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ABSTRACT
Alcuni studi hanno, mostrato che cellule endoteliali derivanti dal midollo osseo e

contribuiscono al fenomeno angiogenetico tumorale e che pazienti in fase di progressione

tumorale hanno livelli di queste cellule nel sangue più elevati rispetto a pazienti in cui la

patologia è in fase di remissione o a volontari sani, dimostrando che un aumento dei valori

di cellule endoteliali circolanti è indice di progressione tumorale. Tra le cellule endoteliali

circolanti alcune mostrano le caratteristiche tipiche di cellule mature/differenziate, mentre

altre esprimono antigeni tipici di cellule staminali/progenitrici, indicando che queste

cellule endoteliali progenitrici circolanti (EPC) potrebbero risiedere nei siti in cui avviene

l’angiogenesi e partecipare alla formazione di nuovi vasi sanguigni nell’adulto, in

particolare a livello della massa neoplastica. E’ stato inoltre dimostrato che le cellule

endoteliali circolanti (CEC) hanno una limitata capacità proliferativa, mentre le EPC,

derivando probabilmente dal midollo osseo, hanno un elevato potenziale di proliferazione.

Le cellule endoteliali di origine midollare possono pertanto contribuire all’angiogenesi

neoplastica. Evidenze crescenti suggeriscono che l’angiogenesi sia coinvolta nella

patogenesi delle malattie ematologiche maligne inclusi il Mieloma Mutiplo (MM), le

Leucemie Acute Mieloidi (LAM), la Leucemia Linfatica Cronica (LLC). Presi tutti

assieme questi dati suggeriscono che in ambito sia oncologico sia ematologico nella

progressione neoplastica gioca un certo ruolo la gemmazione di nuovi vasi da capillari

esistenti attraverso la secrezione di fattori angiogenetici e che in alcuni casi, le cellule

neoplastiche possono anche mimare le attività delle cellule endoteliali partecipando nella

formazione di nuovi net-work simil vascolari anche attraverso un loop autocrino che

promuove il processo leucemogeno nella LAM. Per chiarire se le CEC nel MM, nelle

LAM e nelle LLC sono di derivazione neoplastica abbiamo valutato 5 pazienti con MM e

3 con MGUS con del 13q-, 7 pazienti con LAM con differenti aberrazioni citogenetiche,

74 pazienti affetti dal LLC-B e cercato di caratterizzare le CEC isolandole dal sangue

periferico con metodica immunomagnetica (le cellule venivano marcate con anticorpi IgG,

a loro volta coniugati con biglie magnetiche che permettevano l’estrazione delle cellule

endoteliali tramite magnete) e caratterizzandole con analisi immunofenotipiche (valutando

quali antigeni endoteliali venivano espressi sulla superficie cellulare e la percentuale di

cellule che coesprimeva tali antigeni), FISH (Fluorescence In Situ Hybridization che

permette di individuare tramite sonde fluorescenti traslocazioni genetiche, trisomie,

delezioni etc.), associando nel caso della LLC una valutazione del profilo di espressione

genica di 12 campioni di cellule endoteliali circolanti attraverso l’utilizzo di microarrays
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contenenti circa 33.000 geni e successivamente comparato con il profilo di espressione

genica di 2 volontari sani.I risultati di tali studi hanno posto in evidenza che sia nel MM,

nella LAM, e nella LLC esistono in circolo le cellule endoteliali CEC, in quantità

superiore rispetto ai controlli sani o a casi clinici con la stessa malattia ematologica ma in

fase di remissione post trattamento specifico, di cui una quota viene identificata come

cellule endoteliali progenitrici (EPC) grazie all’espressione del CD133+ un marcatore

endoteliale precoce perduto durante le successive fasi maturative della cellula endoteliale.

L’analisi FISH ha evidenziato che le aberrazioni citogenetiche specifiche presenti nelle

cellule del MM, della LAM e della LLC erano presenti anche nelle cellule a fenotipo

endoteliale isolate mediante metodica immunomagnetica. Lo studio di espressione genica

ha evidenziato come all’interno delle CEC dei pazienti con LLC vi sia un ben definito

pattern di espressione di numerosi geni coinvolti nei processi di progressione tumorale e di

neovascolarizzazione definendo una popolazione di cellule endoteliali co-esprimenti sia

geni tipici della cellula linfatica patologica che della cellula endoteliale (CD19, fattore di

von Willebrand, VEGFR2, etc.). In conclusione, le nostre scoperte suggeriscono che in

pazienti con MM, LAM e LLC-B, le CEC sono aumentate, sono in parte tumore correlate

e presentano caratteristiche delle EPC ed un pattern di espressione genica a “cavallo “ tra

le cellule che costituiscono la malattia ematologica e le cellule endoteliali, con particolare

aumento dell’ espressione dei geni coinvolti nella proliferazione, nella migrazione e

nell’angiogenesi. Queste CECs possono contribuire alla neovasculogenesi tumorale e

possibilmente alla progressione della malattia. E’ possibile speculare che le CECs

neoplastiche potrebbero agire come una sorta di testa di ponte sulle quali molte più

numerose e più specializzate e funzionalmente attive cellule EPCs derivate dal midollo di

tipo non clonali potrebbero attivamente differenziarsi in vasi maturi e contribuire alla

neovascolarizzazione e allo sviluppo del tumore. La presenza nelle cellule endoteliali della

medesima aberrazione genetica specifica presente nelle cellule del MM, della LAM e della

LLC ci ha permesso di formulare alcune ipotesi sull’origine di tali cellule: in particolare

l’esistenza di un precursore comune sia alle CEC che alle cellule di MM, LAM, LLC detto

emangioblasto, oppure il fenomeno della dedifferenziazione e delle transdifferenziazione

cellulare, o ancora l’ipotesi della fusione di due cellule con scambio di materiale genetico.

Lo studio delle CECs può avere importanti implicazioni non solo nella comprensione degli

aspetti biologici specifici delle emopatie maligne, ma anche per la traslazione di nuove

terapie anti-angiogenetiche alla clinica corrente.
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ABSTRACT (In English)
Accumulating evidences showed that bone marrow endothelial cells play a key role in

neoplastic angiogenesis. In neoplastic progression they are more circulating endothelial

cells than in remission or in health volunteers. Some circulating endothelial cells are

characterized by a mature well differentiated phenotype while other entothelial cell show

antigens of progenitor cells indicating that these circulating endothelial progenitor cells

(EPC) might be inside in angiogenic tissues and take active part in angiogenesis of new

vessels, in particular in neoplasia. It is demonstrated that circulating endothelial cells

(CEC) are characterized by a limited proliferating capacity, while EPC, coming from bone

marrow, have got a elevated proliferating capacity. Bone marrow endothelial cells can

contribute to neoplastic angiogenesis. Increasing evidences suggest that angiogenesis is

involved in pathology of hematological malignant diseases included Multiple Myeloma

(MM), Acute Myeloid Leukemia (AML), Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). Taken

together these findings suggest that angiogenesis plays a role in progression of onco-

hematological disease by synthesis of pro angiogenetic factors and neoplastic cells,

mimicking a endothelial activity, taking part in synthesis of new vascular net-works by a

autocrine loop, promoting leukemic progression. To clarify whether CEC in MM, in AML

and in CLL originate from cancer, we evaluated 8 patients with deletion of 13q (5 with

MM and 3 with Monoclonal Uncertain Gammopathy), 7 patients with AML and 74

patients with CLL with known cytogenetic abnormalities; we extracted CEC by

immunomagnetic sorting from circulating cells and we characterized CEC by

immunophenotype analysis and by Fluorescence In Situ Hybridization (FISH). In CLL we

performed also a gene expression profile of 12 samples of CEC from patients with CLL

using microarrays of 33.000 genes and comparing the results with gene expression profile

of 2 health volunteers. The findings of these studies have shown that CEC levels both in

MM and in AML and in CLL are increased compared to CEC levels in health volunteers

or to CEC levels of patients in remission. Entothelial cell are in part endothelial progenitor

cell (EPC) characterized by CD133 surface expression, a early endothelial marker lost

during maturation of endothelial cell. FISH analysis highlighted that endothelial cells are

positive for know cytogenetic abnormalities of MM, AML and CLL. Gene expression

profiling in CEC of CLL has showed a well defined genetic pattern whose genes are

involved in neoplastic progression and in neo-vasulogenesis identifying a cellular

population co-expressing endothelial and lymphatic genes (CD19, von Willebrand Factor,
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VEGFR2). In conclusion our findings suggest that in MM, AML and in CLL, CEC are

increased, are tumor related, show a EPC immuno phenotype and have a gene expression

profile not only of endothelial cells but also of hematological malignance; in particular we

find a increased expression of genes involved in proliferation, progression and

angiogenesis. CEC can contribute to neoplastic angiogenesis and to progression acting as a

sort bridgehead on which more numerous and possibly more specialized and functional

active non clonal bone marrow derived EPCs could actively differentiate in mature vessels

and contribute to tumor neovascularization and spreading. The results presented in this

study, by showing a subset of CEC harbors cytogenetic abnormalities, suggest several

theories. First, ECs and hematologic malignancies may derive from the same multipotent

hemangioblast precursor cell; alternatively we may advocate theory about de-

differentiation, trans differentiation or theory of cellular fusion even if the last seems

unlikely. Findings about CEC might play a key role non only in understanding of

hematological malignancies biological specific features of but also in translation of new

anti-angiogenic therapies to the clinic.

PARTE COMPILATIVA

Introduzione
1.1 La cellula staminale: definizione e caratteristiche

Vi è una netta distinzione nella definizione di cellula staminale e di progenitore così come

di cellula CD34+. La cellula staminale viene, infatti, identificata grazie a tre requisiti

fondamentali ossia la capacità di auto perpetuarsi, di differenziarsi in cellule con

caratteristiche e funzioni diverse e di ricostituire in vivo un certo tessuto. Le cellule

staminali isolate dagli organi dell’uomo adulto sono definite cellule staminali multipotenti

perché rivestono le caratteristiche di auto perpetuazione e capacità differenziativa organo

specifica. Negli ultimi anni, diversi studi hanno dimostrato che le cellule staminali

dell’adulto, sotto alcuni tipi di condizioni micro ambientali, sono in grado svolgere uno

switch che le porta a differenziarsi in un tipo cellulare totalmente differente da quello del

tessuto di origine. Le cellule staminali meglio studiate sono indubbiamente quelle

emopoietiche (HSC) (Herzog EL, et al. 2003), che nell’adulto sono caratterizzate dalla

positività per l’antigene CD34. La loro caratterizzazione rimane tuttavia difficile: sono

oggi rintracciabili almeno due subset di cellule staminali con immunofenotipo tra loro

differente ossia CD34/CDw90 e CD34/CD38-. La percentuale di cellule CD34+ nel
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sangue periferico in condizioni di equilibrio (steady state) è circa lo 0.06% e circa l’1,1%

nel midollo osseo (Fruehauf et al. 1995, Koerbling et al. 2001). È stato ipotizzato che

l’antigene di superficie CD34 possa rappresentare una molecola di adesione, basato

sull’omologia molecolare con la selectina e che l’antigene CD90 possa essere coinvolto

nella cascata della trasduzione del segnale (Ziegler, et al. 1999). L’espressione del MDR1

(ossia gp 170, fenotipo di farmaco resistenza) è stata utilizzata per meglio definire le

cellule CD34+ e spesso tale nuovo antigene di superficie predice l’esistenza di un ulteriore

subset di cellule staminali CD34– che rappresenterebbero i precursori delle CD34+ e che

sono caratterizzati da un miglior attecchimento a lungo termine nel trapianto di cellule

staminali (Goodel MA et al 1997). Si può pertanto affermare che le cellule CD34+

rappresentano un pool di cellule ematopoietiche che include una certa percentuale di

cellule emopoietiche staminali.

Degno di nota è che le cellule CD34+ dal midollo osseo e dal sangue periferico

esprimono pattern genetici diversi: mentre le cellule CD34+ midollari sono in rapida

attività replicativa, quelle circolanti presentano spesso un profilo in fase G0 del ciclo

cellulare. A tal proposito, Steidl e collaboratori dimostrarono che ben nove geni coinvolti

nel ciclo cellulare (come CDC25A, B-MYB, PLK, CDC20, UBCH10) e undici geni che

svolgono un ruolo nella sintesi del DNA (come il gene della ligasi 1), erano marcatamente

più espressi nelle cellule CD34+ del midollo osseo rispetto alle CD34+ circolanti, il che

deponeva per una più elevata attività replicativa. Di converso il livello di espressione di

geni pro-apoptotici, inclusi i geni delle caspasi 3, 4 e 8, era più elevato nelle cellule

CD34+ circolanti e diminuita era invece l’espressione delle anti proteasi 2 citoplasmatiche

(Staidl, et al. 2002); il diverso pattern di espressione genica potrebbe giocare un ruolo nel

logico meccanismo di prevenzione di un’incontrollata espansione clonale .

La capacità di differenziarsi in cellule con caratteristiche e funzioni diverse, definita con il

termine di “plasticità”, è fonte anche oggi di dibattito nella comunità scientifica poiché

contraddicono il dogma secondo il quale la differenziazione e il “commitment“ della

cellula staminale dell’adulto sono ristretti al tessuto di appartenenza. Per spiegare il

fenomeno della plasticità si è supposta l’esistenza, a livello midollare, di una cellula

pluripotente che sia in grado di dedifferenziarsi, redifferenziarsi o di transdifferenziarsi. In

tali processi i nuclei sarebbero sottoposti a una serie di riprogrammazione genica e quindi

un diverso profilo di espressione proteica. A tal proposito è stata formulata l’ipotesi che le

cellule staminali embrionali localizzate nel midollo e nel sangue periferico o entrambe

possano dar vita a diverse linee di cellule staminali a loro volta linea ristrette. A supporto

PDF Creator - PDF4Free v2.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


9

di questa teoria, Brockes già nel 1997, dimostrò che negli anfibi dopo asportazione

dell’arto, le cellule del blastema erano sottoposte a una de-differenziazione e quindi a

nuova differenziazione di cellule volte alla totale rigenerazione dell’arto amputato

(Brockes, 1997). In seguito molti studi hanno rilevato che la somministrazione di cellule

staminali emopoietiche poteva migliorare patologie anche non strettamente ematologiche

come l’osteogenesi imperfetta (Horwitz, et al. 2001) o la presenza di un chimerismo per il

cromosoma Y a livello delle cellule epatiche e addirittura cerebrali dopo trapianto

allogenico di cellule staminali emopoietiche tra donatore e ricevente di sesso diverso

(Theise ND et al. 2000, Mezey et al. 2003). Una seconda teoria ipotizza che vi possano

essere multipli distinti tipi di cellule staminali circolanti le quali hanno una ristretta

capacità differenziandosi solo in una linea tessuto specifica. Tale modello deterministico è

supportato dal fatto che vari progenitori cellulari circolano nel sangue periferico, comprese

le cellule emopoietiche, ma anche progenitori del muscolo liscio o del mesenchima. È

pertanto ragionevole pensare che cellule staminali non emopoietiche si mobilizzino nel

sangue periferico tra il loro tessuto d’origine (Saiura et al. 2001, Simper et al. 2002). Tutte

queste ipotesi sono riassunte nella figura 1. Accanto alle cellule staminali, nel midollo

osseo, risiedono anche le cellule staminali mesenchimali (MSC) (Conget et al. 1999)

identificabili attraverso l’espressione di superficie del CD105, SH3, Stro-1, le quali

presentano capacità in vitro di differenziarsi in osteoblasti, adipociti, condrobasti, cellule

del muscolo liscio, e striato. La spiegazione più ovvia per confutare l’ipotesi della

plasticità è che le cellule staminali infuse nei trapianti in realtà siano costituite da una

popolazione di cellule non purificate e che abbiano già avuto il loro commitment; ad

esempio l’infusione di cellule muscolari non purificate possono ripopolare il midollo

emopoietico almeno in parte a causa della presenza di cellule staminali emopoietiche

nell’inoculum (Jakson et al. 1999). Sono state tuttavia create altre ipotesi per spiegare il

fenomeno della plasticità: in particolare è stato chiamato in campo il concetto della fusione

cellulare. In vivo in due studi è stato osservato il fenomeno della fusione cellulare; Wang e

Vassilopoulos hanno dimostrato che in topi affetti da un’epatopatia fatale e sottoposti a

trapianto di cellule staminali emopoietiche da donatore sano, si generavano degli epatociti

caratterizzati dal patrimonio genetico sia del donatore che del ricevente mentre l’analisi

citogenetica mostrava un cariotipo diploide normale (Wang et al. 2003, Vassilopoulos et

al. 2003). In conclusione siamo solo agli inizi della comprensione delle potenzialità delle

cellule staminali dell’adulto delle loro notevoli capacità non solo nell’ambito della

riparazione tessutale ma anche come vedremo di seguito, nella fisiopatologia di alcune
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malattie emopoietiche maligne, attraverso complessi meccanismi biologici che rimangono

a oggi ancora per la maggior parte, oscuri.

1.2 La nicchia emopoietica

Lo sviluppo della cavità midollare è un processo coordinato in cui le HSC colonizzano gli

spazi ricavati dal tessuto osseo e dalla cartilagine. Pertanto già durante la vita fetale è

stabilita un’intima relazione tra le cellule ematiche e stromali. L’emopoiesi avviene in un

determinato ambiente il quale presuppone l’esistenza di determinate condizioni che

permettano la maturazione e il mantenimento delle cellule staminali emopoietiche. Tali

condizioni sono costituite da aspetti microambientali e dalla sintesi di diverse citochine.

La componente stromale e mesenchimale svolge un ruolo fondamentale nella sintesi di tali

fattori di crescita. Tuttavia, molto probabilmente, per una crescita “fisiologica“ del pattern

emopoietico occorre anche un determinato assetto architettonico del midollo. Infatti

alcuni studiosi riportano (Lord et al. 1972, Lord et al 1975, Lord et al. 1990) la presenza di

un gradiente di cellule staminali emopoietiche che decresce verso la cavità midollare

centrale nel midollo osseo nel topo, mentre la densità di granulociti maturanti aumenta

man mano che ci si allontana dalla superficie ossea. Alle cellule stromali appartengono

diversi tipi cellulari come i fibroblasti, macrofagi, cellule endoteliali, osteoblasti,

osteoclasti, adipociti e tutti partecipano alla maturazione e al mantenimento delle cellule

staminali emopoietiche. In particolare molti studi hanno suggerito che gli osteoclasti

potessero regolare l’emopoiesi perché indotti nella loro maturazione ed espansione dagli

osteoblasti e da precursori emopoietici (Rodan et al. 1981, Roodman et al. 2004). Gli

osteoclasti derivano da cellule CD34+ emopoietiche e sono i principali responsabili del

riassorbimento osseo; la loro attività è regolata da diverse citochine a funzione locale e

sistemica come il paratormone (PTH), la vitamina D3, MCSF, RANKL e

l’osteoprotegerina, inoltre gli osteoblasti sono coinvolti nell’attivazione degli osteoclasti.

L’espressione recettoriale di superficie per il PTH è molto intensa sugli osteoblasti i quali

a loro volta avviano uno o più segnali a cascata per il riassorbimento osseo secondario

all’attivazione osteclastica. Gli osteoblasti potrebbero esprimere dei segnali chemiotattici

sotto forma di chemochine e molecole di adesione che permettano agli osteoclasti di

giungere in una determinata zona mineralizzata dell’osso. Da quanto esposto è chiaro che i

precursori emopoietici e gli osteoblasti stabiliscono delle interazioni per la produzione di

osteoclasti e l’attivazione del rimaneggiamento osseo.
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A conferma delle strette correlazioni che intercorrono tra cellula staminale e cellule

mesenchimali del microambiente midollare, è stato rilevato che gli osteoblasti producono

una serie di citochine stimolanti le staminali come il GCSF, MCSF, GMCSF, IL1, IL6,

l’osteoprotegerina e il RANK (recettore attivatore la cascata molecolare del fattore

trascrizionale NFK-B) (Taichman et al. 1998, Greenfield et al. 1996, Ponomaryov et al.

2000, Hofbauer et al. 2000).

Tuttavia nessuna di queste citochine da sola o in combinazione sembra essere

determinante per garantire la sopravvivenza delle staminali emopoietiche in vitro. Tale

aspetto ha indotto a studiare il comportamento di alcune linee cellulari stromali in vitro a

contatto con le cellule staminali emopoietiche. In vivo circa il 50% delle cellule di origine

stromale forma tessuto osseo se trapiantate, richiamando dal circolo progenitori

emopoietici dell’ospite per ristabilire una completa funzionalità midollare (Kuznetsov et

al. 1997). Gli osteoblasti primari in vitro hanno anche dimostrato la capacità di sintetizzare

GCSF (Taichman et al. 1994), interagendo con le cellule staminali emopoietiche

mantenendole tuttavia sempre in uno stato di precursore immaturo. La maturazione

completa verso un fenotipo granulocitario avveniva solo dopo aggiunta al terreno di G-

MCSF o IL3. Di converso coltivando le HSC su strati di osteoblasti si assiste a una

modulazione della secrezione di IL6, MIP1α e di altri fattori prodotti dagli osteoblasti

(Taichman et al. 1997), probabilmente per creare un ambiente favorevole

all’attecchimento. Infine gli osteoblasti esprimono anche fattori solubili che non sono

rilevabili in assenza di cellule staminali emopoietiche. Queste osservazioni sperimentali

suggeriscono una stretta relazione tra gli osteoblasti e le HSC, benché la dimensione del

fenomeno debba essere ancora definito completamente (Figura 2).

Lo sviluppo della cavità midollare è un processo coordinato in cui i precursori emopoietici

colonizzano gli spazi ricavati nell’osso embrionario e nella cartilagine stabilendo così già

nella vita fetale un’intima relazione tra le cellule ematiche e tessuto osseo. Tale relazione è

stata dimostrata nei topi Knoch out per il gene Runx 2 il quale promuove la maturazione

osteoblastica; questi animali morivano subito dopo la nascita per la totale incapacità delle

HSC di penetrare nel midollo osseo generando focolai ematopoietici extramidollari nella

milza, fegato e peritoneo (Lee et al. 1997, Ducy et al. 1997, Deguchi et al. 1999). Tuttavia

la presenza della formazione delle cavità midollari è un fattore necessario ma non

sufficiente a stabilire l’emopoiesi; vi è una serie di geni che regolano anche

l’attecchimento e la stabilità della nicchia emopoietica endostale. In particolare è stato

osservato che l’assenza di espressione del fattore di derivazione stromale (SDF1) o del suo
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recettore (CXCR4) gioca un ruolo fondamentale nel determinare la stabilità delle nicchie,

risultando in una normale emopoiesi extramidollare nell’embrione senza però un

attecchimento midollare. Inoltre l’iperespressione del gene per CXCR4 umano nei topi

permette una normale emopoiesi ossea. (Aiuti et al 1999, Nagasawa et al. 1996, Peled et a.

1999). Un ulteriore rafforzamento di tale ipotesi proviene dallo studio di pazienti

cosiddetti “poor mobilizer”. Esiste infatti, un quota di pazienti sottoposti a mobilizzazione

delle cellule staminali che non riescono a raggiungere un target sufficiente di cellule per

l’autotrapianto; tali pazienti presentano una espressione genica di SDF1 e CXCR4

significativamente più elevata rispetto ai cosiddetti “good mobilizer” (Gazitt et al 2001).

La molecola SDF1 è espressa sulla superficie cellulare degli osteoblasti e delle cellule

endoteliali (Peled et al 1999, Hamada et al. 1998, Wang JF et al. 1998) e potrebbe

costituire pertanto un meccanismo di attrazione selettiva nel midollo degli osteoclasti e

delle HSC circolanti verso l’osso, promuovendo la loro migrazione e stabilizzazione nel

midollo attraverso appropriati passaggi perivascolari. Da quanto esposto finora si

desumono le complesse interazioni che avvengono tra i diversi tipi cellulari che

costituiscono la componente ossea e midollare nonché gli articolati processi di interazione

recettoriale e di sintesi di una moltitudine di citohine. Come prima accennato, le HSC se

coltivate in vitro con gli osteoblasti, determinano con questi ultimi dei legami di adesione

e la sopravvivenza delle HSC deriva proprio da questo intimo contatto (Crean et al. 2004).

Tra le molecole meglio caratterizzate in questo complesso processo, troviamo le molecole

di adesione stromale VLA espresse delle cellule CD34+, mentre le cellule stromali

esprimono le molecole di adesione V-CAM. Molto probabilmente i fattori prodotti dagli

osteoblasti supportano l’attività delle HSC, sono sintetizzati in piccole quantità e hanno un

rapido turnover, possono essere ancorati alla membrana cellulare e richiedere la presenza

di molecole di adesione che devono ancora essere determinate. In conclusione vi sono

sostanziali ragioni per sospettare che le molecole di adesione degli osteoblasti giochino un

ruolo centrale nello sviluppo emopoietico in vivo con fattori cellula associati e solubili.

Gli osteoblasti si trovano pertanto in un sito biologicamente rilevante per trasmettere

informazioni promovendo lo sviluppo delle linee emopoietiche e la loro attività aiuta a

definire e regolare la nicchia emopoietica delle HSC.
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1.3 Le cellule endoteliali: fisiologia

Le cellule progenitrici endoteliali (EPC) hanno la capacità di circolare, proliferare e

partecipare allo sviluppo di nuovi pattern vascolari differenziandosi in cellule

endoteliali mature (Rafii S. 2000) e per questo richiamare le caratteristiche

dell’angioblastio embrionario, svolgendo quindi un ruolo nell’angiogenesi dell’adulto

sia fisiologica e patologica. Per definizione, le EPC presentano alcune caratteristiche

particolari: sono cellule circolanti di derivazione midollare, funzionalmente e

fenotipicamente distinte dalle cellule endoteliali ma che in vitro possono differenziarsi

in esse e in vivo possono contribuire alla neovascolarizzazione o all’omeostasi

vascolare. Le EPC provenienti dal midollo osseo, giocano un ruolo nella vasculogenesi

post natale in particolare con funzione riparativa dopo insulto ischemico. Il dogma

secondo il quale la differenziazione delle cellule mesodermiche in angioblasti e la loro

evoluzione in cellule endoteliali è appannaggio esclusivo della vita embrionale, è stata

smentita da Asahara e collaboratori i quali rilevarono che anche le cellule progenitrici

ematopoietiche CD34+ (marcatore classico di cellule staminali e progenitori midollari)

isolate da adulti possono differenziarsi in vivo assumendo un fenotipo endoteliale

(Asahara T et al. 1997). È stato dimostrato nel midollo osseo di topo, l’esistenza di un

precursore delle EPC, nominato emangioblasto, ossia una cellula che può dare origine

sia a HSC, EPC e cellule del muscolo liscio (Pelosi E, et al. Blood 2002, Bailey AS, et

al. Blood 2004). Le strette correlazioni spaziali e temporali nello sviluppo di queste

linee cellulari forniscono le basi per ipotizzare che esse derivino da questo stesso

progenitore comune. A supporto di un’origine cellulare comune delle HSC e delle EPC

è la scoperta che un gran numero di geni è espresso sia dalla linea ematopoietica sia

dalla linea endoteliale e che alcuni di questi geni sono addirittura essenziali per lo

sviluppo delle cellule ematiche e vascolari.

È tuttavia noto che le cellule endoteliali costituiscono una popolazione eterogenea di

cellule spesso di origine e di caratteristiche immunofenotipiche diverse. In particolare,

le cellule multipotenti progenitrici adulte (MAPC), una popolazione di cellule

progenitrici midollari isolate assieme alle cellule staminali di derivazione

mesenchimale nell’adulto ma distinte dalle cellule staminali ematopoietiche, hanno la

capacità di differenziarsi in molti tipi cellulari e potrebbero rappresentare un’unica

sottopopolazione di EPC (Reyes et al. 2002). La superficie delle MAPC possiede il

fenotipo CD34-/CD133+/Flk1+ (VEGFR2) ed è negativa per la caderina vasculo-

endoteliale (queste caderine mediano le interazioni omofiliche calcio-dipendenti tra le
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cellule endoteliali). Cellule della linea monocitaria, che, in quanto tali, esprimono

l’antigene di superficie CD14, rappresentano un’ulteriore popolazione che può

comportarsi da EPC. E’ stato dimostrato infatti che cellule purificate CD14+ messe in

coltura in un mezzo per la crescita endoteliale, danno origine a cellule aderenti con

caratteristiche di tipo endoteliale, come l’espressione di vWF e VEGFR2 (Urbich C, et

al. 2003). Queste cellule, che esprimono anche il CD45 (antigene comune leucocitario),

favoriscono la neovascolarizzazione e partecipano direttamente alla vasculogenesi in

vivo, ma soltanto se sono prima espanse in coltura.

E’ di fatto difficile stabilire quali siano le “vere” cellule progenitrici endoteliali, poiché

non è escluso che, oltre a quelle menzionate, anche altre popolazioni cellulari possano,

differenziandosi, comportarsi da cellule endoteliali. Occorre inoltre considerare i

problemi che le colture presentano, dato che le condizioni di crescita (citochine, fattori

di crescita e supplementi al terreno) possono rapidamente determinare un viraggio nel

fenotipo cellulare.

1.4 Cellule progenitrici endoteliali (EPC) e cellule progenitrici endoteliali

circolanti (CEPC)

Accanto alle EPC è stata inoltre dimostrata l’esistenza di cellule progenitrici endoteliali

circolanti (CEPC), sempre di origine midollare, durante l’età adulta (Shi Q. et al. 1998).

Sia le EPC sia le CEPC possiedono marcatori condivisi con la linea ematopoietica ed

endoteliale, come appunto il CD34 e VEGFR2 (recettore per il fattore di crescita

vasculo-endoteliale).

Poiché il CD34 è espresso anche da cellule endoteliali mature, è stato utilizzato un

marcatore più precoce per le cellule di derivazione midollare, che non fosse espresso

dalle cellule endoteliali, come il CD133 o prominina (Peichev M. et al. 2000),

ottenendo gli stessi risultati. Quindi le cellule CD133+ VEGFR2+ identificano in

maniera più precisa una popolazione di cellule progenitrici immature rispetto a quelle

CD34+VEGFR2+ che possono rappresentare invece anche cellule circolanti

provenienti dalla parete dei vasi (cellule endoteliali circolanti o CEC). Nonostante ciò,

alcune di queste cellule con fenotipo “più maturo” potrebbero derivare anch’esse da

EPC con precedente fenotipo CD133+/CD34+/VEGFR2+, anche se il loro potenziale di

neovascolarizzazione post-natale risulta notevolmente inferiore.

In una valutazione per verificare la diversa origine delle EPC e delle CEC è stato

studiato il sangue periferico di pazienti che avevano ricevuto un trapianto di midollo
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osseo (Lin Y et al. 2000). Una serie di esperimenti in vitro dimostrò che le colonie di

cellule endoteliali sviluppatesi nell’arco di nove giorni possedevano prevalentemente il

fenotipo del ricevente, suggerendo che si trattasse di CEC rilasciate dalle pareti

vascolari del ricevente stesso. Le colonie di cellule endoteliali che invece apparivano

più tardi possedevano il fenotipo del donatore, provando che si trattava di EPC di

derivazione midollare. Queste cellule a crescita più tardiva dimostrarono di avere

un’incredibile capacità proliferativa, a differenza delle colonie sviluppatesi più

precocemente. Un ruolo importante rivestono le strette interazioni che si presentano tra

le cellule delle filiere emopoietiche e le EPC. La differenziazione linea specifica delle

cellule staminali ematopoietiche dipende in prima battuta dalla presenza di alcune

citochine come il fattore di crescita granulocitario o granulomonocitario (G-CSF o GM-

CSF) che supportano una selettiva differenziazione di queste cellule in mieloidi,

megacariociti e cellule linfoidi. Questi tipi di cellule commissionate delle varie filiere

emopoietiche, rappresentano gli elementi produttori di fattori di crescita tra cui il VEGF

(fattore di crescita vasculo-endoteliale), FGF (fattore di cresicta dei fibroblasti) e

l’angioipoietina, i quali a loro volta promuovono la differenziazione delle cellule

endoteliali progenitrici in endotelio. Quando le EPC sono dunque esposte a fattori di

crescita come VEGF, FGF2 queste si differenziano in un fenotipo più maturo perdendo

l’espressione del marcatore CD133 di superficie e differenziandosi in una cellula

endoteliale matura, aderente, la quale esprime marcatori specifici di linea (fattore di

von Willebrand e VE caderina). Le EPC pertanto sembrano richiamare l’emangioblasto

embrionale il quale è mobile, può proliferare e differenziarsi in cellule endoteliali

mature.

1.5 Vasculogenesi e angiogenesi: premesse

Grazie all’identificazione delle cellule progenitrici endoteliali circolanti (EPC)

(Asahara et al 1997) la genesi di nuovi vasi è ora ritenuta avvenire attraverso due

possibili meccanismi ossia la vasculogenesi, che avviene durante lo sviluppo

embrionale ed è caratterizzata dalla formazione di una rete vascolare primitiva, per

opera di precursori delle cellule endoteliali chiamati angioblasti, e l’angiogenesi dove la

crescita di nuovi vasi avviene grazie alla gemmazione di gettoni vascolari provenienti

da vasi preesistenti.
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Normalmente la proliferazione delle cellule endoteliali vascolari è trascurabile (<0,01%

delle cellule endoteliali sono in ciclo). Il processo angiogenetico avviene quando le

cellule endoteliali riemergono dal loro stato quiescente e proliferano rapidamente.

Fisiologicamente, il processo gioca un ruolo fondamentale nell’organogenesi

embrionale mentre nella vita postnatale è strettamente controllato e volto alla

riparazione delle ferite e alla ricostituzione endometrale nel periodo post mestruale del

ciclo femminile. L’angiogenesi fisiologica è caratterizzata dalla capacità di auto

limitarsi a differenza di quella patologica, tipica dei tumori che in genere sfugge alle

complesse interazioni e modulazioni mediate da citochine e da varie espressioni

geniche, sfociando in un’incontrollata proliferazione che favorisce l’invasione

neoplastica e la formazione di metastasi a distanza. Da un punto di vista anatomico i

vasi sanguigni di medio e grosso calibro presentano a livello dell’intima un endotelio

circondato a sua volta da uno strato di periciti subendoteliali considerati essere loro

stessi precursori endoteliali commissionati, cellule muscolari lisce, fibroblasti e da una

membrana basale. Nel caso dei capillari, ossia di vasi con diametro compreso tra 8 e 20

µm, le cellule endoteliali con la membrana basale, costituiscono da sole la struttura

vascolare.

Nello sviluppo embrionale le cellule endoteliali possono avere una differenziazione in

senso sia arterioso sia venoso, lo stesso avviene nella retina neonatale e nel cuore

dell’adulto, testimoniando l’estrema plasticità di queste cellule e prefigurandone le

potenzialità terapeutiche (Stalmans, I. et al. 2002; Visconti, R.P. et al 2002). Vasi

arteriosi e venosi differiscono non solo per i diversi regimi pressori cui

fisiologicamente sono sottoposti, e che si traducono in un differente spessore della

tonaca muscolare, ma anche per la diversa origine ed identità delle loro cellule

endoteliali e muscolari lisce. Infatti le cellule muscolari lisce che circondano i vasi del

torace, derivano dalle cellule della cresta neurale mentre le cellule muscolari lisce delle

coronarie derivano dall’epicardio ed altre provengono dal mesenchima (Carmeliet P et

al. 2001). Non sono ancora conosciuti tutti i meccanismi che indirizzano le cellule alla

differenziazione in senso arterioso o venoso, ma recenti studi di genetica hanno

suggerito alcune vie. È stato mostrato come il sistema Notch con i suoi ligandi e

recettori giochi un ruolo determinante nella differenziazione arteriosa sopprimendo

quella venosa (Lawson, N. D. et al. 2001; Zhong, T.P. et al. 2001): mutazioni

specifiche del recettore per Notch3 specifico delle cellule muscolari lisce, inducono

l’instabilità di ancoraggio della cellula muscolare alla membrana basale e ne diminuisce
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la sopravvivenza inducendo una degenerazione delle arterie cerebrali. Anche la

neuropilina 1 (recettore specifico del VEGF-164) favorisce il destino arterioso delle

cellule endoteliali. Inoltre i nervi periferici producendo VEGF forniscono un substrato

molecolare per l’arteriogenesi.

I vasi sanguigni assumono, in tessuti diversi, funzioni specializzate e quindi anche le

cellule endoteliali ivi residenti assumono specifiche proprietà.

A determinare l’organo-specificità dell’angiogenesi e la rispettiva etereogeneità delle

cellule endoteliali, contribuiscono innanzi tutto l’attività e l’espressione dei fattori di

crescita come VEGF e Ang-1 (angiopoietina 1) che sortiscono effetti diversi in tessuti

differenti. Inoltre esistono fattori organo-specifici che guidano e regolano l’angiogenesi

e che si mostrano promettenti per lo sviluppo di terapie volte alla rivascolarizzazione e

riparazione dei tessuti. Tuttavia occorre anche un’organizzazione spaziale affinché la

crescita angiogenetica sia funzionalmente valida demarcando i confini arteriosi e venosi

e stabilendo quindi la polarità del vaso.

Il sistema dell’Efrina è coinvolto nell’organizzazione di tale polarità. L’EfrinaB2 è

presente solo a livello delle cellule endoteliali e muscolari lisce che costituiranno la

struttura arteriosa, mentre l’EfrinaB4, un recettore dell’EfrinaB2, è presente solo nelle

vene. La loro interazione gioca un ruolo fondamentale nello stabilire l’identità arteriosa

o venosa e partecipa alla formazione di anastomosi arteriose e venose arrestando la

migrazione delle cellule endoteliali all’interfaccia arteriosa – venosa (Gerety S.S. et al

1999).

1.6 Tappe e regolazione del processo angiogenico

Lo stimolo cardine per l’espansione del letto vascolare è l’ipossia. Durante la vita

embrionale, le cellule sono ossigenate dalla semplice diffusione del gas ma quando il

tessuto neoformato inizia a crescere, l’insufficiente ossigenazione per semplice

diffusione induce la sintesi di fattori (fattori indotti dall’ipossia HIF) (Pugh, C.W. et al.

2003) che promuovono l’up-regulation di molti geni coinvolti nell’angiogenesi, tra i

quali spicca l’induzione del VEGF, e la mobilizzazione di elementi cellulari circolanti

che permettono lo sviluppo di vasi accessori. Le molecole che inducono l’espressione

di tale fattore di crescita sono molteplici, come TGF-α, TGF-β (fattore di crescita

trasformante), EGF (fattore di crescita epidermico), ma anche mediatori della risposta

infiammatoria (IL e PGE2), IGF-1 (insulin-like growth factor 1), l’attivazione di

protein-Kinasi C e A, e proteine regolatrici del ciclo cellulare (p53 e il soppressore del
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gene di Von-Hippel-Lindau) (tabella 1). Il VEGF ha un ruolo essenziale nella

regolazione dell’angiogenesi fisiologica e patologica. Ne esistono diverse isoforme,

costituite rispettivamente da 206, 189, 165 e 121 amminoacidi. La specie molecolare

predominante è VEGF-165. Tale fattore di crescita presenta i suoi recettori non solo

sulle cellule endoteliali ma anche sui monociti e nelle cellule staminali emopoietiche

dimostrando l’ampiezza del suo spettro di azione. In particolare vi sono due classi di

recettori della famiglia delle tirosin-Kinasi: Flt-1 (espresso su cellule endoteliali

vascolari, ad alta affinità) e Flk-1 (espresso su cellule endoteliali, tumorali e monociti, a

bassa affinità). L’interazione con Flk-1 è seguita da proliferazione delle cellule

endoteliali, mentre il legame con Flt-1 non è seguito da alcun effetto fitogeno, ma

potrebbe attivare la migrazione monocitaria. E’ stato riscontrato un aumento dei livelli

di mRNA per VEGF anche in condizioni di deficit di glucosio, suggerendo che gli

stimoli stressanti possano essere induttori del gene per VEGF. Un altro fattore, il PlGF

(placental growth factor) omologo del VEGF, è considerato essere un potente attivatore

diretto del segnale mediato dal VEGFR1 e dal VEGFR2. Oltre che amplificare gli

effetti di VEGF, aumenta l’angiogenesi, ma contemporaneamente promuove una

risposta proinfiammatoria portando a un’accelerazione della formazione di lesioni

aterosclerotiche, probabilmente attivando i monociti VEGFR1 positivi. I membri della

famiglia FGF (approssimativamente 23) sono delle proteine multifunzionali che si

legano a diversi isoforme recettoriali la cui attivazione a livello delle cellule endoteliali,

delle cellule muscolari lisce e dei mioblasti, stimola la proliferazione dei rispettivi tipi

cellulari. In particolare FGF-2 è una molecola che si accumula nell’ECM (matrice

extracellulare). Mostra in vivo attività angiogenica e induce la proliferazione cellulare.

In vitro modula l’espressione delle integrine, VEGF, Flk-1. Interviene sia

nell’angiogenesi fisiologica sia patologica. Vi sono infine anche altri fattori la cui

funzione sembra essere per lo più il mantenimento del vaso neo formato. Infatti, il

PDGF (platelet-derived growth factor), ha un ruolo essenziale nella stabilizzazione dei

nuovi vasi, reclutando progenitori mesenchimali che esprimono il suo recettore e la cui

assenza o scarsità determinerebbe anomala fragilità, permeabilità e conformazione dei

neovasi. Le angiopoietine (Ang-1 e Ang-2 e recettori specifici Tie-1 e Tie-2) sono

coinvolte nel mantenimento, crescita e stabilizzazione dei nuovi vasi, ma il loro ruolo è

pleiotropico. Ang-1 promuove l’angiogenesi nella cute, nell’ischemia dell’anca,

nell’ulcera gastrica e in alcuni tumori, ma la sopprime in altri tumori e nel cuore.

Analogamente Ang-2 stimola la proliferazione di nuovi vasi nel cuore soltanto in
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presenza di stimoli angiogenici sufficienti, trasformandosi alternativamente in fattore

antiangiogenico. Infine il TGFβ contribuisce alla maturazione dei neovasi a basse dosi,

mentre ad alte dosi inibisce la crescita delle cellule endoteliali e promuove la

riformazione della membrana basale e il reclutamento di cellule muscolari lisce.

Nel processo angiogenico si possono individuare alcune tappe essenziali:

1. Degradazione proteolitica della membrana basale del vaso originario, per

consentire la formazione della gemmazione capillare e la successiva migrazione

cellulare.

2. Migrazione delle cellule endoteliali verso lo stimolo angiogenico

3. Proliferazione delle cellule endoteliali dietro al fronte delle cellule migranti

4. Maturazione delle cellule endoteliali con inibizione della loro crescita e loro

rimodellamento in tubi capillari.

5. Reclutamento delle cellule periendoteliali (periciti e cellule muscolari lisce).

Per iniziare la formazione dei nuovi capillari, le cellule endoteliali dei vasi sanguigni

esistenti devono degradare la membrana basale e invadere lo stroma del tessuto

adiacente.

Il rimodellamento della ECM richiede l’intervento di proteinasi, tra cui gli attivatori del

plasminogeno e i loro inibitori, metalloproteinasi della matrice (MMP), inibitori

tessutali delle metalloproteinasi (TIMPs), eparinasi, chimasi, triptasi e catepsine

(Pepper, M.S. 2001, Jackson C. 2002, Luttun, A, et al 2000). In questo processo la

matrice extracellulare (ECM) non viene soltanto degradata proteoliticamente per

consentire il passaggio delle cellule endoteliali, essa subisce infatti anche variazioni

nella sua composizione: alcune proteinasi espongono nuovi epitopi criptici delle

componenti proteiche come il collagene IV o ne modificano la struttura (ad esempio da

fibrillare a monomerica), inducendo in questo modo la migrazione delle cellule

endoteliali e muscolari lisce.

L’intervento delle proteasi si traduce anche in un’ulteriore liberazione di fattori di

crescita per le cellule endoteliali. Le modificazioni dell’ECM rappresentano una tappa

necessaria alla formazione dei nuovi vasi, ma affinché siano efficaci devono mantenersi

ben bilanciate con l’intrinseco ruolo della matrice stessa nel mediare i contatti tra le

cellule endoteliali e i tessuti circostanti, impedendo il collasso dei vasi e fornendo un

supporto-guida alla loro progressione. Le proteinasi hanno un importante ruolo anche

nell’arrestare l’angiogenesi, liberando inibitori legati alla matrice che favoriscono

un’autoregolazione del processo angiogenetico. La successiva migrazione di un fronte

PDF Creator - PDF4Free v2.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


20

di cellule endoteliali che invade la matrice apre la strada ad un numero sempre

maggiore di cellule endoteliali richiamate dalle sostanze e dalle citochine sopra citate.

La maturazione e il rimodellamento di queste cellule è un requisito indispensabile per

un’angiogenesi efficace, in quanto un insufficiente reclutamento delle cellule murali di

sostegno è associato con proliferazione delle cellule endoteliali senza maturazione,

permeabilità e fragilità vasale, sanguinamento, perfusione non bilanciata fino all’

ipossia dei tessuti stessi. L’angiogenesi fisiologica è strettamente regolata ed ha una

durata limitata. L’angiogenesi patologica al contrario, generalmente sfugge alle

complesse interazioni che ne regolano la crescita sfociando in un abnorme sviluppo

angiogenico e caratterizza molte patologie di natura flogistica o neoplastica. Questa

forma anomala di neovascolarizzazione è riscontrabile in vari ambiti in particolare

cancro, e ultimamente anche le patologie ematologiche maligne.

1.7 Ruolo delle cellule endoteliali in Oncologia e Ematologia

Gli stessi meccanismi fisiologici per l’adattamento e la specializzazione delle funzioni

della neovascolarizzazione sono alla base anche dei processi di anomala proliferazione

vascolare nei tumori e nelle altre patologie in cui un’angiogenesi sregolata diventa parte

integrante della patogenesi. Una serie sempre crescente di evidenze sperimentali ha

messo in luce la presenza di una neo vascolarizzazione neoplastica con cellule

endoteliali di origine midollare (Asahara T. et al 1999). L’area perineoplastica è teatro

di una complessa interazione di carattere infiammatorio tra le cellule del tumore e i

monociti e i granulociti dell’ospite.

I macrofagi inducono la proliferazione endoteliale e sono spesso ritrovati a stretto

contatto con le pareti dei neo vasi, regolando di fatto l’angiogenesi attraverso la sintesi

di TNF alfa o di trombospondina, e di VEGF; non solo, ma sono anche in grado di

produrre fattori stabilizzanti il vaso come il PDGF ed il Brain Derived Neurotrophic

Factor (BDNF) (Donovan M J et al 2000). Le metalloproteinasi come l’MMP9

sintetizzate dai neutrofili richiamati in loco svolgono un ruolo importante nel

rimodellamento del vaso stesso e quindi nel processo angiogenetico. Queste sostanze,

prodotte anche in varia misura dalle cellule neoplastiche stesse, avendo potere

chemotattico, inducono, una mobilizzazione delle cellule staminali emopoietiche dal

midollo, precursori monocitoidi differenziati e le cellule endoteliali progenitrici le quali

esprimono il recettore specifico VEGFR 2. A loro volta anche le cellule endoteliali

liberano delle citochine come GCSF o GMCSF che promuovono il nuovo reclutamento
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di cellule mieloidi, generandosi un circolo vizioso, che induce un aumento finale delle

cellule endoteliali disponibili alla maturazione e alla formazione di neovasi che

permettono l’espansione del letto vascolare neoplastico (figura 3).

Vi sono anche altre sostanze coinvolte in tale processo come il FGF considerato una

delle più potenti molecole angiogenetiche in vivo che sembra essere liberato dalla ECM

per mezzo di eparinasi e proteinasi prodotte in seno ai tumori, benché molte neoplasie

possiedano la capacità di attivare e reclutare macrofagi attivandoli a secernere FGF. Il

FGF rilasciato dai tumori, esercita un reclutamento selettivo sulle cellule vascolari,

sebbene molti tipi di cellule siano fisiologicamente adatte per rispondere alla sua

stimolazione. Ciò avviene probabilmente per l’attività inibitoria su queste ultime

esercitata da altre molecole presenti nel tumore. Il FGF interferisce inoltre con

l’adesione dei leucociti all’endotelio, producendo così una forma di tolleranza

immunologia locale. Una volta formatosi il neovaso, il suo rimodellamento avviene

grazie alle angiopoietine: una famiglia di proteine ivi coinvolte con diverse funzioni.

L’angiopoietina-1 induce il reclutamento di periciti da parte delle cellule endoteliali e

l’incorporazione nella parete dei vasi di cellule muscolari lisce. I vasi formatisi in

questo modo nel tumore sono analoghi ai vasi che si formano per la riparazione di una

ferita. L’angiopoietina-2 agisce invece respingendo il reclutamento dei periciti e delle

cellule muscolari lisce. Essa viene prodotta dall’endotelio vascolare all’interno del

tumore, ma non è chiaro come le cellule tumorali possano mediare questo processo.

Sembra tuttavia che l’angiogenesi nei tumori possa essere più sensibile a certi inibitori,

rispetto all’angiogenesi associata ai processi di riparazione delle ferite.

1.8 Densità dei microvasi e relazioni prognostiche in Oncoematologia

La densità dei microvasi è un fattore prognostico indipendente in diversi tipi di tumore

maligno (tumori cerebrali, melanoma cutaneo, tumore della mammella).

L’informazione prognostica relativa al ruolo dell’angiogenesi in una determinata

neoplasia viene acquisita su una microsezione istologica, esaminando l’area con la

densità maggiore di microvasi (“punto caldo”). Queste aree potrebbero contenere il

maggior numero di cellule tumorali in grado di indurre la neovascolarizzazione, che

hanno la maggior possibilità di dare origine a metastasi angiogenetiche.

La densità dei microvasi è determinata principalmente dalla distanza intercapillare,

ossia dallo spessore del manicotto di cellule tumorali che circondano un microvaso.
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Nonostante il valore prognostico, la rilevazione della densità dei microvasi non è

purtroppo un valido predittore del successo di un’eventuale terapia antiangiogenetica.

1.9 Tappe nello sviluppo angionenetico tumorale

La maggior parte dei tumori umani è priva di attività angiogenica al momento

dell’insorgenza, tuttavia questa fase, definita avascolare, esiste solo per un breve

periodo di tempo. I carcinomi in situ avascolarizzati possono stimolare il proprio

fabbisogno sanguigno stimolando la neovascolarizzazione nel letto vascolare adiacente

(questo rappresenta il processo più comune nei tumori umani), subito dopo la

neformazione acquisisce un fenotipo angiogenico.

L’acquisizione del fenotipo angiogenetico si manifesta clinicamente con l’aumento

della massa tumorale a una dimensione rilevabile, con sanguinamento locale e con la

comparsa di metastasi che avvengono sia per via ematogena (Zustovich et al. 2008) che

per via linfatica.

Questa vascolarizzazione mostra due effetti contrapposti: da una parte la struttura della

parete vasale può essere vista come ostacolo alla circolazione trans vascolare delle

sostanze nutritive (ma anche di eventuali farmaci chemioterapici), dall’altra la presenza

dei vasi permette un accesso alla neoplasia che quindi è favorita nella crescita e nello

sviluppo di metastasi. I precursori cellulari endoteliali che si trovano in circolo e che

provengono dal midollo osseo, possono venire incorporati in un gruppo di cellule in

attiva angiogenesi (centro angiogenico). I tumori possono indurre la sovraespressione di

un fattore angiogenetico (es. VEGF) da parte dei fibroblasti e macrofagi dell’ospite

presenti all’interno del tumore stesso e i vasi sanguigni preesistenti possono essere

cooptati dalle cellule tumorali.A livello molecolare questa svolta angiogenetica avviene

con uno sbilanciamento nella produzione da parte delle cellule tumorali di molecole che

regolano positivamente o negativamente l’angiogenesi.

La capacità angiogenetica può ulteriormente essere modificata da condizioni ambientali

quali l’ipossia, da inibitori endogeni dell’angiogenesi e dalla predisposizione genetica

dell’ospite. Anche alcuni inibitori endogeni dell’angiogenesi giocano un ruolo

nell’acquisizione del fenotipo angiogenetico. La Trombospondina-1 è inversamente

proporzionale alla capacità di una linea cellulare di dare origine a un tumore e a

formare vasi in vivo. Inoltre la perdita di produzione di questa molecola permette a

cellule non tumorigene di diventarlo. La trombospondina-1 è regolata dalla p53

normale. La perdita di funzione della p53 nelle cellule tumorali determina un drastico
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decremento del livello di questo inibitore dell’angiogenesi. L’angiostatina,

l’endostatina e l’antitrombina III antiangiogenetica inibitrice della produzione di vasi

possono essere sintetizzati da alcuni tumori. La resezione di certi tumori (per es. Ca

della mammella, Ca del colon e sarcomi dell’osso) può essere seguita da un rapido

sviluppo di metastasi a distanza. Le metastasi di un tumore primitivo possono essere

soppresse da un altro tipo di tumore (il tumore della mammella può inibire metastasi di

un melanoma). La rimozione chirurgica di un tumore primitivo aumenta la rapidità di

crescita di eventuali foci residui di malattia. Una volta osservato che una neoplasia

produce sia regolatori positivi sia negativi dell’angiogenesi, diviene chiaro che un

tumore primitivo, mentre stimola l’angiogenesi nel proprio compartimento vascolare,

potrebbe inibire l’angiogenesi nel compartimento vascolare delle metastasi a distanza.

Tuttavia per questo meccanismo sono necessarie almeno due condizioni: 1) il tumore

primitivo necessiterebbe della produzione di un promotore angiogenetico in eccesso

rispetto ad un inibitore, nel proprio letto vascolare; 2) l’inibitore putativo dovrebbe

avere, in circolo, un’emivita maggiore del promotore angiogenetico. Ricerche compiute

negli ultimi dieci anni hanno identificato l’angiostatina, l’endostatina e l’antitrombina

antiangiogenetica come regolatori negativi dell’angiogenesi. Tutte e tre queste proteine

inibiscono specificamente la proliferazione delle cellule endoteliali e non di altre

cellule, non hanno alcun effetto diretto sulle cellule tumorali. Dopo che il tumore

primitivo acquisisce proprietà neoangiogenetiche, il numero di cellule tumorali che

passa in circolo aumenta proporzionalmente all’aumento della neovascolarizzazione. Le

metastasi che sopravvivono a distanza devono a loro volta acquisire capacità

angiogenetiche. Le metastasi non dotate di questa capacità rimangono infatti latenti e di

grandezza microscopica (<0,2 mm) per un tempo indefinito. La neoangiogenesi è

dunque necessaria sia nella diffusione sia per l’attecchimento e la crescita delle

metastasi.

Le cinque forme di presentazione clinica delle metastasi, apparentemente non in

relazione tra loro, potrebbero trovare una spiegazione unificante alla luce dei principi

che regolano l’angiogenesi:

1. I pazienti nei quali compaiono le metastasi, talvolta in maniera esplosiva, dopo pochi

mesi dalla rimozione chirurgica del tumore primitivo, potrebbero aver perso un inibitore

circolante dell’angiogenesi prodotto dal tumore primitivo stesso.

2. Metastasi la cui crescita non viene soppressa dal tumore primitivo possono essere già

presenti al momento della diagnosi.
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3. Il modello “sconosciuto” o “occulto” descrive un tipo di metastasi che si presenta in

assenza del tumore primitivo o prima che esso sia rilevato. Non è comunque ancora

chiaro se le metastasi possano produrre un inibitore circolante dell’angiogenesi.

4. Se le metastasi non compaiono anche dopo anni dalla resezione chirurgica del tumore

primitivo, il paziente potrebbe avere delle metastasi microscopiche o latenti, che non

sono angiogenetiche. Quelle che dopo tempo virano verso un fenotipo angiogenetico

possono crescere fino a diventare clinicamente rilevabili.

5. Dopo la rimozione chirurgica di alcuni tumori, le metastasi possono qualche volta

regredire parzialmente o completamente. Una spiegazione è che le metastasi possano

dipendere dall’elevata produzione, da parte del tumore primitivo, di uno stimolatore

circolante dell’angiogenesi.

1.10 Angiogenesi nelle malattie ematologiche maligne

L’induzione dell’angigoenesi e la conseguente progressione della malattia sono il frutto

di un delicato equilibrio tra elementi attivatori e inibitori dell’angiogenesi nel

microambiente midollare. L’endostatina presenta un’attività anti-angiogenetica,

bloccando l’attivazione delle proteine chinasi stimolate dai mitogeni nelle cellule

endoteliali ed inibiendo la proliferazione endoteliale. Lo sbilanciamento tra la

produzione di fattori anti-angiogeneteci e pro-angiogenetici coinvolge direttamente il

processo angiogenetico e l’evoluzione della neoplasia. Abbiamo precedentemente

accennato che tra gli attivatori più importanti vi sono il VEGF, il PDGF, l’FGF e il G-

CSF. Gli inibitori del VEGF e della sua via di segnale mostrano uno spiccato effetto

antitumorale in modelli sperimentali in presenza di altri attivatori dell’angiogenesi

(Talks et al 2000, Shweiki et al 1992, Kim KJ et al, 1993). La sintesi di VEGF e di altri

fattori angiogenetici come anche il FGF è stata dimostrata nelle cellule leucemiche, nel

Linfoma non Hodgkin e nelle cellule del Mieloma (Chen H et al 2000, Aguayo et al

1999, Bellamy et al. 1999, Dankbar et al. 2000, Foss et al. 1997.). Le leucemie

originano dalle cellule staminali emopoietiche bloccate nella loro maturazione in

differenti stadi ed è stato assunto ormai che le forme più aggressive sono caratterizzate

da alterazioni che coinvolgo le cellule a stadi più immaturi mentre le forme più

indolenti coinvolgono elementi più terminali.

Nelle Leucemie Acute Mieloidi (LAM) l’angiogenesi ha dimostrato giocare un ruolo

nella patogenesi della malattia. Recentemente Kuzu e collaboratori (Kuzu et al. 2004)
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hanno dimostrato che la densità dei microvasi nelle biopsie ossee era maggiore rispetto

ai controlli sani e ai pazienti trattati con chemioterapia.

Inoltre la presenza di elevata densità di microvasi costituiva un fattore prognostico

addizionale negativo. L’espressione dei recettori per il VEGF è stato trovato anche nelle

leucemie acute mieloidi (Aguayo et al 1999) dimostrando la diretta attività di questo

peptide sulle cellule blastiche.

Altri studi hanno poi messo in evidenza come elevati livelli di VEGF si possano

riscontrare nei pazienti affetti di LAM e come questo abbia un risvolto prognostico.

Infatti, i blasti mieliodi sono in grado di produrre sia il VEGF sia il relativo recettore

risultando in un meccanismo autocrino per la crescita e la propagazione tumorale

(Zhang H et al. 2004). Inoltre il VEFG di origine leucemica è anche in grado di

generare delle interazioni con le cellule stromali e di stimolare la produzione di fattori

di crescita dalle cellule endoteliali umane le quali di converso promuovono la crescita

dei blasti alimentando ancor di più il loop (figura 4).

Queste osservazioni inducono a ipotizzare un ruolo importante dei fattori anti

angiogenetici nel futuro del trattamento farmacologico specifico per le LAM. Come nel

caso del Mieloma Multiplo anche nelle LAM sono stati misurati i livelli serici di VEGF

e del proprio recettore e sono risultati significativamente più elevati che nei controlli

sani ed era un fattore prognostico indipendente. Infine l’angiopoietina e il suo naturale

antagonista (l’angiopoietina 2) sono noti giocare un ruolo determinante

nell’angiogenesi normale e patologica. L’espressione di angiopoietina 2 è stata trovata

essere più elevata nei pazienti affetti da LAM rispetto al gruppo di controllo sano

ponendo in evidenza come l’espressione di angiopoietina 2 poteva essere anch’essa un

fattore prognostico indipendente. Degno di nota infine è il fatto che elevati livelli di

angiopoietina 2 nel midollo osseo indicano una prognosi favorevole nelle LAM trattate

con polichemioterapia benché i meccanismi non siano ancora ben compresi

(Schliemann et al. 2006, Loges et al. 2005).

Un aumentato livello di angiogenesi è stato documentato attraverso diversi esperimenti sia

nel midollo sia nei linfonodi della Leucemia Linfatica Cronica (LLC). L’aumento della

densità dei vasi sanguigni all’interno del midollo osseo di pazienti con LLC (Kini et al.

2000) ha suggerito che il processo angiogenetico possa giocare un ruolo anche nella

leucemia linfatica cronica. I linfociti leucemici secernono spontaneamente una varietà di

fattori pro e anti-angiogenetici tra cui il fattore di crescita endoteliale vascolare VEGF, il

fattore di crescita dei fibroblasti (bFGF), il fattore di crescita trasformante â (TGFâ1) e
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l’endostatina (Molica S. 2000). Benché il ruolo dell’angiogenesi nella fisiologia di questa

malattia sia ancora oggi da chiarire, dati sperimentali suggeriscono che vi sono alcuni

fattori angiogenetici che giocano un ruolo fondamentale nella progressione. Le cellule

maligne della LLC producono il VEGF e loro stesse possiedono i recettori per VEGF

(Bairey et al. 2004). Tale aspetto permette di avanzare l’ipotesi che anche per la LLC vi

sia un meccanismo paracrino ed autocrino che possa contribuire almeno in parte alla

progressione della malattia (Till KJ et al. 2005). Un elegante studio di Lee e collaboratori

ha posto in evidenza il ruolo cruciale di VEGF nella LLC; egli somministrò VEGF

esogeno alle cellule leucemiche le quali si dimostrarono più resistenti sia all’apoptosi

naturale sia alla necrosi indotta da clorambucile (Lee et al. 2004). Una spiegazione

dell’attività antiapoptotica è stata data da Farahani, Till e collaboratori i quali hanno

dimostrato come il VEGF autocrino abbia un effetto attraverso il legame con il CD40, e

come sia anche coinvolto nella motilità delle cellule leucemiche attraverso l’endotelio

(Farahani et al. 2005). Di converso, l’inibizione della sintesi di VEGF inibiva sia la

migrazione sia l’effetto antiapoptotico. Il VEGF interagisce con tre diversi recettori

tirosin-chinasici: VEGFR-1 o Flt-1 (fms-like tyrosine kinase), VEGFR-2 o Flk-1/KDR

(kinase-insert-domain-containing-receptor) e VEGFR-3 o Flt-4 (fms-like tyrosine kinase).

Tutti questi recettori hanno un’elevata affinità per VEGF e ricoprono un ruolo importante

nella formazione de novo di vasi sanguigni e nello sviluppo delle cellule emopoietiche. I

recettori solubili VEGFR-1 e VEGFR-2 sono entrambi misurabili nel siero di pazienti di

LLC. La concentrazione del VEGFR-2, ma non di VEGFR-1, è significativamente

maggiore nei pazienti con stadi avanzati di malattia (Rai III e IV) rispetto ai casi con Rai

0, I o II. Per quanto concerne il VEGF, sono stati osservati livelli più alti nei pazienti di

LLC rispetto ad un gruppo di volontari sani. Inoltre, tra i casi di LLC, i valori di questa

citochina sono risultati significativamente più elevati negli stadi più avanzati di malattia

(Gora-Tybor et al. 2003). Questi risultati suggeriscono che il pathway controllato da

VEGF/VEGFR-2, ma non da VEGFR-1, potrebbe essere essenziale nello sviluppo della

malattia, soprattutto negli stadi più avanzati. Aguayo et al. hanno, però, mostrato che

livelli intracellulari aumentati di VEGF correlano con un decorso meno aggressivo della

LLC (Aguayo et al. 2000). Tuttavia, la concentrazione sierica di VEGF dipende da varie

fonti cellulari perché la citochina è prodotta da macrofagi, fibroblasti e cellule endoteliali

nei tessuti sani, ma anche dalle cellule B di LLC. Il bFGF presenta attività mitogena sulle

cellule endoteliali in maniera paracrina ed in maniera autocrina sulle cellule leucemiche,

inibendo i meccanismi pro-apoptotici e quindi aumentando la loro sopravvivenza. Per
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questi motivi il bFGF potrebbe rivestire un ruolo importante nella fase di progressione

della LLC, quando il tempo di raddoppiamento dei linfociti è breve e si ha espansione dei

tessuti linfoidi e neovascolarizzazione. Infatti nei pazienti affetti da LLC in progressione, i

livelli di bFGF erano significativamente elevati e che il valore è nettamente superiore nei

pazienti classificati in stadi Rai avanzati e nei pazienti in fase di progressione di malattia

(Gora-Tybor et al 2003). Per di più i livelli serici di CD138 erano aumentati negli stadi

precoci della malattia e potevano avere un valore prognostico positivo. Sono state

osservate concentrazioni significativamente più alte di TGFâ1 nel siero di pazienti non

trattati rispetto ad un gruppo di volontari sani. E’ stata evidenziata, inoltre, una stretta

correlazione tra livelli di TGFâ1 e stato di progressione della malattia. Al contrario, i

livelli di questa citochina sono più bassi nei pazienti in stadi più avanzati di LLC. Questo

dato non è inaspettato perché il TGFâ1 non è solo una molecola con attività pro-

angiogenetica, ma anche un inibitore autocrino della proliferazione dei linfociti. In

conclusione, i livelli di TGFâ1 sono più bassi nei pazienti di LLC in stadi avanzati mentre

il valore di bFGF è significativamente più elevato nello stesso gruppo di pazienti. Lo

sbilanciamento tra queste citochine potrebbe influenzare notevolmente l’angiogenesi ed il

decorso clinico del paziente.

A livello microscopico è stata osservata nel Mieloma Multiplo una certa aumenata densità

di vasi nel midollo in comparazione con i controlli sani (Vacca et al. 1994) e come tale

densità potesse essere considerata un marcatore prognostico avverso della malattia

(Munshi et al. 1998, Munshi et al. 2001), risultando di fatto correlabile ad un aumentato

coinvolgimento osseo in senso osteolitico. Da questi primi studi è dunque risaltato il

possibile nesso tra un’aumentata angiogenesi e un maggiore potenziale distruttivo del

Mieloma.

Come prima accennato, gli osteoclasti svolgono un ruolo importante nella formazione

della nicchia midollare attraverso meccanismi paracirini e d’interazione con le cellule

staminali emopoietiche producendo anche fattori pro angiogenesi in particolare proprio nel

Mieloma Multiplo. In questa emopatia i livelli midollari di peptidi angiogenetici sono

significativamente più elevati rispetto al sangue circolante ed entrambe i compartimenti

presentano quantità elevate rispetto al sangue e midollo di volontari sani. Il VEGF

prodotto in vitro dalle cellule del Mieloma possono stimolare a loro volta le cellule

stromali a produrre IL 6 la quale agisce a sua volta proprio sulle cellule del Mieloma con

un meccanismo paracrino di attivazione e generando il cosiddetto loop. A contribuire a

questo meccanismo sono anche le cellule endoteliali stesse che producono IL 6, GCSF e
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IL 7 contribuendo al loop. In anni recenti sono stati trovati anche molti fattori

antiangiogenetci come l’interferone alfa o gamma ma anche alcuni peptidi che

contribuiscono al clivaggio proteolitico delle proteine della membrana basale dei capillari

(angostatina, endotastina etc.) (Talk et al. 2000, Dameron et al. 1994, Zhang et al. 2000).

Nel Linfoma non Hodgkin, un’ aumentata densità vascolare è strettamente correlata con le

varianti più maligne (Foss et al., Vacca et al. 1999). Questa osservazione era supportata

dalla presenza di elevati livelli plasmatici di VEGF e di bFGF nei pazienti affetti da

linfoma all’esordio e come potevano rappresentare un fattore prognostico indipendente;

inoltre l’aumento simultaneo sia di VEGF che di bFGF nel sangue periferico caratterizza

un subset di pazienti con una sopravvivenza ancora più corta.

Una certa vascolarizzazione è stata trovata anche nel linfoma di Hodgkin caratterizzato

da un’elevata densità microvascolare. Presi tutti assieme questi dati sul linfoma

dimostrato come la linfoagiogenesi è particolarmente sviluppata nelle linfopatie

maligne e che potrebbe essere indotta sia dalla produzione di VEGF da parte delle

cellule del linfoma stesso.

Oltre a tali fattori antiangiogenetici anche i recettori solubili stessi per il VEGF possono

avere attività antiangiogenetica poiché, legandosi al loro substrato, ed essendo solubili,

impediscono il legame con recettori simili presenti sulla superficie cellulare che

attiverebbero la cascata biochimica pro-angiogenetica.

In oncologia ma ancor più in ematologia, sono state identificate delle alterazioni

cromosomiche (del 13 q-, 17 p-, traslocazioni, etc) che costituiscono un importante

fattore prognostico predittivo della patologia di base. La delezione 17p-, ritrovata nelle

leucemie, nelle mielodisplasie e nei linfomi, il cui significato si esplica nella non

espressione della protenia pro apoptotica p53, induce uno spegnimento della sintesi di

un importante fattore antiangiogenetico, la trombospondina, (Yu et al 2002). In

particolare la delezione 13 q- nel Mieloma Multiplo che correla con una cattiva

prognosi è stato dimostrato essere associato con un’alta densità di microvasi se

comparati con casi di Mieloma senza la delezione in oggetto. (Schreiber et al. 2000).

La matrice extracellulare e gli enzimi coinvolti nel rimodellamento giocano un ruolo

importante nel regolare il comportamento cellulare durante il processo angiogenetico.

Infatti in molte neoplasie si assiste alla sintesi di pro-MMP soprattutto nelle Leucemie

Acute Linfoblastiche, Mieloidi, linfoma non Hogkin e Mieloma Multiplo (Stetler-

Stevenson et al. 1997, Barille et al. 1999, Kuittinen et al. 2001).
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1.11 Terapia antiangiogenetica in oncoematologia

L’emergenza della farmaco resistenza nelle cellule tumorali è uno dei maggiori

problemi che accompagnano quasi tutte le chemioterapie. La causa principale di questo

meccanismo di aumentata sopravvivenza delle cellule neoplastiche è costituita dalla

loro intrinseca instabilità genetica, da cui dipende conseguentemente l’alta frequenza di

mutazioni all’interno della neoplasia.

Le cellule endoteliali vascolari non possiedono questa instabilità ed hanno pertanto una

bassa frequenza di mutazioni che potrebbe portarle da un fenotipo suscettibile ad uno

resistente alla chemioterapia convenzionale. E’ possibile dunque che anche le cellule

dei vasi tumorali mantengano nel tempo la sensibilità alla terapia antiangiogenetica.

Inoltre l’attività antitumorale di alcuni farmaci chemioterapici citotossici può dipendere

proprio in parte dalla loro capacità di inibire la proliferazione delle cellule endoteliali.

Le cellule endoteliali dei vasi tumorali risultano esposti ai farmaci antitumorali prima

delle cellule tumorali vere e proprie. Tuttavia queste stesse cellule endoteliali hanno

anche la capacità di riprendere a proliferare più rapidamente delle cellule tumorali,

tornando a supportare la massa neoplastica prima che siano trascorse le convenzionali

due o tre settimane di sospensione della terapia, attuate per consentire la ripresa midollo

osseo. La recidiva del tumore rende quindi necessari nuovi cicli di chemioterapia, con il

rischio di selezionare così cloni cellulari tumorali (non endoteliali) resistenti.

Questo meccanismo pone in rilievo l’importanza della scelta di un adeguato schema di

somministrazione della terapia. Se questo schema viene modificato in maniera da

esercitare la massima pressione citotossica sulle cellule endoteliali vascolari anche

tumori di grosse dimensioni possono essere eradicati in maniera permanente.

La nuova logica prevede dunque la somministrazione di farmaci convenzionali con il

nuovo scopo di sopprimere l’angiogenesi tumorale, tenendo presente che le proprietà

antiangiogenetiche di questi farmaci si manifestano soltanto se essi vengono

somministrati frequentemente e quindi con dosaggi inferiori.

Ogni tumore è costituito da almeno due bersagli cellulari distinti suscettibili di terapia: il

compartimento delle cellule endoteliali e il compartimento delle cellule tumorali. La

terapia complessiva della neoplasia potrebbe essere più efficace se ciascuna di queste due

popolazioni cellulari venisse trattata con farmaci distinti e con bersagli selezionati,

avvalendosi del vantaggio della stabilità genetica delle cellule endoteliali, garanzia di una

buona suscettibilità cellulare anche dopo lunghi periodi di somministrazione del farmaco.
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I farmaci di sintesi che possono essere coinvolti nel trattamento antiangiogenetico

comprendono fattori che interferiscono con la cascata angiogenentica in particolare

inibendo la via del segnale del VEGF o le interazioni della matrice extracellulare; vi sono

infine anche sostanze come l’IL12 il cui meccanismo antiangioenetico è ancora oscuro

(tabella 2, figura 5). In molti studi è stato dimostrato come questi farmaci possano avere

un effetto additivo se associati alla chemioterapia convenzionale. Tuttavia anche nel caso

di queste terapie innovative è stato osservato un certo grado di resistenza indotta o

acquisita soprattutto per over espressione dei fattori angiogenetici (con effetto antagonista

nel caso dell’apoptosi visto che il VEGF presenta proprio attività antiangiogenetica) o

anche per la eterogeneità del meccanismo angiogenetico nei differenti organi o nei

differenti stadi tumorali. L’utilizzo dell’INF nelle patologie ematologiche ha giocato un

ruolo significativo nel trattamento standard di alcune emopatie come la Leucemia

Mieloide Cronica, il Linfoma ed il Mieloma Multiplo. Gli interferoni hanno mostrato una

certa attività anti angiogenetica sia in vivo che in vitro (Puduvalli et al. 2000, Heyns et al.

1985, Singh et al. 1995). Più recentemente è stato dimostrato l’effetto antiangiogenico

della talidomide nel Mieloma aumentando l’efficacia sia della chemioterapia

convenzionale sia del trattamento steorideo. La talidomide è risultata anche efficace nelle

Leucemie Acute Mieloidi (Stein et al. 2002).

Nel campo dei tumori solidi si è assistito in questi ultimi anni a un vertiginoso sviluppo

della terapia antiangiogenetica. Studi clinici con inibitori della via VEGF sembrano essere

promettenti nelle patologie ematologiche maligne con espressione del VEGF.

In particolare sono state sintetizzate e messe già in commercio molecole inibitrici di

alcune chinasi coinvolte nella proliferazione del tumore e nell’angiogenesi neoplastica

(Sorafenib e Sunitib) inclusi proprio il recettore per il VEGF, (lui stesso una chinasi) ed il

PDGF-R che hanno già mostrato la loro efficacia nel tumore del rene a cellule chiare e si

sta anche per valutare il loro sinergismo con la chemioterapia convenzionale in campo

ematologico. In conclusione vi è ormai evidenza che l’angiogenesi nelle malattie

ematologiche non è un mero epifenomeno ma anche una parte critica nello sviluppo della

malattia. L’angiogenesi ha valore prognostico e si è dimostrata un possibile target della

terapia specifica generando un argomento “caldo” della moderna ricerca farmaceutica

come anche semplificato in figura 6 dove si evidenziano i numerosi farmaci rivolti verso

differenti fasi della trasduzione del segnale del VEGF, nelle complesse interazioni

molecolari che coinvolgono l’angiogenesi neoplastica .
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PARTE SPERIMENTALE

Introduzione
Nel 1973, Hladovec e Rossman hanno rilevato cellule con caratteristiche endoteliali

circolanti nel sangue (Ingram D.A. et al. 2005) e durante l’ultima decade è stato

evidenziato che il numero delle CEC risulta aumentato in alcuni tipi di neoplasie

(Mancuso P. et al. 2001) ed in diverse condizioni patologiche infiammatorie, infettive,

ischemiche o autoimmunitarie. Alcuni studi hanno, infatti, mostrato che cellule endoteliali

derivanti dal midollo osseo contribuiscono al fenomeno angiogenetico tumorale (Mancuso

P et al. 2001) e che pazienti in fase di progressione tumorale hanno livelli di CEC nel

sangue più elevati rispetto a pazienti in cui la patologia è in fase di remissione o a

volontari sani (Beerepoot LV et al. 2004), dimostrando che un aumento dei valori di

cellule endoteliali circolanti è indice di progressione tumorale. Inoltre è stata notata una

significativa relazione tra livelli plasmatici di VEGF e numero di CEC, suggerendo che le

cellule endoteliali circolanti possano essere utilizzate come marcatori del processo

angiogenetico (Mancuso P, et al. 2003). Tra le cellule endoteliali circolanti alcune

mostrano le caratteristiche tipiche di cellule mature/differenziate, mentre altre esprimono

antigeni tipici di cellule staminali/progenitrici, indicando che la vasculogenesi (la

generazione di vasi de novo guidata da una cellula progenitrice) non è limitata solamente

al periodo dello sviluppo embrionale e che queste cellule endoteliali progenitrici circolanti

(EPC) potrebbero risiedere nei siti in cui avviene l’angiogenesi e partecipare alla

formazione di nuovi vasi sanguigni nell’adulto, in particolare a livello della massa

neoplastica. E’ stato inoltre dimostrato che le CEC derivano dalle pareti dei vasi sanguigni

ed hanno una limitata capacità proliferativa, mentre le EPC, derivando probabilmente dal

midollo osseo, hanno un elevato potenziale di proliferazione (Lin Y et al. 2000).

Le cellule endoteliali di origine midollare possono pertanto contribuire all’angiogenesi

neoplastica (Lyden D. et al. 2001, Hilbe W et al. 2004, Peters BA et al. 2005), come anche

suggerito dal fatto che nel sangue periferico dei pazienti affetti da tumore vi è una quantità

crescente di cellule endoteliali circolanti (CEC) (Mancuso P. et al. 2001). Evidenze

crescenti suggeriscono che l’angiogenesi sia coinvolta nella patogenesi delle malattie

ematologiche maligne inclusi il Mieloma Mutiplo (MM), le Leucemie Acute Mieloidi

(LAM), le sindromi mielodisplastiche (MDS), la Leucemia Linfatica Cronica (LLC) (Go

RS et al. Ann Hematol 2008). Dati recenti hanno anche mostrato che le cellule EC

microvascolari nei linfomi sono in parte tumore correlate, riflettendo un nuovo aspetto

dell’angiogenesi tumorale (Streubel B. et al. 2004). Presi tutti assieme questi dati

PDF Creator - PDF4Free v2.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


32

suggeriscono che le neoplasie possono permettere la gemmazione di nuovi vasi da

capillari esistenti attraverso la secrezione di fattori angiogenetici (Carmeliet P et al. 2000)

e che in alcuni casi, le cellule neoplastiche possono anche mimare le attività delle EC

partecipando nella formazione di nuovi net-work simil vascolari (Streubel B. et al. 2004,

Hendrix MJ et al. 2003).

Nel mieloma multiplo (MM), la proliferazione e la sopravvivenza delle plasmacellule è

regolata dal micoambiente midollare, in particolare dai fattori citochinici midollari e la

neoangiogenesi è ritenuta avere un ruolo chiave nella patogenesi e nella progressione della

malattia (Hideshima T et al. 2004).

In pazienti con Mieloma Multiplo, i livelli di CEC sono più elevati che nei controlli e

correlano positivamente con i livelli serici della componente monoclonale e della

beta2microglobulina rappresentando un marcatore vascolare che riflette la massa tumorale

e la prognosi (Zhang H et al. 2005). Nelle Lecuemie Acute Mieoidi (LAM) e nelle

Sindromi Mielodipslastiche (MDS) è stata mostrata un’avascolarità e la presenza di fattori

angiogenetici a livelli elevati in moltissimi pazienti (Aguayo A et al. 2000, Hussong et al

2000), mentre i fattori angiogenetici derivati dalle cellule blastiche come il VEGF sono

fattori indipendenti dell’esito e della progressione della malattia (Aguayo A et al. 1999).

E’ stato anche dimostrato che le cellule blastiche leucemiche non solo producono fattori

angiogenetici ma anche esprimono selettivamente i loro rispettivi recettori generando un

loop autocrino che promuove il processo leucemogeno (Fiedler W. et al. 1997). Alcuni

studi hanno suggerito che le cellule endoteliali derivate dal midollo osseo (EPC) possono

contribuire alla progressione dell’angiogenesi del tumore (Lyden D. et al 2001, Hilbe W et

al. 2004, Peters BA et al. 2005), e che nel sangue periferico dei pazienti affetti da

neoplasia vi è un’aumentata concentrazione delle cellule endoteliali circolanti (CEC)

(Mancuso P. et al 2001) che possono partecipare alla formazione di nuovi vasi (Beerepoot

LV et al. 2004). Nel modello animale di leucemia è stata anche dimostrata sia una via

autocrina (EC indipendente) che una via paracrina (EC dipenedente); il sistema VEGF e il

suo recettore (VEGF/VEGFR) contribuiscono al processo leucemogeno suggerendo che

entrambe i loops angiogenetici devono essere bloccati per raggiungere risultati terapeutici

a lungo termine (Dias S et al. 2000). L’angiogenesi è stata rilevata anche nella Leucemia

Linfatica Cronica B (LLC B), supportata dalla presenza di aspetti di neovascolarizzazione

nel midollo osseo e nei linfonodi (Kimi AR et al. 2000). Anche in questo caso una via

autocrina del segnale è stata suggerita coinvolgendo sempre il sistema VEGF/VEGFR2.
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Presi tutti assieme questi dati suggeriscono che le cellule tumorali possono permettere la

formazione di nuovi vasi da capillari esistenti non solo attraverso la secrezione di fattori

angiogenetici (Carmeliet P. 2000) ma anche in alcuni casi mimando le attività delle EC e

partecipando alla formazione di networks simil vascolari (Hendrix MJ et al. 2003).

Per chiarire se le CEC nel MM, nelle LAM sono di derivazione neoplastica abbiamo

valutato 5 pazienti con MM e 3 con gammopatia monoclonale di inceerto significato

(MGUS) con del 13q-, 7 pazienti con LAM con differenti aberrazioni citogenetiche, e

cercato di caratterizzare le CEC isolandole dal sangue periferico con metodica

immunomagnetica e caratterizzandole con analisi immunofenotipiche, FISH e studi di

genetica molecolare (studio limitato ai casi di MM e MGUS). In corso di completamento è

infine uno studio più ampio eseguito su 74 pazienti affetti dal Leucemia Linfatica Cronica

di tipo B (LLC B) volto alla caratterizzazione clinica e biologica delle CEC nella LLC di

tipo B mediante le stesse metodiche sopradescritte associate alla valutazione del profilo di

espressione genica di 12 campioni di cellule endoteliali circolanti ottenuti da tali pazienti

attraverso l’utilizzo di microarrays contenenti circa 33.000 geni e successivamente

comparato con il profilo di espressione genica di 2 volontari sani.

MATERIALI E METODI
2.1 La popolazione di pazienti presa in esame

• Studio sul Mieloma Multiplo: sono stati studiati 5 casi con Mieloma Multiplo che

presentavano la delezione del cromosoma 13q14 associando 3 casi di MGUS

anch’essi recanti la suddetta lesione cromosomica; come controllo sono stati

utilizzati altri 5 casi di MM senza la delezione 13q14 (le caratteristiche cliniche e

di laboratorio sono riassunte nella tabella n. 3).

• Nello studio sulle Leucemie Acute Mieloidi sono stati valutati 7 pazienti con

aberrazioni cromosomiche note utilizzate come marcatore e come controllo sono

stati utilizzati altri sette volontari sani (le caratteristiche cliniche e di laboratorio

sono riassunte in tabella n.4).

• Nello studio sulle Leucemie Linfatiche Croniche sono stati reclutati 74 pazienti

con aberrazioni cromosomiche note utilizzate come marcatore e 10 campioni

ematici provenienti da altrettanti volontari sani (le caratteristiche cliniche sono

riassunte in tabella 5).
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2.2 Caratterizzazione immunofenotipica delle cellule endoteliali circolanti nel

Mieloma Multiplo, nelle Leucemie Mieloidi Acute e nella Leucemia Linfatica

Cronica.

Le CEC erano isolate, come precedentemente descritto (Bardin N et al. 1996). In breve 20

ml di sangue periferico era stato prelevato al momento dell’arruolamento e le CEC erano

isolate con metodica immunomagnetica per mezzo di biglie magnetiche IgG pan mouse

(Dynal A.S. Oslo, Norvegia) attraverso 2 passaggi. Per eliminare le cellule emopoietiche

che erano CD45+ e per isolare le CEC CD45-, è stata eseguito inizialmente una selezione

negativa con biglie magnetiche previa incubazione con anticorpo anti CD45 (clone 2D1:

Becton Dikinson, Milano Italia). Le cellule CD45- erano quindi sottoposte a una selezione

positiva con biglie magnetiche previa incubazione con anticopro anti CD146 (Clone

P1H12; Becton Dikinson, Milano Italia. Il CD146 (anche noto come MCAM,MUC18, S-

endo-1 e Mel-CAM 9) è un antigene espresso nelle cellule endoteliali, in modo

eccezionale nella cellule stromali, nelle cellule della muscolatura liscia, nelle cellule

follicolari dendritiche ed in alcune linee tumorali (Bardin N et al. 1996). La sua assenza

nelle cellule emopoietiche lo rende pertanto utile per suddividere il tessuto endoteliale da

quello ematologico stretto (Bardin N et al 1996). Per una migliore caratterizzazione delle

cellule isolate con metodica immunomagnetica le cellule erano poi marcate con la lectine

Ulex Europeus 1 (UEA-1: Dako, Milano Italia), seguito dalla coniugazione con

immunoglobuline di maiale anti- coniglio a sua volta coniugato con il fluorocromo verde

FITC (Dako), sono stati inoltre valutati i seguenti marcatori tra loro associati: anticorpo

anti coniglio anti VEGFR2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA), seguita dalla

marcatura con immunoglobuline di maiale anti- coniglio a sua volta coniugato con il

fluorocromo verde FITC (Dako) in combinazione con anticorpo murino anti uomo per il

fattore di Von Willebrand (vWF) (Dakop) seguito da immunoglobuline di coniglio anti

topo coniugato con fluorocromo TRITC (Dako); anticorpo anti CD144 di coniglio (anche

detto VE caderina; Serotec, Oxford, Regno Unito) in combinazione con Ac anti vWF a

loro volta marcati con anticorpi anti topo di coniglio coniugati con TRITC; anticorpo anti

uomo di topo per il vWF marcato con immunoglobuline di coniglio anti topo marcate con

fluorocromo FITC (Dako) in combinazione con anticorpi anti CD138 (clone BB4;

Beckman Coulter, Milano, Italia) coniugato con phitoeritrina (PE rosso); anticorpo anti

vWF di topo anti uomo coniugato con anticorpo anti topo di coniglio coniugato con FITC

in associazione a anticorpo anti CD38 di topo coniugato con PE (clone HB7; Becton

Dikinson); infine anticorpo anti CD45 di topo (clone 2D1) coniugato con FITC (verde) in
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associazione con anticorpo anti CD 14 coniugato con PE (rosso) (clone MoP9; becton

Dikinson). La valutazione dell’immunofenotipo è stata eseguita utilizzando un

microscopio a fluorescenza con appropriato hardware e software (Cytovision System,

Applied Imaging; Nikon Firenze Italia).

2.3 Analisi FISH delle cellule endoteliali circolanti nel Mieloma Multiplo, nelle

Leucemie Mieloidi Acute e nella Leucemia Linfatica Cronica.

L’ibridazione in situ a fluorescenza (FISH, Fluorscence In Situ Hybridization) è stata

utilizzata per identificare le anomalie citogenetiche presenti nelle cellule endoteliali

circolanti precedentemente separate con l’ausilio delle biglie immunomagnetiche. Tali

anomalie hanno pertanto permesso l’identificazione delle cellule endoteliali che

esprimevano anche la stessa lesione citogenetica della patologia ematologia di base. Sono

stati utilizzati i vetrini preparati in precedenza, contenenti quindi cellule in interfase, e

sonde fluorescenti adatte all’analisi delle anomalie più frequenti riscontrate.

Per i casi di Mieloma Multiplo e di MGUS sono state utilizzate le seguenti sonde: 13q-

(Vysis® LSI® D13S25 (13q14.3) SpectrumOrangeTM Probe, Abbott Laboratories,

Illinois, USA), 10 (CEP 10 Spectrum green alfa satellite 10p11.1-q11.1, Vysis Downers

Grove Illinois USA). Per i casi di Leucemia Acuta Mieloide sono state utilizzate le

seguenti sonde: + 8 (direct red chromosome 8 alfa satellite probe D8z1; Q-BIO Gene,

Cambridge, UK),+ 11 (CEP 11 Spectrum Orange satellite DNA probe kit D11Z1, Vysis

Downers Grove Illinois USA), t(15,17) (LSI PML/RARA dual color translocation probe,

Vysis® LSI®, Abbott Laboratories Illinois, USA) ,t(9;22) (LSI BCR/ABL dual color

translocation probe, Vysis® LSI®, Abbott Laboratories Illinois, USA), 7- (CEP 7

Spectrum orange Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit, Abbott Laboratories,

Illinois, USA). Per i casi di Leucemia Linfatica Cronica sono state utilizzate le seguenti

sonde: +12 (CEP 12 SpectrumOrange Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit, Abbott

Laboratories, Illinois, USA), 11q- (Vysis® LSI® ATM (11q22.3) SpectrumOrangeTM

Probe, Abbott Laboratories, Illinois, USA), 6q- (Vysis® LSI® MYB (6q23)

SpectrumAquaTM Probe, Abbott Laboratories, Illinois, USA), 13q- (Vysis® LSI®

D13S25 (13q14.3) SpectrumOrangeTM Probe, Abbott Laboratories, Illinois, USA), 17p

(Vysis® LSI® p53 (17p13.1) SpectrumOrangeTM Probe, Abbott Laboratories, Illinois,

USA), 14q32 (Vysis® LSI® IGH/MALT1 t(14;18) (q32;q21) Dual Color, Dual Fusion

Translocation Probe, Abbott Laboratories, Illinois, USA).
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2.4 Quantificazione delle cellule endoteliali circolanti mediante analisi

citofluorimetrica

Lo studio eseguito sui casi di LAM, oltre alla ricerca delle cellule endoteliali circolanti e

alla loro caratterizzazione immunofenotipica e genetica ha anche cercato di misurare le

quantità di cellule progenitrici endoteliali (EPC) sulla totalità delle cellule circolanti

endoteliali (CEC), correlando la loro quantità con la risposta o meno al trattamento

specifico. L’espressione del CD133 sulla superficie delle cellule gioca un ruolo

fondamentale nell’identificazione di una quota progenitrice nell’insieme delle CEC,

definite appunto cellule progenitrici endoteliali (EPC). La conta delle EPC e delle CEC

era stata allestita su sangue periferico con quadruplice marcatura con anticorpi anti CD31

coniugato con fluorocromo FITC verde (clone WM59; Becton Dickinson), anticorpo anti

CD34 coniugato con fluorocromo PerCP viola (clone 8G12; Becton Dickinson), anticorpo

anti CD45 coniugato con fluorocromo APC magenta (clone 2D1; Becton Dickinson),

anticorpo anti CD133 coniugato con fluorocromo PE rosso (clone AC 133; Mylteni

Biotec, Bergish Gladbach Germany), anticorpo anti CD146 coniugato con fluorocromo PE

rosso (clone P1H12; Becton Dickinson), anticorpo anti VEGFR2 di coniglio (Santa Cruz,

Biotechnology ; Santa Cruz, CA, USA) seguito da coniugazione con anticorpo di maiale

anti immunoglobulina di coniglio (DAKO, Milano, Italia) come reagente secondario. Le

cellule progenitrici endoteliali (EPC) erano definite come esprimenti contemporanea

fluorescenza per il CD34, VEGFR2 e CD133 mentre erano negative per il CD45; di

converso le cellule circolanti endoteliali (CEC) erano definite se presentavano

fluorescenza per il CD 31 e CD146 e CD34 mentre erano CD45 negative. L’acquisizione è

stata effettuata con il citofluorimetro a flusso FACSCalibur (Becton Dickinson) e con

l’ausilio del software CELLQUEST (Becton Dickinson) a 4 colori con gate combinati.

Basandosi sull’espressione del CD133, antigene gradualmente perduto durante la

differenziazione e la maturazione della cellula endoteliale, è stato calcolato un EPC ratio,

definito come il rapporto percentuale di CEC CD133 positive/percentuale di CEC CD133

negative. La percentuale di cellule positive era calcolata sottraendo il valore di appropriati

isotipi di controllo. La percentuale specifica delle cellule positive era poi convertita in

numero assoluto di cellule CD133+/uL utilizzando la seguente formula: percentuale di

cellule positive CD133 x conta assoluta di globuli bianchi/100.

Analogo procedimento citfluorimetrico è stato seguito per i casi di LLC dove le cellule

endoteliali circolanti sono state definite dall’espressione o meno dei seguenti marcatori :

CD45- (marcatore delle cellule emopoietiche), CD34+ (marcatore delle cellule staminali),
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VEGFR-2/KDR/Flk-1+ (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2), CD133+

(marcatore delle cellule endoteliali immature, che viene perso durante la differenziazione).

2.5 Validazione con tecnica citofluorimetrica dei risultati degli studi di espressione

genica

Nei casi di LLC è stato anche eseguito lo studio di espressione genica effettuato presso il

Centro Oncologico Modenese (Modena) comparando i profili d’espressione delle cellule

endoteliali circolanti (CEC-LLC) dei pazienti affetti da LLC con quelli dei linfociti B

degli stessi pazienti e tra le CEC-LLC e le CEC di volontari sani. L’analisi ha evidenziato

differenze di espressione in numerosi geni. Poiché a livelli di mRNA differenti tra le varie

popolazioni cellulari potrebbero non corrispondere diverse quantità di proteina

effettivamente espressa, i risultati ottenuti sono stati confermati mediante la tecnica

citofluorimetrica.

E’ stata validata la differente espressione dei geni codificanti per l’antigene CD61, del

quale è stata trovata una diversa espressione nelle CEC dei pazienti affetti da LLC nei

confronti dei linfociti B degli stessi pazienti, e per il VEGFR-1/FLT-1, che è risultato

differentemente espresso nelle CEC-LLC rispetto alle CEC dei volontari sani.

La differenza di espressione di queste due proteine nelle varie popolazioni cellulari è stata

evidenziata attraverso una tecnica citofluorimetrica a quattro colori. Per verificare

l’espressione dell’antigene CD61 sono state effettuate due marcature quadruplici sul

sangue periferico dei pazienti affetti dal LLC, al fine di distinguere la differente

espressione tra linfociti B e cellule endoteliali circolanti. Sempre marcature quadruplici

sono state effettuate sul sangue periferico dei pazienti affetti da LLC e su quello derivante

dai volontari sani, affinché potesse essere dimostrata la diversa espressione del VEGFR-

1/FLT-1 nelle cellule endoteliali circolanti di LLC e di persone sane. I linfociti B di LLC

sono stati definiti come: CD5+ (marcatore tipico dei linfociti B di LLC), CD19+

(marcatore dei linfociti B), CD45+ (marcatore delle cellule emopoietiche). Le cellule

endoteliali circolanti sono state identificate come: CD146+ (marcatore delle cellule

endoteliali), CD34+ (marcatore delle cellule staminali), CD45- (marcatore delle cellule

emopoietiche). E’ stato utilizzato il citofluorimetro a flusso FACSCalibur (Becton

Dickinson) con l’ausilio del software CELLQUEST (Becton Dickinson). La differente

espressione dell’antigene CD61 e del VEGFR-1/FLT-1 nelle varie popolazioni cellulari

considerate ha come conseguenza una differente intensità di fluorescenza rilevata dal

citofluorimetro, dovuta al diverso numero di molecole anticorpali legate alle proteine
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stesse. Dovendo, quindi, confrontare l’intensità di fluorescenza data da diverse

popolazioni cellulari (CEC e linfociti B) e derivanti da campioni differenti (pazienti di

LLC e volontari sani) occorre costruire una retta di calibrazione in modo da normalizzare i

dati raccolti. La calibrazione è stata eseguita utilizzando il kit FluoroSpheres (cod. K

0110) della ditta DakoCytomation, Germania. Il kit fornisce Blank Beads e Calibration

Beads di 3,2 µm. Inizialmente vengono analizzate le Blank Beads per stabilire le

impostazioni ottimali dello strumento ed in un secondo momento sono analizzate le

Calibration Beads. I dati vengono, poi, utilizzati per la costruzione della curva di

calibrazione, dove l’intensità media di fluorescenza (MFI) è posta in grafico contro il

valore di molecole di fluorocromo equivalente (MEF), ossia la quantità di fluorocromo per

sfera. Le Calibration Beads sono una miscela di 5 popolazioni di sfere con diversa

intensità di fluorescenza e una popolazione di sfere non fluorescenti. Grazie ai valori

assegnati alle molecole di fluorocromo equivalente (MEF) per le popolazioni di sfere

fluorescenti, l’uso di FluoroSpheres rende possibile la trasformazione di unità arbitrarie di

intensità media di fluorescenza (MFI) in unità assolute per la sicurezza della qualità e per

la normalizzazione dei dati. I valori di MEF sono forniti dalla ditta DakoCytomation,

mentre i valori di MFI, l’intensità di fluorescenza media, sono ricavate dall’acquisizione

delle Calibration Beads. La retta di taratura ha come equazione log(MEF) = a x MFI + b,

dove a è la pendenza e b l’intercetta dell’asse y. Attraverso questa retta sono normalizzati

in MEF i valori di MFI dati dagli anticorpi fluorescenti contro le proteine in esame,

rendendo così possibile il confronto tra dati raccolti in condizioni sperimentali diverse.

RISULTATI
3.1 CEC isolamento e caratterizzazione

Nei pazienti affetti da MM con del 13q-, in tutti gli esperimenti più del 95% delle cellule

isolate con metodica immunomagnetica erano di origine endoteliale come mostrato

dall’analisi immunofenotipica (figura 7 e tabella 6). La percentuale media di CD45, dopo

separazione immunomagnetica era di 0,39% (range da 0% a 1%), il CD14 era espresso

nello 0,1 % di tutte le cellule isolate CEC con metodica immunomagnetica (range da 0% a

0,5%). La grande maggioranza delle CEC solate coesprimeva di VEGFR2 e il vWF (figure

7A-7B) valore medio 98% range da 96% a 100%), ma anche il CD144 e il vWF (valore

medio 98.25% con range di 95.5%-100%) (fig 7D-7C). la marcature per UEA 1 lectina era

positiva nel 97.1% dei casi di tutte le CEC (96.2%-98.5%). Poche CEC isolate con

metodica immunomagnetica coesprimevano il vWF e gli antigeni tipici delle
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plasmacellule CD38 valore medio pari a 0,17% (con range da 0% a 0.5%, figure 7E-7F) e

CD138 (valore medio 0.25% range tra 0% -0,5% figure 7G-7H).

Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti anche nello studio delle LAM (figura 8 e tabella

7 vedi sotto). La percentuale media di CD45+ dopo selezione immunomagnetica era dello

0,3% (range da 0 a 0,5%). Il CD14 era espresso nello 0,2% di tutte le cellule CEC isolate

(range tra 0 e 0,5%, tabella 7). La grande maggioranza delle CEC isolate coesprimeva il

VEGFR2 ed il fattore di von Willebrand (valore medio 98.9% con range dal 98,5% al

100%, figura 8A e 8B), e il CD144 ed il von Willbrand (media 99% con range 98%-100%

figura 8C e 8D ). La marcatura per la lectina UEA-1 era presente nel 97.7% dei casi (range

97%-98.5%). Una porzione molto ristretta delle CEC isolate co-espimevano il von

Willebrand e gli antigeni associati alle cellule blastiche delle LAM CD13 (valore medio

0,2% con range tra 0 e 0,5%) (figure 8E e 8F) e il CD33 (valore medio tra 0,17% con

range 0-0.5% figure 8G e 8H).

Analoghi risultati sono stati ottenuti anche nello studio con LLC dove le CEC isolate con

metodica immunomagnetica presentavano la coespressione per VEGFR2 e vWF, vWF e

CD 144 mentre non esprimevano il CD5, CD14, CD19 e CD45 (figura 9).

3.2 Analisi FISH sulle CEC

L’analisi Fish ha mostrato che nei pazienti con MM una significativa proporzione di CEC

era derivata dal MM poiché presentava la delezione 13q- osservata nelle plasmacellule. La

frazione di CEC che mostravano la delezione del 13q- era circa del 18% (range 11%-32%;

200 cellule osservate in ogni caso) mentre in 5 pazienti con MM senza la delezione 13 q-

la percentuale di CEC con la 13 q- era del 2,6% (range 2%-3,5%; p=0.008 per la

comparazione con le CEC in pazienti con la delezione 13 q- , è stato eseguito il test di

Mann Whitney U; 200 cellule osservate in ogni caso). In 3 casi di MGUS con le 13 q- , il

numero di CEC con la delezione 13 q- era in media di 3,7% (range da 3% al 4.1% con

p=0.036). Nessuna differenza statistica era stata osservata tra i pazienti con MM senza la

delezione 13q- e i pazienti con MGUS riguardo la percentuale di CEC con delezione del

13 q-. nel MM i pazienti con la delezione 13 q-, comparata con i pazienti con MGUS, la

maggioranza delle CEC presentava delle caratteristiche di progenitori endoteliali (EPCs),

poiché essi esprimevano il CD133, un marcatore che gradualmente viene perso nella

differenziazione in EC e assente nelle EC mature (86.2%CD133+ di CEC in pazienti con

MM con 13 q- vs. 10,7% di CD133+ di CEC nei pazienti con MGUS; p=0,025, eseguito

test di Mann Whitney U vedi tabella 1). Soprattutto il 97.7% delle CEC del MM con
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delezione 13q- era positivo per il CD133 (figura 10). Nei pazienti affetti da LAM una

significativa proporzione di CEC era derivata dal tumore poiché presentava la stessa

lesione citogenetica osservata nelle cellule blastiche. La frazione delle CEC mostrante

l’aberrazione citogenetica era dello 42.1% (range dal 20 al 78%, erano osservate 200

cellule in ogni caso; tabella 8). La maggioranza delle CEC presentava caratteristiche di

EPC poiché esse esprimevano il CD133, un marcatore gradualmente perso durante la

differenziazione delle cellule endoteliali e assente nelle forme mature (CECs CD133+ :

valore medio 74.4% range 69-82% tabella 3). Il 98,5% delle CEC leucemiche con

aberrazione citogenetica erano CD133+ (figura 11 e tabella 8). Quattro pazienti (2 in CR e

2 in NR) sono stati analizzati dopo il trattamento di induzione. Nei due pazienti in CR

(numero 1 e 2) non era stata osservata nessuna CEC clonale dopo induzione mentre nei 2

pazienti con malattia resistente (numero 3 e 4) una proporzione significativa di CEC

clonali era ancora presente (45% e 28% rispettivamente).

Analogamente anche nei casi di LLC, le CECS evidenziano le stesse lesioni citogenetiche

osservate nei cloni neoplastici. La frazione di cellule endoteliali circolanti che mostrano

aberrazioni citogenetiche è il 40,7%, con un range che varia tra il 20 ed il 78% a seconda

del paziente in esame, di cui sono state analizzate 200 cellule (Tabella 9).

3.3 Analisi citofluorimetica

L’analisi citofluorimetrica nei casi di LAM, era allestita alla diagnosi e dopo il trattamento

di induzione. Alla diagnosi, la quantità di CEC valutate nel sangue periferico mediante

metodica citofluorimetrica mostrava livelli significativamente elevati rispetto ai livelli di

CEC presenti nel sangue periferico del gruppo di controllo (p=0.0006, valore medio delle

CEC nei malati pari a 10,7 CEC/ul valore medio nel gruppo controllo 3,1 CEC/ul vedi

figura 11). Il EPC ratio era significativamente aumentato nelle LAM se comparato al

gruppo di controllo (p=0.00006 valore medio nei malati pari a 1.9 valore medio nel gruppo

controllo pari a 0,5 figura 11). Dopo il trattamento d’induzione, i pazienti che ricevevano

una remissione completa (RC) mostravano una significativa riduzione dei livelli delle

CEC e dell’ EPC ratio comparato con livelli trovati alla diagnosi (valore mediano della

CEC pari a 11,6 vs. 2,7/ul p=0.027, valore mediano dell’EPC ratio 2.2 vs. 0,7 p=0.029)

mentre nessuna differenza era stata osservata nei non responding alla terapia (valor

mediano di CEC 7.7/ul vs. 8.6/ul, p=n.s., valore mediano della EPC ratio 1,8 vs. 2.1 p n.s.

figura 12). La valutazione citofluorimetrica è stata eseguita anche nel caso della LLC

ottenendo risultati simili. Infatti, la quantificazione citofluorimetrica delle EPC ha
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mostrato valori significativamente (p=0,037) più elevati per i pazienti affetti da LLC

(valore medio 25,06 ± 2,811 EPC/µl) rispetto a quelli rilevati nel sangue periferico dei

controlli sani (valore medio 2,820 ± 0,2820 EPC/µl) successivamente è stato correlato il

valore di EPC/µl con le caratteristiche cliniche dei pazienti di LLC presi in esame. Per

quanto riguarda la stadiazione clinica, sono stati analizzati 54 pazienti con stadio di

malattia 0-II e 20 con stadio III-IV. Si è visto che il numero di progenitori endoteliali

circolanti è nettamente (p=0,012) inferiore nei pazienti caratterizzati da stadi clinici con

livelli di rischio bassi o intermedi (stadio 0-II) (valore medio 19,26 ± 2,594 EPCS/µl),

mentre pazienti con stadi di malattia ad alto rischio (stadi III-IV) hanno un numero di EPC

nel sangue periferico più elevato (valore medio 40,71 ± 11,93 EPC/µl).

Il numero di progenitori endoteliali circolanti è risultato significativamente (p=0,005)

aumentato nei 15 pazienti analizzati caratterizzati da una mancata risposta al trattamento

anti-neoplastico (NR/SD) (valore medio 41,78 ± 13,10 EPC/µl), mentre è stato evidenziato

un valore di EPC/µl più basso per i 35 pazienti arruolati che hanno raggiunto totalmente o

parzialmente una fase di remissione della malattia (CR/PR) (valore medio 13,99 ± 2,811

EPC/µl) (Figura 13).

Per quanto riguarda, invece, l’espressione dei marcatori CD38 e ZAP-70 non sono state

evidenziate correlazioni significative tra la positività per queste proteine e il numero di

progenitori endoteliali circolanti nel sangue periferico dei pazienti affetti da LLC.

Nell’ultimo studio che abbiamo eseguito riguardo le CEC nella LLC abbiamo valutato il

livello di espressione geneica di alcuni geni attraverso la valutazione dell’RNA

microarrays. L’intero profilo di espressione genica di 12 campioni di cellule endoteliali

circolanti ottenuti da pazienti affetti da LLC (CECS-LLC) è stato determinato, al Centro

Oncologico Modenese (Modena), attraverso l’utilizzo di microarrays contenenti circa

33.000 geni e successivamente comparato con il profilo di espressione genica di 2

campioni di cellule endoteliali circolanti (CEC) derivanti da volontari sani (Figura 13).

Tale metodica ha permesso di identificare tre tipi di cellule principali: uno di cellule

endoteliali circolanti presenti anche nei controlli sani e con ben definito pattern di

espressione, uno di cellule CD14+ e uno di cellule CD19+ nella LLC tra le quali a loro

volta si sono potute individuare le cellule endoteliali CEC esprimenti il CD19. Tuttavia le

CEC CD19 + sono ben inquadrabili in un pattern definito di espressione genica che risulta

omogeneo e profondamente distinto da quello delle cellule endoteliali circolanti dei

volontari sani. Le CEC della LLC CD19+ hanno presentato un profilo di espressione

genica simile a quello delle cellule endoteliali di origine esprimendo i geni per CD133,
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VEGFR2, CD146, VEGFR3 e il fattore di von Willebrand; tuttavia se si compara

l’espressione genica delle CEC della LLC con le cellule endoteliali dei pazienti sani si può

notare un profilo nettamente diverso. Geni up-regolati sono stati il VEGFB, FLT1, dei

ligandi della proteina Wnt rispetto ai controlli sani, anomalie nei geni coinvolti nel

rimodellamento della cromatina mentre si è assistito a una down regulation dei seguenti

geni: ANGPT1(inibitore dell’angiogenesi), dei recettori tirosinchinasici FGFR4,

EPHRB1, EPHRA4, EPHRB2 e delle proteine di traduzione del segnale controllato dalla

proteina Notch. In conclusione, le CEC di pazienti affetti da LLC presentano un aumentata

espressione di geni coinvolti nella proliferazione, nella sopravvivenza, nella diminuzione

dell’adesione cellulare e nell’incremento delle funzioni proangiogenetiche.

Se si comparava il profilo di espressione genica delle CEC della LLC con i linfociti B

della patologia ematologica si poteva notare un pattern di espressione simile ma diverso

per la presenza di 1029 geni differentemente espressi nelle due popolazioni cellulari. In

particolare tra questi 1029 geni sono stati identificati 183 geni up-regolati e 846 geni down

regolati nelle cellule CD19+ rispetto alle CEC della LLC. In particolare nelle cellule

leucemiche CD19+ si sono rilevati iperespressi geni coinvolti nel ciclo cellulare come le

cicline G1, G2, ed altri fattori trascrizionali come CREB1, MLLT10 mentre le CEC della

LLC mostravano un aumentata espressione del fattore di von Willebrand, EPAS1,

CEBPA, NFE2, HOXB7 e EVX1. Tuttavia a una down o up regulation dell’espressione di

specifici RNA può non corrispondere una effettiva up o down regulation dell’espressione

della proteina prodotta. Tra i geni up regolati nella forma di CEC della LLC sono stati

anche rilevati il CD61 (una integrina) e VEGFR1/FLT1 rispetto alla stesse cellule della

LLC CD19+. Per valutare l’intensità della loro espressione è stata pertanto eseguita analisi

citofluorimetrica. A tal fine sul sangue periferico dei pazienti affetti da LLC e su quello

dei volontari sani sono state effettuate marcature quadruplici per identificare le cellule

endoteliali circolanti ed i linfociti B CD19+. La successiva acquisizione al citofluorimetro

è stata effettuata con un sistema a gate combinato, tuttavia poiché i campioni provenivano

da popolazioni e campioni diversi e per poter valutare l’intesità di espressione delle

proteine CD61 ed FLT1 è stato necessario costruire una retta di calibrazione per

normalizzare i dati raccolti utilizzando il kit FluoroSpheres della ditta DakoCytomation,

rendendo così possibile il confronto tra dati raccolti in condizioni sperimentali diverse.

Questa elaborazione dei dati è stata eseguita sia per l’antigene CD61 sia per FLT-1

ambedue con un’ iperespressione genica all’analisi con microarray. Anche nel caso dello

studio citofluorimetrico volto alla quantificazione della proteina espressa nella cellula è
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stato rilevato un valore medio di MEF dell’antigene CD61 all’interno delle cellule

endoteliali circolanti di 14.139,9 (range 4.987,0-35.713,4) mentre nei linfociti leucemici

solamente di 5.920 (range 2.330,1-27.494,2) (p<0,001) e di 8941,9 (range 5.240,0-

12.040,3) per le CEC di LLC e di 5387,8 (range 5.029,0-5.746,6) per le CEC dei controlli

sani (p=0,01) nel caso del costrutto di FLT-1.

DISCUSSIONE

È ormai dimostrato come l’angiogenesi giochi un ruolo fondamentale nella progressione

neoplastica e come questa sia particolarmente vivace nel momento in cui la massa

tumorale abbia raggiunto un punto critico che richieda la costruzione di neovasi per

permettere l’ossigenazione e il nutrimento delle cellule maligne: si parla di Switch

angiogenetico della neoplasia. Tale processo angiogenetico è regolato da complessi

meccanismi biologici e dalla secrezione di numerose sostanze ad attività proangiogenetica

come il bFGF , il VEGF, il TGF beta 1, che permottono la proliferazione delle cellule

endoteliali, epiteliali e fibrobastiche. Recentemente lo stesso processo angiogenetico è

stato rilevato non solo nelle neoplasie solide ma anche nelle patologie ematologiche come

nel caso del Mieloma, il Linfoma, la Leucemia Mieloide Acuta, la Leucemia Linfatica

Cronica e le Mielodisplasie. L’angiogenesi nelle malattie neoplastiche è stata quasi da

subito considerata un importante target per la terapia; in particolare esistono diversi

farmaci che possono agire su uno o più steps del processo. Uno dei parametri in grado di

riflettere in modo accurato gli effetti dell’angiogenesi sono proprio le cellule endoteliali

circolanti (CEC). Esse sono coinvolte nella formazione di nuovi vasi sanguigni partendo

da vasi già presenti (angiogenesi). Le CEC sono state riscontrate aumentate in molte

situazioni patologiche come l’infarto del miocardio soprattutto dopo somministrazione di

fattore di crescita granulocitario (Valgimigli M. et al. 2005), nello scompenso cardiaco

(Valgimigli M. et al. 2004), nel trapianto di rene, nei tumori ma anche dopo

somministrazione di fattore di crescita granulocitario per la mobilizzazione delle cellule

staminali per trapianto autologo in pazienti affetti da linfoma o mieloma in remissione

completa (Mauro E. et al. 2007). Di converso le CEC diminuiscono nel caso di remissione

di malattia neoplastica o dopo mastectomia (Ingram DA et al 2005). Sulla loro origine vi

sono due ipotesi: la prima afferma che la presenza di una massa neoplastica critica induce

la secrezione di alcuni fattori citochinici che permettono la mobilizzazione delle cellule

staminali endoteliali (progenitrici EPC) dal midollo, la seconda pone l’attenzione sul fatto
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che tali cellule possono essere mobilizzate dalla parete dei vasi danneggiati costituendo di

fatto nuovi vasi in cui vi sia una componente endoteliale e una neoplastica (l’ipotesi dei

vasi sanguigni a mosaico di Chang e collaboratori; Chang YS et al. 2000). Tra le cellule

endoteliali siamo in grado oggi di discernere due gradi sottopopolazioni: le cosiddette EPC

(endothelial Progebnitor Cells) che sono caratterizzate dalla presenza di un antigene di

superficie CD133+ che viene gradualmente perduto durante la maturazione endoteliale e

che sono di origine midollare; accanto a queste vi sono cellule endoteliali circolanti (CEC)

CD133- ossia forme più mature la cui origine è dalla parete dei vasi e hanno una limitata

capacità proliferativa rispetto alle EPC (Mancuso P et al. 2003). Le suddette ipotesi sono

state recentemente confermate in un articolo in cui è stato evidenziato che progenitori di

origine endoteliale e cellule staminali emopoietiche mobilizzate da segnali indotti dalla

neoplasia o da un’ischemia contribuiscono alla “vasculogenesi”(Carmeliet P et al 2001,

Rafii S. et al. 2002). Di converso vi sono tuttavia degli studi che mettono in dubbio il reale

contributo dei progenitori endoteliali nella formazione di nuovi vasi nel microambiente

tumorale (108 s). In conclusione il ruolo delle cellule endoteliali e il loro reale

coinvolgimento dell’angiogenesi neoplastica resta ancora oggetto di discussione.

È stato dimostrato che in pazienti con MM, le cellule enodoteliali (EC) differiscono

marcatamente dalle EPC di origine cordonale, la loro controparte quiescente, con riguardo

alla secrezione di fattori di crescita, proprietà di sviluppo, profilo genetico e caratteristiche

strutturali (Vacca et al. 2003). Recenti scoperte hanno anche mostrato che nei pazienti con

MM, il livello di CECs, che comprendono le EC e le EPC, erano più elevati che nei

controlli, e correlavano positivamente con la componente monoclonale e la beta 2

microglobulina, rappresentando pertanto un marcatore vascolare che riflette la massa

tumorale e la prognosi (Zhang H et al. 2005).

Inoltre, era stata documentata una correlazione tra i livelli di CEC/EPC e la risposta al

trattamento con Talidomide (Zhang et al. 2005), suggerendo un meccanismo anti

angiogenetico della talidomide. Il presente studio (Rigolin GM et al. 2006) è la prima

dimostrazione che, nei pazienti con MM con la delezione 13q-, una significativa

proporzione di CECs era di origine neoplastica, poiché portando la stessa alterazione

cromosomica delle plasmacellule neoplastiche, presentava lo stesso riarrangiamento

genico delle immunoglobuline delle cellule mielomatose. Inoltre abbiamo dimostrato che

la maggiore parte delle CEC presentava delle caratteristiche riconducibili a quelle delle

EPC come la loro espressione per il CD133. Al contrario, nei pazienti con MGUS e

delezione del 13q- le CEC erano citogeneticamente normali e avevano un immunofenotipo
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maturo. Dato il numero esiguo di CEC presenti nel sangue periferico (Beerepoot LV et al.

2004, Woywodt A et al. 2004) nel tentativo di evitare una contaminazione di cellule non

endoteliali abbiamo uitilizzato una metodica di separazione immunomegnetica attraverso

gli anticorpi anti CD45 e anti CD146 per isolare le CEC. Utilizzando la separazione

immunomagnetica in combinazione con il CD45, inizialmente abbiamo eliminato tutte le

cellule emopoietiche, che sono CD45+, senza incidere sulla componente endoteliale, la

quale è caratteristicamente CD45. Abbiamo quindi eseguito un secondo step di

separazione immunomagnetica attraverso il CD146, un antigene espresso esclusivamente

sulle EC. La sua assenza nelle cellule emopoietiche rende tale antigene utile a discriminare

in modo specifico le cellule endoteliali da quelle emopoietiche (Bardin N et al. 1996). A

conferma del commitment entoteliale di queste cellule separate, noi abbiamo allestito un

fenotipo addizionale con anticorpi che identificassero gli antigeni endoteliali e delle

plasmacellule. Le CEC esprimevano la lectina UEA1, il vWF, il CD144 e il VEGFR2 . Al

contrario il CD138 e il CD38, due antigeni associati alle plasmacellule, non erano espressi

sulle CEC isolate. In conclusione, i dati immunofenotipici depongono per un’identità

endoteliale di queste cellule. Meccanismi differenti possono essere proposti per una

spiegazione (Fidel IJ et al. 2004). Primo, le EC e le plasmacellule del MM possono

derivare dal medesimo precursore multipotente detto emangioblasto, come suggerito

dall’emergente evidenza di studi in pazienti con leucemia mieloide cronica (Gunsilius E et

al. 2000) e dall’osservazione che molte CEC nel MM esprimo caratteristiche

immunofenoitpiche di EPC. In accordo a questa ipotesi, nei pazienti con MM, i fattori

angiogenetici secreti nel microambiente midollare potrebbero attivamente reclutare i

precursori cellulari emangioblasto ed indurli a differenziarsi in plasmacellule da EPCs,

mostrando lo stesso riarrangiamento genico delle immunoglobuline. Tali EPC potrebbero

entrare nel circolo ematico e contribuire alla neovasculogenesi e alla disseminazione del

tumore. In alternativa, le EC che portano la lesione genetica tipica delle plasmacellule del

MM possono avere origine, sotto l’influenza di fattori angiogenetici del microambiente

midollare, attraverso un processo di dedifferenziazione di una cellula già commissionata

verso la linea linfoide in una cellula dalle caratteristiche EPC, seguita da una

redifferenziazione in una EC differenziata (Korbling M et al. 2003). Plasmacellule

possono pertanto mimare CEC funzionali e contribuire alla neovasculogenesi tumorale

(Rafii S et al. 2002). Tuttavia per esteso, è stato dimostrato che il VEGFR2 è il solo

marcatore comune delle CEC e delle plasmacellule e che le plasmacellule del MM sono

negative per l’mRNA e i livelli delle proteine per molti marcatori delle cellule endoteliali
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incluso il fattore VIII, la VE caderina e UEA 1 lectina (Vacca et al. 2003). La fusione

cellulare, nel nostro studio, sembra improbabile poiché la fusione delle plasmacellule MM

e delle EC dovrebbero risultare in un cariotipo tetraploide e, nei nostri pazienti con MM,

tutte le CEC contenevano un normale corredo diploide del cromosoma (Zhang H et al.

2005). Sembra anche improbabile che, come osservato nei tumori solidi, le nostre

scoperte possano riflettere un’instabilità genetica delle cellule endoteliali tumorali, poiché

il risultato della FISH non era consistente con un profilo citogenetica eterogeneo delle EC

osservate nei tumori solidi (Hida K et al. 2005). Inoltre i risultati presentati, mostrando che

solo un subset di CEC presenta la delezione 13q-, suggerisce che nei pazienti con MM il

micorambiente neoplastico determina un’attivazione del potenziale vasculogenetico che

include sia cellule neoplastiche sia CEC con caratteristiche EPC derivate dal midollo e non

clonali. Tuttavia, dall’osservazione che le CEC del MM rappresentato solo una minore

componente di tutte le CEC con caratteristiche EPC, è possibile speculare che le CEC

neoplastiche potrebbero agire come una sorta di testa di ponte sulle quali più numerose e

possibilmente specializzate e funzionalmente attive non clonali cellule EPC di origine

midollare potrebbero attivamente differenziarsi in vasi maturi e contribuire alla

neovascolarizzazione. In contrasto, pazienti con MGUS con delezione 13 q- non hanno nel

sangue periferico CEC con tale aberrazione genetica e molte CEC presentano delle

caratteristiche di cellule endoteliali mature, suggerendo che in questi pazienti lo switch

angiogenetico neoplastico non è ancora avvento e che il potenziale vasculogenico del

microambiente midollare è ancora limitato.

Alcune linee di ricerca hanno mostrato che nei disordini leucemici l’angiogenesi è

aumentata e possibilmente coinvolta nei processi leucemogeni (Aguajo A et al. 1999 e

2000, Hussong JW et al. 2000, Fidler W et al. 2007, Dias S et al. 2000, Padro T et al.

2000). Nel sangue periferico dei pazienti con LAM vi è un’aumentata quantità di CEC che

correlano con lo stato della malattia e della terapia (Wierzbowska A et al. 2005),

supportando l’idea che le CEC potrebbero rappresentare un marcatore dell’angiogenesi. È

stato recentemente trovato che le cellule VEGFR2+ che portano la fusione BCR/ABL

potrebbero essere isolate dal midollo osseo della Leucemia Mieloide Cronica e che queste

cellule potrebbero differenziarsi in cellule maligne ed in cellule fenotipicamente definite

come EC (Fang B et al.2005) suggerendo che il riarrngiamento BCR/ABL potrebbe

avvenire prima o a livello dell’emangioblasto (Gunsilius E et al.2000). Nella nostra ricerca

(Rigolin GM et al. 2007) abbiamo dimostrato che nei pazienti affetti da LAM con note

aberrazioni citogenetiche, le CECs erano aumentate in comparazione con i controlli sani e
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che una significativa proporzione di queste CECs erano correlate al tumore poiché

portavano la stessa aberrazione cromosomica delle cellule blastiche leucemiche. Tale

fenomeno non sembra essere associato con una particolare aberrazione citogenetica o con

un particolare sottotipo di LAM nella classificazione WHO. Inoltre abbiamo trovato che

nelle LAM la maggior parte delle CECs presentava delle caratteristiche da ECs come

l’espressione del CD133, un marcatore gradualmente perso durante la differenziazione

delle EC e assente sulle cellule mature ECs mentre nei controlli moltissime delle CECs

avevano un fenotipo più maturo. La risposta al trattamento era associata a una significativa

riduzione delle CECs con una normalizzazione dell’EPC ratio e con la scomparsa delle

EPC neoplastiche, mentre nei pazienti NR non abbiamo osservato alcuna riduzione dei

livelli di CECs e sia nel ratio delle EPC che nella persistenza delle CECs clonali.

Differenti meccanismi possono essere chiamati in causa come possibile spiegazione delle

nostre scoperte. Primo, le ECs e i blasti possono essere derivati da un progenitore comune

multi potente detto emangioblasto , come suggerito dell’evidenza proveniente dagli studi

sulla Leucemia Mieloide Cronica (Fang B et al.2005, Gunsilius E et al. 2000), e

dall’osservazione che moltissime CECs delle LAM dimostrano un fenotipo caratteristico

delle EPCs. In accordo con questa ipotesi, nei pazienti con LAM, i fattori angiogenetici

secreti nel micro ambiente midollare potrebbero attivamente reclutare i precursori

neoplastici emangioblastici dal midollo osseo e indurli alla differenziazione non solo in

blasti ma anche in EPCs. Queste EPCs potrebbero poi entrare nel circolo sanguigno e

contribuire alla neovasculogenesi ed alla disseminazione del tumore. In alternativa, le

CECs che portano la stessa lesione genetica delle cellule blastiche possono avere origine,

sotto l’influenza di fattori angiogenetici del microambiente midollare, attraverso un

processo di trans differenziazione incluso per primo la de differenziazione delle cellule

leucemiche già commissionate alla linea mieloide in progenitori con potenzialità sia EC

che mieloide seguiti da un nuova differenziazione in cellule EC like (Fidel JI et al. 2004).

Per estensione vi è evidenza che la cellula leucemica è in grado di acquisire caratteristiche

fenotipiche e funzionali di differenti linee, suggerendo che le caratteristiche delle EC

potrebbero rappresentare uno stato funzionale dello stimolo ottenuto dall’interazione con il

microambiente midolare (Rigolin GM et al. 2001). Le cellule blastiche disgiunte possono

mimare le ECs funzionali, e contribuire alla neovasculogenesi neoplastica (Korbilng M et

al. 2003). Un’ulteriore interessante ipotesi è che le nostre conoscenze potrebbero

rappresentare i risultati di un particolare processo di fusione cellulare etero tipica, dove le

cellule di differenti linee si fondono a formare, dapprima un eterocarion (una cellula con 2
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nuclei), e quindi un sincarion, ossia una cellula con un singolo nucleo risultando in una

perdita o in una ridistribuzione dei cromosomi. Moltissime delle cellule fuse morirebbero

o entrerebbero in quiescenza , ma una frazione, possibilmente quelle in stadio sincarion ,

potrebbero essere in grado di proliferare e contribuire alla neovasculogenesi tumorale. Le

cellule del midollo osseo sono infatti emerse come le migliori candidate per la fusione

cellulare etero tipica sotto stimoli ambientali, in un processo che potrebbe coinvolgere un

numero di fattori non ancora noti (Friedl P 2005, Bjerkvig R et al. 2005, Pawelek JM et al.

2000). In alternativa può essere postulato che il fenomeno del trasferimento di materiale

genetico in senso orizzontale potrebbe essere avvenuto coinvolgendo la cattura da parte

delle EPC di DNA frammentato proveniente da cellule neoplastiche in apoptosi. Questa

acquisizione di materiale genetico potrebbe portare a una riprogrammazione nucleare delle

EPC che potrebbero favorire la diffusione e la progressione della malattia (Bjerkvig R et

al. 2005). Sembra improbabile che, come osservato nei tumori solidi, le nostre scoperte

riflettano una certa instabilità citogenetica delle EC tumorali, poiché la FISH risulta non

essere consistente con il profilo citogenetico eterogeneo delle ECs osservate nei tumori

solidi (Hida K et al. 2005).

I risultati presentati qui, mostrano che nelle LAM, come nel MM, vi è un aumento delle

CECs e che la frazione immatura di queste cellule presenta delle lesioni genetiche. Questo

può suggerire che il microambiente midollare potrebbe determinare l’attivazione del

potenziale vasculogenico che include sia CEC con caratteristiche EPCs neoplastiche che

non clonali. Tuttavia, dall’osservazione che le CECs rappresentano solo una componente

di tutte le CECs con caratteristiche EPC, è possibile speculare che le CECs neoplastiche

potrebbero agire come una sorta di testa di ponte sulle quali molte più numerose e più

specalizzate e funzionalmente attive celule EPCs derivate dal midollo di tipo non clonali

potrebbero attivamente differenziarsi in vasi maturi e contribuire alla neovascolarizzazione

e allo sviluppo del tumore. In linea con questa visione, è stato recentemente dimostrato,

che le mutazioni dell’esone (Streubel B et al. 2004) in NPM della cellula clonale potevano

non essere ritrovate nell’endotelio ottenuto da micro sezioni da 3 pazienti affetti da LAM

NMPC+ CD34- (Pasqualucci et al. 2006). In contrasto, nei soggetti sani, molte delle CECs

hanno le caratteristiche di ECs mature suggerendo che in questi pazienti lo switch

angiogenetico neoplastico non è stato attivato e che il potenziale vasculogenetico del

microambiente midollare è ancora sotto controllo. Studi addizionali sono richiesti per

chiarire l’attuale contributo delle EC derivate dalla malattia con specifiche aberrazioni

citogenetiche alla neovascolarizzazione tumorale. In conclusione, la nostre scoperte
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suggeriscono che, similmente al MM, nelle LAM le CEC sono aumentate, presentano

caratteristiche EPC e sono almeno in parte correlate al tumore. Analoghi risultati sono stati

ottenuti anche nei 74 pazienti dello studio sulla LLC-B dove si è rilevato una aumento

all’analisi citofluorimetrica delle EPC rispetto ai controlli normali, correlando anche con

lo stadio clinico (alti livelli per stadio III e IV sec Rai, bassi per stadi 0, I e II) ed con la

risposta al trattamento specifico. Anche in questo caso, come nei due studi precedenti, le

EPC possono essere utilizzate come marcatori dell’ angiogenesi neoplastica e della

progressione della malattia ematologica. Le cellule endoteliali isolate con la stessa

metodica immunomagnetica presentavano sia tutti gli antigeni caratterizzanti le CEC (un

40.7% in media di CEC presentava anche il CD133 configurando quindi l’assetto

immunofenotipico della EPC) che la stesse aberrazioni citogenetiche tipiche della LLC-B

correlata, dimostrando anche in questo il collegamento biologico delle CEC alla neoplasia.

In questi ultimi anni si è potuto iniziare lo studio di espressione genica delle CEC

comparandolo sia con CEC da donatori volontari sani sia con le cellule neoplastiche di

mammella, polmone, prostata, colon retto, rene, rilevando un’aumentata espressione di

geni con specifiche funzioni endoteliali, o implicati nella crescita neoplastica lasciando

supporre che tali differenze siano significative ed indicative di uno stato attivo

dell’angiogenesi e della progressione tumorale nei pazienti neoplastici. Applicando

l’analisi del profilo di espressione genica a 12 casi di LLC e comparandoli con 2 casi di

volontari sani si è potuto rilevare una differente espressione di 4419 geni tra i pazienti e i

volontari sani. In particolare le CEC della LLC presentano una più elevata espressione dei

geni che sottendono alla trasduzione del segnale della via WNT/beta catenina. Le proteine

WNT si legano alla proteina citoplasmatica beta catenina stabilizzandola regolando così

l’espressione di numerosi altri geni coinvolti nella disseminazione metastatica e nella

progressione neoplastica come il c-myc e la ciclina D1. L’assenza del complesso proteico

WNT induce un fosforilazione della beta catenina un conseguente legame con l’ubiquitina

e la degradazione a livello del proteasoma. Un altro pattern di geni iperpespressi nelle

CEC della LLC è il sistema NOTCH coinvolti nella morfogenesi e nella differenziazione

in senso vascolare. In questo ultimo studio con la LLC abbiamo anche confrontato il

pattern di espressione genica delle CEC-LLC con le cellule leucemiche CD19+ nello

stesso paziente. Nonostante i due profili fossero molto simili, essi differivano per 1029

geni differentemente espressi; tra questi spicca ancora il sistema WNT . I linfociti

leucemici CD19+ mostrano un aumento nell’espressione di geni coinvolti nella

regolazione del ciclo cellulare, mentre le cellule endoteliali circolanti ritrovano livelli
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d’espressione di proteine tipiche della linea endoteliale, come il fattore di von Willebrand,

notevolmente più elevati. Possiamo quindi affermare che l’espressione genica delle CEC

della LLC presenta un aumento di espressione di geni coinvolti nel ciclo cellulare e nella

diminuzione dell’adesione cellulare e un aumento delle funzioni pro angiogenetiche

sottese dai geni Notch e WNT. Anche i livelli mRNA di CD61 e VEGFR1/FLT1 sono

risultati iperespressi nelle CEC tuttavia ciò potrebbe non corrispondere ad una reale

iperespressione delle corrispettive proteine. I livelli di espressione di FLT1 sono stati

valutati con la citofluorimetria riscontrando anche con questa metodica l’up-regolazione

del gene corrispettivo. Analoghi risultati sono stati ottenuti nel caso del CD61,

un’integrina di membrana che gioca un ruolo nell’adesione alla matrice cellulare

promuovendo la migrazione e la sopravvivenza delle cellule endoteliali durante

l’angiogenesi. In conclusione, le nostre scoperte suggeriscono che in pazienti con

MM,LAM e LLC-B, le CEC sono in parte tumore correlate e che presentano per la

maggiore parte caratteristiche EPC. Queste CEC possono contribuire alla

neovasculogenesi e possibilmente alla progressione della malattia. Lo studio delle CEC

può avere delle importanti implicazioni non solo nella comprensione degli aspetti biologici

specifici delle malattie ematologiche maligne, ma anche per il trasferimento di tali

conoscenze nell’ambito clinico delle terapie antiangiogenetiche (Bruno B et al. 2004). Gli

studi di espressione genica hanno evidenziato come vi sia un franco sbilanciamento di

espressione di numerosi geni coinvolti nella progressione tumorale e nella neo

vascolarizzazione; tali dati sono corroborati anche da una corrispondente situazione

immunofenotipica facilmente valutabile tramite citofluorimetria. Pertanto una

standardizzazione dei metodi ciofluorimetrici per meglio caratterizzare e quantificare le

CEC associate a una miglior valutazione biologica e molecolare può avere delle importanti

implicazioni sia nel versante della patogenesi delle malattie ematologiche maligne che in

ambito clinico, prognostico e terapeutico dove le CEC possono giocare un ruolo come

marcatore dell’angiogenesi.
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TABELLE

Tabella 1. Fattori pro e anti angiogentici coinvolti nell’equilibrio dell’angiogenesi (Dong X et al. 2007).

PDF Creator - PDF4Free v2.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


74

Tabella 2 : elenco degli inibitori dell’angiogenesi utilizzati nelle malattie ematologiche maligne (Moehler TM et

al.2003).

Tabella 3 principali caratteristiche cliniche e demografiche dei pazienti con MM e MGUS.
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Case
no

Name Age/sex Diagnosis
FAB

Cytogenetics
[n° of cells/total

analysed]

FISH
%

WBC
109/L

HB
g/dL

Plt
109/L

CEC
%

CEC
µl

CEC
ratio

1 FG 55/M M3 t(15;17)(q22;q21)
[18/21]

90 5.9 9.4 14 0.11 6.5 3.5

2 BC 84/F M3 t(15;17)(q22;q21)
[19/20]

95 17.9 9.1 9 0.06 10.7 1.9

3 BG 78/M M1 t(9;22)(q34;q11) [20/20] 100 53.0 13.5 350 0.14 74.2 2.6
4 FS 76/F M5 monosomy 7 [19/20] 53 4.5 8.3 30 0.17 7.7 1.8
5 PE 70/F M1 trisomy 8 [20/20] 82 10.4 9.0 214 0.12 12.5 1.7
6 FE 74/M M4 trisomy 11 [18/28] 68 19.1 9.6 23 0.04 7.6 1.0
7 ML 70/F M4 trisomy 8 [15/20] 62 81.5 11.3 41 0.04 32.6 2.5

Tabella 4. Principali caratteristiche cliniche e demografiche dei pazienti con LAM.

Età media 65.4
Rapporto M/F 45/29

Stadio di malattia 0-II/III-IV 54/20
% di positivi/negativi al CD38 55/45
% di prognosi favorevole/intermedia/sfavorevole dopo FISH 52/35/13
Risposta CR-PR / SD-PD 35/15

CR= Remissione parziale; PR= Remissione Parziale; SD= malattia stabile; PD= malattia in
progressione

Tabella 5. Principali caratteristiche cliniche e demografiche dei pazienti con LLC.

Tabella 6. Caratterizzazione immunofenotipica delle CEC nei MM e MGUS con delezione del 13q14.
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Case
no

UEA-1+ CECs
/

total CECs
(%)

VEGFR-2+ vWf+
CECs /

total CECs (%)

CD144+ vWf+
CECs /

total CECs (%)

vWf+ CD33+
CECs /

total CECs (%)

vWf+ CD13+
CECs /

total CECs (%)

CD45+ cells / total
CECs (%)

[CD45+ CD14-/ CD45+
CD14+]

1 195 / 200 (97.5
%)

198 / 200 (99.0 %) 198 / 200 (99.0
%)

0 / 200 (0.5 %) 1 / 200 (0.5 %) 1 / 200 (0.5%)
[0/1]

2 196 / 200 (98.0
%)

200 / 200 (100 %) 200 / 200 (100.0
%)

0 / 200 (0.0 %) ND 1 / 200 (0.5%)
[1/0]

3 197 / 200 (98.5
%)

197 / 200 (98.5 %) 198 / 200 (99.0
%)

0 / 200 (0.0 %) ND 0 / 200 (0.0%)
[0/0]

4 195 / 200 (97.5
%)

198 / 200 (99.0 %) ND 1 / 200 (0.5%) 0 / 200 (0.0 %) ND

5 194 / 200 (97.0
%)

197 / 200 (98.5 %) ND 0 / 200 (0.0 %) 0/ 200 (0.0 %) 1 / 200 (0.5%)
[0/1]

6 195 / 200
(97.5%)

197 / 200 (98.5%) 196 / 200 (98.0%) ND 1 / 200 (0.5 %) ND

7 ND 198 / 200 (99.0 %) ND 0 / 200 (0.0%) 0 / 200 (0.0%) 0 / 200 (0.0%)
[0/0]

Tabella 7. caratteristiche immunofenotipiche delle CEC nei casi di LAM.

Case
no

CD133+
CECs /

total CECs
(%)

CECs with abnormal
cytogenetics /

total CECs
(%)

CD133+ CECs with abnormal cytogenetics /
CECs with cytogen abnorm

(%)

1 164/200
(82.0%)

81/200
(40.5%)

80/81
(98.8%)

2 150/200
(75.0%)

40/200
(20%)

40/40
(100%)

3 150/200
(75.0%)

156/200
(78%)

147/156
(94.2%)

4 152/200
(76.0%)

70/200
(35%)

70/70
(100%)

5 143/200
(71.5%)

65/200
(32.5%)

65/65
(100%)

6 138/200
(69%)

90/200
(45%)

88/90
(97.8%)

7 145/200
(72.5%)

88/200
(44%)

87/88
(98.9)

Tabella 8. caratteristiche combinate di FISH e immunofenotipo delle CECs nei pazienti affetti da LAM.

Caso n°. Anomalia citogenetica
diagnostica

CD133+
CECS/

CECS totali (%)

CECS FISH pos./
CECS totali (%)

CD133+ CECS FISH
pos./

CECS FISH pos.
(%)

1 Trisomia 12 135/200
(67,5)

34/200
(29)

33/34
(97,06)

2 Trisomia 12 140/200
(70)

30/200
(27)

30/30
(100)

3 Trisomia 12 132/200
(66)

118/200
(49)

116/118
(98,31)

4 Delezione
13q

159/200
(79,5)

28/200
(20)

28/28
(100)

5 Delezione13q 154/200
(77)

160/200
(78)

155/160
(96,88)

6 Delezione
13q

157/200
(78,5)

110/200
(46)

108/110
(98,18)

7 Delezione
11q

154/200
(77)

90/200
(36)

89/90
(98,89)

Tabella 9. Correlazione tra caratterizzazione immunofenotipica ed analisi FISH nei pazienti con LLC.
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FIGURE

Figura 1. vari modelli per la generazione di cellule tessuto specifiche degli organi attraverso la differenziazione

delle cellule staminali dell’adulto circolanti. Nel primo modello a partire da sinistra, distinte cellule staminali si

differenziano , ognuna appartenente al proprio organo di origine. Nel secondo modello le cellule somatiche

staminali primitive sono presenti nel tessuto emopoietico e si differenziano in varie cellule organo specifiche. Nel

terzo modello, le cellule staminali come le cellule emopoietiche, si differenziano dalla loro linea prederminata un

fenomeno conosciuto come transdifferenziazione. Nell’ulimo modello le cellule mature si differenziano in cellule

con caratteristiche simil staminali e si re-differenziano in cellule mature del loro tessuto di origine o di altri tessuti

diversi (Korbling M et al. 2003).

De-differenziazione
re-differenziazione

Trans
differenziazione

Cellule adulte
staminali

Multiple linee di
cellule staminali
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Figura 2. modello di supporto della cellula ematopoietica staminale con l’osteoblasto. La nicchia della cellula

staminale è composta da alcuni elementi del sistema della cellule staminali midollari. Derivanti dalle cellule

mesenchimali. Gli osteoblasti e i loro precursori giocano un ruolo importante nella formazione della nicchia

emopoietica regolando il mantenimento, la proliferazione e la maturazione delle cellule staminali attraverso intime

interazioni molecolari e alla secrezione di numerose citochine e fattori di crescita (Taichman R. 2005).

Figura 3. Rappresentazione simultanea dei più importanti circuiti per il processo angiogenetico nelle neoplasie

(Moehler TM et al. 2001).
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Figura 4. Nuove crescenti evidenze suggeriscono la presenza di un loop sia autocrino che paracrino ritenuti

giocare un ruolo fondamentale nella crescita della cellula tumorale (Dong X et al.2007).

Figura 5. Rappresentazione simultanea dei più importanti circuiti per il processo angiogenetico nelle neoplasie, le barre con le lettere

rappresentano i punti di attacco dei nuovi farmaci antiangiogenetici in fase di studio (Moehler TM et al. 2003).
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Figura 6. Segnali di trasduzione e dei processi molecolari sottesi dal VEGFR2 (Kovanetz M et al.2006).

Figura 7. Caratterizzazione immunofenotipica delle CEC isolate con metodica immunomagnetica nei pazienti affetti

da MM con delezione del 13q14. Le CEC coesprimono il VEGFR2 (verde A) associato al vWF (rosso B), il CD 144

(verde C ) associato al vWF (rosso D), non vi è coespressione per vWF( rosso E-G) con i marcatori CD38 (rosso F)

e CD138 (rosso H) tipici del MM, negativi pure il CD45 ed il CD 14 tipici della filiera leucocitaria (I-L). il nucleo delle

cellule è stato marcato con DAPI II.
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Figura 8: caratterizzazione immunofenotipica delle CEC isolate

mediante metodica immunomagnetica nei pazienti affetti da LAM. Le CEC coesprimevano il VEGFR2 (verde A)

associato al vWF (rosso B), il CD 144 (verde C ) associato al vWF (rosso D), non vi era invece coespressione per

vWF( rosso E-G) con i marcatori CD13 (rosso H) e CD33 (rosso G) tipici delle LAM, negativi pure il CD45 ed il CD 14

tipici della filiera leucocitaria (I-L). Il nucleo delle cellule è stato marcato con DAPI II.

Figura 9: caratterizzazione immunofenotipica delle CEC isolate mediante metodica immunomagnetica nei pazienti

affetti da LLC. Le CEC coesprimevano il VEGFR2 (verde A) associato al vWF (rosso B), il CD 144 (verde C ) associato

al vWF (rosso D), non vi era invece coespressione per vWF( verde E-G) con i marcatori CD5 (rosso F) e CD19 (rosso

H) tipici delle LLC, negativi pure il CD45 ed il CD 14 tipici della filiera leucocitaria (I-L). Il nucleo delle cellule è stato

marcato con DAPI II.
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Figura 10. analisi FISH delle CECs in pazienti con MM isolate con metodica

immunomagnetica a sinistra è presente una CEC con la delezione 13q14 ( 1 solo segnale rosso) con 2 normali

segnali per il cromosoma 10 (verde). Nei pazienti con MM molti CEC hanno la caratteristica immunofenotipica delle

EPC poiché esprimono il CD133.

Figura 11. Analisi Fish di alcune CEC isolate con metodica immunomagnetica in pazienti affetti da LAM. (A) una

CEC con riarrangiamento PML/RARA (una con segnale rosso, un segnale verde, uno rosso e uno giallo frutto della

fusione di un rosso e di un verde come indicato nella figura, (B) una CEC citogeneticamente normale con due

segnali rossi e due verdi, (C) una CEC con trisomia del cromosoma 8 (tre segnali) e (D) una CEC con 2 segnali

rosso per lo stesso cromosoma.

A B

10 µm

C D

10 µm
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Figura 11. Valutazione citofluorimetrica a 4 colori delle EPC . Dopo opportuna formazione del gate per escludere

piastrine e detriti cellulari (a), le EPC erano identificate come CD45- e CD34+ (d), ed esprimenti il CD133 ed il

VEGFR2 (e). I pannelli b e c mostrano i corrispondenti controlli negativi. Basato sull’espressione CD133, veniva

calcolato il rapporto tra le CEC immature (CD133+) e le CEC mature (CD 133-). In f e g vengono comparati i livelli di

CEC ed il rapporto EPC tra i pazienti con LAM e i casi controllo.
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Figura 12. livelli di EPC e loro rapporto (EPC ratio), nei momenti pre e post induzione chemioterapia in pazienti che

raggiungono una remissione completa (RC) e nei pazienti non responder (NR) al trattamento.

Figura 13. comparazione dei livelli di EPC in pazienti affetti da LLC che hanno risposto al trattamento (CR/PR)

rispetto ai pazienti con LLC refrattari al trattamento specifico (NR/SD).
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Figura 13. Rappresentazione dei microarrays che evidenziano i diversi profili d’espressione genica delle cellule

endoteliali circolanti di LLC e di quelle derivanti dai controlli sani

nCEC
S

CECS-LLC
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