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RIASSUNTO

CELLULE STAMINALI TUMORALI:
RUOLO DELLA SIDE POPULATION NEI TUMORI SOLIDI

Molti studi negli ultimi anni hanno dimostrato cladcune forme di tumore sono caratterizzate dalla
presenza di cellule con specifiche proprim-like dette anche cellule staminali tumor&iafcer Stem
Cells/CSCk Queste cellule sono considerate le cellule famit” il tumore e sono probabilmente le
responsabili delle recidive del tumore. Le CSCsnloala capacita di auto-rinnovarsi, la potenziatita
dare origine a una o piu specie cellulari all'imedel tumore e I'abilitd di guidare, in modo conid, la
proliferazione delle cellule maligne. Molti studaimo descritto il potenziale tumorigenico delle GSC
fino ad arrivare alla formulazione detfancer stem cell (CS®@ypothesissecondo la quale a sostenere la
crescita del tumore e a causare recidive, sarelbberistretta popolazione cellulare (Jordan CT et
al.2006).

Sono stati proposti due diversi approcci per ceraizare le CSCs all'interno del tumore: il primilizza
marcatori di superficie selettivamente espressied@iSCs, ma non dalla maggior parte delle cellule
tumorali; il secondo approccio sfrutta alcune darégtiche funzionali della cellula, come la peatsi
capacita di colorarsi con coloranti specifici. larficolare, questo secondo metodo € utilizzato per
l'identificazione, tramite citometria a flusso, ldetosiddetta Side Population (SP), distinta sblae
della capacita di queste cellule di estruderelbr@mte vitale Hoechst 33342 (Goodell MA et al 1p9&
cellule SP rappresentano solo una piccola frazilbhetta la popolazione di cellule e, data la loapacita

di estrudere farmaci, esse rappresentano la fr@ziohemio-resistente all'interno del tumore
(Hirschmann-Jax C et al. 2004). Inoltre le SP sembressere una fonte arricchita di cellule staminal
(Challen GA et al. 2006).

| tumori solidi rappresentano la maggior parte algblatologie maligne ed i tumori epiteliali ne
costituiscono circa 1'80% (Visvader JE e Lindemah2B08). L’ origine della maggior parte dei tumori
solidi € sconosciuta, ma & stato ipotizzato chéospit diversi sottendono a cellule inizianti ilmore
differenti. Inoltre ci sono evidenze crescenti ctieersi tumori solidi siano organizzati in modo
gerarchico e sostenuti da una sottopopolazionatisli CSCs(Visvader JE e Lindeman GJ 2008).

Un primo studio ancora in corso ha valutato il cuelle caratteristiche delle cellule staminali tuatioin
particolare della sottopopolazione SP, in lineéutaii di Medulloblastoma (MDB). Il MDB & uno deitp
comuni tumori solidi pediatrici a livello del sista nervoso centrale e dati recenti hanno dimostiago
anche il MDB sembra originare da una componentenistde. Abbiamo cercato di isolare la
sottopopolazione con caratteristickiem-likeper capire qual@athwayfosse principalmente coinvolto
nel mantenimento della componente staminale (CFgsiSprimi dati ottenuti suggeriscono che nelle
linee di MDB é presente una componente staminaleeela via di PISBK/AKT/mTOR é cruciale per la
sopravvivenza delle cellule SP, che hanno una &leapacita di formare colonie vitro.



Una sempre maggiore esperienza nella tecnologial setting del FACSHlow Activated Cell Sortér
sorter ha permesso di estendere I'approccio spetateead altri tipi di tumore e quindi di identiie le
SP sia in cellule primarie di carcinoma ovarico cime cellule, sempre di carcinoma ovarico,
xenotrapiantate in topi NOD/SCID e di indagaredffetti che I' IFN-0 ha sulle cellule tumorali. Questo
e stato I'obiettivo di un secondo studio condottbDipartimento di Oncologia e Scienze Chirurgiche
Padova in collaborazione con il nostro laboratotimostri risultati mostrano che I'lFN- ha effetti
antiproliferativi e proapoptotici sulla compone®®, che si traducono in un potenziale effetto &wtpo
contro quei tumori caratterizzati da una elevatecgrguale di cellule SP. Questi risultati suggemsr
che lo screening dei campioni di tessuto tumoraleilporo contenuto di SP potrebbe costituire dsdo
per la somministrazione di IFN-ai pazienti con tumore ovarico ed eventualmenteaitsi tumori solidi.
Nel corso dell’'ultimo anno la nostra ricerca sigheoentrata anche sulla caratterizzazione delle G8Cs
linee cellulari e in colture primarie sia di meddllastoma (MDB) che di glioblastoma (GBM).

E’ noto che il microambiente o nicchia del tumanéuenza la distribuzione della CSCs alliinterndiade
massa tumorale e la loro resistenza alle radiazidhsono alcune evidenze che l'ipossia puo fagorir
l'espansione delle cellule staminali e il mantemitoedel tumore (Moserle L. et al 2009, Blazek et al
2007, Platet N. et al. 2007). Inoltre, studi pneicii e clinici indicano che c’é una relazione irsertra
andamento del tumore e ipossia (Nordsmark M. 20@56).

Sulla base di queste considerazioni, nello studiorgdulloblastoma (MDB) abbiamo indagato il legame
tra il microambiente ipossico e alcune vie del ségrfNotchl; HIF-&) che sembrano essere coinvolte
nel sostenere la crescita delle cellule di MDB.ril risultati indicano chiaramente che le celluie
MDB possono essere espanse con sucdessto solo in un contesto di ipossia.

Nello studio sul Glioblastoma (GMB), abbiamo sfatitt la chirurgia immagine-guidata per cercare di
definire differenti aree intra-tumorali per capse ci fosse una distribuzione eterogenea delleileell
correlata al gradiente di ossigeno all'interno @8M. | nostri risultati mostrano che le cellule piu
immature, identificate con il marcatore di stamitdalCD133, sono localizzate nella parte internae i
quella intermedia della massa tumorale, mentreliele piu differenziate sono distribuite lungozana
periferica e maggiormente vascolarizzata. Questitati indicano una stretta correlazione tra ddiente

di ipossia intra-tumorale, il fenotipo delle cellumorali e la resistenza del tumore alla cheméapia,
portando alla formulazione di un nuovo modello ditdbuzione delle cellule staminali nella nicclaiel
tumore, che potrebbe essere utili per definire pin precisione la reale localizzazione della cellul
tumorali chemio-resistenti nel GBM, al fine di eteéare strategie di trattamento piu efficaci.

L'ultima parte di questa tesi, che esula dagli mrgyati trattati sopra, si é focalizzata sullo studié ruolo
che la IL-23 esercita sulle cellule di leucemiafdiilastica acuta-B (LLA-B). Questo studio € stato
condotto principalmente nella Unita di Immunologial Dipartimento di Medicina Sperimentale e
Laboratorio dell’ Istituto G.Gaslini di Genova.

La Leucemia linfoblastica acuta (LLA) € una patadogn cui il blocco della differenziazione,
l'iperprpolifrazione e una apoptosi difettosa rtano in un accumulo aberrante di un clone cellulaes
LLA-B rappresentano I'85% dei casi delle leucerméaitili e vengono distinte in diversi sottotipi a

seconda dello stadio maturativo della cellula lidéo(Cobaleda C. e Garcia Sanchez-1 . 2009, Onciu M



2009). Nonostante i progressi degli ultimi annileedviluppo di trattamenti sempre piu efficaci sono
comungue in corso ulteriori studi per capire qs&no gli eventi specifici che portano alla leucagnper
migliorare I'approccio clinico e identificare tefaghe possano ridurre le recidive della malattia.
L'obiettivo di questo lavoro € stato quello di saud I'espressione e la funzione del recettoreadéH23
(IL23R) nelle cellule di leucemia acuta B pediari(LLA-B) rispetto alla controparte normale e
verificare se la IL-23 potesse esercitare una az#éni tumorale diretta sulle cellule di leucemia Be si
quale fosse il meccanismo coinvolto. | primi ristiltottenuti dimostrano che IL-23R & up-regolattene
cellule primarie di LLA-B rispetto alla contropan®rmale e che la IL-23 media direttamente la dt@sc
tumoralein vitro e in vivo attraverso l'inibizione della proliferazione detiellule tumorali e I' induzione
della apoptosi. Pertanto, in linea di principio)lla23 potrebbe essere un buon farmaco da testarél

di fase | in pazienti pediatrici affetti da LLA-Bhie non rispondono alle attuali terapie.



SUMMARY

CELLULE STAMINALI TUMORALI:
RUOLO DELLA SIDE POPULATION NEI TUMORI SOLIDI

Many studies performed over the past years havevishihat some forms of human cancers are
characterized by stem-like-cells (cancer stem c€8Cs) with specific stem-cell properties. Thesksc
are currently considered as “tumour-initiating* Iselresponsible of tumour relapse. CSCs have the
capacity for self-renewal, the potential to develo any cell and the proliferative ability to e
continued expansion of malignant cells. Many stsidlgave described the rather heterogeneous
tumorigenic potential of CSCs and led to the dewelent of the cancer stem cells hypothesis that
postulates that only a fraction of cells withinuanbur is endowed with stem cells-like featuresjngv
rise to all the other components of the tumourddorCT et al. 2006).

Two different approaches to identify CSCs withimtwrs have been proposed: the first one tracks
specific surface markers that are selectively esggd on CSCs but not on the bulk of tumour cdils; t
second approach exploits some functional charatiesj such as a unique pattern of staining wittege
dyes, to identify stem-like cells. In particularighatter method is used for the detection by dual-
wavelenght flow cytometry of the so-called side plagion (SP) on the basis of the ability of thes#sc

to efflux the fluorescent dye Hoechst 33342 (Gololli&l et al 1996). The SP cells represent only alsma
fraction of the whole cell population and givenittability to efflux drugs, they represent the nmgltug
resistant cell fraction within tumours (Hirschmadex C et al. 2004). Moreover, SP cells seem tonbe a
enriched source of stem cells (Challen GA et a0620

Solid tumours account for the major cancer burded, epithelial cancers constitute approximately 80%
of all cancers (Visvader J.E. and Lindeman G.J.820The cellular origins of most solid tumours are
largely unknown, but it has been speculated thétrdint tumour subtypes reflect distinct cells ofym

at the time of tumour initiation. Moreover thereimereasing evidence that diverse solid tumours are
hierarchically organized and sustained by a dissnbpopulation of CSCs (Visvader J.E. and Lindeman
G.J. 2008).

A first ongoing study has evaluated the role areldharacteristics of cancer stem cells, in paicof

the SP cell subset, in Medulloblastoma (MDB) celes. MDBs are the most common paediatric solid
tumours occurring in the central nervous system3Lahd recent data have shown that also MDB arises
from stem-like cells. We have tried to isolate thiset with stem-like cell properties and to uniders
which signaling pathway is mainly involved in th&Cs/SP maintenance. First data strongly suggest tha
MDB cell lines encompass stem-like cells and ttet PISK/AKT/mTOR pathway is crucial for the
survival of the SP cells, which have a high capatcitform coloniesn vitro.

The increased experience in FACS sorter techndagiel setting has allowed to well identify SP ciglls
both primary ovarian cancer cells cultuiedvitro and xenografted in nude mice and also to invetgtiga



the effects of IFNa on this tumour cell subset. This was the aim dafeaond study leaded in the
Departments of Oncology and Surgical Sciences ofuR&an collaboration with our laboratory. Our
findings show that IFNx exerts marked antiproliferative and proapoptotieas on the SP subset, which
translates into a therapeutic effect against tusdagaring large amounts of SP cells. These results
suggest that screening tumour samples for theic@Rent could form the basis for rationale-based
administration of IFNa to patients with ovarian cancer and possibly ofiedéid tumours.

In the last year our research has also focusedchercharacterization of the CSCs population in brain
tumor cell lines and in primary cultures of bothdé#oblastoma and Glioblastoma.

The tumour microenvironment influences distributioh CSCs within the tumour mass and their
resistance to radiation. There are some clues ligpbxia can favour stem cells expansion and
maintenance in tumours (Moserle L. et al 2009, 8faet al 2007, Platet N. et al. 2007). Moreover,
preclinical and clinical studies show that locahtwr control after radiotherapy inversely corredatéth
tumour hypoxia (Nordsmark M. et al.2005).

Based on these considerations, in the Medullobtast¢MDB) study we have investigated the link
between the hypoxic microenvironment and some mitde@athway (i.e. Notchl signaling; HIk)lthat
seem to be involved in the maintenance of primaBBwerived cells. First results clearly indicatatth
MDB derived cells can be successfully expaniedtro only by preserving them into a hypoxic context.
In the Glioblastoma (GMB) study we have exploitethge guided surgery to sample multiple intra-
tumoral areas to define potential cellular hetene@ly in correlation to the oxygen tension gradient
within the GBM mass. Our results indicate that mianeature cells, identified with the stem cell mark
CD133, are localized in the inner core and in therimediate layer of the tumour mass, while more
committed cells are distributed along the peripharal neo-vascularised area. These results indaate
correlation between the intra-tumoral hypoxic geadi the tumour cell phenotype and the tumour
resistance to chemotherapy, leading to a novelerdric model of tumour stem cell niche, which may b
useful to define the real localization of the chemasistant GBM tumour cells in order to design more

effective treatment strategies.

The last part of this work, different from thoseaissed above, is focused on the study of thetmake
IL-23 exert on the B-acute lymphoblastic leukaeg#aALL) cells. This study was mainly conducted in
the A.ILR.C. Tumor Immunology Unit of the Departrhenf Experimental and Laboratory Medicine,
G.Gaslini Institute of Genova. B-cell acute lymplastic leukaemia (B-ALL) is a clonal malignant
disease originated from a single cell and charaetérby the accumulation of blast cells that are
phenotypically reminiscent of normal stages of B-déferentiation (Cobaleda C. and Sanchez-Galcia
2009; Onciu M. 2009). Steady progress in develogmérffective treatments has led to a cure rate of
more than 80% in children, creating opportuniti@sifinovative approachéBui CH et al. 2006). Studies
are underway to ascertain the precise events #ia place in the genesis of acute lymphoblastic
leukaemia, to enhance the clinical application nbwn risk factors and anti-leukemic agents, and to
identify treatment regimens that reduce relapse dim of this study was to investigate the poténtia
direct anti-tumour activity of IL-23 in paediatig-acute lymphoblastic leukaemia (B-ALL) cells ate t

molecular mechanisms involved.



First results demonstrate that IL-23 possesseslarkemic activity on B-ALL cells. We show for the
first time that IL-23R is up-regulated in primary-A.L cells as compared to normal early B
lymphocytes, and that IL-23 dampens directly tumgiowthin vitro andin vivo through inhibition of

tumour cell proliferation and induction of apopwsiTherefore, in principle, IL-23 may be a good
candidate drug to be tested in a phase | trialhifdicood B-ALL patients otherwise unresponsive to

current therapeutic standards.
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INTRODUZIONE

Le cellule staminali

Nonostante gli enormi progressi compiuti nella mé@esul cancro, ci sono ancora
una serie di domande aperte. Ad esempio, che @sadhe alcuni tumori siano piu
difficili da eradicare di altri? Perché ci sonoaictumori piu resistenti alla terapia? E
perché alcuni tumori sono piu aggressivi e altni tmsono ?

Per tentare di rispondere a queste domande l'atie®zsi € concentrata sulle cellule
staminali, che potrebbero essere il target dekesférmazione maligna in quanto
caratterizzate da una lundédespan quindi in grado di accumulare mutazioni che
portano poi alla trasformazione cellulare (1,2negirado di “sostenere” il processo di
tumorigenicita avendo la capacita di dividersi iada indefinito (3)

Il tessuto normale é caratterizzato da un’orgarinree gerarchica che comprende una
piccola frazione di cellule staminali, come risereatutti i diversi tipi di cellule che
costituiscono I'eterogeneita del tessuto e chevded da esse.

Le cellule staminali sono cellule primitive, nonesalizzate, dotate della singolare
potenzialita di differenziarsi in qualunque altrpot di cellula del corpo. Esse
possiedono due caratteristiche fondamentali cléstaenguono dalle altre cellule:

- la loro abilita di auto-rinnovarsi, quindi la Gagita di compiere un numero illimitato di
cicli replicativi mantenendo il medesimo stadideliénziativo;

- la multipotenza, cioé la capacita di dare origideuna o piu specie cellulari.

Le cellule staminali sono normalmente cellule gueesi (blocco in fase gdel ciclo
cellulare) o caratterizzate da un ciclo cellulaemtd (2), mantenute in uno stato
indifferenziato finché non e richiesta la loro paipazione nella normale fisiologia
della cellula. La divisione asimmetrica delle cldlstaminali porta alla formazione di
una cellula staminale identica alla cellula madiee mantiene cosi costante il pool di
cellule staminali e una cellula progenitrice pdmente differenziata e incapace di
autorinnovamento (quindi non staminale), ma dadatan ampio potenziale replicativo.
Questa strategia, che limita il numero di everglicativi a cui una cellula staminale va

incontro, si fonda probabilmente su due importpriticipi tra loro collegati:



= stretto controllo del numero di cellule staminaigni cellula staminale occupa
una proprianicchia biologica definita da un complesseetwork di segnali
biochimici, che probabilmente forniscono anche alkllula staminale le

informazioni necessarie sul momento opportuno @glicarsi;

= conservazione dell'integrita del genoma delle te=ktaminali: un basso numero

di replicazioni riduce il rischio di danni al DNA&joé di mutazioni.

Fisiologicamente & molto importante che venga nmate un numero costante di
cellule staminali e, fatta eccezione per la fasesgiansione che si ha nellembriogenesi
o per la fase di riparazione di gravi danni ai tiéis® proprio la divisione asimmetrica

delle cellule staminali a permettere che cio aveefidgura 1).

®

<. e Normal

r .v e { physiology
| C) e
T el
‘.:_p,.;l

/C.\ Neoplastic
O transformaation
"'l/_‘ and normal stem
EI /‘““ cell expansion

during embryogenesis
/O or extreme tissue

q .- ;| injury

\.o

N N _ ]
@ | Stemcell Differentiated cell
N z‘,':'f-?

Figura 1: Importanza del mantenimento di un numero costalteellule staminali nella fisiologia
normale rispetto alla trasformazione maligna. Nefiaiologia normale, in assenza dell'espansione
durante I'embriogenesi e di gravi danni ai tessué, divisione asimmetrica delle cellule staminali
permette di mantenere un numero costante (a). NeHaformazione maligna, i meccanismi che
controllano la normale divisione delle cellule siaali sono persi e quindi si osserva un aumento,
incontrollato, del numero di cellule (b). (Hadnagyet al., 2006)

Le mutazioni a carico delle cellule staminali soggtremamente pericolose, poiché
vengono trasmesse a tutte le generazioni di cdilylie derivate dalla cellula staminale

stessa. Al contrario una mutazione in una cellubg@nitore si ripercuote solo su di una
singola generazione di cellule che, eventualmelaeo un certo tempo verra comungque
sostituita. Inoltre tali alterazioni possono indufa cellula staminale a degenerare in

senso neoplastico, diventando cosi una cellulaistdentumorale (4), cioé una tipologia



di cellula probabilmente responsabile del contimiornimento di nuove cellule
tumorali che caratterizza lo sviluppo e soprattigteecidive dei tumori.
Le cellule staminali si classificano anche secotaoprovenienza, come adulte o

embrionali (5):

= le cellule staminali adultesono cellule non specializzate, reperibili traddule
specializzate di un tessuto specifico e sono pegtaimente multipotenti. Sono
dette piu propriamentsomatiche(dal Grecoocopo sSma = corpo), perché non
provengono necessariamente da adulti, ma anche adabibi o cordoni
ombelicali;

= le cellule staminali embrionali sono ottenute a mezzo di coltura, ricavate dalle
cellule interne di una blastocisti. Gia nel 185&1RlfI Virchow propose l'ipotesi
che il cancro originasse da cellule staminali eorali. Questo concetto, basato
sulle similarita istologiche di tumori e tessutilanonali, fu esteso da Cohnheim
e Durante i quali suggerirono che i tessuti adidtitengano residui embrionali
che normalmente rimangono in forma dormiente, ma phssono attivarsi

diventando tumorali (6).

La riparazione tissutale conseguente ad un danrlo sviluppo della ghiandola

mammaria durante la gravidanza sono alcuni esemgjuali, nella normale fisiologia,

sono coinvolte le cellule staminali (5,7). Cellskaminali sono state descritte in molti
tessuti normali come la mammella (7,8), il feg&@&p€dd il cervello (10).

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

astrociti ed oligodendrociti. Durante I'embriogenes trovano soprattutto nella
Ventricular zone(VZ = una delle due aree germinali del cervelletioe ne forma lo

strato piu profondo a livello del quale si trovdeaellule progenitrici); mentre dopo la
nascita cellule staminali multipotenti si possonmcaa trovare in alcune regioni,
incluso il cervelletto e l'ippocampo.

Mentre € ormai chiaro il ruolo della cellule staalinnella fisiologia normale, & piu

recente I'evidenza del loro coinvolgimento nellestormazione maligna.



Le cellule staminali tumorali

Studi degli ultimi anni hanno dimostrato che leattristiche del “sistema” cellula
staminale e le proprieta specifiche di questibsetdi cellule sono cruciali in alcune
forme di tumore tanto da portare ad applicare flcedto di cellula staminale anche nel
campo dell'oncologia. Secondo questa teoria, ilorensarebbe composto da un certo
numero di cellule piu differenziate e capaci dilifeoare solo in maniera limitata e da
una piccola frazione di cellule caratterizzate dagtande potenziale proliferativo ed in
grado di mantenere il tumore.

La prima documentazione che i tumori originano edakllule staminali risale al 1994
quando e stato visto che una sotto-popolazione etlule leucemiche a fenotipo
CD34+/CD38- era responsabile della insorgenza tklieemia nei topi (11).
Successivamente o stesso principio € stato eséesaltri tumori: popolazioni,
biologicamente distinte e rare, di cellule “inizi&il tumore sono state identificate oltre
che in tumori del sistema ematopoietico (12) anchacuni tumori solidi, ad esempio il
tumore alla mammella (3) e al cervello (13). Ldudeldi questo tipo hanno la capacita
di auto-rinnovarsi, la potenzialita di dare origmeina o piu specie cellulari all’interno
del tumore e l'abilita di guidare, in modo continua proliferazione delle cellule
tumorali stesse. Quindi queste cellule hanno petgrstrettamente simili a quelle delle
cellule staminali normali, e di conseguenza sormtestdefinite cellule staminali
tumorali. Questa idea sostiene l'ipotesi che divensori potrebbero essere organizzati
in modo gerarchico a partire dalle cellule staminamorali, ad elevato potenziale
replicativo, fino alle cellule tumorali piu diffengiate con un limitato potenziale
replicativo.

Date queste caratteristiche, € possibile che leleettaminali tumorali derivino dalle
stesse cellule staminali normali in seguito ad mm#tazione. Altre linee di ricerca
sostengono invece che le cellule staminali tumapalkirebbero originare da cellule
progenitrici mutate (14). Tali progenitori, dettincoe “transit-amplyfing cells’,
possiedono una certa capacita replicativa ma, lifiosmon sono in grado di auto-
rinnovarsi. Quindi per diventare cellula stamindienorale, un progenitore deve
acquisire mutazioni che fanno si che riacquistidpacita di auto-rinnovamento (Figura
2).
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Figura 2: | tessuti normali derivano da una cellula staminake cresce e si differenzia in progenitori e
cellule mature. Le proprieta chiave delle cellulamsinali normali sono l'abilita di auto-rinnovarsi
(indicata dalle frecce curve), la multipotenza (oata dalle cellule di colori diversi), e I' elevat
capacita proliferativa. Le cellule staminali tumdirdoanno origine da una mutazione in una cellula
staminale normale o in una cellula progenitriceiednseguenza crescono e si differenziano per fgma
tumori primari (la freccia tratteggiata indica cheon sono ancora chiari i tipi specifici di progewrit
coinvolti nella generazione di cellule staminalirtarali). Come le cellule staminali normali, anchee |
cellule staminali tumorali possono auto-rinnovargiare origine a piu tipi cellulari e proliferare
ampiamente.(Jordan CT et al., 2006)

Sono tre le situazioni che si possono verificarehe riguardano le potenzialita delle
cellule staminali tumorali: A) le cellule stamin&limorali, in seguito ad una mutazione
di una cellula staminale normale, potrebbero daigine ad altre cellule staminali
tumorali e alla formazione di un tumore; B) potretmbcostituire una piccola “riserva”
di cellule resistenti alla terapia e responsald@liadricaduta; C) potrebbero dare origine
a metastasi in siti lontani rispetto al tumore @i (14) (Figura 3).

Queste possibilita hanno portato alla formulaziatedla cancer stem cel(CSC)
hypothesis secondo la quale a sostenere la crescita delreue@ causare recidive,
sarebbe una ristretta popolazione cellulare, eoigtiia cellule staminali con un elevato
potenziale di auto-rinnovamento, ma che, in cowndizinormali, resta quiescente e
quindi in grado di resistere alla chemioterapia cam’e noto, va a colpire le cellule in

attiva proliferazione. Queste cellule si comportaqondi come le normali cellule



staminali non tumorali, tranne per il fatto di avperso il normale equilibrio

omeostatico tra auto-rinnovamento e differenziazion
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Figura 3: Per i tumori nei quali le cellule staminali tumdiraono coinvolte, ci sono tre diverse
possibilitd. A: la mutazione di una cellula stanmimaormale o di un progenitore pud creare una dallu
staminale tumorale, che generera poi un tumore grim B: durante il trattamento chemioterapico, la
maggioranza delle cellule in un tumore primario mgsere distrutta, ma se le cellule staminali tuafior
non vengono eradicate, il tumore puo riformarsiegigare una ricaduta. C: le cellule staminali tumiora
possono allontanarsi dalla sede di origine del twene creare metastasi in sedi lontane. (Jordan CT e
al., 2006)

L’ipotesi delle cancer stem celle stata dimostrata per la prima volta da Bonnet e
collaboratori che hanno dimostrato che solo un@agbéc sottopopolazione di cellule
leucemiche CD34+/CD38-, fenotipicamente simili aiidlule staminali ematopoietiche,
erano in grado di formare il tumore se inoculateumtopo NOD/SCID(non-obese
diabetic, severe combined immunodefigi€hb). Cellule staminali tumorali sono state
trovate anche in diversi tumori solidi, come nehtue della mammella, dove sono state
descritte cellule staminali con fenotipo CD44+/CBZ2Al-Hajj e collaboratori hanno
distinto la componente tumorigenica da quella namdrigenica sulla base
dell’'espressione di due marcatori di superficieocilando in un topo 100 cellule a
fenotipo CD44+/CD24low/Lineage- si ha la formaziated tumore, dove invece molte
piu cellule con fenotipo diverso non erano in gradérmarlo (3). Le cellule staminali
tumorali CD44+/CD24low/Lineage- posso essere defitali in quanto non solo danno
origine ad altre cellule con lo stesso fenotipo, pegsono differenziare in altri tipi

cellulari non tumorali fenotipicamente diversi. fmmori cerebrali sono state isolate
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cellule tumorali, positive per il marcatore di staalita CD133, in grado di cresceire
vitro come neurosfere, alle stesse condizioni che skzdiho per coltivare le cellule
staminali neuronali non-neoplastiche. Sono suffiti@00 cellule di glioma positive per
il CD133 inoculate nel cervello di un topo NOD/SCi&rché si formi un tumore,
guando invece nessun tumore si forma in seguiton@iulo di almeno 100000 cellule
negative per il CD133 (13,16,17). Anche nel MDBblecola frazione di cellule CD133
positive € in grado di formare neurosfere multiptitéen vitro (13,18), ed e inoltre
caratterizzato da livelli di espressione di Notcbltm maggiori rispetto alle cellule
CD133 negative (18,19). E’ noto infatti dalla le#tieira che alcune vie del segnale come
Wnt, SonicHedgeog e Notch, che regolano la prai#ieme e la sopravvivenza dei
precursori neuronali non tumorali, sono spesswadiin maniera aberrante nel tumore
(19,20).

Per quanto appena detto, I'identificazione dell&C€Sn particolare in tumori solidi, &
stata sicuramente facilitata dall’utilizzo di mamara che identificano selettivamente le
cellule staminali in campioni tumorali. | due maara principali utilizzati per isolare
questa sottopopolazione di cellule, sono il CD133%ide Populatior{(SP). Al CD133,
per quanto riguarda i tumori cerebrali (13) e thtare del colon (21), si sono aggiunti il
parlare dell&SidePopulation(SP) (2,22,23). E’ molto interessante osservaeeqelesti
marcatori sono stati identificati anche su cellstaminali non tumorali, ad ulteriore
riprova del fatto che ci sono notevoli similarita tellule staminali normali e staminali
neoplastiche e che i tumori privi di una componestgninale sono quelli clinicamente
meno aggressivi (18,27,24).

Quindi le cellule staminali tumorali hanno molteoprieta delle cellule staminali
normali ed inoltre hanno la capacita di resistaréaemaci e alle tossine attraverso
'espressione di trasportatori specificATP-binding cassette o ABQ25), hanno
un’elevata capacita di riparazione del DNA grazigrateine come MGMT Q-6-
methylguanine-DNA methyltransferasghe e stata, ad esempio, trovata up-regolata in
alcuni Glioblastomi e il cui mRNA é stato trovat@ggiormente espresso nelle cellule
staminali CD133+ (26), ed infine hanno una maggi@apacitd di resistenza
all'apoptosi. Le CSCs inoltre possono “mimare”idipi cellulari e possono adattarsi a
cambiamenti micro ambientali. Un esempio di quqststicita si nota a livello del
microcircolo, dove le cellule tumorali esprimonamgassociati alle cellule endoteliali, e

conseguentemente danno il via alla neovascolaimzeZ6).
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Figura 4: La Cancer stem cell hypothesis e le strategie teutiphe che hanno come bersaglio le cellule
tumorali.(Bin-Bing S. Zhou et al. 2009)

La cancer stem cell hypothessstiene che, all'interno del tumore, non tutted#éule
abbiano la stessa capacita di auto-rinnovarsi @rdiiferare, ma solo una piccola
frazione di cellule Tumour-initiating cellso TICs siano in grado di rinnovarsi in
maniera illimitata, mentre il resto del tumore énpmsto da cellule progenitrici con
limitata capacita proliferativa o da cellule gigalmente differenziate.

Sono diverse quindi le strategie terapeutiche cbiepbero essere applicate nel
tentativo di colpire in modo specifico le TICs: ihibire le vie di trasduzione del
segnale maggiormente coinvolte nel mantenimentie ddCs, in particolare le vie di
Wnt (20,27,28), Hedgehog (20,29,30), Notch (19,20PI3K/Akt,/mTOR(31,32) 2)
sensibilizzare le cellule agli agenti chemioteraptdizzando inibitori di quelle chinasi
che controllano i punti chiave d’'ingresso delldwdalnel ciclo cellulare (33); 3) indurre
la differenziazione delle TICs, utilizzando protiguali BMPs Bone Morphogenetic
proteing (34) o anticorpi monoclonali CD44-specifici (36)3 Un’altra alternativa
potrebbe essere la terapia anti-angiogenica andaodo a modificare la nicchia
vascolare del tumore (20). Alcuni autori hanno ditreto che le cellule staminali
CD133+ di MDB si trovano piu comunemente vicinoalude endoteliali e a piccoli
vasi, che creano la nicchia ideale per il mantenimedella componente staminale
tumorale la terapia anti-angiogenica priverebbe le cellulménali tumorali
dell’ambiente ideale per la loro sopravvivenza 81837). Dal punto di vista terapeutico

potrebbe essere vantaggioso combinare gli ageatheinno come bersaglio le cellule



inizianti il tumore con agenti convenzionali ed heeioterapici che hanno come

bersaglio la nicchia del tumore.

La Side Population

La Sde Population(SP) & una piccola sottopopolazione cellulare costituita
cellule primarie indifferenziate, dotata di partand caratteristiche e considerata da
molti autori come una fonte arricchita di cellulminali, particolarmente utile nelle
situazioni in cui non sono noti marcatori molecbl&ssa € stata individuata e puo
essere isolata grazie alla capacita di estrusion@ dolorante vitale, 'Hoechst 33342.
Questo metodo fu messo a punto e utilizzato peprlma volta da Goodell e
collaboratori (22) e si basa sulla caratteristieautiare delle SP di colorarsi debolmente
(rispetto alle altre cellule piu mature) con il @@nte vitale Hoechst 33342, in virtu di
un meccanismo attivo di espulsione del colorantéirdarno della cellula. Il termine
side population o “popolazione laterale”, deriva dalla loro ldzahzione nel‘dot-
plot”, risultato dell’analisi biparametrica blu-rossdu{b450nm e rosso: 675nm), in cui
le SP compaiono in basso a sinistra. Brevemert@gelthst 33342 si lega alle regioni
ricche di adenina-timidina del solco minore del DN#tercalandosi nella doppia elica.
Leggendo un campione al citofluorimetro, contempeeanente alle due lunghezze
d’'onda, dopo averlo colorato con I'Hoechst, le $®ranno a localizzarsi in basso a
sinistra nebplot di analisi, dato che non avranno trattenuto ibcarte al loro interno, e
quindi risulteranno “negative” alla colorazione, mtre la controparte non-SP,
trattenendo I'Hoechst all'interno, sara piu spastadrso l'alto e verso destra.

Per verificare che la popolazione individuata sévwero laside population viene
aggiunto al campione analizzato un inibitore dasportatori della famiglia ABC, ad
esempio il Verapamileshe bloccando I'efflusso del colorante Hoechstada#llula, fa
“sparire” le SP daplot di analisi.

| trasportatori trans-membrana utilizzati da questdlule per I'estrusione sono
soprattutto membri della superfamiglia ABETP-binding cassetieSono ATP-asi, che
utilizzano I'energia metabolica fornita dall’ATP mpereare il gradiente necessario al
trasporto, che é di tipo attivo primario. Questanpe sono implicate, tramite un
meccanismo di trasporto attivo (2,23), nella priatez delle cellule da prodotti esogeni,
in grado di penetrare la membrana plasmatica. renadembrano avere un ruolo

determinante nell’ inibire la maturazione e la eliéinziazione delle cellule staminali (2).



Ad esempio ABCG2 e over-espresso nelle cellule istaimematopoietiche (38) e

questa over-espressione impedisce la differenziazi89). La aumentata espressione di
questi trasportatori nelle SP potrebbe giustifidarkro singolare capacita di resistenza
ai farmaci e la loro tolleranza alle condizioni siress ipossico e far diventare cosi

gueste proteine déargetideali per una terapia.
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Figura 5: Esempio di analisi e di identificazionkelle SP effettuata col sorter FACSVantage SE (Bect
Dickinson) a due lunghezze d’onda, UV-450/blu e87%/rosso. a) La regione verde rappresenta le SP,
mentre la regione blu rappresenta le non-SP. b)trodio + Verapamile dove si nota che le SP
spariscono

Da quando nel 1996, le SP sono state identificatelg prima volta (22), sono state
trovate in molti tessuti con elevate capacita rggative, come la ghiandola mammaria
(40), il polmone (41,42), il muscolo scheletric)4il cuore (44), il fegato (45,46) il
cervello (47), la pelle (48,49).

Le SP dei tessuti normali si presentano come eellaimature, poco differenziate, in
grado di dividersi in maniera asimmetrica e quieficecaratterizzate da una alta
espressione di marcatori di staminalita e da basdii di marcatori di differenziazione,
da una elevata espressione di geni che fanno garécune vie di trasduzione del
segnale, come ad esempio la via di \p4aitenina, che e stata dimostrata essere
importante nella regolazione dell’auto-rinnovamentdelle cellule staminali
ematopoietiche (50) e di geni coinvolti nella regiwbne del ciclo cellulare (23): tutte
caratteristiche che definiscono una cellula stahai(iB2). E’ stato inoltre osservato che
le cellule SP sono piu piccole rispetto alla copée non-SP (51), in accordo con

guanto afferma anche Paiva (52), e cioé che laf@aaimensionesmall cell sizeé una
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caratteristica propria di staminalita. Le SP imltrpossiedono un reticolo
endoplasmatico con pochi ribosomi, indice di unarsz attivith metabolica, altra
caratteristica in comune con le cellule stamirab3).

Le cellule SP sono state identificate anche in grende varieta di linee cellulari
tumorali, in percentuali che vanno dallo 0,1% &420ella popolazione cellulare totale
(53,54). Le SP derivate dalle linee cellulari tuaioisono altamente tumorigeniche,
meno differenziate rispetto alle non-SP ed in galeezsprimono alti livelli di marcatori
di staminalita e bassi livelli di marcatori di difenziazione (2,54). Per esempio, nella
linea cellulare di glioma C6, solamente le cellBfe hanno la capacita di formare sia la
popolazione SP che la non-SP, suggerendo che esaelllle SP hanno la capacita di
auto-rinnovarsi e ricostituire il fenotipo origieadlella linea cellulare; inoltre, solo le SP
hanno l'abilita di crescere come neurosfere, unattistica propria delle cellule
staminali neuronali, e di differenziare nelle daeetinee neuronali (23,55).

Le SP sono state trovate, inoltre, in diversi tumnoome il neuroblastoma (2,53), il
melanoma (56), il retinoblastoma (57), la leucemigloide acuta (AML) (58), il
glioma (55) ed il medulloblastoma (59,60). Sembra la percentuale di SP presente in
un tumore correli direttamente con il grado di tuigenicita e di aggressivita (61),
anche se questa relazione deve essere confern3atd €2SP ottenute dai tumori sono
una popolazione eterogenea, arricchita in cellté&anmali tumorali (2), e secondo
I'ipotesi dellecancer stem cellssono proprio le SP le cellule in grado di daiieimal
processo di tumorigenesi. Ho e collaboratori, zgdindo cellule tumorali polmonari,
hanno dimostrato che la componente SP, separdtaadaitroparte non SP, € in grado
di dare origine ad una popolazione mista formaalaila frazione SP che dalla frazione
non-SP (divisione asimmetrica). Sempre Ho e cofiaiooi hanno dimostrato che,
inoculando in un topo NOD/SCID 5000 cellule SPhaila formazione del tumore in
3/3 animali, quando invece sono necessarie alm@MO0D cellule non-SP perché si
abbia la formazione di un tumore, solo in 1/4 asbmungue di dimensioni inferiori,
ad ulteriore riprova del fatto che sarebbe la apdrte SP quella arricchita in cellule
staminali e “iniziante” il tumore (12). Date questaratteristiche, le SP potrebbero
essere le responsabili dell’aggressivita di aldumori cosi come dello sviluppo della
drug resistancg62) e potrebbero essere quindiaitgetideale per una terapia efficace
in grado di eradicare totalmente il tumore.

Diversi studi suggeriscono che le SP, come le leelstaminali tumorali, sono

caratterizzate da una elevata resistenza alla cberapia. Dal momento che il fenotipo
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SP é definito dall’attivita dei trasportatori AB&spressione di questi é stata analizzata
in maniera dettagliata anche nelle SP “tumorafifatti attraverso i trasportatori ABC,
come ABCG2 e MDR1, le cellule riescono ad estrudemobiotici, e vari antitumorali
lipofili utilizzati nei protocolli classici di teqgia, come la doxorubicina, o I'etoposide.
La presenza e la over-espressione di questi tragpordi membrana fa si che molti
farmaci non abbiano alcun effetto su queste celliali® che vengono espulsi da esse,
sostenendo in tal modo un processo di selezione p@bolazione piu resistente.

A conferma di quanto detto Hirshmann-Jax e collatmr hanno dimostrato per la
prima volta che le SP da neuroblastoma sono mensilsie al mitoxantrone (53);
Szotek e collaboratori invece che le SP da tuma#odaio sono resistenti alla
doxorubicina rispetto alle non SP (63); ed infiee3P da glioma e glioblastoma in
seguito a trattamento con Temozolomide prolifer&dn un certo senso vengono
selezionate, a differenza delle non SP (64).

Un’ altra caratteristica delle SP tumorali, cosimeodelle CSCs, € la resistenza alla
apoptosi. Le cellule staminali sono programmate @ere una lungdifespan per
mantenere il pool di progenitori dal quale derivera poi le cellule differenziate. Per
guesto motivo attivano dei meccanismi che le pgdeg dalla senescenza e dallo
stress. Questi meccanismi includono 1) l'attivaeiah alcune vie, quali Shh, Wt/
Catenina o BMI-1; 2) l'espressione di proteine apoptotiche come Bcl-2; 3) un
aumentata capacita di riparazione dei danni al DMA\;la over-espressione dei
trasportatori di membrana direttamente implicalienestrusione di chemioterapici.
L’esatta natura della popolazione SP dovra comuregpsere ulteriormente chiarita, e
rimane d’altra parte improbabile che sia costituitteramente da cellule in grado di
iniziare il tumore; € molto piu probabile inveceecke cellule capaci di dare il via al
tumore siano solo una piccola frazione all'intedsdla popolazione SP (23).

Comunque molti studi sostengono l'idea che le $Rcsuna popolazione arricchita in
cellule staminali e che le percentuale di SP prtesenun tumore correli direttamente
con il grado di tumorigenicita e di aggressivitd)(@ che quindi potrebbero rivelarsi un
modello ideale per la identificazione, I'isolamerdda caratterizzazione delle cellule
staminali, in particolare in combinazione con aliriarcatori cellulari. Qualche
limitazione in questo approccio esiste. Infattdseuna parte I'utilizzo delle SP supera il
problema della mancanza di altri marcatori celiut@ie possano distinguere in maniera
specifica la componente staminale all'interno da yoopolazione cellulare, dall’altra le

SP non rappresentano in modo completo linterateodr cellule staminali e quindi
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sono richiesti approcci ulteriori per una completaratterizzazione di questa
componente. Un secondo punto che deve essere teakitd protocollo che viene
applicato per identificare le SP, dato che numesosio i parametri da considerare
nell’analisi, quali la concentrazione di cellulerpgampione, la quantita di Hoechst
33342 e di Verapamile da impiegare, la durata éetaperatura dell'incubazione e
soprattutto ilset-updello strumento e la definizione dgate sulle cellule SP all’interno
del plot di analisi (65). L'interpretazione del dato ottemutsulta quindi di notevole
complessita e deve essere fatto assolutamentedn oridico, in quanto potrebbe creare
divergenze di risultati.

Sicuramente l'idea che I'evento chiave nella forioae di un tumore sia rappresentato
dalla trasformazione in senso neoplastico di ullalaestaminale normale € interessante
e confermato da piu dati sperimentali. Ad oggiattamenti che hanno come target
specifico le cellule inizianti il tumore rappresamb una promessa e sono richiesti
ulteriori approfondimenti nella definizione di umopiu marcatori specifici al fine di
identificare una terapia piu mirata e specifica.teD& loro caratteristiche, le SP
potrebbero rappresentare un approccio alternattesj come i trasportatori ABC
responsabili del fenotipo SP e direttamente imgliceel fenomeno delladrug-
resistance Quindi prendere come target della terapia le $Fepbe essere una
soluzione a questo fenomeno: ad esempio la combimai inibitori dei trasportatori
ABC con farmaci anti tumorali € stata dimostrataliarare il decorso clinico rispetto

alla terapia convenzionale (25).
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SCOPO DELLA TESI

Molti studi negli ultimi anni hanno dimostrato clecune forme di tumore sono
caratterizzate dalla presenza di cellule con siokeifproprietastem-like dette anche
cellule staminali tumoraliGancer Stem Cells/CSCd.e CSCs, considerate le cellule
“inizianti” il tumore, hanno la capacita di autauniovarsi, la potenzialita di dare origine
a una o piu specie cellulari allinterno del tumarel’abilita di guidare, in modo
continuo, la proliferazione delle cellule malign®olti studi hanno descritto |l
potenziale tumorigenico delle CSCs fino ad arrivala formulazione dellaancer stem
cell (CSC)hypothesissecondo la quale a sostenere la crescita delrtuma@a causare
recidive, sarebbe una ristretta popolazione ce#ul&®ono stati proposti due diversi
approcci per caratterizzare le CSCs all'internotdedore: il primo utilizza marcatori di
superficie selettivamente espressi dalle CSCs, onadalla maggior parte delle cellule
tumorali; il secondo approccio sfrutta alcune daratiche funzionali della cellula,
come la peculiare capacita di colorarsi con coliwrapecifici. In particolare, questo
secondo metodo € utilizzato per l'identificaziotmite citometria a flusso, della
cosiddetta Side Population (SP), distinta sulleebdella capacita di queste cellule di
estrudere il colorante vitale Hoechst 33342. Ldut=lSP rappresentano solo una
piccola frazione di tutta la popolazione di cell@éledata la loro capacita di estrudere
farmaci, rappresentano la frazione chemio-resistalfiinterno del tumore. Inoltre le SP
sembrano essere una fonte arricchita in cellulaistli.

In questa tesi abbiamo cercato di identificare eattarizzare, dal punto di vista
fenotipico e molecolare, la componente staminalégsa sia come cellule staminali
tumorali che com&ide Populationin tipi diversi di tumori solidi.

Un primo studio ha valutato il ruolo e le caragche delle cellule staminali tumorali,
in particolare della sottopopolazione SP, in licedulari di Medulloblastoma (MDB)
(Parte I). Una sempre maggiore esperienza nellaolegia e nel setting del FACS
(Flow Activated Cell Sort@rsorter ha permesso di estendere I'approccio rmeetale
ad altri tipi di tumore e quindi di identificare BP in cellule primarie di carcinoma
ovarico e di indagare gli effetti che I' IFd-ha sulla componente tumorale. Questo é
stato l'obiettivo di un secondo studio condotto Diglartimento di Oncologia e Scienze

Chirurgiche di Padova in collaborazione con il nosaboratorio (Parte 11).
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Nel corso dellultimo anno la nostra ricerca si @®ncentrata anche sulla
caratterizzazione delle CSCs in linee cellulari ® c¢olture primarie sia di
medulloblastoma (MDB) (parte IIl) che di glioblasta (GBM) (Parte V).

L'ultima parte di questo lavoro si e focalizzatdlcsstudio, condotto principalmente
nella Unita di Immunologia del Dipartimento di Meilia Sperimentale e Laboratorio
dello Istituto G.Gaslini di Genova, del ruolo chee IL-23 esercita sulle cellule di
leucemia linfoblastica acuta-B (LLA-B). L' obiettivé stato quello di studiare
I'espressione e la funzione del recettore dell23L¢{IL23R) nelle cellule di leucemia
acuta B pediatrica rispetto alla controparte noemalverificare se la IL-23 potesse
esercitare una azione anti tumorale diretta sélielle di leucemia B e se si quale fosse

il meccanismo coinvolto (Parte V).
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Parte |

LY294002 inhibits cancer-stem cells clonogenicity

in medulloblastoma cell lines

Chiara FrassdnElena Fortunafo Silvia StrazzacappaErica Toffanir, Francesca

Pistollatd, Sara Abbadj Elena RampazzpLuca Persart@nd Giuseppe Basso
'Hemato-Oncology Laboratory, Department of Paedistiniversity of Padova, ltaly

Ongoing study
Presentato come poster al ISSCRARNual Meeting July 7-11 2009, Barcellona

Un primo studio, ha valutato il ruolo e le carasigche delle cellule staminali tumorali,
in particolare della sottopopolazione SP, in licedulari di Medulloblastoma (MDB).

I MDB & uno dei piu comuni tumori solidi pediatria livello del sistema nervoso
centrale e dati recenti hanno dimostrato che aiicMDB sembra originare da una
componente staminale. Abbiamo cercato di isolare slkattopopolazione con
caratteristichestem-likee di capire qualg@athwayfosse principalmente coinvolto nel

mantenimento della componente staminale.
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Introduzione

Il medulloblastoma (MDB) & una neoplasia embrionmakdigna ad elevata cellularita
classificato come Tumore Primitivo Neuroectodermi(lNET), che origina nel
cervelletto, la porzione del sistema nervoso centrale deputaiacipalmente al
controllo dell’equilibrio e situata postero-infemnente agli emisferi cerebrali.
Rappresenta il 15-25% dei tumori cerebrali dellfdiatrica (1,2) ed € la piu comune
neoplasia solida nei bambini, mentre nell’ adultMDB rappresenta I' 1,7% di tutti i
tumori primitivi a localizzazione cerebrale (3). rfPappo questo tipo di tumore é
particolarmente refrattario ai trattamenti chirargie farmacologici attuali. La
sopravvivenza media per lunghi periodi non e favole normalmente é di cinque anni
nel 50-60% dei casi (2,4).

Come altri tumori cerebrali embrionali, anche il BDsembra derivare da cellule
staminali neurali o precursori cellulari della zorentricolare e dello strato germinale
esterno del cervelletto. Il cervelletto & costduda due aree germinali distinte: la
ventricular zone(VZ) che forma lo strato piu profondo del cervelbee lo strato
germinale esterno (EGL) che ne definisce inveqmalée esterna. In particolare il MDB
origina dai progenitori dellgranule-cells localizzati nello strato germinale esterno
(EGL) del cervelletto. Il picco della proliferaziere dell’espansione di queste cellule
awviene in fase post-natale. In seguito si ha feemdinziazione e la migrazione dei
neuroni granulari per formare lo strato internongtare (IGL) (5).

(a) (b)

Figura 1: Rappresentazione schemat
dello sviluppo cerebellarga) e (b) Sviluppo
embrionale. | progenitori collocati nella zona
ventricolare (VZ, zona germinale primaria)
migrano radialmente per dare origine alle
ol Rhombic cellule di Purkinje. I progenitori collocati nel
il - B labbro rombico (RL) migrano dorsalmente
= = per popolare lo strato granulare esterno
(@ External (EGL, zona germinale secondaria). (c)
P R Sviluppo postnatale. | progenitori collocati
e OO@ nellEGL 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) €
mostrato a destra. (Marino S. 2005).
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Negli ultimi anni la ricerca ha fatto notevoli paasanti nel tentativo di comprendere a
fondo i meccanismi molecolari e le alterazioni gete coinvolti nella patogenesi di
questo tumore. Nonostante cio solo il 60% dei bairdffetti da questa patologia viene
curato, e molti di essi soffrono per gli effettidesiderati conseguenti alla lunga ed
aggressiva terapia alla quale vengono sottopds).(Ultimamente si e fatta strada
l'ipotesi che ad iniziare la trasformazione maligna sostenere la crescita tumorale sia
un piccolo clone di cellule rare che, all'internellttterogeneita del tessuto tumorale, si
distingue perché sembra possedere caratterisiittieale cellule staminali ed anche il
MDB sembra contenere una sottopopolazione di qugsto(6,7). Lee e collaboratori
(8) hanno recentemente isolato cellule staminalil&F> dal cervelletto in grado di
auto-rinnovarsi e caratterizzate dalla capacitdift@renziarsi in piu tipi cellulari, sim
vitro che in vivo. Singh e collaboratori hanno dimostrato che, itenodo in topi
NOD/SCID 100 cellule positive per il marcatore darinalith CD133, si aveva la
comparsa del tumore (9).

Sembra inoltre che alcune vie di trasduzione denake, che risultano essere
iperattivate in seguito ad alterazioni genetichens piu importanti di altre nella
cancerogenesi e vadano a sostenere la prolifeezitulare incontrollata che si ha nel
tumore. La via Sonic Hedgehog (Shh)-patched (Rith)11), la via di Wingless (Wnt)
(12), la via di Notch sono alcune vie normalmendéneolte nella regolazione dello
sviluppo embrionale, nella proliferazione cellularella differenziazione in diverse
specie e nello stabilire il destino delle cellulgenitrici neuronali. Le mutazioni che
riducono l'attivita di Shh sono associate a segtdetti nel normale sviluppo del sistema
nervoso centrale (10,11); piu del 20% dei MDBs eagbno mutazioni nella via di Wnt
(13-15) e la perdita di Wntl o delf&catenina effettore chiave di questa via, causa
anomalie severe nello sviluppo deidbrain e del cervelletto (6); la via di Notch é
attiva nelle cellule staminali neuronali e nei mogori sia della VZ embrionale che
del’lEGL post-natale e una sua deregolazione gioca ruolo importante nella
patogenesi del MDB (16). Un’altra importante via tdasduzione del segnale che
controlla alcuni processi della cellula quali l@swuita, la sopravvivenza e I'apoptosi e
che sembra avere un ruolo chiave nella patogenesiMDB é il pathway di
PTEN/PISK/Akt/mTOR. Recenti studi indicano che nuast componenti di questa via
sono soggetti ad amplificazioni, mutazioni, traslboni e riarrangiamenti con una
frequenza maggiore rispetto ad altre vie (17) e qhiedi la sua inibizione potrebbe

avere un valore terapeutico importante nei pazaoifiiti dal MDB.

24



Alla luce delle considerazioni fatte, questo lavbeoavuto lo scopo di studiare il ruolo
del pathway di PTEN/PI3K/Akt/mTOR, che potrebbe essere dim#iate coinvolto
nella patogenesi molecolare del MDB. E’ stata irdagnoltre la presenza nelle linee
cellulari di MDB di quelsubsetdi cellule indifferenziate che sembrerebbero esser
responsabili della tumorigenesi. L'identificazioad’'isolamento delle cellule staminali
tumorali e la comprensione di quale via del segeaddterata nel MDB, permetterebbe
infatti di comprenderne le caratteristiche e leraltioni specifiche, in modo da riuscire
ad individuare nuovtarget terapeutici e mettere a punto una strategia tetegaepiu
mirata, meno tossica per il paziente, e in gradmtpire quella popolazione che sembra

essere responsabila,primis, della tumorigenesi.

I PDGFR/EGFR/FGFR/IGF-IR

= &
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Figura 2: Rappresentazione della via di trasduzione del alegRI3K/Akt/mTOR.. Il PI3K fosforila il
PIP2 in PIP3, che a sua volta permette la traslooae di Akt sulla membrana plasmatica dove &
fosforilato e attivato da PDK1 e PDK2. Successivaiméikt fosforila e attiva diversi fattori a valtde
promuovono la proliferazione e la sopravvivenzdutate. (18 Newton HB, 2004)

Matariali e Metodi

Lo studio é stato condotto su linee cellulari didméblastoma (D425, D556, D341,
D384, DAQY) e, quando possibile su linee primaiianddulloblastoma (HuTu33) e di
Glioblastoma (HuTul3). La ricerca ha cercato diuppare due punti: 1) I'effetto dell’
LY294002, inibitore specifico dellRhosphoinositide 3-kinas€BI13K), chinasi a monte
della via PI3K/Akt/mTOR sulle linee cellulari di rellobalstoma e la presenza nelle

stesse linee delle cellule staminali.
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L’effetto dell’lLY294002, sulle linee cellulari di BB é stato valutato, dopo 24h e 48h,
tramite: 1) conta con il colorante vitaleypan bluedelle cellule non trattate (controlli)
e le cellule trattate con M LY294002; 2) valutazione della apoptosi tramitealsi
della espressione della Annessina-V delle celkaltate rispetto al controllo; 3) analisi
del ciclo cellulare delle cellule trattate con LYI®?2 rispetto al controllo.
L’identificazione e [lisolamento delle cellule stamali € stata effettuata grazie
all'analisi dellaSide Populatior{SP) tramite colorazione con il colorante vitaleedhst
33342 (19). Sulla base di questa colorazione les@# state identificate, sortate e
successivamente trattate con LY294002 nel tentativetimare I'effetto dell'inibitore
su ogni singola popolazione. Inoltre, tramite tdstclonogenicita, € stata studiata
I'abilitd di formare coloniéin vitro” da parte delle cellule SP e non SP, quale indice d
potenziale tumorigenicitén vivo. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in caidni

di normossia (20% ) e di ipossia (2% €), nel tentativo di valutare se una bassa
tensione di @ potesse essere un fattore discriminante nelleostapai trattamenti
(20,21,22). Le cellule sono state mantenute a 2d &% di CQ. L'ipossia £2% Q)
regolata grazie ad un’opportuna camera ipossicia gelale i valori di @(2%), CQ
(5%) e N (93%) sono strettamente mantenuti costanti e citettirgrazie ad un sistema

di sensori computer-controllato (Biospherix, Li8yracuse, NY).

Risultati

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

Il trattamento con LY294002 ha un effetto antigestativo in tutte le linee cellulari di
MDB studiate, sia al 2% che al 20% di,@ modo dose- e tempo- dipendente.

Il trattamento con LY294002 causa circa il 50% dorte cellulare dopo 24h, che
raggiunge un 71% di mortalita dopo 48h di trattatogRigura 3).
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Figura 3: conta media x 10di almeno tre esperimenti per ciascuna linea dateidi MDB ed effetto del
LY294002 alle 24h e 48h, al 2% dj @) e al 20% di @ (b). Controllo (colonna azzurra), LY A& 24h
(colonna gialla) e LY 1M 48h (colonna rossa) * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.00

Per valutare se, oltre ad un effetto antiprolifemt il trattamento con LY294002
facesse morire le cellule per apoptosi e statatat@u’espressione della Annessina-V,
una proteina specifica per la fosfatidilserina, aoemalmente € localizzata all'interno
della membrana citoplasmatica ma che, in caso ajptapi, viene esposta all’esterno.
L’analisi della espressione della Annessina-V cphamesso di verificare che in tutte le
linee di MDB trattate con l'inibitore viene indottgpoptosi (Figura 4) preceduta da un
blocco in fase @del ciclo cellulare (Figura 5).
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Figura 4: DAQY 2% Q (a) e DAOY 20% ©(b). Grafico rappresentativo della espressionelalel
Annessina-V in cellule non trattate con LY2940@{mllo) ed in cellule trattate con LY294002 alléh
e alle 48h. Sull'asse delle ascisse é riportatapiessione della Annessina-V, sull’'asse delle atgin
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Figura 5: Grafico del ciclo cellulare delle DAOY al 20%,Qappresentative anche delle altre linee
cellulari: (a): controllo, (b): LY294002 48h.
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E’ stata identificata nelle linee cellulari di meddloblastoma una popolazione
distinta in base alla colorazione con Hoechst, dettside population (SP), arricchita
in cellule staminali.

Per identificare ed eventualmente isolare le SRato aitilizzato il metodo messo a
punto da Goodell e collaboratori (19), che si tmdl caratteristica peculiare di queste
cellule di colorarsi debolmente, rispetto alle alell piu mature o non SP, con |l
colorante vitale Hoechst 33342, grazie ad un masoan di esclusione attiva del
colorante dall'interno delle cellule. Il termine Sfriva dalla loro localizzazione in
basso a sinistra netlbt-plot”, risultato dell’analisi biparametrica blu-rossoaJparte
delle cellule é stata incubata anche con il Veradlgaman inibitore delle pomp&TP
binding cassett§d ABC), che blocca l'efflusso di Hoechst dalla o#dl e quindi fa
“sparire” le SP daplot di analisi (Figura 6).
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Figura 6: Esempio di analisiDot-plot che mostra le regioni corrispondenti atlellule SP e non-SP (a)
ed SP + Verapamile (b) delle DAOY (rappresentatiiehe per tutte le altre linee). Il nostro contmg
rappresentato dalla provetta in cui & stato aggaittVerapamile, un calcio-antagonista, che, blocda

i canali attraverso cui le cellule estrudono I'Hdet, fa si che le SP spariscano dal plot.
(c).Rappresentazione grafica, riferita al dot-pldella percentuale di SP ed SP+ Verapamile neltedi
DAOQY in un esperimento preso come esempio.
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Nelle linee cellulari di MDB analizzate & statarntifcata una popolazione SP, con un
valore percentuale medio di 2.4 + 1.1%, edrange che va dal 4.2% delle DAOY
all'1.3% delle D341. Le percentuali di cellule S&lle diverse linee cellulari analizzate
presentano una certa variabilitd. In tutti i casgmunque, lincubazione con il
Verapamile fa “sparire” le SP dallot di analisi, spesso in maniera significativa,

confermando la loro identita (Figura 7).
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Figura 7: Percentuale, data dalla media di piu letture, dedle (colonne verdi) e delle SP+Verapamile
(colonne rosse) nelle linee cellulari di MDB;*p<@0**p<0.01, ***p<0.001.

Tramite il test di clonogenicita e stata valutaachpacita delle cellule SP e della

controparte non-SP di formare colomevitro, indice della potenziale tumorigenicita

vivo.

Figura 8 : Test di clonogenicita. L'immagine mostra la diéfieza nella capacita di formare colonie tra
le cellule SP e le non-SP.

Come si puo notare dalla figura 8, il numero dioogé che le SP sono in grado di
formare € molto piu elevato rispetto alle non-Spagta di cellule piastrate, ad indicare

che le cellule SP risultano essere piu clonogeriichéro rispetto alle non-SP.
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L’effetto del trattamento con LY294002 sembra essgpecifico nei confronti della
popolazione SP: infatti le SP diminuiscono sia d@gb che dopo 48h di trattamento,
con un effetto pari o maggiore rispetto a quelkcontrato nella condizione con il

Verapamile, che rappresenta il controllo internibeperimento (Figura 9).
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Figura 9: Variazioni della percentuale di SP in seguito attamento con LY294002 alle 24h (colonne
gialle) e alle 48h (colonne azzurre) rispetto alntollo (colonne verdi) e al controllo+Verapamile
(colonne rosse), nella linea cellulare DAQY, sia28b che al 20% di @ rappresentativa anche delle
altre linee (a). Dot-plot ottenuti dall’analisi del DAQOY al 2% di @ dove si pud notare la scomparsa
delle SP quando viene aggiunto il Verapamile (into®), e LY294002 (a destra), rispetto al contrafo
sinistra) (b);* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

La diminuzione delle SP in seguito a trattamengtaéa riscontrata in quasi tutte le linee
cellulari e in misura diversa. Non é stata vistaliiferenza significativa tra le cellule in
ipossia e le cellule in normossia né per quantoarda la percentuale di SP né per
guanto riguarda la risposta al trattamento. ltaragnto con LY294008etermina oltre
ad una diminuzione della percentuale delle SP andaeriduzione della loro capacita

clonogenican vitro (Figura 10).
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SP | SP + LY294002 48h

Figura 10 : Test di clonogenicita.L’immagine mostra la diffeza nella capacita di formare colonie tra
le cellule SP (controllo) e le SP trattate con L¥Q92

Conclusioni

Negli ultimi anni sono stati fatti notevoli passvaati nel tentativo di capire la
patogenesi e le alterazioni genetiche che portdfeo farmazione del MDB, ma
nonostante i progressi raggiunti sia nella chiaidie nella chemioterapia, le cure sono
ancora difficili. La maggiore difficolta e limitaane & rappresentata dalla mancanza di
specificita delle terapie convenzionali (4). Sel#benfatti molti MDBs presentino
identiche caratteristiche istologiche, rispondononmodo diverso alla chirurgia, alle
radiazioni e alla chemioterapia. Molte evidenzetgnms a pensare che la risposta al
trattamento dipenda dalla biologia intrinseca dehdre, e che farmaci il cui bersaglio
siano le vie di trasduzione del segnale, potrebli@noire una valida alternativa agli
approcci di trattamento convenzionali, diminuendouwh lato la tossicita legata alla
terapia (2,4,23), e dall’'altro aprendo le portaiadrattamento paziente-specifico.

Di recente é stato ipotizzato che il MDB, oltreaaidare dalle cellule staminali neurali e
dai precursori neuronali, contenga al suo interna sottopopolazione cellulare con
caratteristiche simili alle cellule staminali (24palla letteratura si conosce gia
abbastanza bene il ruolo delle CSCs nello svilugglotumore (25,26) ed inoltre negli
ultimi anni si & parlato molto dside population(SP), una piccola sottopopolazione
cellulare costituita da cellule primarie indiffemaite, dotata di particolari caratteristiche
e considerata da molti autori come una fonte driftadi cellule staminali (27). E’ noto
poi che alcune vie del segnale che regolano laferatione e la sopravvivenza dei
precursori neuronali non tumorali, sono spessvai#tiin maniera aberrante nel tumore
(19,20). In particolare la via di PTEN/PI3K/Akt/mROsembra essere importante nel
processo di tumorigenesi e sono state descritt@ziauti di una o piu chinasi in punti
diversi della via (28-33).
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Questo lavoro ha avuto lo scopo di valutare, trarfuiso di un inibitore specifico della
PI3K, LY294002, il ruolo della via PTEN/PI3K/Akt/ndR e di valutare la presenza
della componente staminale nelle linee cellulaM@B. L'inibizione della PI3K, nelle
linee cellulari di MDB, ha determinato una diminuzé della proliferazione cellulare,
un blocco del ciclo cellulare in fasg @receduto dalla morte delle cellule per apoptosi.
Inoltre le cellule trattate con LY294002 diminuiscola loro capacita di formare
coloniein vitro, indice della loro potenziale tumorigenicitavivo.

Tutti gli esperimenti sono stati condotti a dueedse tensioni di @ partendo dal fatto
che é stato dimostrato che I'ipossia € un fattadéspensabile nella regolazione della
proliferazione e della differenziazione delle ckdlstaminali e dei progenitori durante lo
sviluppo cerebrale (34) e che queste condizioniitoascono la nicchia ideale per la
crescita dei tumori cerebrali, in quanto favoristdnmantenimento della componente
pit staminale e resistente (35). Gli effetti dektetmento con LY294002 sono risultati
essere pero indipendenti dalla tensione dilQunica differenza che si € potuta notare é
stata che le cellule al 2% di,@embrano avere un metabolismo molto piu elevato:
infatti il terreno risultava essere molto piu gidlirato (quindi catabolicamente
acidificato) rispetto a quello delle cellule mantenal 20% di @ Questo fenomeno
potrebbe anche essere spiegato dal fatto che ssigpdiIF-b viene attivato e non
degradato, e andando ad agire su fattori a vadimla il metabolismo delle cellule, in
particolare favorendo il passaggio dal ciclo degidi tricarbossilici alla glicolisi, la via
metabolica ossigeno-indipendente, utilizzata dadléule in ipossia come fonte primaria
di energia (36). Inoltre l'inibizione della PI3K gbearte dell’LY294002, e quindi di HIF-
la , uno degli effettori a valle della via, potrebbeelarsi utile anche per bloccare
I'angiogenesi indispensabile per la crescita deidre e per il processo di metastasi e
quindi alterare quei meccanismi che sostengonwdsivita del tumore (37).

Una volta valutato quale fosse l'effetto del LY2920sulle linee di MDB, abbiamo
cercato di identificare la componente staminalebiAimo sfruttato il protocollo messo a
punto da Goodell e collaboratori, che sfrutta ua@tteristica peculiare di questa cellule
e cioé la capacita di estrudere il colorante vitddechst33342, grazie alla presenza di
trasportatori specifici trans-membrana.

Nelle linee cellulari di MDB ed in alcune linee iiarie sono state identificate le SP, in
percentuali diverse a seconda della linea anadizzain valori comunque paragonabili a
quelli trovati in letteratura (38). La diminuziodella percentuale delle SP nei campioni

ai quali veniva aggiunto il Verapamile & signifieate ci ha permesso di confermare la
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loro identita ed il coinvolgimento delle pompe AB€llI'estrusione del colorante. Il test
di clonogenicitd ha messo in evidenza una capgiitéspiccata delle SP di formare
colonie, rispetto alla controparte non-SP a conéemella ipotesi che le SP sono
potenzialmente piu tumorigeniche rispetto alla omparte non-SP. Un risultato
importante di questo lavoro é chrevitro I'lLY294002 diminuisce significativamente la
percentuale delle cellule SP in tutti i campional#rati rispetto al controllo non
trattato. Questi primi risultati sembrano sottodiree I'inmportanza della via di
PISK/Akt/mTOR nel mantenimento della componentanatale e potenzialmente piu
resistente alla chemioterapia. L'inibizione di gaeda con un inibitore specifico riduce
significativamente sia la proliferazione delle aldl trattate rispetto al controllo che la
loro tumorigenicitain vitro. Quindi si pud pensare che la via PI3K/Akt/mTOR si
importante per la sopravvivenza della componente $Re la ridotta tumorigenicita
vitro, osservata nelle cellule SP trattate con LY2940§i3, forse dovuta ad una
diminuzione della componente staminale all'intededla frazione SP. E’ necessario
comungue sottolineare che, in generale, se da ua [E|SP sembrano rappresentare
una popolazione arricchita in cellule staminali)(3®all’altra questa peculiarita rimane

ancora controversa (40).
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Una sempre maggiore esperienza acquista in quastinella tecnologia e neletting
del FACS sorter ha permesso di estendere I'appam@rimentale di identificazione ed
isolamento dellé&ide Populatiorad altri tipi di tumore e quindi di identificare BP sia
in cellule primarie di carcinoma ovarico e di indag gli effetti che I' IFNe ha sulle
cellule tumorali. Questo € stato l'obiettivo di wecondo studio condotto nel
Dipartimento di Oncologia e Scienze ChirurgichePdidova in collaborazione con il

nostro laboratorio.
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Introduzione

Negli ultimi anni si é fatta strada l'ipotesi chiensorgere del tumore potesse essere
sostenuto da una sottopopolazione di cellule coattegistiche di cellule staminali, che
possono essere identificate sia per la presenzeatcatori di superficie che da
particolari tecniche di colorazione, quali 'HoetB8342 (1-3). Questo metodo si basa
sulla identificazione al citometro a flusso dell@siddettaSide PopulationSP), la cui
caratteristica peculiare € quella di essere memofata” (rispetto alle cellule piu
mature o non SP), per un meccanismo di traspotita athe permette loro di estrudere
il colorante dalle cellule, attraverso pompe speted, quali MDR1 e ABCG2 (4,5). Le
SP sono state identificate in diversi tipi di tumauali la leucemia, il tumore alla
mammella, alla prostata, nel glioma e nel medufistdima. (6-12), cosi come in tessuti
normali con elevata capacita proliferativa quathitollo osseo, il muscolo scheletrico,
il fegato, la ghiandola mammaria (13,14). Le SP lwamo rappresentare una
popolazione arricchita in cellule staminali (14¢bbene questa peculiarita sia ancora
controversa (15).

Una delle caratteristiche delle cellule staminaihorali € la loro capacita di resistenza
ai chemioterapici (16) e alla radioterapia (17pppieta che e a favore della ipotesi che
gueste cellule possano essere le responsabili dediduta e della progressione della
malattia. A loro volta le SP hanno un aumentat@lliov di espressione di alcuni
trasportatori di membrana, quali ABCG2 e MDR1, tliresponsabili della estrusione
degli agenti chemioterapici (8) e quindi direttateeimplicati nelladrug resistanceDi
conseguenza, l'identificazione di farmaci in gratiavere un effetto terapeutico sulle
cellule staminali tumorali e/o sulle SP, potreblb@presentare un punto chiave nel
controllo a lungo termine del tumore.

L'IFN-a e una citochina con effetti pleiotropici che shgpa possano contribuire alla
sua attivita antitumorale, inclusa l'inibizione Belproliferazione, I'induzione della
differenziazione o della apoptosi, la stimolaziated sistema immunitario e I'attivita
angiostatica (18-20). L'IFNx € usata per trattare pazienti con tumori soliijuso il
carcinoma ovarico epiteliale, con risultati peroc@ soddisfacenti. Risposte migliori si
sono avute occasionalmente (21-23), portando adsaria diclinical trials su larga
scala. Sebbene siano conosciuti gli effetti ch#-IN-a ha sui precursori nel sistema

ematopoietico (24) non si sa se e quali sianoii esfetti sulle SP.
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Lo scopo di questo lavoro é stato quello, una vinentificate le SP in campioni di
carcinoma ovarico, di valutare l'effetto dell’ IFd-su questa sottopopolazione

tumorale.

Materiali e metodi

Lo studio é stato condotto su campioni ottenutpdaienti affetti da carcinoma ovarico
epiteliale alla diagnosi o alla ricaduta e su seid primarie di carcinoma ovarico di cui
le PDOVCA#1 e le PDOVCA#6 sono state recentemeanatierizzate (25).

L'analisi delle SP é stata possibile grazie al metonesso a punto da Goodell e
collaboratori (4).

L'effetto dell'lFN-a, sulle SP e non-SP é stato valutato tramite: 13urai della
proliferazione cellulare tramite test delH] Timidina; 2) valutazione della apoptosi
tramite analisi della espressione della Annessina@y\analisi del ciclo cellulare.

Dalle SP e non-SP non trattate e trattate con dFRdstato estratto 'RNA ed é stata
effettuata un’analisi dinicroarray.

Sono stati poi condotti esperimenti per valutaretumorigenicita delle SP e della

controparte non-SP e I'effetto dell'IFN-in vivo.

Risultati

La riduzione del tumore all’'ovaio in seguito al tratamento con IFN-a correla con
la percentuale delle SP.

Topi inoculati con due delle linee primarie di daoma ovarico utilizzate in questo
lavoro e recentemente caratterizzate (25), le PD&#Ce le PDOVCA#6, e trattati una
settimana dopo I'inoculo con un vettore lentiviratedificante IFNe2 rispondevano in

maniera diversa al trattamento con IBN26). La maggior parte dei topi PDOVCA#1
trattati con IFNe sopravvivevano, mentre i corrispondenti topi ditcolfto morivano a

causa del tumore. Non € stata riscontrata nessffeeedza tra trattato e controllo per
guanto riguarda i topi PDOVCA#6. Considerando a@eentemente in modelli murinici

di carcinoma ovarico ed in un piccolo gruppo di pami clinici (12) sono state
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identificate le SP, si e valutato se la differentposta delle due linee cellulari al

trattamento con IFNr fosse dovuto ad una diversa percentuale di SE de# linee.
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Figura 1: Le SP nelle linee di carcinoma ovarico analizzate. percentuale di SP nelle linee di

carcinoma ovarico PDOVCA#1-PDOVCA#6. E'riportatdtscanche il numero delle analisi eseguite per
ogni linea. B: plots rappresentativi dell'analisiitafluorimetrica delle SP PDOVCA#1 e delle SP
PDOVCA#6 in seguito alla colorazione con Hoechs3423(a sinistra) ed effetto della incubazione don i

Verapamile (a destra).
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Quindi si sono analizzate per la presenza dellelé&SRlue linee PDOVCA#1 e
PDOVCA#6, oltre ad altre quattro linee cellularinparie di carcinoma ovarico. Le
PDOVCA#1 mostrano una percentuale di SP>50%, mdatlRDOVCA#6 e le altre
linee presentano una percentuale di SP piu bassae Controllo del fenotipo SP, una
frazione di cellule é stata marcata con Hoechs#338 presenza del Verapamile, un
inibitore della attivita dei trasportatori ABC. Cematteso, il verapamile reverte
totalmente il fenotipo SP (Figura 1).

Analizzando 27 campioni di ascite da pazienti &fféa carcinoma ovarico epiteliale,
alla diagnosi (n=13) e alla ricaduta (n=14), sictmvate le SP in 9 su 27 campioni,
con una percentuale variabile dallo 0,3% al 9,7%a Wistribuzione simile la si &
osservata in pazienti trattati e non trattati, selgbsia stata trovato un tendenza verso
una percentuale piu alta di SP in pazienti che avevicevuto la chemioterapia . Bassi
livelli di SP (range 0,1-1,4%) sono stati trovati in colture primariecdllule epiteliali
dell'ovaio normali o immortalizzate . Le perceniudil SP trovate nell’epitelio normale

dell'ovaio sono netangedei valori riportati per altri epitelii (0.03-3%ef 15).

Le SP sono caratterizzate da una piu alta capacitaroliferative, da ridotti livelli di
apoptosi e da un’aumentata tumorigenicita rispettaalle non SP.

Le SP e le non SP sortate dalla linea PDOVCA#1 state analizzate subito dopo il
sorting delle cellule. Questo é stato facilmentssfimle grazie alla elevata percentuale
di SP che caratterizzava questa linea, che ha gsordt ottenere un numero adeguato
di cellule. Le PDOVCA#1 SP sono caratterizzate'esdlere maggiormente nella fase S
e G2-M del ciclo cellulare, mentre la controparbe ISP dall’essere bloccate in fase G1
da una maggiore capacita proliferativa rispetta atintroparte non SP e da percentuali
di Annessina-V, quindi di apoptosi, piu basse rigpealla controparte non SP. Le
differenze nella apoptosi e nella capacita praifiea tra i duesubsetscorrelano con
una differente tumorigenicita. Infatti, le PDOVCA#SP sono in grado di formare
tumori molto piu efficientemente e rapidamente ettp alle non-SP. L'analisi dei
tumori formati dalle PDOVCA#1 SP mostrano che cogto sia SP che non-SP in
proporzioni simili a quelli misurati nei tumori gerati dalla iniezione della popolazione

totale, non sortata.
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Gli effetti antiproliferativi dell'lFN- a correlano con la presenza delle SP nelle
colture di carcinoma ovarico epiteliale

Partendo dal presupposto che l'effetto antitumodalIFN-a, potesse essere legato
alla presenza delle SP, sono stati studimatiitro gli effetti di questa citochina su linee
caratterizzate da una diversa percentuale di SRtihmento con IFN+ determina una
drammatica diminuzione della proliferazione dellBA¥CA#1, che contengono la
percentuale di SP piu alta (>40%) rispetto alleealinee (PDOVCA#6 SP <2% e
PDOVCA#3 SP assenti) dove gli effetti del trattatoecon IFNe sono meno marcati o
nulli (Figura 2).
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80,000 1 T
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40,000 A
20,000 A "
0 [ .
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Figura 2: Effetto dell'lFN-a sulle SP. Effetto antiproliferativo del IFi-sulle cellule SP di tre diverse
linee, PDOVCA#3, PDOVCA#6, PDOVCA#1 caratterizzd#e una percentuale diversa di SP. La
proliferazione & stata valutata tramite test ddffel] Timidina dopo 7 giorni di trattamento con IFi-
*p<0.05

Inoltre in vitro I'IFN- a diminuisce drasticamente la percentuale delleileeBP in tutti i
campioni analizzati e fa si che le cellule perdBaspetto sferoide, effetto visibile in
particolare nelle PDOVCA#1. Gli effetti dell'lFM-sulla proliferazione cellulare sono
stati confermati anche dal test di clonogenicitél quale si vede una drammatica
riduzione nel numero delle colonie formate dallbube pre-trattate con IFNo rispetto
ai controlli non trattati, ancora una volta soprttt nelle PDOVCA#1, non nelle
PDOVCA#6. Gli stessi esperimenti sono stati effetitsulle PDOVCA#1 SP e non SP

dopo il sorting.
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Il trattamento con IFN¢ determina una diminuzione della proliferazione el&P cosi
come una riduzione della loro capacita clonogerieanon-SP invece trattate con IFN-
o non variano la loro capacita proliferativa, a egab del fatto che il calo nella
percentuale delle SP non era dovuto ad un paralleieento delle non-SP. Inoltre, in 4
esperimenti indipendenti, dopo 7 giorni di coltdegle cellule in presenza di IF1a
percentuale delle SP diminuiva dal 45,948,3% deitradli al 10,4+5,8% dei trattati,
con contemporaneo aumento delle cellule Annessisitiye, dal 12.4+10.5% al

49.4+21.3% (Figura 4B).
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Figura 3: Effetto dell'lFN-a sulle SP. Effetto antiproliferativo del IFi-sulle cellule SP di due linee:
PDOVCA#1 e PDOVCA#6. | plots sono rappresentatdliadanalisi condotta al FACS Sorter delle SP

trattate con IFNe rispetto al controllo non trattato.*p<0.05
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Figura 4: Effetto dellIFN-o sulle SP. A: Effetto antiproliferativo del IFi-sulle cellule SP della linea
PDOVCA#1 sortata e piastrata in assenza/presenz&Nia.*p<0.001; B: effetto del trattamento con
IFN-a sulle SP per quanto riguarda la percentuale di apsp

L'effetto dell’ IFN-a e stato valutato anche sulle SP derivanti da &ltmori: in
particolare su una linea di carcinoma del coloterete HT29 e su una linea di
medullobalstoma, le DAQY. In entrambe le lineerdttamento con IFN+ determina
una riduzione delle SP, indicando che I'llBNha un effetto specifico sulle SP

indipendentemente dal tipo di tumore.

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

Sulla base dei risultati ottenuti & stato valutagffetto dell'lFN-a sul trascrittoma delle
SP purificate. Le PDOVCA#1 SP sono state trattateitro con IFN@ ed é stato
estratto I'RNA (27). L'analisi del profilo di espsione ha indicato che numerosi geni
sono fortemente indotti nelle SP trattate con bF-che nessuno viene down-regolato.
L’analisi di PCR quantitativa ha confermato camleatntrascrizionali, in particolare in
7 tra tutti i geni up-regolati dall'lFNo nelle SP, in accordo con dati riportati in
letteratura (28-33). In particolare e stata trowat@aumentata espressione di alcuni geni
della signaturetrascrizionale dellIFNa: GBP1 e TRAIL, coinvolti rispettivamente nel
controllo della proliferazione e della apoptosi XCGL.10 una chemochina angiostatica.
Il trattamento con IFN¥ non altera invece l'espressione dei trasportaAd@CG2 e
MDR1. Parecchi trascritti, incluso IFI16, USP18IeSER-1, venivano fortemente up-

modulati dall'lFN-a nelle SP, non nelle cellule normali (27). L’anadisl trascrittoma &
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stata fatta parallelamente sulle PDOVCA#1 non Satte con IFNx perdare una
spiegazione dell’azione specifica dell'lFiNsulle SP. Innanzitutto si € visto che tutti i
trascritti trovati up-regolati nelle non SP tragtaton IFNe erano presenti anche nelle
SP trattate con IFN Inoltre 17 trascritti sono stati trovati up-regolati neie, ma non
nelle non SP. Alcuni dei geni trovati differenzi@ime espressi nelle due
sottopopolazioni trattate con IF-sono coinvolti nel controllo della proliferazione
cellulare e della differenziazione (34-39).

Infine € stata misurato il livello di espressiore @ geni rappresentativi nelle due linee
cellulari, le PDOVCA#1 e le PDOVCA#6, rispettivantensensibili e resistenti al
trattamentoin vitro con IFN«:i livelli di induzione erano molto piu alti nelle
PDOVCA#1 rispetto alle PDOVCA#6, a sostegno delfoteési di una stretta

associazione tra la risposta all'lFiNe la percentuale di SP.

Conclusioni

| risultati di questo lavoro confermano la presenedie SP in circa il 30% dei 27
campioni analizzati. | livelli di SP sono molto etgenei fange 0-9,7%) e c’e urrend

di percentuali di SP piu alte in pazienti trattaith chemioterapia rispetto a queldive
Questo dato non sorprende, considerando la oveesspne dei trasportatori ABCG2 e
MDR1, entrambi responsabili sia della resistenta ehemioterapia che del fenotipo
SP. Le percentuali di SP trovate nei campioni rmmscomunque paragonabili a quelle
trovate nella linea PDOVCA#1 (55,4 + 15,4%): il ivotper cui la popolazione SP sia
cosi espansa nella linea PDOVCA#1 rimane una auresaperta.

Ad ogni modo le SP sono caratterizzate da un bestsoapoptotico, da un elevato
potenziale proliferativo, da una aumentata procwzidi fattori angiogenetici quali
VEGEF e IL-8, rispetto alle non SP e anche questeepbe spiegare la loro piu elevata
tumorigenicita. Viceversa € meno chiaro se le SRvake da carcinoma ovarico
possano essere veramente arricchite in celluleissééimda una parte, infatti, le SP
hanno la potenzialita di ricostruire la complessi& tumore originario, ma dall’altra
I'espressione dei canonici marcatori di staminaiitén & significativamente diversa tra
le SP e le non-SP. Inoltre la dose tumorigenicte d@DOVCA#1 SP é relativamente
elevata rispetto a quella trovata in altri studi)(# sia le SP che le non SP sono in grado

di formare tumore, anche se con efficienza e ahetdiverse. In questo senso ulteriori
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esperimenti saranno necessari per approfondiret@aspetto e trovare marcatori che
possano all'interno delle SP definire in modo ppedfico la componente staminale
(40).

Il risultato piu importante di questo lavoro & cleeSP sono un target dell’azione
dellIFN-a, che ne causan vitro una drammatica riduzione, associata ad effetti
antiproliferativi e pro-apoptotici, ad una diminoze della morfologia di neurosfera,
che si sa essere una caratteristica di stamirfdlifa

Analisi di microarray hanno dimostrato che il trattamento delle SP cBN-d
determina una up-regolazione di alcuni geni, intipalare il gene pro-apoptotico
TRAIL e il gene antiproliferativo GPB-1. Inoltre sfato trovato up-regolato il gene
IF116 che codifica per una fosfoproteina coinvaitdla regolazione del ciclo cellulare,
della differenziazione e della apoptosi (34). Qugshi potrebbero essere coinvolti
nella attivita antiproliferativa e pro-apoptoticseecitata dall’ IFNa sulle cellule SP.

E’ importante sottolineare come le SP derivanti tdenori di origine diversa e
contenenti un numero eterogeneo di cellule siandutate negativamente dall’IFh-in
vitro, indice che il fenomeno osservato non é ristretim alle SP isolate dai tumori
ovarici. In accordo con gli esperimenti vitro, il trattamento con IFNx di tumori
caratterizzati da una elevata percentuale di SBnhsignificativo effetto antitumorale
rispetto ai tumori caratterizzati da una percemtudil SP piu bassa. Questi risultati
potrebbero avere un’ importante rilevanza clinlcdFN-a é usato per trattare pazienti
con tumori solidi, incluso il tumore ovarico epigé¢, generalmente con limitati risultati
clinici (42, 43), anche se occasionalmente e dfigtartato qualche risultato positivo
(21-23). | risultati ottenuti in questo lavoro segigcono che lo screening di campioni
di carcinoma ovarico per la presenza delle SP pb&egappresentare la base per una
somministrazione di IFN+ a quei pazienti che presentano una percentualateldi
SP, in combinazione con i classici chemioterapie. somministrazione combinata
dell'lFN-a e degli altri farmaci potrebbe far si che vengaliminate sia le non SP che
la frazione SP, probabilmente piu resistente a aadella over-espressione dei
trasportatori MDR1 e ABCG2 (44).
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Nel corso dellultimo anno la nostra ricerca si @®ncentrata anche sulla
caratterizzazione delle CSCs in linee cellulari ® c¢olture primarie sia di
medulloblastoma (MDB) che di glioblastoma (GBM).

E’ noto che il microambiente o nicchia del tumarBuenza la distribuzione della CSCs
all'interno della massa tumorale e la loro resisealle radiazioni. Ci sono poi alcune
evidenze che l'ipossia puo favorire I'espansiotie dellule staminali e il mantenimento
del tumore. Inoltre, studi preclinici e clinici ilwdno che c’é una relazione inversa tra
andamento del tumore e l'ipossia

Sulla base di queste considerazioni, in questoréagbbiamo indagato il legame tra il
microambiente ipossico e alcune vie del segnalecfNo HIF-kx) che sembrano essere

coinvolte nel sostenere la crescita delle celluleldB.
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Introduzione

Il Medulloblastoma (MDB) é il piu comune tumore ekrale dell'etd pediatrica,
rappresentando il 20-25% di tutti i tumori ped@triSono tumori tipicamente maligni,
invasivi a livello del cervelletto, caratterizzath una differenzazione neuronale e una
tendenza a metastizzare attraverso il flusso cerghinale. Si sa che il MDB origina
dalle cellule staminali del cervelletto bloccatel meocesso di divisone e di
differenziazione nei diversi tipi di cellule (1).

Nelle cellule di MDB c’e una piu alta attivazionedmgena della via di Notch (2-5), una
via cruciale nel promuovere la sopravvivenza ertdiferazione delle cellule staminali
neuronali neoplastiche, inibendo la loro differezabne (6-7). llsignaling di Notch
inizia con il legame del ligando (Delta-like 1, 3400 Jagged 1 e 2) con il recettore
(Notch 1-4), seguito da un taglio proteolitico detettore da parte del complesso delle

gamma secretasi.

A
Delta 1|
i
Jda |
psecretase | ;
o s -l
MNICD
o
- SN
Motch

Figura 1: Il pathway di Notch. Notch & espresso come proteitgmodimerica sulla superficie della
cellula. Il signaling di Notch si attiva dopo ildame tra il ligando (Notch 1-4) e il recettore (dmgl 1 e
2; Delta like 1, 3 e 4) risultando in due tagli peolitici: il primo a livello extracellulare mediat dalle
proteine della famiglia ADAM, il secondo a livettans-membrana grazie all'azione dejlesecretasi. In
guesto modo viene rilasciato il dominio intracedlig di Notch (NICD) che va nel nucleo e si assacia
CSL, al quale si legano fattori di trascrizione e-attivatori (CoA) come MAML (Mastermind like
proteins) e p300 (www. Isrec.com).
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Inibitori di questa via rallentano la crescita danori dipendenti dalla attivazione di
Notch, come il MDB e la leucemia a cellule T (3-Bei tumori cerebrali embrionali
l'inibizione di Notch porta ad una deplezione sglatdella frazione staminale tumorale
(2). Inoltre, i tumori cerebrali sembrano essereatterizzati da una ipossia intra-
tumorale. Dati recenti mostrano I’ ambiente ipogsisembra correlare con la
aggressivita del tumore (8-10) e che una iperattone di HIF-&x (Hypoxia-inducible
factor) & implicata nella progressione del tumore (11).pd&sia ha un ruolo
determinante in alcune normali risposte fisiologicjuali la crescita del corpo carotideo
e la generazione di una nuova cresta neurale derzle cellule del glomo (12), nella
angiogenesi (13) ed é implicata nella regolaziar@aline importanti vie, come quella
di BMP (Bone Morphogenetic Proteifl4), di Akt/mTOR (15) e appunto di Notch
(16).

Lo scopo di questo lavoro € stato quello di veaificse 'ipossia e HIFelmodulassero
la via di Notch in cellule primarie di MDB. | rigialti indicano che l'ipossia sembra
essere cruciale nel mantenimento della sopravviveileie cellule staminali di MDB e

che questo fenomeno dipende dalla stretta coopm@nia HIF-& e Notchl.

Materiali e metodi

Lo studio e stato condotto su cellule primarie dd®lottenute da 8 pazienti all’esordio
di malattia. Nel tentativo di comprendere se cséos, in caso affermativo, quale fosse
il link tra ipossia, HIF-G@ e Notchl nel mantenimento della componente stdenirelle
colture primarie di MDB le cellule sono state ogdtie sia in condizioni di ipossia che di
normossia e sono stati eseguiti esperimenti di gvedilot, di immunocitochimica e di
immunoistochimica. Sono stati analizzati i seguentrcatori: Ki67 (marcatore di
proliferazione), Caspasi-3 attivata e B?1 (rispettivamente indicatori di aumentata
apoptosi e blocco della mitosi), Nestina (marcatteeprecursori multipotenti), GFAP
(Glial fibrillary acidic protein) (marcatore specifico degli astrociti e della ghaliale),
BllI-Tubulina (marcatore delle celluleommittede neuronali). Le cellule sono state poi
caratterizzate anche dal punto di vista fenotigimo due marcatori specifici, il CD15 ed
il CD133 (17).
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Risultati

L’ipossia espande preferenzialmente le cellule di MB Nestina-positive, mentre
'esposizione ad un’elevata tensione di £nduce una differenziazione neuronale e
aumenta I'apoptosi.

Considerando che cellule normali derivate dallaaz@ub-ventricolare (SVZ) del
cervelletto proliferano meglio ad una bassa temsidnG (5% di Q) e che cellule
primarie di glioblastoma necessitano di una basssidne di @ (2% di Q) per
sopravvivere (18), abbiamo valutato quali fossdrceffetti indotti dalla ipossia sulle
cellule di MDB. In particolare I'esposizione al 2% O, (ipossia) promuove
'espansione ed una sopravvivenza a lungo termele dellule derivate da MDB,
mentre I'esposizione al 20% di@ormossia) determina una riduzione significatieh
numero di cellule e, in alcuni casi, una soprawiz non superiore a due passaggi
consecutivi (Figura 2A). In ipossia € inoltre fortente espresso il marcatore di
proliferazione Ki67, indice di una piu pronunciatéivita mitotica, mentre I'esposizione
delle cellule ad una maggiore tensione did@mporta un aumento della espressione
della forma attiva della caspasi 3 e di f21lindicative rispettivamente di un’aumentata
apoptosi e di un blocco della attivita mitoticagiiia 2B). Questi risultati indicano
quindi che la esposizione delle cellule di MDB athuensione di ©non fisiologica

induce morte cellulare ed un arresto della mitosi.
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Figura 2: Il 2% di O, promuove l'espansione e la sopravvivenza delléuleeldi MDB. A: figura
rappresentativa delle linea di MDB HuTu33 espanksad4, al 5% e al 20% di © B:L’esposizione acuta
al 20% di Q@ promuove un differenziamento in senso neuroa@ecentuali di cellule positive rispetto al
totale dei nuclei DAPI+, normalizzati sul controléd 2% di Q * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
Marcatori specifici delle cellule del SNC sono ladtina, marcatore dei precursori
multipotenti (19), la GFAP Glial fibrillary acidic protein)(20), marcatore specifico

degli astrociti e della glia radiale, e [Bll-Tubulina (21), un marcatore delle cellule
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committede neuronali. Le cellule di MDB se esposte ad ueaath tensione di Qper
48h aumentano la percentuale delle cell@8l-Tubulina positive, quindi piu
differenziate, a discapito delle cellule Nestinaipee, quindi piu staminali, e percio
vengono indotte a differenziare. Questo ad indiadre in un certo modo l'ipossia
preserva I'espansione e la sopravvivenza dellailleetli MDB piu immature, mentre
una esposizione acuta ad un’elevata tensione diddce una differenziazione in senso

neuronale.

L’esposizione acuta ad una elevata tensione di,Cpromuove linibizione del
signaling di Notch
Considerando che I'esposizione ad una elevatadeasii Q induce le cellule di MDB
a differenziare e che la via di Notch e consideestsere determinante nel promuovere
da una parte la sopravvivenza e la proliferazicgiee ccellule staminali sia normali che
tumorali, dall’altra nell'inibire la loro differenazione (3,4,7,22,23) si € valutato quale
fosse il meccanismo alla base della induzione déferdnziamento in seguito
all'esposizione ad un’elevata tensione di 8i e visto che I'esposizione delle cellule di
MDB ad una elevata tensione dip @etermina oltre alla degradazione di Hié;1
l'inibizione di Notch e la down-regolazione transie di DIl4 Qelta-like protein 4,
uno dei suoi ligandi (Figura 3A).
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Figura 3: L'esposizione acuta ad un elevata tensione did€ermina l'inibizione di Notchl e HIFeié

richiesto per mantenere Notchl attivato. A: Wes®liot rappresentativi della analisi di HIFd, Notch1l,

Dll4, Hes1,All-Tubulina efactina (controllo) in cellule di MDB espanse al 230, e poi esposte al
20% di Q per 30, 60 o 120 minuti. B: Western Blot rappreatw della analisi di HIF-1o, Notch1l,

Dll4, Hesl epfactina (controllo) in cellule di MDB espanse al 28b O, nelle quali HIF-1o é stato
silenziato.

Inoltre I'analisi della espressione di DIl4 su t#ssdi MDB rivela che la maggiore
espressione di questo ligando si ha a livello dalée2 meno vascolarizzate e quindi piu

ipossiche della massa tumorale, in accordo conepti lavori che riportano che
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I'espressione di DIl4 é indotta da VEGF-A e daflassia (24).Utarget geneadi Notchl

e Hesl, il cui ruolo & quello di inibire la neurogsi e mantenere le cellule staminali
neuronali (25). L’esposizione ad una elevata teresuhi G determina anche una down-
regolazione di Hesl, ad indicare che l'ipossia puéservare le cellule di MDB dal
differenziare mantenendo quindi HIErl Notchl/Hesl altamente espresse.
L’attivazione di Notch, mantenendo le cellule ireienziate, contribuisce alla
proliferazione e alla sopravvivenza delle celluieMDB (4). La BllI-Tubulina & up-
regolata nelle cellule di MDB progressivamente sgpad una tensione dp @levata, a

conferma dell'induzione alla differenziazione digente dall’ Q (Figura 3A).

HIF-1a e Notchl sono co-espresse nelle cellule immaturé DB e HIF-1a é
richiesto per mantenere Notch attivo.

L'analisi di HIF-1a, il pio importante sensore dell’Ossigeno, ha rivelathe
'esposizione ad una elevata tensione dj, @romuove una sua progressiva
degradazione. Silenziando, quindi inibendo, HtF4& cellule tendono a differenziare e
a morire dopo pochi giorni. E’ quindi necessarie ¢HF-1a sia stabile e non degradato
per preservare la vitalita delle cellule di MDB.INecellule nelle quali HIF @ é stato
silenziato, anche ipathwaydi Notchl risulta down-regolato (Figura 3B). Anali
immunoistochimica su tessuto di MDB mostrano chécNtyHes1 e HIF-d sono co-
espressi. Quindi HIFdL é richiesto nel manteneresdignaling di Notch attivato nelle
cellule di MDB.

La modulazione delsignaling di Notch1 altera la stabilita di HIF 1a

Per valutare se la modulazione esogena della vidotlih venisse regolata in maniera
differente in ipossia ed in normossia e se la Btabdi HIF-1a dipendesse dalla

attivazione ed inibizione esogena di Notchl, lduéeldi MDB sono state trattate con
Dll4, un attivatore della via di Notch e con DARIN inibitore delle gamma secretasi
(26-28). | risultati ottenuti dimostrano che la diaNotchl é piu fortemente attivata in
condizioni di ipossia e in particolare trattandaédlule con DIl4: ad un aumento della
isoforma attiva di Notchl, corrisponde una dimioumz delle cellule piu differenziate
Blll-Tubulina positive. Viceversa trattando le cédlucon DAPT si ha l'inibizione di

Notchl soprattutto quando le cellule vengono egpadtuna elevata tensione @i O
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La stimolazione con DIl4, in ipossia, non alteraspressione di HIFel, mentre
I'inibizione di Notch con DAPT determina una sussi@dilizzazione con un probabile
coinvolgimento delle proline idrossilasi, in padiare di PHD2.

Notchl e quindi attivato preferenzialmente nellduée di MDB mantenute in ipossia.

La modulazione di Notch cambia il fenotipo delle dile di MDB in modo O
dipendente

E’ stato riportato che l'ipossia mantiene il fepaotistaminale (9,10,14), inibendo la
differenziazione e che I'espressione di HiF & legata alla acquisizione di un fenotipo
pit immaturo (16). Recentemente inoltre si & viske I'inibizione delpathway di
Notch nelle DAQY, linea cellulare di MDB, depleta ¢ellule staminali e blocca il loro
engraftmentn vivo (2). Dal momento che nelle cellule trattate conAFdAesogeno si ha
la degradazione di HIFel e che HIF-& e richiesto nel mantenere signaling di
Notchl attivato, siamo andati a vedere se il tnad¢tato con il DAPT induceva un

differenziamento nelle cellule di MDB.
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Figura 3: La modulazione del signalling di Notch tramite DHDAPT influisce sul fenotipo delle cellule
in modo dipendente dalla ipossia. A, B e C: Istogma rappresentativi, normalizzati sul controllo, di
espressione della Nestina (A), deffdl- Tubulina (B) e del Ki67 (C) in cellule di MDBattate con Dll4

e DAPT al 2% e al 20% diJ p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Ed infatti trattando le cellule di MDB con il DAPTuindi inibendo la via di Notch, si
ha una differenziazione in senso neuronale, diratastfa una diminuzione delle cellule
Nestina positive (Figura 3A) e da un aumento debdule BllI-Tubulina positive
(Figura 3B), sia al 2% che al 20% di.O

Inoltre anche il numero totale delle cellule e ffe=ssione del Ki67 vengono ridotti dal
trattamento con DAPT in particolare in ipossia, noelle cellule esposte ad una
tensione di @ elevata, condizione nella quale le cellule risuitgroliferare di piu in
presenza di DAPT (Figura 3C). Questi risultati ®riggono che inibendo la via di
Notchl con il DAPT, le cellule di MDB vengono prinda tutto indotte a differenziare
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in senso neuronale e risultano, quando espostenadelevata tensione di,Qpiu
resistenti al trattamento con il DAPT. Viceverstivando il signalingdi Notchl con
Dll4 si ha un modesto aumento delle cellule CD1883itive e Nestina positive (piu
staminali) in ipossia, con un concomitante caldede¢llulellI-Tubulina positive (piu
differenziate) (Figura 3A e B). Inoltre le cellulFattate con DII4 in ipossia
diminuiscono di poco l'espressione del Ki67, prdbaénte per l'acquisizione di
caratteristiche dslow dividing stem cellsna quando esposte ad una elevata tensione di
O; sia il numero totale delle cellule che I'espressialel marcatore Ki67 diminuiscono
in modo significativo. Una possibile spiegazionguesto fenomeno é che I'attivazione
di Notchl da parte di DIl4, mantenendo le cellmlauno stato indifferenziato, fa si che
le cellule precursori del MDB siano piu vulnerakdlila esposizione ad un’elevata
tensione di @ mentre l'inibizione di Notchl da parte del DAPdverte questo effetto

inducendo una differenziazione neuronale e aumdnthnvitalita.

Conclusioni

E’ stato recentemente suggerito che il MDB sia ttaiazato dalla presenza di cellule
staminali, le probabili responsabili della recidikal tumore. Inoltre & stato dimostrato
come il signaling di Notch sia importante nel promuovere la sopreemnka e nel
sostenere la proliferazione delle cellule stamirmadiuronali e nell'inibire la loro
differenziazione (6-7). Inoltre inibitori di Notcrallentano la crescita dei tumori che
dipendono dalla attivazione di Notch, come il MDBaeleucemia a cellule T (3,4),
depletando la frazione staminale. E’ stato poi ntgto il ruolo della ipossia come
caratteristica chiave della nicchia del cervell®)(2 il fatto che I'ambiente ipossico e
HIF-1a correlano fortemente con la aggressivita del tem(8-11,14). HIF-d& é
implicato nella regolazione di molte vie del seghalome BMP, Akt/mTOR e Notch
(14-16). Gustafsson e collaboratori hanno dimastche HIF-Ir e Notch interagiscono
fisicamente in cellule progenitrici murine.

Questo lavoro ha avuto lo scopo di mettere in refezl'ipossia, HIF-&r e Notchl in
cellule primarie di MDB, per capire quale fossdoilo ruolo nel mantenimento della
componente staminale e piu resistente ai chemptgrdel tumore. | primi risultati
ottenuti dimostrano che le cellule di MDB, che @oss essere espanse vitro solo

guando mantenute in condizioni ipossiche, se espmd$tuna maggiore tensione di O
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tendono a differenziare e a morire e questo fenonaviene tramite l'inibizione di
Notchl. Ilsignalingdi Notch risulta essere quindi attivato dalla giase da HIF-&, e
inibito dalla esposizione ad una tensione ght@ggiore o dal silenziamento di Hlle-1
Quindi la sopravvivenza delle cellule di MDB e iantenimento della staminalita sono
controllate da Notch in un ambiente ipossico. Quilntantenimento dgbool di cellule
staminali nel MDB, che potrebbero essere quellpaesabili della ricaduta, dipende
dalla cooperazione di HIFede di Notch. Questi risultati potrebbero essereragsanti
nel tentativo di capire meglio la biologia del MD&l il ruolo della ipossia nel

controllare alcune vie chiave, come quella di Natch
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Parte IV

Intratumoral hypoxic gradient drives stem cells dig¢ribution and

MGMT expression in glioblastoma
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Sottomesso a Stem Cells

Nel corso dellultimo anno la nostra ricerca si @®ncentrata anche sulla
caratterizzazione delle CSCs in linee cellulari ® c¢olture primarie sia di
medulloblastoma (MDB) che di glioblastoma (GBM).

Il Glioblastoma multiforme (GBM) & un tumore eteeogo, altamente proliferativo.
normalmente trattato con la chirurgia, seguitaada#ldioterapia e la chemioterapia
basata su agenti alchilanti. Nonostante cio la asofivenza rimane bassa e recenti
scoperte portano a riconsiderare i tradizionalirapg terapeutici (2-4). E’ stato inoltre
dimostrato che i tumori cerebrali sono carattetizda una nicchia ipossica che correla
con l'aggressivita del tumore (10-12) e che lipassorrela con la resistenza alla
terapia, suggerendo che una migliore comprensiatia aicchia tumorale potrebbe
essere essenziale per migliorare le strategiedatiape (13).

In questo lavoro abbiamo sfruttato la chirurgia iagime-guidata per cercare di definire
differenti aree intra-tumorali per capire se cis®suna distribuzione delle cellule

all'interno del GBM correlata al gradiente di ossig.
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Introduzione

Il Glioblastoma multiforme (GBM) & un tumore eteeogo, altamente proliferativo,
classificato come astrocitoma di IV grado. Rappmes®o circa il 12-15% di tutti i
tumori del cervello e il 60-75% dei tumori astramit(1). Questi tumori sono
normalmente trattati con la chirurgia, seguita alathdioterapia e la chemioterapia
basata su agenti alchilanti, ma nonostante ci@paiasvivenza rimane bassa e recenti
scoperte portano a riconsiderare i tradizionalirapg terapeutici (2-4). Uno degli
agenti alchilanti piu usati per il trattamento d@BM é il Temozolomide (TMZ),
considerato un farmaco ben tollerato ed efficaca. mentre da una parte il TMZ
sembra indurre un calo dose- e tempo-dipendente dellule staminali tumorali (5),
dall'altra alcuni lavori indicano che il TMZ non rebra agire in maniera specifica su
questa sottopopolazione (6), che e considerataee$seresponsabile della chemio-
resistenza all'interno della massa tumorale (2:4F@r tale motivo € importante
identificare le caratteristiche fenotipiche delllale tumorali resistenti e cercare di
definire la loro localizzazione nella massa tumerpér cercare di distinguerle dalle
altre cellule e poterle colpire con efficienza magg A conferire resistenza al TMZ e
una proteina che ripara il DNA, I' MGMT Q6-methylnguanine-DNA-
methyltransferageche é stata trovata iper-espressa in un sottpgrdpGBMs (8,9) e il
cui mRNA é stato trovato maggiormente espressa fielzione di cellule caratterizzate
dall’'essere positive per il marcatore di stamiaaliD133 (6).

Inoltre & stato dimostrato che i tumori cerebrane caratterizzati da una nicchia
ipossica che correla con I'aggressivita del tum(@@ 12) e che lipossia correla a sua
volta con la resistenza alla terapia, suggerendowta migliore comprensione della
nicchia tumorale potrebbe essere essenziale pdibraig le strategie terapeutiche (13).
Inoltre HIF-1o (Hypoxia inducible factor-&) é direttamente implicato sia nella
progressione del tumore (14) che nella regolazidnelcune vie importanti nella
cellula, quali Notch (15), BMPBone morphogenetic proteind6), Akt/mTOR (17).

Dati recenti suggeriscono che HIB-2 alcuni geni regolati da HIF sono
preferenzialmente espressi nelle cellule stamimliglioma rispetto alle cellule
staminali non tumorali ed ai progenitori neuromairmali (18) e che l'ipossia correla

con uno stato di de-differenziazione nel neuroblast (12).
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Tutte queste informazioni sono a sostegno delldegpoche il mantenimento della
staminalita nel tumore correli fortemente con iadjente ipossico nella nicchie del
tumore stesso.

Normalmente gli studi condotti su biopsie cerebnsiderano il tumoren toto.
Recentemente pero si e parlato di due tipi di ekbtaminali tumorali all'interno dello
stesso tumore (19). In questo lavoro é stato gresonsiderazione il tumore suddiviso
in tre regioni, ilcore cioé la parte piu interna, la zona intermedia ellguperiferica
rispetto alla parte centrale e piu ipossica delorgnton I'intenzione di verificare se le
cellule presenti in queste tre zone fossero feiwatipente e molecolarmente diverse, in

correlazione anche al gradiente dipPesente ndbulk del tumore.

Materiali e Metodi

Lo studio e stato condotto su 7 biopsie di GBM shviin sede di operazione chirurgica,
in tre regioni distinte, rispetto alla zona cerdrdkl tumore, e classificate commere o
zona piu interna, zona intermedia e zona perifeflcamite dissociazione enzimatica
delle tre distinte regioni di ciascuna biopsiamis ottenute le cellule che sono poi state
mantenute in coltura al 1,5% dp@L6,17). Nel tentativo di caratterizzare dal pudto
vista molecolare e fenotipico le cellule di ciasgmona in correlazione con il gradiente
ipossico intra-tumorale e di verificare se rispawgo in modo diverso al trattamento
con il TMZ, sono stati eseguiti esperimenti di: ddalisi della espressione di due
marcatori di superficie, il CD133 (marcatore dinstaalita) ed il CD24 (marcatore di
differenziamento in senso neuronale); 2) analiladgercentuale di cellule in apoptosi
tramite test della Annessina-V; 3) analisi del patale mitocondriale (20); 4) studio
dell’'espressione, tramite Western Blot, immunoiktogca ed immunocitochimica, di
HIF-1a, VEGF (Vascular endothelian growth factofilestina (marcatore dei precursori
multipotenti), GFAP (marcatore specifico degli asiti e della glia radiale)lll-
Tubulina (marcatore delle celluleommitted e neuronali), Ki67 (marcatore di

proliferazione).
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Risultati

Le cellule staminali tumorali del GBM sono principdmente localizzate netore e
nella zona intermedia del tumore

Recentemente € stato riportato che le cellule st@imiumorali rimangono tali in un
ambiente ipossico (16,17) che le mantiene in uraiosindifferenziato inibendo
I'attivazione delle vie pro-differenzianti come djeedi BMP e di Stat3. Gli studi
condotti fino ad ora sul GBM hanno sempre consideflatumorein toto. In questo
lavoro sono state raccolte 7 biopsie di GBM ciascdalle quali suddivisa in tre sub-
regioni, il core la zona intermedia e quella periferica sulla bdska distanza dalla
parte centrale anossica del tumore, nel tentativcapire le caratteristiche molecolari e
fenotipiche delle cellule di ciascuna zona in claz®ne con il gradiente ipossico.
Analisi di immunoistologia hanno rivelato che diaare che la regione intermedia sono
caratterizzate da una elevata espressione di HI€elespresso con VEGF; anche la
zona periferica €& caratterizzata da cellule espim&EGF, ma da una bassa
espressione di HIFel(Figura 1A. Inoltre sia ilcore che I'area intermedia contengono
livelli piu elevati di cellule piu immature Nestingositive, mentre gli astrociti piu
committed(GFAP positivi) ed i neuronif(ll-Tubulina positivi) sono principalmente

distribuiti nell'area periferica (Figura 1B).
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Figura 1: Differenze fenotipiche delle tre regioni del GBMtogrammi che riportano la percentuale di
cellule positive per i marcatori HIF4¢vs. VEGF (A) e Nestina (B) rispetto alle cellulaf®} positive.
* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Inoltre I'analisi del Ki67, un marcatore delle egd in proliferazione, mostra checibre
e l'area intermedia sono caratterizzate da un &ewde di proliferazione, mentre I'area
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periferica da un basso rate di proliferazione (Fag2B). Sembra quindi che la massa
del tumore sia caratterizzata da eore anossico costituito da cellule fenotipicamente
immature, circondato da un’area ipossica e forna@tecellule proliferanti, mentre la

zona periferica, piu vascolarizzata e presumibiliegnu ossigenata, € caratterizzata da

cellule piu differenziate soprattutto astrogliadpementisignalingpro-angiogenici.
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Figura 2: Differenze fenotipiche delle tre regioni del GBMtogrammi che riportano la percentuale di
cellule positive per i marcatori GFAPII-Tubulina vs Ki67 rispetto alle cellule DAPI pitige.
* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Il signaling di BMP e di Akt/mTOR risulta essere attivato nellarea periferica del
tumore

Nelle cellule di GBM mantenute in ipossia la vi@{gliogenica del BMP (16), come si
vede dalla attivazione di Smad1/5/8, e la via di/AlOR e Stat3, molecola a valle di
mTOR, correlata al BMP nel promuovere I'astrogliogsi (21), sono down-regolate,
con coinvolgimento diretto di HIFel(17). L'analisi di Smad1/5/8, Akt, mTOR e Stat3
mostra che queste proteine sono fortemente attipatecipalmente nella regione
periferica del tumore, mentre sono poco valutai®licore e nella regione intermedia.
Questo a conferma del fatto che le tre regioni stimerse dal punto di vista molecolare
e questo potrebbe essere il motivo delle differdametipiche.
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La maggior parte delle cellule CD133 positive nadore esprimono MGMT
Considerando che I'espressione del marcatore C@18&relato anche nel GBM alla
staminalita, che le cellule CD133 positivevivo sono in grado di riformare il tumore
(2,22-29) e che le cellule staminali allinternolldemassa tumorale sembrano essere
guelle che riescono a sfuggire alle terapie stah{&27,28) si & valutata I'espressione
del marcatore CD133 nelle tre diverse zone del tama particolare, le cellule CD133
positive sono state trovate soprattutto oele ed anche il MGMT, una proteina che
conferisce resistenza agli agenti alchilanti, coiheTMZ (8,9), & stata trovata
maggiormente espressa in quest’ameantre € non valutabile nell’area periferica, dove
c’e@ una maggiore presenza di celldemmitted In accordo con quanto e stato
recentemente dimostrato e cioé che le cellule si@mCD133 positive sono quelle piu
resistenti alla chemioterapia, anche per gli eleiaglli di espressione di molecole
quali MGMT e BCRP1 (6), anche la maggior parte edaiellule CD133 positive
presenti in particolare nebre del GBM esprimono alti livelli di espressione dG¥WIT.

Si pud quindi concludere che la nicchia ipossicadrale € in grado di preservare le

cellule staminali di GBM e puo regolare la chengsistenza.
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Figura 3: Le cellule CD133+, presenti principalmente nel cded GBM, esprimono MGMT.

A) Istogrammi relativi alla percentuale di celluleD133+ B) percentuale di cellule MGMT+ e C)
percentuale di cellule CD133+/MGMT+ e CD133+/MGMiielle tre regioni rispetto alla percentuale di
cellule DAPI positive. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01.

Le cellule della area intermedia tendono, ancheoddfssociazione, a formare
neurosfere di grandi dimensioni e ad avere un &enzde di proliferazione, confermato
dalla espressione del Ki67, rispetto alle cellud dore e in particolare a quelle
dell'area periferica che sono morfologicamente pifferenziate e non formano
neurosfere. Dal punto di vista fenotipico le celladelcore e delle regione intermedia

sono caratterizzate da un fenotipo immaturo, melh#mea periferica contiene una
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percentuale piu elevata di cellublemmitteda fenotipo CD133-/CD24+ e GFAP+. La
tendenza a differenziare delle cellule della regiperiferica € confermata anche da un
piu alto livello della forme attivate di Smad1/5/&&t, mTOR e Stat3 e da un aumento
della espressione di p21, indice di un arrestoci#d cellulare e di una induzione del
differenziamento. Inoltre i livelli proteici di MGM appaiono piu alti nelle cellule del
core rispetto alle cellule delle altre regioni. Queasdultati insieme indicano che le tre
zone del tumore mantengono la loro identita femcdipe molecolare anche dopo

dissociazione e coltuiia vitro.

Le cellule derivate dalcore e dalla zona intermedia sono resistenti al TMZ

Le cellule maggiormente responsive all’azione d@&iZT sono quelle della zona

periferica, nelle quali si ha un aumento della apsip dimostrata dal’aumento della
percentuale delle cellule Annessina positive. LUeilsedel core e della zona intermedia,

altamente arricchite in cellule staminali, rispondgoco al trattamento con il TMZ.

L’induzione della apoptosi € spesso seguita dalthuta del potenziale mitocondriale, in
particolare nelle cellule della zona perifericaonferma dell’effetto specifico del TMZ

sulle cellule di questa regione.
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Figura 4: Immagine che rappresenta un possibile modello dianizzazione fenotipica e molecolare
delle tre aree che formano il GBM. c= core; i= zoimermedia; p= zona periferica

Quindi i primi risultati di questo lavoro dimost@nche lipossia intra-tumorale

mantiene una “riserva” di cellule CD133 positivelirgdi staminali, in un area precisa
della massa tumorale. Inoltre le cellule derivaa abre del GBM sono arricchite in

cellule staminali, sono caratterizzate da un’ele\esipressione di MGMT e sono quindi
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quelle piu resistenti al TMZ. Viceversa, le cellokenute dalla zona piu vascolarizzata

e differenziata del tumore, la zona perifericancsquelle pit sensibili al TMZ.

Conclusioni

Nonostante la terapia la sopravvivenza dei paziaffétti da GBM rimane bassa.
L’ipotesi che le cellule staminali siano presefitirderno della massa del tumore e che
siano le responsabili della ricaduta e della resiz alla terapia post-chirurgica (14), ha
modificato I'approccio alla biologia del GBM. Inddt e diventata sempre piu importante
nel disegno di nuove terapie, considerare il rugle ha I'eterogeneita intra-tumorale
all'interno del tumore in toto. Negli ultimi annpoi, & stato ampiamente studiato il
ruolo della nicchia ipossica e I'importanza deldieate ipossico nel tumore .

Alcune vie del segnale, quali BMP e Akt/mTOR/Stsd®0 inibite nelle cellule di GBM
mantenute in ipossia (16,17). Lo scopo di questortaé stato quello di valutare se
queste caratteristiche in qualche modo centrassemola distribuzione delle cellule
staminali nel GBM. | primi dati ci hanno permessaalstruire un modello costituito da
tre aree : ilcorg la zona intermedia e la zona periferica. La priiineore, caratterizzata
da cellule staminali con un indice di proliferazorbasso-medio, l'intermedia,
presumibilmente ipossica caratterizzata da cetluteorali immature e proliferanti e la
periferica, piu vascolarizzata e caratterizzataalale giacommitted differenziate.
Considerando I'importanza dellsignature ipossica nel mantenimento del pool di
cellule staminali che sembrano essere quelle @igtenti alla terapia, abbiamo trovato
che la maggior parte delle cellule a fenotipo CDA3®resenti a livello detore, sono
caratterizzate da un’elevata espressione di MGMe&nzima responsabile della
resistenza ai chemioterapici alchilanti (8,9). trelle differenze nella espressione di
MGMT osservata nelle tre diverse regioni correla cna diversa sensibilita al TMZ:
infatti, le cellule derivanti datore sono piu resistenti a questo chemioterapico. Alcun
dati riportano che il TMZ sembra indurre un calmp® e dose dipendente delle cellule
CD133+, riducendo la tumorigenicité vivo (5); altri dicono che il TMZ non fa
diminuire le CD133+ (2-4,7). Probabilmente la resiza al TMZ da parte delle cellule
derivanti dalcore pud essere in un certo senso guidata dalla ipakdia parte piu

interna del tumore. Infatti l'ipossia induce siaretiamente che indirettamente
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cambiamenti nella biologia del tumore ed deternuina resistenza alla chemio- e radio-
terapia (15,33) e la up-regolazione di MGMT pucedigere dalla ipossia.

Il modello di distribuzione concentrica delle cé&ludi GBM all'interno della massa
tumorale (Figura 4) potrebbe avere importanti gpesioni nel modo di approcciarsi al
tumore stesso sia dal punto di vista diagnostice tehmapeutico. Infatti a livello di
biopsia il chirurgo dovrebbe tenere conto anchdaddistribuzione delle cellule
staminali. Dal momento che le cellule derivata date sono soprattutto cellule
staminali e sono resistenti al TMZ, lipotesi e cinesede di operazione chirurgica
possano sfuggire dalla porzione eliminata e caugairali la recidiva. E’ da sottolineare
che una piccola percentuale di cellule CD133+/MGMF stata trovata anche nella
regione periferica del tumore: potrebbero essevpr delle cellule staminali migranti

dalcoreall'area periferica.
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Parte V

IL-23 acts as anti tumour agent on childhood B-acut lymphoblastic
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Sottomesso a Blood

L'ultima parte di questa tesi, che esula dagli ewguati trattati nelle altre parti, si €
focalizzata sullo studio del ruolo che la IL-23 re#t@a sulle cellule di leucemia

linfoblastica acuta-B (LLA-B). Questo studio & statondotto principalmente nella
Unita di Immunologia del Dipartimento di Medicingpe3imentale e Laboratorio dello
Istituto G.Gaslini di Genova. La Leucemia linfolilea acuta (LLA) & una patologia in

cui il blocco della differenziazione, liperprolii@zione e una apoptosi difettosa
risultano in un accumulo aberrante di un cloneutaé. L'obiettivo di questo lavoro é
stato quello di studiare I'espressione e la furziokel recettore della 1L-23 (IL23R)

nelle cellule di leucemia acuta B pediatrica rigpetla controparte normale e verificare
se la IL-23 potesse esercitare una azione antiralediretta sulle cellule di leucemia B

e se si quale fosse il meccanismo coinvolto.
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Introduzione

L’ IL-23 & una citochina eterodimerica compostadda subunita: IL-12p40 e IL-23p19
(2). L’ IL-23, agendo sulle cellule che esprimohoeicettore della IL-23 (IL-23R) (2),
induce la produzione della citochina pro-infammetolL-17 da parte di una
sottopopolazione delle cellulehelperCD4+, dette per tale motivo Aelper17 (Th17).
IL-23R e formato dalla catena IL-1BR e dalla catena unica IL-23R, che € a sua volta
associata con Jakdgnus activated kinay& STAT3 Signal transducer and activator
of transcriptior) (3). IL-23 e prodotta soprattutto dalle cellukndritiche (DC) mieloidi
attivate dai ligandi deTool-like recepto(TLR)-2,-4 e -8 (4-6) e dai macrofagi di tipo 1
(7). Questa citochina & considerata importante aftirdisordini infiammatori mediati
dalle cellule T, quali I'encefalomielite autoimmuri®), le malattia inflammatoria a
livello intestinale (9), la psoriasi (10) e le gésassociate alelicobacter pylori(11).
Viceversa l'attivita anti-tumorale della IL-23 ecama controversa.

E’ stato dimostrato che le citochine pro-infammeolIL-17, IL-6, e IL-23 possono
alterare I'immunosorveglianza mediata dai linfo€ld8 e promuovere la carcinogenesi
e la neo-vascolarizzazione tumorale (12-16). Ajttippi hanno dimostrato che I' IL-23
esercita anche un’attivita anti-tumorale attravdesetimolazione delle cellule T e NK
(17-24), ma poco si sa sulla diretta attivita ddli23 sulle cellule tumorali.

I microRNA (miRNA) sono piccoli RNA non codificantton funzione regolatoria
implicati nella tumorigenesi (25-30). Inoltre, ratiestudi hanno dimostrato che una
espressione ridotta della forma matura del miRNA promuovere la tumorigenesi (33-
34).

Lo scopo di questo lavoro € stato quello di stgiBespressione e la funzione del
recettore della IL-23 nelle cellule di leucemiatacB pediatrica rispetto alla controparte
normale e capire se la IL-23 potesse esercitareadiame anti-tumorale diretta sulle

cellule di leucemia B e se si quale fosse il meistan coinvolto.

Materiali e Metodi

Lo studio e stato condotto su 29 aspirati midolldri leucemie linfatiche acute
pediatriche B (in particolare 4 leucemie pro-B,ek8ly pre-B e 6 pre-B) (35) e su 12

controlli normali rappresentati da aspirati midolidi soggetti non affetti da patologie
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oncologiche. Le cellule sono state trattate perZ e 48h con o senza 100ng/ml di
hrlL-23. L’effetto della IL-23 sulle cellule primiar di LLA-B rispetto ai controlli non
trattati con la citochina e stato valutato tramitpanalisi della proliferazione cellulare;
2) valutazione della apoptosi tramite analisi delfpressione della Annessina-V; 3)
analisi della espressione di due marcatori: Ki6ar@atore di proliferazione) e Bcl-2
(marcatore di apoptosi); 4) test di CAfdhorioallantoic membrane)er la valutazione
del potenziale angiogenico (36)

E’ stato estratto I'RNA sia da una linea cellul&ee 697, che da campioni di LLA-B,
trattati e non con 100ng/ml di hriL-23 ed é stdfatauata un’analisi di espressione dei
mMiRNAs. Inoltre e stata inibita l'attivita di un RNA specifico, il miR-15a, tramite
silenziamento, sia nelle 697 che nei campioni &lLB-.

Sono poi stati condotti esperimeii vivo in topi NOD/SCID inoculati con la linea
tumorale 697 pre-trattata con IL-23 o con PBS. Ddgdogiorni dall'inoculo delle
cellule tumorali i topi sono stati sacrificati, &® misurato il tumore nei due gruppi e
su campioni di tessuto fissati sono state fattdisirdi apoptosi, rate di proliferazione

delle cellule, conta dei microvasi.

Risultati

Analisi della espressione del IL-23R nelle LLA-B @ella loro controparte normale
L’analisi della espressione del IL-23R nelle LLAdB nella controparte normale, ha
rivelato che il IL-23R €& espresso in maniera costi nelle cellule LLA-B. In
particolare nelle pro-LLA-B (percentuale media IBR&+ 70%, range: 48%-90%), nelle
early pre-LLA-B (percentuale media IL-23R+ 66,3%nge: 54%-82%) e nelle pre-
LLA-B (percentuale media IL-23R+ 64%, range: 3598497 Viceversa, le cellule
mononucleate ottenute da midolli normali mostranma upercentuale media di
espressione del IL-23R del 1,3% da parte dei litifgeo-B, del 2,6% da parte dei
linfociti early pre-B e del 3,8% da parte dei lioftb pre-B.

IL23 induce apoptosi e inibisce la proliferazione dlle cellule di LLA-B
Quindi, nell'intento di capire se I' IL-23 potesssercitare una azione anti tumorale
diretta, le cellule di LLA-B sono state coltivate presenza/assenza di IL-23 ed e stata

valutata le proliferazione dopo 24h e 48h. Ad entrai time pointsil trattamento con
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IL-23 inibisce la proliferazione delle cellule inogho significativo (24h: p<0.006 e 48h
p<0.0001) (Figura 1A). Inoltre I'analisi della espsione della Annessina-V, dopo 6h,
24h e 48h ha dimostrato che la percentuale di appgt molto piu alta nelle cellule
trattate con IL-23 rispetto alle cellule mantenutel terreno da solo, in modo
significativo sia dopo 24h (p<0.0016) che dopo 48+0.0002) (Figura 1B). IL-23 non
induce comunque la produzione di N8l parte delle cellule LLA-B e non altera il loro

potenziale angiogenico, come valutato dal test AMC(Chorionallantoic membrane

assay).
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Figura 1: Analisi della espressione del Ki67 (A) e della Agsiea-V (B) in cellule di LLA-B incubate nel
solo terreno o in presenza di IL-23 per 24h e 48isultati rappresentano la percentuale media + 8D
8 diversi campioni* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

IL-23 modula I'espressione dei micro (mi)RNAs nelleellule B-ALL

Per capire quale fosse il meccanismo coinvoltaaregtione della IL-23, le cellule

LLA-B sono state coltivate in presenza/assenzadstbchina e sono state testate per
valutare se e in quale modo la IL-23 influenzasssplessione di alcuni miRNAs,
considerando che i miRNAs sono coinvolti nella tagmne della proliferazione e della
apoptosi in diversi tumori (25-32).

Nei campioni di LLA-B il trattamento con I'lL-23 den-regola alcuni miRNAs e ne up-
regola altri. Tra quelli up-regolati dalla IL-23 o® sono alcuni (la famiglia let7 e il
miR-15a), che & noto che funzionano wemour suppressoin diverse patologie
(29,32,38). L’analisi di ogni singolo miRNA trovatap-regolato nelle LLA-B
analizzate ha rivelato che solo il miR-15a & semgperegolato in tutti i campioni
testati. E’ noto che il miR-15a € coinvolto nel ttotlo della apoptosi e che uno dei suoi
target € Bcl-2 (38), una proteina anti-apoptotitanalisi di Bcl-2 nelle LLA-B

coltivate in presenza/assenza della IL-23 dimasteaBcl-2 € espresso costitutivamente
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nelle cellule di LLA-B, in accordo con dati precatig39,40), e che il trattamento con

IL-23 riduce significativamente la sua espressig¥®.0017).

IL-23 induce apoptosi nelle cellule B-ALL attraver® I'up-regolazione del miR-15a
e la conseguente down-regolazione di Bcl-2.

Quindi, le cellule LLA-B, trattate per 48h con I32transfettate con uno specifico anti
miR-15a (per inibire la sua azione) e testate 'psptessione di Bcl-2, mostrano una piu
alta espressione di Bcl-2 (p=0.0034) rispetto editule trattate con la sola IL-23 o con
I'IL-23 e transfettate con un anti miR di contrglep dimostrazione dello stretto legame
tra la stimolazione con IL-23, l'up-regolazione miR-15a e la down-regolazione di
Bcl-2 (Figura 2).
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Figura 2: Espressione intracellulare di Bcl-2 in 5 campiomniLdl A-B coltivati per 48h nel solo terreno,
in presenza di IL-23, in presenza del anti-miRNA;1B presenza di IL-23+ I' anti miRNA-15a o in
presenza di IL-23+anti-miRNA di controllo. *p<0.08p<0.01, ***p<0.001.

Inoltre, i campioni di LLA-B trattati con la sol&423 hanno una percentuale di cellule
in apoptosi molto maggiore rispetto alle cellukgtate con la IL-23 e nelle quali il miR-

15a é stato inibito (p=0.0032) (Figura 3).
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Figura 3: Percentuale di cellule in apoptosi in 5 campionLdiA-B coltivati per 48h nel solo terreno, in
presenza di IL-23, in presenza di IL-23+ I'anti mMiR-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 tumorigenicita delle 697 in topiNOD/SCID

La linea cellulare B 697 e stata usata come modedo gli studiin vivo, per le
similitudini con le cellule primarie di LLA-B. Pecui, topi NOD/SCID sono stati
inoculati con le 697 pre-trattate con IL-23 o cdS? come controllo. | topi trattati con
IL-23 sviluppano tumori significativamente piu padic (p=0.0001) rispetto ai topi
trattati con PBS (Figura 4).
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Figura 4: Volume dei tumori formatisi negli animali sacriftcd4 giorni dopo I'inoculo con la linea
cellulare tumorale 697 pre-trattata con IL-23 o cBBS (controllo). Sull’asse delle X sono riportatiue
gruppi, mentre sull'asse delle Y i percentili. Léferenza volumetrica tra i due tumori € stata vata
con il test di Mann-Whitney.*p<0.05, **p<0.01, **40.001.
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Conclusioni

L’ IL-23 appartiene alla famiglia di citochine cltemprende anche I'lL-12 che si sa
esercitare attivitd anti-tumorale in patologie est@diche e non (37,41-43). E'infatti
noto che la subunita IL-171, condivisa tra il recettore della IL-12 e quedlella IL-
23, € espressa sia nelle cellule primarie di LLA¥Bdiversi stadi di maturazione, che
nella controparte normale (41). In questo lavorstao dimostrato che anche l'altra
subunita del recettore della IL-23, IL23R, & espaeimi modo costitutivo nelle cellule
LLA-B e che si ha una piu alta espressione nelltuleeleucemiche rispetto alla
controparte normale, probabilmente dovuto allafdrasazione maligna. Inoltre, la IL-
23 inibisce la proliferazione delle cellule sravitro chein vivo ed induce apoptosi
attraverso la modulazione della espressione delib#re di Bcl-2. Poco si sa sulla
espressione dei miRNAs nelle leucemie B pediatriech@essuna informazione e
disponibile per quel che riguarda la regolazionend&kNAs da parte della IL-23. E’
noto, pero, che ci sono delle strette correlaziomil'espressione dei miRNAs e la
tumorigenesi (29,33,34) e che la diminuzione defipressione della forma matura del
mMiRNA é stata dimostrata accelerare la trasfornmezioncogenica attraverso la de-
regolazione di oncogeni target (33). Da sottoliaeare in questo lavoro si é riscontrata
gualche differenza per quel che riguarda i miRNAgotati dalla IL-23 nelle cellule
LLA-B primarie in vitro rispetto a quelli regolati dalla citochina nei tniformati dalla
linea cellulare 69 vivo. L'unico miRNA che e up-regolato sia vitro chein vivoé il
miR-15a, che regola I'espressione di Bcl-2 e promeudapoptosi. Quindi I'up-
regolazione del miR-15a & un punto chiave deligitttanti tumorale diretta esercitata
dalla IL-23 sulle cellule LLA-B. I risultati otteriuper quanto riguarda il recettore della
IL-23 dicono che é altamente espresso nelle LLAdBligtriche e media I'inibizione
diretta della crescita tumorale da parte della 3L-Rercio, I'lL-23, considerando la sua
bassa tossicita in modelli animali, anche in relaeialla bassa induzione di IF{in
Vvivo (20), potrebbe essere un buon farmaco da testarali di fase | in pazienti affetti

da LLA-B che non rispondono alle terapie canoniche.
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