polmoni di topi CLP a
6, 24 e 48h dall’intervanto. Ingrandimento 10X.

La condizione patologica determina alterazioni anche a livello del rene e del fegato.
Come riportato in figura (Fig.6R) la struttura di entrambi gli organi non ¢ alterata
significativamete sebbene dalla colorazione PAS (acido periodico di Shiff) si evinca
una marcata riduzione dei depositi di glicogeno negli epatociti. La riduzione di tali

depositi avviene frequentemente in condizione di stress.
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Rene fegato

48h

Fig. 6R: A sinistra: Colorazione Ematossilina/Eosina di Rene e Fegato in topi CLP.
A destra: Colorazione PAS del fegato di topi CLP. A topo Sham, B topo CLP a 6h, C
topo CLP a 24h, D topo CLP a 48h dall’intervento. Ingrandimento10X.

Dosaggio delle cellule progenitrici endoteliali nel sangue periferico e

midollare

Stabilita la capacita del nostro modello murino di mimare la condizione di sepsi
nell’'uomo, abbiamo deciso di valutare 1’andamento delle cellule progenitrici

endoteliali sia nel midollo osseo che nel circolo sistemico dei topi sottoposti a CLP e
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dei topi di controllo. Il sangue midollare e il sangue periferico ottenuto da topi CLP e
da topi di controllo sacrificati a 6, 24 3 48 ore ¢ stato incubato con anticorpi
monoclonali per la identificazione delle cellule EPC (vedi materiali e metodi). I
risultati ottenuti dall’analisi citofluorimetrica hanno rivelato un incremento nel
numero di EPC (definite come CD31 (+), c-Kit(+), Sca-1(+), Lin(-)) nel sangue
periferico dei topi CLP rispetto ai topi di controllo a 6, 24 and 48 ore dall’operazione
Fig.7R. Tale incremento ¢ statisticamente significativo a tutti gli intervalli di tempo

considerati.
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Fig. 7R: Numero di EPC (%) circolanti in topi C57BL/6, sham e CLP a 6, 24 e 48h
dall’operazione. Tutti i dati sperimentali sono espressi in termine di media + SEM.

L’incremento delle cellule progenitrici endoteliali nei topi settici confermerebbe i
dati ottenuti precedentemente in questo laboratorio nell’'uomo (Becchi et al., 2008),
rendendo questo modello ottimale per il nostro tipo di analisi. A livello midollare, si
osserva una espansione proliferativa delle cellule progenitrici endoteliali a 6 ore.
Tali livelli rimangono alti a 24 ore per ridursi poi a 48 ore (Fig.8R). Tale riduzione ¢
associata probabilmente alla fuoriuscita delle EPC dal midollo e all’entrata in
circolo. Questa ipotesi ¢ avvalorata dall’osservazione che quando 1 livelli di EPC nel
midollo sono piu bassi si osserva la maggior quantita delle stesse nel sangue

periferico.
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Fig. 8R: Numero di EPC (%) nel midollo di topi C57BL/6, sham e CLP a 6, 24 e 48h
dall’operazione. Tutti i dati sperimentali sono espressi in termine di mediatx SEM.

I dati raccolti finora suggeriscono che, in condizione di sepsi, le EPC presenti a
livello midollare sono in grado di fuoriuscire ed entrare in circolo. Per capire se tale
mobilitazione sia finalizzata alla riparazione del danno vascolare sara necessario
eseguire ulteriori analisi, analisi che prevedono I’isolamento delle cellule progenitrici
endoteliali da midollo o da corpi embrioidi, la loro espansione in vitro, marcatura
mediante acLDL (lipoproteine a bassa densita acetilate) ed il trapianto in topi settici.
La marcatura con acLDL ci consentira di seguire 1 movimenti delle EPC all’interno
dell’organismo e di distinguerle da quelle endogene non marcate. Potremmo cosi
capire se in condizioni di sepsi le EPC fanno homing in un organo preferenziale o se
si distribuiscono in maniera omogenea nei vari organi per riparare il danno vascolare.
Se questa ipotesi venisse confermata e cioe che le EPC sono in grado di risolvere il
danno vascolare si potrebbero ipotizzare nuove strategie terapeutiche per la cura

della sepsi.
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