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RIASSUNTO

L'outcome della leucemia mieloide acuta (LMA) non ha subito significativi
miglioramenti nonostante la sempre piu accurata descrizione dei meccanismi
patogenetici che sottendono la trasformazione neoplastica della cellula staminale
ematopoietica. Il blocco maturativo & caratteristica distintiva di tutte le leucemie
acute e verosimilmente la presenza di una quota minoritaria di cellule a fenotipo piu

immaturo € responsabile di chemioresistenza e relapse.

La prospettiva di poter utilizzare strategie farmacologiche volte a superare il blocco
differenziativo, incoraggiata dal successo ottenuto nella leucemia acuta
promielocitica con l'introduzione nei protocolli di terapia dell'acido all-trans

retinoico, diventa alquanto attraente.

Con questo obiettivo € stato proposto un modello sperimentale in vitro che vede
I‘'utilizzo di linee cellulari stabilizzate di LMA, in particolare KASUMI-1 provenienti
dalla banca tedesca DSMZ, tre ceppi HL-60 (HL-60 TV dall’'universita di Padova, HL-
60 CRO dall'ospedale CRO di Aviano e HL-60 BANCA dalla banca tedesca DSMZ),
dei peptidi Adrenomedullina (ADM), Endotelina-1 (ET-1) e dei loro rispettivi inibitori
(ADM-fragment,,.5s, inhibitor, BQ123 e BQ788), del fattore di crescita
dell’epidermide (EGF - Epidermal Growth Factor) e del suo inibitore indiretto
(Gefitinib) a diverse concentrazioni. Tutti i ceppi HL-60 e la linea KASUMI-1 sono
stati caratterizzati da un punto di vista immucitochimico e immunofenotipico.
Queste analisi hanno evidenziato una diversita tra i ceppi sotto tutti i profili, anche

nel tempo di duplicazione durante la crescita.

Questo spiegherebbe il fatto che risultati discordanti in letteratura potrebbero
essere originati da ceppi cellulari utilizzati nei diversi laboratori che possono
differire anche in maniera significativa nelle loro caratteristiche biologiche, con
eventuali meccanismi di selezione clonale e possibili ripercussioni sulla risposta allo

stimolo farmacologico.

Gli esperimenti sono stati condotti in parallelo su tutte le linee esponendole a
concentrazioni decrescenti di ADM (5x1078M, 2.5x10M, 1.25x10°®M e 0.625x108M;
ET-1 (5x10®M, 2.5x108M, 1.25x10°M e 0.625x10°M) ed EGF (10mg/ul, 5mg/ul,
2.5ug/ml e 1.25ug/ml). Il processo e stato valutato anche in relazione al tempo:
24h, 48h e 72h di esposizione.

I risultati mostrano un potere stimolante di tutti e tre i peptidi in relazione alla dose

e al tempo di somministrazione, con minime differenze tra i ceppi utilizzati.



Gli effetti dei peptidi sono stati confermati dai risultati ottenuti utilizzando i loro
rispettivi inibitori.

ADM-fragment,,.s, Inhibitor non esercita alcun effetto sui ceppi HL-60 e sulla linea
KASUMI-1 singolarmente ma accoppiato ad ADM ne blocca la capacita proliferativa:

gli effetti inducenti di ADM sono annullati dall’aggiunta ai terreni di coltura del

corrispettivo inibitore.

Allo stesso modo gli inibitori BQ123 e BQ788 dell’Endotelina da soli non esercitano
alcun effetto sulle cellule mentre annullano il potere inducente di ET-1 in tutte le
linee stabilizzate di LMA.

Gefitinib esplica in vitro attivita antiproliferativa con effetto citossico e citostatico a
concentrazioni terapeuticamente raggiunte nell'attuale impiego clinico del farmaco,

in particolare nel trattamento delle neoplasie di origine epiteliale.

Questa indagine & stata effettuata mediante una sperimentazione preliminare
articolata su test citotossici a breve termine associati a test di recupero in terreno
semisolido e su indagini morfologiche ed immunofenotipiche. Le osservazione
microscopiche confermano tali risultati, ma evidenziano che Iattivita
antiproliferativa di Gefitinib & dose dipendente e si realizza con modalita differenti
nei diversi ceppi. Nei saggi colturali a breve termine, I'analisi statistica ha rivelato
che anche il DMSO utilizzato come solvente del farmaco esercita una azione

antiproliferativa.

Gli effetti a lungo termine del Gefitinib sono stati testati come numero medio di CFU
sviluppatesi post esposizione al farmaco in un terreno semisolido uguale per tutti i
dosaggi. Le osservazioni morfologiche condotte su preparati allestiti al termine dei
saggi colturali a breve termine non evidenziano, ai dosaggi piu bassi, alcun
fenomeno di segmentazione e/o banded a carico dei nuclei, tipico della
differenziazione del promielocita in mielocita, metamielocita e granulocita maturo
che caratterizza il processo di maturazione di questa filiera ematopoietica. Anche le
indagini citofluorimetriche non mostrano variazioni qualitative del fenotipo di tutti i

ceppi, post esposizione al farmaco.

Essenziale per il commitment e lo sviluppo emopoietico in senso granulocitario & il
ruolo esercitato da C/EBPo, proteina appartenente alla famiglia dei fattori di
trascrizione bzip (basic leucine zipper protein), in grado di formare omodimeri o
eterodimeri con altre proteine C/EBP e attivare cosi la trascrizione di geni target (G-
CSF receptor). La principale funzione di questa proteina sembra essere quella di
bilanciare la proliferazione e la differenziazione cellulare regolando il self-renewal

del pool staminale ematopoietico.

E’ chiaro che se C/EBPa rappresenta un comune denominatore in pazienti affetti da



leucemia acuta mieloide (con o senza alterazioni cromosomiche associate),
strategie terapeutiche dirette alla correzione di questo pathway possono
rappresentare una razionale prospettiva terapeutica. Per questo motivo sono stati
iniziati degli studi sul ceppo HL-60 TV con metodica Real Time PCR sulle cellule in
condizioni basali, dopo incubazione a breve termine con Gefitinib alla
concentrazione di 2.5uM (la piu alta in grado di dare effetto citostatico, ma non
citotossicita) e nei controlli incubati con DMSO e in coltura di mantenimento.
Consensualmente alle osservazioni morfologiche ed immunofenotipiche, Gefitinib

non induce up-regolazione di C/EBPa.

Pertanto, questi dati, se considerati nel loro complesso, suggeriscono che ADM ed
ET-1 contribuiscono alla proliferazione delle cellule di LMA, azione fortemente
cellule. Alla luce di tali considerazioni € possibile ritenere che AM ed ET-1 siano due

nuove promettenti molecole regolatorie dei processi ematopoietici.

PAROLE CHIAVE: Leucemia Mieloide Acuta, Adrenomedullina, Endotelina-1, ADM-
fragment,,.s, Inhibitor, BQ123 Inhibitor, BQ788 Inhibitor, Epidermal Growth Factor,
Gefitinib.



ABSTRACT

Outcome among Acute Myeloid Leukaemia (AML) patients did not undergo a
significant improvement despite the more and more careful overview of the
pathogenetic mechanisms those are involved in neoplastic transformation of
haematopoietic stem cell. Cell maturation arrest is the distinguishing feature of
each acute leukaemia and probably the presence of a very low rate of immature

cells is responsible for chemoresistance and relapse.

Perspective to utilize pharmacological approaches to overcome cell maturation
arrest is rather attractive and it is encouraged by the success obtained in Acute
Promyelocytic Leukaemia with the introduction of all-trans-retinoic acid in medical

trials.

Concerning this aim, an in vitro experimental model was proposed. It utilizes LMA
stabilized cell lines, especially KASUMI-1, from German cell bank DSMZ and three
HL-60 cell lines (HL-60 TV from University of Padova, HL-60 CRO from the CRO
Institute of Aviano-Italy and HL-60 BANCA from DSMZ German bank), peptides
ADM and ET-1 and their own inhibitors (ADM-fragment,,.s,, BQ123 and BQ788) and
Epidermal Growth Factor-EGF and its indirect inhibitor (Gefitinib) at different
concentrations. Cell lines were immunophenotypic and immunocytochemistry
characterized. These analysis suggested differences among cell lines under all

points of view even in duplication time during growth cell.

This could explain that contrasting results you can find in Literature could arise
from cell lines utilized in different laboratories. These cell lines could significantly
differ in their biological characteristics presenting possible clonal selection
mechanisms that could have possible effects on pharmacological stimulus

responses.

Experiments were carried out in parallel on all cell lines exposing them to
decreasing doses of ADM, ET-1 (5x10®M, 2.5x10% M, 1.25x10® M, 0.625x10°® M)
and EGF (10 mg/ul, 5 mg/ul, 2.5 mg/ul, 1.25 mg/ul). The time of exposure (24h,

48h, 72h) was also considered.

Results show a stimulating power of all peptides with regards to doses and time of

exposure. Minimal differences were observed among different cell lines.

The effects exerted by these peptides were confirmed with the results obtained
utilizing their own inhibitors. ADM-fragment,,.s, does not exert any effect on cell
lines by itself, but it blocks off ADM proliferation induction effects in association with

this peptide.



At the same way, ET-1 inhibitors BQ123 and BQ788 do not exert any effect on cell

lines and they reverse the inductive power of ET-1 on all stabilized AML cell lines.

Gefitinib has in vitro anti-proliferation activity with cytotoxic and cytostatic effects
at therapeutic doses reached in its clinical use, especially in the treatment of
epithelial origin neoplasia. And it also has a clinical significance on LAM treatment,
even if it is not possible to observe and prove morphologically and

immunophenotypically myeloid maturation.

This investigation was carried out by a preliminary investigation which was based
on short-term cytotoxic tests connected with recovery test on semisolid medium,
on morphologic and immunophenotype analysis. The microscopic observation
confirm these results, but they underline that the anti-proliferation activity of
Gefitinib is dose-dependent and it is show in different modalities among cell lines.
Moreover, statistical analysis, elaborated for short-term cell culture assays, proved
that DMSO, used as solvent for the drug, exerts an anti-proliferation activity on cell
lines. Long-term effects exerted by Gefitinib were tested with a Colony Forming
Unit (CFU) assay in a semisolid medium. The mean CFU number grown up post
exposition to drug was considered. Morphological observations carried out on
preparations set up at the end of the short-term cell culture assays exposed to low
dose of the drug did not showed any segmentation or/and banded phenomenon on
myeloid cells nuclei. As we know, these fragmentation phenomenons are typical of
the myeloid differentiation pathway. Cytometric analysis, too, did not evidence

phenotypically alterations of different cell lines after exposure to drug.

The role of C/EBAa. on commitment and differentiation of haematopoietic stem cells
through granulocyte cells is essential. C/EBA« is a protein of the bzip (basic leucine
zipper protein) transcription factors family, that is able to form homodimers and
heterodimers with other C/EBP protein family and to trans-activate target genes
(G-CSF receptor) transcription. The main function of this protein is the balance
between cell proliferation and differentiation controlling the haematopoietic stem

cell pool self-renewal.

If C/EBAais the common denominator in patients affected by Acute Myeloid
Leukaemia (with or without associated chromosomal alterations), therapeutical
strategies headed to correct this pathway could be very interesting. The
C/EBAa gene expression was evaluated by Real Time PCR in HL-60 TV cell line at
the basal time, after short-term incubation time with 2.5 uM Gefitinib (the highest
drug-dose able to give cytostatic but not cytotoxic effect). Relative controls, cell
line incubated with DMSO and with culture medium alone, were also considered in
these analysis. Similarly to morphological and immuno-phenotypically observations

Gefitinib does not induce up-regulation of C/EBAx gene expression.



These data suggest that ADM and ET-1 concur to LMA cell lines proliferation. This
effect was blocked by relative inhibitors. EGF does not exert any effect on cell lines.
According to these findings it is possible to consider ADM and ET-1 as two new

promising regulatory molecules involved in haematopoietic pathways.

Key-words: Acute Myeloid Leukaemia, Adrenomedullin, Endothelin-1, ADM-

fragment,,.s; Inhibitor, BQ123 Inhibitor, BQ788 Inhibitor, Epidermal Growth Factor,
Gefitinib.



INTRODUZIONE

Le Leucemie Mieloidi Acute (LMA) sono un gruppo eterogeneo di patologie
oncoematologiche che originano dalla trasformazione clonale di una cellula
ematopoietica mediante acquisizione di riarrangiamenti cromosomici e mutazioni

geniche multiple (Betz and Hess, 2010).

Il loro outcome non ha subito significativi miglioramenti nonostante la sempre piu
accurata descrizione dei meccanismi patogenetici che sottendono il processo di

trasformazione neoplastica.

Il blocco maturativo, caratteristica distintiva di tutte le leucemie acute, si associa
verosimilmente alla presenza di una quota minoritaria di cellule neoplastiche a
fenotipo piu immaturo (Leukemic Stem Cells) responsabili della ripresa della
malattia e della chemioresistenza dopo induzione di remissione completa (Dick,
1996).

Le Leukemic Stem Cells (LSC) sono una piccola sottopopolazione presente nel bulk
tumorale dotata di proprieta di autorinnovamento, capacita di organizzazione
gerarchica e di asservimento della nicchia stromale a supporto del proprio
metabolismo e della modulazione dei segnali che regolano al suo interno Ia

divisione cellulare neoplastica.

Le interazioni tra microambiente e cellula staminale leucemica, mediate da
citochine, recettori e molecole di adesione, regolano numerosi fenomeni biologici e
di progressione neoplastica, quali I'homing, la sopravvivenza, la differenziazione, la

proliferazione e la selezione clonale (Scadden, 2007).

Questa nuova concezione patogenetica delle leucemie, definita in Letteratura come
il paradigma delle LSC, sta modificando profondamente le strategie terapeutiche
antitumorali. La terapia citotossica convenzionale fino ad oggi utilizzata riduce la
massa tumorale, ma non eradica le cellule staminali leucemiche, rendendo quindi
possibile la ricrescita tumorale e determinando la ricaduta dei pazienti dopo un
periodo pit 0 meno lungo. Al contrario gli agenti che eliminano selettivamente le
LSC, pur non inducendo una rapida riduzione della massa tumorale, esauriscono nel

lungo termine la progressione neoplastica (Bernasconi, 2010).

L'acquisizione di nuove conoscenze sulle alterazioni metaboliche associate alla
trasformazione tumorale, conseguenti alla perdita di recettori fenotipici e di segnali
di trasduzione, sono condizione indispensabile per lo sviluppo di terapie innovative
selettivamente dirette all’eliminazione delle LCS, il vero bersaglio per la cura delle

leucemie mieloidi.



Le famiglie di peptidi regolatori quali le endoteline (ET) e i peptidi derivati dalla pro-
adrenomedullina (ADM), potrebbero svolgere un ruolo chiave e fornire il target per
nuove e piu efficienti strategie terapeutiche.

Le Endoteline (ET) e i peptidi di pro-Adrenomedullinici (pro-ADM) sono due famiglie
di vaso-modulatori, quasi ubiquitariamente espressi nei tessuti (Yanagisawa et al,
1988; Kitamura et al., 1993). Recenti ricerche hanno dimostrato che tali peptidi,
accanto ai noti effetti emodinamici, esercitano attivita pleiotropiche sulla
proliferazione cellulare, differenziazione e apoptosi e sono coinvolti in numerosi
fenomeni patogenetici tra cui la progressione e l'invasivita nei tumori solidi (Hinson
et al., 2000; Belloni et al., 2001; Fillippatos et al., 2001; Pirtskhalaishvili et al.,
2001).

Nel midollo osseo normale, le ET sono secrete dalle cellule endoteliali, dagli
osteoblasti e dagli osteoclasti (Sasaki et al., 1993). Inoltre, sono secrete con /oop
autocrini dalle cellule dendritiche (Guruli et al., 2004) e dai precursori piastrinici
(Mathieu et al.,1998; Kabadere et al., 2001). Recentemente /oop autocrini sono
stati dimostrati nelle CFU anche per ADM (Del Pup et al., 2003). Inoltre, ADM ed
ET-1 sinergizzano in vitro I'azione espansiva esercitata sui progenitori ematopoietici

cordonali da cocktail citochinici (De Angeli et al., 2004).

Sebbene il ruolo svolto dalle Endoteline (ET) e da Adrenomedullina non sia stato
ancora esplorato nella patogenesi della LAM, i dati sopra esposti consentono di

ipotizzare un loro coinvolgimento nella malattia leucemica.

E’ noto che ET-1 €& responsabile anche della transattivazione di EGF-R con
conseguente attivazione delle MAPK mediante c-Src (Bagnato et al., 2008) e cio ha
fornito, nel carcinoma dell’ovaio, il razionale per l'impiego combinato di inibitori
specifici del recettore ETAR dell’endotelina e di EGF-R (Zibotentan e Gefitinib
rispettivamente) per il blocco dei segnali di fosforilazione critici nel triggering della

proliferazione cellulare (Rosano et al., 2007).

Recentemente & stato pubblicato il case report di una paziente 83enne affetta da
adenocarcinoma avanzato del polmone associato a LAM, in remissione completa,

dopo trattamento con Gefitinib e basse dosi di citarabina e aclarubicina.

Questa prima segnalazione ha indotto il Gruppo di Stegmaier (2005) ad
un’accurata valutazione degli effetti esercitati in vitro dal Gefitinib su blasti e su
linee cellulari stabilizzate di leucemia mieloide acuta, evidenziando come gli effetti

antiproliferativi del farmaco siano associati all'induzione di fenomeni differenziativi.

Questi dati se considerati globalmente, fanno ritenere che anche EGF e il suo
recettore possano svolgere un ruolo importante nella proliferazione delle LCS e

diventare un bersaglio per un terapia mirata.



Pertanto per una migliore comprensione degli obiettivi sperimentali di queste
ricerche, nei paragrafi che seguiranno, attraverso brevi review saranno presentate
alcune nozioni di base riguardanti I'ematopoiesi, |'eziopatogenesi della LAM, le
funzioni di regolazione del microambiente e della nicchia neoplastica ed il ruolo

svolto da EGF, ET-1 ed ADM nel promuovere la crescita delle cellule neoplastiche.

§1. L'EMATOPOIESI

L'ematopoiesi & il processo attraverso il quale una ristretta popolazione di cellule
capostipiti origina i precursori e le forme terminali delle filiere differenziative
mieloidi, linfoidi, eritroidi e megacariocitiche, mediante un sistema intermedio,
altamente gerarchizzato, di progenitori clonogenici committed con differenti

capacita proliferative ed espansive (Figura 1).
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Fig. 1: differenziazione e maturazione della cellula staminale ematopoietica



L'esistenza delle cellule ematopoietiche capostipiti (cellule staminali ematopoietiche
0 HSCs) e stata ipotizzata per la prima volta nel 1961 da Till e McCulloch a seguito
dei loro pioneristici studi sulla rigenerazione del sistema ematopoietico in vivo su
modelli murini. Tali studi hanno documentato come le HSCs siano caratterizzate
funzionalmente dalla capacita di autorinnovamento, dalla multipotenza del proprio

spettro differenziativo e dall’elevato potenziale proliferativo.

La successiva introduzione dei saggi di crescita delle LTC-IC (Long term Culture-
Initiating Cell), delle CAFC-a (Cobbleston Area-Forming Cells assay) e delle CFU-BL
(Colony Forming Unit-Blast), in grado di generare in vitro elementi
morfologicamente indifferenziati capaci di automantenimento, di formare colonie
secondarie e di differenziarsi nelle diverse filiere maturative ematopoietiche, hanno
confermato l'esistenza e le proprieta funzionali delle HCSs (Sutherland et al., 1989;
Sutherland et al., 1990; Ploemacher et al., 1989).

La citofluorimetria a flusso multiparametrica e le tecniche di isolamento
immunomagnetico dei subset piu primitivi hanno consentito di caratterizzare il
fenotipo delle HCSs. Attualmente in Letteratura € comunemente accettato che la
maggior parte di tali cellule esprimano I'antigene CD34, esibiscano elevati livelli di
MDR, non esprimano markers di commissionamento (Lin") e siano Thy-1'", CD38",
CD45RA" e Rh-123"/" (Carlo-Stella, 1995).

Altri marcatori sono stati proposti per la definizione delle HSCs piu primitive, quali il
CD133 (Miraglia et al., 1998), che rappresenta I'omologo umano della glicoproteina
transmembrana prominin 5, il c-kit (Bhatia, 2001) ed il Vascolar Growth Factor-R 2,
conosciuto anche come KDR, identificato nel subset CD34*CD38CD90*CD117""
(Ziegler et al., 1999) ad attivita SRC (NOD/SCID mouse Repopulating Cell), CAFC e
E-LTC-IC (Extend-LTC-IC).

Comunque, é stata documentata anche l'esistenza di subset CD34°Lin" con capacita
di popolamento a lungo termine (LTR) in xenotrapianti, capostipiti delle cellule
CD34*CD38Lin" (Zanjani et al., 1997).

I saggi di crescita clonogenica sviluppati da McNiece et al. (1989) e da Moore
(1991) indicano la presenza, immediatamente a valle delle HSCs, di subset cellulari
ad elevato potenziale proliferativo (HPP-CFU) con caratteristiche fenotipiche e
funzionali intermedie tra la cellula staminale pluripotente ed i progenitori

ematopoietici.

Come indicato dalla Figura 1, nel midollo osseo le HSCs e le HPP-CFU possono
generare, attraverso il fenomeno del commissionamento, progenitori multipotenti
simili ai CMPs (common myeloid progenitor) e ai CLPs (common Ilymphoid

progenitor) documentati nel topo.
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Secondo Ogawa (1993), la decisione di una cellula capostipite di autoreplicarsi o di
commissionarsi selezionando uno di questi due specifici pathway, dipende da input
stocastici di origine genetica. Altri input differenziativi, questa volta di origine
ambientale, consentono ai progenitori multilinea di assumere potenzialita piu
ristrette ed orientate verso le singole filiere maturative (progenitori oligo, bi e
monopotenti). Parallelamente al restringimento delle potenzialita differenziative,
decrescono le capacita di autorinnovamento, mentre aumenta |’espansione clonale

a seguito di divisioni cellulari maturative.

I progenitori committed sono cellule che crescono bene in mezzi semisolidi
(agar/metilcellulosa) dove generano colonie con peculiari caratteristiche
morfologiche che le rendono identificabili al microscopio. La colonia capostipite
mieloide viene considerata la CFU-GEMM o CFU-Mix, essendo costituita da elementi
cellulari con potenzialita maturative non ristrette, capaci di generare a loro volta
colonie formate da cellule granulocitarie, eritroidie e megacariocitiche (Fauser et
Messner, 1979; Ghio, 1989).

La cellula CFU-GM é¢ il progenitore comune alle linee granulocitaria e monocitaria e,
a seconda delle citochine presenti nel terreno di coltura, origina colonie costituite da
piccole cellule di tipo granulocitario o colonie monocitarie formate da un minor

numero di cellule, ma di grandi dimensioni.

I progenitori commissionati in senso eritroide, in presenza di EPO (Eritropoietina),
presentano rate di crescita clonogenica “esplosivi” e producono le colonie precoci
BFU-E (Burst Forming Unit- Erythroid) costituite di cellule emoglobinizzate. In
assenza di questo ormone, originano colonie piu tardive CFU-E composte da

ammasi di eritroblasti ben differenziati.

Le CFU-Meg sono progenitori megacartiocitari coltivabili in meticellulosa o su

coagulo di plasma in colonie formate da poche e voluminose cellule.

Anche i progenitori committed sono stati ampiamente studiati mediante
citofluorimetria. Allo stadio di CFU-Mix, fa la sua comparsa il marcatore mieloide-
specifico CD33. Questo marker viene mantenuto sino alle fasi finali del
differenziamento, ma si ritrova debolmente espresso anche a livello dei monociti
maturi. In ultimo compaiono gli antigeni CD13 e CD15, acquisiti specificamente
dalle cellule mieloidi allo stadio CFU-GM e mantenuti per il restante percorso
maturativo. Complessivamente, gli studi fino ad oggi condotti hanno permesso di
associare alla filiera differenziativa T-linfocitaria i marcatori TdT, CD10, CD7, CD5 e
CD2, B-linfocitaria TdT, CD10, CD19, mieloide TdT, CD33, CD13, CD15,
megacariocitica CD61, CD41, CD42a, eritrocitaria CD36 e CD71.
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La maggior parte delle cellule del midollo osseo sono costituite da precursori.
Queste cellule presentano caratteristiche morfologiche nucleari e citoplasmatiche,
fenotipiche e funzionali che consentono una loro classificazione nelle differenti filiere
maturative (Smith, 2003).

In particolare nella filiera granulocitaria il primo precursore identificabile
microscopicamente € il Mieloblasto, cellula ad alto rapporto nucleo/citoplasma,
nucleolo prominente e ridotta granulosita citolpasmatica. Ad esso segue lo stadio di
Promielocita, contraddistinto dall'acquisizione di granuli primari contenenti
numerose proteine antibatteriche. L'ultimo stadio differenziativo dotato di capacita
proliferativa € costituito dal Mielocita: la cellula acquisisce granuli secondari che le
conferiscono le caratteristiche colorazioni in grado di distinguerle, alla microscopia
ottica, da eosinofili e basofili. L'acquisizione dei granuli terziari (contenenti
gelatinasi), & appannaggio dei successivi stadi maturativi, Metamielocita e Band
Cell. 1l Neutrofilo segmentato rappresenta la tappa finale dell'intero processo di

maturazione (Figura 2).
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Fig.2: granulopoiesi

I precursori, pertanto, presentano scarsa capacita di automantenimento, ma a
causa della loro elevata numerosita e di una notevole attivita mitotica aumentano
considerevolmente il loro numero assoluto. Conseguentemente, passando da una
stem cell ad elementi funzionalmente differenziati, le cellule pit primitive hanno la

capacita di originare una progenie enorme.
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L'equilibrio tra il self-renewal e la differenziazione terminale, garantisce |'omeostasi
ematopoietica. Se una cellula staminale € indotta a differenziare i geni preposti al
self-renewal vengono down-regolati e contemporaneamente i geni che determinano

I'acquisizione di una specifica identita funzionale vengono up-regolati (Young et

al.,2006).

I fenomeni che sono alla base di tale switch sono ancora in gran parte oscuri. Si
ritiene, comunque, che possano esistere sia meccanismi di regolazione intrinseci,
basati sull’espressione di specifici geni pivot a monte della regolazione genica del
self-renewal, sia meccanismi di regolazione estrinseci, costituiti da segnali e

molecole modulatrici provenienti dall’'ambiente extracellulare (Smith, 2003).

I segnali extracellulari che modulano la proliferazione e la differenziazione delle
HSCs provengono principalmente dalla componente stromale del midollo osseo,
caratterizzata da una struttura lassa, costituita da una delicata matrice
extracellulare di origine connettivale, da cellule stromali e da un complesso sistema

vascolare che fa da supporto al parenchima ematopoietico.

Probabilmente i segnali microambientali e di regolazione dell’'ematopoiesi meglio
caratterizzati sono le citochine, una grande ed eterogenea famiglia di fattori
induttivi solubili. Questi peptidi, legandosi a specifici recettori espressi sulla
superficie cellulare, attivano un’ampia gamma di pathway metabolici e di secondi
messaggeri implicati nella modulazione dello stato di quiescenza, proliferazione e
differenziazione delle cellule ematopoietiche stesse (Janowska-Wieczorek et al.,
2001; Smith, 2003).

In base alle loro cellule target ed al loro differente potenziale induttivo & possibile
dividere le citochine in tre grandi categorie funzionali: la prima comprende citochine
ad azione induttiva precoce che concorrono al reawakening delle cellule pluri/multi
potenti quiescenti, la seconda & costituita da citochine filiera-indipendenti esplicanti
un’‘azione proliferativa e differenziativa intermedia sui progenitori committed, la
terza € composta da citochine filiera dipendenti che agiscono sull’ematopoiesi
tardiva inducendo la maturazione dei precursori in elementi ematici terminali
(Figura 3) (Consolini et al., 2001).

Al contrario il self-renewal € principalmente regolato dalla interazione diretta HCSs

e cellule stromali ed endoteliali costituenti la nicchia ematopoietica.
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Fig. 3: Compartimento ematopoietico: citochine che in condizioni fisiologiche
intervengono nella differenziazione delle filiere maturative mieloidi e linfoidi.

28. LA NICCHIA EMATOPOIETICA NORMALE

La nicchia ematopoietica, concetto introdotto per la prima volta da Lord nel 1975
(Lord et al., 1975) e successivamente da Scoffield (1976) pud essere considerata
come una specifica area tissutale dove le cellule staminali risiedono per un periodo
di tempo indefinito e nella quale possono proliferare per automantenersi o per

generare cellule mature (Ohlstein et al., 2004) (Figura 4).
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Fig. 4: la nicchia ematopoietica

Successivi studi hanno confermato la sua esistenza dimostrando che il humero delle
HSCs in essa residenti € ben definito e regolato da un complesso network di segnali
inibenti ed inducenti in equilibrio fra loro (Stier et al., 2005; Calvi et al., 2003).
All'interno della nicchia, tali segnali bidirezionali sono critici per il mantenimento

quiescente a lungo termine del pool HSCs (Fleming et al., 2008).

La frazione quiescente € correlata con le proprieta ripopolanti a lungo termine del
midollo osseo (Gothot et al., 1998; Passegue et al., 2005) e la perdita di questa
frazione & associata con lincapacita di sostenere passaggi colturali multipli,

condizione indispensabile per saggi di self-renewal in vitro (Fleming et al., 2008).

Anche la funzionalita staminale & mantenuta grazie all’interazione tra HSCs e cellule
stromali poiché l'introduzione di cellule differenziate nella nicchia ne fa revertare il

fenotipo ripristinando la staminalita (Adams & Scadden, 2006).

La nicchia fornisce, pertanto, un microambiente protetto che mantiene intatta la

riserva di HSCs, impedendo loro di entrare in contatto con stimoli differenziativi o
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pro apoptotici. Inoltre, regolando la proliferazione impedisce la sovrapproduzione

cellulare che potrebbe originare neoplasie.

Sono noti due tipi di nicchia strettamente correlate tra di loro: quella osteoblastica

(endosteale) e quella vascolare (Perry e Li, 2007).

La nicchia endosteale & definita anatomicamente dall'immediata prossimita all’osso
trabecolare o corticale e pud essere riprodotta in vitro con tecniche di co-coltura
osteoblastiche (Mayack and Wagers, 2008; Mukherjee et al., 2008; Nilsson et al.,
2001). Ospita HSCs CD150™ quiescenti, lentamente ciclanti ed in grado di garantire

I'ematopoiesi a lungo termine.

Le dimensioni della nicchia endosteale sono strettamente regolate dalla proteina
paratormone correlata che, producendo I'espressione di Jagged-1 (ligando di Notch-
1), induce gli osteoblasti N-cadherina®/CD45 a proliferare e le HSCs ad
automantenersi mediante un fine meccanismo omeostatico basato sull’interazione
N-caderina/B-catenina tra questi due citotipi cellulari. La rottura di tale legame ad
opera di metallo proteasi provoca nelle HSCs un accumulo di B-catenina
intracitoplasmatica con conseguente attivazione delle vie metaboliche di Wnt
necessarie per lo start-up dei programmi differenziativi delle cellule ematopoietiche
e per la loro espansione clonale multi linea (Scadden, 2007). Al contrario,
I'induzione delle vie metaboliche di Notch-1 sembrano determinati per il

mantenimento della staminalita.

La nicchia vascolare € una struttura a diretto contatto con la superficie sinusoidale,
costituita da cinque layer di Cellule Aventiziali Reticolari (CAR o periciti) che
circondano le HSCs, come dimostrato dagli studi di Kiel et al. (2005), con metodi

d’‘immunofluorescenza in vivo.

Le CAR, che per le loro proprieta di automantenimento e per la loro capacita di
transdifferenziarsi in osteoblasti, condrociti ed adipociti si identificano nella cellula
mesenchimale staminale, producono Angiopoietina-1 (Ang-1) ed esprimono il
CD146 e il CXCL12 (Stromal -derived factor-1, SDF-1). Quest'ultimo favorisce
I'homing delle HSCs nella nicchia inducendole ad esprimere il Vascular Cell Adhesion
Molecole-1 (VCAM) e il Very Late Antigen-4 (VLA-4). L'Ang-1 legandosi al proprio
recettore Tie-2 ad attivita tirosina chinasica, induce la quiescenza delle HSCs

attraverso un meccanismo ancora non conosciuto.

La stretta cooperazione tra le due nicchie & regolata da gradienti di ossigeno e di
Fibroblastic Growth Factor 4 (FGF4). Il loro incremento induce la proliferazione ed il
passaggio delle HSCs dalla nicchia endosteale alla nicchia vascolare e

successivamente al circolo. Al contrario, il decremento dei livelli di ossigeno e di

16



FGF4 inducono la migrazione transendoteliale delle HSCs dal circolo alla nicchia

vascolare e da qui a quella endosteale.

Il passaggio delle HSCs quiescenti con fenotipo CD150°CD34°CD38'Lin" dalla nicchia
endosteale alla nicchia vascolare si accompagna ad un’attivazione della
proliferazione e delle routine cellulari differenziative con acquisizione del fenotipo
piu maturo CD150"CD34*CD38Lin" tipico dei progenitori multipotenti (Wilson et al.,
2007).

Alla costituzione di entrambe le nicchie partecipano anche le altre cellule stromali
del midollo osseo quali gli osteoclasti, le cellule endoteliali, le cellule adipocitiche e
le cellule dello stroma midollare, che, attraverso la produzione di citochine,
chemochine e segnali intracellulari, a loro volta prodotti da fenomeni di adesione
cellulare, svolgono un ruolo importante per la normale omeostasi midollare
(Morrison and Spradling, 2008).

In particolare, gli osteoclasti giocano un ruolo importante nella mobilizzazione delle
HSCs (Calvi et al., 2003). Segnali di regolazione, inoltre, sono prodotti da
componenti della matrice extracellulare, quali 'osteopontina e dagli ioni nei fluidi
extra-cellulari (in particolare lo ione calcio) presenti nel microambiente (Adams and
Scadden, 2006).

3§. LA LEUCEMIA MIELOIDE ACUTA

La leucemie mieloidi acute (LMA) costituiscono un gruppo eterogeneo di malattie
neoplastiche clonali caratterizzate da un‘abnorme produzione di cellule della linea
granulo-monocitaria e originante da alterazioni genetiche od epigenetiche del
genoma di una HSC o di un progenitore committed, che ne causano l'anormale

differenziazione e l'acquisizione di un self-renewal disregolato.

Le LMA rappresentano il 30% di tutte le leucemie dell’adulto. Ogni anno in Europa
sono diagnosticati circa 18.000 nuovi casi, lo 0.6% di tutti i tumori. Le LMA sono
meno comuni delle leucemie linfatiche croniche, ma risultano essere cinque volte
pil frequenti al di sopra dei 50 anni di eta. Infatti piu del 30% dei pazienti colpiti ha
un’eta superiore a 60 anni (Pinto et al., 2001).

Le LMA si distinguono sul piano biologico, clinico e prognostico, in tre categorie. Le
LMA primarie o de novo, compaiono acutamente in soggetti per i quali non €&
dimostrabile un’esposizione significativa ad agenti leucemogeni.

Le LMA secondarie ad esposizione nota ad agenti leucemogeni insorgono come
secondo tumore in soggetti precedentemente trattati con chemioterapia per una
pregressa neoplasia. Altre LMA sono secondarie a una precedente sindrome

mielodisplastica della quale costituiscono I'evoluzione.
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Il quadro clinico delle LMA dipende da insufficiente e difettiva produzione di cellule
ematiche mature (eritrociti, granulociti neutrofili e piastrine), infiltrazione dei
tessuti e degli organi non emopoietici da parte delle cellule leucemiche
(organomegalia), liberazione, in parte dalle stesse cellule leucemiche e in parte
dalle cellule del sistema linfatico e monocitomacrofagico, di mediatori chimici

(citochine).

Il tempo che intercorre fra i primi sintomi e la diagnosi va da 2-3 settimane a 2-3
mesi. Quando la storia pre-diagnosi & piu lunga, spesso si tratta di una LMA

secondaria ad una sindrome mielodisplastica e non di una LMA insorta de novo.

L'insufficiente produzione di eritrociti si manifesta con i sintomi dell’anemia, mentre
I'insufficienza piastrinica si concretizza in manifestazioni emorragiche come
porpora, ecchimosi, epistassi o0 ipermenorrea. L’insufficiente produzione di
granulociti neutrofili &€ causa di infezioni, che inizialmente sono quasi sempre
batteriche e localizzate prevalentemente al cavo orale ed all’orofaringe, all’apparato
respiratorio e alla cute. A questi sintomi se ne possono associare di generali,
secondari all’'espansione della massa leucemica e alla liberazione di mediatori
chimici dell'infiammazione: dolori ossei e muscolari, sudorazioni profuse, calo
ponderale. Relativamente poco frequente €& il riscontro di epatomegalia,
splenomegalia, linfoadenomegalie e interessamento cutaneo. Molto rari sono i segni
di interessamento del sistema nervoso centrale o dei nervi cranici (Lezioni di
Ematologia di Sante Tura,2003).

La diagnosi di LMA si esegue mediante esame emocitometrico e con formula
leucocitaria eseguita su sangue periferico e da ago aspirato midollare completato
con la biopsia ossea, se il primo € povero o privo di cellule (Lowenberg et al.,
1999).

Il riconoscimento delle caratteristiche mieloidi dei blasti leucemici della LMA avviene
primariamente su base morfologica ed & perfezionato mediante tecniche di
immunocitometria con anticorpi monoclonali che riconoscono specifici marker di

membrana.

Rispetto alle sindromi linfoproliferative acute e croniche, nelle LMA la
fenotipizzazione immunologica riveste un’importanza clinica meno stringente
diventando strettamente necessaria solo nello studio dei casi non facilmente
classificabili mediante la morfologia e la citochimica, come ad esempio nella LMA
con minimi segni di maturazione (MO0), i cui i blasti sono perossidasi negativi e non
presentano granulazioni (Catovsky, 1992; Bene et al., 1995; Sanz et al., 1996), o

nella forma variante della leucemia promielocitica (M3) (Sanz et al., 1996) (Tabella

9]
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DIAGNOST IMMUNOLOGICA
DELLE LEUCEMIE MIELOIDI ACUTE Ml
M M2 M3 M4Eo M3 M3 M7
WE:21) | t(15:17) imv 16 I1g23
MPO + - + + + -+ -
CDZ - - - + - -
[CD13 + - + + + + - H-
CDL4 - - +/- +/- +/- - +/-
D15 . + . - . r
CD9 - + - - - -
33 + - + + + + + +-
[CDi4 +- + - <+ - -
CD56 - + - - - - -
(CD6l - - - - - - +
CDad - - + + + +
N + - + 4+ + + + +
CDILIT7 + -- A+ + +/- - -
[HLA-DR | +- + : + + + -
-1 ANtigens Non esprasso; <+ antigane esprasso in meno della meta dei sogoetti; +-:
antipene asprasso nella masmoranza ded sooati,

Tab.I: Diagnosi immunologica delle leucemie mieloidi acute

Negli ultimi anni & emersa una serie di associazioni tra quadri citomorfologici ed
aspetti citogenetci. Nell’'ambito di alcuni citotipi € possibile distinguere entita
citologiche associate a particolari alterazioni cromosomiche. Le alterazioni
citogenetiche possono essere numeriche e/o strutturali e possono essere presenti

come anomalie singole o in associazione.

In molte leucemie acute, caratterizzate da particolari traslocazioni cromosomiche,
mediante la tecnica della PCR & possibile I'amplificazione di sequenze di DNA
tumore specifiche o amplificazione di mRNA chimerici tumore associati, spesso

mediante una retrotrascrizione del loro mRNA a c-DNA (Tabella II).
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Tipo

Geni coinvolti

Proteina di fusione

Malattia

inv(14)(q11;932) TCR-o (14911) V, (14g32) V-TCR-Ca Linfoma a cellule T/B
1(9;22)(q34:q11) CABL(9q34) BCR(22q11) serina-+tirosina kinasi LMC/LAL
1(1;19)(q23;p13.3) PBX1(1g23) E2A(19p13.3) AD + HD LAL- pre-B
1(17;19)(q22;p13) HLF(17q22) E2A(19p13) AD + bZIP LAL- pro-B
t(15;17)(q21-q11-22) PML(15g21) RARA(17q21) ZN fingers + RAR DNA LAM M3
t(11;17)(q23;q21.1) PLZF(11g23) RARA (17g21) ZN fingers + RAR DNA LAM M3
t(4;11)(g21;923) MLL(11q23) AF4 (4q21) A-T Hook LAL/pre B-LAL/LAM
t(9;11)(g21;923) MLL(11923) AF9/MLLT3 (9p22) A-T Hook LAL/LAL-pre-B/LAM
1(11;19)(q23;p13) MLL(11q23) ENL(19p13) A-T Hook LAL-pre-B/LAL-T/LAM
1(X;11)(q13;q23) MLL(11q23) AFX1 (Xq13) A-T Hook LAL-T
t(1;11)(p32;q23) MLL(11g23) AF1P(1p32) A-T Hook LAL
1(6;11)(q27,923) MLL(11923) AF6(6g27) A-T Hook LAL
t(11;17)(q23;q921) MLL(11923) AF17(17g21) A-T Hook LAM
t(8;21)(q22;q22) AML1/CBFu (21q22) ETO/MTGB(8q22)  DNA binding - ZN fingers LAM
t(3;21)(q26;q922) AML1(21g22) EVI-1(3q26) DNA binding - ZN fingers LMC
1(3;21)(q26;922) AML1(21g22) EAP(3q26) DNA binding Mielodisplasia
1(16,21)(p11:922) FUS(16p11) ERG(21g22) Gin-Ser-Tyr+DNA binding LAM
1(6,9)(p23:q34) DEK(6p23) CAN(9q34) 7+ ZIP LAM

9,97 SET(9q34) CAN (9p34) ? + ZIP LA ind.
t(4;16)(q26;p13) IL-2(4q26) BCM(16p13.1) IL-2/TM Linfoma T
inv(2;2)(p13;p11.2-14)  REL (2p13) NRG(2p11.2-14) DNA LNH
inv(16)(p13q22) Miosina MYH11(16p13) CBR-(16g22) DNA LAM
1(5;12)(q33;p13) PDGF-B (5q33) TEL (12p13) LMMoC

LMC = Leucemia mieloide cronica; LAL = Leucemia acuta linfoide; LAM = Leucemia acuta mieloide; LMMoC = Leucemia mielo-
monocitica cronica; LA ind. = Leucemia acuta indifferenziata; LNH = Linfoma non Hodgkin.

Tab. II: Principali traslocazioni cromosomiche associate a leucemie acute,
croniche e linfomi
Appartiene a questo tipo di traslocazioni cromosomiche, associate all’espressione di
translocazione t(15;17)(q21;12)
caratteristica della leucemia acuta promielocitica (APL). L'inversione pericentrica del
cromosoma 16[inv(16)p13-g22)] (Figura 5),

marker e di mRNA tumore

specifici, la
€ un’alterazione associata alle
leucemia mieloblastica M4 con elevata presenza nel midollo osseo e nel sangue di
precursori eosinofili e coinvolge sul 16q il gene PEBP2 chiamato anche CBF e sul
cromosoma 16p il gene MYH11, che codifica per la catena pesante della miosina del

muscolo liscio dando origine a un gene di fusione 0 MRNA chimerico.
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Fig. 5: Rappresentazione schematica dell’inversione del cromosoma 16 nella leucemia M4
con eosinofilia. A sinistra il cromosoma 16 normale, a destra con l'inversione e al centro la
porzione del cromosoma che viene invertita
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Una translocazione cromosomica non random, caratterizzata da un particolare
punto di rottura (break point) t(8;21) (g22;g22), avviene in circa 1'8-18% dei
pazienti con leucemia M2. Piu recentemente, il break point associato alla
translocazione € stato clonato e si & potuto cosi identificare un trascritto prodotto

dal gene di fusione e denominato AML I/ETO.

In generale, nel 60% dei pazienti con LMA, analisi citogenetiche pre-trattamento
rivelano cariotipi anomali. Pertanto, con analisi citogenetiche & possibile identificare
sottopopolazioni distinte di LMA che richiedono un approccio terapeutico su misura
(Grimwade, 2007). Le alterazioni citogenetiche presenti alla diagnosi scompaiono in
remissione completa, per riapparire all’eventuale ricaduta con o senza anomalie

addizionali. La presenza dell'inv(16) si associa a una buona prognosi.

Analisi rapide citogenetiche identificano pazienti con LMA con caratteristiche
cariotipiche avverse, che hanno una prognosi particolarmente negativa se trattati
con chemioterapia convenzionale (meno del 5% di sopravvivenza a 5 anni)
(Grimwade, 2007). Nei bambini e nei giovani adulti & importante distinguere da
subito pazienti con alti rischi di ricaduta, per poter passare direttamente alla scelta
del trapianto allogenico come terapia elettiva finalizzata ad ottenere la remissione

completa.

Il Medical Research Council (MRC) ha considerato l'outcome di 5636 pazienti affetti
da LAM, compresi tra i 16 e i 59 anni, con esami cariotipici positivi (Grimwade et
al., 2009). In questa analisi multivariabile diverse anomalie sono state trovate
essere predittive di un significativo outcome negativo: abn(3q) [escludendo
t(3;5)(g21~25;g31~35)], inv(3)(g21926) /t(3;3) (g21;926), add(5q), del(5q), -5,
-7, add(7q), t(6;11)(g27;923), t(10;11) (p11~13;923), t(9;22)(gq34;ql11), -17 e
abn(17p). Anche pazienti che mancano di queste aberrazioni ma con piu di tre
anomalie indipendenti (cariotipo complicato) esibiscono una prognosi

particolarmente negativa (Grimwade et al., 2009).

Comunque, l‘utilizzo del cariotipo come strumento di identificazione del rischio
presenta numerose limitazioni quali il failure delle analisi citogenetiche, la presenza
di riarrangiamenti cromosomici criptici e LMA con cariotipo normale nel 40% dei
casi (Grimwade, 2007). Per questo negli ultimi anni l'interesse si & spostato sullo
studio delle mutazioni dei geni codificanti Fms-like tyrosine kinase 3(FLT3), NPM1
(nucluophosmin) e CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA) (Mrozek et al.,
2007).

La scoperta di queste mutazioni implica che & possibile distinguere gruppi di
pazienti con outcome diversi dalla grande parte costituita da LMA con cariotipi

normali o con anormalita citogenetiche varie. Per questo I'attenzione si & spostata
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sullo studio delle interconnessioni tra mutazioni e la loro rilevanza prognostica
(Figura 6)
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% MLLPTR B 2N RUWET-RINET-TT 0%
i AL RLALT
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Fig. 6: Frequenza dei sottogruppi citogenetici e molecolari rilevanti nella prognosi di
LMA nei giovani adulti.

In particolare, casi di LAM con FLT3 non mutato in presenza di NPM1 o mutazioni
bialleliche di C/EBPA, esibiscono prognosi simile alle forme di leucemia con
coinvolgimento del CBF (core-binding factor), fattore di trascrizione coinvolto nella
differenziazione staminale (Schlenk et al., 2008; Green et al., 2009; Haferlach et
al., 2009; Renneville et al., 2009). Questo spiega perché i pazienti con tali
mutazioni non beneficiano di un trapianto allogenico (Schlenk et al., 2008; Green et
al., 2009; Haferlach et al., 2009; Renneville et al., 2009).

Nei pazienti affetti da LMA sono state identificate anche altre humerose mutazioni:
mutazioni del gene RAS sono relativamente comuni, manifestandosi nel 15% dei
casi (Mrozek et al., 2007); mutazioni nel gene TET2 sono state identificate nel 10%
dei pazienti (Abel-Wahab et al., 2009) e in percentuali simili sono state riscontrate
mutazioni anche nel gene IDH1 (Mardis et al., 2009). Al contrario, relativamente
rare sono le mutazioni di KIT, PTPN11, RUNX1 e CBL identificate in meno del 5%
dei pazienti affetti da LMA (Ley et al., 2008).

Nel 2007 I’Organizzazione Mondiale della Sanita ha proposto un nuovo sistema
classificativo dei disordini mieloproliferativi che adotta, accanto ai criteri clinici e
morfologici della precedente classificazione FAB (Gruppo Cooperativo Franco-
Americano-Britannico: vedi Tabella III), caratteristiche immunofenotipiche,
citogenetiche e biologico-molecolari: la classificazione WHO (Swerdlow et al., 2008)
(Tabella 1V).
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SIGLA CATEGORIA CRITERI MORFOLOGICI
MPO <3% ma mostra granulazion

MO * INDIFFERENZIATA caratteristiche al mucroscopio elettronico;
NAE negativa

Blast1 =90% nel nudollo esclusi
MIELOBLASTICA SENZA | ertroblasts;

M MATURAZIONE <10% componente monocitaria;

<10% gramulociti, MPO >3%
N2 MIELOBLASTICA Blasti 30<190%; granulocitt >10%:;
e CON MATURAZIONE monocitt <20% (NE), MPO >3%

=20% Brond 41 § ineroT ari

N PROMIELOCITICA ? 20 gp;ﬂﬂ:?lﬂﬂti 31101}131.1 ipergranulari
M3 ** (APL) (corpt di Auer), MPO=3%;
PROMIELOCITICAVARIANTE | Nuclei rentformu. granulaziom fin nel

M3V##* | POGRANULARE citoplasma, poco visibili al MO, ma MPO

(APLx) +++ MPO >3%

Blast1 =30%, NE componente
eranulocitaria 20<80%. componente

M4 MIELOMONOCITICA monocitaria 20<:80%, >5x107/1 monociti
nel sangue periferico o lisozima elevato,
MPO >3%

) Criter1 per M4 associati a eosinofili

M4 eo MIELOMONOCITICA anormali con granuli eosinofili e basofili,
B CON IPEREOSINOFILIA MPO =3%

=80% NE componente monocitaria;
NAE positiva

M5 MONOCITICA

MONOCITICA SENZA =80% NE componente monocifaria;
Mb5a DIFFERENZIAZIONE monoblasti =80% della componente
(MONOBLASTICA) monocitaria. NAE positiva
= q; i '.t. 5
Msp | MONOCITICACON | ol componente
L DIFFERENZIAZIONE T P
monocitaria NAE positiva
Fraidi =500
N ERITROLEUCEMIA Cellule eritroidi =50% delle cellule

midollari; blast1 >»30% NE
Blasti >30% NE; megacarioblast1. blebs,
(nuelofibros:)

M7#F | MEGACARIOBLASTICA

Tab. III: Classificazione istochimica-morfologica FAB

Nel 50-60% dei casi di bambini affetti da LMA, la malattia pud essere classificata
come forma M1, M2, M3, M6 o M7, mentre nel restante 40% dei casi la LMA si
presenta con i sottotipi M4 o M5. Al contrario, sotto ai due anni di eta, circa I'80%
delle LMA appartengono al sottotipo M4 o M5 a cui si associano riarrangiamenti

della banda 11923 coinvolgenti il gene MLL (Swerdlow et al., 2007).
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LAM con t(8:21)(g22:q22); (AML1

[CBFA)ETO)
LAM con mv(16)(pl3q22)
LAM con anomalie genetiche anomalie
ricorrenti eosinofile . -
midollari con t(16:16)(p13:q22)
(CBFB/MYHI1)

LAP=LAM t(15:17)(q22:q12) (PML/RARA)
e relative varianti
LAM con anomalie 11g23 (MLL)

LAM con displasia multipla
(de novo o secondarie a MDS specie AREB o AREBt)

da agenti alchilanti.

da inibiton: della topoisomerasi IT

LAM indifferenziata

LA bilineare (presenza contemporanea di pia
clom trasformati)

LA Dbifenotipica (singola popolazione di cellule
leucemiche con simultanea espressione di
different1 origine emopoietica)

LAM con minima differenziazione

(FAB MO)

LAM senza maturazione

(FAB M1)

LAM con maturazione

(FAB M2)

AWML

(FAB M4)

LAM non altrimenti caratterizzata | FAB M5a and M5b

LAM, correlate alla terapia

LAM di denvazione ambigua

Eritroleucenua (FAB
LAM eritrocitaria M6a)

(FAB MS6) Leucemuia Eritroide
Pura (FAB M6b)
Leucenua Acuta Megacariocitica (FAB MT7T)
Leucermma Acuta Basofila

Panmielosi acuta con muelofibrosi

Sarcoma mueloide (granulocitico)

Tabella IV: Classificazione WHO della leucemia mieloide acuta

Le probabilita di una lunga sopravvivenza o di guarigione sono attorno al 25%, ma
I'eta avanzata del paziente condiziona la prognosi, il decorso e |'atteggiamento
terapeutico da tenere.

Inoltre, la capacita dell'organismo di sopportare la terapia antileucemica
(chemioterapia di diversa intensita e durata e trapianto di midollo) si riduce con il
progredire dell’eta. D'altro canto, le LMA dell'anziano sono intrinsecamente piu
resistenti alla terapia antileucemica e hanno caratteristiche cliniche e biologiche piu

vicine alle LMA secondarie che a quelle de novo.

L'obiettivo primario del trattamento dei pazienti con I'LMA ¢ di raggiungere e
mantenere la remissione completa (RC) (Freireich et al., 1961). Per remissione
completa si intende una normalizzazione della conta a un valore pari o maggiore di
100x10%/I per le piastrine, di 1.5x10°/ per i leucociti ed una presenza di blasti nel

midollo osseo inferiore al 5% (Cheson, 2004). Dopo 3 anni di remissione completa
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la probabilita di recidiva & inferiore al 10% e i pazienti possono essere considerati

potenzialmente guariti (De Lima et al., 1997).

La terapia della LMA si basa sulla somministrazione di agenti citotossici finalizzata
a ridurre ai minimi termini e, possibilmente, ad eradicare la popolazione leucemica,
consentendo alle cellule staminali normali residue di ripopolare il midollo. I farmaci
principali sono la Citosina Arabinoside, che puo essere usata a dosi standard (200
mg/m?/die in perfusione continua) o a dosi medio-alte (1-2 g/m? ogni 12-24 ore,
per un totale di 6-12 dosi) e le antracicline o similari (Daunomicina, Adriamicina,
Idarubicina, Mitoxantrone). Lo schema classico di riferimento & definito 3/7
costituito da un’antraciclina (somministrata per tre giorni) e Citosina Arabinoside in
perfusione continua per 7 giorni. Questo schema, variato con la Citosina
Arabinoside ad alte dosi e con l'aggiunta o la sostituzione, di volta in volta, degli

altri farmaci, viene ripetuto per uno o piu cicli per ottenere la remissione.

A raggiungimento della remissione completa, l'interruzione delle terapie assicura un
periodo libero da malattia variabile tra 6 e 12 mesi e solo il 10-20% dei pazienti
sopravvive piu di 5 anni. Al contrario, la prosecuzione della polichemioterapia
assicura da 8 a 24 mesi di remissione ed una sopravvivenza a cinque anni del 10-
30% dei casi. Nel trapianto di midollo autologo la durata media della remissione ¢,
invece, superiore a 24 mesi e il numero di pazienti che sopravvivono oltre i cinque
anni incrementa al 30-50% dei casi. Il trapianto di midollo allogenico assicura una
remissione superiore ai 24 mesi e una percentuale di sopravvivenza a cinque anni
compresa tra il 30 e il 60% dei casi, ma il 10-30% dei pazienti muore a causa degli

effetti tossici del trapianto stesso (Lezioni di Ematologia di Sante Tura).

4§. LA LEUKEMIC STEM CELL E LA NICCHIA NEOPLASTICA

Si e gia riferito che I'ematopoiesi leucemica & la copia dell’'ematopoiesi normale con
un’‘organizzazione gerarchica che prevede al vertice una cellula leucemica staminale
(LSC) (Bonnet and Dick, 1997) e a valle sottopopolazioni cellulari con potenziale

autoreplicativo limitato.

I subset piu primitivi delle LSC, similmente ai subset staminali normali, hanno
fenotipo CD34*CD38Thyl e sono costituiti da cellule per la maggior parte
quiescenti, chemioresistenti, dotate di autorinnovamento e tumoregeneicita in topi
SCID (Several Combined ImmunoDeficiency) e NOD-SCID (Non-Obese
Diabetic/SCID).

Come per le HSCs normali, la loro progenie & composta da popolazioni eterogenee
per caratteristiche fenotipiche, capacita proliferative e potenziale leucemiogeno.

Esperimenti in vivo ed in vitro hanno evidenziato che la frequenza delle cellule
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leucemiogene varia dallo 0.2 all’1% nell‘intera popolazione neoplastica, mentre la
maggior parte dei blasti costituisce il bulk neoplastico caratterizzato da
un‘aberrante differenziazione, ma incapace di trasferire negli animali da

esperimento la leucemia (Dalerba et al., 2007).

Le indagini citogenetiche e di biologia molecolare condotte sulle LSC CD34"CD38"
Thyl™ hanno individuato mutazioni multiple dei domini chinasici, dei fattori di
trascrizione e dei geni oncosoppressori. Tali mutazioni sono associate ad alterazioni
dei meccanismi di crescita e di sopravvivenza mediati da NF-kappa B (NF-xB) e PI3
chinasi, a modificazioni del metabolismo del glucosio e della risposta agli stress

ossidativi.

Al contrario, nella progenie piu differenziata segnali epigenetici, quali la
modificazione della struttura cromatinica e la deacetilazione degli istoni, sembrano
svolgere un ruolo importante nella limitazione del potenziale leucemiogeno e di

autorinnovamento.

L'origine delle LSCs appare ancora controversa. Poiché la cellula staminale normale
e quella leucemica sono accumunate dalle capacita di autorinnovamento e di
differenziare in progenie pluriclonale, appare plausibile I'ipotesi che le HSCs siano il
target della trasformazione leucemica che si realizza per I'accumulo progressivo di
mutazioni. Comunque, anche cellule prive di self-renewal quali i progenitori
committed potrebbero essere il target di mutazioni leucemogene capaci di riattivare

la loro staminalita, come dimostrerebbero gli studi di So et al. (2003) (Figura 7).
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Fig. 7: Origine della cellula staminale leucemica.
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Se l'accumulo di mutazioni pro-oncogeniche & la condizione necessaria per il
processo di leucemiogenesi, il suo triggering dipende in larga misura anche da
alterazioni del microambiente midollare. Quest’ultimo, interagendo con le cellule
mutate, attiva una cascata di segnali extra ed intracellulari in grado di promuovere

la sopravvivenza e la crescita delle LSCs.

Recenti studi, infatti, hanno dimostrato che il completo silenziamento, in modelli
murini, del gene del retinoblastoma (Rb) induce un’ematopoiesi extramidollare ed
un disordine mieloproliferativo (Walkley et al., 2007). Al contrario, il trapianto in
topi sani di cellule leucemiche inattivate per Rb non sviluppa la malattia.
Conseguentemente questa osservazione indica che nei topi mutati il disordine
mieloproliferativo & causato da un alterato rapporto tra progenitori ematopoietici e
il microambiente midollare. Tali osservazioni sono state confermate anche nei topi
mutati per il recettore gamma dell’acido retinoico (RARy") la cui alterazione

determina un’analoga malattia mieloproliferativa associata a carenza osteoblastica.

Anche l'inattivazione del gene PTEN (Phosphatase and Tensin Holmolog) sia a livello
delle cellule stromali che dei progenitori ematopoietici € responsabile di una
sindrome mieloproliferativa che evolve in leucemia acuta (Yilmaz et al., 2006).
Comunque, il trapianto in topi singenici di progenitori ematopoietici PTEN- non ¢ di

per sé un fattore scatenante la sindrome.

Rispetto alle HSCs normali, le LSC presentano un‘aumentata adesivita allo stroma
midollare mediata dall'interazione tra VLA-4 espresso dalle cellule leucemiche e la
fibronectina prodotta dalle cellule dello stroma che facilita la permanenza delle LSC
nella nicchia e la persistenza della malattia minima residua. Anche la proteina
transmembrana altamente glicosliata CD44 svolge un ruolo fondamentale
nell'ancoraggio delle LCS alle strutture stromali mediando le interazioni cellula-
cellula e il legame alle componenti della matrice extracellulare midollare. Infatti, la
somministrazione dell’anticorpo monoclonale anti-CD44 in topi NOD/SCID sottoposti
a trapianto con cellule leucemiche umane, riduce la massa leucemica impedendo

alle LSC di accasarsi nella nicchia.

Le LMA presentano, inoltre, alti livelli di CXCR4 significativamente correlati a
prognosi non favorevole. In xenotrapianti in topi NOD/SCID e stato dimostrato che
il CXCR4 ¢ indispensabile per I'homing midollare delle LSCs. Inoltre, evidenze
sperimentali indicano che il ligando CXCL12 ¢ responsabile della chemiotassi delle
cellule leucemiche CXCR4 positive. Elevati livelli di espressione di CXCR4 sono
osservabili nelle LMA che presentano il difetto di espressione molecolare “internal
tandem duplication” (ITD) a carico di FIt3 e cido indica come tale citochina sia
implicata nei fenomeni di trafficking ed homing delle LSC (Romboust et al., 2004).

L'importanza dell’asse CXCL12/CXCR4 nell'accasamento delle cellule leucemiche &
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stata recentemente sottolineata da Colmone et al. (2008). Cellule leucemiche
trapiantate nel topo inizialmente migrano verso la nicchia vascolare CXCL12
positiva. Ad un mese dal trapianto, comunque, i livelli di CXCL12 nella nicchia
decrescono e questa pud essere colonizzata, a seguito di reinfusione di cellule
staminali normali CD34", mediante un meccanismo CXCL12 indipendente ma
correlato ai livelli di Stem Cell Factor (SCF) secreto dai blasti leucemici. Cio
dimostra che la cellula leucemica puo by-passare i normali meccanismi di signaling
della nicchia ematopoietica fisiologicamente utilizzati dalle HSCs per il proprio

homing.

L'asservimento della nicchia al metabolismo della cellula leucemica € dimostrato
anche dalla capacita delle LCS di proliferare in condizioni di ipossia. In queste
condizioni i cluster neoplastici sviluppatesi producono elevati livelli del fattore
trascrizionale 1 alfa (HIF-1a) che a sua volta mediante /oop paracrini incrementa
I'espressione di CXCL12 sulla superficie delle cellule endoteliali e mediante
induzione autocrina I'espressione CXCR4 nelle LMA. Con meccanismi analoghi HIF-

la aumenta l'espressione di VEGF da parte delle LSCs.

Pertanto, considerati globalmente, questi dati evidenziano come le integrine e in
particolare l'asse CXCR4/CXCL12 potrebbero costituire un bersaglio per terapie

antiblastiche innovative.

5§. ADRENOMEDULLINA

L'adrenomedullina (ADM) € un peptide noto soprattutto per le sue capacita
ipotensive che funziona come un ormone circolante e come mediatore paracrino
locale con diverse attivita biologiche (Hinson et al., 2000). ADM é stata isolata per
la prima volta dal feocromocitoma umano dal gruppo di Kitamura (Kitamura et al.,
1993). In seguito, gli stessi Autori dimostrarono che ADM deriva dal taglio
proteolitico di un pro-ormone, la preproadrenimedullina (ppADM), che all’estremita
amino-terminale presenta una sequenza di 20 residui aminoacidici, definita
proadrenomedullin N-terminal 20 peptide (PAMP), in grado di esercitare un effetto

ipotensivo transiente (Kitamura et al., 1994).

Il gene umano per la ppADM é localizzato sul cromosoma 11 ed & costituito da
quattro esoni e da tre introni (Ishimitsu et al., 1994) con TATA, CAAT e GC boxes
all’estremita 5’. Inizialmente la ppADM € un pro-ormone lungo 185 aminoacidi, che
successivamente viene ridotto a preadrenomedullina (pADM), lunga 164
aminoacidi, grazie a un taglio operato a livello del legame Thr -Ala . Il peptide PAMP
si origina in seguito ad un ulteriore taglio a livello del legame Lys -Arg . Infine, nella

pADM, vengono scissi i legami Lys -Arg e Arg -Arg per dare origine all’ADM, che
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nell'uomo & un peptide lungo 52 aminoacidi (Champion et al., 1999; Nussdorfer et
al.,1997b) (Figura 8).

Exon 1 Exon2 Exon 3 Exon 4

mBNA  form A mRNA  form B
I El E3 E4 1 El E3 F4

PAMP ADM

preproADM (form A) preproADM (form B)
PAMP ADM PAMP

proADM (form A) proADM (form B)

PAMP iADM PAMP

l{_ PAM

mADM

J._ NEP

inactive peptides

Fig.8: Sintesi e metabolismo di ADM e PAMP (PAM-peptidylglycine a-
monooxygenase, NEP- neutral endopeptidase.

ADM ¢ un peptide contenente un anello di sei residui, formato da un ponte disulfuro
tra i residui di cisteina nelle posizioni 16 e 21 e questo anello sembra essere

essenziale per la sua attivita biologica (Belloni et al., 2001). La parte C-terminale
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ha un residuo di tirosina amidato (-CONH,), struttura altrettanto fondamentale per

la sua funzione (Figura 9).

Fig. 9: Struttura di ADM umana.

ADM appartiene ad una famiglia di peptidi che comprende la calcitonina (CT), i
peptidi correlati al gene della calcitonina (calcitonin gene-related peptides, CGRP) e
I'amilina (Muff et al., 2001). Inizialmente erano stati identificati due probabili
recettori per I’ADM, il recettore L1 ad alta affinita e selettivita per ADM (Kapas et
al., 1995) e il chemokine-like receptor RDC1 a bassa affinita per ADM (Kapas et
Clark, 1995).

Molte evidenze indicano che ADM agisce attraverso un recettore derivato dalla
combinazione di due proteine, CRLR (calcitonin-receptor-like receptor) e RAMP
(receptor-activity-modifying protein). La famiglia di proteine RAMP comprende tre
membri che possono cambiare la specificita del recettore: RAMP1 genera con CRLR
recettori per i CGRP (calcitonin gene-related peptide), mentre RAMP2 e RAMP3
generano recettori per ADM (McLatchie et al., 1998; Foord et Marshall, 1999;
Chakravarty et al., 2000). La sequenza C terminale e la struttura dell’anello
servono entrambe per il legame e |'attivazione del recettore. Percio, ADM (22-52)
che manca della sequenza N terminale e della struttura dell’anello agisce come un
antagonista selettivo di ADM (Belloni et al., 1998).
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Oltre i feocromocitomi e la midollare della ghiandola surrenale, anche il sistema
cardiovascolare, i reni, i polmoni, la milza, I'apparato digestivo, l'utero, l'ovaia, la
prostata, la tiroide, l'ipofisi e il cervello producono ADM. L’espressione piu alta
sembra avvenire nelle cellule cromaffini della midollare della ghiandola adrenale,
nell’endotelio e nelle cellule muscolari lisce vascolari (VSMC, vascular smooth

muscle cells) (Samson, 1999; Hinson et al., 2000).

ADM e PAMP circolano entrambi in quantita misurabili nel sangue dei mammiferi e
le loro concentrazioni basali sono dell’ordine delle pM. Nell'uomo, i livelli ematici di
ADM variano tra 2x10'M e 4x10'M. Tale concentrazione nel plasma pud
incrementare in seguito a numerose patologie, quali l'insufficienza cardiaca, l'infarto
del miocardio, lo shock settico (Nussdorfer, 2001) e disordini endocrini e renali
(Hinson et al., 2000). Tuttavia, anche in condizioni patologiche, la concentrazione
plasmatica dei peptidi derivati da pADM non supera mai 10™'* M, percid essa rimane
ben sotto la soglia per la maggior parte delle loro azioni biologiche fino ad ora note
(circa da 107°M a 107M) (Nussdorfer et al., 1997; Samson, 1999; Hinson et al.,
2000). Il gene di pADM e i siti di legame per i peptidi derivati da pADM sono
espressi in tutti i tessuti dove essi esercitano i loro effetti modulatori ed & stato
calcolato che le loro concentrazioni locali possono raggiungere facilmente 107’M e
108M (Nussdorfer et al., 1997b). Per questo motivo, & comunemente accettato che
i peptidi derivati da pADM agiscano come fattori locali autocrini o paracrini entro i
tessuti e gli organi dove essi sono sintetizzati. L'emivita di ADM nel plasma ¢ di 22
minuti e viene degradata inizialmente da matalloproteasi per generare ADM2-52,
27-52 e 28-52 (Lewis et al., 1997).

Le azioni biologiche principali di ADM riguardano i vasi sanguigni e I'omeostasi. ADM
evoca una ipotensione dovuta alla diminuzione della resistenza vascolare. 1II
rilassamento vascolare & attribuito all’attivazione di recettori accoppiati a proteine
G, il cui meccanismo di segnale coinvolge la stimolazione della cascata adenilato
ciclasi (AC)/protein-chinasi A (PKA).

Il segnale del recettore di ADM pud anche coinvolgere l'attivazione della via
fosfolipasi C (PLC)/ PKC-dipendente e canali calcio voltaggio dipendenti, portando
ad un aumento della concentrazione di Ca intracellulare. ADM pud aumentare
|'attivita della NO-sintasi evocando la vasodilatazione attraverso la via NO/cGMP.
Questo avviene con un doppio meccanismo: l'aumento della concentrazione del
calcio intracellulare e I'attivazione delle NOS associate a proteine G (Samson,1999;
Hinson et al., 2000; Jougasaki et Burnett, 2000). Altri effetti periferici di ADM
comprendono l'inibizione del rilascio di ACTH, la diminuzione del rilascio di arginina-
vasopressina evocato dall’ iperosmolalita, la modulazione della funzione utero-

placentare-fetale che potrebbe essere associata all’azione di ADM sul tono
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vascolare, la depressione dell’attivita contrattile dell’'utero, la regolazione della
secrezione di insulina, la modulazione della funzione tubulare del rene, la
stimolazione del rilascio di renina, la depressione della secrezione e della mobilita
gastrica, l'inibizione della broncocostrizione indotta da istamina e acetilcolina e

I"attivita antimicrobica (Samson, 1999; Hinson et al., 2000; Nussdorfer, 2001).

Si sono accumulate evidenze che i peptidi derivati da pADM giochino ruoli
importanti nella regolazione della proliferazione cellulare, della differenziazione e
dell’'apoptosi, attraverso la modulazione delle cascate delle proteine chinasi attivate
dai mitogeni, MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Belloni et al., 2001).
Sembra ben dimostrato che ADM favorisce il rimodellamento del sistema
cardiovascolare, inibisce la crescita delle cellule mesangiali del glomerulo, aumenta
la crescita della corticale della ghiandola adrenale, stimola la proliferazione delle
cellule epiteliali e dei fibroblasti e agisce come promotore della crescita in parecchi
tessuti neoplastici e linee cellulari. Inoltre si suppone che ADM e PAMP giochino
entrambe ruoli regolatori durante I'embriogenesi. E’ stato scoperto, infatti, che
I'espressione del gene pADM raggiunge il massimo durante le fasi cruciali della
crescita e differenziazione degli organi. ADM é& coinvolta nei complessi meccanismi
regolatori dello sviluppo dei mammiferi. Durante I'embriogenesi dei roditori, ADM ¢&
espressa all’'inizio nel cuore e successivamente nei tessuti vascolari, neurali e in
quelli che formano lo scheletro, come anche nei principali organi embrionali interni
(Belloni et al., 2001) .

E’ stato dimostrato che ADM gioca un ruolo critico nella divisione delle cellule
tumorali e nella riduzione della morte cellulare programmata. E’ stato documentato
anche che una varieta di tumori neuronali ed epiteliali produce quantita abbondanti
di ADM. Inoltre, Adrenomedullina e parecchi dei suoi recettori sono up-regolati
durante l'ipossia. Studi sperimentali dimostrano che una sovraespressione di ADM

porta ad un aumento della grandezza del tumore (Zudaire et al., 2003).

Cellule di Ishikawa (cellule di tumore dell’'endometrio) trattate con ADM o
transfettate e sovraesprimenti ADM mostrano un aumento nella resistenza alla
apoptosi indotta dall’ipossia. Poiché queste cellule esprimono il recettore per ADM
CRLR-RAMP2, la produzione e la secrezione di ADM possono stabilire un
meccanismo autocrino/paracrino (Oehler et al., 2001). Withers e collaboratori
hanno dimostrato che, in cellule Swiss 3T3, I’ADM stimola la proliferazione cellulare
e questo effetto € incrementato dall’aggiunta di insulina. Questi effetti si attuano
attraverso il legame dell’ADM a recettori specifici presenti sulle cellule Swiss 3T3,
che porta ad un rapido aumento dei livelli di cAMP intracellulari, ma non a un

aumento della concentrazione di calcio intracellulare, né all’attivazione della protein
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chinasi C o alla fosforilazione di substrati tirosinici intracellulari (Withers et al.,
1996).

Tuttavia Chini e collaboratori hanno osservato che in vitro I'ADM inibisce la
proliferazione cellulare delle cellule mesangiali attraverso un aumento dei livelli di
cAMP intracellulari e I'attivazione della protein chinasi A. Inoltre, si nota una minor
attivazione della cascata MAPK attivata da PDGF (Platelet Derived Growth Factor,
fattore di crescita derivante dalle piastrine) (Chini et al., 1995). Ricerche ulteriori
sono richieste per stabilire in quali circostanze ADM é& un fattore mitogeno o
antimitogeno. Kato e collaboratori (1997) e Sata e collaboratori (2000) isolarono
cellule endoteliali (EC) da arterie di ratto e dalla vena ombelicale umana. Attraverso
indagini di tipo morfologico e biochimico, dimostrarono che l'aggiunta di ADM ai
terreni di coltura inibiva I'apoptosi dovuta a deprivazione del siero, senza tuttavia
indurre la proliferazione cellulare. Inoltre una sovraespressione di ADM é& stata
rilevata nei tumori al polmone (Ehlenz et al., 1997), nel tumore al tratto
gastrointestinale (Ehlenz et al., 1997) e nell’'adenoma ACTH-secernente (Murakami
et al., 1998).

In Letteratura numerosi lavori indicano che questo peptide viene espresso da tutte
le cellule terminali, sia della filiera mieloide che linfoide (Hojo et al., 2001; Kubo et
al., 1998; Nakayama et al., 1999). Nakayama e collaboratori (1999) hanno
analizzato la produzione e la secrezione di ADM in monociti e macrofagi,
dimostrando che questo peptide viene espresso dai monociti del sangue periferico
umano e dai macrofagi derivanti da monociti. Questi ultimi, inoltre, esprimono livelli
di mRNA per ADM cinque volte superiori rispetto ai monociti. In entrambi i tipi
cellulari, 'espressione di ADM pu0 essere incrementata esponendo per 24 ore

queste cellule a lipopolisaccaridi (LPS).

Inoltre, & stato dimostrato che la secrezione di ADM dalle cellule endoteliali (EC) e
dalle cellule muscolari lisce vascolari (VSMC) di ratto viene stimolata dall’aggiunta
di IL-1, TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), LPS (lipopolisaccaridi) (Isumi et
al.,1998; Sugo et al., 1995), Angiotensina II ed ET-1 (Chun et al., 2000; Sugo et
al., 1995). L'effetto dello shear stress & controverso: sono stati descritti effetti
inbitori (Shinoki et al., 1998) e stimolatori (Chun et al., 2000).

I gruppo di Hojo ha, invece, investigato I|‘espressione dell’/ADM indotta
dall'interazione tra cellule endoteliali umane della vena del cordone ombelicale
(HUVEC) e cellule THP-1 (una linea monocitica umana). Questi ricercatori
osservarono che la co-coltura di cellule THP-1 con cellule HUVEC provocava in
queste ultime, a 48 ore dalla semina, un aumento di 16 volte dell’espressione di
ADM. Anche aggiungendo alle HUVEC frammenti di membrana delle cellule THP-1,

si osservava un aumento dei livelli di ADM. In queste co-colture l'aggiunta di un
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anticorpo anti-IL-1 e del recettore per IL-1 portavano a una diminuzione
dell’espressione di ADM (Hojo et al.,2001).

Nel 1998 Kubo e collaboratori hanno dimostrato che I'’ADM viene secreta da
granulociti, linfociti, monociti e macrofagi isolati da sangue periferico. Dal momento
che il CGRP inibisce la capacita delle cellule B primitive di rispondere all’effetto
espansivo indotto dall'IL-7, Fernandez e collaboratori (2000) hanno analizzato, per
mezzo del saggio clonogenico pre-B cell colony-forming assay, gli eventuali effetti
esercitati dall’ADM sui precursori delle cellule B, evidenziando che tale peptide non

inibisce I'espansione IL-7 dipendente.

6§. ENDOTELINA

L'isolamento dell” endotelina-1 (ET-1) dalle cellule endoteliali dell’aorta del maiale
(Yanagisawa et al., 1988) & stato la diretta conseguenza della scoperta da parte di
Gillespie et al. (1986) che i surnatanti endoteliali possono esplicare una potente
azione vasocostrittrice. Studi ulteriori hanno dimostrato I'esistenza, in aggiunta ad
ET-1, di due altre endoteline, ET-2 ed ET-3, che differiscono da ET-1 di 2 e 6
aminoacidi rispettivamente (Inoue et al., 1989). La maggior parte dei tessuti

contiene piu ET-1 che ET-2 o ET-3, con i livelli pit alti di ET-1 trovati nei polmoni.

L'ET-1 & considerata uno dei pit potenti vasocostrittori conosciuti coinvolti nella

patofisiologia di molti tumori umani (Levin, 1995; Masaki, 2000).

Le endoteline sono sintetizzate da precursori noti come preproendoteline (pp-ET),
che contengono 212 aminoacidi. Il precursore subisce un taglio intermedio per
formare le proendoteline di 38 aminoacidi non attive biologicamente, chiamate
anche big endothelins. Gli enzimi che convertono I'endotelina (ECE) sono
metalloendopeptidasi legate alla membrana. Nell'uomo si conoscono quattro
isoforme (ECE-1a-1d) derivati da un singolo gene tramite l'attivazione di promotori
alternativi. La forma matura di ET-1 & secreta direttamente nel flusso sanguigno e

accumulata momentaneamente nel fegato e nei polmoni.

Le endoteline attive biologicamente sono peptidi di 21 aminoacidi ricchi in cisteina,
caratterizzate da una singola a-elica e due ponti disolfuro che uniscono cisteine
nelle posizioni 1-15 e 3-11 nella meta N terminale, e un cluster di aminoacidi
idrofobici alla fine della parte C terminale della struttura. La struttura del dominio
N-terminale determina l'affinita per il recettore, mentre il dominio C-terminale
contiene il sito di legame del peptide al recettore (Ortega Mateo et de Artinano,
1997).

ET-1 & secreta dalle cellule endoteliali (Yanagisawa et al., 1988; Matsumura et al.,
1989), dalle cellule epiteliali (Mattoli et al., 1990; Giaid et al., 1991), dai macrofagi
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alveolari (Ehrenreich et al., 1990), dalle cellule del muscololiscio (Resink et al.,
1990), dai neuroni (Giaid et al., 1989), dai leucociti polimorfonucleati (Sessa et al.,
1991) e dai fibroblasti (Gu et al., 1991); ET-2 & sintetizzato primariamente
nellintestino ed ET-3 nel cervello, nei polmoni e nellintestino (Rubanyi et al.,
1994). E’ stata evidenziata una stretta correlazione tra la distribuzione tissutale di
ADM e PAMP e quella delle endoteline, che permette di ipotizzare un’importante

interazione tra questi peptidi vasoregolatori (Rubanyi et Polokoff 1994).

E’ stato dimostrato che nel cervello e nel cuore esistono due diverse molecole di
mMRNA per preproET-1, che si differenziano a livello della regione non tradotta in 5’
e questo porta a concludere che I'espressione di ET-1 & tessuto-specifica (Benatti et
al., 1993). Il fattore fisiologico piu potente nella regolazione della produzione di ET-

1 e del rilascio dalle cellule endoteliali sembra essere il flusso sanguigno.

Approssimativamente 1’'80% della quantita di ET-1 sintetizzata € secreta a livello
della porzione basolaterale delle cellule endoteliali verso le cellule muscolari lisce

circostanti e l'interstitium dove agisce in modo paracrino e autocrino.

La concentrazione individuata nei tessuti vascolari € circa 100 volte piu alta di
quella nel plasma, con la maggior parte di ET-1 legata ai recettori e solo quantita

esigue rimanenti in una forma libera.

La concentrazione plasmatica di ET-1 nell’adulto &€ normalmente compresa tra 0.4-
8.1 pg/ml (Glowinska et al., 2004; Tomic et al., 2008). ET-1 ha una emivita di
approssimativamente 4-7 minuti nel sangue, a causa del veloce legame ai tessuti e
del metabolismo rapido da parte di un enzima specifico che degrada I’endotelina
(Ortega-Mateo et De Artinano, 1997; Rubin and Levin, 1994).

Il rilascio di endoteline & regolato a livello di espressione genica e sintesi peptidica
in quanto le cellule non immagazzinano le endoteline. L'espressione del gene €&
indotta da una varieta di fattori, compresi trombina, angiotensina II, adrenalina,
citochine e fattori di crescita (Ortega-Mateo et de Artinano, 1997). In vitro, nelle
cellule mesangiali umane, i livelli di mRNA codificanti per I'ET-1 possono essere
modulati da molti fattori, quali il TGF , la trombina e un analogo della tramboxina A
(Zoja et al., 1991). Nelle cellule endoteliali i livelli di trascrizione vengono
incrementati con l'aggiunta di angioternsina II (ang II) (Yanagisawa et al., 1988;
Emori et al., 1989, Teplyakov et al., 2004). Inoltre, PDGF-A, TGF , ang II, arginino-
vasopressina e la stessa ET-1 stimolano, in vitro, la trascrizione di mRNA di
preproET-1 nelle cellule muscolari lisce vascolari (VSMC) (Hahn et al., 1990).
Meglio conosciuti sono gli inibitori della sintesi di ET-1 che includono Ile
prostacicline, l'ossido nitrico (NO), il peptide nautriuretico atriale (Nelson et al.,
2003), eparina, prostaglandina E2 (PGE,) e PGI, (Wagner et al., 2004).

35



Sono stati clonati due recettori specifici per I'endotelina nell’'uomo: uno, ET,,
selettivo per le isoforme ET-1 e ET-2 (Arai et al., 1990) e l'altro, ETg, non selettivo
per l'isoforma (Sakurai et al., 1990). L'omologia tra questi due recettori € del 60%
ed entrambi hanno due sottotipi. L'affinita dei tre isopeptidi per il recettore ET puo
essere descritta come ET-1>ET-2>ET-3. Nell’'uomo, l'affinita di ET-1 per questo
recettore € 1.000 volte piu alta in confronto a quella di ET-3 (Hosoda et al., 1991).
Entrambi i recettori sono associati con la vasocostrizione quando sono localizzati
sulle cellule muscolari lisce, mentre ET, media la vasodilatazione quando ¢
localizzato sull’endotelio. Un terzo recettore ET. & stato isolato in Xenopus laevis
ed ha I'affinita pilu alta per ET-3 (Karne et al., 1993;Teder et Noble, 2000).

La caratteristica principale dell’endotelina-1 consiste in una potente azione
vasocostrittrice, ma in aggiunta a tale azione, ET-1 esercita molti effetti, compresi
la stimolazione della mitogenesi e dell’espressione dei proto-oncogeni e la

regolazione di parecchi sistemi ormonali.

Di questi effetti, alcuni, compresi linibizione della secrezione di renina e la
stimolazione di secrezione di catecolamine, peptide natriuretico atriale,
vasopressina e aldosterone (Rubanyi et Polokoff, 1994), sono importanti per la
regolazione della pressione sanguigna e possono contribuire all’ipertensione
arteriosa e alle malattie cardiovascolari connesse. Nelle colture di cellule mesangiali
di ratto, basse concentrazioni di questo peptide esercitano un’azione mitogena
presumibilmente attraverso I'attivazione della fosfolipasi C e I'aumento della
concentrazione di calcio intracellulare. Inoltre, attivando lo scambio Na/H e
provocando l‘alcalinizzazione del citosol, ET-1 induce I'attivazione del proto-

oncogene c-fos (Simonson et al., 1989).

Nelle cellule muscolari lisce vascolari (VSMC) di ratto I'ET-1 provoca l'entrata del
calcio nella cellula, agendo su un canale situato nella membrana cellulare, induce la
sintesi di DNA e stimola la rapida e transiente espressione del mRNA per i proto-
oncogeni c-myc e c-fos (Komuro et al., 1988). Inoltre, I'ET-1 agisce come un
potente fattore mitogeno sui fibroblasti Swiss 3T3, legandosi a uno specifico
recettore che traduce il segnale attraverso la via dei secondi messaggeri inositolici:
questo provoca un innalzamento dei livelli di calcio intracellulari, la fosforilazione
della protein chinasi C e la transiente attivazione di c-fos e c-myc (Takuwa et al.,
1989).

E’ stato dimostrato che ET-1 ha attivita mitogena per le cellule muscolari lisce, i
monociti e i fibroblasti. Studi in vitro sostengono un ruolo di ET-1 come fattore che
promuove la crescita per le cellule muscolari lisce bronchiali (Glassberg et al.,
1994). ET-1 pu0 agire in sinergia con il fattore di crescita derivato dalle piastrine, il

fattore di crescita epidermico, il fattore di crescita dei fibroblasti fondamentale,
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TGF-B, insulina e altri per potenziare la trasformazione cellulare o la replicazione.
ET-1 ed ET-2 sono equipotenti nella promozione della sintesi di DNA, mentre ET-3 &
meno attivo (Battistini et al., 1993; Teder et Noble, 2000). E’ stato osservato che
ET-1 & in grado di sostenere in vitro la proliferazione di melanociti umani e che
questo effetto induttivo di ET-1 €& sinergizzato dallo stem cell factor (SCF),
attraverso un comune meccanismo di legame ai rispettivi recettori (Imokawa et al.,
2000).

ET-1 & considerata una delle sostanze cardiotoniche piu potenti (Ishikawa et al.,
1988a; Ishikawa et al., 1988b) poiché induce effetti inotropici e cronotropici
positivi, agendo su canali per il calcio voltaggio-dipendenti. ET-1 provoca ipertrofia
delle cellule di miocardio di ratto, nelle cellule ventricolari induce |'espressione e il
rilascio del peptide natriuretico atriale (ANP) e pud attivare la trascrizione di geni
cardio-specifici. Queste osservazioni permettono di ipotizzare che la stimolazione
ET-1 dipendente costituisca un meccanismo paracrino per la regolazione in vivo
della crescita e dell’ipertrofia delle cellule cardiache (Fukuda et al., 1988; Shubeita
et al., 1990). Nei ratti un’infusione prolungata di ET-1 conduce a un’ipertrofia
notevole della zona glomerulosa (ZG) della ghiandola adrenale ed ET-1 stimola
I'attivita mitotica in questa zona (Nussdorfer et al., 1997). Poiché il recettore del
sottotipo di ET, media la risposta della crescita in tipi cellulari diversi (Battistini et
al., 1993), e stata ipotizzata una implicazione di questo sottotipo di recettore nella
crescita della adrenocorticale. Questa ipotesi & stata confermata e si &€ dimostrato
che ET, € il sottotipo che media la sintesi di DNA e la risposta proliferativa delle
cellule nella zona glomerulosa. L'inibitore della proteinchinasi C e l'inibitore della
tirosinchinasi sono entrambi capaci, secondo la concentrazione, di diminuire
I'aumento dell'incorporazione di [3H]timidina indotta da ET-1, indicando il
coinvolgimento di entrambe le vie della PKC e della TK in quest’effetto (Mazzocchi
et al., 1997).

E’ concepibile postulare che il bilancio tra il grado di attivazione dei recettori ET, vs
ETg nella corteccia adrenale sia cruciale nel determinare se avviene un
cambiamento da un fenotipo secretorio ad uno proliferante, e da cid se la risposta
ad ET-1 sia un aumento nella secrezione di aldosterone o un effetto
ipertrofico/iperplastico. La zona glomerulosa & considerata come lo strato di cambio
coinvolto nel rinnovamento cellulare della adrenocorticale ed € la regione

dell’adrenocorticale pit abbondante di recettori ETA (Rossi et al., 2000).

L'asse endotelinico, costituito da ET-1 e i suoi recettori, € stato indagato in diversi
tipi di tumori solidi, dimostrandone un suo forte coinvolgimento nella progressione
della malattia. In particolare: nel carcinoma dell’'ovaio (Bagnato et al., 2005;
Donninger et al., 2004; Jazaeri et al., 2005; Rosano et al., 2003 e 2007); nel
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carcinoma della prostata (Kopetz et al., 2002; Carducci and Jimeno 2006; James et
al., 2007); nel carcinoma della cervice (Venuti et al., 2000; Bagnato et al., 2002);
nel tumore al seno (Smollich et al., 2007; Smollich and Wulfing, 2007; Hagemann
et al., 2005); nel sarcoma di Kaposi (Bagnato et al., 2001; Rosano et al., 2003);
nel carcinoma nasofaringeo (Mai et al., 2006); nel melanoma (Bittner et al., 2000;
Demunter et al., 2001; Lahav et al., 1999); nel tumore al polmone (Arun et al.,
2004; Ahmed et al., 2000; Boldrini et al., 2005; Carpagnano et al., 2004); nel
tumore alla vescica (Titus et al., 2005); nel neuroblastoma (Fisk et al., 2006; Berry
and Burchill, 2002; nell’'osteosarcoma (Felx et al., 2006); nel tumore all’endometrio
(Economos et al., 1992; Arun et al., 2001) e nel tumore al colon (Egidyet et al.,
2000; Hoosein et al., 2007; Kim et al., 2005).

78. EPIDERMAL GROWTH FACTOR

Nel 1962 Cohen riportd l'isolamento del polipeptide chiamato fattore di crescita
dell’epidermide (EGF Epidermal Growth Factor) dalla ghiandola sottomaxillare del
topo. Questo fattore di crescita & stato individuato successivamente come il
responsabile della proliferazione e della cheratinizzazione dell’epidermide nel topo
in vivo (Cohen et al., 1963) e la crescita dell’epidermide embrionale nel pollo in
vitro (Cohen, 1965).

Come fattore di crescita svolge un ruolo importante nel regolare la crescita, la
proliferazione e la differenziazione cellulare legandosi con alta affinita al recettore
del fattore di crescita dell’epidermide (EGF-R). Il legame avviene a livello della

membrana cellulare e stimola I'attivita tirosin chinasica intrinseca del recettore.

Inoltre agisce da segnale induttivo nello sviluppo embrionale e modula la sintesi di
un diverso numero di ormoni, come la secrezione della prolattina da parte dei
tumori pituitari o della gonadotropina corionica da parte delle cellule del carcinoma
del chorion. Nel sistema nervoso centrale I'EGF influenza I'attivita di alcuni tipi di

neuroni dopaminergici e GABAergici.

EGF & un singolo polipeptide di 53 residui aminoacidici sintetizzato prima in forma
immatura prepro-EGF di 1200 residui (Gray et al., 1983; Scott et al., 1983). La
sequenza di questo precursore include non solo la sequenza di EGF ma anche otto
unita EGF-simili e, vicino al terminale carbossilico, una sequenza idrofobia
caratteristica di proteine di membrana integrali. Studi successivi con cellule
trasfettate hanno dimostrato che prepro-EGF pud esistere come proteina di

membrana glicosilata (Mroczkowski et al., 1989).

Con il progredire della caratterizzazione biologica delle neoplasie, i diversi

compartimenti e le diverse funzioni della cellula tumorale sono diventati il bersaglio
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di terapie sempre piu specifiche (Artega et al., 2003). Lo studio di alcuni aspetti
della biologia tumorale (fattori di crescita e segnali di trasduzione, invasivita e
angiogenesi, apoptosi, ciclo cellulare, sistemi di controllo della fedelta di
replicazione del DNA) ha fornito nuove indicazioni per l'ideazione di farmaci che
interferiscono direttamente con eventi chiave della cellula neoplastica (Baselga,
2000).

La mancanza di specificita d’azione dei chemioterapici & causa della loro
considerevole tossicita (mielosoppressione, mucosite, alopecia, astenia, alterazioni
delle funzioni cardiache, neurologiche, renali e gastroenteriche) la quale non
sempre €& controbilanciata da una soddisfacente remissione della malattia
neoplastica. Per questo, negli ultimi anni si & cercato di sviluppare terapie
antitumorali mirate, piuttosto che ottimizzare le terapie con i convenzionali

chemioterapici (Siegel-Lakhai et al., 2005).

Un ideale bersaglio molecolare deve presentare diversita espressive o funzionali
nelle cellule tumorali rispetto a quelle sane e alcune tirosin-chinasi sono un target
ideale. Nelle cellule sane, infatti, I'attivazione delle tirosin-chinasi &€ ben controllata,
ma nelle cellule tumorali le vie che traducono il segnale sono disregolate,
aumentando eccessivamente il segnale di proliferazione cellulare (Slamon et al.,
1987).

Il recettore dell’EGF (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR, HER1 o ERB1) fa
parte della classe HER o ERB dei recettori dei fattori di crescita della tirosin-chinasi
(TK), alla quale appartengono anche HER2, HER3 e HER4, tutti importanti mediatori

dei processi di crescita, differenziazione e sopravvivenza cellulare.

L'EGFR e i suoi ligandi , I'Epidermal Growth Factor (EGF) e lo Transforming Growth
Factor-a (TGF-a) sono tra i primi membri della famiglia dei recettori dei fattori di

crescita della tirosin-chinasi ad essere stati caratterizzati (Plowman et al.,1993).

L'EGFR & una glicoproteina di membrana ed & costituita da un dominio
extracellulare N-terminale dove €& presente il sito di legame per i fattori di crescita,
una regione transmembrana e un dominio citoplasmatico C-terminale con attivita
tirosin-chinasica. In questa regione intracellulare ci sono i siti di legame per I'ATP
(Stamos et al.,2002). L'interazione del recettore con i suoi ligandi conduce alla
omodimerizzazione con altri EGFR o alla eterodimerizazione con altri recettori della
famiglia degli EGFR con conseguente fosforilazione del dominio intracellulare
tirosin-chinasico, solo successivamente il recettore € in grado di fosforilare le

proteine di trasduzione del segnale (Salomon et al., 1995).
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L'attivazione del recettore e la conseguente autofosforilazione pud, quindi, avvenire
mediante l'interazione con i specifici ligandi e mediante omo ed etero
dimerizzazione con altri recettori. Una sovra-espressione del recettore, spesso
associata ad una amplificazione genica codificante per il recettore, o una eccessiva
produzione e disponibilita di ligandi per il recettore, comporta un aumento del
segnale delllEGFR con conseguente aumento della proliferazione, angiogenesi,

metastasi e inibizione dell’apoptosi (Slamon et al., 1987).

Molteplici studi hanno evidenziato che un aumento del livello di espressione
dell’lEGFR si correla con una progressione della malattia, una minor sopravvivenza,
una scarsa risposta alla terapia e allo sviluppo di resistenza verso i farmaci
citotossici (Arteaga, 2003; Veale et al.,1993). Diversi studi in vitro e in vivo hanno
dimostrato che l'interruzione del segnale dellEGFR comporta una inibizione della

proliferazione delle cellule tumorali e/o della vitalita (Woodburn et al., 1999).

Basandosi sulla struttura e sulla funzione del recettore EGFR sono state sviluppate
due differenti strategie terapeutiche. La prima si basa sull'impiego di anticorpi
monoclonali (come ad esempio cetuximab) in grado di legarsi in modo specifico alla
componente extracellulare del recettore. Questi anticorpi competono con il TGF-q,
I'EGF e altri ligandi naturali prevenendo I'autofosforilazione della regione
intracellulare (Baselga, 2000). La seconda strategia invece € rivolta ad inibire
I'attivita intracellulare della tirosin-chinasi. I piu importanti farmaci antitumorali
sviluppati per inibire la tirosin-chinasi sono Erlotinib (Tarceva®; 0SI
Pharmaceuticals) e il Gefitinib (Iressa®; AstraZeneca Pharmaceuticaks). Il
meccanismo d’azione del Gefitinib non € ancora stato completamente definito. La
sua piccola struttura molecolare € in grado di interferire con il sito di legame
dell’ATP nella regione intracellulare del recettore. Il Gefitinib viene spesso definito
come inibitore “specifico” o “selettivo” del’/EGFR, ma alcuni studi hanno dimostrato
la capacita del composto di inibire I'attivita di altri tipi di recettori tirosin-chinasici

con concentrazione simile a quella con cui inibisce I'EGFR (Barker et al., 2001).

Il proto-oncogene erb-B codifica per EGF-R e quando EGF si lega al dominio
extracellulare del recettore, il dominio intracellulare genera un segnale che
trasmette uno stimolo allinterno della cellula. Una mutazione in c-erbB puo
trasformarlo in un oncogene attraverso una delezione del dominio extracellulare che
si lega all’EGF, cosi che il segnale di stimolo intracellulare viene prodotto in modo

costante anche se non & presente EGF.
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88. GEFITINIB

Gefitinib (Iressa®; Astra Zeneca Pharmaceuticaks, Wilmington, DE) fa parte di un
nuovo gruppo di farmaci anti-tumorali conosciuti come gli inibitori dell’Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) ed & stato approvato nel luglio del 2002 dal
Ministero giapponese della Sanita, del Lavoro e del Welfare per la cura del
carcinoma polmonare a grandi cellule (non-small cell lung cancer, NSCLC) in fase
locale avanzata, metastatica, ricorrente o inoperabile.

Il gefitinib € un derivato sintetico dell'anilinochinazolina con il nome chimico di 4-
quinazolinamine,N-(3-chloro-4-flurophenyl)-7-methoxy-6-[3-(4-morpholinyl)
propoxy].
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Fig. 10: Struttura del Gefitinib

Il Gefitinib si presenta come una polvere di color bianco, con un pK, di 5.4 e 7.2,
quindi si ionizza progressivamente in soluzioni a pH inferiori. E' parzialmente
solubile in acqua a pH 1 ed & praticamente insolubile a pH uguale o superiore a 7,
per valori intermedi presenta una solubilita dropping sharply. In solventi non
acquosi, Gefitinib € molto solubile in acido acetico glaciale e dimetilsolfossido,
solubile in piridina, poco solubile in tetraidrofurano e scarsamente solubile in
metanolo, etanolo (99,5%), acetato etilico, propanolo e acetonitrile.

Questo composto contiene tutti gli elementi necessari per esplicare un elevato
potere inibente enzimatico: un sostituente elettron-donatore in posizione 6- e 7-
della chinazolina, un piccolo sostituente lipofilo in posizione meta dell'anilina; un
gruppo amminico libero in posizione 4- e gruppi CH liberi nelle posizioni 2-, 5- e 8-.
Iressa® & disponibile in pastiglie da 250mg da assumere una volta al giorno. Dopo
una singola somministrazione orale in un paziente oncologico, il picco di
concentrazione plasmatica € raggiunto entro 3-7 ore. L'assorbimento del farmaco
avviene lentamente con una biodisponibilita assoluta del 60% che non viene
significativamente modificata dalla presenza di cibo, il tempo di emivita & di circa
48 ore. Lo stedy-state nel plasma viene raggiunto dopo 10 giorni di

somministrazione orale e risulta essere doppio rispetto a quello raggiunto da una
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singola somministrazione. L’enzima citocromo P450, CYP3A4, ¢& il maggior
responsabile del metabolismo del Gefitinib: le principali reazioni metaboliche
comprendono la orto-demetilazione, dealchilazione e la defluorurazione ossidativa.
Il metabolita principale identificato nel plasma &€ O-desmethyl Gefitinib che ha un
potere inibente della tirosin-chinasi 14 volte inferiore rispetto al Gefitinib. II
Gefitinib ha un’alta affinita di legame con le proteine plasmatiche (90%),
soprattutto con albumina e con la glicopreteina a. (Cohen et al.,2004).

Gli studi clinici in fase I sono stati condotti con pazienti che presentavano diverse
tipologie di tumori solidi, tra cui il carcinoma del polmone, con lo scopo di
determinare la dose giornaliera di farmaco da somministrare per avere
concentrazioni plasmatiche tali da garantire un attivita antitumorale clinicamente
significativa. Vennero stabilite due concentrazioni: 250 mg/die e 500 mg/die. La
prima € la dose piu bassa che induce una regressione tumorale significativa, la
seconda € la dose piu alta ben tollerata dai pazienti in una terapia cronica. I piu
frequenti effetti collaterali osservati, diarrea ed eruzione cutanea, erano dose
dipendente.

Con queste due concentrazioni in fase II sono stati svolti due studi randomizzati su
pazienti affetti da cancro del polmone (IDEAL-1 e IDEAL-2 Iressa Dose Evaluation
in Advance Lung cancer). Nel primo “trial” i pazienti avevano ricevuto
precedentemente uno o due regimi chemioterapici, mentre nel secondo i pazienti
avevano ricevuto due o piu regimi chemioterapici (Fukuoka et al., 2003; Kris et al.,
2003). I risultati degli studi sono riassunti in Tabella V (Fukuoka et al., 2003; Kris
et al., 2003; Pao et al., 2004). In ciascun studio la risposta dei gruppi trattati con
500 mg/die era simile a quella dei gruppi trattati con 250 mg/die (Fukuoka et al.,
2003). Una risposta obiettiva del tumore con 250 mg/die di gefitinib si osservava
nel 18% dei pazienti nell'IDEAL-1 e nel 12% nell'IDEAL-2, il miglioramento dei
sintomi per i pazienti trattati si aggira per entrambi gli studi attorno a un 40%. Il
dosaggio di 250 mg/die & risultato essere quello con un indice terapeutico piu
favorevole, poiché il trattamento con 500mg/die comportava un aumento degli
effetti collaterali senza significativi benefici. Tali studi hanno quindi evidenziato
I'efficacia del Gefitinib in pazienti con NSCLC che non avevano avuto risposte

positive con la chemioterapia con agenti derivati del platino. (Fukuoka et al., 2003)

42



Gefitinib IDEAL-1 | Gefitinib IDEAL-2

- (n=216)
Variabili (n=210)
250 500 250 500
mg/die mg/die mg/die mg/die
Pazienti n. 104 106 102 114
Risposta obiettiva % 18.4 19.0 11.8 8.8

Percentuali di controllo della malattia
(risposta obiettiva e 54.4 51.4 42 36
stabilizzata della malattia)

Mediana della sopravvivenza, mesi 7.6 8 7 6
Sopravivenza a 1 anno % 3 3 27 24
Miglioramento dei sintomi, % 40 37 43 35

Tab. V: Efficacia della monoterapia con gefitinib negli studi IDEAL di fase I

Gefitinib & un farmaco ben tollerato, gli effetti collaterali pit comuni sono
dermatologici (rash acneiforme e pelle secca) e gastrointestinali (diarrea, associata
a volte a disidratazione). Non c'é evidenza che la tossicita da Gefitinib sia
cumulativa con cicli successivi di trattamento. Effetti collaterali meno frequenti
riguardano: disturbi della vista, aumento della pressione con cefalea, vertigini,
confusione mentale e mancanza del respiro (Ranson et al., 2002). Dopo
I'introduzione sul mercato in Giappone € emerso che l'interstiziopatia polmonare
(ILD) rappresenta una complicazione rara ma molto grave legata all’'uso del
Gefitinib. La percentuale di comparsa di questa patologia in associazione con il
Gefitinib & di circa I'1% e la mortalita € inferiore allo 0.3% (Ochs et al.,2004). Negli
studi di fase III (INTACT) che confrontavano la chemioterapia standard associata o
meno al Gefitinib, la percentuale di ILD non era significativamente diversa rispetto
al placebo (Giaccone et al.,2004; Johnson et al., 2002). E’ stato anche notato che il
trattamento standard delle neoplasie polmonari con chemioterapia o radioterapia €
associato ad una incidenza di ILD di circa I'1% (Giaccone et al.,2004). L'ILD
dovrebbe sempre essere presa in considerazione in ogni paziente trattato per il
cancro del polmone con insorgenza improvvisa o peggioramento della dispnea non
spiegabile altrimenti o nuovi infiltrati alla radiografia e i trattamenti con
chemioterapici, incluso il Gefitinib, dovrebbero essere sospesi, mentre si prendono i
provvedimenti necessari per la gestione della complicanza (Silvestri e Rivera,
2005).

Recentemente Stegmaier et Al. (2005) hanno cercato di individuare all'interno di

una libreria selezionata, molecole in grado di promuovere il pattern d'espressione
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genica che si associa a differenziazione mieloide. Tra gli agenti identificati essi
riportano DAPH1 (4,5 dianilinophthalimide), un inibitore dell'EGFR del quale non &
riconosciuto I'uso clinico. Analogo inibitore il cui impiego terapeutico &, invece,
approvato e Gefitinib: Stegmaier e colleghi hanno dimostrato differenziazione
mieloide e inibizione della proliferazione su blasti di leucemia acuta mieloide di linea
(HL60, Kasumi-1, U937) ed ex vivo dopo esposizione a concentrazioni di Gefitinib

considerate terapeutiche nel trattamento di neoplasie solide (1-10 uM).

L'attivita in vitro di Gefitinib & stata studiata in vari tumori solidi (mammella, ovaio,
colon, rene e polmone) e in diverse neoplasie ematologiche (leucemia linfoblastica
acuta, leucemia mieloide acuta, leucemia linfatica cronica, leucemia mieloide
cronica, linfoma Non Hodgkin): tra tutti, Gefitinib ha mostrato la maggior attivita

citotossica su blasti di leucemia acuta mieloide.

La citotossicita osservata in vitro sembra dovuta ad induzione dell'apoptosi
mediata, almeno in parte, dall'attivazione della caspasi-3/7: l'inibizione
farmacologica della caspasi-3/7 €& infatti in grado di abolire parzialmente la morte

cellulare programmata indotta dal gefitinib (Lindhagen et al., 2008).

L'effetto pro-apoptotico su blasti LMA di linea (KG-1) & stato riconosciuto anche per
Erlotinib, molecola appartenete, come il Gefitinib, agli inibitori dell'EGFR. Erlotinib
sembra inoltre indurre differenziazione cellulare su linee di blasti derivanti da

sindrome mielodisplastica ad alto rischio (P39) (Boehrer et al. 2008 a).

Dati emersi da singole esperienze con ciascuno dei due farmaci sono stati messi a
confronto in uno studio comparativo (Boehrer et al. 2008 a): apoptosi e
differenziazione possono essere indotte su blasti ex vivo e su linee cellulari di LMA
(KG-1 e HL60) e sindrome mielodisplastica (P39) tanto da Gefitinib quanto da

Erlotinib pur mostrando quest'ultimo una maggiore efficacia d'azione.

Nei blasti ex-vivo la capacita di Erlotinib di indurre apoptosi € equivalente a quella
di Gefitinib: esiste invece una diversa efficacia d'azione su linee cellulari a favore di
Erlotinib. Inoltre cellule di pazienti che rispondono a uno dei due agenti, rispondono

anche all'altro cosi come tra i due farmaci & stata documentata cross-resistenza.

Ne deriva che Erlotinib e Gefitinib agiscono sullo stesso target molecolare con
possibile impatto clinico su LMA e mielodisplasia ad alto rischio (Boehrer et al. 2008
b).

In quest'ottica I'effetto di Gefitinib & stato studiato anche in combinazione con i piu
comuni agenti chemioterapici utilizzati nella terapia di prima linea della leucemia
acuta mieloide, Citosina Arabinoside, antracicline (Doxorubicina) ed Etoposide. Tutti
i farmaci sono stati testati in singola associazione o in combinazione simultanea o

sequenziale con Gefitinib. L'effetto dimostrato € stato sinergico (Etoposide) o
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additivo (Citarabina e Doxorubicina), indipendentemente dalla sequenza di

sommistrazione (Lindhagen et al., 2008).

E' stato osservato come Gefitinib sia in grado di promuovere drammaticamente la
differenziazione ATRA-indotta su linee cellulari HL60, NB-4 e U937. Lo stesso effetto
si verifica anche quando Gefitinib viene introdotto in terapia 24 ore dopo l'inizio del
trattamento con ATRA e cid0 suggerisce come sia importante anche l'inibizione di
segnali chinasi-dipendenti che intervengono in un secondo momento (Miranda et
al., 2008).

L'azione dimostrata per Gefitinib nelle leucemie acute mieloidi potrebbe
ragionevolmente indurre a credere che l'inibizione dell'EGFR rivesta un ruolo
importante nel processo di differenziazione mieloide: tuttavia blasti LMA non
esprimono EGFR, né in termini di trascritto, né conseguentemente di proteina
(Stegmaier et al., 2005; Lindhagen et al., 2008; Boehrer et al. 2008 a; Boehrer et
al. 2008 b). Pertanto molto verosimilmente non & I'EGFR il target del Gefitinib nelle
malattie mieloproliferative acute. Del resto diverse evidenze sostengono la capacita
di gefitinib di inibire a concentrazioni micromolari svariate chinasi cellulari (Miranda
et al., 2008): Stegmaier et al. (2005) hanno dimostrato la capacita di legame del
Gefitinib con almeno 18 protein-chinasi. Lo stesso hanno dimostrato Brehmer et al.
(2005) arrivando a identificare 20 possibili targets tirosin-chinasici non-EGFR di
Gefitinib.

L'identita del reale bersaglio rimane al momento sconosciuta: € chiaro che la sua
identificazione potrebbe offrire un significativo contributo per lo sviluppo di approcci
terapeutici sempre piu specifici e potrebbe altresi permettere la selezione di

pazienti in grado di trarne reale beneficio.

9§. C/EBPA

La cooperazione tra varie molecole sembra essere il maggior determinante della
granulopoiesi, con una serie di fattori di trascrizione che regolano il processo di
differenziazione cellulare (Ward et al., 2000). Si distinguono fattori di trascrizione
coinvolti in tutte le linee maturative, SCL e AML1, e fattori di trascrizione lineage-
specifici: GATA1l, PU.1, C/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein alpha). La
funzione dei primi & cruciale per la formazione del pool HSC e quindi per lo sviluppo
delle cellule emopoietiche a partire dal mesoderma: una loro regolazione aberrante
comporta alterazioni nella normale maturazione di tutte le cellule del sangue. La
variazione nell’espressione di fattori GATA1, PU.1, C/EBPa risulta dannosa per una
specifica (Rosenbauer et al., 2007; Tenen et al., 2003; Bjerregaard et al., 2003;
Siegel-Lakhai et al., 2005).
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Transcription
factor

Site of expression

Haematopoietic phenotype in knockout mice and
conditional knockout mice

RUNX1 Haematopoietic cells, nervous tissue, skeletal Knockout: lack of all definitive haematopoiesis
muscle, reproductive tissue Conditional knockout: impaired megakaryocytic maturation,
defective B-cell and T-cell development, myeloid proliferation
SCL Haematopoietic cells (haemangioblasts’, Knockout: complete absence of yolk sac haematopoiesis, lack
H5Cs, multipotential progenitors, erythrocytes, of angiogenesis
megakaryocytes and mast cells), endothelialcells,  Conditienal knockout: decreased erythrocytes and
brain tissue megakaryocytes, impaired ST-H5Cs, normal LT-H5Cs
PU.1 Haematopoietic cells (HSCs, CMPs, CLPs, GMPs, Knockout: lack of mature myeloid cells and B cells
monocytes, granulocytes and B cells) Conditienal knockout: block prior to CMP and CLP stages,
increased granulopoiesis, defective HSCs
C/EBPce Haematopaoietic cells (HSCs, CMPs, GMPs and Knockout: lack of GMPs and granulocytes, impaired
granulocytes), liver, adipose tissue monocytes, increased immature myeloid cells
Conditienal knockout: same as knockout mice, plus increased
H5C self-renewal
IRF8 Haematopoietic cells (B cells, macrophages, Knockout: increased susceptibility to viral infections, increased
dendritic cells and stimulated T cells) granulocytic cells, CML-like disease
G Sensory epithelial cells in the inner ear, Knockout: reduction in earliest lymphoid progenitors,
neurcendocrine cells of the lungs. neutrophils, complete block in late neutrophil maturation, defective HSCs
Band T cells, HSCs
C/EBPe Preferentially in myeloid and lymphoid cells Knockout: abnormal late neutrophil maturation, block in

eosinophil development, defective macrophage function

Tab. VI: Fenotipo di topi knockout per fattori di trascrizione lineage-specifici implicati
nella mielopoiesi.(Rosenbauer F and Tenen DG. Nature Reviews 2007)

C/EBPo. & importante per il commitment e lo sviluppo emopoietico in senso
granulocitario: € una proteina appartenente alla famiglia dei fattori di trascrizione
bzip (basic leucine zipper protein), che forma omodimeri o eterodimeri con altre
proteine C/EBP, target (G-CSF

mieloperossidasi) (Tenen et al., un dominio C-terminale

la trascrizione di
1997).

altamente conservato che lega il DNA, caratterizzato da una cerniera di leucine che

attivando geni receptor,

Consiste di

consentono la dimerizzazione e due domini di transattivazione N-terminali meno
conservati. Esiste in due isoforme, p42 e p30 e il suo gene mappa sul cromosoma

19g13.1 (Frohling et al., 2004; Smith et al., 2004; Ho PA et al., 2009).

Il trascritto primario del gene C/EBPA codifica per una CCAAT/enhancer binding
protein alpha (C/EBPa), fattore di trascrizione di 358 aminoacidi, proteina di 42kd.
Un trascritto alternativo pil corto viene generato quando il codone AUG nella
posizione 120 viene utilizzato come sito alternativo di start. Questo trascritto
codifica per una proteina di 30 kd che perde il primo dominio di transattiazione,

mentre la parte C-terminale € intatta (Pabst and Mueller, 2007; Pabst et al., 2009).

E' stato isolato per la prima volta nel fegato e nel tessuto adiposo e
successivamente & stato ritrovato anche a livello di cellule mieloidi immature,
mielomonocitiche, mentre risulta assente in cellule eritroidi e linfoidi B e T. La
funzione di questa proteina sembra essere quella di bilanciare la proliferazione e la
differenziazione cellulare: diversi studi confermano che agisce in generale come
inibitore del ciclo cellulare e oncosoppressore. Il membro piu abbondante della
famiglia € C/EBPa ma ne son o state identificate altre isoforme: C/EPBB, 8,¢,ye (. Le

isoforme B, 5 e { sono maggiormente espresse negli stadi piu differenziati, mentre i
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massimi livelli di C/EBPe mRNA sono rilevabili negli stadi di mielocita e
metamielocita (Ward et al., 2000; Zhang et al., 2002; Bjerregaard et al., 2003;
Tenen et al., 1997).
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Fig. 11: Ordine gerarchico dei fattori di trascrizione durante lo sviluppo mieloide:
mentre C/EBPo € necessario per la transizione da HSC a CMP e di qui a GMP, C/EBPe
ha un ruolo cruciale nella fase finale della differenziazione neutrofila (Rosenbauer F
and Tenen DG. Nature Review 2007).

C/EBPa & espresso in grande quantita nelle cellule mieloblastiche e promielocitiche
e viene progressivamente sotto regolato nel corso della maturazione mieloide:
viene attivato durante il commitment del precursore multipotente in senso mieloide.
L'espressione € invece ridotta durante la differenziazione megacariocitaria ed

eritroide ed abolita del tutto in quella linfoide (Schepers et al., 2007).

E’ stato suggerito un duplice ruolo di C/EBPa: precoce, nel favorire la
differenziazione granulocitaria su quella monocitica, tardivo, nell'esibire un effetto

antiproliferativo su granulociti maturi (Radomska et al., 1998).

Topi knockout per C/EBPa. non producono neutrofili maturi e mostrano un accumulo
di mieloblasti nel sangue periferico e nel midollo: questo suggerisce un suo ruolo
regolatorio nella granulopoiesi. Conservano pero la capacita di produrre monociti e
linfociti (Ward et al., 2000; Cammenga et al., 2003; Tavor et al., 2003).

C/EBPo. pu0 interagire con numerosi fattori di trascrizione, per esempio AML1, Rb,
NF-kB e PU.1, oltre che per i membri della stessa famiglia. Molti geni che
presiedono alla regolazione del ciclo cellulare sono sotto lo stretto controllo di
C/EBPa: come la Ciclina D1, Ciclina D2, E2F, CDK2/CDK4 (cycline-dependent kinase
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2/4), p21 e p57 (cell cycle-dependent kinase inhibitors) (Rosenbauer et al., 2007;
Schepers et al., 2007).

Inoltre € implicato anche nel self-renewal del pool staminale ematopoietico: modelli
murini C/EBPa~null presentano precursori ematopoietici dalle alte potenzialita di

self-renewal che concorrono all'accumulo di blasti mieloidi nel midollo.

E’ sufficiente a inibire sia la proliferazione (inducendo maturazione terminale) che la
potenzialita autoreplicativa della cellula staminale leucemica: in condizioni
fisiologiche I'over-espressione di C/EBPa determina l'uscita dal ciclo cellulare,

I'esaurimento del pool staminale e promuove la mielopoiesi a spese dell'eritropoiesi.

La prognosi positiva associata a pazienti malati di LMA con mutazioni nel gene
C/EBPA puo essere confinata a persone con mutazioni bialleliche del gene (Pabst et
al., 2009; Green et al., 2009). Individui con LMA famigliare con gene C/EBPA
mutato che sono stai curati per i primi sintomi hanno maggiore probabilita di
sviluppare cloni maligni addizionali rispetto persone che non hanno mutazioni del
gene C/EBPA ( Pabst et al., 2008).

Un fattore di trascrizione implicato in molti processi di tumorogenesi e apoptosi & c-
MYC, inizialmente identificato come oncogene la cui disregolazione € in grado di
indurre trasformazione in vitro di cellule mieloidi e sviluppo di leucemie/linfomi
(Crans et al., 2001; Tenen et al., 1997). Indispensabile per il corretto
funzionamento del ciclo cellulare & altamente espresso in cellule proliferanti ed e
minimo in cellule mature. L'azione proliferativa di c-MYC e quella differenziatava
promossa da C/EBPa sono opposte ed € noto che ciascuno di questi fattori di
trascrizione € in grado di regolare l'espressione genica dell'altro (Johansen et al.,
2001). Questo rende c-MYC uno dei bersagli piu critici di C/EBPa: probabilmente la
sua repressione €& la principale azione svolta da C/EBPa nel processo di

differenziazione granulocitaria (Tenen, 2003).

Nelle LMA si osservano frequentemente alterazioni citogenetiche a carico di
elementi deputati al controllo trascrizionale: in un significativo numero di pazienti
che non presentano traslocazioni cromosomiche all'analisi citogenetica é possibile

supporre mutazioni o aberrazioni a livello delle proteine regolatorie (Tenen, 2001).

C/EBPo. & un regolatore trascrizionale di cui sono state caratterizzate specifiche
mutazioni: si ritrovano in una quota variabile tra il 5 e il 10% di pazienti affetti da
leucemia acuta mieloide a cariotipo normale (Frohling et al., 2004; Smith et al.,
2004; Hasemann et al., 2008) e si esprimono essenzialmente nei sottotipi FAB M1 e
M2, arrivando pil precisamente a raggiungere il 16% delle leucemia acute mieloidi
M2 negative per la traslocazione t(8;21) (Pabst et al., 2001; Tenen, 2001).
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Per I'estremita N-terminale possiamo avere mutazioni che originano una proteina
tronca di 20 KDa (anziché 42 KDa) che ha ridotta capacita di legame col DNA, o
che portano alla sovra-espressione dell' isoforma p30 che ne antagonizza |'effetto
mancando di attivita antiproliferativa e della capacita di transattivazione del DNA.
Per I'estremita C-terminale le mutazioni comportano la totale incapacita di C/EBP«a
di legare il DNA (Frohling et al., 2004; Ho et al., 2009; Hasemann et al., 2008;
Pabst et al., 2001).

Un recettore appartenente alla famiglia delle tyrosine kinase, espresso a livello di
progenitori emopoietici dove riveste un ruolo sia nella differenziazione che nella
proliferazione cellulare, € FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3). Mutazioni somatiche di
FLT3 che coinvolgono l'internal tandem duplication del dominio juxta-membrana
(ITD) sono state identificate approssimativamente nel 17-34% delle leucemia acute
mieloidi (Frohling et al., 2004; Zheng et al., 2004; Radomska eta |., 2006). Studi
recenti dimostrano come FLT3-ITD sia in grado di sopprimere l|'espressione di
C/EBPa: uno dei probabili meccanismi mediante cui cio avviene & la fosforilazione di
C/EBPa da parte di FLT3 attivato. L'inibizione di FLT3 o alternativamente la corretta
ricostituzione funzionale di C/EBPa in cellule mutate permette di superare il blocco
maturativo (Zheng et al., 2004; Radomska et al., 2006).

Nel 10-15% dei casi di leucemia acuta mieloide M2 & stata riscontratata la
traslocazione cromosomica t(8;21). Ne risulta una proteina di fusione AML1-ETO
che & in grado di sotto regolare |'espressione di C/EBPo (Smith et al., 2004; Tenen,
2001; Pabst et al., 2001; Boehrer et al., 2007). Nel lavoro di Pabst et al. (2001)
viene messa in evidenza sia la diretta interazione tra le proteine C/EBPa e AML1-
ETO, sia la completa abolizione dell'autoregolazione di C/EBPa da parte di AML1-
ETO, dimostrando anche come l'espressione di C/EBPa in blasti leucemici di linea
AML1-ETO positivi (Kasumi-1), sia sufficiente a indurre differenziazione

granulocitaria.
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OBIETTIVI DELLA TESI

Se dalla revisione della Letteratura Scientifica, riportata nell’introduzione, emerge
ampiamente il ruolo svolto dall’ Adrenomedullina, Endotelina-1 e dell’Epidermal
Growth Factor nella progressione neoplastica dei tumori solidi, il loro
coinvolgimento nelle patologie oncoematologiche ed in particolare nella leucemia

mieloide acuta, rimane ancora completamente inesplorato.

In base a tali considerazioni, queste ricerche si propongono di indagare gli effetti
esercitati da EGF, ADM ed ET-1 sulla crescita e sulla differenziazione di cellule di
LAM e di verificarne il possibile targeting delle loro vie metaboliche mediante
inibitori specifici.

Come modello sperimentale sono state utilizzate linee stabilizzate di LAM che hanno

consentito di indagare i seguenti obiettivi specifici:

1) Verificare il possibile ruolo favorente o inibente esercitato da EGF, ADM ed
ET-1 sulla proliferazione cellulare neoplastica, mediante saggi di crescita

dose-risposta e tempo-risposta.

2) Valutare le potenzialita differenziative dei peptidi sulla morfologia, fenotipo

cellulare ed espressione di molecole regolative.

3) Indagare la presenza di loop autocrini mediante indagini di proteomica e di

biologia molecolare.

4) Verificare il possibile targeting dei recettori EGFR, RAMP, ET, ed ETg

mediante specifici inibitori.
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MATERIALI E METODI

§1.

LINEE CELLULARI

In queste sperimentazioni sono stati utilizzati tre diversi ceppi della linea

promielocitica HL-60 e uno della linea promielocitica KASUMI-1:

1.

Il ceppo cellulare HL-60 TV (originariamente fornito dal Dipartimento di
Scienze Farmaceutiche dell'Universita degli Studi di Padova), € stato isolato
presso il nostro Laboratorio per adattamento alla crescita in terreno serum-
free della linea HL-60 che viene routinariamente mantenuta in coltura nel
medium nutritivo RPMI 1640 addittivato con il 20% di FCS. Come terreno
serum-free & stato impiegato lo Stemline Hematopoietic Expansion Medium
(SIGMA), addizionato con glutammina 200mM, penicillina (100UI/ml),
streptomicina (100ug/ml), fungizone (2,5pug/ml) e kanamicina (100pg/mil).
L'adattamento & stato condotto miscelando il terreno completo di
mantenimento con quello serum-free in proporzioni differenti, riducendo
progressivamente il primo (RPMI 1640-FCS). Viene seminato alla
concentrazione di 1X10° cellule/ml. Proliferano in coltura in sospensione con

singole cellule rotondeggianti e grossi cluster.

Il secondo ceppo, definito HL-60 CRO (Fornito dall’'ospedale CRO di Aviano),
€ strettamente siero dipendente e viene coltivato in ISCOVE Medium
supplementato con il 20% FBS, penicillina (100UI/ml), streptomicina
(100pg/ml), fungizone (2,5ug/ml) e kanamicina (100pg/ml). Viene seminato
alla concentrazione di 1X10° cellule/ml. Proliferano in coltura in sospensione

con singole cellule rotondeggianti.

Il terzo ceppo, definito HL-60 BANCA, proviene dalla banca tedesca DSMZ e
viene coltivato in terreno RPMI1640 supplementato con il 20% di FBS,
penicillina (100UI/ml), streptomicina (100ug/ml), fungizone (2,5pg/ml) e
kanamicina (100upg/ml). Viene seminato alla concentrazione di 2X10°
cellule/ml. Proliferano in coltura in sospensione con singole cellule

rotondeggianti e piccoli cluster.

I ceppo KASUMI-1, acquistato presso la banca tedesca DSMZ, viene
coltivato in terreno RPMI1640 supplementato con il 20% di FBS, penicillina
(100UI/ml), streptomicina (100ug/ml), fungizone (2,5pg/ml) e kanamicina
(100pg/ml) e seminato alla concentrazione di 1X10° cellule/ml. Proliferano in

coltura in sospensione con singole cellule rotondeggianti o piccoli clumps.
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Tutti i ceppi, prima del loro utilizzo sperimentale, sono stati sottoposti ad indagini

fenotipiche, morfologiche ed immunofenotipiche in citometria a flusso.

§2. ESPRESSIONE FENOTIPICA BASALE DI ADM, ET-1, EGF E
DEI LORO RECETTORI

Le cellule di ciascuna linea, dopo coltura nei rispettivi terreni, sono state
citocentrifugate e fissate per 10’ con Metanolo (Carlo Erba), contenente il 5% di
H,O, 40vol. La colorazione dei preparati & stata eseguita mediante la tecnica
dell'immunoperossidasi in accordo con Makin et al. (1984), utilizzando il kit di
marcatura biotina/avidina Large Volume Dako LSAB+Kit, Perossidase (Dako). Nella
Tabella VII sono riportati il pannello degli anticorpi primari utilizzati in questa
sperimentazione, le loro diluizioni ed il tipo di diluente impiegato (soluzione

fisiologica tamponata albuminata PBS/BSA).

Alle istruzione del kit sono state apportate le seguenti modifiche: a) le incubazioni
con gli anticorpi primari e secondari sono state eseguite a 37°C e in camera umida;
b) i preparati sono stati incubati per 1h con I'anticorpo primario diluito e per 30’ con
I'anticorpo secondario biotinilato e con l'avidina marcata; c) la reazione enzimatica
e stata condotta per 10’ con una soluzione di 0.6 mg/ml di DAB in tampone TRIS
0.05M additivata, immediatamente prima dell’'uso, con 0.03% di H,0, ; d) i
preparati sono stati sono stati sottoposti ad intensificazione con 5 gr/l di CuSO, in
una soluzione di NaCl 0.85 gr/l, ed a colorazione di contrasto con Ematossilina di

Harris per 30'.

I controlli negativi senza anticorpi primari (Bianco) sono stati eseguiti per ogni
singola linea per verificare la disattivazione delle perossidasi endogene e per
controllare la specificita degli anticorpi secondari. Inoltre & stato eseguito un

controllo positivo per ogni anticorpo per verificarne la funzionalita.

I preparati, dopo osservazione al microscopio, sono stati definiti omogenei (O),
eterogenei (E) e con rare cellule positive (R) quando il humero di cellule positive
era rispettivamente dell’80-100%, 20-80% e inferiore al 20%. L'intensita della
positivita della colorazione & stata valutata assegnando alle sole cellule colorate uno

score compreso tra 1+ e 3+.
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ANTICORPI DILUIZIONI

Anti EGF policlonale Rabbit IgG 1:10 in PBS/BSA

Anti EGF-R (recettore EGF) clone 29.1 1:50 in PBS/BSA

Anti ADM (adrenomedullina) policlonale Goat IgG 1:5 in PBS/BSA

Anti-RAMP2 (recettore ADM) policlonale Goat IgG | 1:5 in PBS/BSA

Anti-ET-1 (endotelina-1) 1:50 in PBS/BSA

Anti-ETAR (recettore ET-1) policlonale Goat IgG 1:5 in PBS/BSA

Anti-ETBR (recettore ET-1) policlonale Goat IgG 1:50 in PBS/BSA

Tab. VII: Pannello anticorpale primario utilizzato per le indagini fenotipiche.
§3. CARATTERIZZAZIONE MORFOLOGICA

I preparati per |'analisi morfologica sono stati allestiti per citocentrifugazione
utilizzando le sospensioni cellulari madri al tempo zero e all’end-point di ciascun
saggio citotossico. In breve, i preparati sono stati spottati per 5" a 500 rpm con
aliquote cellulari di 10°, asciugati all’aria, fissati per 3’ in metanolo, colorati con il
metodo May-Grunwald Giemsa e successivamente montati con coprioggetto
mediante balsamo sintetico DdMount. Le immagini dei test colturali a breve termine
sono state ottenute per mezzo di una macchina fotografica digitale (Nikon
COOLPIX995-3.34 Mpxel-Zoom 4x- Area Multi AF %) applicata ad un microscopio

invertito Axiovert 100 (Zeiss) con un in gradimento 40X.

§4. ESPRESSIONE DEI MARKER DI DIFFERENZIAZIONE
GRANULOCITARIA

La caratterizzazione immunocitometrica & stata eseguita nel Laboratorio di
Citofluorimetria del Servizio Trasfusionale di Treviso mediante citometria a flusso in

analisi multiparametrica a quattro fluorescenze.

Le indagini sono state condotte su campioni basali non trattati di tutte le linee, su
aliquote delle colture di controllo (Contr e Contrl), sulle colture esposte ai dosaggi
D, e Ds per il Gefitinib, e all’end-point dei test di stimolazione per ADM , ET-1 ed
EGF. Per l'analisi dell’espressione dei marker di differenziazione granulocitaria
basale i preparati sono stati definiti positivi (+) quando il numero di cellule marcate

risultava superiore al 30% (General Haematology Task Force of the BCSH, 2002).
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I campioni sono stati lavati per centrifugazione e risospesi in PBS, incubati con
opportune combinazioni di anticorpi monoclonali anti HLA-DR (clone L243, ready to
use, BD), CD33 (clone P67.6, ready to use, BD), CD14 (clone M¢P9, ready to use,
BD), CD44 (clone L178, ready to use, BD), CD11b (clone M1/70, ready to use, BD),
CD16 (clone 3G8 ready to use, BD), CD15 (clone MMA, ready to use, BD), CD4
(clone RPA-T4, ready to use, BD) e CD45(clone 2D1, ready to use, BD), coniugati
con isotiocianato di fluorescenza (FITC), ficoeritrina (PE), peridinclorofilla, (PerCP) e

alloficocianina (APC).

La determinazione & stata effettuata usando il software FACSDiva dopo aver creato

un adeguato pannello di acquisizione ed analisi dei dati.

§5. PREPARAZIONE DI GEFITINIB (SOL. MADRE 2.2645x1073M)
[MW=446.9]

Il Gefitinib (Iressa®), gentilmente fornito in forma pura dalla AstraZeneca, & stato
portato in soluzione con DMSO (CryoSure, WAK-Chemie Medical GMBH) alla
concentrazione di 22.64mM. Questa soluzione intermedia & stata successivamente
diluita con alcool etilico al 70% per ottenere una soluzione madre di 2.264mM
(1.012mg/ml) usata negli esperimenti. La soluzione madre & stata aliquotata in vial

e conservata al buio a -20°C fino al momento dell’uso.

§6. PREPARAZIONE DI ADRENOMEDULLINAs> (SOL. MADRE 5x1077M)
[MW=6028.80]

Sono stati disciolti 0.1mg di Adrenomedullins, in 33.174ml di RPMI 1640 Dutch
Modification, sterilizzati su filtri Millipore da 0.22um e suddivisi in aliquote da 500ul
in vial. Utilizzati 100 ul di soluzione madre per ogni ml di terreno corrispondente al

dosaggio di 5x108M, concentrazione di massima capacita stimolante.

§7. PREPARAZIONE DI ENDOTHELIN-1 HUMAN PORCINE (SoOL. MADRE 5x1077M)
[MW=2432.00]

Sono stati disciolti 0.1mg di Endothelin-1 in 80.256ml di RPMI 1640 Dutch
Modification, sterilizzati su filtri millipore da 0.22um e suddivisi in aliquote da 500l
in vial. Utilizzati 100ul di soluzione madre per ogni ml di terreno corrispondente al

dosaggio di 5x108M, concentrazione di massima capacita stimolante.
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§8. PREPARAZIONE DI ARENOMEDULLIN FRAGMENT22.52 (SOL. MADRE 5x107%)
[Mw=3576.00]

Sono stati disciolti 50ug di Adrenomedullin fragmenty,.s, in 2.7964ml di RPMI 1640
Dutch Madification, sterilizzati su filtri Millipore da 0.22um e suddivisi in aliquote da
300ul in vial. Utilizzati 100ul di soluzione madre per ogni ml di terreno
corrispondente al dosaggio di 5x107’M, concentrazione di massima capacita

inibente.

§9. PREPARAZIONE DI ENDOTHELIN-1 INHIBITOR BQ123 (SoL. MADRE 5x107°)
[Mw=610.71]

Sono stati disciolti 0.5mg di Endothelin-1 inhibitor BQ123 in 16.3743ml di RPMI
1640 Dutch Modification, sterilizzati su filtri millipore da 0.22um e suddivisi in
aliquote da 300ul in vial. Utilizzati 10ul di soluzione madre per ogni ml di terreno
corrispondente al dosaggio di 5x10’M, concentrazione di massima capacita

inibente.

§10. PREPARAZIONE DI ENDOTHELIN-1 INHIBITOR BQ788 (SoL. MADRE 5x107°)
[MW=663.79]

Disciolti 0.5mg di Endothelin-1 inhibitor BQ123 in 15.065ml di RPMI 1640 Dutch
Modification, sterilizzati su filtri millipore da 0.22um e suddivisi in aliquote da 330yl
in vials. Utilizzati 10 ul di soluzione madre per ogni ml di terreno corrispondente al

dosaggio di 5x107’M, concentrazione di massima capacita inibente.
§11. PROPRIETA INDUTTIVE DI ADRENOMEDULLINA ED ENDOTELINA-1

§11.1 VALUTAZIONE DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI ADM ED ET-1 MEDIANTE
SAGGI CLONOGENICI IN TERRENO SEMISOLIDO

Questa sperimentazione & stata condotta su tutte le linee cellulari sopra descritte,

raccolte da fiasche da coltura all’'80% di confluenza.

In breve, 500 cellule sono state diluite 1:100 in Iscove Medium addittivato del 10%
di Calcio Gluconato 1000mg/10ml (Bioindustria L.I.M.) e seminate in duplicato in
terreno semisolido, precedentemente ripartito in piastre Beal da 24 pozzetti (500
ul/pozzetto), in presenza/assenza di ADM alla concentrazione finale di 5x10M
(D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x10®M (D3) e 0.625x10°M (D4) ed ET-1 alla
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concentrazione finale di 5x10°M (D5), 2.5x10°®M (D6), 1.25x10°%M (D7) e
0.625x108M (D8).

I test clonogenici sono stati condotti nel terreno Methocult H4100 (Stemcell
Technologies) addittivato con Glutamina 200mM, CaCl, 100mM e con terreno di
coltura (Stemline Medium, Iscove Medium o RPMI) specifico di ciascuna linea. Dopo
incubazione per 14 giorni a 37°C, in presenza di CO, al 5% e di umidita al 95%, si &
proceduto al conteggio delle Colony Forming Unit (CFU) mediante osservazione con

microscopio ottico a luce invertita.

§11.2VALUTAZIONE DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI ADM ED ET-1 MEDIANTE
TEST DI CRESCITA A BREVE TERMINE IN TERRENO LIQUIDO

Per valutare |'effetto diretto di Adrenomedullinas, ed Endotelina-1 sulle linee
cellulari, sono stati effettuati test colturali a breve termine in terreno liquido seguiti
da conta all’'emocitometro (Micros 60, ABX), caratterizzazione morfologica mediante
citospin colorati con metodica May Grunwald-Giemsa e caratterizzazione
immunofenotipica in citometria, utilizzando il Citometro a flusso (FACSCanto) della

ditta Becton Dickinson (San Jose, California).

Per questa sperimentazione sono state condotte 5 prove per ogni linea cellulare,
seminando 5x10° cellule per HL-60 TV e CRO, 1x10° cellule per HL-60 BANCA e
5x10° cellule per le KASUMI-1 in fiasche da 25cm? in presenza/assenza di ADM alla
concentrazione finale di 5x10°M (D1), 2.5x10®M (D2), 1.25x10°%M (D3) e
0.625x108M (D4) ed E T-1 alla concentrazione finale di 5x10°M (D5), 2.5x10%M
(D6), 1.25x10°M (D7) e 0.625x10°M (D8).

Per ogni esperimento & stato allestito un controllo (Contr) seminando le sole cellule

nel corrispettivo terreno di crescita.

Le colture sono state incubate per 24h, 48h e 72 h a 37°C, in presenza del 95% di
umidita e 5% di CO,, correggendo, se necessario, il pH con una soluzione di

Bicarbonato Sodico al 7%.

Al termine degli end point, le cellule sono state recuperate e il peptide in eccesso e
stato allontanato mediante due lavaggi con Iscove Medium (nhon supplementato)
per centrifugazione a 1200 rpm per 10' a 4°C. I pellet sono stati risospesi in 1ml di
Iscove Medium e sottoposti a conta cellulare mediante emocitometro (Micros 60,
ABX).
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§11.3 VERIFICA DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI ADM ED ET-1 MEDIANTE

INIBITORI

Per valutare l'effetto degli inibitori sulle linee cellulari sono stati effettuati test
colturali a breve termine, in terreno liquido, in piastre Beal da 24 pozzetti,
esponendo le cellule alle concentrazioni massime stimolanti di peptide e alle

concentrazioni massime inibenti degli inibitori.

Dopo 72h a 37°C, in presenza del 95% di umidita e 5% di CO,, e correggendo se
necessario il pH con una soluzione di bicarbonato sodico al 7%, le cellule sono state
raccolte, lavate in PBS1x, contate all’emocitometro (Micros 60, ABX), caratterizzate
morfologicamente mediante citospin colorati con metodica May Grunwald-Giemsa e
immunofenotipicamente utilizzando il Citometro a flusso (FACSCanto) della ditta

Becton Dickinson (San Jose, California).

Cinque esperimenti sono stati allestiti in duplicato, sottoponendo le linee ai peptidi
e agli inibitori singolarmente e ai peptidi assieme ai loro inibitori, adottando il

seguente protocollo di semina:

e Controllo: semina delle sole linee cellulari (4x10° cellule pozzetto).
e AM: semina delle linee cellulari in presenza di 5x108M di ADM.

e ET-1: semina delle aliquote cellulari in presenza di 5x10°M di ET-1.

e AM fr22-52 Inhib: semina delle aliquote cellulari in presenza di 5x10’M di
ADRENOMEDULLIN fragmenty;.5» Inhibitor.

e« BQ788 Inhib: semina delle aliquote cellulari in presenza di 5x10”’M di BQ788
Inhibitor.

e BQ123 Inhib: semina delle aliquote cellulari in presenza di 5x107’M di BQ123
Inhibitor.

e ADM/ADM fr,,.5> Inhib: semina delle aliquote cellulari in presenza di 5x10°M
di ADM e di 5x10~’M di ADRENOMEDULLIN fragment »,_s, Inhibitor.

e ET-1/BQ788 Inhib: semina delle aliquote cellulari in presenza di 5x10°®M di ET-
1 e di 5x107M di BQ788 Inhibitor.

e ET-1/ BQ123 Inhib: semina delle aliquote cellulari in presenza di 5x10®M di
ET-1 e di 5x107’M di BQ123 Inhibitor.
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§12. PROPRIETA INDUTTIVE DELL'EPIDERMAL GROWTH FACTOR

§12.1 VALUTAZIONE DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI EGF MEDIANTE SAGGI

CLONOGENICI IN TERRENO SEMISOLIDO

Questa sperimentazione & stata condotta sulle quattro linee cellulari raccolte da

fiasche da coltura all’80% di confluenza.

In breve, 500 cellule sono state diluite 1:100 in Iscove Medium addittivato del 10%
di Calcio Gluconato 1000mg/10ml (Bioindustria L.I.M.) e seminate in duplicato in
terreno semisolido, precedentemente ripartito in piastre Beal da 24 pozzetti (500
ul/pozzetto), in presenza ed assenza di EGF alla concentrazione finale di 10mg/ul
(D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/ml (D3) e 1.25ug/ml (D4).

I test clonogenici sono stati condotti nel terreno Methocult H4100 (Stemcell
Technologies) addittivato con glutamina 200mM, CaCl, 100 mM e con terreno di
coltura (Stemline Medium, Iscove Medium o RPMI supplementati) specifico di
ciascun ceppo. Dopo incubazione per 14 giorni a 37°C, in presenza di CO, al 5% e
di umidita al 95%, si € proceduto al conteggio delle Colony Forming Unit (CFU)

mediante osservazione con microscopio ottico a luce invertita.

§12.2 VALUTAZIONE DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI EGF MEDIANTE TEST DI
CRESCITA A BREVE TERMINE IN TERRENO LIQUIDO

Per valutare l'effetto diretto di EGF sui ceppi cellulari, sono stati effettuati test
colturali a breve termine in terreno liquido seguiti da conta all’'emocitometro (Micros
60,ABX), caratterizzazione morfologica mediante citospin colorati con metodica May
Grunwald-Giemsa e caratterizzazione immunofenotipica utilizzando il Citometro a
flusso (FACSCanto) della ditta Becton Dickinson (San Jose, California).

Per questa sperimentazione sono state condotte 5 prove per ogni linea cellulare,
seminando 5x10° cellule per HL-60 TV e CRO, 1x10° cellule per HL-60 BANCA e
5x10° cellule per le KASUMI-1 in fiasche da 25cm? in presenza di EGF alla
concentrazione finale di 10mg/ul (D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/mi(D3) e 1.25ug/ml
(D4).

Per ogni esperimento & stato allestito un controllo (Contr) seminando le sole cellule
nel corrispettivo terreno di crescita. Le colture sono state incubate per 24h, 48h e
72 h a 37°C, in presenza del 95% di umidita e 5% di CO,, correggendo, se

necessario, il pH con una soluzione di bicarbonato sodico al 7%.
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Al termine degli end-point, le cellule sono state recuperate e il peptide in eccesso e
stato allontanato mediante due lavaggi con Iscove Medium (nhon supplementato)
per centrifugazione a 1200 rpm per 10' a 4°C. I pellet sono stati risospesi in 1 ml di
Iscove Medium e sottoposti a conta cellulare mediante emocitometro (Micros 60,
ABX).

§12.3 VALUTAZIONE DEGLI EFFETTI DI GEFITINIB

Per valutare l'effetto diretto del Gefitinib sui ceppi cellulari sono stati effettuati test
colturali a breve termine in terreno liquido seguiti da test di recupero funzionale a
medio termine in terreno semisolido.

Per questa sperimentazione sono state condotte 10 prove con tutte le linee cellulari,
seminando aliquote di 5x10° cellule per HL-60 TV e CRO, 1x10° cellule per HL-60
BANCA e 5x10° cellule per le KASUMI-1 in fiasche da 25cm?. Le cellule sono state
esposte alle concentrazioni decrescenti di Gefitinib indicate nel piano di semina di
Tabella VIII. Tali concentrazioni sono state scelte in quanto riportate in Letteratura
come in grado di indurre differenziazione su blasti di linea ed ex vivo e comprese in
range terapeuticamente raggiungibili quando il farmaco viene impiegato, al
dosaggio consolidato, per il trattamento delle neoplasie di origine epiteliale
(Stegmaier et al, 2005).

Per ogni esperimento & stato allestito, oltre al normale controllo (Contr) nel
corrispondente terreno di crescita, anche un secondo controllo (Contr;) costituito
dalle cellule esposte al massimo volume di solvente usato per la preparazione della
dose D1.

Le colture sono state incubate per 72 h a 37°C, in presenza del 95% di umidita e
5% di CO,, correggendo il pH, se necessario, con una soluzione di bicarbonato

sodico al 7%.

Al termine dell’end point, le cellule sono state recuperate e il farmaco in eccesso &
stato allontanato mediante due lavaggi con Iscove Medium (non supplementato)
per centrifugazione a 1200 rpm per 10' a 4°C. I pellet sono stati risospesi in 1 ml di
Iscove Medium e sottoposti a conta cellulare mediante emocitometro (Micros 60,
ABX). Queste sospensioni madri, successivamente, sono state diluite 1:100 con
Iscove Medium addittivato con il 10% di Calcio Gluconato 1000mg/10ml
(Bioindustria L.I.M.).

Il test di recupero & stato condotto in piastre Beal da 24 pozzetti, seminando in
duplicato per ciascuna sospensione cellulare aliquote di 500 cellule/pozzetto in

terreno semisolido Methocult H4100 (Stemcell Technologies) addittivato con
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Glutamina 200mM, CaCl, 100mM e con terreno di coltura (Stemline Medium,

Iscove o0 RPMI1640 Medium supplementati) specifico di ciascun ceppo.

Dopo incubazione per 14 giorni a 37°C, in presenza di CO, al 5% e di umidita al
95%, si & proceduto al conteggio delle Colony Forming Unit (CFU) mediante

osservazione con microscopio ottico a luce invertita.

CONC. FINALE VOLUME VOLUME VOLUME SOSPENSIONE
FARMACO FARMACO (D,) TERRENO CELLULARE OPERATIVA
D, 0.040 mM 2.500 ml - 2.500 ml
D, 0.035 mM 2.187 ml 0.313 ml 2.500 ml
D; 0.030 mM 1.875 ml 0.625 ml 2.500 ml
D, 0.025 mM 1.562 ml 0.938 ml 2.500 ml
Ds 0.020 mM 1.250 ml 1.250 ml 2.500 ml

Tabella VIII: piano di semina per i test colturali a breve termine

§13. CARATTERIZZAZIONE PROTEOMICA BASALE DI EGF-R MEDIANTE WESTERN

BLOTTING

I lisati cellulari delle quattro linee sono stati ottenuti mediante buffer di lisi
composto da Triton X-100, Sodiodeossicolato, Cloruro di Sodio, Tris HCl e un
cocktail inibitore delle proteasi. Sono seguite due centrifughe per ottenere Il

surnatante avente il contenuto proteico ricercato.

Successivamente & stata eseguita la quantificazione del surnatante tramite BCA
Protein Assay, tecnica che si basa sulla compatibilita dell’acido binconinico (BCA)
per il rilevamento colorimetrico e la quantificazione delle proteine totali. La reazione
prevede la riduzione di Cu®* in Cu'* da parte delle proteine, in un medium alcalino,
combinata con l'elevata sensibilita e selettivita colorimetrica dei cationi rameici
usando un unico reagente contenente acido bicinconinico. La colorazione porpora

data in questo saggio € dovuta alla chelazione di due molecole di BCA con uno ione
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rame. Questo complesso, solubile in acqua, esibisce una dura assorbenza a 562nm,
valore linearmente vicino alla concentrazione proteica di un ampio intervallo di
lavoro (20-2,000ug/ml).

Alla quantificazione & seguita la separazione su gel di Poliacrilamide (SDS-PAGE) e
successivo Western Blotting per valutare quanto e dove sono espresse le proteine di
interesse, attraverso l'utilizzo di anticorpi specifici per i seguenti marker: EGF
(Epidermal Growth Factor), EGF-R (Receptor), FGF (Fibroblast Growth Factor), FGF-
R (Receptor), ADM (Adrenomedullin), RAMP2 (ADM Receptor), ET-1 (Endothelin-1),
ETAR (Endothelin Receptor A), ETgR (Endothelin Receptor B).

Per prima & stata eseguita una elettroforesi denaturante (SDS-Page) per far
separare le varie proteine in funzione della massa, su un gel di poliacrilammide,
annullando le cariche degli amminoacidi che influenzerebbero la migrazione. Dopo
la corsa su gel, le proteine sono state fisicamente trasferite su una membrana di

Nitrocellulosa grazie ad un campo elettrico.

Terminato il trasferimento, la membrana & stata incubata attraverso anticorpi
radioattivi creati per la proteina di interesse. L'anticorpo secondario & coniugato con
una perossidasi che e in grado di emettere luce qualora si leghi all’anticorpo
primario. In fine, la membrana & stata esposta su lastra autoradiografica con

successivo sviluppo.

§14. ESPRESSIONE BASALE DI RNA MESSAGGERI DI ADM ED EGF-R

La RT-PCR consente I'amplificazione di frammenti di acidi nucleici (RNA estratto con

Trizol Reagent) dei quali si conoscano le sequenze nucleotidiche iniziali e terminali.

Da pellet cellulare di HL60 (TV, CRO e BANCA) e delle cellule KASUMI-1 & stata
eseguita l'estrazione di mRNA. I campioni sono stati centrifugati a 1200rpm per
cinque minuti, risciacquati in PBS freddo ed infine trattati con 1ml di soluzione
Trizol Reagent (Invitrogen). Il lisato cellulare & stato incubato per 5 minuti in un
tubo senza RNAse. Dopo l'aggiunta di 0,2ml di Cloroformio, i campioni sono stati
agitati per 15 secondi, incubati per 10 minuti a temperatura ambiente ed infine
centrifugati a 12000g per 15 minuti a 4°C. La fase acquosa & stata prelevata,
trasferita in un tubo sterile e trattata con 0,5ml di isopropanolo per 10 minuti a

temperatura ambiente.

Dopo centrifugazione a 12000g per 10 minuti a 4°C, il pellet & stato risospeso in
50ul di acqua senza RNAse, dopo un lavaggio in etanolo (75%) e centrifugazione
per 5 minuti a 75009 a 4°C.

Dopo |'estrazione I'RNA €& stato quantificato mediante spettrofotometro Nano Drop.
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Successivamente, tramite reazione di retrotrascrizione, & stato ottenuto il cDNA
grazie al Kit M-MLV Reverse Transcriptase (Sigma), dal quale sono state amplificate
le porzioni comprese tra i primer forward e reverse corrispondenti alle sequenze per
EGF-R (Senso: CGG GAC ATA GTC AGC AGT GA - Antisenso: ACT GGT TGT GGC
AGCAGT C), ADM (Senso: AAG AAG TGG AAT AAG TGG GCT - Antisenso: TGG CTT
AGA AGA CAC CAG AGT) e GAPD utilizzato come controllo positivo (Senso: AGC
CAC ATC GCT CAG ACA C - Antisenso: CTC CAT GGT GGT GAA GAC G)(Kimberly, et
al., 2008).

Per I'amplificazione €& stato utilizzato il Kit Ready Mix Tag PCR Reaction Mix with
MgCl, (Sigma).

La reazione di PCR & iniziata con un primo step a 94°C per 9 minuti seguito da 40
cicli di denaturazione a 94°C per 1 minuto, annealing a 60°C per EGF-R e GAPD,
53,9°C per ADM e 50,65°C per ET-1 per 1 minuto e infinte I'estensione a 72°C per

1 minuto.

Il controllo dei risultati € avvenuto mediante elettroforesi su gel di agarosio.

§15. VALUTAZIONE DELL’'ESPRESSIONE DI C/EBP

§15.1 ESTRAZIONE DELL'RNA E RETROTRASCRIZIONE

L'espressione del gene C/EBPA (gene target) & stata determinata con metodica Real
Time PCR sul ceppo HL-60 TV per quattro campioni: cellule in condizioni basali,
dopo incubazione a breve termine con Gefitinib alla concentrazione di 2.5 uM (D4,
la piu alta in grado di dare effetto citostatico, ma non citotossicita) e nei due

controlli incubati con DMSO (Contrl) e in coltura di mantenimento (Contr).

La quantificazione del gene target € stata valutata utilizzando G6PDH come gene

reference.

Da ciascun campione & stata eseguita I'estrazione di RNA utilizzando 5x10° cellule
in sospensione, mediante il kit QIAamp® RNA Blood Mini (Quiagen). La purezza
dell'RNA, successivamente valutata con tecnica spettrofotometrica, €& risultata

buona in tutti gli esperimenti (rapporto A260 /A280 compreso tra 1.9 e 2.1).

L'RNA totale (1ug) & stato retrotrascritto mediante I'impiego di Random Esameri e
di enzima trascrittasi inversa (SuperScript II, Invitrogen), come da protocollo

indicato dal produttore.

§15.2 REAL TIME PCR PER LA VALUTAZIONE DELL'ESPRESSIONE DI C/EBP

Il cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione € stato amplificato utilizzando i seguenti
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primer specifici per C/EBPA: senso 5'-TGGACAAGAACAGCAACGAG-3', antisenso
5'TTGTCACTGGTCAG-CTCCAG-3'. Per G6PDH sono stati invece usati i seguenti
primer: senso 5'-ATTGGGCGCCTGGTTCAC-3', antisenso 5'-AAGATGTAAACCATGTAG
TTGAGGTCA-3'".

La specificita dei primer & stata testata con metodica Real Time PCR qualitativa, che

ha escluso la presenza di prodotti di amplificazione aspecifici (Figura 12).

Ogni reazione di amplificazione & stata eseguita in triplicato utilizzando per ciascun
esperimento un controllo negativo NTC (no template control) contenente tutti i

reagenti, ma non il cDNA, allo scopo di escludere la possibilita di contaminazioni.

Nella reazione di Real Time PCR il c-DNA é stato amplificato in 12.50ul con la mix
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem, CA) e i primers specifici
per 40 cicli (95°C per 15 secondi, 60°C per 60 secondi). E' stato utilizzato un
apparecchio STEPOne PLUS (Applied Biosystem) dotato di uno specifico software
che al termine della reazione € in grado di fornire la curva di amplificazione per
ciascun campione e i valori di Ct necessari a quantificare I'espressione del gene

target.

Fig.12: elettroforesi su gel d'agarosio al 3% del prodotto di RT PCR qualitativa
effettuata per testare la specificita dei primer. Ampiezza degli amplificati:C/EBPA
90bp, G6PDH 115bp.

§16. ANALISI DEI DATI ED ELABORAZIONE STATISTICA

I dati delle differenti sperimentazioni sono stati sottoposti ai test statistici di
Curtosi, Sweknees e Barlett per valutarne la distribuzione normale. In base a questi
test, per comparare i differenti gruppi di dati sperimentali sono stati applicati sia i
metodi parametrici del’ANOVA e del Tukey post test che i metodi non parametrici

del Friedman e di Wilcoxon, utilizzando come livello di significativita p<0.05.
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Per l'elaborazione di tali calcoli e per la preparazione dei grafici si & ricorsi al

software GraphPad Prism Version 4.0.

I dati ottenuti dai test citotossici a breve termine per Gefitinib sono stati espressi
come efficienza di piastramento (EP), valore ottenuto dal rapporto tra il numero di

cellule rilevato dopo 72 h di incubazione e numero di cellule seminate.

I dati delle analisi immunocitomatriche vengono riportati in tabelle espressi in

percentuale di espressione del marcatore antigenico + deviazione standard.

I test di recupero per Gefitinib e i test clonogenici in terreno semisolido per ADM,
ET-1 ed EGF sono, invece, espressi come numero totale di Colony Forming Unit

(CFU) per pozzetto.
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RISULTATI

§1. CARATTERIZZAZIONE BASALE DELLE LINEE CELLULARI

§1.1 ESPRESSIONE FENOTIPICA BASALE DI ADM, ET-1, EGF E DEI
LORO RECETTORI

I risultati della caratterizzazione fenotipica condotta con metodi immunocitochimici
su tutte le linee dopo 72 ore di coltura sono riportati nella Tabella IX.

e [LINEA HL-60 CEPPO TV

Alle normali condizioni di mantenimento della linea, le cellule risultano positive per:
EGF3*°; EGF-R!*?; ADM 3*%; RAMP2%*E; ET-1%*°; ET,R?*F; ETgR3*°,

e [LINEA HL-60 CEPPO CRO

I pattern fenotipici espressi da queste cellule differiscono da quelli descritti nella
precedente linea per la negativita agli anticorpi anti EGF e anti EGF-R. Risultano
positive a tutti gli altri antigeni studiati con score diversi, in particolare: ADM?*°;
RAMP23*E: ET-12%0; ET,R?**E; ETgR3*C.

e [INEA HL-60 CEPPO BANCA

Questa linea risulta EGF-R, ETAR ed ETgR negativa. Rispetto alle linee precedenti
esprimono con intensita diversa gli altri anticorpi indagati: EGF!*®; ADM!*°;
RAMP22*R. ET-13+0,

e [LINEA KASUMI-1

Le cellule sono risultate negative a tutti gli anticorpi del pannello utilizzato, ad
eccezione RAMP2%*°, ET-12*° e ADM**R,
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Pannello Anticorpi cel-:)l;)-:(')l'v cepH;;GgRO cep::-BGI-?NCA KASUMI-1
Blank — — — —
Anti EGF policlonale Rabbit IgG 3+0 — 1+R —
Anti EGF-R (recettore EGF) clone 29.1 — — — —
Anti ADM (Adrenomedullina) policlonale Goat IgG 3+0 2+0 1+0 2+R
Anti-RAMP2 (recettore ADM) policlonale Goat IgG 2+E 3+E 2+R 2+0
Anti-ET-1 (endotelina-1) 2+0 2+0 3+0 2+0
Anti-ETAR (recettore ET-1) policlonale Goat IgG 2+E 2+E — —
Anti-ETBR (recettore ET-1) policlonale Goat IgG 3+0 3+0 — —

Tab. IX : Risultati dell’'espressione fenotipica basale di ADM, ET-1, EGF e dei loro recettori condotta sulle linea HL-60 ceppo TV,
CRO e BANCA e sulla linea KASUMI-1 dopo tre giorni di coltura alla temperatura di incubazione di 37°C. I preparati sono stati
definiti omogenei (O) quando il numero delle cellule marcate era compreso tra 80-100%, eterogenee (E) tra 20-80% e con rare
cellule (R) meno del 20%. L'intensita della colorazione €& stata valutata assegnando alle cellule colorate uno score compreso tra 1+

e 3+.
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§1.2 GROWTH RATE BASALI DELLE LINEE CELLULARI

Nella Figura 13 sono riportati i risultati dei saggi di crescita condotti sulle quattro

linee cellulari a 24h, 48h e 72h di coltura nei corrispettivi terreni nutritivi.

Il confronto dei grafici di queste Figure evidenzia la differente velocita di crescita
che caratterizza ciascuna linea. In particolare il tempo di raddoppiamento & 15.14
ore per HL-60 ceppo TV (area sotto la curva 309.4), 19.65 ore per HL-60 ceppo
CRO (area sotto la curva 184.2), 18.56 ore per HL-60 ceppo BANCA (area sotto la
curva 362.1) e 59.70 ore per le KASUMI-1 (area sotto la curva 415.1).

§1.3 ESPRESSIONE BASALE DEI MARKER DI DIFFERENZIAZIONE
GRANULOCITARIA

I risultati per la caratterizzazione immunocitometrica dell’'espressione dei marker di
differenziazione granulocitaria sono riportati nella Tabella X. In base alle indicazioni
della General Haematology Task Force of the BCSH (2002), che pongono come cut-
off minimo di positivita il 30% dell’espressione all’antigene, tutte le quattro linee
sono risultate positive per l'espressione di CD11lb, CD33 e CD45, mentre
differiscono tra di loro per I'espressione degli altri marker. L'antigene HLA-DR &
espresso dalle cellule HL-60 ceppo CRO e KASUMI-1. L'antigene CD4, il CD15 e il
CD44 sono espressi in tutte le linee ad eccezione delle HL-60 ceppo TV. L'antigene
CD14 & comune nei tre ceppi di HL-60 e il CD16 nel ceppo BANCA e nella linea
KASUMI-1.

ANTICORPI HL-60 ceppo | HL-60 ceppo | HL-60 ceppo KASUMI-1
TV CRO BANCA
HLA-DR 1.7 £ 0.41 73.2 £1.90 3.9 £0.92 99.2 +0.04
Cbh4 1.0 £0.64 85.6 £2.50 99.0 £0.02 99.8 +0.01
CD 11B 73.1 £1.90 99.6 £0.02 97.5+£0.12 75.0 £0.28
CD 14 83.7 £0.51 99.5 £0.07 44.2 +0.51 6.2 +1.3
CD 15 7.9 £1.60 99.9 £0.00 99.4 £0.06 84.7 £1.9
CD 16 3.5+042 28.3 +0.61 82.5 £0.71 32.8 £1.65
CD33 99.7 £0.02 99.4 £0.07 98.9 £0.44 89.7 £1.71
CD 44 0.6 +0.01 99.9 £0.00 99.2 £0.03 99.6 £0.07
CD 45 67.9 £1.12 99.7 £0.02 99.3 £0.04 98.9 £0.09

Tab. X : risultati della caratterizzazione immunofenotipica condotta sulla linea HL-60 ceppo
TV, CRO, BANCA e sulla linea KASUMI-1 dopo 72 ore di coltura alla temperatura di
incubazione di 37°C. I preparati sono stati definiti positivi (+) quando il numero delle cellule
marcate risultava superiore al 30% (General Haematology Task Force of the BCSH, 2002).
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§1.4 CARATTERIZZAZIONE PROTEOMICA BASALE DI EGF-R

La sperimentazione condotta mediante Western Blotting non ha rilevato la presenza
di EGF-R nei lisati cellulari provenienti da tutte e quattro linee, come evidenziato

nella Figura 14.

170 Kba—*

Fig. 14: western Blotting per la ricercata della proteina EGF-R sui campioni delle
linee HL-60 ceppo TV, ceppo CRO, ceppo BANCA e sulla linea KASUMI-1: i lisati
cellulari sono stati separati su gel di Poliacrilamide al 10% dopo essere stati
caricati nella quantita di 50ug/pozzetto. Delle A431 ne sono stati caricati 30ug. II
recettore per EGF ¢ stato rilevato con Mouse Anti-Human Epidermal Grow Factor
alla diluizione di 1:5000. Come anticorpo secondario & stato utilizzato Anti-Mouse
coniugato con Enzima Perossidasi (HRP) diluito 1:5000.

§1.5 ESPRESSIONE BASALE DI RNA MESSAGGERI DI ADM ED EGF-R

L'espressione di ADM ed EGF-R ¢ stata indagata mediante RT-PCR nelle linee HL-60
ceppo TV, CRO e BANCA e nella linea KASUMI-1.

In Figura 15 sono mostrate come esempio le corse elettroforetiche su gel di
agarosio dei prodotti di RT-PCR per I'mRNA di ADM ed EGF-R delle linee HL-60
ceppo TV, CRO e BANCA. In particolare nella corsia 11 e 12 sono presenti i prodotti
di RT-PCR della linea HL-60 ceppo CRO e ceppo TV, positive per ADM.
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Fig. 15: analisi di RT-PCR su RNA estratto da HL60 ceppo BANCA, CRO e TV
per rilevare la presenza di EGF-R, ADM,e GAPD utilizzato come controllo
positivo. Al temine della reazione di amplificazione sono stati caricati su gel di
Agarosio al 2%, 18ul per ogni campione. Per le linee 1 e 9 Marker molecolare
100 bp (Sigma Aldrich), 2 GAPD per HL60 ceppo BANCA, 3 GAPD per HL60
ceppo CRO, 4 GAPD per HL60 ceppo TV, 5 EGF-R per HL60 ceppo BANCA, 6
EGF-R per HL60 ceppo CRO, 7 EGF-R per HL60 ceppo TV, 8 e 16 controlli
negativi, 10 ADM per HL60 ceppo BANCA, 11 ADM per HL60 ceppo CRO, 12
ADM per HL60 ceppo TV, 13, 14 e 15 pozzetti vuoti.
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§2. PROPRIETA INDUTTIVE DI ADRENOMEDULLINA ED
ENDOTELINA-1

§2.1 VALUTAZIONE DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI ADM ED ET-1
MEDIANTE TEST DI CRESCITA A BREVE TERMINE IN TERRENO
LIQUIDO

Le Figure 16, 17, 18, e 19 riassumono i risultati delle prove a breve termine
eseguite per valutare gli effetti induttivi di ADM sulla crescita delle quattro linee in
esame. Analogamente nelle figure 20, 21, 22 e 23 sono riportati i dati riguardanti
ET-1.

In ciascuna figura gli istogrammi riportano I'NCyqe £ deviazione standard delle
cellule sviluppatesi in ciascuna coltura agli end-point e sono affiancati da tabelle con

indicate le significativita statistiche tra i differenti gruppi sperimentali.

e [INEA HL-60 CEPPO TV (FIGURA 16 PER ADM, FIGURA 20 PER ET-1)

La conta cellulare media delle colture di controllo & pari a 1.18+0.002 x10° per le
24 ore, 5.27+0.007 x10° per le 48 ore e 14.42+0.023 x10° per le 72 ore.

Nelle colture trattate con ADM, le conte cellulari medie sono per le 24 ore:
4.86+0.031 x10° per D1, 3.87+0.018 x10° per D2, 3.43+£0.014 x10° per D3 e
2.58+0.016 x10° per D4. Anche nel secondo end-point (48 ore) il conteggio
emocitometrico evidenzia un aumento dosaggio dipendente: 16.37+0.044 x10° in
D1, 15.56+0.059 x10%in D2, 13.41+0.039 x10%in D3 e 11.97+0.012 x10°in D4. I
risultati si confermano alle 72 ore rilevando un incremento nella conta cellulare
dipendente dalla quantitd di peptide fornito: 19.96+0.029 x10° per D1,
19.07+0.037 x10°per D2, 18.43+0.152 x10° per D3 e 17.86+0.027 x10° per DA4.

I confronti statistici tra i controlli e i trattati evidenziano che ADM induce incrementi
significativi, dose e tempo dipendente, dell'NCiai presenti nelle colture trattate
(Figura 16).

Anche nei saggi di crescita con ET-1 le conte cellulari evidenziano un aumento
rispetto ai controlli, in particolare nelle 24 ore: 4.43+£0.019 x10° per DS5,
3.73+0.018 x10° per D6, 2.52+0.017 x10° per D7 e 2.08+0.005 x10° per D8. Allo
stesso modo alle 48 ore I'NCiya; contate corrisponde a: 15.70+£0.005 x10% in D5,
15.15+0.027 x10° in D6, 12.86+0.021 x10° in D7 e 11.38+0.011 x10° in DS.
Nell’'ultimo end-point al dosaggio maggiore (D5) la conta cellulare media € pari a
18.54+0.034 x10°seguita da 17.86+0.023 x10° per D6, 17.75+0.019 x10° per D7 e
17.25+0.035 x10° per D8.
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I confronti statistici per ET-1 tra i diversi campioni dimostrano una significativita
per tutte le coppie di raffronti effettuati, evidenziando un effetto stimolatorio del

peptide in relazione alla concentrazione fornita e al tempo di esposizione.

e [INEA HL-60 CEPPO CRO (FIGURA 17 PER ADM, FIGURA 21 PER ET-1)

Nelle colture in assenza dei peptidi (controllo) le conte cellulari medie
corrispondono a 0.90+0.001 x10° per le 24 ore, 3.52+0.027 x10° per le 48 ore e
7.35+0.018 x10° per le 72 ore.

Le conte cellulari medie nelle colture trattate con ADM sono per le 24 ore:
3.46+0.023 x10° per D1, 3.09+0.057 x10° per D2, 2.51+0.043 x10° per D3 e
2.30+0.064 x10° per D4. Anche per questa linea, nel secondo end-point (48ore) il
conteggio emocitometrico conferma un aumento dosaggio dipendente: 9.12+0.049
x10° in D1, 8.45+0.119 x10°in D2, 7.61+0.175 x10° in D3 e 7.27+0.049 x10° in
D4. I risultati si ripetono alle 72 ore rilevando un incremento nella conta cellulare
dipendente dalla quantitd di peptide fornito: 17.60+£0.089 x10° per D1,
15.31+0.185 x10%per D2, 13.81£0.115 x10° per D3 e 12.11+0.066 x10° per DA4.

I confronti statistici tra i controlli e i trattati evidenziano che ADM ha effetti induttivi
significativi per tutte le coppie di confronti effettuati (Figura 17), con una risposta

dose-dipendente e tempo-dipendente.

Nei saggi di crescita con ET-1 le conte cellulari evidenziano un aumento rispetto ai
controlli, in particolare nelle 24 ore: 3.49+0.043 x10° per D5, 3.05+0.036 x10° per
D6, 2.41+0.075 x10° per D7 e 2.22+0.045 x10° per D8. Allo stesso modo alle 48
ore I'NCiaii CONtate corrisponde a: 8.85+0.015 x10°in D5, 7.82+0.016 x10°in D6,
7.40+0.036 x10%in D7 e 6.63+£0.049 x10° in D8. Nell'ultimo end-point al dosaggio
maggiore (D5) la conta cellulare media & pari a 16.28+0.121 x10° seguita da
15.82+0.183 x10° per D6, 13.56+0.152 x10° per D7 e 12.41+0.274 x10° per D8.

I confronti statistici per ET-1 dimostrano una significativita per tutte le coppie di

raffronti effettuati con un effetto stimolatorio tempo e dose dipendente.

e [INEA HL-60 CEPPO BANCA (FIGURA 18 PER ADM, FIGURA 22 PER ET-1)

La conta cellulare media delle colture di controllo & pari a 1.90+£0.007 x10° per le
24 ore, 6.66+0.006 x10° per le 48 ore e 14.97+0.039 x10° per le 72 ore.

Nelle colture trattate con ADM le conte cellulari medie sono per le 24 ore:
9.25+0.022 x10° per D1, 7.97+0.037 x10° per D2, 6.49+0.021 x10° per D3 e
4,97+0.017 x10° per D4. Anche per questa linea, nel secondo end-point (48ore) il
conteggio emocitometrico conferma un aumento dosaggio dipendente:
19.19+0.024 x10° in D1, 15.45+0.022 x10° in D2, 12.28+0.016 x10° in D3 e

11.05+0.013 x10° in D4. I risultati si ripetono alle 72 ore rilevando un incremento
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nella conta cellulare dipendente dalla quantita di peptide fornito: 27.50+0.032 x10°
per D1, 25.36+0.025 x10° per D2, 21.25+0.016 x10° per D3 e 19.85+0.023 x10°
per D4.

I confronti statistici tra i controlli e i trattati evidenziano che ADM ha effetti induttivi
significativi per tutte le coppie di confronti effettuati (Figura 18), con una risposta

dose-dipendente e tempo-dipendente.

Nei saggi di crescita con ET-1 le conte cellulari evidenziano un aumento rispetto ai
controlli, in particolare nelle 24 ore: 8.96+0.027 x10° per D5, 7.74+0.037 x10° per
D6, 5.17+0.025 x10° per D7 e 4.51+0.002 x10° per D8. Allo stesso modo alle 48
ore I'NCioai contate corrisponde a: 16.37+£0.037 x10°® in D5, 14.83+0.031 x10° in
D6, 12.17+0.020 x10° in D7 e 10.92+0.021 x10° in D8. Nell'ultimo end-point al
dosaggio maggiore (D5) la conta cellulare media & pari a 26.31+0.439 x10° seguita
da 24.33+0.039 x10° per D6, 20.75+0.037 x10° per D7 e 19.37+0.023 x10° per
D8.

I confronti statistici anche per ET-1 dimostrano una significativita per tutte le
coppie di raffronti effettuati, evidenziando un effetto stimolatorio del peptide in

relazione alla concentrazione fornita e al tempo di esposizione.

o [INEA KASUMI-1 (FIGURA 19 PER ADM, FIGURA 23 PER ET-1)

La conta cellulare media delle colture di controllo & pari a 6.321+0.021 x10° per le
24 ore, 8.59+0.009 x10° per le 48 ore e 11.11+0.012 x10° per le 72 ore.

Nelle colture trattate con ADM le conte cellulari medie sono per le 24 ore:
14.24+0.020 x10° per D1, 13.81+0.027 x10° per D2, 12.74+0.045 x10° per D3 e
11.36+0.037 x10° per D4. Anche per questa linea, nel secondo end-point (48ore) il
conteggio emocitometrico conferma un aumento dosaggio dipendente:
16.14+0.033 x10° in D1, 14.75£0.034 x10° in D2, 12.78+0.014 x10° in D3 e
11.77+0.014 x10°in D4. I risultati si ripetono alle 72 ore rilevando un incremento
nella conta cellulare dipendente dalla quantita di peptide fornito: 18.73+0.026 x10°
per D1, 17.36+0.019 x10° per D2, 16.11+0.014 x10° per D3 e 15.39+0.015 x10°
per D4.

I confronti statistici tra i controlli e i trattati evidenziano che ADM ha effetti induttivi
significativi per tutte i confronti effettuati (Figura 19), con una risposta dose-

dipendente e tempo-dipendente.

Anche per questa linea nei saggi di crescita con ET-1 le conte cellulari evidenziano
un aumento rispetto ai controlli, in particolare nelle 24 ore: 14.04+0.022 x10° per
D5, 13.66+0.024 x10° per D6, 12.08+0.036 x10° per D7 e 11.15+0.022 x10° per
D8. Allo stesso modo alle 48 ore |I" NCiota; contate corrisponde a: 16.01+0.022 x10°
in D5, 13.91+0.042 x10°%in D6, 11.99+0.056 x10° in D7 e 11.24+0.088 x10°in D8.

77



Nell’'ultimo end-point al dosaggio maggiore (D5) la conta cellulare media € pari a
17.43+0.012 x10° seguita da 16.78+0.013 x10° per D6, 15.96+0.032 x10° per D7
e 14.90+0.043 x10° per D8.

I confronti statistici per ET-1 dimostrano una significativita per tutte le coppie di
raffronti effettuati, evidenziando un effetto stimolatorio del peptide in relazione alla

concentrazione fornita e al tempo di esposizione.
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Fig. 16: risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di ADM sulla linea HL-60 ceppo
TV a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10°M (D1), 2.5x108M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10°M (D4). I
risultati sono espressi in istogrammi come NCii x10° £ deviazione standard, raggruppati nei tre end-point 24, 48 e
72 ore.
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Fig. 17: risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di ADM sulla linea HL-60 ceppo
CRO a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10%M (D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10°M (D4). I
risultati sono espressi in istogrammi come NCeoai X10° + deviazione standard, raggruppati nei tre end-point 24, 48 e
72 ore.
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risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di ADM sulla linea KASUMI-1 a
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Fig. 19
quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10°M (D1), 2.5x10%M (D2), 1.25x10%8M (D3) e 0.625x108M (D4). I risultati

sono espressi in istogrammi come NCiai X10° £ deviazione standard, raggruppati nei tre end-point 24, 48 e 72 ore.
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Fig. 20: risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di ET-1 sulla linea HL-60 ceppo
TV a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10®M (D5), 2.5x10®M (D6), 1.25x10°M (D7) e 0.625x10M (D8). I

risultati sono espressi in istogrammi come NCiai X10° £ deviazione standard, raggruppati nei tre end-point 24, 48 e
72 ore.
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Fig. 21: risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di ET-1 sulla linea HL-60 ceppo
CRO a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10®M (D5), 2.5x10%M (D6), 1.25x108M (D7) e 0.625x108M (D8). I

risultati sono espressi in istogrammi come NCiai X10° £ deviazione standard, raggruppati nei tre end-point 24, 48 e
72 ore.
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risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di ET-1 sulla linea KASUMI-1 a
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quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10®M (D5), 2.5x108M (D6), 1.25x108M (D7) e 0.625x10°M (D8). I risultati

sono espressi in istogrammi come NCiai X10° + deviazione standard, raggruppati nei tre end-point 24, 48 e 72 ore.

Fig. 23
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§2.2 ESPRESSIONE DEI MARKER DI DIFFERENZIAZIONE
GRANULOCITARIA POST-ESPOSIZIONE AD ADM ED ET-1

I risultati della caratterizzazione citofluorimetrica dei marker di differenziazione
granulocitaria post esposizione ad ADM ed ET-1, sono riportati nelle Tabelle XI, XII,
XIII e XIV per quanto riguarda ADM e nelle Tabelle XV, XVI, XVII e XVIII per ET-1.
I valori sono riportati come percentuale di espressione del marcatore = deviazione

standard.

e [INEA HL-60 CEPPO TV (TABELLA XI PER ADM, TABELLA XV PER ET-1)

L'espressione antigenica delle cellule esposte a tutti e quattro i dosaggi di ADM
rispetto ai controlli rimane pressoché invariata. Fa eccezione |'antigene CD11b che
diminuisce percentualmente nei trattati rispetto ai controlli, con valori che
sembrano dipendere, in parte, dal dosaggio di peptide fornito alla linea. Anche
I'espressione del CD33 sembra diminuire in maniera inversamente proporzionale al
dosaggio passando dal 99.6% nel controllo al 86.7% in D1, 84.2% in D2, 84.6% in
D3 e 83.4% in DA4.

Anche nei trattati con ET-1 diminuisce in percentuale I'espressione del CD11b, in
particolare dal 75.1% del controllo al 68.5% in D5, al 62.5% in D6, al 61.6% in D7
e al 67.7% in D8. Nello stesso modo si registra un decremento dell’espressione di
CD33 dal 99.7% del controllo al 87.3% in D5, 83.9% in D6, 86.6% in D7 e 83.4%
in D8

e [INEA HL-60 CEPPO CRO (TABELLA XII PER ADM, TABELLA XVI PER ET-1)

Nei quattro trattati con ADM si ha un aumento percentuale dell’espressione del CD4
rispetto al controllo, inverso all’'aumento della concentrazione del peptide. Inoltre &
visibile una diminuzione dell’espressione di CD11b simile per i tre dosaggi maggiori,
che decrementa ulteriormente nella concentrazione minore. L'espressione del CD33
diminuisce dal 99.4% del controllo al 87.4% in D1, al 84.7% in D2, al 88.1% in D3
e all’'88.7% in D4.

Per ET-1 nei trattati si osserva rispetto al controllo (99.3%) una diminuzione
percentuale dell’'espressione del CD11b all’88.7% in D5, all’'89.2% in D6, all'87.8%
in D7 e al 86.6% in D8. L'espressione del CD33 €& pari al 98.4% nel controllo,
88.4% in D5, 85.4% in D6, 88.1% in D7 e 88.7% in D8.

e [INEA HL-60 CEPPO BANCA (TABELLA XIII PER ADM, TABELLA. XVII PER ET-1)

Le cellule di questa linea non subiscono molte variazioni a livello immunocitometrico

nei trattati rispetto ai controlli, ad eccezione dell’espressione del CD33 che
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diminuisce dal 100% del controllo al 88.9% in D1, al 888.8% in D2, al 89% in D3 e
all’86.5% in D4. L'espressione del CD11b diminuisce maggiormente nei dosaggi

minori con un decremento dal 97.6% del controllo al 90.2% in D3 e al 91.2% in D4.

Nei saggi di crescita con ET, le cellule di questa linea esprimono in modo simile al
controllo I'antigene CD11b. Si osserva una variazione nell’espressione del CD33 con
un decremento dal 99.0% del controllo al 89.2% in D5, al 87.4% in D6, al 88.7% in
D7 e al 87.5% in D8.

e [INEA KASUMI-1 (TABELLA. XIV PER ADM, TABELLA XVIII PER ET-1)

In questa linea l|'espressione del CD11b diminuisce dal 74.2% del controllo al
64.6% in D1, al 66% in D2, al 62% in D3 e all'65.3% in D4. Inoltre, I'antigene
CD33 diminuisce dal 89.4% del controllo al 79.2% in D1, al 78.7% in D2, al 78.7%
in D3 e all'73.3% in DA4.

Nei trattati con ET-1 si verifica un decremento percentuale nell’espressione del
CD11b con minime differenze tra le quattro concentrazioni testate. L'antigene CD33
diminuisce in percentuale dal 99.4% del controllo al 77.9% in D5, al 77.7% in D6,

al 78.7% in D7 e al 78% in D8.
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HL-60 ceppo TV induzione con ADM

MARCATORI
C D1 D2 D3 D4
HLA-DR 1.610.44 1.5%0.1 1.3+0.49 1.6+£0.15 1.4+0.44
CD4 1.0+0.61 0.9+0.03 1.5+1.00 | 0.910.62 1.0+£0.10
CD11B 72.7+2.46 | 67.4+0.76 | 65.844.39 | 63.5+2.37 | 65.3£0.46
CD14 83.5+0.52 | 83.5+0.36 | 83.9+0.21 | 84.3+0.25 | 83.1+£0.15
CD15 7.8+1.64 | 7.6+0.21 7.2+3.67 | 7.5+0.32 | 7.513.46
CD16 3.5£0.38 | 3.4#0.30 | 4.1+0.60 | 3.9%0.15 | 3.6+0.45
CD33 99.6+0.01 | 86.6+£0.42 | 84.2+0.47 | 84.6+0.61 | 83.4+£0.20
CD44 0.6+0.55 | 0.8%+0.90 1.0+0.42 1.0+0.21 0.9+£0.45
CD45 67.5+1.15 | 66.3%0.10 | 66.9+0.78 | 66.6+1.18 | 66.1+2.03

Tab. XI : risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea HL-60
ceppo TV dopo 72 ore di coltura con e senza ADM alle quattro concentrazioni testate:
5x10°M (D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10°M (D4). I risultati sono
espressi come percentuale di espressione dell’anticorpo + deviazione standard.

HL-60 ceppo CRO induzione con ADM
MARCATORI
Cc D1 D2 D3 D4
HLA-DR 73.04£3.42 | 73.941.44 | 71.940.79 | 72.943.45 | 72.0+0.9
CD4 85.0+2.55 | 85.9+3.21 | 87.0+2.96 | 86.9+0.86 | 89.8+0.17
CD11B 99.6+0.25 | 89.0+1.44 | 89.5+0.55 | 89.8+0.12 | 87.9+2.33
CD14 99.5+0.02 | 99.8+0.06 | 99.3+0.50 | 98.9+0.47 | 98.9+0.95
CD15 100+0.00 | 99.5+0.40 | 99.6+0.21 | 99.8+0.20 | 99.6+0.32
CD16 28.310.60 | 28.6+£0.51 | 28.7+2.59 | 28.9+0.62 | 28.0+1.75
CD33 99.4+0.05 | 87.3+2.31 | 84.7+£1.57 | 88.1£3.20 | 88.7+2.08
CD44 99.9+0.00 | 98.6+0.76 | 98.8+0.38 | 99.3+0.32 | 98.9+0.81
CD45 99.7£0.02 | 98.4+0.32 | 99.6+0.23 | 99.6+0.05 | 99.4+0.01

Tab. XII : risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea HL-60
ceppo CRO dopo 72 ore di coltura con e senza ADM alle quattro concentrazioni testate:
5x10®M (D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10°M (D4). I risultati sono
espressi come percentuale di espressione dell’anticorpo £ deviazione standard.
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HL-60 ceppo BANCA induzione con ADM
MARCATORI
Cc D1 D2 D3 D4
HLA-DR 3.9140.72 3.3+2.21 3.5+0.71 3.840.36 | 3.4+0.76
CD4 99.1+£0.03 | 99.1+0.02 | 99.5+0.29 | 98.4+0.50 | 99.4+0.01
CD11B 97.5+1.81 | 98.0+1.30 | 93.5+2.71 | 90.2+1.67 | 91.2+1.74
CD14 44.2+0.58 | 45.5+0.058 | 45.3+0.11 | 44.8+0.06 | 44+3.97
CD15 99.2+0.05 | 99.6+0.05 | 99.720.05 | 99.4+0.01 | 99.4+0.42
CD16 82.5+0.70 | 82.4+3.56 | 83.8+2.86 | 82.1+4.32 | 83.1+4.32
CD33 100+0.00 | 88.8+0.32 | 88.7+0.06 | 89.0+0.15 | 86.5+0.15
CD44 99.6+£0.03 | 99.8+0.04 | 99.8+0.06 | 99.8+0.14 | 98.0+£0.85
CD45 99.7+£0.10 | 99.4+0.09 | 99.0+0.95 | 98.7+0.18 | 99.7+0.84

Tab. XIII risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea HL-60
ceppo BANCA dopo 72 ore di coltura con e senza ADM alle quattro concentrazioni testate:
5x10®M (D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10°M (D4). I risultati sono
espressi come percentuale di espressione dell’anticorpo + deviazione standard.

KASUMI-1 induzione con ADM
MARCATORI
Cc D1 D2 D3 D4
HLA-DR 99.2+0.11 | 99.9+0.10 | 99.2+0.17 | 99.4+0.60 | 98.8+0.05
CD4 99.8+0.15 | 98.2+0.16 | 99.41+0.04 | 98.5+1.00 | 98.310.72
CD11B 74.1+0.11 | 64.6+0.41 | 66.0£0.44 | 62.0+0.25 | 65.3+0.40
CD14 6.2+0.31 6.410.7 6.410.29 | 6.3+0.36 | 6.4+0.50
CD15 84.5+4.25 | 85.4+3.12 | 84.8+3.44 | 85.6+1.14 | 85t4.19
CD16 32.3+1.09 | 32.8+1.93 | 32.2+1.93 | 32.1£1.12 | 32.1+2.79
CD33 89.3+1.26 | 79.2+2.69 | 78.7£1.92 | 78.6+0.64 | 73.3+2.52
CD44 99.6+0.01 | 99.0+0.01 | 99.940.05 | 99.4+0.09 | 99.6+0.30
CD45 98.2+0.70 | 99.2+0.57 | 99.940.00 | 99.31£0.51 | 99.5+0.50

Tab. XIV risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea
KASUMI-1 dopo 72 ore di coltura con e senza ADM alle quattro concentrazioni testate:
5x10°M (D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10°®M (D4). I risultati sono
espressi come percentuale di espressione dell’anticorpo + deviazione standard.
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HL-60 ceppo TV induzione con ET-1
MARCATORI
Cc D5 D6 D7 D8
HLA-DR 0.5%0.31 1.0+0.1 0.910.21 1.0+0.26 0.6x0.21
CD4 1.2+0.20 | 1.2+0.42 | 1.3%0.15 | 1.1£0.62 | 1.2+0.52
CD11B 75.1+1.33 | 68.4+0.76 | 62.5+2.68 | 61.5+0.35 | 67.7+0.64
CD14 83.1+0.1 | 84.5£0.21 | 84.9+0.26 | 84.3+0.15 | 84.1+0.10
CD15 7.4+235 | 7.9+0.21 | 7.8#0.21 | 7.3+0.32 | 7.3+0.79
CD16 3.6+0.01 | 3.6+0.26 | 3.5+0.42 | 3.6+0.32 | 3.5+0.61
CD33 99.740.03 | 87.3+£0.06 | 83.8+0.31 | 86.6+0.32 | 83.410.10
CD44 0.8+0.21 | 1.1+0.36 | 1.0£0.38 | 1.0+0.20 | 0.9+0.10
CD45 68.1£0.40 | 68.4+0.06 | 68+0.44 | 69.9+0.65 | 68.4+0.81

Tab. XV : risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea HL-60
ceppo TV dopo 72 ore di coltura con e senza ET-1 alle quattro concentrazioni testate: 5x10°
M (D5), 2.5x10°M (D6), 1.25x10®M (D7) e 0.625x10®M (D8). I risultati sono espressi
come percentuale di espressione dell’anticorpo + deviazione standard.

HL-60 ceppo CRO induzione con ET-1
MARCATORI
Cc D5 D6 D7 D8
HLA-DR 77.0£1.72 | 77.9+1.44 | 77.5+0.75 | 77.9+1.74 | 77.4+0.53
CD4 84.7+0.5 | 84.6£2.31 | 84.7+1.47 | 84.9+0.82 | 85.1+£0.36
CD11B 99.2+0.08 | 88.7+0.08 | 89.2+0.01 | 87.8+0.15 | 86.5+0.95
CD14 98.2+0.42 | 98.310.42 | 98.3+0.31 | 98.2+0.32 | 98.91£0.25
CD15 99.3+0.53 | 99.6+0.29 | 99.3+0.21 | 99.7+0.01 | 99.9+0.05
CD16 28.6+0.75 | 28.91+0.68 | 27.7+1.67 | 28.2+0.15 | 28.3£0.23
CD33 98.4+0.89 | 88.3+0.44 | 85.4+0.47 | 88.1+0.32 | 88.7+0.06
CD44 99.2+0.01 | 99.6+0.25 | 98.5+0.19 | 99.3+0.26 | 98.6+0.90
CD45 99.6+0.40 | 98.1+0.95 | 99+0.87 | 99.8+0.20 | 99.7+0.13

Tab. XVI : risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea HL-
60 ceppo CRO dopo 72 ore di coltura con e senza ET-1 alle quattro concentrazioni
testate: 5x10°°M (D5), 2.5x10°M (D6), 1.25x10°M (D7) e 0.625x10°M (D8). I risultati
sono espressi come percentuale di espressione dell’anticorpo + deviazione standard.
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HL-60 ceppo BANCA induzione con ET-1
MARCATORI
Cc D5 D6 D7 D8
HLA-DR 3.7+0.15 3.710.1 3.6+0.35 | 3.7+0.25 | 3.6+0.42
CD4 98.1+0.46 | 98.4+1.06 | 98.8+0.42 | 98.0+0.35 | 99.0+0.40
CD11B 99.4+0.18 | 97.840.6 | 99.2+0.61 | 98.5+0.59 | 99.6+0.21
CD14 43.9+0.26 | 43.2+0.31 | 43.7+0.40 | 44.1£1.06 | 43.3+1.11
CD15 99.4+0.26 | 99.4+0.53 | 99.7+0.15 | 99.7+0.20 | 99.7+0.26
CD16 84.5+0.83 | 84.1£0.35 | 83.4+£1.15 | 84.1+2.44 | 84.1+0.82
CD33 99+0.47 | 89.2+0.21 | 87.4+0.15 | 88.7+0.46 | 87.5+0.32
CD44 99.7+0.03 | 99.3+0.55 | 99.7+0.26 | 98.8+0.64 | 98.9+0.00
CD45 99.4+0.26 | 99.1+0.66 | 98.8+0.44 | 99.5+0.42 | 98.8+0.72

Tab. XVII : risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea HL-
60 ceppo BANCA dopo 72 ore di coltura con e senza ET-1 alle quattro concentrazioni
testate: 5x10°M (D5), 2.5x10°M (D6), 1.25x10°M (D7) e 0.625x10°M (D8). I risultati
sono espressi come percentuale di espressione dell’anticorpo + deviazione standard.

KASUMI-1 induzione con ET-1
MARCATORI
Cc D5 D6 D7 D8

HLA-DR 99.4+0.3 | 99.2+0.40 | 99.3+0.98 | 98.7+0.42 | 99.0+0.67
CD4 99.6+0.25 | 99.0+0.55 | 99.4+0.45 | 98.7+0.40 | 99.1+0.7
CD11B 76.5+0.42 | 71.6+0.26 | 68.7+0.50 | 71.3+0.60 | 70.9+0.61
CD14 6.4+0.15 6.4+0.32 6.3+0.15 6.6+0.61 6.7+0.76
CD15 83.5+032 | 82.7+4.43 | 82.4+0.72 | 82.6+2.12 | 83.6+2.91
CD16 32.0+1.38 | 32.8+0.65 | 32.5+1.21 | 32.4+0.81 | 32.4+1.27
CD33 99.3+0.27 | 77.8%1.40 | 77.7+0.09 | 78.6+2.61 78+0.32
CD44 99.3+0.47 | 98.5+0.72 | 98.2+0.40 | 99.6+0.81 | 98.2+0.93
CD45 99.2+0.21 | 98.6+0.17 | 99.5+0.2 100+0.00 | 99.7+0.26
Tab. XVIII : risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla linea

KASUMI-1 dopo 72 ore di coltura con e senza ET-1 alle quattro concentrazioni
testate: 5x10°M (D5), 2.5x10°M (D6), 1.25x10°M (D7) e 0.625x10°M (D8). I
risultati sono espressi come percentuale di espressione dell’anticorpo * deviazione

standard.
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§2.3 CARATTERIZZAZIONE MORFOLOGICA POST-ESPOSIZIONE AD ADM
ED ET-1

In questa sperimentazione i preparati non rilevano differenze morfologiche tra i
controlli e i trattati, come evidenziato, a titolo di esempio, nelle figure 24 e 25 che
riportano immagini di cellule della linea HL-60 ceppo TV dopo esposizione ad ADM
ed ET-1.
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Fig. 24: immagini ottenute all’end-point del test colturale a breve termine (72 ore)
con ADM del ceppo cellulare HL-60 TV. (A) Contr, (B) D1, (C) D2, (D) D3, (E) D4
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Fig. 25: immagini ottenute all’end-point del test colturale a breve termine (72 ore)
con ET-1 del ceppo cellulare HL-60 TV. (A) Contr, (B) D1, (C) D2, (D) D3, (E) D4
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§2.4 VALUTAZIONE DELLE PROPIETA INDUTTIVE DI ADM ED ET-1
MEDIANTE SAGGI CLONOGENICI IN TERRENO SEMISOLIDO

I risultati della sperimentazione condotta per valutare gli effetti esercitati da ADM
ed ET-1 sulla crescita clonale in terreno semisolido delle linee cellulari sono
riassunti negli istogrammi delle Figure 26, 27, 28, e 29 come numero medio di

CFUai + deviazione standard sviluppatesi nelle colture.
e [INEA HL-60 CEPPO TV (FIGURA 26)

Il numero medio di CFU totali sviluppatesi nelle colture di controllo € pari a
185.4+67.68.

Nei test clonogenici eseguiti esponendo le cellule ad ADM, il numero medio di CFU &
parti a: 250.6+88.88 per D1, 223.5+70.53 per D2, 215.9+76.44 per D3 e
184.4+76.10 per DA4.

I confronti statistici rivelano che solo il dosaggio massimale di ADM induce un

significativo incremento del numero medio di CFU.

Anche nei saggi di crescita con ET-1, il conteggio delle colonie evidenzia I'aumento
nel numero di CFU delle colture trattate rispetto ai controlli, in particolare:
223.8+73.53 per D5, 209.4+£69.66 per D6, 198.6+77.63 per D7 e 190.6+76.64 per
D8.

Come per ADM, i confronti statistici indicano che ET-1 induce un significativo

incremento del numero di CFU solo al dosaggio maggiore.

e [INEA HL-60 CEPPO CRO (FIGURA 27)

Il numero medio di CFU contate per le HL-60 ceppo CRO di controllo & pari a
24.65+18.23.

Nei saggi a medio termine in presenza di ADM il numero medio di CFU corrisponde
a: 46.30+38.49 per D1, 43.45+32.76 per D2, 35.15+£25.18 per D3 e 34.25+21.03
per D4.

I confronti statistici evidenziano che ADM ha effetti induttivi sulla crescita clonale

significativi per i due dosaggi maggiori di peptide (D1 e D2).

Anche nei test clonogenici con ET-1 le conte delle colonie evidenziano un aumento
rispetto ai controlli, in particolare: 44.05+27.70 per D5, 45.30+30.50 per D6,
34.85+24.04 per D7 e 23.10+14.60 per D8.

I confronti statistici anche per ET-1 dimostrano una significativita nell’'aumento del

numero medio di CFU contate per i due dosaggi maggiori di peptide (D5 e D6).
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e [INEA HL-60 CEPPO BANCA (FIGURA 28)

Il numero medio di CFU contate per le colture in assenza dei due peptidi & pari a
131.6+43.69.

Nei saggi di crescita a medio termine in presenza di ADM le conte delle colonie
medie sono: 217.1+44.66 per D1, 200.2+40.50 per D2, 180.1+£43.73 per D3 e
155.5+49.54 per DA4.
I confronti statistici evidenziano che ADM ha effetti induttivi significativi nella
crescita clonogenica per i due dosaggi maggiori di peptide aggiunto al terreno
semisolido (D1 e D2).

Anche nei saggi di crescita con ET-1 le conte delle CFU medie evidenziano un
aumento nei trattati rispetto ai controlli, in particolare: 201.2+57.19 per D5,
185.3+58.44 per D6, 155.8+34.18 per D7 e 136.7+34.81 per D8.

I confronti statistici per ET-1 dimostrano una significativita nell'aumento del numero

medio di CFU nel dosaggio maggiore (D5).

e [INEA KASUMI-1 (FIGURA 29)

Nei test clonogenici il numero di CFU medie contate per il controllo € pari a
47.95+37.00.

Nei saggi a medio termine in presenza di ADM il numero medio di CFU corrisponde
a: 95.55+47.58 per D1, 86.45+44.24per D2, 74.64+39.23 per D3 e 65.55+44.25
per D4.

I confronti statistici evidenziano che ADM ha effetti induttivi sulla crescita clonale

significativi per i due dosaggi maggiori di peptide (D1 e D2).

Anche nei saggi di crescita con ET-1, il conteggio delle colonie evidenzia un
aumento nel numero di CFU nei trattati rispetto ai controlli, in particolare:
100.7£56.98 per D5, 81.41+49.78 per D6, 70.82+42.60 per D7 e 61.86+46.66 per
D8.

I confronti statistici, indicano un aumento significativo del numero medio di CFU

contate nei due dosaggi maggiori di ET-1 (D7 e D8).
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HL-60 ceppo TV: test clonogenici con ADM ed ET-1
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Fig.26: risultati dei saggi di crescita a medio termine in terreno semisolido per valutare gli effetti
induttivi di ADM ed ET-1 sulla linea HL-60 ceppo TV a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10°M
(D1), 2.5x10®M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10°M (D4) per ADM e 5x10°M (D5), 2.5x10°M
(D6), 1.25x10®M (D7) e 0.625x10°M (D8) per ET-1. I risultati sono espressi in istogrammi come
numero medio di CFU £ deviazione standard (in rosso ADM, in verde ET-1, in BLU il controllo)
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Fig. 27: risultati dei saggi di crescita a medio termine in terreno semisolido per valutare gli effetti
induttivi di ADM ed ET-1 sulla linea HL-60 ceppo CRO a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10°
8M (D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10M (D4) per ADM e 5x10°M (D5), 2.5x10M
(D6), 1.25x10°M (D7) e 0.625x10°M (D8) per ET-1. I risultati sono espressi in istogrammi come
numero medio di CFU £ deviazione standard (in rosso ADM, in verde ET-1, in BLU il controllo)
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HL-60 ceppo BANCA: test clonogenici con ADM ed ET-1
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Fig. 28: risultati dei saggi di crescita a medio termine in terreno semisolido per valutare gli effetti
induttivi di ADM ed ET-1 sulla linea HL-60 ceppo BANCA a quattro dosaggi oltre al controllo (C):
5x10°M (D1), 2.5x10°M (D2), 1.25x108M (D3) e 0.625x10°M (D4) per ADM e 5x10°M (D5),
2.5x10°M (D6), 1.25x10°M (D7) e 0.625x10°M (D8) per ET-1. I risultati sono espressi in
istogrammi come numero medio di CFU £ deviazione standard (in rosso ADM, in verde ET-1, in BLU
il controllo)
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Fig. 29: risultati dei saggi di crescita a medio termine in terreno semisolido per valutare gli effetti induttivi
di ADM ed ET-1 sulla linea KASUMI-1 a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 5x10°M (D1), 2.5x10°M
(D2), 1.25x10°M (D3) e 0.625x10®M (D4) per ADM e 5x10°M (D5), 2.5x10°M (D6), 1.25x10°M (D7) e
0.625x10®M (D8) per ET-1. I risultati sono espressi in istogrammi come numero medio di CFU =+
deviazione standard (in rosso ADM, in verde ET-1, in BLU il controllo)
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§2.5 VERIFICA DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI ADM ED ET-1
MEDIANTE INIBITORI

Per convalidare gli effetti esercitati da ADM ed ET-1 sulla proliferazione cellulare di
tutte le quattro linee prese in esame, sono stati condotti saggi di crescita a breve
termine esponendo le cellule a specifici inibitori (ADM-fragmenty,,.s, inhibitor,
inibitore di ADM e BQ788 inhibitor e BQ133 inhibitor, inibitori di ET-1) in

presenza/assenza dei peptidi stessi.

I risultati della sperimentazione condotta sono riassunti negli istogrammi delle
Figure 30, 31, 32 e 33 come NCiqi contate + deviazione standard affiancati dalle

tabelle con i confronti statistici.

e [INEA HL-60 CEPPO TV (FIGURA 30)

In questa serie di esperimenti, la conta cellulare media & pari a: 1.22+0.003 x10°
nelle colture di controllo, 2.55+0.007 x10° nelle colture trattate con ADM,
1.22+0.009 x10° nelle colture trattate con ADM-fragment,,.s; inhibitor e
1.35+£0.008 x10° nelle colture trattate contemporaneamente con ADM e il suo
inibitore.

I confronti statistici evidenziano che I'NCyae dei controlli € significativamente
inferiore a quello delle colture trattate con ADM o con ADM e il suo inibitore, ma
non differisce da quello delle colture trattate con il solo inibitore. In ogni caso il rate
di crescita nelle colture trattate con solo ADM & significativamente maggiore
rispetto sia a quello delle colture trattate con il proprio inibitore, sia a quello delle

colture esposte al mix ADM e ADM-fragment,,_s, inhibitor.

Per ET-1 I'NCiotaie © pari a: 1.22£0.003 x10° nelle colture di controllo, 2.41+0.007
x10° nelle colture trattate con ET-1, 1.22+0.003 x10° nelle colture trattate con
BQ123 e 1.22+0.007 x10° con BQ788, 1.24+0.007 x10° nelle colture trattata
contemporaneamente con ET-1 e BQ123 e 1.24+0.006 x10° per ET-1 con l'inibitore
BQ788.

I confronti statistici per ET-1 sono sovrapponibili a quelli di ADM sopra descritti.

e [INEA HL-60 CEPPO CRO (FIGURA 31)

La conta cellulare media € pari a: 1.01£0.004 nelle colture di controllo, 2.41+0.011
x10° nelle colture trattate con ADM, 1.01£0.011 x10° nelle colture trattate con ADM
fragment;,.s; inhibitor e 1.02+0.007 x10° nelle colture trattate
contemporaneamente con ADM e il suo inibitore.

I confronti statistici evidenziano che I’'NCyae dei controlli € significativamente

inferiore a quello delle colture trattate con ADM o con ADM e il suo inibitore, ma

105



non differisce da quello delle colture trattate con il solo inibitore. Comunque, il rate
di crescita nelle colture trattate con solo ADM & significativamente maggiore
rispetto sia a quello delle colture trattate con il proprio inibitore, sia a quello delle

colture esposte ad ADM e ADM-fragment,,.s; inhibitor simultaneamente.

Per ET-1 I'NCiotale € pari a: 1.01+£0.004 x10° nelle colture di controllo, 2.31+0.014
x10°® nelle colture trattate con ET-1, 1.01+0.006 x10° nelle colture trattate con
BQ123 e 1.08+0.003 x10° con BQ788, 1.01+0.008 x10° nelle colture trattata
contemporaneamente con ET-1 e BQ123 e 1.02+0.008 x10° per ET-1 con l'inibitore
BQ788.

Le analisi statistiche per ET-1 sono uguali a quelle di ADM sopra descritte.

e [INEA HL-60 CEPPO BANCA (FIGURA 32)

La conta cellulare media & pari a: 5.98+0.022 x10° nelle colture di controllo,
8.96+0.027 x10° nelle colture trattate con ADM, 15.99+0.011 x10° nelle colture
trattate con ADM fragment,,.s, inhibitor e 5.96+0.015 x10°% nelle colture trattate
contemporaneamente con ADM e il suo inibitore.

Dai confronti statistici emerge che I'NCiwie dei controlli € significativamente
inferiore a quello delle colture trattate con ADM o con ADM e il suo inibitore, ma
non differisce da quello delle colture trattate con il solo inibitore. Il rate di crescita
nelle colture trattate con ADM da solo € significativamente maggiore rispetto sia a
quello delle colture trattate con il proprio inibitore, sia a quello delle colture esposte

ad ADM e ADM-fragment,;,.s; inhibitor simultaneamente.

Per ET-1 I'NCiotaie © pari a: 5.98+0.022 x10° nelle colture di controllo, 8.47+0.019
x10° nelle colture trattate con ET-1, 5.85+0.233 x10° nelle colture trattate con
BQ123 e 5.97+0.006 x10° con BQ788, 5.94+0.022 x10° nelle colture trattata
contemporaneamente con ET-1 e BQ123 e 5.95+0.011 x10° per ET-1 con l'inibitore
BQ788.

I confronti statistici per ET-1 riportano le stesse significativita sopra descritte per
ADM.

e [INEA KASUMI-1 (FIGURA 33)

La conta cellulare media € pari a: 4.44+0.019 nelle colture di controllo, 7.25+0.019
x10°® nelle colture trattate con ADM, 4.42+0.009 x10° nelle colture trattate con
ADM-fragment,,.5, inhibitor e 4.41+0.013 x10% nelle colture trattate
contemporaneamente con ADM e il suo inibitore.

I confronti statistici evidenziano che I’'NCyae dei controlli € significativamente
inferiore a quello delle colture trattate con ADM o con ADM e il suo inibitore, ma

non differisce da quello delle colture trattate con il solo inibitore. Comunque, il rate
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di crescita nelle colture trattate con ADM da solo € significativamente maggiore
rispetto sia a quello delle colture trattate con il proprio inibitore, sia a quello delle

colture esposte ad ADM e ADM-fragment,,.s; inhibitor simultaneamente.

Per ET-1 I'NCiotaie © pari a: 4.44+0.019 x10° nelle colture di controllo, 7.03+0.025
x10°® nelle colture trattate con ET-1, 4.42+0.010 x10° nelle colture trattate con
BQ123 e 4.41+0.010 x10° con BQ788, 4.42+0.011 x10° nelle colture trattata
contemporaneamente con ET-1 e BQ123 e 4.41+0.016 x10° per ET-1 con l'inibitore
BQ788.

Per ET-1 le analisi statistiche sono sovrapponibili a quelle di ADM sopra riportate.
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HL-60 ceppo TV o
INIBITORI HL-60 ceppo TV: inibitori
275
ADM * | aDm
ET-1 * ET-1
* ADM
ADM-FRAGMENT FRAGMENT 2
* x
BQ123 BQ123 s
S
* =
BQ788 BQ788
ADM+ADM FRAGMENT | * | * *
ET-1+BQ123 * *
ET-1+BQ-788 * * *

Fig.30 risultati dei saggi di crescita a breve termine in terreno liquido per valutare gli effetti induttivi di ADM ed
ET-1 mediante inibitori sulla linea HL-60 ceppo TV: controllo (C), ADM (ADM), ET-1 (ET-1), ADM-fragments,s,
inhibitor (FRAGMENT), BQ123 e BQ788 inibitori di ET-1, ADM+inibitore (ADM+FRAGMENT), ET-1+BQ123 e ET-
1+BQ788. I risultati sono espressi in istogrammi come NCotai cOntatex10® + deviazione standard.

HL-60 ceppo CRO
INIBITORI HL-60 ceppo CRO: inibitori
ADM * ADM 275
ET-1 * ET-1
* ADM
ADM-FRAGMENT FRAGMENT o
BQ123 * BQ123 ?
S
* =
BQ788 BQ788
ADM+ADM FRAGMENT | * * *
ET-1+BQ123 * *
ET-1+BQ-788 * * *

Fig. 31: Risultati dei saggi di crescita a breve termine in terreno liquido per valutare gli effetti induttivi di ADM ed
ET-1 mediante inibitori sulla linea HL-60 ceppo CRO: controllo (C), ADM (ADM), ET-1 (ET-1), ADM-fragments;.s,
inhibitor (FRAGMENT), BQ123 e BQ788 inibitori di ET-1, ADM+inibitore (ADM+FRAGMENT), ET-1+BQ123 e ET-
1+BQ788. I risultati sono espressi in istogrammi come NCeorai cOntatex10° + deviazione standard.
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HL-60 ceppo BANCA L
INIBITORI HL-60 ceppo BANCA: inibitori
ADM * | ADMm .
ET-1 * ET-1
* ADM
ADM-FRAGMENT FRAGMENT o
* x
BQ123 BQ123 E
S
* =
BQ788 BQ788
ADM+ADM FRAGMENT | * | * *
ET-1+BQ123 * *
ET-1+BQ-788 * * *

Fig. 32: risultati dei saggi di crescita a breve termine in terreno liquido per valutare gli effetti induttivi di ADM ed
ET-1 mediante inibitori sulla linea HL-60 ceppo BANCA: controllo (C), ADM (ADM), ET-1(ET-1), ADM-fragment,,-s,

inhibitor (FRAGMENT), BQ123 e BQ788 inibitori di ET-1, ADM+inibitore (ADM+FRAGMENT), ET-1+BQ123 e ET-
1+BQ788. I risultati sono espressi in istogrammi come NCioai cOntatex10® + deviazione standard.

KASUMI-1 INIBITORI | C KASUMI: inibitori
ADM * | apm
ET-1 * ET-1
ADM-FRAGMENT * - A’ED,\’/‘I"ENT °E_
BQ123 * BQ123 g‘%
BQ788 * BQ788
ADM+ADM FRAGMENT | * | * *
ET-1+BQ123 * *
ET-1+BQ-788 * * *

Fig. 33: risultati dei saggi di crescita a breve termine in terreno liquido per valutare gli effetti induttivi di ADM ed
ET-1 mediante inibitori sulla linea KASUMI-1: controllo (C), ADM (ADM), ET-1 ET-1), ADM-fragment,,-s, inhibitor

(FRAGMENT), BQ123 e BQ788 inibitori di ET-1, ADM+inibitore (ADM+FRAGMENT), ET-1+BQ123 e ET-14+BQ788. I
risultati sono espressi in istogrammi come NCoai cOntatex10® + deviazione standard.
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§3. PROPRIETA INDUTTIVE DELL’'EPIDERMAL GROWTH FACTOR

§3.1 VALUTAZIONE DELLE PROPRIETA INDUTTIVE DI EGF MEDIANTE TEST
DI CRESCITA A BREVE TERMINE IN TERRENO LIQUIDO

Le Figure 34, 35, 36 e 37 riassumono i risultati delle prove a breve termine

eseguite per valutare gli effetti di EGF sulla crescita delle quattro linee in esame.

In ciascuna figura gli istogrammi riportano I'NCiy; * deviazioni standard delle
cellule sviluppatesi in ciascuna coltura ad ogni end-point e sono affiancati da

tabelle con indicate le significativita statistiche tra i differenti gruppi sperimentali.

e [INEA HL-60 CEPPO TV (FIGURA 34)

L'NCiotai delle colture di controllo & pari a 1.15+0.003 x10° per le 24 ore,
4.,95+0.005 x10° per le 48 ore e 14.38+0.035 x10° per le 72 ore.

Nelle colture trattate con EGF I'NCiii per le 24 ore sono: 1.65+0.002 x10° per D1,
1.49+0.004 x10° per D2, 1.15+0.002 x10° per D3 e 1.24+0.018 x10° per D4. Nel
secondo end-point (48 ore) il conteggio emocitometrico non evidenzia differenze
rispetto al controllo: 4.99+0.007 x10° in D1, 4.994+0.016 x10°in D2, 5.002+0.014
x10° in D3 e 4.988+0.009 x10° in D4. I risultati si confermano alle 72 ore rilevando
conte molto simili ai controlli: 14.37+0.022 x10° per D1, 14.38+0.014 x10° per D2,
14.35+0.019 x10° per D3 e 14.38+0.008 x10° per D4.

I confronti statistici evidenziano che EGF ha effetti induttivi significativi per i due

dosaggi maggiori (D1 e D2) solamente nel primo end-point (24 ore)

e [INEA HL-60 CEPPO CRO (FIGURA 35)

L'NCiotai delle colture di controllo € pari a 1.046+0.005 x10° per le 24 ore,
3.50+0.012 x10° per le 48 ore e 7.34+0.032 x10° per le 72 ore.

Nelle colture trattate con EGF, le conte cellulari medie sono per le 24 ore:
1.38+0.017 x10° per D1, 1.36+0.007 x10° per D2, 1.06+0.013 x10° per D3 e
1.05+0.008 x10° per D4. Anche per questa linea, nel secondo end-point (48ore) il
conteggio emocitometrico non evidenzia differenze rispetto al non trattato:
3.50£0.012 x10° in D1, 3.51+0.052 x10° in D2, 3.52+0.019 x10° in D3 e
3.49+0.011 x10° in D4. I risultati si ripetono alle 72 ore rilevando conte cellulari
molto vicine a quelle del controllo: 7.36+0.018 x10°® per D1, 7.32+0.035 x10° per
D2, 7.37£0.015 x10° per D3 e 7.41+0.022 x10° per D4.

I confronti statistici evidenziano che EGF ha effetti induttivi significativi per le due

concentrazioni maggiori di fattore di crescita fornito alle cellule nelle prime 24 ore.
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e [INEA HL-60 CEPPO BANCA (FIGURA 36)

La conta cellulare media delle colture di controllo & pari a 1.89+0.004 x10° per le
24 ore, 6.64+0.008 x10° per le 48 ore e 14.98+0.016 x10° per le 72 ore.

Nelle colture trattate con EGF I'NCiyai per le 24 ore &: 2.01+£0.010 x10° per D1,
2.02+0.019 x10° per D2, 1.90+£0.011 x10° per D3 e 1.89+0.006 x10° per DA4.
Anche per questa linea, nel secondo end-point (48ore) il conteggio emocitometrico
non evidenzia differenze rispetto al non trattato: 6.65+0.016 x10° in D1,
6.67+0.014 x10° in D2, 6.64+0.005 x10° in D3 e 6.65+0.016 x10° in D4. I risultati
si ripetono alle 72 ore rilevando conte cellulari molto vicine a quelle del controllo:
14.97+0.019 x10° per D1, 14.98+0.009 x10° per D2, 14.92+0.012 x10° per D3 e
14.94+0.024 x10° per D4.

I confronti statistici evidenziano che EGF ha effetti induttivi significativi per le due
concentrazioni maggiori di fattore di crescita fornito alle cellule nelle primo end

point.

e [INEA KASUMI-1 (FIGURA 37)

L'NCiotaii delle colture di controllo &€ pari a 6.29+0.006 x10° per le 24 ore,
8.56+0.018 x10°per le 48 ore e 11.13+0.019 x10° per le 72 ore.

Nelle colture trattate con EGF le conte cellulari medie sono per le 24 ore:
6.87+0.032 x10° per D1, 6.84+0.043 x10° per D2, 6.32+0.017 x10° per D3 e
6.29+0.029 x10° per D4. Anche per questa linea, nel secondo end-point (48ore) il
conteggio emocitometrico non evidenzia differenze rispetto al non trattato:
8.61+£0.036 x10° in D1, 8.59+0.019 x10° in D2, 8.61+0.036 x10° in D3 e
8.64+0.011 x10° in D4. I risultati si ripetono alle 72 ore rilevando conte cellulari
molto vicine a quelle del controllo: 11.13+0.019 x10° per D1, 1.14+0.025 x10° per
D2, 11.09+0.026 x10° per D3 e 11.12+0.028 x10° per D4.

I confronti statistici evidenziano che EGF ha effetti induttivi significativi per le due
concentrazioni maggiori di fattore di crescita fornito alle cellule nelle primo end

point.
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Fig. 34: risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di EGF sulla linea HL-60 ceppo
TV a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 10mg/ul (D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/mi(D3) e 1.25ug/ml (D4). I risultati
sono espressi in istogrammi come numero medio di cellule totali x10° + deviazione standard, raggruppati nei tre

end-point 24, 48 e 72 ore.
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Fig. 35: risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di EGF sulla linea HL-60 ceppo
CRO a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 10mg/ul (D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/mli(D3) e 1.25ug/ml (D4). I risultati
sono espressi in istogrammi come numero medio di cellule totali x10° + deviazione standard, raggruppati nei tre

end-point 24, 48 e 72 ore.
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H_-60 ceppo BANCA: induzione con EGF
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risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di EGF sulla linea HL-60 ceppo

Fig. 36

BANCA a quattro dosaggi oltre al controllo (C): 10mg/ul (D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/mI(D3) e 1.25ug/ml (D4). I
risultati sono espressi in istogrammi come numero medio di cellule totali x10° + deviazione standard, raggruppati

nei tre end-point 24, 48 e 72 ore.
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risultati dei saggi di crescita a breve termine per valutare gli effetti induttivi di EGF sulla linea KASUMI-1 a

. 37:

Fig
quattro dosaggi oltre al controllo (C): 10mg/ul (D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/miI(D3) e 1.25ug/ml (D4). I risultati sono

espressi in istogrammi come numero medio di cellule totali x10® + deviazione standard, raggruppati nei tre end-

point 24, 48 e 72 ore.
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§3.2 ESPRESSIONE DEI MARKER DI DIFFERENZIAZIONE GRANULOCITARIA
POST ESPOSIZIONE AD EGF

I risultati della caratterizzazione immunocitometrica dei marker di differenziazione
granulocitaria post esposizione ad EGF, sono riportati nelle Tabelle XIX, XX, XXI e
XXII. I valori sono riassunti come percentuale di espressione del marcatore *

deviazione standard.
e [INEA HL-60 CEPPPO TV (TABELLA XIX)

L'espressione antigenica delle cellule esposte a tutti e quattro i dosaggi di EGF
rispetto ai controlli rimane pressoché invariata. Fa eccezione |'antigene CD11b che
diminuisce percentualmente nei trattati rispetto ai controlli. L’'espressione del CD33
sembra diminuire in maniera inversamente proporzionale al dosaggio passando dal
98.8% in C al 92.2% in D1, al.90.0% in D2 e D3, all’89.9 % in D4. Un aumento
percentuale & presente nell’espressione del CD45, passando dal 68% del controllo
al 71.4% in D1, 71.1% in D2, 71.8% in D3 e 71.5% in DA4.

e [INEA HL-60 CEPPPO CRO (TABELLA XX)

Anche in questa linea I'espressione antigenica delle cellule esposte a tutti e quattro
i dosaggi di EGF rimane pressoché invariata. Fa eccezione l'antigene CD11b che
diminuisce percentualmente nei trattati rispetto ai controlli, passando da 98.3% nel
controllo al 92.7% in D1 e D2, al 91.6% in D3 e al 91.1% in D4. L'espressione
dell’antigene CD33 & pari al 98.2% in C, 92.7% in D1, 92.7% in D2, 91.6% in D3 e
91.1% in DA4.

e [INEA HL-60 CEPPPO BANCA (TABELLA XXI)

L'immunofenotipo delle cellule esposte a tutti e quattro i dosaggi di EGF rimane
pressoché invariato. Fa eccezione |'antigene CD4 che diminuisce percentualmente
nei trattati rispetto ai controlli passando dal 99.8% nel controllo al 98.8% in D1, al
95.4% in D2, al 93.4% in D3 e al 94% in D4. L'espressione del CD33 sembra
diminuire in maniera dipendente, in parte, dal dosaggio del fattore di crescita
fornito alle cellule (99% in C, 91.9% in D1, 91.5% in D2, 92.7% in D3 € 91.5% in D4).

e [INEA KASUMI-1 (TABELLA XXII)

L'espressione antigenica delle cellule esposte a tutti e quattro i dosaggi di EGF non
subisce modificazioni. Fa eccezione I'antigene CD1l1lb che diminuisce
percentualmente nei trattati rispetto ai controlli in modo dipendente, in parte, dal
dosaggio (73.1%in C, 70.1% in D1, 70.7% in D2, 70.4% in D3 e 70.6% in D4). L'espressione
del CD33 sembra diminuire in maniera inversamente proporzionale al dosaggio
passando dal 99.1% nel controllo al 92.5% in D1, al.94.6% in D2, al 92.7% in D3 e
al 92.5% in DA4.
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HL-60 ceppo TV: induzione con EGF
MARCATORI
Cc D1 D2 D3 D4
HLA-DR 1.240.32 | 1.1£0.30 | 1.3£0.23 | 1.1+0.20 | 1.4+0.55
CD4 1.7£0.74 | 1.6+0.15 | 1.2+0.10 | 1.6+0.55 | 1.2+0.29
CD11B 75.1£0.15|71.840.47 | 72.7+1.06 | 71.440.46 | 72.3+0.53
CD14 82.9+0.49 | 81.840.45 | 81.7+1.06 | 81+0.61 |82.7+0.32
CD15 7.311.46 | 7.4+0.66 | 7.4+0.55 | 7.5+1.69 | 7.3+0.53
CD16 3.0+0.7 | 2.940.30 | 2.9+0.35 | 2.940.65 | 2.9+0.45
CD33 98.7+0.5 |92.1£0.14 | 90+0.30 | 90+0.21 |89.94+0.45
CD44 1.1£0.85 | 1.0+0.64 | 1.1£0.53 | 1.1+0.32 | 1.2+0.76
CD45 68.1£0.81 | 71.3+1.19 | 71.0+1.16 | 71.840.70 | 71.4+1.71

Tab. XIX: Risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla
linea HL-60 ceppo TV dopo 72 ore di coltura con e senza EGF alle quattro
concentrazioni testate: 10mg/ul (D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/ml (D3) e
1.25pug/ml (D4). I risultati sono espressi come percentuale di espressione

dell’'anticorpo * deviazione standard.

HL-60 ceppo CRO: induzione con EGF
MARCATORI
C D1 D2 D3 D4
HLA-DR 74.611.48 | 74.5£3.04 | 74.0+2.37 | 74.0£0.61 | 74.0£1.68
CD4 84.1+0.15 | 83.8+0.89 | 84.3+0.53 | 84.3+£1.46 | 84.8+0.53
CD11B 98.5+0.57 |98.5+0.25|97.5+0.93 | 99.4+0.21 | 98.4+0.81
CD14 97.1+0.46 |97.2+0.36 | 97.8+0.15|97.1£0.15 | 97.6£1.10
CD15 97+0.06 |97.7+£1.27 |97.2+1.18 | 97.7+0.17 | 97.1+1.76
CD16 25.4+2.97 | 26.2+0.55|23.9+0.61 | 26.2+1.44 | 28.0+0.58
CD33 98.2+0.72 |92.7+0.36 | 92.7+0.64 | 91.6£1.91 | 91.11£0.11
CD44 98+0.65 |98.3+0.45|98.3+0.22 | 98.4+0.21 | 98.2+0.31
CD45 98.5+0.85 [ 98.6+0.95 | 98.4+0.81 | 98.9+0.36 | 98.9+0.75

Tab. XX: Risultati della caratterizzazione immunocitometrica condotta sulla
linea HL-60 ceppo CRO dopo 72 ore di coltura con e senza EGF alle quattro
concentrazioni testate: 10mg/ul (D1), 5mg/ul (D2), 2.5ug/ml (D3) e
1.25ug/ml (D4). I risultati sono espressi come percentuale di espressione
dell’anticorpo *+ deviazione standard.
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HL-60 ceppo BANCA: induzione con EGF
MARCATORI
Cc D1 D2 D3 D4
HLA-DR 3.0£0.31 | 3.4%0.7 | 3.4+0.26 |3.1+0.755| 3.4+0.28
CD4 99.7+