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RIASSUNTO 

 

 

 

CELLULE STAMINALI TUMORALI:  

RUOLO DELLA SIDE POPULATION NEI TUMORI SOLIDI 

 

Molti studi negli ultimi anni hanno dimostrato che alcune forme di tumore sono caratterizzate dalla 

presenza di cellule con specifiche proprietà stem-like, dette anche cellule staminali tumorali (Cancer Stem 

Cells/CSCs). Queste cellule sono considerate le cellule “inizianti” il tumore e sono probabilmente le 

responsabili delle recidive del tumore. Le CSCs hanno la capacità di auto-rinnovarsi, la potenzialità di 

dare origine a una o più specie cellulari all’interno del tumore e l’abilità di guidare, in modo continuo, la 

proliferazione delle cellule maligne. Molti studi hanno descritto il potenziale tumorigenico delle CSCs 

fino ad arrivare alla formulazione della cancer stem cell (CSC) hypothesis, secondo la quale a sostenere la 

crescita del tumore e a causare recidive, sarebbe una ristretta popolazione cellulare (Jordan CT et 

al.2006). 

Sono stati proposti due diversi approcci per caratterizzare le CSCs all’interno del tumore: il primo utilizza 

marcatori di superficie selettivamente espressi dalle CSCs, ma non dalla maggior parte delle cellule 

tumorali; il secondo approccio sfrutta alcune caratteristiche funzionali della cellula, come la peculiare 

capacità di colorarsi con coloranti specifici. In particolare, questo secondo metodo è utilizzato per 

l'identificazione, tramite citometria a flusso, della cosiddetta Side Population (SP), distinta sulla base 

della capacità di queste cellule di estrudere il colorante vitale Hoechst 33342 (Goodell MA et al 1996). Le 

cellule SP rappresentano solo una piccola frazione di tutta la popolazione di cellule e, data la loro capacità 

di estrudere farmaci, esse rappresentano la frazione chemio-resistente all’interno del tumore 

(Hirschmann-Jax C et al. 2004). Inoltre le SP sembrano essere una fonte arricchita di cellule staminali 

(Challen GA et al. 2006). 

I tumori solidi rappresentano la maggior parte delle patologie maligne ed i tumori epiteliali ne 

costituiscono circa l'80% (Visvader JE e Lindeman GJ 2008). L’ origine della maggior parte dei tumori 

solidi è sconosciuta, ma è stato ipotizzato che sottotipi diversi sottendono a cellule inizianti il tumore 

differenti. Inoltre ci sono evidenze crescenti che diversi tumori solidi siano organizzati in modo 

gerarchico e sostenuti da una sottopopolazione distinta di CSCs (Visvader JE e Lindeman GJ 2008). 

Un primo studio ancora in corso ha valutato il ruolo e le caratteristiche delle cellule staminali tumorali, in 

particolare della sottopopolazione SP, in linee cellulari di Medulloblastoma (MDB). Il MDB è uno dei più 

comuni tumori solidi pediatrici a livello del sistema nervoso centrale e dati recenti hanno dimostrato che 

anche il MDB sembra originare da una componente staminale. Abbiamo cercato di isolare la 

sottopopolazione con caratteristiche stem-like per capire quale pathway fosse principalmente coinvolto 

nel mantenimento della componente staminale (CSCs/SP). I primi dati ottenuti suggeriscono che nelle 

linee di MDB è presente una componente staminale e che la via di PI3K/AKT/mTOR è cruciale per la 

sopravvivenza delle cellule SP, che hanno una elevata capacità di formare colonie in vitro. 



Una sempre maggiore esperienza nella tecnologia e nel setting del FACS (Flow Activated Cell Sorter) 

sorter ha permesso di estendere l’approccio sperimentale ad altri tipi di tumore e quindi di identificare le 

SP sia in cellule primarie di carcinoma ovarico che in cellule, sempre di carcinoma ovarico, 

xenotrapiantate in topi NOD/SCID e di indagare gli effetti che l’ IFN-α ha sulle cellule tumorali. Questo 

è stato l'obiettivo di un secondo studio condotto nel Dipartimento di Oncologia e Scienze Chirurgiche di 

Padova in collaborazione con il nostro laboratorio. I nostri risultati mostrano che l’IFN-α ha effetti 

antiproliferativi e proapoptotici sulla componente SP, che si traducono in un potenziale effetto terapeutico 

contro quei tumori caratterizzati da una elevata percentuale di cellule SP. Questi risultati suggeriscono 

che lo screening dei campioni di tessuto tumorale per il loro contenuto di SP potrebbe costituire la base 

per la somministrazione di IFN-α ai pazienti con tumore ovarico ed eventualmente con altri tumori solidi.   

Nel corso dell’ultimo anno la nostra ricerca si è concentrata anche sulla caratterizzazione delle CSCs in 

linee cellulari e in colture primarie sia di medulloblastoma (MDB) che di glioblastoma (GBM). 

E’ noto che il microambiente o nicchia del tumore influenza la distribuzione della CSCs all'interno della 

massa tumorale e la loro resistenza alle radiazioni. Ci sono alcune evidenze che l'ipossia può favorire 

l'espansione delle cellule staminali e il mantenimento del tumore (Moserle L. et al 2009, Blazek et al 

2007, Platet N. et al. 2007). Inoltre, studi preclinici e clinici indicano che c’è una relazione inversa tra 

andamento del tumore e ipossia (Nordsmark M. et al.2005). 

Sulla base di queste considerazioni, nello studio sul medulloblastoma (MDB) abbiamo indagato il legame 

tra il microambiente ipossico e alcune vie del segnale (Notch1; HIF-1α) che sembrano essere coinvolte 

nel sostenere la crescita delle cellule di MDB. I primi risultati indicano chiaramente che le cellule di 

MDB possono essere espanse con successo in vitro solo in un contesto di ipossia.  

Nello studio sul Glioblastoma (GMB), abbiamo sfruttato la chirurgia immagine-guidata per cercare di 

definire differenti aree intra-tumorali per capire se ci fosse una distribuzione eterogenea delle cellule 

correlata al gradiente di ossigeno all'interno del GBM. I nostri risultati mostrano che le cellule più 

immature, identificate con il marcatore di staminalità CD133, sono localizzate nella parte interna e in 

quella intermedia della massa tumorale, mentre le cellule più differenziate sono distribuite lungo la zona 

periferica e maggiormente vascolarizzata. Questi risultati indicano una stretta correlazione tra il gradiente 

di ipossia intra-tumorale, il fenotipo delle cellule tumorali e la resistenza del tumore alla chemioterapia, 

portando alla formulazione di un nuovo modello di distribuzione delle cellule staminali nella nicchia del 

tumore, che potrebbe essere utili per definire con più precisione la reale localizzazione della cellule 

tumorali chemio-resistenti nel GBM, al fine di elaborare strategie di trattamento più efficaci. 

 

L'ultima parte di questa tesi, che esula dagli argomenti trattati sopra, si è focalizzata sullo studio del ruolo 

che la IL-23 esercita sulle cellule di leucemia linfoblastica acuta-B (LLA-B). Questo studio è stato 

condotto principalmente nella Unità di Immunologia del Dipartimento di Medicina Sperimentale e 

Laboratorio dell’ Istituto G.Gaslini di Genova.  

La Leucemia linfoblastica acuta (LLA) è una patologia in cui il blocco della differenziazione, 

l’iperprpolifrazione e una apoptosi difettosa risultano in un accumulo aberrante di un clone cellulare. Le 

LLA-B rappresentano l’85% dei casi delle leucemie infantili e vengono distinte in diversi sottotipi a 

seconda dello stadio maturativo della cellula linfoide (Cobaleda C. e García Sánchez-I . 2009, Onciu M. 



2009). Nonostante i progressi degli ultimi anni nello sviluppo di trattamenti sempre più efficaci sono 

comunque in corso ulteriori studi per capire quali siano gli eventi specifici che portano alla leucemia, per 

migliorare l'approccio clinico e identificare terapie che possano ridurre le recidive della malattia.  

L'obiettivo di questo lavoro è stato quello di studiare l’espressione e la funzione del recettore della IL-23 

(IL23R) nelle cellule di leucemia acuta B pediatrica (LLA-B) rispetto alla controparte normale e 

verificare se la IL-23 potesse esercitare una azione anti tumorale diretta sulle cellule di leucemia B e se sì 

quale fosse il meccanismo coinvolto. I primi risultati ottenuti dimostrano che IL-23R è up-regolato nelle 

cellule primarie di LLA-B rispetto alla controparte normale e che la IL-23 media direttamente la crescita 

tumorale in vitro e in vivo attraverso l'inibizione della proliferazione delle cellule tumorali e l’ induzione 

della apoptosi. Pertanto, in linea di principio, la IL-23 potrebbe essere un buon farmaco da testare in trial 

di fase I in pazienti pediatrici affetti da LLA-B che non rispondono alle attuali terapie. 
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CELLULE STAMINALI TUMORALI:  

RUOLO DELLA SIDE POPULATION NEI TUMORI SOLIDI 

 

Many studies performed over the past years have shown that some forms of human cancers are 

characterized by stem-like-cells (cancer stem cells, CSCs) with specific stem-cell properties. These cells 

are currently considered as “tumour-initiating“ cells, responsible of tumour relapse. CSCs have the 

capacity for self-renewal, the potential to develop into any cell and the proliferative ability to drive 

continued expansion of malignant cells. Many studies have described the rather heterogeneous 

tumorigenic potential of CSCs and led to the development of the cancer stem cells hypothesis that 

postulates that only a fraction of cells within a tumour is endowed with stem cells-like features, giving 

rise to all the other components of the tumour (Jordan CT et al. 2006). 

Two different approaches to identify CSCs within tumours have been proposed: the first one tracks 

specific surface markers that are selectively expressed on CSCs but not on the bulk of tumour cells; the 

second approach exploits some functional characteristics, such as a unique pattern of staining with certain 

dyes, to identify stem-like cells. In particular this latter method is used for the detection by dual-

wavelenght flow cytometry of the so-called side population (SP) on the basis of the ability of these cells 

to efflux the fluorescent dye Hoechst 33342 (Goodell MA et al 1996). The SP cells represent only a small 

fraction of the whole cell population and given their ability to efflux drugs, they represent the multi-drug 

resistant cell fraction within tumours (Hirschmann-Jax C et al. 2004). Moreover, SP cells seem to be an 

enriched source of stem cells (Challen GA et al. 2006).  

Solid tumours account for the major cancer burden, and epithelial cancers constitute approximately 80% 

of all cancers (Visvader J.E. and Lindeman G.J. 2008). The cellular origins of most solid tumours are 

largely unknown, but it has been speculated that different tumour subtypes reflect distinct cells of origin 

at the time of tumour initiation. Moreover there is increasing evidence that diverse solid tumours are 

hierarchically organized and sustained by a distinct subpopulation of CSCs (Visvader J.E. and Lindeman 

G.J. 2008). 

A first ongoing study has evaluated the role and the characteristics of cancer stem cells, in particular of 

the SP cell subset, in Medulloblastoma (MDB) cell lines. MDBs are the most common paediatric solid 

tumours occurring in the central nervous system (CNS) and recent data have shown that also MDB arises 

from stem-like cells. We have tried to isolate the subset with stem-like cell properties and to understand 

which signaling pathway is mainly involved in the CSCs/SP maintenance. First data strongly suggest that 

MDB cell lines encompass stem-like cells and that the PI3K/AKT/mTOR pathway is crucial for the 

survival of the SP cells, which have a high capacity to form colonies in vitro. 

The increased experience in FACS sorter technologies and setting has allowed to well identify SP cells in 

both primary ovarian cancer cells cultured in vitro and xenografted in nude mice and also to investigate 



the effects of IFN-α on this tumour cell subset. This was the aim of a second study leaded in the 

Departments of Oncology and Surgical Sciences of Padua in collaboration with our laboratory. Our 

findings show that IFN-α exerts marked antiproliferative and proapoptotic effects on the SP subset, which 

translates into a therapeutic effect against tumours bearing large amounts of SP cells. These results 

suggest that screening tumour samples for their SP content could form the basis for rationale-based 

administration of IFN-α to patients with ovarian cancer and possibly other solid tumours. 

In the last year our research has also focused on the characterization of the CSCs population in brain 

tumor cell lines and in primary cultures of both Medulloblastoma and Glioblastoma. 

The tumour microenvironment influences distribution of CSCs within the tumour mass and their 

resistance to radiation. There are some clues that hypoxia can favour stem cells expansion and 

maintenance in tumours (Moserle L. et al 2009, Blazek et al 2007, Platet N. et al. 2007). Moreover, 

preclinical and clinical studies show that local tumour control after radiotherapy inversely correlates with 

tumour hypoxia (Nordsmark M. et al.2005). 

Based on these considerations, in the Medulloblastoma (MDB) study we have investigated the link 

between the hypoxic microenvironment and some molecular pathway (i.e. Notch1 signaling; HIF-1α) that 

seem to be involved in the maintenance of primary MDB derived cells. First results clearly indicate that 

MDB derived cells can be successfully expanded in vitro only by preserving them into a hypoxic context.  

In the Glioblastoma (GMB) study we have exploited image guided surgery to sample multiple intra-

tumoral areas to define potential cellular heterogeneity in correlation to the oxygen tension gradient 

within the GBM mass. Our results indicate that more immature cells, identified with the stem cell marker 

CD133, are localized in the inner core and in the intermediate layer of the tumour mass, while more 

committed cells are distributed along the peripheral and neo-vascularised area. These results indicate a 

correlation between the intra-tumoral hypoxic gradient, the tumour cell phenotype and the tumour 

resistance to chemotherapy, leading to a novel concentric model of tumour stem cell niche, which may be 

useful to define the real localization of the chemo-resistant GBM tumour cells in order to design more 

effective treatment strategies. 

 

The last part of this work, different from those discussed above, is focused on the study of the role that 

IL-23 exert on the B-acute lymphoblastic leukaemia (B-ALL) cells. This study was mainly conducted in 

the A.I.R.C. Tumor Immunology Unit of the Department of Experimental and Laboratory Medicine, 

G.Gaslini Institute of Genova. B-cell acute lymphoblastic leukaemia (B-ALL) is a clonal malignant 

disease originated from a single cell and characterized by the accumulation of blast cells that are 

phenotypically reminiscent of normal stages of B-cell differentiation (Cobaleda C. and Sánchez-García I. 

2009; Onciu M. 2009). Steady progress in development of effective treatments has led to a cure rate of 

more than 80% in children, creating opportunities for innovative approaches (Pui CH et al. 2006). Studies 

are underway to ascertain the precise events that take place in the genesis of acute lymphoblastic 

leukaemia, to enhance the clinical application of known risk factors and anti-leukemic agents, and to 

identify treatment regimens that reduce relapse. The aim of this study was to investigate the potential 

direct anti-tumour activity of IL-23 in paediatric B-acute lymphoblastic leukaemia (B-ALL) cells and the 

molecular mechanisms involved. 



First results demonstrate that IL-23 possesses anti-leukemic activity on B-ALL cells. We show for the 

first time that IL-23R is up-regulated in primary B-ALL cells as compared to normal early B 

lymphocytes, and that IL-23 dampens directly tumour growth in vitro and in vivo through inhibition of 

tumour cell proliferation and induction of apoptosis. Therefore, in principle, IL-23 may be a good 

candidate drug to be tested in a phase I trial in childhood B-ALL patients otherwise unresponsive to 

current therapeutic standards.  
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INTRODUZIONE 

 

 

 

Le cellule staminali  

 

Nonostante gli enormi progressi compiuti nella ricerca sul cancro, ci sono ancora 

una serie di domande aperte. Ad esempio, che cosa fa sì che alcuni tumori siano più 

difficili da eradicare di altri? Perché ci sono alcuni tumori più resistenti alla terapia? E 

perché alcuni tumori sono più aggressivi e altri non lo sono ?  

Per tentare di rispondere a queste domande l’attenzione si è concentrata sulle cellule 

staminali, che potrebbero essere il target della trasformazione maligna in quanto 

caratterizzate da una lunga lifespan, quindi in grado di accumulare mutazioni che 

portano poi alla trasformazione cellulare (1,2) e in grado di “sostenere” il processo di 

tumorigenicità avendo la capacità di dividersi in modo indefinito (3). 

Il tessuto normale è caratterizzato da un’organizzazione gerarchica che comprende una 

piccola frazione di cellule staminali, come riserva, e tutti i diversi tipi di cellule che 

costituiscono l’eterogeneità del tessuto e che derivano da esse. 

Le cellule staminali sono cellule primitive, non specializzate, dotate della singolare 

potenzialità di differenziarsi in qualunque altro tipo di cellula del corpo. Esse 

possiedono due caratteristiche fondamentali che le distinguono dalle altre cellule: 

- la loro abilità di auto-rinnovarsi, quindi la capacità di compiere un numero illimitato di 

cicli replicativi mantenendo il medesimo stadio differenziativo; 

- la multipotenza, cioè la capacità di dare origine ad una o più specie cellulari.  

Le cellule staminali sono normalmente cellule quiescenti (blocco in fase G0 del ciclo 

cellulare) o caratterizzate da un ciclo cellulare lento (2), mantenute in uno stato 

indifferenziato finché non è richiesta la loro partecipazione nella normale fisiologia 

della cellula. La divisione asimmetrica delle cellule staminali porta alla formazione di 

una cellula staminale identica alla cellula madre, che mantiene così costante il pool di 

cellule staminali e una cellula progenitrice parzialmente differenziata e incapace di 

autorinnovamento (quindi non staminale), ma dotata di un ampio potenziale replicativo. 

Questa strategia, che limita il numero di eventi replicativi a cui una cellula staminale va 

incontro, si fonda probabilmente su due importanti principi tra loro collegati: 
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� stretto controllo del numero di cellule staminali: ogni cellula staminale occupa 

una propria nicchia biologica definita da un complesso network di segnali 

biochimici, che probabilmente forniscono anche alla cellula staminale le 

informazioni necessarie sul momento opportuno per replicarsi; 

� conservazione dell'integrità del genoma delle cellule staminali: un basso numero 

di replicazioni riduce il rischio di danni al DNA, cioè di mutazioni.  

Fisiologicamente è molto importante che venga mantenuto un numero costante di 

cellule staminali e, fatta eccezione per la fase di espansione che si ha nell’embriogenesi 

o per la fase di riparazione di gravi danni ai tessuti, è proprio la divisione asimmetrica 

delle cellule staminali a permettere che ciò avvenga (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Importanza del mantenimento di un numero costante di cellule staminali nella fisiologia 
normale rispetto alla trasformazione maligna. Nella fisiologia normale, in assenza dell’espansione 
durante l’embriogenesi e di gravi danni ai tessuti, la divisione asimmetrica delle cellule staminali 
permette di mantenere un numero costante (a). Nella trasformazione maligna, i meccanismi che 
controllano la normale divisione delle cellule staminali sono persi e quindi si osserva un aumento, 
incontrollato, del numero di cellule (b). (Hadnagy A et al., 2006) 
 

Le mutazioni a carico delle cellule staminali sono estremamente pericolose, poiché 

vengono trasmesse a tutte le generazioni di cellule figlie derivate dalla cellula staminale 

stessa. Al contrario una mutazione in una cellula progenitore si ripercuote solo su di una 

singola generazione di cellule che, eventualmente, dopo un certo tempo verrà comunque 

sostituita. Inoltre tali alterazioni possono indurre la cellula staminale a degenerare in 

senso neoplastico, diventando così una cellula staminale tumorale (4), cioè una tipologia 
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di cellula probabilmente responsabile del continuo rifornimento di nuove cellule 

tumorali che caratterizza lo sviluppo e soprattutto le recidive dei tumori.  

Le cellule staminali si classificano anche secondo la provenienza, come adulte o 

embrionali (5): 

 

� le cellule staminali adulte sono cellule non specializzate, reperibili tra le cellule 

specializzate di un tessuto specifico e sono prevalentemente multipotenti. Sono 

dette più propriamente somatiche (dal Greco σωµα sōma = corpo), perché non 

provengono necessariamente da adulti, ma anche da bambini o cordoni 

ombelicali; 

� le cellule staminali embrionali sono ottenute a mezzo di coltura, ricavate dalle 

cellule interne di una blastocisti. Già nel 1858 Rudolf Virchow propose l’ipotesi 

che il cancro originasse da cellule staminali embrionali. Questo concetto, basato 

sulle similarità istologiche di tumori e tessuti embrionali, fu esteso da Cohnheim 

e Durante i quali suggerirono che i tessuti adulti contengano residui embrionali 

che normalmente rimangono in forma dormiente, ma che possono attivarsi 

diventando tumorali (6). 

 

La riparazione tissutale conseguente ad un danno e lo sviluppo della ghiandola 

mammaria durante la gravidanza sono alcuni esempi nei quali, nella normale fisiologia, 

sono coinvolte le cellule staminali (5,7). Cellule staminali sono state descritte in molti 

tessuti normali come la mammella (7,8), il fegato (9) ed il cervello (10). 

Nel SNC, ad esempio, le cellule staminali sono responsabili dell’origine di neuroni, 

astrociti ed oligodendrociti. Durante l’embriogenesi si trovano soprattutto nella 

Ventricular zone (VZ = una delle due aree germinali del cervelletto, che ne forma lo 

strato più profondo a livello del quale si trovano le cellule progenitrici); mentre dopo la 

nascita cellule staminali multipotenti si possono ancora trovare in alcune regioni, 

incluso il cervelletto e l’ippocampo.  

Mentre è ormai chiaro il ruolo della cellule staminali nella fisiologia normale, è più 

recente l’evidenza del loro coinvolgimento nella trasformazione maligna. 

 

 

 

 



 4 

Le cellule staminali tumorali 

 

Studi degli ultimi anni hanno dimostrato che le caratteristiche del “sistema” cellula 

staminale e le proprietà specifiche di questo subset di cellule sono cruciali in alcune 

forme di tumore tanto da portare ad applicare il concetto di cellula staminale anche nel 

campo dell'oncologia. Secondo questa teoria, il tumore sarebbe composto da un certo 

numero di cellule più differenziate e capaci di proliferare solo in maniera limitata e da 

una piccola frazione di cellule caratterizzate da un grande potenziale proliferativo ed in 

grado di mantenere il tumore. 

La prima documentazione che i tumori originano dalle cellule staminali risale al 1994 

quando è stato visto che una sotto-popolazione di cellule leucemiche a fenotipo 

CD34+/CD38- era responsabile della insorgenza della leucemia nei topi (11).  

Successivamente lo stesso principio è stato esteso ad altri tumori: popolazioni, 

biologicamente distinte e rare, di cellule “inizianti” il tumore sono state identificate oltre 

che in tumori del sistema ematopoietico (12) anche in alcuni tumori solidi, ad esempio il 

tumore alla mammella (3) e al cervello (13). Le cellule di questo tipo hanno la capacità 

di auto-rinnovarsi, la potenzialità di dare origine a una o più specie cellulari all’interno 

del tumore e l’abilità di guidare, in modo continuo, la proliferazione delle cellule 

tumorali stesse. Quindi queste cellule hanno proprietà strettamente simili a quelle delle 

cellule staminali normali, e di conseguenza sono state definite cellule staminali 

tumorali. Questa idea sostiene l’ipotesi che diversi tumori potrebbero essere organizzati 

in modo gerarchico a partire dalle cellule staminali tumorali, ad elevato potenziale 

replicativo, fino alle cellule tumorali più differenziate con un limitato potenziale 

replicativo. 

Date queste caratteristiche, è possibile che le cellule staminali tumorali derivino dalle 

stesse cellule staminali normali in seguito ad una mutazione. Altre linee di ricerca 

sostengono invece che le cellule staminali tumorali potrebbero originare da cellule 

progenitrici mutate (14). Tali progenitori, detti anche “transit-amplyfing cells”, 

possiedono una certa capacità replicativa ma, di solito, non sono in grado di auto-

rinnovarsi. Quindi per diventare cellula staminale tumorale, un progenitore deve 

acquisire mutazioni che fanno sì che riacquisti la capacità di auto-rinnovamento (Figura 

2). 
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Figura 2: I tessuti normali derivano da una cellula staminale che cresce e si differenzia in progenitori e 
cellule mature. Le proprietà chiave delle cellule staminali normali sono l’abilità di auto-rinnovarsi 
(indicata dalle frecce curve), la multipotenza (indicata dalle cellule di colori diversi), e l’ elevata 
capacità proliferativa. Le cellule staminali tumorali hanno origine da una mutazione in una cellula 
staminale normale o in una cellula progenitrice e di conseguenza crescono e si differenziano per formare 
tumori primari (la freccia tratteggiata indica che non sono ancora chiari i tipi specifici di progenitori 
coinvolti nella generazione di cellule staminali tumorali). Come le cellule staminali normali, anche le 
cellule staminali tumorali possono auto-rinnovarsi, dare origine a più tipi cellulari e proliferare 
ampiamente.(Jordan CT et al., 2006) 

Sono tre le situazioni che si possono verificare e che riguardano le potenzialità delle 

cellule staminali tumorali: A) le cellule staminali tumorali, in seguito ad una mutazione 

di una cellula staminale normale, potrebbero dare origine ad altre cellule staminali 

tumorali e alla formazione di un tumore; B) potrebbero costituire una piccola “riserva” 

di cellule resistenti alla terapia e responsabili della ricaduta; C) potrebbero dare origine 

a metastasi in siti lontani rispetto al tumore primario (14) (Figura 3). 

Queste possibilità hanno portato alla formulazione della cancer stem cell (CSC) 

hypothesis, secondo la quale a sostenere la crescita del tumore e a causare recidive, 

sarebbe una ristretta popolazione cellulare, costituita da cellule staminali con un elevato 

potenziale di auto-rinnovamento, ma che, in condizioni normali, resta quiescente e 

quindi in grado di resistere alla chemioterapia, che com’è noto, va a colpire le cellule in 

attiva proliferazione. Queste cellule si comportano quindi come le normali cellule 
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staminali non tumorali, tranne per il fatto di aver perso il normale equilibrio 

omeostatico tra auto-rinnovamento e differenziazione. 

 

 

Figura 3: Per i tumori nei quali le cellule staminali tumorali sono coinvolte, ci sono tre diverse 
possibilità. A: la mutazione di una cellula staminale normale o di un progenitore può creare una cellula 
staminale tumorale, che genererà poi un tumore primario. B: durante il trattamento chemioterapico, la 
maggioranza delle cellule in un tumore primario può essere distrutta, ma se le cellule staminali tumorali 
non vengono eradicate, il tumore può riformarsi e causare una ricaduta. C: le cellule staminali tumorali 
possono allontanarsi dalla sede di origine del tumore e creare metastasi in sedi lontane. (Jordan CT et 
al., 2006) 

L’ipotesi delle cancer stem cells è stata dimostrata per la prima volta da Bonnet e 

collaboratori che hanno dimostrato che solo una piccola sottopopolazione di cellule 

leucemiche CD34+/CD38-, fenotipicamente simili alle cellule staminali ematopoietiche, 

erano in grado di formare il tumore se inoculate in un topo NOD/SCID (non-obese 

diabetic, severe combined immunodeficient) (15). Cellule staminali tumorali sono state 

trovate anche in diversi tumori solidi, come nel tumore della mammella, dove sono state 

descritte cellule staminali con fenotipo CD44+/CD24-. Al-Hajj e collaboratori hanno 

distinto la componente tumorigenica da quella non tumorigenica sulla base 

dell’espressione di due marcatori di superficie: inoculando in un topo 100 cellule a 

fenotipo CD44+/CD24low/Lineage- si ha la formazione del tumore, dove invece molte 

più cellule con fenotipo diverso non erano in grado di formarlo (3). Le cellule staminali 

tumorali CD44+/CD24low/Lineage- posso essere definite tali in quanto non solo danno 

origine ad altre cellule con lo stesso fenotipo, ma possono differenziare in altri tipi 

cellulari non tumorali fenotipicamente diversi. In tumori cerebrali sono state isolate 
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cellule tumorali, positive per il marcatore di staminalità CD133, in grado di crescere in 

vitro come neurosfere, alle stesse condizioni che si utilizzano per coltivare le cellule 

staminali neuronali non-neoplastiche. Sono sufficienti 100 cellule di glioma positive per 

il CD133 inoculate nel cervello di un topo NOD/SCID perché si formi un tumore, 

quando invece nessun tumore si forma in seguito all’inoculo di almeno 100000 cellule 

negative per il CD133 (13,16,17). Anche nel MDB la piccola frazione di cellule CD133 

positive è in grado di formare neurosfere multipotenti in vitro (13,18), ed è inoltre 

caratterizzato da livelli di espressione di Notch molto maggiori rispetto alle cellule 

CD133 negative (18,19). E’ noto infatti dalla letteratura che alcune vie del segnale come 

Wnt, SonicHedgeog e Notch, che regolano la proliferazione e la sopravvivenza dei 

precursori neuronali non tumorali, sono spesso attivate in maniera aberrante nel tumore 

(19,20). 

Per quanto appena detto, l’identificazione delle CSCs, in particolare in tumori solidi, è 

stata sicuramente facilitata dall’utilizzo di marcatori che identificano selettivamente le 

cellule staminali in campioni tumorali. I due marcatori principali utilizzati per isolare 

questa sottopopolazione di cellule, sono il CD133 e la Side Population (SP). Al CD133, 

per quanto riguarda i tumori cerebrali (13) e il tumore del colon (21), si sono aggiunti il 

CD44 e il CD24 per i tumori alla mammella (3); solo più recentemente si è iniziato a 

parlare della Side Population (SP) (2,22,23). E’ molto interessante osservare che questi 

marcatori sono stati identificati anche su cellule staminali non tumorali, ad ulteriore 

riprova del fatto che ci sono notevoli similarità tra cellule staminali normali e staminali 

neoplastiche e che i tumori privi di una componente staminale sono quelli clinicamente 

meno aggressivi (18,27,24). 

Quindi le cellule staminali tumorali hanno molte proprietà delle cellule staminali 

normali ed inoltre hanno la capacità di resistere ai farmaci e alle tossine attraverso 

l’espressione di trasportatori specifici (ATP-binding cassette o ABC) (25), hanno 

un’elevata capacità di riparazione del DNA grazie a proteine come MGMT (O-6-

methylguanine-DNA methyltransferase) che è stata, ad esempio, trovata up-regolata in 

alcuni Glioblastomi e il cui mRNA è stato trovato maggiormente espresso nelle cellule 

staminali CD133+ (26), ed infine hanno una maggiore capacità di resistenza 

all’apoptosi. Le CSCs inoltre possono “mimare” altri tipi cellulari e possono adattarsi a 

cambiamenti micro ambientali. Un esempio di questa plasticità si nota a livello del 

microcircolo, dove le cellule tumorali esprimono geni associati alle cellule endoteliali, e 

conseguentemente danno il via alla neovascolarizzazione (6).  
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Figura 4: La Cancer stem cell hypothesis e le strategie terapeutiche che hanno come bersaglio le cellule 
tumorali.(Bin-Bing S. Zhou et al. 2009) 
 

La cancer stem cell hypothesis sostiene che, all’interno del tumore, non tutte le cellule 

abbiano la stessa capacità di auto-rinnovarsi e di proliferare, ma solo una piccola 

frazione di cellule (Tumour-initiating cells o TICs) siano in grado di rinnovarsi in 

maniera illimitata, mentre il resto del tumore è composto da cellule progenitrici con 

limitata capacità proliferativa o da cellule già totalmente differenziate.  

Sono diverse quindi le strategie terapeutiche che potrebbero essere applicate nel 

tentativo di colpire in modo specifico le TICs: 1) inibire le vie di trasduzione del 

segnale maggiormente coinvolte nel mantenimento delle TICs, in particolare le vie di 

Wnt (20,27,28), Hedgehog (20,29,30), Notch (19,20) e PI3K/Akt,/mTOR (31,32) 2) 

sensibilizzare le cellule agli agenti chemioterapici utilizzando inibitori di quelle chinasi 

che controllano i punti chiave d’ingresso della cellula nel ciclo cellulare (33); 3) indurre 

la differenziazione delle TICs, utilizzando proteine quali BMPs (Bone Morphogenetic 

proteins) (34) o anticorpi monoclonali CD44-specifici (35,36). Un’altra alternativa 

potrebbe essere la terapia anti-angiogenica andando così a modificare la nicchia 

vascolare del tumore (20). Alcuni autori hanno dimostrato che le cellule staminali 

CD133+ di MDB si trovano più comunemente vicino a cellule endoteliali e a piccoli 

vasi, che creano la nicchia ideale per il mantenimento della componente staminale 

tumorale: la terapia anti-angiogenica priverebbe le cellule staminali tumorali 

dell’ambiente ideale per la loro sopravvivenza (18,31,37). Dal punto di vista terapeutico 

potrebbe essere vantaggioso combinare gli agenti che hanno come bersaglio le cellule 
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inizianti il tumore con agenti convenzionali ed i chemioterapici che hanno come 

bersaglio la nicchia del tumore.  

 

La Side Population  

 

La Side Population (SP) è una piccola sottopopolazione cellulare costituita da 

cellule primarie indifferenziate, dotata di particolari caratteristiche e considerata da 

molti autori come una fonte arricchita di cellule staminali, particolarmente utile nelle 

situazioni in cui non sono noti marcatori molecolari. Essa è stata individuata e può 

essere isolata grazie alla capacità di estrusione di un colorante vitale, l’Hoechst 33342. 

Questo metodo fu messo a punto e utilizzato per la prima volta da Goodell e 

collaboratori (22) e si basa sulla caratteristica peculiare delle SP di colorarsi debolmente 

(rispetto alle altre cellule più mature) con il colorante vitale Hoechst 33342, in virtù di 

un meccanismo attivo di espulsione del colorante dall’interno della cellula. Il termine 

side population, o “popolazione laterale”, deriva dalla loro localizzazione nel “dot-

plot” , risultato dell’analisi biparametrica blu-rosso (blu: 450nm e rosso: 675nm), in cui 

le SP compaiono in basso a sinistra. Brevemente, l’Hoechst 33342 si lega alle regioni 

ricche di adenina-timidina del solco minore del DNA, intercalandosi nella doppia elica. 

Leggendo un campione al citofluorimetro, contemporaneamente alle due lunghezze 

d’onda, dopo averlo colorato con l’Hoechst, le SP andranno a localizzarsi in basso a 

sinistra nel plot di analisi, dato che non avranno trattenuto il colorante al loro interno, e 

quindi risulteranno “negative” alla colorazione, mentre la controparte non-SP, 

trattenendo l’Hoechst all’interno, sarà più spostata verso l’alto e verso destra.  

Per verificare che la popolazione individuata sia davvero la side population, viene 

aggiunto al campione analizzato un inibitore dei trasportatori della famiglia ABC, ad 

esempio il Verapamile, che bloccando l’efflusso del colorante Hoechst dalla cellula, fa 

“sparire” le SP dal plot di analisi. 

I trasportatori trans-membrana utilizzati da queste cellule per l’estrusione sono 

soprattutto membri della superfamiglia ABC (ATP-binding cassette). Sono ATP-asi, che 

utilizzano l’energia metabolica fornita dall’ATP per creare il gradiente necessario al 

trasporto, che è di tipo attivo primario. Queste pompe sono implicate, tramite un 

meccanismo di trasporto attivo (2,23), nella protezione delle cellule da prodotti esogeni, 

in grado di penetrare la membrana plasmatica. Inoltre sembrano avere un ruolo 

determinante nell’ inibire la maturazione e la differenziazione delle cellule staminali (2). 
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Ad esempio ABCG2 è over-espresso nelle cellule staminali ematopoietiche (38) e 

questa over-espressione impedisce la differenziazione (39). La aumentata espressione di 

questi trasportatori nelle SP potrebbe giustificare la loro singolare capacità di resistenza 

ai farmaci e la loro tolleranza alle condizioni di stress ipossico e far diventare così 

queste proteine dei target ideali per una terapia. 

 

Figura 5: Esempio di analisi e di identificazione delle SP effettuata col sorter FACSVantage SE (Becton 
Dickinson) a due lunghezze d’onda, UV-450/blu e UV-675/rosso. a) La regione verde rappresenta le SP, 
mentre la regione blu rappresenta le non-SP. b) controllo + Verapamile dove si nota che le SP 
spariscono 
 

 

Da quando nel 1996, le SP sono state identificate per la prima volta (22), sono state 

trovate in molti tessuti con elevate capacità rigenerative, come la ghiandola mammaria 

(40), il polmone (41,42), il muscolo scheletrico (43), il cuore (44), il fegato (45,46) il 

cervello (47), la pelle (48,49). 

Le SP dei tessuti normali si presentano come cellule immature, poco differenziate, in 

grado di dividersi in maniera asimmetrica e quiescenti, caratterizzate da una alta 

espressione di marcatori di staminalità e da bassi livelli di marcatori di differenziazione, 

da una elevata espressione di geni che fanno parte di alcune vie di trasduzione del 

segnale, come ad esempio la via di Wnt/β-catenina, che è stata dimostrata essere 

importante nella regolazione dell’auto-rinnovamento delle cellule staminali 

ematopoietiche (50) e di geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare (23): tutte 

caratteristiche che definiscono una cellula staminale (12). E’ stato inoltre osservato che 

le cellule SP sono più piccole rispetto alla controparte non-SP (51), in accordo con 

quanto afferma anche Paiva (52), e cioè che la piccola dimensione, small cell size, è una 

(b) (a) 

UV 675-rosso 

U
V
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caratteristica propria di staminalità. Le SP inoltre possiedono un reticolo 

endoplasmatico con pochi ribosomi, indice di una scarsa attività metabolica, altra 

caratteristica in comune con le cellule staminali (2,53).  

Le cellule SP sono state identificate anche in una grande varietà di linee cellulari 

tumorali, in percentuali che vanno dallo 0,1% al 20% della popolazione cellulare totale 

(53,54). Le SP derivate dalle linee cellulari tumorali sono altamente tumorigeniche, 

meno differenziate rispetto alle non-SP ed in generale esprimono alti livelli di marcatori 

di staminalità e bassi livelli di marcatori di differenziazione (2,54). Per esempio, nella 

linea cellulare di glioma C6, solamente le cellule SP hanno la capacità di formare sia la 

popolazione SP che la non-SP, suggerendo che solo le cellule SP hanno la capacità di 

auto-rinnovarsi e ricostituire il fenotipo originale della linea cellulare; inoltre, solo le SP 

hanno l’abilità di crescere come neurosfere, una caratteristica propria delle cellule 

staminali neuronali, e di differenziare nelle diverse linee neuronali (23,55). 

Le SP sono state trovate, inoltre, in diversi tumori, come il neuroblastoma (2,53), il 

melanoma (56), il retinoblastoma (57), la leucemia mieloide acuta (AML) (58), il 

glioma (55) ed il medulloblastoma (59,60). Sembra che la percentuale di SP presente in 

un tumore correli direttamente con il grado di tumorigenicità e di aggressività (61), 

anche se questa relazione deve essere confermata (23). Le SP ottenute dai tumori sono 

una popolazione eterogenea, arricchita in cellule staminali tumorali (2), e secondo 

l’ipotesi delle cancer stem cells, sono proprio le SP le cellule in grado di dare inizio al 

processo di tumorigenesi. Ho e collaboratori, utilizzando cellule tumorali polmonari, 

hanno dimostrato che la componente SP, separata dalla controparte non SP, è in grado 

di dare origine ad una popolazione mista formata sia dalla frazione SP che dalla frazione 

non-SP (divisione asimmetrica). Sempre Ho e collaboratori hanno dimostrato che, 

inoculando in un topo NOD/SCID 5000 cellule SP, si ha la formazione del tumore in 

3/3 animali, quando invece sono necessarie almeno 100000 cellule non-SP perché si 

abbia la formazione di un tumore, solo in 1/4 casi e comunque di dimensioni inferiori, 

ad ulteriore riprova del fatto che sarebbe la controparte SP quella arricchita in cellule 

staminali e “iniziante” il tumore (12). Date queste caratteristiche, le SP potrebbero 

essere le responsabili dell’aggressività di alcuni tumori così come dello sviluppo della 

drug resistance (62) e potrebbero essere quindi il target ideale per una terapia efficace 

in grado di eradicare totalmente il tumore. 

Diversi studi suggeriscono che le SP, come le cellule staminali tumorali, sono 

caratterizzate da una elevata resistenza alla chemioterapia. Dal momento che il fenotipo 
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SP è definito dall’attività dei trasportatori ABC, l’espressione di questi è stata analizzata 

in maniera dettagliata anche nelle SP “tumorali”. Infatti attraverso i trasportatori ABC, 

come ABCG2 e MDR1, le cellule riescono ad estrudere xenobiotici, e vari antitumorali 

lipofili utilizzati nei protocolli classici di terapia, come la doxorubicina, o l’etoposide. 

La presenza e la over-espressione di questi trasportatori di membrana fa sì che molti 

farmaci non abbiano alcun effetto su queste cellule dato che vengono espulsi da esse, 

sostenendo in tal modo un processo di selezione della popolazione più resistente.  

A conferma di quanto detto Hirshmann-Jax e collaboratori hanno dimostrato per la 

prima volta che le SP da neuroblastoma sono meno sensibili al mitoxantrone (53); 

Szotek e collaboratori invece che le SP da tumore dell’ovaio sono resistenti alla 

doxorubicina rispetto alle non SP (63); ed infine le SP da glioma e glioblastoma in 

seguito a trattamento con Temozolomide proliferano e in un certo senso vengono 

selezionate, a differenza delle non SP (64).  

Un’ altra caratteristica delle SP tumorali, così come delle CSCs, è la resistenza alla 

apoptosi. Le cellule staminali sono programmate per avere una lunga lifespan per 

mantenere il pool di progenitori dal quale deriveranno poi le cellule differenziate. Per 

questo motivo attivano dei meccanismi che le proteggano dalla senescenza e dallo 

stress. Questi meccanismi includono 1) l’attivazione di alcune vie, quali Shh, Wnt/β 

Catenina o BMI-1; 2) l’espressione di proteine anti-apoptotiche come Bcl-2; 3) un 

aumentata capacità di riparazione dei danni al DNA; 4) la over-espressione dei 

trasportatori di membrana direttamente implicati nella estrusione di chemioterapici. 

L’esatta natura della popolazione SP dovrà comunque essere ulteriormente chiarita, e 

rimane d’altra parte improbabile che sia costituita interamente da cellule in grado di 

iniziare il tumore; è molto più probabile invece che le cellule capaci di dare il via al 

tumore siano solo una piccola frazione all’interno della popolazione SP (23). 

Comunque molti studi sostengono l’idea che le SP siano una popolazione arricchita in 

cellule staminali e che le percentuale di SP presente in un tumore correli direttamente 

con il grado di tumorigenicità e di aggressività (61) e che quindi potrebbero rivelarsi un 

modello ideale per la identificazione, l’isolamento e la caratterizzazione delle cellule 

staminali, in particolare in combinazione con altri marcatori cellulari. Qualche 

limitazione in questo approccio esiste. Infatti se da una parte l’utilizzo delle SP supera il 

problema della mancanza di altri marcatori cellulari che possano distinguere in maniera 

specifica la componente staminale all’interno di una popolazione cellulare, dall’altra le 

SP non rappresentano in modo completo l’intera coorte di cellule staminali e quindi 
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sono richiesti approcci ulteriori per una completa caratterizzazione di questa 

componente. Un secondo punto che deve essere valutato è il protocollo che viene 

applicato per identificare le SP, dato che numerosi sono i parametri da considerare 

nell’analisi, quali la concentrazione di cellule per campione, la quantità di Hoechst 

33342 e di Verapamile da impiegare, la durata e la temperatura dell’incubazione e 

soprattutto il set-up dello strumento e la definizione del gate sulle cellule SP all’interno 

del plot di analisi (65). L’interpretazione del dato ottenuto risulta quindi di notevole 

complessità e deve essere fatto assolutamente in modo critico, in quanto potrebbe creare 

divergenze di risultati. 

Sicuramente l’idea che l’evento chiave nella formazione di un tumore sia rappresentato 

dalla trasformazione in senso neoplastico di una cellula staminale normale è interessante 

e confermato da più dati sperimentali. Ad oggi i trattamenti che hanno come target 

specifico le cellule inizianti il tumore rappresentano una promessa e sono richiesti 

ulteriori approfondimenti nella definizione di uno o più marcatori specifici al fine di 

identificare una terapia più mirata e specifica. Date le loro caratteristiche, le SP 

potrebbero rappresentare un approccio alternativo, così come i trasportatori ABC 

responsabili del fenotipo SP e direttamente implicati nel fenomeno della drug-

resistance. Quindi prendere come target della terapia le SP potrebbe essere una 

soluzione a questo fenomeno: ad esempio la combinazione di inibitori dei trasportatori 

ABC con farmaci anti tumorali è stata dimostrata migliorare il decorso clinico rispetto 

alla terapia convenzionale (25). 
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SCOPO DELLA TESI  

 

 

 

Molti studi negli ultimi anni hanno dimostrato che alcune forme di tumore sono 

caratterizzate dalla presenza di cellule con specifiche proprietà stem-like, dette anche 

cellule staminali tumorali (Cancer Stem Cells/CSCs). Le CSCs, considerate le cellule 

“inizianti” il tumore, hanno la capacità di auto-rinnovarsi, la potenzialità di dare origine 

a una o più specie cellulari all’interno del tumore e l’abilità di guidare, in modo 

continuo, la proliferazione delle cellule maligne. Molti studi hanno descritto il 

potenziale tumorigenico delle CSCs fino ad arrivare alla formulazione della cancer stem 

cell (CSC) hypothesis, secondo la quale a sostenere la crescita del tumore e a causare 

recidive, sarebbe una ristretta popolazione cellulare. Sono stati proposti due diversi 

approcci per caratterizzare le CSCs all’interno del tumore: il primo utilizza marcatori di 

superficie selettivamente espressi dalle CSCs, ma non dalla maggior parte delle cellule 

tumorali; il secondo approccio sfrutta alcune caratteristiche funzionali della cellula, 

come la peculiare capacità di colorarsi con coloranti specifici. In particolare, questo 

secondo metodo è utilizzato per l'identificazione, tramite citometria a flusso, della 

cosiddetta Side Population (SP), distinta sulla base della capacità di queste cellule di 

estrudere il colorante vitale Hoechst 33342. Le cellule SP rappresentano solo una 

piccola frazione di tutta la popolazione di cellule e, data la loro capacità di estrudere 

farmaci, rappresentano la frazione chemio-resistente all’interno del tumore. Inoltre le SP 

sembrano essere una fonte arricchita in cellule staminali. 

In questa tesi abbiamo cercato di identificare e caratterizzare, dal punto di vista 

fenotipico e molecolare, la componente staminale, intesa sia come cellule staminali 

tumorali che come Side Population, in tipi diversi di tumori solidi. 

Un primo studio ha valutato il ruolo e le caratteristiche delle cellule staminali tumorali, 

in particolare della sottopopolazione SP, in linee cellulari di Medulloblastoma (MDB) 

(Parte I). Una sempre maggiore esperienza nella tecnologia e nel setting del FACS 

(Flow Activated Cell Sorter) sorter ha permesso di estendere l’approccio sperimentale 

ad altri tipi di tumore e quindi di identificare le SP in cellule primarie di carcinoma 

ovarico e di indagare gli effetti che l’ IFN-α ha sulla componente tumorale. Questo è 

stato l'obiettivo di un secondo studio condotto nel Dipartimento di Oncologia e Scienze 

Chirurgiche di Padova in collaborazione con il nostro laboratorio (Parte II). 
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Nel corso dell’ultimo anno la nostra ricerca si è concentrata anche sulla 

caratterizzazione delle CSCs in linee cellulari e in colture primarie sia di 

medulloblastoma (MDB) (parte III) che di glioblastoma (GBM) (Parte IV). 

L'ultima parte di questo lavoro si è focalizzata sullo studio, condotto principalmente 

nella Unità di Immunologia del Dipartimento di Medicina Sperimentale e Laboratorio 

dello Istituto G.Gaslini di Genova, del ruolo che la IL-23 esercita sulle cellule di 

leucemia linfoblastica acuta-B (LLA-B). L' obiettivo è stato quello di studiare 

l’espressione e la funzione del recettore della IL-23 (IL23R) nelle cellule di leucemia 

acuta B pediatrica rispetto alla controparte normale e verificare se la IL-23 potesse 

esercitare una azione anti tumorale diretta sulle cellule di leucemia B e se sì quale fosse 

il meccanismo coinvolto (Parte V). 
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Un primo studio, ha valutato il ruolo e le caratteristiche delle cellule staminali tumorali, 

in particolare della sottopopolazione SP, in linee cellulari di Medulloblastoma (MDB). 

Il MDB è uno dei più comuni tumori solidi pediatrici a livello del sistema nervoso 

centrale e dati recenti hanno dimostrato che anche il MDB sembra originare da una 

componente staminale. Abbiamo cercato di isolare la sottopopolazione con 

caratteristiche stem-like e di capire quale pathway fosse principalmente coinvolto nel 

mantenimento della componente staminale. 
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Introduzione 

 

Il medulloblastoma (MDB) è una neoplasia embrionale maligna ad elevata cellularità 

classificato come Tumore Primitivo Neuroectodermico (PNET), che origina nel 

cervelletto, la porzione del sistema nervoso centrale deputata principalmente al 

controllo dell’equilibrio e situata postero-inferiormente agli emisferi cerebrali.  

Rappresenta il 15-25% dei tumori cerebrali dell'età pediatrica (1,2) ed è la più comune 

neoplasia solida nei bambini, mentre nell’ adulto il MDB rappresenta l' 1,7% di tutti i 

tumori primitivi a localizzazione cerebrale (3). Purtroppo questo tipo di tumore è 

particolarmente refrattario ai trattamenti chirurgici e farmacologici attuali.. La 

sopravvivenza media per lunghi periodi non è favorevole: normalmente è di cinque anni 

nel 50-60% dei casi (2,4).  

Come altri tumori cerebrali embrionali, anche il MDB sembra derivare da cellule 

staminali neurali o precursori cellulari della zona ventricolare e dello strato germinale 

esterno del cervelletto. Il cervelletto è costituito da due aree germinali distinte: la 

ventricular zone (VZ) che forma lo strato più profondo del cervelletto e lo strato 

germinale esterno (EGL) che ne definisce invece la parte esterna. In particolare il MDB 

origina dai progenitori delle granule-cells, localizzati nello strato germinale esterno 

(EGL) del cervelletto. Il picco della proliferazione e dell’espansione di queste cellule 

avviene in fase post-natale. In seguito si ha la differenziazione e la migrazione dei 

neuroni granulari per formare lo strato interno granulare (IGL) (5). 

 

Figura 1: Rappresentazione schematica 
dello sviluppo cerebellare. (a) e (b) Sviluppo 
embrionale. I progenitori collocati nella zona 
ventricolare (VZ, zona germinale primaria) 
migrano radialmente per dare origine alle 
cellule di Purkinje. I progenitori collocati nel 
labbro rombico (RL) migrano dorsalmente 
per popolare lo strato granulare esterno 
(EGL, zona germinale secondaria). (c) 
Sviluppo postnatale. I progenitori collocati 
nell’EGL si espandono clonalmente, 
diventano post-mitotici, differenziano e 
migrano verso l’interno per generare lo 
strato granulare interno (IGL). Il sito 
d’origine  del medulloblastoma (EGL e NE, 
neuroepitelio della zona ventricolare) è 
mostrato a destra. (Marino S. 2005). 
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Negli ultimi anni la ricerca ha fatto notevoli passi avanti nel tentativo di comprendere a 

fondo i meccanismi molecolari e le alterazioni genetiche coinvolti nella patogenesi di 

questo tumore. Nonostante ciò solo il 60% dei bambini affetti da questa patologia viene 

curato, e molti di essi soffrono per gli effetti indesiderati conseguenti alla lunga ed 

aggressiva terapia alla quale vengono sottoposti. (2,5). Ultimamente si è fatta strada 

l’ipotesi che ad iniziare la trasformazione maligna e a sostenere la crescita tumorale sia 

un piccolo clone di cellule rare che, all’interno dell’eterogeneità del tessuto tumorale, si 

distingue perché sembra possedere caratteristiche simili alle cellule staminali ed anche il 

MDB sembra contenere una sottopopolazione di questo tipo (6,7). Lee e collaboratori 

(8) hanno recentemente isolato cellule staminali CD133+ dal cervelletto in grado di 

auto-rinnovarsi e caratterizzate dalla capacità di differenziarsi in più tipi cellulari, sia in 

vitro che in vivo. Singh e collaboratori hanno dimostrato che, inoculando in topi 

NOD/SCID 100 cellule positive per il marcatore di staminalità CD133, si aveva la 

comparsa del tumore (9). 

Sembra inoltre che alcune vie di trasduzione del segnale, che risultano essere 

iperattivate in seguito ad alterazioni genetiche, siano più importanti di altre nella 

cancerogenesi e vadano a sostenere la proliferazione cellulare incontrollata che si ha nel 

tumore. La via Sonic Hedgehog (Shh)-patched (Ptch) (10,11), la via di Wingless (Wnt) 

(12), la via di Notch sono alcune vie normalmente coinvolte nella regolazione dello 

sviluppo embrionale, nella proliferazione cellulare, nella differenziazione in diverse 

specie e nello stabilire il destino delle cellule progenitrici neuronali. Le mutazioni che 

riducono l’attività di Shh sono associate a severi difetti nel normale sviluppo del sistema 

nervoso centrale (10,11); più del 20% dei MDBs contengono mutazioni nella via di Wnt 

(13-15) e la perdita di Wnt1 o della β-catenina, effettore chiave di questa via, causa 

anomalie severe nello sviluppo del midbrain e del cervelletto (6); la via di Notch è 

attiva nelle cellule staminali neuronali e nei progenitori sia della VZ embrionale che 

dell’EGL post-natale e una sua deregolazione gioca un ruolo importante nella 

patogenesi del MDB (16). Un’altra importante via di trasduzione del segnale che 

controlla alcuni processi della cellula quali la crescita, la sopravvivenza e l’apoptosi e 

che sembra avere un ruolo chiave nella patogenesi del MDB è il pathway di 

PTEN/PI3K/Akt/mTOR. Recenti studi indicano che numerosi componenti di questa via 

sono soggetti ad amplificazioni, mutazioni, traslocazioni e riarrangiamenti con una 

frequenza maggiore rispetto ad altre vie (17) e che quindi la sua inibizione potrebbe 

avere un valore terapeutico importante nei pazienti colpiti dal MDB. 
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Alla luce delle considerazioni fatte, questo lavoro ha avuto lo scopo di studiare il ruolo 

del pathway di PTEN/PI3K/Akt/mTOR, che potrebbe essere direttamente coinvolto 

nella patogenesi molecolare del MDB. E’ stata indagata inoltre la presenza nelle linee 

cellulari di MDB di quel subset di cellule indifferenziate che sembrerebbero essere le 

responsabili della tumorigenesi. L’identificazione e l’isolamento delle cellule staminali 

tumorali e la comprensione di quale via del segnale è alterata nel MDB, permetterebbe 

infatti di comprenderne le caratteristiche e le alterazioni specifiche, in modo da riuscire 

ad individuare nuovi target terapeutici e mettere a punto una strategia terapeutica più 

mirata, meno tossica per il paziente, e in grado di colpire quella popolazione che sembra 

essere responsabile, in primis, della tumorigenesi. 

 

 

Figura 2: Rappresentazione della via di trasduzione del segnale PI3K/Akt/mTOR.. Il PI3K fosforila il 
PIP2 in PIP3, che a sua volta permette la traslocazione di Akt sulla membrana plasmatica dove è 
fosforilato e attivato da PDK1 e PDK2. Successivamente Akt  fosforila e attiva diversi fattori a valle che 
promuovono la proliferazione e la sopravvivenza cellulare. (18 Newton HB, 2004) 
 

 

Matariali e Metodi 

 

Lo studio è stato condotto su linee cellulari di medulloblastoma (D425, D556, D341, 

D384, DAOY) e, quando possibile su linee primaria di medulloblastoma (HuTu33) e di 

Glioblastoma (HuTu13). La ricerca ha cercato di sviluppare due punti: 1) l’effetto dell’ 

LY294002, inibitore specifico della Phosphoinositide 3-kinases (PI3K), chinasi a monte 

della via PI3K/Akt/mTOR sulle linee cellulari di medullobalstoma e la presenza nelle 

stesse linee delle cellule staminali.  
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L’effetto dell’LY294002, sulle linee cellulari di MDB è stato valutato, dopo 24h e 48h, 

tramite: 1) conta con il colorante vitale Trypan blue delle cellule non trattate (controlli) 

e le cellule trattate con 15µM LY294002; 2) valutazione della apoptosi tramite analisi 

della espressione della Annessina-V delle cellule trattate rispetto al controllo; 3) analisi 

del ciclo cellulare delle cellule trattate con LY294002 rispetto al controllo. 

L’identificazione e l’isolamento delle cellule staminali è stata effettuata grazie 

all’analisi della Side Population (SP) tramite colorazione con il colorante vitale Hoechst 

33342 (19). Sulla base di questa colorazione le SP sono state identificate, sortate e 

successivamente trattate con LY294002 nel tentativo di stimare l’effetto dell’inibitore 

su ogni singola popolazione. Inoltre, tramite test di clonogenicità, è stata studiata 

l’abilità di formare colonie “in vitro”  da parte delle cellule SP e non SP, quale indice di 

potenziale tumorigenicità in vivo. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in condizioni 

di normossia (20% O2) e di ipossia (2% O2), nel tentativo di valutare se una bassa 

tensione di O2 potesse essere un fattore discriminante nella risposta ai trattamenti 

(20,21,22). Le cellule sono state mantenute a 37°C al 5% di CO2. L’ipossia (≤2% O2) è 

regolata grazie ad un’opportuna camera ipossica nella quale i valori di O2 (2%), CO2 

(5%) e N2 (93%) sono strettamente mantenuti costanti e controllati grazie ad un sistema 

di sensori computer-controllato (Biospherix, Ltd., Syracuse, NY).  

 

 

Risultati 

 

LY294002 ha un effetto antiproliferativo sulle linee cellulari di MDB ed induce 
apoptosi preceduta da un blocco in fase G1 del ciclo cellulare 
 

Il trattamento con LY294002 ha un effetto antiproliferativo in tutte le linee cellulari di 

MDB studiate, sia al 2% che al 20% di O2, in modo dose- e tempo- dipendente. 

Il trattamento con LY294002 causa circa il 50% di morte cellulare dopo 24h, che 

raggiunge un 71% di mortalità dopo 48h di trattamento (Figura 3). 
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Figura 3: conta media x 106 di almeno tre esperimenti per ciascuna linea cellulare di MDB ed effetto del 
LY294002 alle 24h e 48h, al 2% di O2 (a) e al 20% di O2 (b). Controllo (colonna azzurra), LY 15µM 24h 
(colonna gialla) e LY 15µM 48h (colonna rossa) * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 
 

Per valutare se, oltre ad un effetto antiproliferativo, il trattamento con LY294002 

facesse morire le cellule per apoptosi è stata valutata l’espressione della Annessina-V, 

una proteina specifica per la fosfatidilserina, che normalmente è localizzata all’interno 

della membrana citoplasmatica ma che, in caso di apoptosi, viene esposta all’esterno. 

L’analisi della espressione della Annessina-V ci ha permesso di verificare che in tutte le 

linee di MDB trattate con l’inibitore viene indotta apoptosi (Figura 4) preceduta da un 

blocco in fase G1 del ciclo cellulare (Figura 5).  
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Figura 4: DAOY 2% O2 (a) e DAOY 20% O2 (b). Grafico rappresentativo della espressione della 
Annessina-V in cellule non trattate con LY294002 (controllo) ed in cellule trattate con LY294002 alle 24h 
e alle 48h. Sull’asse delle ascisse è riportata l’espressione della Annessina-V, sull’asse delle ordinate 
l’espressione del PI.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 5: Grafico del ciclo cellulare delle DAOY al 20% O2, rappresentative anche delle altre linee 
cellulari: (a): controllo, (b): LY294002 48h. 
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E’ stata identificata nelle linee cellulari di medulloblastoma una popolazione 
distinta in base alla colorazione con Hoechst, detta side population (SP), arricchita 
in cellule staminali. 
 

Per identificare ed eventualmente isolare le SP è stato utilizzato il metodo messo a 

punto da Goodell e collaboratori (19), che si basa sulla caratteristica peculiare di queste 

cellule di colorarsi debolmente, rispetto alle cellule più mature o non SP, con il 

colorante vitale Hoechst 33342, grazie ad un meccanismo di esclusione attiva del 

colorante dall’interno delle cellule. Il termine SP deriva dalla loro localizzazione in 

basso a sinistra nel “dot-plot”, risultato dell’analisi biparametrica blu-rosso. Una parte 

delle cellule è stata incubata anche con il Verapamile, un inibitore delle pompe ATP 

binding cassette (ABC), che blocca l’efflusso di Hoechst dalla cellula e quindi fa 

“sparire” le SP dal plot di analisi (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Esempio di analisi. Dot-plot che mostra le regioni corrispondenti alle cellule SP e  non-SP (a) 
ed SP + Verapamile (b) delle DAOY (rappresentative anche per tutte le altre linee). Il nostro controllo è 
rappresentato dalla provetta in cui è stato aggiunto il Verapamile, un calcio-antagonista, che, bloccando 
i canali attraverso cui le cellule estrudono l’Hoechst, fa sì che le SP spariscano dal plot. 
(c).Rappresentazione grafica, riferita al dot-plot, della percentuale di SP ed SP+ Verapamile nella linea 
DAOY in un esperimento preso come esempio. 
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Nelle linee cellulari di MDB analizzate è stata identificata una popolazione SP, con un 

valore percentuale medio di 2.4 ± 1.1%, ed un range che va dal 4.2% delle DAOY 

all’1.3% delle D341. Le percentuali di cellule SP nelle diverse linee cellulari analizzate 

presentano una certa variabilità. In tutti i casi, comunque, l’incubazione con il 

Verapamile fa “sparire” le SP dal plot di analisi, spesso in maniera significativa, 

confermando la loro identità (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 7: Percentuale, data dalla media di più letture, delle SP (colonne verdi) e delle SP+Verapamile 
(colonne rosse) nelle linee cellulari di MDB;*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

Tramite il test di clonogenicità è stata valutata la capacità delle cellule SP e della 

controparte non-SP di formare colonie in vitro, indice della potenziale tumorigenicità in 

vivo.  

 

 

 
Figura 8 : Test di clonogenicità. L’immagine mostra la differenza nella capacità di formare colonie tra 
le cellule SP e le non-SP. 
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L’effetto del trattamento con LY294002 sembra essere specifico nei confronti della 

popolazione SP: infatti le SP diminuiscono sia dopo 24h che dopo 48h di trattamento, 

con un effetto pari o maggiore rispetto a quello riscontrato nella condizione con il 

Verapamile, che rappresenta il controllo interno dell’esperimento (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Variazioni della percentuale di SP in seguito al trattamento con LY294002 alle 24h (colonne 
gialle) e alle 48h (colonne azzurre) rispetto al controllo (colonne verdi) e al controllo+Verapamile 
(colonne rosse), nella linea cellulare DAOY, sia al 2% che al 20% di O2, rappresentativa anche delle 
altre linee (a). Dot-plot ottenuti dall’analisi delle DAOY al 2% di O2 dove si può notare la scomparsa 
delle SP quando viene aggiunto il Verapamile (in centro), e LY294002 (a destra), rispetto al controllo (a 
sinistra) (b);* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

La diminuzione delle SP in seguito a trattamento è stata riscontrata in quasi tutte le linee 

cellulari e in misura diversa. Non è stata vista un differenza significativa tra le cellule in 

ipossia e le cellule in normossia né per quanto riguarda la percentuale di SP né per 

quanto riguarda la risposta al trattamento. Il trattamento con LY294002 determina oltre 

ad una diminuzione della percentuale delle SP anche una riduzione della loro capacità 

clonogenica in vitro (Figura 10). 
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Figura 10 : Test di clonogenicità.L’immagine mostra la differenza nella capacità di formare colonie tra 
le cellule SP (controllo) e le SP trattate con LY294002  
 

 

Conclusioni 

 

Negli ultimi anni sono stati fatti notevoli passi avanti nel tentativo di capire la 

patogenesi e le alterazioni genetiche che portano alla formazione del MDB, ma 

nonostante i progressi raggiunti sia nella chirurgia che nella chemioterapia, le cure sono 

ancora difficili. La maggiore difficoltà e limitazione è rappresentata dalla mancanza di 

specificità delle terapie convenzionali (4). Sebbene infatti molti MDBs presentino 

identiche caratteristiche istologiche, rispondono in modo diverso alla chirurgia, alle 

radiazioni e alla chemioterapia. Molte evidenze portano a pensare che la risposta al 

trattamento dipenda dalla biologia intrinseca del tumore, e che farmaci il cui bersaglio 

siano le vie di trasduzione del segnale, potrebbero fornire una valida alternativa agli 

approcci di trattamento convenzionali, diminuendo da un lato la tossicità legata alla 

terapia (2,4,23), e dall’altro aprendo le porte ad un trattamento paziente-specifico.  

Di recente è stato ipotizzato che il MDB, oltre a derivare dalle cellule staminali neurali e 

dai precursori neuronali, contenga al suo interno una sottopopolazione cellulare con 

caratteristiche simili alle cellule staminali (24). Dalla letteratura si conosce già 

abbastanza bene il ruolo delle CSCs nello sviluppo del tumore (25,26) ed inoltre negli 

ultimi anni si è parlato molto di side population (SP), una piccola sottopopolazione 

cellulare costituita da cellule primarie indifferenziate, dotata di particolari caratteristiche 

e considerata da molti autori come una fonte arricchita di cellule staminali (27). E’ noto 

poi che alcune vie del segnale che regolano la proliferazione e la sopravvivenza dei 

precursori neuronali non tumorali, sono spesso attivate in maniera aberrante nel tumore 

(19,20). In particolare la via di PTEN/PI3K/Akt/mTOR sembra essere importante nel 

processo di tumorigenesi e sono state descritte mutazioni di una o più chinasi in punti 

diversi della via (28-33).  

SP SP + LY294002 48h 
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Questo lavoro ha avuto lo scopo di valutare, tramite l’uso di un inibitore specifico della 

PI3K, LY294002, il ruolo della via PTEN/PI3K/Akt/mTOR e di valutare la presenza 

della componente staminale nelle linee cellulari di MDB. L’inibizione della PI3K, nelle 

linee cellulari di MDB, ha determinato una diminuzione della proliferazione cellulare, 

un blocco del ciclo cellulare in fase G1 preceduto dalla morte delle cellule per apoptosi. 

Inoltre le cellule trattate con LY294002 diminuiscono la loro capacità di formare 

colonie in vitro, indice della loro potenziale tumorigenicità in vivo.  

Tutti gli esperimenti sono stati condotti a due diverse tensioni di O2, partendo dal fatto 

che è stato dimostrato che l’ipossia è un fattore indispensabile nella regolazione della 

proliferazione e della differenziazione delle cellule staminali e dei progenitori durante lo 

sviluppo cerebrale (34) e che queste condizioni costituiscono la nicchia ideale per la 

crescita dei tumori cerebrali, in quanto favoriscono il mantenimento della componente 

più staminale e resistente (35). Gli effetti del trattamento con LY294002 sono risultati 

essere però indipendenti dalla tensione di O2. L’unica differenza che si è potuta notare è 

stata che le cellule al 2% di O2 sembrano avere un metabolismo molto più elevato: 

infatti il terreno risultava essere molto più giallo/virato (quindi catabolicamente 

acidificato) rispetto a quello delle cellule mantenute al 20% di O2. Questo fenomeno 

potrebbe anche essere spiegato dal fatto che in ipossia HIF-1α viene attivato e non 

degradato, e andando ad agire su fattori a valle, regola il metabolismo delle cellule, in 

particolare favorendo il passaggio dal ciclo degli acidi tricarbossilici alla glicolisi, la via 

metabolica ossigeno-indipendente, utilizzata dalle cellule in ipossia come fonte primaria 

di energia (36). Inoltre l’inibizione della PI3K da parte dell’LY294002, e quindi di HIF-

1α , uno degli effettori a valle della via, potrebbe rivelarsi utile anche per bloccare 

l’angiogenesi indispensabile per la crescita del tumore e per il processo di metastasi e 

quindi alterare quei meccanismi che sostengono l’invasività del tumore (37). 

Una volta valutato quale fosse l’effetto del LY294002 sulle linee di MDB, abbiamo 

cercato di identificare la componente staminale. Abbiamo sfruttato il protocollo messo a 

punto da Goodell e collaboratori, che sfrutta una caratteristica peculiare di questa cellule 

e cioè la capacità di estrudere il colorante vitale Hoechst33342, grazie alla presenza di 

trasportatori specifici trans-membrana.  

Nelle linee cellulari di MDB ed in alcune linee primarie sono state identificate le SP, in 

percentuali diverse a seconda della linea analizzata, con valori comunque paragonabili a 

quelli trovati in letteratura (38). La diminuzione della percentuale delle SP nei campioni 

ai quali veniva aggiunto il Verapamile è significativa e ci ha permesso di confermare la 
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loro identità ed il coinvolgimento delle pompe ABC nell’estrusione del colorante. Il test 

di clonogenicità ha messo in evidenza una capacità più spiccata delle SP di formare 

colonie, rispetto alla controparte non-SP a conferma della ipotesi che le SP sono 

potenzialmente più tumorigeniche rispetto alla controparte non-SP. Un risultato 

importante di questo lavoro è che in vitro l’LY294002 diminuisce significativamente la 

percentuale delle cellule SP in tutti i campioni analizzati rispetto al controllo non 

trattato. Questi primi risultati sembrano sottolineare l’importanza della via di 

PI3K/Akt/mTOR nel mantenimento della componente staminale e potenzialmente più 

resistente alla chemioterapia. L’inibizione di questa via con un inibitore specifico riduce 

significativamente sia la proliferazione delle cellule trattate rispetto al controllo che la 

loro tumorigenicità in vitro. Quindi si può pensare che la via PI3K/Akt/mTOR sia 

importante per la sopravvivenza della componente SP e che la ridotta tumorigenicità in 

vitro, osservata nelle cellule SP trattate con LY294002, sia forse dovuta ad una 

diminuzione della componente staminale all’interno della frazione SP. E’ necessario 

comunque sottolineare che, in generale, se da un parte le SP sembrano rappresentare 

una popolazione arricchita in cellule staminali (39), dall’altra questa peculiarità rimane 

ancora controversa (40). 
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Parte II 
 

 

 

The Side Population of Ovarian Cancer Cells Is a Primary Target 

of IFN-αααα Antitumor Effects 
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Una sempre maggiore esperienza acquista in questi anni nella tecnologia e nel setting 

del FACS sorter ha permesso di estendere l’approccio sperimentale di identificazione ed 

isolamento della Side Population ad altri tipi di tumore e quindi di identificare le SP sia 

in cellule primarie di carcinoma ovarico e di indagare gli effetti che l’ IFN-α ha sulle 

cellule tumorali. Questo è stato l'obiettivo di un secondo studio condotto nel 

Dipartimento di Oncologia e Scienze Chirurgiche di Padova in collaborazione con il 

nostro laboratorio. 
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Introduzione 

 

Negli ultimi anni si è fatta strada l’ipotesi che l’insorgere del tumore potesse essere 

sostenuto da una sottopopolazione di cellule con caratteristiche di cellule staminali, che 

possono essere identificate sia per la presenza di marcatori di superficie che da 

particolari tecniche di colorazione, quali l’Hoechst 33342 (1-3). Questo metodo si basa 

sulla identificazione al citometro a flusso della cosiddetta Side Population (SP), la cui 

caratteristica peculiare è quella di essere meno “colorata” (rispetto alle cellule più 

mature o non SP), per un meccanismo di trasporto attivo che permette loro di estrudere 

il colorante dalle cellule, attraverso pompe specifiche, quali MDR1 e ABCG2 (4,5). Le 

SP sono state identificate in diversi tipi di tumori, quali la leucemia, il tumore alla 

mammella, alla prostata, nel glioma e nel medulloblastoma. (6-12), così come in tessuti 

normali con elevata capacità proliferativa quali il midollo osseo, il muscolo scheletrico, 

il fegato, la ghiandola mammaria (13,14). Le SP sembrano rappresentare una 

popolazione arricchita in cellule staminali (14), sebbene questa peculiarità sia ancora 

controversa (15). 

Una delle caratteristiche delle cellule staminali tumorali è la loro capacità di resistenza 

ai chemioterapici (16) e alla radioterapia (17), proprietà che è a favore della ipotesi che 

queste cellule possano essere le responsabili della ricaduta e della progressione della 

malattia. A loro volta le SP hanno un aumentato livello di espressione di alcuni 

trasportatori di membrana, quali ABCG2 e MDR1, diretti responsabili della estrusione 

degli agenti chemioterapici (8) e quindi direttamente implicati nella drug resistance. Di 

conseguenza, l’identificazione di farmaci in grado di avere un effetto terapeutico sulle 

cellule staminali tumorali e/o sulle SP, potrebbe rappresentare un punto chiave nel 

controllo a lungo termine del tumore. 

L’IFN- α è una citochina con effetti pleiotropici che si pensa possano contribuire alla 

sua attività antitumorale, inclusa l’inibizione della proliferazione, l’induzione della 

differenziazione o della apoptosi, la stimolazione del sistema immunitario e l’attività 

angiostatica (18-20). L’IFN-α è usata per trattare pazienti con tumori solidi, incluso il 

carcinoma ovarico epiteliale, con risultati però, poco soddisfacenti. Risposte migliori si 

sono avute occasionalmente (21-23), portando ad una serie di clinical trials su larga 

scala. Sebbene siano conosciuti gli effetti che l’ IFN-α ha sui precursori nel sistema 

ematopoietico (24) non si sa se e quali siano i suoi effetti sulle SP. 
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Lo scopo di questo lavoro è stato quello, una volta identificate le SP in campioni di 

carcinoma ovarico, di valutare l’effetto dell’ IFN-α su questa sottopopolazione 

tumorale.  

 

 

Materiali e metodi 

 

Lo studio è stato condotto su campioni ottenuti da pazienti affetti da carcinoma ovarico 

epiteliale alla diagnosi o alla ricaduta e su sei linee primarie di carcinoma ovarico di cui 

le PDOVCA#1 e le PDOVCA#6 sono state recentemente caratterizzate (25). 

L’analisi delle SP è stata possibile grazie al metodo messo a punto da Goodell e 

collaboratori (4). 

L’effetto dell’IFN-α, sulle SP e non-SP è stato valutato tramite: 1) misura della 

proliferazione cellulare tramite test della [3H] Timidina; 2) valutazione della apoptosi 

tramite analisi della espressione della Annessina-V; 3) analisi del ciclo cellulare. 

Dalle SP e non-SP non trattate e trattate con IFN-α è stato estratto l’RNA ed è stata 

effettuata un’analisi di microarray. 

Sono stati poi condotti esperimenti per valutare la tumorigenicità delle SP e della 

controparte non-SP e l’effetto dell’IFN-α  in vivo. 

 

 

Risultati 

 

La riduzione del tumore all’ovaio in seguito al trattamento con IFN-αααα correla con 
la percentuale delle SP. 
 
Topi inoculati con due delle linee primarie di carcinoma ovarico utilizzate in questo 

lavoro e recentemente caratterizzate (25), le PDOVCA#1 e le PDOVCA#6, e trattati una 

settimana dopo l’inoculo con un vettore lentivirale codificante IFN-α2 rispondevano in 

maniera diversa al trattamento con IFN-α (26). La maggior parte dei topi PDOVCA#1 

trattati con IFN-α sopravvivevano, mentre i corrispondenti topi di controllo morivano a 

causa del tumore. Non è stata riscontrata nessuna differenza tra trattato e controllo per 

quanto riguarda i topi PDOVCA#6. Considerando che recentemente in modelli murinici 

di carcinoma ovarico ed in un piccolo gruppo di campioni clinici (12) sono state 
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identificate le SP, si è valutato se la differente risposta delle due linee cellulari al 

trattamento con IFN-α fosse dovuto ad una diversa percentuale di SP nelle due linee.  

 

 

 

 

 
Figura 1: Le SP nelle linee di carcinoma ovarico analizzate. A: percentuale di SP nelle linee di 
carcinoma ovarico PDOVCA#1-PDOVCA#6. E’riportato sotto anche il numero delle analisi eseguite per 
ogni linea. B: plots rappresentativi dell’analisi citofluorimetrica delle SP PDOVCA#1 e delle SP 
PDOVCA#6 in seguito alla colorazione con Hoechst 33342 (a sinistra) ed effetto della incubazione con il 
Verapamile (a destra). 
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Quindi si sono analizzate per la presenza delle SP le due linee PDOVCA#1 e 

PDOVCA#6, oltre ad altre quattro linee cellulari primarie di carcinoma ovarico. Le 

PDOVCA#1 mostrano una percentuale di SP>50%, mentre le PDOVCA#6 e le altre 

linee presentano una percentuale di SP più bassa. Come controllo del fenotipo SP, una 

frazione di cellule è stata marcata con Hoechst 33342 in presenza del Verapamile, un 

inibitore della attività dei trasportatori ABC. Come atteso, il verapamile reverte 

totalmente il fenotipo SP (Figura 1). 

Analizzando 27 campioni di ascite da pazienti affetti da carcinoma ovarico epiteliale, 

alla diagnosi (n=13) e alla ricaduta (n=14), si sono trovate le SP in 9 su 27 campioni, 

con una percentuale variabile dallo 0,3% al 9,7%. Una distribuzione simile la si è 

osservata in pazienti trattati e non trattati, sebbene sia stata trovato un tendenza verso 

una percentuale più alta di SP in pazienti che avevano ricevuto la chemioterapia . Bassi 

livelli di SP (range 0,1-1,4%) sono stati trovati in colture primarie di cellule epiteliali 

dell’ovaio normali o immortalizzate . Le percentuali di SP trovate nell’epitelio normale 

dell’ovaio sono nel range dei valori riportati per altri epitelii (0.03-3%; ref 15). 

 

Le SP sono caratterizzate da una più alta capacità proliferative, da ridotti  livelli di 
apoptosi e da un’aumentata tumorigenicità rispetto alle non SP. 
 

Le SP e le non SP sortate dalla linea PDOVCA#1 sono state analizzate subito dopo il 

sorting delle cellule. Questo è stato facilmente possibile grazie alla elevata percentuale 

di SP che caratterizzava questa linea, che ha permesso di ottenere un numero adeguato 

di cellule. Le PDOVCA#1 SP sono caratterizzate dall’essere maggiormente nella fase S 

e G2-M del ciclo cellulare, mentre la controparte non SP dall’essere bloccate in fase G1 

da una maggiore capacità proliferativa rispetto alla controparte non SP e da percentuali 

di Annessina-V, quindi di apoptosi, più basse rispetto alla controparte non SP. Le 

differenze nella apoptosi e nella capacità proliferativa tra i due subsets correlano con 

una differente tumorigenicità. Infatti, le PDOVCA#1 SP sono in grado di formare 

tumori molto più efficientemente e rapidamente rispetto alle non-SP. L’analisi dei 

tumori formati dalle PDOVCA#1 SP mostrano che contengono sia SP che non-SP in 

proporzioni simili a quelli misurati nei tumori generati dalla iniezione della popolazione 

totale, non sortata. 
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Gli effetti antiproliferativi dell’IFN- αααα correlano con la presenza delle SP nelle 
colture di carcinoma ovarico epiteliale 
 

Partendo dal presupposto che l’effetto antitumorale dell’IFN-α, potesse essere legato 

alla presenza delle SP, sono stati studiati in vitro gli effetti di questa citochina su linee 

caratterizzate da una diversa percentuale di SP. Il trattamento con IFN-α determina una 

drammatica diminuzione della proliferazione delle PDOVCA#1, che contengono la 

percentuale di SP più alta (>40%) rispetto alle altre linee (PDOVCA#6 SP <2% e 

PDOVCA#3 SP assenti) dove gli effetti del trattamento con IFN-α sono meno marcati o 

nulli (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Effetto dell’IFN-α sulle SP. Effetto antiproliferativo del IFN-α sulle cellule SP di tre diverse 
linee, PDOVCA#3, PDOVCA#6, PDOVCA#1 caratterizzate da una percentuale diversa di SP. La 
proliferazione è stata valutata tramite test della [ 3H] Timidina dopo 7 giorni di trattamento con IFN-α. 
*p<0.05 
 

Inoltre in vitro l’IFN- α diminuisce drasticamente la percentuale delle cellule SP in tutti i 

campioni analizzati e fa sì che le cellule perdano l’aspetto sferoide, effetto visibile in 

particolare nelle PDOVCA#1. Gli effetti dell’IFN-α sulla proliferazione cellulare sono 

stati confermati anche dal test di clonogenicità, nel quale si vede una drammatica 

riduzione nel numero delle colonie formate dalle cellule pre-trattate con IFN−α rispetto 

ai controlli non trattati, ancora una volta soprattutto nelle PDOVCA#1, non nelle 

PDOVCA#6. Gli stessi esperimenti sono stati effettuati sulle PDOVCA#1 SP e non SP 

dopo il sorting.  
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Il trattamento con IFN-α determina una diminuzione della proliferazione delle SP così 

come una riduzione della loro capacità clonogenica. Le non-SP invece trattate con IFN-

α non variano la loro capacità proliferativa, a sostegno del fatto che il calo nella 

percentuale delle SP non era dovuto ad un parallelo aumento delle non-SP. Inoltre, in 4 

esperimenti indipendenti, dopo 7 giorni di coltura delle cellule in presenza di IFN-α la 

percentuale delle SP diminuiva dal 45,9±8,3% dei controlli al 10,4±5,8% dei trattati, 

con contemporaneo aumento delle cellule Annessina positive, dal 12.4±10.5% al 

49.4±21.3% (Figura 4B). 

 

 

 

 
Figura 3: Effetto dell’IFN-α sulle SP. Effetto antiproliferativo del IFN-α sulle cellule SP di due linee: 
PDOVCA#1 e PDOVCA#6. I plots sono rappresentativi della analisi condotta al FACS Sorter delle SP 
trattate con IFN-α rispetto al controllo non trattato.*p<0.05 
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Figura 4: Effetto dell’IFN-α sulle SP. A: Effetto antiproliferativo del IFN-α sulle cellule SP della linea 
PDOVCA#1 sortata e piastrata in assenza/presenza di IFN-α.*p<0.001; B: effetto del trattamento con 
IFN-α sulle SP per quanto riguarda la percentuale di apoptosi. 
 

L’effetto dell’ IFN-α è stato valutato anche sulle SP derivanti da altri tumori: in 

particolare su una linea di carcinoma del colon-retto, le HT29 e su una linea di 

medullobalstoma, le DAOY. In entrambe le linee il trattamento con IFN-α determina 

una riduzione delle SP, indicando che l’IFN-α ha un effetto specifico sulle SP 

indipendentemente dal tipo di tumore. 

 

Il trattamento con IFN- α α α α determina dei cambiamenti a livello del trascrittoma 
delle SP purificate rispetto alle non SP 
 

Sulla base dei risultati ottenuti è stato valutato l’effetto dell’IFN-α sul trascrittoma delle 

SP purificate. Le PDOVCA#1 SP sono state trattate in vitro con IFN-α ed è stato 

estratto l’RNA (27). L’analisi del profilo di espressione ha indicato che numerosi geni 

sono fortemente indotti nelle SP trattate con IFN-α e che nessuno viene down-regolato. 

L’analisi di PCR quantitativa ha confermato cambiamenti trascrizionali, in particolare in 

7 tra tutti i geni up-regolati dall’IFN−α nelle SP, in accordo con dati riportati in 

letteratura (28-33). In particolare è stata trovata un’aumentata espressione di alcuni geni 

della signature trascrizionale dell’IFN-α: GBP1 e TRAIL, coinvolti rispettivamente nel 

controllo della proliferazione e della apoptosi e CXCL10 una chemochina angiostatica. 

Il trattamento con IFN-α non altera invece l’espressione dei trasportatori ABCG2 e 

MDR1. Parecchi trascritti, incluso IFI16, USP18 e PLSCR-1, venivano fortemente up-

modulati dall’IFN-α nelle SP, non nelle cellule normali (27). L’analisi del trascrittoma è 

A B 
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stata fatta parallelamente sulle PDOVCA#1 non SP trattate con IFN-α per dare una 

spiegazione dell’azione specifica dell’IFN-α sulle SP. Innanzitutto si è visto che tutti i 

trascritti trovati up-regolati nelle non SP trattate con IFN-α erano presenti anche nelle 

SP trattate con IFN-α. Inoltre 17 trascritti sono stati trovati up-regolati nelle SP, ma non 

nelle non SP. Alcuni dei geni trovati differenzialmente espressi nelle due 

sottopopolazioni trattate con IFN-α sono coinvolti nel controllo della proliferazione 

cellulare e della differenziazione (34-39). 

Infine è stata misurato il livello di espressione dei 7 geni rappresentativi nelle due linee 

cellulari, le PDOVCA#1 e le PDOVCA#6, rispettivamente sensibili e resistenti al 

trattamento in vitro con IFN-α: i livelli di induzione erano molto più alti nelle 

PDOVCA#1 rispetto alle PDOVCA#6, a sostegno della ipotesi di una stretta 

associazione tra la risposta all’IFN-α e la percentuale di SP. 

 

 

Conclusioni 

 

I risultati di questo lavoro confermano la presenza delle SP in circa il 30% dei 27 

campioni analizzati. I livelli di SP sono molto eterogenei (range 0-9,7%) e c’è un trend 

di percentuali di SP più alte in pazienti trattati con chemioterapia rispetto a quelli naïve.  

Questo dato non sorprende, considerando la over-espressione dei trasportatori ABCG2 e 

MDR1, entrambi responsabili sia della resistenza alla chemioterapia che del fenotipo 

SP. Le percentuali di SP trovate nei campioni non sono comunque paragonabili a quelle 

trovate nella linea PDOVCA#1 (55,4 ± 15,4%): il motivo per cui la popolazione SP sia 

così espansa nella linea PDOVCA#1 rimane una questione aperta.  

Ad ogni modo le SP sono caratterizzate da un basso rate apoptotico, da un elevato 

potenziale proliferativo, da una aumentata produzione di fattori angiogenetici quali 

VEGF e IL-8, rispetto alle non SP e anche questo potrebbe spiegare la loro più elevata 

tumorigenicità. Viceversa è meno chiaro se le SP derivate da carcinoma ovarico 

possano essere veramente arricchite in cellule staminali: da una parte, infatti, le SP 

hanno la potenzialità di ricostruire la complessità del tumore originario, ma dall’altra 

l’espressione dei canonici marcatori di staminalità non è significativamente diversa tra 

le SP e le non-SP. Inoltre la dose tumorigenica delle PDOVCA#1 SP è relativamente 

elevata rispetto a quella trovata in altri studi (11) e sia le SP che le non SP sono in grado 

di formare tumore, anche se con efficienza e cinetiche diverse. In questo senso ulteriori 



 47 

esperimenti saranno necessari per approfondire questo aspetto e trovare marcatori che 

possano all’interno delle SP definire in modo più specifico la componente staminale 

(40). 

Il risultato più importante di questo lavoro è che le SP sono un target dell’azione 

dell’IFN-α, che ne causa in vitro una drammatica riduzione, associata ad effetti 

antiproliferativi e pro-apoptotici, ad una diminuzione della morfologia di neurosfera, 

che si sa essere una caratteristica di staminalità (41). 

Analisi di microarray hanno dimostrato che il trattamento delle SP con IFN-α 

determina una up-regolazione di alcuni geni, in particolare il gene pro-apoptotico 

TRAIL e il gene antiproliferativo GPB-1. Inoltre è stato trovato up-regolato il gene 

IFI16 che codifica per una fosfoproteina coinvolta nella regolazione del ciclo cellulare, 

della differenziazione e della apoptosi (34). Questi geni potrebbero essere coinvolti 

nella attività antiproliferativa e pro-apoptotica esercitata dall’ IFN-α sulle cellule SP. 

E’ importante sottolineare come le SP derivanti da tumori di origine diversa e 

contenenti un numero eterogeneo di cellule siano modulate negativamente dall’IFN-α in 

vitro, indice che il fenomeno osservato non è ristretto solo alle SP isolate dai tumori 

ovarici. In accordo con gli esperimenti in vitro, il trattamento con IFN-α di tumori 

caratterizzati da una elevata percentuale di SP ha un significativo effetto antitumorale 

rispetto ai tumori caratterizzati da una percentuale di SP più bassa. Questi risultati 

potrebbero avere un’ importante rilevanza clinica. L’ IFN- α è usato per trattare pazienti 

con tumori solidi, incluso il tumore ovarico epiteliale, generalmente con limitati risultati 

clinici (42, 43), anche se occasionalmente è stato riportato qualche risultato positivo 

(21-23). I risultati ottenuti in questo lavoro suggeriscono che lo screening di campioni 

di carcinoma ovarico per la presenza delle SP potrebbe rappresentare la base per una 

somministrazione di IFN-α a quei pazienti che presentano una percentuale elevate di 

SP, in combinazione con i classici chemioterapici. La somministrazione combinata 

dell’IFN-α e degli altri farmaci potrebbe far sì che vengano eliminate sia le non SP che 

la frazione SP, probabilmente più resistente a causa della over-espressione dei 

trasportatori MDR1 e ABCG2 (44). 
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Nel corso dell’ultimo anno la nostra ricerca si è concentrata anche sulla 

caratterizzazione delle CSCs in linee cellulari e in colture primarie sia di 

medulloblastoma (MDB) che di glioblastoma (GBM). 

E’ noto che il microambiente o nicchia del tumore influenza la distribuzione della CSCs 

all'interno della massa tumorale e la loro resistenza alle radiazioni. Ci sono poi alcune 

evidenze che l'ipossia può favorire l'espansione delle cellule staminali e il mantenimento 

del tumore. Inoltre, studi preclinici e clinici indicano che c’è una relazione inversa tra 

andamento del tumore e l’ipossia  

Sulla base di queste considerazioni, in questo lavoro abbiamo indagato il legame tra il 

microambiente ipossico e alcune vie del segnale (Notch1, HIF-1α) che sembrano essere 

coinvolte nel sostenere la crescita delle cellule di MDB.  
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Introduzione 

 

Il Medulloblastoma (MDB) è il più comune tumore cerebrale dell’età pediatrica, 

rappresentando il 20-25% di tutti i tumori pediatrici. Sono tumori tipicamente maligni, 

invasivi a livello del cervelletto, caratterizzati da una differenzazione neuronale e una 

tendenza a metastizzare attraverso il flusso cerebro spinale. Si sa che il MDB origina 

dalle cellule staminali del cervelletto bloccate nel processo di divisone e di 

differenziazione nei diversi tipi di cellule (1).  

Nelle cellule di MDB c’è una più alta attivazione endogena della via di Notch (2-5), una 

via cruciale nel promuovere la sopravvivenza e la proliferazione delle cellule staminali 

neuronali neoplastiche, inibendo la loro differenziazione (6-7). Il signaling di Notch 

inizia con il legame del ligando (Delta-like 1, 3 o 4 o Jagged 1 e 2) con il recettore 

(Notch 1-4), seguito da un taglio proteolitico del recettore da parte del complesso delle 

gamma secretasi. 

 

 
 

 

Figura 1: Il pathway di Notch. Notch è espresso come proteina eterodimerica sulla superficie della 
cellula. Il signaling di Notch si attiva dopo il legame tra il ligando (Notch 1-4) e il recettore (Jagged 1 e 
2; Delta like 1, 3 e 4) risultando in due tagli proteolitici: il primo a livello extracellulare mediato dalle 
proteine della famiglia ADAM, il secondo a livello trans-membrana grazie all’azione delle γ- secretasi. In 
questo modo viene rilasciato il dominio intracellulare di Notch (NICD) che va nel nucleo e si associa con 
CSL, al quale si legano fattori di trascrizione e co-attivatori (CoA) come MAML (Mastermind like 
proteins) e p300 (www. Isrec.com). 
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Inibitori di questa via rallentano la crescita dei tumori dipendenti dalla attivazione di 

Notch, come il MDB e la leucemia a cellule T (3-4). Nei tumori cerebrali embrionali 

l’inibizione di Notch porta ad una deplezione selettiva della frazione staminale tumorale 

(2). Inoltre, i tumori cerebrali sembrano essere caratterizzati da una ipossia intra-

tumorale. Dati recenti mostrano l’ ambiente ipossico sembra correlare con la 

aggressività del tumore (8-10) e che una iper-attivazione di HIF-1α (Hypoxia-inducible 

factor) è implicata nella progressione del tumore (11). L’ipossia ha un ruolo 

determinante in alcune normali risposte fisiologiche quali la crescita del corpo carotideo 

e la generazione di una nuova cresta neurale derivata dalle cellule del glomo (12), nella 

angiogenesi (13) ed è implicata nella regolazione di alcune importanti vie, come quella 

di BMP (Bone Morphogenetic Protein)(14), di Akt/mTOR (15) e appunto di Notch 

(16). 

Lo scopo di questo lavoro è stato quello di verificare se l’ipossia e HIF-1α modulassero 

la via di Notch in cellule primarie di MDB. I risultati indicano che l’ipossia sembra 

essere cruciale nel mantenimento della sopravvivenza delle cellule staminali di MDB e 

che questo fenomeno dipende dalla stretta cooperazione tra HIF-1α e Notch1. 

 

 

Materiali e metodi 

 

Lo studio è stato condotto su cellule primarie di MDB ottenute da 8 pazienti all’esordio 

di malattia. Nel tentativo di comprendere se ci fosse e, in caso affermativo, quale fosse 

il link tra ipossia, HIF-1α e Notch1 nel mantenimento della componente staminale nelle 

colture primarie di MDB le cellule sono state coltivate sia in condizioni di ipossia che di 

normossia e sono stati eseguiti esperimenti di Western blot, di immunocitochimica e di 

immunoistochimica. Sono stati analizzati i seguenti marcatori: Ki67 (marcatore di 

proliferazione), Caspasi-3 attivata e p21cip1, (rispettivamente indicatori di aumentata 

apoptosi e blocco della mitosi), Nestina (marcatore dei precursori multipotenti), GFAP 

(Glial fibrillary acidic protein) (marcatore specifico degli astrociti e della glia radiale), 

βIII-Tubulina (marcatore delle cellule committed e neuronali). Le cellule sono state poi 

caratterizzate anche dal punto di vista fenotipico con due marcatori specifici, il CD15 ed 

il CD133 (17). 
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Risultati 

 
L’ipossia espande preferenzialmente le cellule di MDB Nestina-positive, mentre 
l’esposizione ad un’elevata tensione di O2 induce una differenziazione neuronale e 
aumenta l’apoptosi. 
 

Considerando che cellule normali derivate dalla zona sub-ventricolare (SVZ) del 

cervelletto proliferano meglio ad una bassa tensione di O2 (5% di O2) e che cellule 

primarie di glioblastoma necessitano di una bassa tensione di O2 (2% di O2) per 

sopravvivere (18), abbiamo valutato quali fossero gli effetti indotti dalla ipossia sulle 

cellule di MDB. In particolare l’esposizione al 2% di O2 (ipossia) promuove 

l’espansione ed una sopravvivenza a lungo termine delle cellule derivate da MDB, 

mentre l’esposizione al 20% di O2 (normossia) determina una riduzione significativa del 

numero di cellule e, in alcuni casi, una sopravvivenza non superiore a due passaggi 

consecutivi (Figura 2A). In ipossia è inoltre fortemente espresso il marcatore di 

proliferazione Ki67, indice di una più pronunciata attività mitotica, mentre l’esposizione 

delle cellule ad una maggiore tensione di O2 comporta un aumento della espressione 

della forma attiva della caspasi 3 e di p21cip1, indicative rispettivamente di un’aumentata 

apoptosi e di un blocco della attività mitotica (Figura 2B). Questi risultati indicano 

quindi che la esposizione delle cellule di MDB ad una tensione di O2 non fisiologica 

induce morte cellulare ed un arresto della mitosi. 

 

Figura 2: Il 2% di O2 promuove l’espansione e la sopravvivenza delle cellule di MDB. A: figura 
rappresentativa delle linea di MDB HuTu33 espansa al 2%, al 5% e al 20% di O2.  B:L’esposizione acuta 
al 20% di O2  promuove un differenziamento in senso neuronale. Percentuali di cellule positive rispetto al 
totale dei nuclei DAPI+, normalizzati sul controllo al 2% di O2 * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

Marcatori specifici delle cellule del SNC sono la Nestina, marcatore dei precursori 

multipotenti (19), la GFAP (Glial fibrillary acidic protein)(20), marcatore specifico 

degli astrociti e della glia radiale, e la βIII-Tubulina (21), un marcatore delle cellule 

B A 
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committed e neuronali. Le cellule di MDB se esposte ad una elevata tensione di O2 per 

48h aumentano la percentuale delle cellule βΙΙΙ-Tubulina positive, quindi più 

differenziate, a discapito delle cellule Nestina positive, quindi più staminali, e perciò 

vengono indotte a differenziare. Questo ad indicare che in un certo modo l’ipossia 

preserva l’espansione e la sopravvivenza delle cellule di MDB più immature, mentre 

una esposizione acuta ad un’elevata tensione di O2 induce una differenziazione in senso 

neuronale. 

 

L’esposizione acuta ad una elevata tensione di O2 promuove l’inibizione del 
signaling di Notch 
 
Considerando che l’esposizione ad una elevata tensione di O2 induce le cellule di MDB 

a differenziare e che la via di Notch è considerata essere determinante nel promuovere 

da una parte la sopravvivenza e la proliferazione delle cellule staminali sia normali che 

tumorali, dall’altra nell’inibire la loro differenziazione (3,4,7,22,23) si è valutato quale 

fosse il meccanismo alla base della induzione del differenziamento in seguito 

all’esposizione ad un’elevata tensione di O2. Si è visto che l’esposizione delle cellule di 

MDB ad una elevata tensione di O2 determina oltre alla degradazione di HIF-1α, 

l’inibizione di Notch e la down-regolazione transiente di Dll4 (Delta-like protein 4), 

uno dei suoi ligandi (Figura 3A).  

 

Figura 3: L’esposizione acuta ad un elevata tensione di O2 determina l’inibizione di Notch1 e HIF-1α è 
richiesto per mantenere Notch1 attivato. A: Western Blot rappresentativi della analisi di HIF-1α, Notch1, 
Dll4, Hes1, βIII �-Tubulina e βactina (controllo) in cellule di MDB espanse al 2% di O2 e poi esposte al 
20% di O2  per 30, 60 o 120 minuti. B: Western Blot rappresentativi della analisi di HIF-1α, Notch1, 
Dll4, Hes1 e βactina (controllo) in cellule di MDB espanse al 2% di O2 nelle quali HIF-1α è stato 
silenziato. 
 

Inoltre l’analisi della espressione di Dll4 su tessuto di MDB rivela che la maggiore 

espressione di questo ligando si ha a livello delle aree meno vascolarizzate e quindi più 

ipossiche della massa tumorale, in accordo con precedenti lavori che riportano che 

A B 
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l’espressione di Dll4 è indotta da VEGF-A e dalla ipossia (24).Un target gene di Notch1 

è Hes1, il cui ruolo è quello di inibire la neurogenesi e mantenere le cellule staminali 

neuronali (25). L’esposizione ad una elevata tensione di O2 determina anche una down-

regolazione di Hes1, ad indicare che l’ipossia può preservare le cellule di MDB dal 

differenziare mantenendo quindi HIF-1α, Notch1/Hes1 altamente espresse. 

L’attivazione di Notch, mantenendo le cellule indifferenziate, contribuisce alla 

proliferazione e alla sopravvivenza delle cellule di MDB (4). La βIII-Tubulina è up-

regolata nelle cellule di MDB progressivamente esposte ad una tensione di O2 elevata, a 

conferma dell’induzione alla differenziazione dipendente dall’ O2 (Figura 3A). 

 

HIF-1 αααα e Notch1 sono co-espresse nelle cellule immature di MDB e HIF-1α α α α è 
richiesto per mantenere Notch attivo. 
 

L’analisi di HIF-1α,  il più importante sensore dell’Ossigeno, ha rivelato che 

l’esposizione ad una elevata tensione di O2, promuove una sua progressiva 

degradazione. Silenziando, quindi inibendo, HIF-1α, le cellule tendono a differenziare e 

a morire dopo pochi giorni. E’ quindi necessario che HIF-1α sia stabile e non degradato 

per preservare la vitalità delle cellule di MDB. Nelle cellule nelle quali HIF 1α è stato 

silenziato, anche il pathway di Notch1 risulta down-regolato (Figura 3B). Analisi di 

immunoistochimica su tessuto di MDB mostrano che Notch1/Hes1 e HIF-1α sono co-

espressi. Quindi HIF 1α è richiesto nel mantenere il signaling di Notch attivato nelle 

cellule di MDB. 

 
La modulazione del signaling di Notch1 altera la stabilità di HIF 1αααα    
    
Per valutare se la modulazione esogena della via di Notch venisse regolata in maniera 

differente in ipossia ed in normossia e se la stabilità di HIF-1α dipendesse dalla 

attivazione ed inibizione esogena di Notch1, le cellule di MDB sono state trattate con 

Dll4, un attivatore della via di Notch e con DAPT, un inibitore delle gamma secretasi 

(26-28). I risultati ottenuti dimostrano che la via di Notch1 è più fortemente attivata in 

condizioni di ipossia e in particolare trattando le cellule con Dll4: ad un aumento della 

isoforma attiva di Notch1, corrisponde una diminuzione delle cellule più differenziate 

βIII-Tubulina positive. Viceversa trattando le cellule con DAPT si ha l’inibizione di 

Notch1 soprattutto quando le cellule vengono esposte ad una elevata tensione di O2. 
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La stimolazione con Dll4, in ipossia, non altera l’espressione di HIF-1α, mentre 

l’inibizione di Notch con DAPT determina una sua destabilizzazione con un probabile 

coinvolgimento delle proline idrossilasi, in particolare di PHD2. 

Notch1 è quindi attivato preferenzialmente nelle cellule di MDB mantenute in ipossia. 

 

La modulazione di Notch cambia il fenotipo delle cellule di MDB in modo O2 
dipendente 
 

E’ stato riportato che l’ipossia mantiene il fenotipo staminale (9,10,14), inibendo la 

differenziazione e che l’espressione di HIF 1α è legata alla acquisizione di un fenotipo 

più immaturo (16). Recentemente inoltre si è visto che l’inibizione del pathway di 

Notch nelle DAOY, linea cellulare di MDB, depleta le cellule staminali e blocca il loro 

engraftment in vivo (2). Dal momento che nelle cellule trattate con DAPT esogeno si ha 

la degradazione di HIF-1α e che HIF-1α è richiesto nel mantenere il signaling di 

Notch1 attivato, siamo andati a vedere se il trattamento con il DAPT induceva un 

differenziamento nelle cellule di MDB. 

 

Figura 3: La modulazione del signalling di Notch tramite Dll4 e DAPT influisce sul fenotipo delle cellule 
in modo dipendente dalla ipossia. A, B e C: Istogrammi rappresentativi, normalizzati sul controllo, di 
espressione della Nestina (A), della βIII- Tubulina (B) e del Ki67 (C) in cellule di MDB trattate con Dll4 
e DAPT al 2% e al 20% di O2 * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

Ed infatti trattando le cellule di MDB con il DAPT, quindi inibendo la via di Notch, si 

ha una differenziazione in senso neuronale, dimostrata da una diminuzione delle cellule 

Nestina positive (Figura 3A) e da un aumento delle cellule βIII-Tubulina positive 

(Figura 3B), sia al 2% che al 20% di O2. 

Inoltre anche il numero totale delle cellule e l’espressione del Ki67 vengono ridotti dal 

trattamento con DAPT in particolare in ipossia, non nelle cellule esposte ad una 

tensione di O2 elevata, condizione nella quale le cellule risultano proliferare di più in 

presenza di DAPT (Figura 3C). Questi risultati suggeriscono che inibendo la via di 

Notch1 con il DAPT, le cellule di MDB vengono prima di tutto indotte a differenziare 

A B C 
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in senso neuronale e risultano, quando esposte ad una elevata tensione di O2, più 

resistenti al trattamento con il DAPT. Viceversa, attivando il signaling di Notch1 con 

Dll4 si ha un modesto aumento delle cellule CD133 positive e Nestina positive (più 

staminali) in ipossia, con un concomitante calo delle cellule βΙΙΙ-Tubulina positive (più 

differenziate) (Figura 3A e B). Inoltre le cellule trattate con Dll4 in ipossia 

diminuiscono di poco l’espressione del Ki67, probabilmente per l’acquisizione di 

caratteristiche di slow dividing stem cells, ma quando esposte ad una elevata tensione di 

O2 sia il numero totale delle cellule che l’espressione del marcatore Ki67 diminuiscono 

in modo significativo. Una possibile spiegazione a questo fenomeno è che l’attivazione 

di Notch1 da parte di Dll4, mantenendo le cellule in uno stato indifferenziato, fa sì che 

le cellule precursori del MDB siano più vulnerabili alla esposizione ad un’elevata 

tensione di O2, mentre l’inibizione di Notch1 da parte del DAPT reverte questo effetto 

inducendo una differenziazione neuronale e aumentando la vitalità. 

 

 

Conclusioni 

 

E’ stato recentemente suggerito che il MDB sia caratterizzato dalla presenza di cellule 

staminali, le probabili responsabili della recidiva del tumore. Inoltre è stato dimostrato 

come il signaling di Notch sia importante nel promuovere la sopravvivenza e nel 

sostenere la proliferazione delle cellule staminali neuronali e nell’inibire la loro 

differenziazione (6-7). Inoltre inibitori di Notch rallentano la crescita dei tumori che 

dipendono dalla attivazione di Notch, come il MDB e la leucemia a cellule T (3,4), 

depletando la frazione staminale. E’ stato poi riportato il ruolo della ipossia come 

caratteristica chiave della nicchia del cervello (29) e il fatto che l’ambiente ipossico e 

HIF-1α correlano fortemente con la aggressività del tumore (8-11,14). HIF-1α è 

implicato nella regolazione di molte vie del segnale, come BMP, Akt/mTOR e Notch 

(14-16). Gustafsson e collaboratori hanno dimostrato che HIF-1α e Notch interagiscono 

fisicamente in cellule progenitrici murine. 

Questo lavoro ha avuto lo scopo di mettere in relazione l’ipossia, HIF-1α e Notch1 in 

cellule primarie di MDB, per capire quale fosse il loro ruolo nel mantenimento della 

componente staminale e più resistente ai chemioterapici del tumore. I primi risultati 

ottenuti dimostrano che le cellule di MDB, che possono essere espanse in vitro solo 

quando mantenute in condizioni ipossiche, se esposte ad una maggiore tensione di O2 
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tendono a differenziare e a morire e questo fenomeno avviene tramite l’inibizione di 

Notch1. Il signaling di Notch risulta essere quindi attivato dalla ipossia e da HIF-1α, e 

inibito dalla esposizione ad una tensione di O2 maggiore o dal silenziamento di HIF-1α. 

Quindi la sopravvivenza delle cellule di MDB e il mantenimento della staminalità sono 

controllate da Notch in un ambiente ipossico. Quindi il mantenimento del pool di cellule 

staminali nel MDB, che potrebbero essere quelle responsabili della ricaduta, dipende 

dalla cooperazione di HIF-1α e di Notch. Questi risultati potrebbero essere interessanti 

nel tentativo di capire meglio la biologia del MDB ed il ruolo della ipossia nel 

controllare alcune vie chiave, come quella di Notch1. 
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Parte IV 
 

 

 

Intratumoral hypoxic gradient drives stem cells distribution and 

MGMT expression in glioblastoma 
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Sottomesso a Stem Cells 

 

 

Nel corso dell’ultimo anno la nostra ricerca si è concentrata anche sulla 

caratterizzazione delle CSCs in linee cellulari e in colture primarie sia di 

medulloblastoma (MDB) che di glioblastoma (GBM). 

Il Glioblastoma multiforme (GBM) è un tumore eterogeneo, altamente proliferativo. 

normalmente trattato con la chirurgia, seguita dalla radioterapia e la chemioterapia 

basata su agenti alchilanti. Nonostante ciò la sopravvivenza rimane bassa e recenti 

scoperte portano a riconsiderare i tradizionali approcci terapeutici (2-4). E’ stato inoltre 

dimostrato che i tumori cerebrali sono caratterizzati da una nicchia ipossica che correla 

con l’aggressività del tumore (10-12) e che l’ipossia correla con la resistenza alla 

terapia, suggerendo che una migliore comprensione della nicchia tumorale potrebbe 

essere essenziale per migliorare le strategie terapeutiche (13). 

In questo lavoro abbiamo sfruttato la chirurgia immagine-guidata per cercare di definire 

differenti aree intra-tumorali per capire se ci fosse una distribuzione delle cellule 

all'interno del GBM correlata al gradiente di ossigeno. 
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Introduzione 

 

Il Glioblastoma multiforme (GBM) è un tumore eterogeneo, altamente proliferativo, 

classificato come astrocitoma di IV grado. Rappresentano circa il 12-15% di tutti i 

tumori del cervello e il 60-75% dei tumori astrocitici (1). Questi tumori sono 

normalmente trattati con la chirurgia, seguita dalla radioterapia e la chemioterapia 

basata su agenti alchilanti, ma nonostante ciò la sopravvivenza rimane bassa e recenti 

scoperte portano a riconsiderare i tradizionali approcci terapeutici (2-4). Uno degli 

agenti alchilanti più usati per il trattamento del GBM è il Temozolomide (TMZ), 

considerato un farmaco ben tollerato ed efficace. Ma mentre da una parte il TMZ 

sembra indurre un calo dose- e tempo-dipendente delle cellule staminali tumorali (5), 

dall’altra alcuni lavori indicano che il TMZ non sembra agire in maniera specifica su 

questa sottopopolazione (6), che è considerata essere la responsabile della chemio-

resistenza all’interno della massa tumorale (2-4,7). Per tale motivo è importante 

identificare le caratteristiche fenotipiche delle cellule tumorali resistenti e cercare di 

definire la loro localizzazione nella massa tumorale per cercare di distinguerle dalle 

altre cellule e poterle colpire con efficienza maggiore. A conferire resistenza al TMZ è 

una proteina che ripara il DNA, l’ MGMT (O6-methylnguanine-DNA-

methyltransferase) che è stata trovata iper-espressa in un sottogruppo di GBMs (8,9) e il 

cui mRNA è stato trovato maggiormente espresso nella frazione di cellule caratterizzate 

dall’essere positive per il marcatore di staminalità CD133 (6). 

Inoltre è stato dimostrato che i tumori cerebrali sono caratterizzati da una nicchia 

ipossica che correla con l’aggressività del tumore (10-12) e che l’ipossia correla a sua 

volta con la resistenza alla terapia, suggerendo che una migliore comprensione della 

nicchia tumorale potrebbe essere essenziale per migliorare le strategie terapeutiche (13). 

Inoltre HIF-1α (Hypoxia inducible factor-1α) è direttamente implicato sia nella 

progressione del tumore (14) che nella regolazione di alcune vie importanti nella 

cellula, quali Notch (15), BMP (Bone morphogenetic proteins) (16), Akt/mTOR (17).  

Dati recenti suggeriscono che HIF-2α e alcuni geni regolati da HIF sono 

preferenzialmente espressi nelle cellule staminali di glioma rispetto alle cellule 

staminali non tumorali ed ai progenitori neuronali normali (18) e che l’ipossia correla 

con uno stato di de-differenziazione nel neuroblastoma (12). 
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Tutte queste informazioni sono a sostegno della ipotesi che il mantenimento della 

staminalità nel tumore correli fortemente con il gradiente ipossico nella nicchie del 

tumore stesso. 

Normalmente gli studi condotti su biopsie cerebrali considerano il tumore in toto. 

Recentemente però si è parlato di due tipi di cellule staminali tumorali all’interno dello 

stesso tumore (19). In questo lavoro è stato preso in considerazione il tumore suddiviso 

in tre regioni, il core cioè la parte più interna, la zona intermedia e quella periferica 

rispetto alla parte centrale e più ipossica del tumore con l’intenzione di verificare se le 

cellule presenti in queste tre zone fossero fenotipicamente e molecolarmente diverse, in 

correlazione anche al gradiente di O2 presente nel bulk del tumore. 

 

 

Materiali e Metodi 

 

Lo studio è stato condotto su 7 biopsie di GBM divise, in sede di operazione chirurgica, 

in tre regioni distinte, rispetto alla zona centrale del tumore, e classificate come core o 

zona più interna, zona intermedia e zona periferica. Tramite dissociazione enzimatica 

delle tre distinte regioni di ciascuna biopsia si sono ottenute le cellule che sono poi state 

mantenute in coltura al 1,5% di O2 (16,17). Nel tentativo di caratterizzare dal punto di 

vista molecolare e fenotipico le cellule di ciascuna zona in correlazione con il gradiente 

ipossico intra-tumorale e di verificare se rispondessero in modo diverso al trattamento 

con il TMZ, sono stati eseguiti esperimenti di: 1) analisi della espressione di due 

marcatori di superficie, il CD133 (marcatore di staminalità) ed il CD24 (marcatore di 

differenziamento in senso neuronale); 2) analisi della percentuale di cellule in apoptosi 

tramite test della Annessina-V; 3) analisi del potenziale mitocondriale (20); 4) studio 

dell’espressione, tramite Western Blot, immunoistochimica ed immunocitochimica, di 

HIF-1α, VEGF (Vascular endothelian growth factor), Nestina (marcatore dei precursori 

multipotenti), GFAP (marcatore specifico degli astrociti e della glia radiale), βIII-

Tubulina (marcatore delle cellule committed e neuronali), Ki67 (marcatore di 

proliferazione). 
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Risultati 

 
Le cellule staminali tumorali del GBM sono principalmente localizzate nel core e 
nella zona intermedia del tumore 
 

Recentemente è stato riportato che le cellule staminali tumorali rimangono tali in un 

ambiente ipossico (16,17) che le mantiene in uno stato indifferenziato inibendo 

l’attivazione delle vie pro-differenzianti come quelle di BMP e di Stat3. Gli studi 

condotti fino ad ora sul GBM hanno sempre considerato il tumore in toto. In questo 

lavoro sono state raccolte 7 biopsie di GBM ciascuna delle quali suddivisa in tre sub-

regioni, il core, la zona intermedia e quella periferica sulla base della distanza dalla 

parte centrale anossica del tumore, nel tentativo di capire le caratteristiche molecolari e 

fenotipiche delle cellule di ciascuna zona in correlazione con il gradiente ipossico.  

Analisi di immunoistologia hanno rivelato che sia il core che la regione intermedia sono 

caratterizzate da una elevata espressione di HIF-1α co-espresso con VEGF; anche la 

zona periferica è caratterizzata da cellule esprimenti VEGF, ma da una bassa 

espressione di HIF-1α (Figura 1A). Inoltre sia il core che l’area intermedia contengono 

livelli più elevati di cellule più immature Nestina positive, mentre gli astrociti più 

committed (GFAP positivi) ed i neuroni (βIII-Tubulina positivi) sono principalmente 

distribuiti nell’area periferica (Figura 1B). 

 

Figura 1: Differenze fenotipiche delle tre regioni del GBM. Istogrammi che riportano la percentuale di 
cellule positive per i marcatori HIF-1α vs. VEGF (A) e Nestina (B) rispetto alle cellule DAPI positive. 
 * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

Inoltre l’analisi del Ki67, un marcatore delle cellule in proliferazione, mostra che il core 

e l’area intermedia sono caratterizzate da un elevato rate di proliferazione, mentre l’area 

A B 
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periferica da un basso rate di proliferazione (Figura 2B). Sembra quindi che la massa 

del tumore sia caratterizzata da un core anossico costituito da cellule fenotipicamente 

immature, circondato da un’area ipossica e formata da cellule proliferanti, mentre la 

zona periferica, più vascolarizzata e presumibilmente più ossigenata, è caratterizzata da 

cellule più differenziate soprattutto astrogliali esprimenti signaling pro-angiogenici. 

 

 

Figura 2: Differenze fenotipiche delle tre regioni del GBM. Istogrammi che riportano la percentuale di 
cellule positive per i marcatori GFAP e βIII-Tubulina vs Ki67 rispetto alle cellule DAPI positive. 
 * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

Il signaling di BMP e di Akt/mTOR risulta essere attivato nell’area periferica del 
tumore 
 

Nelle cellule di GBM mantenute in ipossia la via pro-gliogenica del BMP (16), come si 

vede dalla attivazione di Smad1/5/8, e la via di Akt/mTOR e Stat3, molecola a valle di 

mTOR, correlata al BMP nel promuovere l’astrogliogenesi (21), sono down-regolate, 

con coinvolgimento diretto di HIF-1α (17). L’analisi di Smad1/5/8, Akt, mTOR e Stat3 

mostra che queste proteine sono fortemente attivate principalmente nella regione 

periferica del tumore, mentre sono poco valutabili nel core e nella regione intermedia. 

Questo a conferma del fatto che le tre regioni sono diverse dal punto di vista molecolare 

e questo potrebbe essere il motivo delle differenze fenotipiche. 

 

 

 

A B 
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La maggior parte delle cellule CD133 positive nel core esprimono MGMT 

Considerando che l’espressione del marcatore CD133 è correlato anche nel GBM alla 

staminalità, che le cellule CD133 positive in vivo sono in grado di riformare il tumore 

(2,22-29) e che le cellule staminali all’interno della massa tumorale sembrano essere 

quelle che riescono a sfuggire alle terapie standard (6,27,28) si è valutata l’espressione 

del marcatore CD133 nelle tre diverse zone del tumore. In particolare, le cellule CD133 

positive sono state trovate soprattutto nel core ed anche il MGMT, una proteina che 

conferisce resistenza agli agenti alchilanti, come il TMZ (8,9), è stata trovata 

maggiormente espressa in quest’area, mentre è non valutabile nell’area periferica, dove 

c’è una maggiore presenza di cellule committed. In accordo con quanto è stato 

recentemente dimostrato e cioè che le cellule staminali CD133 positive sono quelle più 

resistenti alla chemioterapia, anche per gli elevati livelli di espressione di molecole 

quali MGMT e BCRP1 (6), anche la maggior parte delle cellule CD133 positive 

presenti in particolare nel core del GBM esprimono alti livelli di espressione di MGMT. 

Si può quindi concludere che la nicchia ipossica tumorale è in grado di preservare le 

cellule staminali di GBM e può regolare la chemio-resistenza. 

 

 

Figura 3: Le cellule CD133+, presenti principalmente nel core del GBM, esprimono MGMT. 
A) Istogrammi relativi alla percentuale di cellule CD133+ B) percentuale di cellule MGMT+ e C) 
percentuale di cellule CD133+/MGMT+ e CD133+/MGMT- nelle tre regioni rispetto alla percentuale di 
cellule DAPI positive. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

Le cellule della area intermedia tendono, anche dopo dissociazione, a formare 

neurosfere di grandi dimensioni e ad avere un elevato rate di proliferazione, confermato 

dalla espressione del Ki67, rispetto alle cellule del core e in particolare a quelle 

dell’area periferica che sono morfologicamente più differenziate e non formano 

neurosfere. Dal punto di vista fenotipico le cellule del core e delle regione intermedia 

sono caratterizzate da un fenotipo immaturo, mentre l’area periferica contiene una 

A C B 
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percentuale più elevata di cellule committed a fenotipo CD133-/CD24+ e GFAP+. La 

tendenza a differenziare delle cellule della regione periferica è confermata anche da un 

più alto livello della forme attivate di Smad1/5/8, Akt, mTOR e Stat3 e da un aumento 

della espressione di p21, indice di un arresto del ciclo cellulare e di una induzione del 

differenziamento. Inoltre i livelli proteici di MGMT appaiono più alti nelle cellule del 

core rispetto alle cellule delle altre regioni. Questi risultati insieme indicano che le tre 

zone del tumore mantengono la loro identità fenotipica e molecolare anche dopo 

dissociazione e coltura in vitro. 

 

Le cellule derivate dal core e dalla zona intermedia sono resistenti al TMZ 

Le cellule maggiormente responsive all’azione del TMZ sono quelle della zona 

periferica, nelle quali si ha un aumento della apoptosi, dimostrata dall’aumento della 

percentuale delle cellule Annessina positive. Le cellule del core e della zona intermedia, 

altamente arricchite in cellule staminali, rispondono poco al trattamento con il TMZ. 

L’induzione della apoptosi è spesso seguita dalla caduta del potenziale mitocondriale, in 

particolare nelle cellule della zona periferica, a conferma dell’effetto specifico del TMZ 

sulle cellule di questa regione. 

 

 

Figura 4: Immagine che rappresenta un possibile modello di organizzazione fenotipica e molecolare 
delle tre aree che formano il GBM. c= core; i= zona intermedia; p= zona periferica 
 

Quindi i primi risultati di questo lavoro dimostrano che l’ipossia intra-tumorale 

mantiene una “riserva” di cellule CD133 positive, quindi staminali, in un area precisa 

della massa tumorale. Inoltre le cellule derivate dal core del GBM sono arricchite in 

cellule staminali, sono caratterizzate da un’elevata espressione di MGMT e sono quindi 
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quelle più resistenti al TMZ. Viceversa, le cellule ottenute dalla zona più vascolarizzata 

e differenziata del tumore, la zona periferica,  sono quelle più sensibili al TMZ.  

 

 

Conclusioni 

 

Nonostante la terapia la sopravvivenza dei pazienti affetti da GBM rimane bassa. 

L’ipotesi che le cellule staminali siano presenti all’interno della massa del tumore e che 

siano le responsabili della ricaduta e della resistenza alla terapia post-chirurgica (14), ha 

modificato l’approccio alla biologia del GBM. Inoltre è diventata sempre più importante 

nel disegno di nuove terapie, considerare il ruolo che ha l’eterogeneità intra-tumorale 

all’interno del tumore in toto. Negli ultimi anni, poi, è stato ampiamente studiato il 

ruolo della nicchia ipossica e l’importanza del gradiente ipossico nel tumore . 

Alcune vie del segnale, quali BMP e Akt/mTOR/Stat3 sono inibite nelle cellule di GBM 

mantenute in ipossia (16,17). Lo scopo di questo lavoro è stato quello di valutare se 

queste caratteristiche in qualche modo centrassero con la distribuzione delle cellule 

staminali nel GBM. I primi dati ci hanno permesso di costruire un modello costituito da 

tre aree : il core, la zona intermedia e la zona periferica. La prima, il core, caratterizzata 

da cellule staminali con un indice di proliferazione basso-medio, l’intermedia, 

presumibilmente ipossica caratterizzata da cellule tumorali immature e proliferanti e la 

periferica, più vascolarizzata e caratterizzata da cellule già committed o differenziate. 

Considerando l’importanza della signature ipossica nel mantenimento del pool di 

cellule staminali che sembrano essere quelle più resistenti alla terapia, abbiamo trovato 

che la maggior parte delle cellule a fenotipo CD133+ , presenti a livello del core, sono 

caratterizzate da un’elevata espressione di MGMT, l’enzima responsabile della 

resistenza ai chemioterapici alchilanti (8,9). Inoltre le differenze nella espressione di 

MGMT osservata nelle tre diverse regioni correla con una diversa sensibilità al TMZ: 

infatti, le cellule derivanti dal core sono più resistenti a questo chemioterapico. Alcuni 

dati riportano che il TMZ sembra indurre un calo tempo e dose dipendente delle cellule 

CD133+, riducendo la tumorigenicità in vivo (5); altri dicono che il TMZ non fa 

diminuire le CD133+ (2-4,7). Probabilmente la resistenza al TMZ da parte delle cellule 

derivanti dal core può essere in un certo senso guidata dalla ipossia della parte più 

interna del tumore. Infatti l’ipossia induce sia direttamente che indirettamente 
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cambiamenti nella biologia del tumore ed determina una resistenza alla chemio- e radio-

terapia (15,33) e la up-regolazione di MGMT può dipendere dalla ipossia. 

Il modello di distribuzione concentrica delle cellule di GBM all’interno della massa 

tumorale (Figura 4) potrebbe avere importanti ripercussioni nel modo di approcciarsi al 

tumore stesso sia dal punto di vista diagnostico che terapeutico. Infatti a livello di 

biopsia il chirurgo dovrebbe tenere conto anche della distribuzione delle cellule 

staminali. Dal momento che le cellule derivata dal core sono soprattutto cellule 

staminali e sono resistenti al TMZ, l’ipotesi è che in sede di operazione chirurgica 

possano sfuggire dalla porzione eliminata e causare quindi la recidiva. E’ da sottolineare 

che una piccola percentuale di cellule CD133+/MGMT+ è stata trovata anche nella 

regione periferica del tumore: potrebbero essere proprio delle cellule staminali migranti 

dal core all’area periferica. 
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Parte V 
 

 

 

IL-23 acts as anti tumour agent on childhood B-acute lymphoblastic 

leukemia cells 
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Sottomesso a Blood 

 

 

L'ultima parte di questa tesi, che esula dagli argomenti trattati nelle altre parti, si è 

focalizzata sullo studio del ruolo che la IL-23 esercita sulle cellule di leucemia 

linfoblastica acuta-B (LLA-B). Questo studio è stato condotto principalmente nella 

Unità di Immunologia del Dipartimento di Medicina Sperimentale e Laboratorio dello 

Istituto G.Gaslini di Genova. La Leucemia linfoblastica acuta (LLA) è una patologia in 

cui il blocco della differenziazione, l’iperproliferazione e una apoptosi difettosa 

risultano in un accumulo aberrante di un clone cellulare. L'obiettivo di questo lavoro è 

stato quello di studiare l’espressione e la funzione del recettore della IL-23 (IL23R) 

nelle cellule di leucemia acuta B pediatrica rispetto alla controparte normale e verificare 

se la IL-23 potesse esercitare una azione anti tumorale diretta sulle cellule di leucemia B 

e se sì quale fosse il meccanismo coinvolto. 
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Introduzione 

 

L’ IL-23 è una citochina eterodimerica composta da due subunità: IL-12p40 e IL-23p19 

(1). L’ IL-23, agendo sulle cellule che esprimono il recettore della IL-23 (IL-23R) (2), 

induce la produzione della citochina pro-infiammatoria IL-17 da parte di una 

sottopopolazione delle cellule T helper CD4+, dette per tale motivo T helper 17 (Th17). 

IL-23R è formato dalla catena IL-12Rβ1 e dalla catena unica IL-23R, che è a sua volta 

associata con Jak2 (Janus activated kinase) e STAT3 (Signal transducer and activator 

of transcription) (3). IL-23 è prodotta soprattutto dalle cellule dendritiche (DC) mieloidi 

attivate dai ligandi dei Tool-like receptor (TLR)-2,-4 e -8 (4-6) e dai macrofagi di tipo 1 

(7). Questa citochina è considerata importante in molti disordini infiammatori mediati 

dalle cellule T, quali l’encefalomielite autoimmune (8), le malattia infiammatoria a 

livello intestinale (9), la psoriasi (10) e le gastriti associate a Helicobacter pylori (11). 

Viceversa l’attività anti-tumorale della IL-23 è ancora controversa.  

E’ stato dimostrato che le citochine pro-infiammatorie, IL-17, IL-6, e IL-23 possono 

alterare l’immunosorveglianza mediata dai linfociti CD8 e promuovere la carcinogenesi 

e la neo-vascolarizzazione tumorale (12-16). Altri gruppi hanno dimostrato che l’ IL-23 

esercita anche un’attività anti-tumorale attraverso la stimolazione delle cellule T e NK 

(17-24), ma poco si sa sulla diretta attività della IL-23 sulle cellule tumorali. 

I microRNA (miRNA) sono piccoli RNA non codificanti con funzione regolatoria 

implicati nella tumorigenesi (25-30). Inoltre, recenti studi hanno dimostrato che una 

espressione ridotta della forma matura del miRNA può promuovere la tumorigenesi (33-

34).  

Lo scopo di questo lavoro è stato quello di studiare l’espressione e la funzione del 

recettore della IL-23 nelle cellule di leucemia acuta B pediatrica rispetto alla controparte 

normale e capire se la IL-23 potesse esercitare una azione anti-tumorale diretta sulle 

cellule di leucemia B e se sì quale fosse il meccanismo coinvolto. 

 

 

Materiali e Metodi 

 

Lo studio è stato condotto su 29 aspirati midollari di leucemie linfatiche acute 

pediatriche B (in particolare 4 leucemie pro-B, 19 early pre-B e 6 pre-B) (35) e su 12 

controlli normali rappresentati da aspirati midollari di soggetti non affetti da patologie 
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oncologiche. Le cellule sono state trattate per 6h, 24h e 48h con o senza 100ng/ml di 

hrIL-23. L’effetto della IL-23 sulle cellule primarie di LLA-B rispetto ai controlli non 

trattati con la citochina è stato valutato tramite: 1) analisi della proliferazione cellulare; 

2) valutazione della apoptosi tramite analisi della espressione della Annessina-V; 3) 

analisi della espressione di due marcatori: Ki67 (marcatore di proliferazione) e Bcl-2 

(marcatore di apoptosi); 4) test di CAM (chorioallantoic membrane) per la valutazione 

del potenziale angiogenico (36) 

E’ stato estratto l’RNA sia da una linea cellulare B, le 697, che da campioni di LLA-B, 

trattati e non con 100ng/ml di hrIL-23 ed è stata effettuata un’analisi di espressione dei 

miRNAs. Inoltre è stata inibita l’attività di un miRNA specifico, il miR-15a, tramite 

silenziamento, sia nelle 697 che nei campioni di B-ALL. 

Sono poi stati condotti esperimenti in vivo in topi NOD/SCID inoculati con la linea 

tumorale 697 pre-trattata con IL-23 o con PBS. Dopo 14 giorni dall’inoculo delle 

cellule tumorali i topi sono stati sacrificati, è stato misurato il tumore nei due gruppi e 

su campioni di tessuto fissati sono state fatte analisi di apoptosi, rate di proliferazione 

delle cellule, conta dei microvasi. 

 

 

Risultati 

 

Analisi della espressione del IL-23R nelle LLA-B e nella loro controparte normale 

L’analisi della espressione del IL-23R nelle LLA-B e nella controparte normale, ha 

rivelato che il IL-23R è espresso in maniera costitutiva nelle cellule LLA-B. In 

particolare nelle pro-LLA-B (percentuale media IL-23R+ 70%, range: 48%-90%), nelle 

early pre-LLA-B (percentuale media IL-23R+ 66,3%, range: 54%-82%) e nelle pre-

LLA-B (percentuale media IL-23R+ 64%, range: 35%-97%). Viceversa, le cellule 

mononucleate ottenute da midolli normali mostrano una percentuale media di 

espressione del IL-23R del 1,3% da parte dei linfociti pro-B, del 2,6% da parte dei 

linfociti early pre-B e del 3,8% da parte dei linfociti pre-B.  

 

IL23 induce apoptosi e inibisce la proliferazione delle cellule di LLA-B 

Quindi, nell’intento di capire se l’ IL-23 potesse esercitare una azione anti tumorale 

diretta, le cellule di LLA-B sono state coltivate in presenza/assenza di IL-23 ed è stata 

valutata le proliferazione dopo 24h e 48h. Ad entrambi i time points il trattamento con 
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IL-23 inibisce la proliferazione delle cellule in modo significativo (24h: p<0.006 e 48h 

p<0.0001) (Figura 1A). Inoltre l’analisi della espressione della Annessina-V, dopo 6h, 

24h e 48h ha dimostrato che la percentuale di apoptosi è molto più alta nelle cellule 

trattate con IL-23 rispetto alle cellule mantenute nel terreno da solo, in modo 

significativo sia dopo 24h (p<0.0016) che dopo 48h (p<0.0002) (Figura 1B). IL-23 non 

induce comunque la produzione di IFNγ da parte delle cellule LLA-B e non altera il loro 

potenziale angiogenico, come valutato dal test di CAM (Chorionallantoic membrane 

assay). 

 

 

Figura 1: Analisi della espressione del Ki67 (A) e della Annessina-V (B) in cellule di LLA-B incubate nel 
solo terreno o in presenza di IL-23 per 24h e 48h. I risultati rappresentano la percentuale media ± SD di 
8 diversi campioni* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

 

IL-23 modula l’espressione dei micro (mi)RNAs nelle cellule B-ALL 

Per capire quale fosse il meccanismo coinvolto nella azione della IL-23, le cellule  

LLA-B sono state coltivate in presenza/assenza della citochina e sono state testate per 

valutare se e in quale modo la IL-23 influenzasse l’espressione di alcuni miRNAs, 

considerando che i miRNAs sono coinvolti nella regolazione della proliferazione e della 

apoptosi in diversi tumori (25-32). 

Nei campioni di LLA-B il trattamento con l’IL-23 down-regola alcuni miRNAs e ne up-

regola altri. Tra quelli up-regolati dalla IL-23 ce ne sono alcuni (la famiglia let7 e il 

miR-15a), che è noto che funzionano da tumour suppressor in diverse patologie 

(29,32,38). L’analisi di ogni singolo miRNA trovato up-regolato nelle LLA-B 

analizzate ha rivelato che solo il miR-15a è sempre up-regolato in tutti i campioni 

testati. E’ noto che il miR-15a è coinvolto nel controllo della apoptosi e che uno dei suoi 

target è Bcl-2 (38), una proteina anti-apoptotica. L’analisi di Bcl-2 nelle LLA-B 

coltivate in presenza/assenza della IL-23 dimostra che Bcl-2 è espresso costitutivamente 
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nelle cellule di LLA-B, in accordo con dati precedenti (39,40), e che il trattamento con 

IL-23 riduce significativamente la sua espressione (p=0.0017). 

 

IL-23 induce apoptosi nelle cellule B-ALL attraverso l’up-regolazione del miR-15a 
e la conseguente down-regolazione di Bcl-2. 
 

Quindi, le cellule LLA-B, trattate per 48h con IL-23, transfettate con uno specifico anti 

miR-15a (per inibire la sua azione) e testate per l’espressione di Bcl-2, mostrano una più 

alta espressione di Bcl-2 (p=0.0034) rispetto alle cellule trattate con la sola IL-23 o con 

l’IL-23 e transfettate con un anti miR di controllo, a dimostrazione dello stretto legame 

tra la stimolazione con IL-23, l’up-regolazione di miR-15a e la down-regolazione di 

Bcl-2 (Figura 2).  

 

Figura 2: Espressione intracellulare di Bcl-2 in 5 campioni di LLA-B coltivati per 48h nel solo terreno, 
in presenza di IL-23, in presenza del anti-miRNA-15a, in presenza di IL-23+ l’ anti miRNA-15a o in 
presenza di IL-23+anti-miRNA di controllo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

Inoltre, i campioni di LLA-B trattati con la sola IL-23 hanno una percentuale di cellule 

in apoptosi molto maggiore rispetto alle cellule trattate con la IL-23 e nelle quali il miR-

15a è stato inibito (p=0.0032) (Figura 3). 
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Figura 3: Percentuale di cellule in apoptosi in 5 campioni di LLA-B coltivati per 48h nel solo terreno, in 
presenza di IL-23, in presenza di IL-23+ l’anti miRNA-15a o in presenza di IL-23 + un anti-miRNA di 
controllo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 

IL-23 inibisce la tumorigenicità delle 697 in topi NOD/SCID 

La linea cellulare B 697 è stata usata come modello per gli studi in vivo, per le 

similitudini con le cellule primarie di LLA-B. Per cui, topi NOD/SCID sono stati 

inoculati con le 697 pre-trattate con IL-23 o con PBS, come controllo. I topi trattati con 

IL-23 sviluppano tumori significativamente più piccoli (p=0.0001) rispetto ai topi 

trattati con PBS (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Volume dei tumori formatisi negli animali sacrificati 14 giorni dopo l’inoculo con la linea 
cellulare tumorale 697 pre-trattata con IL-23 o con PBS (controllo). Sull’asse delle X sono riportati i due 
gruppi, mentre sull’asse delle Y i percentili. La differenza volumetrica tra i due tumori è stata valutata 
con il test di Mann-Whitney.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Conclusioni 

 

L’ IL-23 appartiene alla famiglia di citochine che comprende anche l’IL-12 che si sa 

esercitare attività anti-tumorale in patologie ematologiche e non (37,41-43). E’infatti 

noto che la subunità IL-12Rβ1, condivisa tra il recettore della IL-12 e quello della IL-

23, è espressa sia nelle cellule primarie di LLA-B, in diversi stadi di maturazione, che 

nella controparte normale (41). In questo lavoro è stato dimostrato che anche l’altra 

subunità del recettore della IL-23, IL23R, è espressa in modo costitutivo nelle cellule 

LLA-B e che si ha una più alta espressione nelle cellule leucemiche rispetto alla 

controparte normale, probabilmente dovuto alla trasformazione maligna. Inoltre, la IL-

23 inibisce la proliferazione delle cellule sia in vitro che in vivo ed induce apoptosi 

attraverso la modulazione della espressione del miR-15a e di Bcl-2. Poco si sa sulla 

espressione dei miRNAs nelle leucemie B pediatriche e nessuna informazione è 

disponibile per quel che riguarda la regolazione dei miRNAs da parte della IL-23. E’ 

noto, però, che ci sono delle strette correlazioni tra l’espressione dei miRNAs e la 

tumorigenesi (29,33,34) e che la diminuzione della espressione della forma matura del 

miRNA è stata dimostrata accelerare la trasformazione oncogenica attraverso la de-

regolazione di oncogeni target (33). Da sottolineare che in questo lavoro si è riscontrata 

qualche differenza per quel che riguarda i miRNAs regolati dalla IL-23 nelle cellule 

LLA-B primarie in vitro rispetto a quelli regolati dalla citochina nei tumori formati dalla 

linea cellulare 697 in vivo. L’unico miRNA che è up-regolato sia in vitro che in vivo è il 

miR-15a, che regola l’espressione di Bcl-2 e promuove l’apoptosi. Quindi l’up-

regolazione del miR-15a è un punto chiave della attività anti tumorale diretta esercitata 

dalla IL-23 sulle cellule LLA-B. I risultati ottenuti per quanto riguarda il recettore della 

IL-23 dicono che è altamente espresso nelle LLA-B pediatriche e media l’inibizione 

diretta della crescita tumorale da parte della IL-23. Perciò, l’IL-23, considerando la sua 

bassa tossicità in modelli animali, anche in relazione alla bassa induzione di IFN−γ in 

vivo (20), potrebbe essere un buon farmaco da testare in trial  di fase I in pazienti affetti 

da LLA-B che non rispondono alle terapie canoniche.  
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