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Prefazione e dedica

Questo 14° Corso di formazione avanzata “Cellule rare circolanti” ¢ dedicato
alla memoria di Carlo Bernasconi, scomparso il 5 settembre 2014 per il rapido
aggravamento di una lunga malattia. Carlo ha avuto una vita professionale lunga,
fortunata e grandemente produttiva; ha contribuito da protagonista allo sviluppo
della moderna Ematologia e ha creato una Scuola che & famosa in tutto il mondo.

I corsi sono stati ideati, organizzati e animati dalla grande passione scientifica
di Carlo, che & sempre riuscito a cogliere i movimenti piu avanzati della ricerca
scientifica biomedica, con particolare predilezione per 1I’onco-ematologia. Anche
il tema di quest’anno ¢ stato discusso con Carlo, e insieme ne avevamo tratteggia-
to le linee principali.

E una eredita molto ricca quella lasciata da Carlo ed & una sfida difficile per
tutti noi continuare la sua straordinaria opera di diffusione e condivisione della
conoscenza nell’area biomedica.

Prof. Giampaolo Merlini

Pavia, 12 maggio 2015
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Unicita del fenotipo staminale:
approcci single-molecule

CarloAlberto Redi

Dipartimento di Biologia e Biotecnologie “Lazzaro Spallanzani”, Universita degli Studi di Pavia,
via Adolfo Ferrata n. 9, Pavia

Centro di Ricerche di Medicina Rigenerativa, Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo,

Viale Camillo Golgi n. 19, Pavia

Lo sviluppo tecnologico di diverse metodiche molecolari avvenuto nella ultima
decade sta sviluppando nuove forme di genomica, epigenomica, trascrittomica
e proteomica (solo per citare alcune delle -omiche) indirizzandole allo studio di
singole cellule. Questo fatto permette di rivedere studi classici alla luce di nuovi
orizzonti concettuali e di porre nuove domande in Biologia e Medicina, domande
in tempi precedenti non certamente formulabili. Un esempio semplice ¢ quello
degli studi di genomica svolta a livello di singola cellula, studi capaci di chiarire
le relazioni tra diverse generazioni di cellule a partire da una singola cellula pro-
genitrice (cell lineage relationships), in altri termini di tracciare la genealogia di
intere popolazioni di cellule a partire da una cellula progenitrice. Cosi pure gli
studi di epigenomica e proteomica a livello di singola cellula permettono ormai di
valutare lo stato funzionale di singole unita cellulari.

E molto probabile che nell’arco di tempo della prossima decade queste tecnologie
saranno integrate assegnando loro cosi un potenziale conoscitivo ancora maggio-
re per una analisi multidimensionale delle singole cellule. Analisi di questo tipo
saranno in grado di produrre una conoscenza dettagliata a livelli sino ad oggi
impensabili ad esempio sull’albero di derivazione da singole cellule di un intero
organismo, anche di organismi superiori quali i Mammiferi (non solo piut quindi
una genealogia cellulare per organismi “deterministici” quali Caenorabditis ele-
gans, la cui cartografia descrittiva & gia nota), per culminare nella ricostruzione
dell’intera linea cellulare umana (dallo zigote): la completa genealogia cellulare
umana avra ovviamente una ricaduta amplissima su tutta la biologia umana e
la medicina (Frumkin et al., 2005; Shapiro et al., 2013). Ad oggi la letteratura
scientifica ¢ essenzialmente basata su lavori nei quali vengono esaminati numeri
altissimi di cellule (in organi, tessuti o cellule isolate, comunque campioni ricchi
di cellule). E questo un retaggio storico legato alle tecniche che si sono svilup-
pate nel corso di secoli; di recente ¢ pero divenuto possibile indagare fenomeni a
livello di singola cellula sia tramite tecniche microscopiche sia tramite tecniche
molecolari (Shapiro et al., 2013). Cio permette un indubbio avanzamento delle
conoscenze scientifiche dei fenomeni studiati poiche permette di verificare se i
dati che si riferiscono a popolazioni di cellule (dati “medi”’) sono confermati e
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2 CELLULE RARE CIRCOLANTI

ben si adattano ai valori dei parametri (“medi”) ottenuti dalle singole cellule: in
altri termini permettono di verificare se il valore medio ottenuto per le popolazio-
ni di cellule, in quelli che ormai appaiono come studi classici, ben rappresenta il
comportamento delle singole cellule studiate (Ray, 2013). Questi nuovi studi su
singole cellule stanno ricoluzionando molte delle tradizionali discipline scienti-
fiche poiche forniscono una enorme quantita di informazioni che molto spesso
non erano previste poiche mascherate dal valore medio ottenuto grazie agli studi
su popolazioni di cellule (di necessita condotti su popolazioni di cellule per via
delle tecniche disponibili). Gli esempi capaci di confortare queste semplici osser-
vazioni metodologiche sono ormai numerosi a livello di misure su singola cellula
per attivita enzimatiche (Levine et al., 2013), stati metabolici (Zenobi, 2013) e
risposta trascripzionale (Sanchez e Golding, 2013). Risulta evidente quale incom-
parabile vantaggio possa derivare da misure effettuate su singole cellule: la possi-
bilita di conoscere le variazioni nelle risposte di singole cellule ad identici stimoli
o identiche condizioni di stimolazione (biochimica, biofisica, ecc). In molti casi
addirittura ¢ possibile conoscere le variazioni temporali delle risposte nel corso
della stimolazione o delle variazioni “ambientali” a cui & sottoposta la singola cel-
lula. Ad esempio la trascrizione genica ¢ particolarmente suscettibile di avvenire
per picchi di espressione genica (i.e., sintesi di RNA) che variano in modo consi-
stente da una cellula ad un’altra cellula della stessa popolazione cellulare o che si
accendono in alcune cellule ma non in altre, sempre della medesima popolazione
cellulare. I significato biologico di queste variazioni di risposta da parte di alcune
cellule ma non di altre cellule appartenenti alla stessa popolazione cellulare ¢ per
ora solo ipotizzabile per la semplice ragione che disponiamo ancora di pochi dati.
E possibile tentare di darne una spiegazione, speculativa, ipotizzando che forse le
variazioni nelle risposte possano rivelarsi vantaggiose ai fini della conservazione
energetica o per assicurare che alcune cellule sopravvivano in uno stato naive
in un ambiente in continuo cambiamento. Pud anche essere suggerito che siano
condizioni di tipo biofisico (i biologi tendono a prediligere aspetti biochimici!) a
determinare una inevitabile variabilita di risposta a sollecitazioni di qualsivoglia
natura: si pensi alla struttura anatomica di una nicchia di cellule staminali (CS)
e si puo ben immaginare come I’ambiente della nicchia sia di per se eterogeneo
nell’assicurare stimoli biofisici (bastera ricordare le relazioni fisiche di contatto
tra membrane cellulari delle cellule hub e delle cellule progenitrici di una qualun-
que nicchia di CS).

Prima di procedere nella trattazione del tema sara bene precisare alcuni dettagli
metodologici utili ad evitare trappole concettuali e capaci di indicare nuove esi-
genze di ricerca. Un primo aspetto riguarda la terminologia attualmente utiliz-
zata: nella ormai vasta bibliografia disponibile (tutta degli ultimi anni e prodotta
ad un ritmo vertiginoso) non & ancora ben definita I’epistemologia genetica del
concetto stesso di variabilita individuale tra cellule teoricamente identiche sotto il
profilo genetico. E cosi si parla di “variabilita tra cellula e cellula” intendendo il
fenomeno per il quale singole cellule in una popolazione di cellule geneticamente
identiche mostrano comportamenti e attivita variabili tra loro. Come pure si fa
riferimento alla “eterogeneita cellulare” indicando un concetto del tutto simile a
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quello di variabilita tra cellule e cellula. Non vi & pero, purtroppo, consenso su
quale dei termini impiegare ed in quale contesto cosi che alla fine i due termini
si presentano “intercambiabili” nella letteratura attuale. Talvolta il termine “ete-
rogeneita” € usato per indicare la presenza di multipli fenotipi all’interno di una
singola popolazione di cellule mentre il termine “variabilita” € usato per indicare
variazioni di parametri nell’intorno di un singolo fenotipo. Comunque sia, la va-
riabilita tra cellule e cellule si riferisce al fenomeno per il quale non vi sono due
cellule geneticamente identiche che mostrino lo stesso fenotipo e comportamento
dinamico. Va subito precisato che I’entita e 1’origine della variabilita tra cellule
dipende essenzialmente dalla attivita cellulare che viene misurata e confrontata
tra cellule: & chiaro che il caso, o la stocasticita, ha un ruolo considerevole in
tutti i processi cellulari che coinvolgono un numero limitato di molecole. Piccole
differenze in termini di corredo molecolare possono portare a grandi differenze
nel tipo di comportamento cellulare. E chiaro che, in generale, meccanismi mo-
lecolari “robusti” sono in grado di tamponare variabilita cellulare dovuta ad in-
trinseci processi di stocasticita (o variabilita in termini di corredo molecolare). Ne
risulta cosi che sono certamente dei fattori estrinseci quelli in grado di spiegare
la stragrande maggioranza della variabilita totale misurata tra cellule. Una delle
maggiori componenti tra i fattori estrinseci, in particolare per quelle cellule che si
trovano in relazioni architetturali di aderenza tra loro, ¢ rappresentata dal micro-
ambiente nel quale sono situate le singole cellule.

E evidente infatti che anche in condizioni di coltura cellulare perfettamente con-
trollate, una popolazione di cellule in crescita sara continuamente soggetta a
microambienti variabili come conseguenza di un numero di cellule in continua
crescita unitamente ad una adesione e migrazione cellulare in costante aumento.
All’aumento numerico della dimensione della popolazione cellulare si accompa-
gna un aumento della densita locale delle cellule per cui sempre piu cellule si tro-
veranno circondate da altre cellule (ciascuna singola cellula mostrando un diverso
grado di esposizione a densita locali).

Va qui precisato che queste considerazioni non sono superate neppure negli studi
di alta definizione (high-throughput) ove si applica la comune pratica di norma-
lizzare i valori ottenuti per il numero di cellule poiche, ovviamente, il contesto
popolazionale (ora ricordato) delle singole cellule puo essere sostanzialmente
diverso anche per popolazioni caratterizzate dallo stesso numero di cellule. Se
da un lato ¢ chiara la necessita di adottare approcci multiparametrici capaci di
correggere I’influenza esercitata dal contesto popolazionale al livello di singola
cellula dall’altro lato va precisato che questi approcci sono in via di sviluppo ed
al momento non vi ¢ una piena comprensione di quali processi cellulari siano in-
fluenzati dal contesto popolazionale. Sebbene il quadro teorico si presenti non dei
pit facili da aggredire, un numero sempre maggiore di domande a questo riguardo
puo essere formulato e studiato grazie soprattutto all’avanzamento delle tecniche
di sequenziamento del DNA (next-generation sequencing). Le tecniche di sequen-
ziamento del DNA sono state non solo raffinate in termini di analisi qualitativa ma
anche in termini di quantita di DNA richiesta per questo tipo di analisi al punto
che oggi ¢ possibile analizzare le singole cellule in termini di sequenza di DNA.
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Questa capacita permette di affrontare problemi biologici di ricerca cosiddetta di
base (ad esempio la caratterizzazione degli eventi della precoce differenziazione
cellulare nella embriogenesi umana) come pure problemi di applicazione clinica
(Shapiro et al., 2013). Esempi recentissimi, ma ormai di citazione classica, sono
i lavori sulla eterogeneita cellulare nei tumori (Dalerba et al., 2011) e la analisi
trascrittomica di singole cellule rare circolanti in alcuni tumori (Ramskold et al.,
2012). Diverse sono le metodiche che si possono impiegare per studiare cellule
a livello di singole unita: la citofluorimetria a flusso, la spettrometria di massa e
I’analisi di immagine di tipo quantitativo sono tra le tecniche pili impiegate oltre
al sequenziamento di DNA ed alla microfluidica. Risulta ovvio che alla base di
ciascuna di queste tecniche vi ¢ la essenziale necessita di una preparativa citologi-
ca capace di portare all’isolamento (individuazione) di singole cellule.

Avendo precisato queste necessarie premesse concettuali e di indirizzo metodolo-
gico ¢ possibile affrontare il tema dell’unicita del fenotipo staminale a livello di
singola cellula.

E ben noto che le CS svolgono un ruolo centrale nella rigenerazione dei tessuti
e per il futuro di tutta la medicina rigenerativa. Per definizione le CS hanno la
capacita di dividersi producendo una cellula figlia identica alla cellula madre ed
una cellula che si differenziera in uno dei diversi tipi cellulari che compongono
I’organismo. Le CS sono di norma rare e difficili da isolare con la complicazione
che vi & un lungo lasso temporale tra il momento in cui si riesce ad identificare o
isolare una potenziale CS e la certificata espressione funzionale della sua stami-
nalita. Inoltre, e questo ¢ il fuoco di questa presentazione, le diverse popolazioni
di CS presentano un alto grado di eterogeneita: anche le popolazioni di CS pre-
sunte omogenee presentano un alto tasso di eterogeneita (Enver et al., 2009) se si
considerano diversi parametri cellulari intrinseci quali ad esempio lo stato delle
modificazioni epigenetiche (Cedar e Bergman, 2011) e quello delle circuiterie
regolatrici i fattori di trascrizione (Moignard et al., 2013). L’intrinseca variabilita
cellulare tra CS risulta anche da dati di tipo indiretto, ¢ ben nota infatti la grande
variabilita della suscettibilita ad andare incontro al fenomeno della riprogramma-
zione genetica.

Le differenze cellulari dovute a fattori intrinseci alla cellula (probabilmente del
tipo variazioni epigenetiche, diversi corredi molecolari, ecc.) sono il fulcro delle
attuali ricerche tese ad una migliore comprensione del controllo molecolare della
funzione di staminalita assegnata ad una cellula (o all’instaurarsi della funzione
di staminalita in contesti fisiologici non previsti, i.e., cellule staminali tumorali)
con l’interessante possibilitd applicativa di tipo terapeutico. Ed ¢ evidente che
questa conoscenza non puo derivare altro che da analisi su singole cellule: si pensi
a come un routinario saggio biochimico quale il Western blotting ¢ in grado di
mascherare ogni variabilita cellulare presente nel campione. A questo proposito
va precisato che la analisi su singole cellule non ¢ solo un prerequisito concettua-
le per capire a fondo la biologia delle CS, a volte ¢ una necessita metodologica
dovuta all’inapplicabilita della tecnica disponibile. Proprio la tecnica del Western
blotting ne & un esempio: per effettuare una simile analisi sono richieste moltissi-
me cellule ed a volte in biologia delle CS non si hanno a disposizione alti numeri
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di CS! Fermo resta che la principale necessita per studi su singola cellula di CS ¢
il fatto che queste differiscono per proprieta intrinsecamente legate alla dinamica
dello stato funzionale per cui se & necessario conoscere quali siano i fattori che
determinano il destino citodifferenziativo di una CS ¢ necessario conoscere ad
esempio la dinamica molecolare di eventi quali il ciclo cellulare e I’andamento
dei picchi di trascrizione del DNA. Nuove tecniche molecolari per analisi a livello
di singole cellule si stanno sviluppando ad un ritmo sempre crescente ed i nuovi
metodi si vanno integrando con quelli classici al fine di rispondere alle domande
irrisolte che ancora sono alla base della biologia delle CS. Prima di passarne in
rassegna alcune & bene ricordare che queste ultime a volte producono risultati
che vengono sovra-interpretati, producono effetti inattesi e portano con se nuove
limitazioni tecniche: ¢ il bello del lavoro di ricerca! Ciascuna tecnologia di sin-
gola cellula ha una sua caratteristica peculiare di forza conoscitiva e deve essere
scelta per rispondere ad una specifica domanda alla volta (approccio riduzionista).
I microarrays su singola cellula, la spettrometria di massa ed il deep-sequencing
sono di rilievo per una dettagliata analisi della espressione genica per un singolo
momento (al tempo zero) e valgono per quel particolare valore temporale scelto.

L analisi di geni candidato, grazie a RTqPCR su singola cellula, alla PCR digitale,
ed all’ibridazione in situ di RNA (o la sua immunocolorazione), unitamente alla
valutazione di specifiche proteine, grazie all’osservazione microscopica della loro
fluorescenza diretta (o piu frequentemente indiretta), permettono una analisi inte-
grata dei meccanismi molecolari capaci di regolare i processi biologici legati alla
funzione di staminalita. Sebbene ciascuna delle tecnologie single-cell sia di alta
precisione ¢ chiaro che la scelta della specifica tecnologia risponde alle domande
biologiche in studio.

Lanalisi della espressione di RNA grazie alla RT-qPCR o alla RT-PCR digitale
richiede la prioritaria conoscenza dei geni di interesse per il disegno dei loro pri-
mers. La PCR digitale ha il significativo vantaggio di permettere una quantifica-
zione assoluta delle molecole bersaglio in studio senza dover ricorrere ad alcuna
normalizzazione. Anche I’analisi per microarray richiede la prioritaria conoscen-
za dei geni in studio; a differenza delle metodiche basate sulla PCR quest’ultima
permette la simultanea analisi per ibridazione di migliaia di geni. D’altro lato,
il sequenziamento avanzato (deep sequencing) di singole cellule non richiede la
prioritaria conoscenza dei geni candidato permettendo anzi la scoperta di nuovi
potenziali geni sino a quel momento sconosciuti o nuove specie di RNA o varian-
ti di splicing. Cionondimeno, le tecnologie PCR, microarray e sequenziamento
avanzato sono tutte basate sull’isolamento degli acidi nucleici il che significa che
I’impiego di queste tecniche per la single-cell analisi comporta la perdita di al-
tre informazioni legate alla biologia della singola cellula: ad esempio. La distru-
zione della cellula per estrarre gli acidi nucleici ne cancella ogni informazioni
sulla struttura interna ed anche molte sulle relazioni architetturali/spaziali con
altre cellule. E possibile in buona parte superare questi inconvenienti grazie alla
diretta analisi di immagini ottenuta per ibridazione di sonde sulle cellule fissate,
il che perd a sua volta comporta lo svantaggio di un basso potenziale per analisi
simultanee per via della sovrapposizione degli spettri di emissione dei fluorofori
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impiegati. Vero & che esiste la possibile dell’analisi di immagine di diverse specie
di RNA grazie al loro legame con sequenze bersaglio, il che ha anche il vantaggio
di permettere di seguire nel tempo le immagini permettendo cosi di tracciare una
valutazione dinamica per quegli RNA in studio: se puo sembrare facilmente ese-
guibile una simile metodica ¢ bene precisare che resta estremamente laboriosa e
costosa anche in termini di tempo necessario (anche per il fatto che solo poche se-
quenze di RNA possono essere analizzate simultaneamente). Le metodiche che si
basano sulle tecnologie degli anticorpi permettono di rivelare strutture proteiche
sulla superficie delle membrane di cellule viventi o anche di antigeni intracellulari
in cellule fissate sia grazie all’analisi di immagine sia per citofluorimetria a flusso.
Come per tutti gli approcci basati sulla fluorescenza il potenziale per analisi mul-
tiple e simultanee ¢ piuttosto basso.

Il “sorteggio” di singole cellule (cell sorting) ¢ spesso la base per poter svolgere
future ricerche e sotto questo profilo la fluorescenza proteica permette una analisi
di immagine in continuo (time-lapse) sia in vitro sia in vivo in grado di essere
non-invasiva ed altamente informativa. Fermo resta che ad oggi ¢ ancora la spet-
trometria di massa che permette di localizzare e rilevare molte proteine in singole
cellule (Wu e Singh, 2012). Nel corso degli anni le tecniche basate sulla PCR sono
divenute sempre piu sofisticate, bastera pensare alla PCR real-time quantitativa
basata sulla trascrizione inversa (RT-qPCR).

Ad esempio, I’espressione genica su singola cellula analizzata con la RT-qPCR ¢
ampiamente utilizzata nello studio delle CS e cellule progenitrici ematopoietiche
ed ha gia permesso da tempo di conoscere la gerarchia e la genealogia delle cellu-
le progenitrici mieloeritroidi (Pronk et al., 2007) caratterizzandole anche sotto il
profilo fenotipico e funzionale, non solo nell’aspetto assai interessante della topo-
grafia molecolare. Anche la microfluidica (si veda la relazione di Giuliano Maz-
zini in questo volume) ha permesso alla RT-qPCR di divenire altamente sensibile
nell’analisi su singola cellula: sino a 9216 reazioni individuali di RT-qPCR per
singole cellule (96 cellule x96 geni) possono essere sviluppate simultaneamente
in sistemi microfluidici commercialmente gia sul mercato e disponibili (e.g., Flu-
idigm®). Con un sistema di questo tipo Moignard e collaboratori (Moignard et al.,
2013) hanno analizzato 18 fattori di trascrizione in 597 popolazioni primarie di
CS e cellule progenitrici ematopoietiche scoprendo specifici profili di espressione
per specifiche sottopopolazioni di CS e progenitrici ematopoietiche ed allo stesso
tempo confermando alcune relazioni di circuiteria tra questi fattori e scoprendone
anche di nuove (relazioni).

Una alta variabilita individuale tra singole CS e cellule progenitrici ematopoieti-
che ¢ stata osservata nel numero assoluto (non relativo!) di molecole di mRNA
di svariati “house-keeping genes” grazie all’analisi di RT-qPCR digitale (droplet
digital PCR, ddPCR) compiuta su singole cellule (Warren et al., 2006; Hindson
et al., 2011). Anche ’analisi di trascrittomica compiuta su 12 singole CS ema-
topoietiche ne ha rivelato 1’alta eterogeneita individuale (Ramos et al., 2006); ¢
questo un dato di grande rilievo non solo teorico ma anche pratico per la medicina
traslazionale: eterogeneita individuale nel corredo molecolare puo significare una
potenziale diversa risposta a stimoli farmacologici.
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Anche I’analisi della espressione di ben 48 geni in CS pluripotenti allo stadio di
blastocisti di 64 cellule ha permesso di assegnare specifici profili di espressione
genica ai presuntivi tre foglietti embrionali (Guo et al., 2010), il che & teorica-
mente atteso ma non era ancora stato dimostrato ad uno stadio cosi precoce dello
sviluppo embrionale una cosi alta variabilita individuale. Dato biologico che per
altro ¢ interessante tracciare a ritroso sino alle piu precoci fasi dello sviluppo em-
brionale (il sogno dei biologi da secoli a questa parte, individuare il momento piu
precoce della separazione della linea germinale da quella somatica o comunque
individuare il momento in cui sia mai possibile delineare un destino differenzia-
tivo diverso per i primi due blastomeri!). Kurimoto e collaboratori (Kurimoto et
al., 2006) sono riusciti a dimostrare la presenza di due diversi tipi di blastomeri
nel topo allo stadio di sviluppo embrionale corrispondente ai 3.5 giorni (E3.5) su
singoli blastomeri che mantengono una morfologia del tutto simile e simile anco-
ra a quella del successivo giorno di sviluppo. Tang e collaboratori hanno per primi
descritto un intero trascrittoma per una singola cellula riuscendo poi a chiarire le
basi molecolari della trasformazione di CS pluripotenti transienti (quelle del nodo
embrionale) in CS embrionali dimostrando in modo inequivocabile il ruolo svolto
dai cambiamenti metabolici, dai regolatori epigenetici e quello di alcuni micro
RNA per il mantenimento della capacita di autorinnovo (Tang et al., 2010). Nuovi
geni e nuovi micro RNA (long non-coding RNAs) coinvolti nello stabilire la fun-
zione di staminalita in CS embrionali umane derivate da embrioni pre-impianto
sono stati scoperti da Yan e collaboratori rivelando anche qui una alta variabilita
tra cellule e cellule (Yan et al., 2013).

Certamente la variabilita inter-cellulare messa in evidenza non riguarda solo il
mondo degli acidi nucleici ma anche le proteine. La citofluorimetria a flusso resta
la tecnica d’elezione per lo studio dell’espressione di proteine a livello intra-cel-
lulare sebbene la osservazione microscopica diretta ed “in continuo”, il sorteggio
di singole cellule, la microdissezione di singole cellule grazie a forbici laser e le
metodiche di isolamento di singole cellule basate sulle tecniche di microfluidica
siano alternative possibili.

Di recente la osservazione diretta “in continuo” ha dimostrato una alta variabilita
in popolazioni di CS neurali ritenute omogenee dimostrando in realta la presenza
di diversi progenitori staminali (Ortega et al., 2013). La citofluorimetria a flusso
per analizzare le proteine a livello intra-cellulare si basa sull’impiego di anticorpi
che per poter reagire necessitano della preventiva fissazione e permeabilizzazione
della membrana cellulare: combinando questa metodica con la immunocolora-
zione degli antigeni di superficie diviene possibile identificare anche popolazioni
di cellule costituite da poche unita, permettendo cosi di analizzarle senza doverle
preventivamente purificare (il che ¢ un grande vantaggio quando le cellule di in-
teresse siano rare). Da alcuni anni € in uso anche una altra tecnica non-invasiva di
analisi di proteine intra-cellulari sviluppata grazie all’impiego di nanocorpusco-
li coniugati con antigeni fluorescenti (“‘chromobodies”, Rothbauer et al., 2006).
Grazie all’impiego di quest’ultima tecnica (con una sonda coniugata con la GFP
per la trascrizione del fattore di staminalita Nanog) Chambers e collaboratori han-
no messo in evidenza una alta variabilita delle CS embrionali per quanto riguarda
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I’espressione di uno dei piu potenti fattori della pluripotenza staminale, Nanog
(Chambers et al., 2007) mentre I’impiego di una sonda coniugata a due fluorofori,
sempre per Nanog, ha chiarito che le CS embrionali esprimono entrambi gli alleli
di Nanog (Filipczyk et al., 2013).

Tra i tanti esempi di variabilita cellulare tra CS per corredo di singole molecole vi
¢ quello paradigmatico messo in evidenza in una nicchia che risulta essere quella
storicamente analizzata per prima, I’archetipo della nicchia, quella delle cripte
intestinali che negli anni *50 del secolo scorso e con I’impiego di autoradiografia
permise di “provare” I’esistenza delle CS. Grazie all’analisi di immagine eseguita
in vivo Ritsma e collaboratori hanno potuto descrivere in termini molecolari la
costituzione della nicchia a livello di risoluzione delle singole cellule progenitrici
mesenchimali (Ritsma et al., 2014). Ne ¢ scaturito un forte sostegno al nuovo
paradigma concettuale della biologia delle CS che concepisce la staminalita come
una funzione assegnata alle cellule da fattori estrinseci, da quei fattori presenti in
uno speciale microambiente (la nicchia) capaci di mantenere o attivare quelle cir-
cuiterie geniche che sono alla base del fenotipo staminale. Grazie ad una elegante
analisi d’immagini eseguita in vivo ed in continuo (cell lineage-tracing techno-
logy) sulle cellule della cripta intestinale hanno potuto dimostrare che la posizio-
ne relativa di ciascuna cellula entro la nicchia ne regola il destino differenziativo
in termini stocastici: molte cellule all’interno della nicchia (“border” e “central”
cellule) alla base della cripta hanno il potenziale staminale ma solo quelle che
risiedono nel profondo della base (“central cells”) si comportano funzionalmente
come CS bona fide nel lungo periodo anche se pure le “border” hanno il poten-
ziale per comportarsi come “central” una volta che “per caso” vengono a trovarsi
nella zona delle “central”. Da qui lo stabilirsi del nuovo paradigma concettuale
per le CS, paradigma che ¢ proprio basato sull’esistenza di popolazioni cellulari
eterogenee, sulla variabilita o eterogeneita cellulare, ove una popolazione dina-
micamente eterogenea funziona, nel lungo termine temporale, come una singola
popolazione di CS.

Simili risultati, e con le stesse tecniche di analisi di immagini quantitative legate
al tracciamento delle genealogie cellulari (clonal cell labeling strategies) sono
stati raggiunti anche da Kumar e collaboratori per quanto riguarda lo sviluppo del
polmone. L’analisi della proliferazione, migrazione e differenziazione di singole
CS mesenchimali ha permesso di scoprire una alta eterogeneita di progenitori
mesenchimali responsabili della produzione dei diversi tipi cellulari polmonari
(Kumar et al., 2014). Risulati del tutto simili sono stati ottenuti da De Ward e
collaboratori per I’esofago (De Ward et al., 2014).
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Pil della meta del genoma umano & derivato da sequenze di DNA di elementi
mobili, la quasi totalita delle quali € costituita da retrotrasposoni che si diffondono
nei genomi ospiti per trascrizione inversa attraverso un intermedio di RNA e la
risultante integrazione del DNA retrotrascritto (per una recente disamina, si veda
Cordaux e Batzer 2009). Questi retroelementi endogeni (Endogenous RetroEle-
ments) rappresentano da un lato una essenziale forza evolutiva (per la capacita di
creare nuovi contesti di regolazione dell’espressione genica o di esaptazione di
nuove funzioni geniche) ma dall’altro costuiscono un potenziale deregolatore del-
la corretta integrita genomica e della relativa espressione genica: ne risulta che
evolutivamente si sono sviluppati contromeccanismi di repressione trascripziona-
le di queste sequenze nel corso delle fasi piu precoci dello sviluppo embrionale.
Questi processi dinamici di mutuo controllo e interazione tra sequenze di acidi
nucleici vanno di pari passo con le modificazioni epigenetiche delle sequenze di
DNA del genoma materno e paterno a partire dal momento successivo alla fecon-
dazione. Infatti, nel corso delle piu precoci fasi dello sviluppo embrionale dei
Mammiferi i genomi materno e paterno subiscono dapprima un completo azzera-
mento delle modificazioni epigenetiche alla base del controllo dell’espressione
differenziale dei geni (imprinting) e subito dopo la reimposizione di un nuovo
programma epigenetico. L’epigenoma funge dunque, sotto il profilo epistemolo-
gico genetico, da interfaccia genoma/ambiente, digitalizza cio che accade al no-
stro genoma esposto all’“ambiente” (da quello embrio-feto-materno a quello del-
la nostra vita adulta, dallo stile di vita all’ambiente in senso piu biochimico/
biofisico di presenza di xenobionti) e permette una risposta, di significato adatta-
tivo, agli stimoli ambientali. E da queste premesse biologiche che & necessario
elaborare un discorso capace di includere tutti gli “attori” che concorrono a com-
porre il nostro genoma e ne esauriscono le capacita di espressione fenotipica, a
tutti i livelli di organizzazione del vivente, dal cellulare al tissutale, dall’organo al
corpo intero. Questo ciclico azzerare e reimporre un primo programma epigeneti-
co ha nelle cellule staminali (CS) costituite dallo zigote (CS totipotente) e dai
blastomeri che si originano dalle prime fasi della segmentazione quello che gli
autori di lingua tedesca chiamano il korper, il corpo inteso come substrato fisico.
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Ed ¢ proprio come queste prime CS embrionali (SE) si vengono a costituire il
fatto iniziale del nostro accadere biologico che sara determinante al fine di una
corretta costituzione fisica del nuovo individuo. Diviene dunque necessario capire
quali sono gli elementi costituitivi del genoma quelli che assegneranno un preciso
destino differenziativo alle cellule che vanno producendosi nel corso delle prime
fasi embrionali. In seguito all’azzeramento epigenomico del pronucleo femminile
e di quello maschile (prima dell’anfimissi), le SE nel loro passaggio da totipoten-
ti (zigote e primissimi blastomeri) a pluripotenti (cellule del nodo embrionale)
sono fondamentalmente inattive sotto il profilo della espressione genica. In altri
termini vengono prodotti nuclei “identici” che segregano in territori citoplasmati-
ci sempre piu differenziati, per via della partizione del citoplasma oocitario, sino
allo stadio di blastocisti. Saranno poi le interazioni nucleo-citoplasmatiche quelle
che porteranno ad una espressione differenziale dei geni legati al “commitment”
(impegno) differenziativo delle SE. Nel corso di questi passaggi dello sviluppo
embrionale il metabolismo degli acidi nucleici ¢ essenzialmente quello legato alla
duplicazione del DNA in concomitanza delle mitosi che si vanno succedendo nel
passaggio da unicellulare (zigote) a pluricellulare (blastocisti). Diversi sono i
meccanismi che presiedono alla repressione della trascrizione del DNA mentre
tutta la macchina enzimatica nucleare ¢ coinvolta nella duplicazione. Quelli che
presiedono al silenziamento del DNA non codificante proteine, circa il 98% del
genoma umano (il principale “attore” della composizione genomica), sono di par-
ticolare interesse poiche la loro azione nelle precocissime fasi dello sviluppo em-
brionale ¢ in grado di determinare il futuro differenziativo delle CS e quindi la
costituzione/composizione dei tessuti (ed organi) derivanti dai tre foglietti em-
brionali. Di particolare interesse ai fini del futuro differenziativo delle SE e quindi
a cascata delle CS somatiche e dei tessuti ed organi che andranno formandosi
sono i meccanismi preposti alla repressione degli elementi di DNA mobile, tra-
sposoni (i principali costituenti dell’attore DNA non codificante), che per loro
intrinseca natura rispondono ad un metabolismo del DNA capace di generare va-
riabilita. Gli elementi trasponibili, ben pit della meta del genoma umano, sono
“pezzi” di DNA che si copiano e si reinseriscono qui e la lungo tutto 1’asse della
fibra di cromatina. Sono dunque potenzialmente in grado di alterare le circuiterie
di controllo dell’espressione genica grazie ad inserzioni casuali in regioni quali i
promotori o repressori dei geni stessi creando cosi variabilita nella espressione dei
geni sotto controllo delle porzioni di DNA a significato regolativo che le incorpo-
rano. Gli elementi LINE-1s (Long INterspersed Element-1s) sono tra gli elemen-
ti mobili gli unici ancora attivi nell’autonoma replicazione all’interno del genoma
umano, continuamente capaci di espressione ed amplificazione delle 6-7 kilobasi
di DNA che li compongono. Nel genoma umano ne sono presenti circa 500,000
copie, il che ne fa circa il 20% dell’intero genoma indicandone la rilevanza nel
corso dell’evoluzione delle scimmie antropomorfe e dell’uomo (Marchetto et al.,
2013). Se da un lato risulta chiaro come questi elementi siano un fattore cruciale
dell’evoluzione del genoma umano (come sopra ricordato ne costituiscono circa il
20%), dall’altro ¢ ancora piu evidente il potenziale di alterazione della fisiologica
e regolare macchina molecolare alla base dello sviluppo embrionale e dell’omeo-
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stasi tissutale: la loro proliferazione, essenzialmente fuori controllo, pud infatti
risultare dannosa nel breve volgere del tempo ontogenetico sebbene rivelarsi fon-
te di variabilita genetica utilissima sull’orizzonte evolutivo filogenetico. E questo
un tipico tema di EVO-DEVO o addirittura come si ritiene oggigiorno di ECO-
EVO-DEVO vista la capacita di fattori ambientali (ecologici) di interferire con la
regolare espressione del genoma nel corso dello sviluppo embrionale, integrando-
si cia modificazioni epigenomiche. Queste considerazioni generali assumono un
significato di particolare rilievo quando si pensi al metabolismo degli elementi
mobili nelle cellule germinali e nei primi blastomeri originati dalle fasi precoci
della segmentazione. Risulta infatti evidente come qualsivoglia cambiamento nel-
la composizione/costituzione del genoma nelle primissime fasi dello sviluppo
embrionale andra parallelamente e proporzionalmente incontro ad una amplifica-
zione mano a mano che il numero di cellule dell’organismo andra aumentando
con lo sviluppo del corpo adulto. Come gia ricordato, nelle cellule dell’organismo
a partire dal momento di reimposizione dell’imprinting genetico (dalla blastocisti
al momento dell’impianto sino all’adulto) questi elementi finiscono sotto control-
lo della repressione esercitata dalla metilazione delle isole CpG ma nelle SE toti-
potenti (zigote, blastomeri delle primissime fasi della segmentazione e della mo-
rula) e pluripotenti (blastomeri del nodo embrionale) viene a mancare un tale
controllo di soppressione dell’amplificazione delle LINE-1s e puo quindi aprirsi
una finestra temporale all’interno della quale puo originarsi una notevole variabi-
lita, eterogeneita, di costituzione/composizione del genoma di queste CS (ciascu-
na singolarmente sede di fenomeni stocastici di amplificazione dei trasposoni) che
si riverbera amplificata nelle fasi successive dello sviluppo e quindi nel corredo
cellulare dell’organismo adulto. A rendere ancora piu efficaci le LINE1s nel gene-
rare variabilita genomica (comunque ben presenti con piu di 100 elementi attivi
nella retrotrasposizione e con ben piu di 40 di elementi LINE1s “altamente attivi”,
Beck et al., 2011) ¢ il fatto che esse forniscono la macchina enzimatica necessaria
alla trasposizione dei retroelementi non-autonomi come le SINEs (Short Inter-
spersed Nuclear Elements, il principale costituente essendo le ripetizioni Alu) e le
SVAs (SINE-VNTR) Variable Number Tandem Repeat - Alu, una composita fa-
miglia di ERE tipica degli ominidi): ed anche la trasposizione degli elementi SI-
NEs e SVAs ¢ un potente generatore di variabilita/eterogenita genomica cellulare.
Di pari passo a queste attivita del metabolismo degli acidi nucleici nel corso delle
prime fasi dello sviluppo embrionale avvengono anche cambiamenti su scala glo-
bale del genoma delle CS (di queste primissime fasi dello sviluppo embrionale),
cambiamenti che sono alla base delle diverse vie differenziative intraprese dalle
CS. Molti di questi cambiamenti sono regolati da alterazioni epigenetiche, il piu
delle volte dovute alla metilazione, del DNA. Le SE delle prime fasi embrionali si
presentano in diversi stati di pluripotenza (stato basale, o naive, e stato iniziale
delle CS dell’epiblasto, EpiSCs). E frutto di speculazione, per ora, ma & estrema-
mente suggestivo ritenere che queste condizioni derivino dalla asimmetria epige-
netica dei due genomi parentali (Burton e Torres-Padilla, 2014). I due genomi
parentali restano, nel topo, separati fisicamente all’interno della cellula uovo/zi-
gote prima dell’anfimissi ed a questo livello esibiscono un’alta asimmetria nei li-
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velli di composizione/costituzione del loro genoma. A questo livello, nella gran
parte dei Mammiferi, i due genomi vengono del tutto azzerati per quanto riguarda
le marcature epigenetiche (avviene una demetilazione estensiva) che tanto differi-
scono tra I'uno e ’altro (ad esempio per quanta riguarda la presenza di Citosine
metilate). Il genoma paterno risulta essere pill veloce di quello materno nel termi-
nare la demetilazione e questo fatto pare legato al rimpiazzo delle protamine con
gli istoni (di origine materna). L’alta eterogeneita cellulare per quanto riguarda la
composizione/costituzione del genoma delle cellule del nodo embrionale (le SE)
¢ risultata evidente alla analisi di trascrittomica effettuata su singole cellule (Ku-
rimoto et al., 2006) di topolini nella fase pre-impianto (blastocisti). Questo dato
sostiene I’ipotesi di un modello di specificazione delle linee di differenziazione
cellulare basato su una distribuzione a sale-e-pepe dei diversi progenitori (gia resi
eterogenei dai processi stocastici di amplificazione trasposonica sopra ricordati):
nel nodo embrionale sarebbero mescolate eterogeneamente le SE progenitrici del
primitivo endoderma e dell’epiblasto, il tutto rinforzato da una intrinseca stocasti-
ca variabilita tra cellula e cellula SE che agirebbe da rinforzo grazie a segnali an-
tagonistici tra cellule, segnali che sono sottesi al processo di differenziazione in
primitivo endoderma ed epiblasto (Rossant e Tam, 2009; Ohnishi et al., 2014) a
cui vanno incontro queste SE. Lo sviluppo dell’embrione preimpianto di mammi-
fero ¢ altamente regolativo, come la formazione di gemelli identici ¢ li a dimostra-
re, e cio significa che ciascuna cellula del nodo embrionale non ¢ pre-determinata
nella sua via citodifferenziativa. Ben diversa ¢ la situazione nella grande maggio-
ranza delle specie di non Mammiferi ove la via citodifferenziativa ¢ determinata
dalla distribuzione asimmetrica di determinanti citoplasmatici che vanno segre-
gando in modo asimmetrico tra le cellule figlie nel corso della segmentazione: si
pensi alle proteine del complesso PAR in Drosophila melanogaster e in Cae-
norhabditis elegans. La loro distribuzione corticale asimmetrica nell’oocita deter-
minera 1’asse antero-posteriore del futuro embrione. In contrasto con questo mec-
canismo, nel topo e nell’'uomo sino alla stadio di 8 blastomeri, ciascuna SE
rimane morfologicamente identica alle altre e pu0 dare origine a tutti i tipi di tes-
suti dell’embrione quando venga trapiantata in un altro embrione, integrandosi
perfettamente sotto il profilo differenziativo nel nuovo tessuto ospite (Johnson,
2009). E questa potenziale capacita di sviluppo (al di la delle interessanti conside-
razioni filosofiche sul concetto di “potenza”) a risultare il fatto biologico di mag-
giore difficolta (il motivo) per il quale ancora non si € riusciti a stabilire se blasto-
meri dello stadio precedente quello a 8 cellule presentino significative differenze
intra-cellulari capapci di determinare almeno in parte il loro destino differenziati-
vo prima della formazione della blastocisti. E possibile iniziare a mettere a fuoco
I’asimmetria nella costituzione cellulare della blastocisti a partire dallo stadio
della morula a 16 blastomeri quando si origina uno strato di blastomeri che viene
racchiuso da un’altro strato di blastomeri collocati pill esternamente: le cellule
dello strato interno tendono a formare le cellule del nodo embrionale (Ie SE) men-
tre quelle dello strato posto piu esternamente a formare le cellule del trofectoder-
ma. Comunque, i blastomeri ancora allo stadio di 16 cellule mantengono una alta
plasticita (sono SE pluripotenti) e non sono determinati (committed) ad alcuna
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specifica via di citodifferenziazione. Le cellule del trofectoderma vengono a de-
terminarsi pill precocemente rispetto a quelle del nodo embrionale; queste ultime
si differenziano in epiblasto embrionale e primitivo endoderma embrionale nel
succesivo ciclo di divisione cellulare. Le SE che si possono derivare dal nodo
embrionale a questo stadio di sviluppo mantengono comunque ancora la capacita
di differenziarsi in cellule del trofectoderma se opportunamente stimolate in col-
tura attraverso sia la repressione del fattore di trascrizione “octamer-binding tran-
scription factor 47, Oct4, oppure attraverso la espressione del fattore “caudal type
homeobox 27, Cdx2 (Niwa et al., 2005). Resta comunque cruciale al fine di un
regolare sviluppo embrionale il controllo esercitato sui potenziali generatori di
variabilita cellulare non-programmata, precisamente di quelli legati a processi
stocastici capaci di generare variabilita non-controllata, quelli legati dunque alla
creazione di variabilita genomica. Diversi lavori hanno analizzato il metabolismo
delle sequenze LINE-1s sia sotto il profilo di generatore di variabilita genetica nei
processi di speciazione ed in quelli filogenetici (si veda il lavoro del gruppo C.A.
Redi, Rebuzzini et al., 2009) sia sotto il profilo di generatori di variabilita cellula-
re. In un recentissimo lavoro, a questo riguardo, il gruppo di Didier Trono della
scuola del Politecnico Federale di Losanna (Castro-Diaz et al., 2014) hanno mes-
so in evidenza alcuni dei meccanismi attivi nelle SE delle prime fasi di sviluppo
per “silenziare” i processi di amplificazione dei trasposoni (si rimanda alla estesa
bibliografia di questa lavoro per un’analisi dettagliata dei lavori gia pubblicati).
Risulta cosi che delle proteine capaci di agire come repressori dei trasposoni,
dette KAP1 (KRAB [KRiippel-Associated Box domain]-Associated Protein 1) il
principale cofattore delle proteine KRAB-ZFPs (KRAB-containing Zinc Finger
Proteins) gia note per la capacita di restrizione della trascrizione di retrovirus en-
dogeni, sono in grado di restringere la trascrizione di alcuni specifici elementi
LINEls ed in particolare di quelli entrati nel genoma umano tra i 26.8 ed i 7,6
milioni di anni fa. E qui necessario ricordare che il metabolismo degli elementi
LINEls ¢ assai paradigmatico dei processi darwiniani di evoluzione ! Una volta
stabilitisi all’interno di un genoma, i trasposoni LINE1s continuano a moltiplicar-
si autonomamente sino a che il genoma ospite non evolve un sistema “di difesa”
capace di inibire la trascrizione di quelle sequenze di DNA che compongono quel-
lo specifico elemento LINE1s; a sua volta quegli elementi LINE1s, od altri nuovi,
mutando arricchiscono il repertorio (quali- e quantitativo) del genoma ospite tor-
nando a moltiplicarsi grazie al fatto che le sequenze di DNA mutate non vengono
pit riconosciute e silenziate dalle proteine KAP1. A ciascun tempo evolutivo un
singolo elemento LINE] ¢ attivo e determina un “lineage” di migliaia di copie che
vanno amplificandosi prima di essere silenziate (e rimpiazzate da nuove copie
originanti da un nuovo elemento LINEI attivo) sotto la pressione selettiva dei
fattori di restrizione della trascrizione del genoma ospite, fattori di restrizione
della trascrizione che sono particolarmente attivi nel silenziare gli elementi LINE1
nel corso delle primissime fasi dello sviluppo embrionale (nelle SE).

E questa una dinamica evolutiva tipica, ad esempio, della evoluzione della relazio-
ne ospite-parassita o della evoluzione della riproduzione per sessualita-asessua-
lita; in altri termini € una dinamica non nuova in termini di filosofia della Biolo-
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gia evolutiva. Le interazioni dinamiche tra genoma ospite e trasposoni silenziati
non vengono qui considerate sebbene di grande interesse al fine della espressione
fenotipica di caratteristiche fisiologiche della cellula, caratteristiche non basate
sulla espressione di geni ma sulle propieta biofisiche che la cellula acquisisce
ospitando un genoma di una particolare composizione/costituzione (Redi e Ca-
panna, 2012). Risulta cosi che le proteine KRAB-ZFPs sono in grado di ricono-
scere specificatamente delle sequenze specifiche di alcuni elementi LINE-1s ed
il legame cosi stabilito determina 1’arruolamento delle proteine KAP1 capaci di
prevenire la trascrizione dei trasposoni. Questi fenomeni risultano complicati, per
una loro generalizzazione, dal fatto che paiono essere specifici per il tempo evolu-
tivo della comparsa delle diverse famiglie di LINEs. Infatti, nelle SE dell’uomo,
il knockdown di KAP1 induce I’espressione delle LINE1s regolate da (legate a)
KAPI1 ma non esercita alcun effetto sulle (evolutivamente) pit giovani LINEs.
Queste ultime vengono invece stimolate dalla deplezione della DNA-metiltransfe-
rasi il che sostiene 1’idea che sia una circuiteria PIWI-piRNA (PIWI-interacting
RNA) quella che regola (silenziando) le LINE1s nelle SE: in altri termini, il con-
trollo (silenziamento) delle LINEIs che emergono come evolutivamente nuove
nelle SE delle primissime fasi dello sviluppo embrionale sarebbe esercitato da
sistemi di metilazione del DNA prima che repressori proteici del tipo KAP1 si
vengano selezionando. E ragionevole ritenere che nel tempo evolutivo necessa-
rio alla selezione di proteine KAP1 specifiche per le nuove sequenze LINEls, il
genoma ospite eserciti un’azione di blocco per intervalli: prima dell’evoluzione
di un sistema altamente specifico (proteine KAP1s), i piccoli RNA (microRNAs)
possono attivare i meccanismi epigenetici della metilazione del DNA comunque
capace di silenziare i trasposoni LINE-1s. Questo suggerimento trova sostegno
nella dimostrazione di Narvaiza e Gage (2013) che microRNA della famiglia piR-
NA sono in grado di sopprimere la attivita degli elementi LINE1s evolutivamente
piu giovani delle SE pluripotenti umane.
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Lo sviluppo embrionale ed il successivo ringiovanimento dei tessuti adulti & re-

golato da una popolazione di cellule staminali che, auto-rinnovandosi, agiscono

come guardiani dell’integrita di tessuti e organi, regolando la durata della vita di

un organismo adulto. In medicina rigenerativa, le cellule staminali pluripotenti

(PSC) vengono considerate le cellule pill importanti, ovvero caratterizzate sia in

vivo che in vitro grazie alla abilita di:

e originare le cellule dei tre foglietti embrionali, ecto, endo e meso-derma;

* completare lo sviluppo embrionale pre-impianto con la formazione della bla-
stocisti;

» formare teratomi in modelli animali come prova definitiva della loro caratteri-
stica pluripotenza.

Durante lo sviluppo embrionale, le PSC si originano dalla cellula staminale toti-

potente per eccellenza, ovvero lo zigote e durante le successive fasi dello sviluppo

colonizzano la massa cellulare interna (ICM, Inner Cell Mass), da cui si originera

I’embrione vero e proprio. Le PSC isolate dalla ICM possono essere espanse in

vitro come cellule staminali embrionali, ESC (Embryonic Stem Cells). Dopo la

gastrulazione, quasi tutte le cellule perdono la loro caratteristica di pluripotenza e

divengono “committed” (irreversibilmente impegnate) verso un destino cellulare

ben piu definito e specializzato per poi assumere caratteristica multi- e uni-poten-

te nell’adulto. Molte ricerche stanno tuttavia concentrando la loro attenzione sulla

possibile presenza di cellule staminali dotate di caratteristica pluripotente anche

nei tessuti/organi adulti. Potenziali PSC sono state infatti descritte e isolate come:

* cellule progenitrici multipotenti adulte;

* cellule staminali adulte multipotenti;

e “unrestricted” cellule staminali somatiche;

* cellule adulte isolate dal midollo e “multilineage inducibile”;

* “multilineage differentiating stress-enduring stem cells”.

E verosimile pensare che molte delle cellule riportate in questo elenco, corrispon-

dano, in realta, allo stesso tipo cellulare.

14° Corso di formazione avanzata, 12-15 maggio 2015
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Dati pit importanti a favore della presenza di cellule staminali con caratteristica
pluripotente nei tessuti adulti e non, derivano da studi condotti sul midollo osseo,
sul fegato fetale, sull’ovario e sul cordone ombelicale, sia umani che murini. Que-
ste cellule, chiamate VSELs (Very Small Embryonic-like stem cells), esprimono
caratteristiche morfologiche (rapporto nucleo-citoplasma a favore del primo con
grandi nuclei eucromatici) e molecolari (espressione dei marcatori SSEA-1, Oct4,
Nanog) tipiche delle cellule embrionali staminali. Si pensa che le VSELSs si ori-
ginino nei tessuti in via di formazione durante le prime fasi della gastrulazione,
sopravvivano nell’organismo adulto e abbiano un ruolo importante nel turn-over
delle cellule staminali “committed, impegnate” nella formazione di un definito
tipo cellulare.

Le VSELs, isolate da midollo osseo, cervello, fegato, cuore, rene ed analizzate
al FACS (Fluorescence-activated cell sorter), rappresentano una popolazione di
cellule rare, positive o negative a determinati antigeni di superficie, quali Sca-1*
Lin- CD45 mentre quelle isolate dal sangue periferico e dal cordone ombelicale
sono tipicamente CD133* CXCR4*Lin CD45". Le VSELs hanno una dimensione
ridotta, circa 3-6um di diametro e sono positive per i marcatori della pluripotenza
Oct4, Nanog, SSEAT1 (nel topo) o SSEA4 (nell’'uomo; Kucia et al., 2006). Dopo
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Fig. 1 - Meccanismo di mobilizzazione delle VSELs in seguito ad infarto del miocardio.
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circa 15 giorni in coltura in temperatura e umidita controllate, queste cellule sono
in grado di formare cisti embrioidi, del tutto paragonabili ai corpi embrioidi otte-
nibili dalla coltura di ESC. Le sfere embrioidi risultano essere formate da cellule
staminali “primitive” che sono in grado di formare 1 tre foglietti embrionali se
coltivate in determinati ed appropriati terreni di coltura (Kucia et al., 2006).

In modelli animali portatori di diverse patologie come ad esempio lo stroke ische-
mico e I’infarto, si ¢ visto come le VSELs vengano mobilizzate nel sangue perife-
rico e siano in grado di rigenerare 1’organo danneggiato (Fig. 1).

L’ischemia miocardica induce I’aumento di espressione di citochine (LIF), che-
mochine (SDF-1), fattori di crescita (VEGF, HGF) ed il rilascio di fosfolipidi
nella zona di confine dell’infarto. L’ aumentata espressione di tutti questi fattori
¢ responsabile del rilascio delle VSELs dalla nicchia del midollo osseo e la loro
successiva sedimentazione a livello del danno ischemico. Il rilascio delle VSELSs
dalla nicchia del midollo osseo ¢ orchestrato dalla espressione di metalloprotei-
nasi e dal rilascio di fosfolipidi. Nel sangue periferico di un individuo adulto, le
VSELSs sono molto rare ma dopo ischemia queste cellule vengono rapidamente
messe in circolo e I’espressione di marcatori di pluripotenza cosi come i marca-
tori specifici per le cellule di tipo cardiaco, muscolare e neuronale risulta molto
elevata (Vojakowski et al., 2011).

Very Small Embryonic-like stem cells: storia e prospettive future

Una decina di anni orsono, Marius Ratajczak ¢ stato il primo ad aver isolato una
popolazione di cellule embrionali-simili nel midollo osseo murino (Kucia et al.,
2006), scatenando perd dubbi ed incertezze in una parte del mondo scientifico che
si interroga tutt’ora riguardo alla loro reale esistenza (Abbot 2013; Ratajczak et
al., 2014). Gli studi condotti dal prof. Ratajczak e collaboratori hanno permesso,
inizialmente, di purificare una popolazione omogenea di cellule rare quiescenti
(0,02% di cellule mononucleate del midollo osseo) Sca-1* Lin CD45, negative
per 1 marcatori delle cellule ematopoietiche (MHC, HLA-DR) e mesenchimali
(CD90, CD105, CD29°), di dimensione ridotta (diametro di 3-5 um), aventi un
grande nucleo costituito da eucromatina e con la capacita di formare neurosfere in
coltura. Inoltre, queste cellule, hanno mostrato positivita per i marcatori specifici
delle ESC (Mvh, Stella, Fragilis, Nobox, Hdac6), per i marcatori di pluripotenza
(Rex1, Nanog, SSEAL1, KIf4), nonché la capacita di differenziarsi nelle cellule
dei tre foglietti embrionali. A differenza delle ESC, tuttavia, non sono in grado di
formare teratomi se iniettate in topi immunodeficienti.

Per tutte queste caratteristiche sono state dunque chiamate Very Small Embryo-
nic-Like stem cells e Ratajczak e collaboratori hanno ipotizzato che queste cellule
si depositano nel midollo osseo durante le primissime fasi dello sviluppo e che,
per le loro caratteristiche di pluripotenza possono essere delle valide candidate per
possibili impieghi in medicina rigenerativa.

Il gruppo guidato da Ratajczak ha inoltre identificato le VSELSs nel sangue del cor-
done ombelicale come cellule CXCR4*CD34+*CD133*Lin" CD45-, positive anche
per Oct4 e SSEA-4 (Kucia et al., 2007; Zuba-Surma et al., 2011b).
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Un altro gruppo, coordinato da Deepa Bhartiya ha mostrato per la prima volta la
presenza di VSEL in situ, all’interno della loro nicchia nell’ovario di donne in
perimenopausa e nel testicolo di pazienti malati di cancro alla prostata (Bhartiya
etal., 2012). Le VSELs sono state individuate insieme alle cellule epiteliali super-
ficiali come popolazione di cellule localizzate nell’ovario e, nel testicolo, come
la popolazione cellulare sita nello strato basale della membrana basale dei tubuli
seminiferi. VSELs sono state individuate anche nell’ovario di topo, coniglio, pe-
cora e scimmia, sempre dal gruppo coordinato da D. Bhartya.

Anche il gruppo di Danova-Alt et al. (2012) ha isolato dal sangue cordonale una
popolazione cellulare CXCR4* Lin- CD45 negativa pero all’espressione dei geni
per la pluripotenza. Si pensa che queste cellule siano state erroneamente definite
VSELs poiché gli autori non hanno considerato 1’analisi di altri parametri caratte-
ristici di questo tipo cellulare, quali la grandezza e il numero totale.

La questione fondamentale riguardante la biologia delle VSELSs riguarda il loro
possibile ruolo in vivo. La presenza di cellule pluripotenti e quiescenti nei tessuti
adulti fa pensare che il ruolo di queste cellule sia cruciale nel riparare i tessuti
danneggiati in riposta a danni dovuti a diversi tipi di patologie e/o che possano
servire come riserva cellulare o precursori cellulari per le cellule staminali adulte
lineage-restricted. Le evidenze ad oggi disponibili riguardo la caratteristica di plu-
ripotenza delle VSELs, suggeriscono che queste cellule possono essere in grado
di differenziarsi nei tre foglietti embrionali, ecto-endo-mesoderma non solo in
vitro ma anche in vivo sebbene evidenze sperimentali a supporto di questa ultima
teoria siano ancora da verificare. Un’altra caratteristica assai importante ¢ che le
VSELs mostrano una alta eterogeneita. Infatti, come gia sottolineato, solo 1’11-
41% di VSELs (in dipendenza dell’organo da cui vengono isolate), esprimono
Oct4 (Zuba-Surma et al., 2008b) e I’analisi delle librerie geniche ottenute da 20
VSELSs, ne rivela tre tipi differenti: embrionali staminali simili, epiblasto simili e
Oct4-enriched (Shin et al., 2012). Questo spiega la possibilita che vi siano diverse
sottopopolazioni di VSELSs con diversi potenziali e che solo una di esse (o magari
nessuna) sia in grado di formare le cellule costituenti i tre foglietti embrionali. Sa-
rebbe inoltre interessante capire se le VSELs siano in grado di formare gameti in
vivo. Sulla base di studi condotti dal 2012 ¢ emerso che le VSELSs sono costituite
da una sottopopolazione di cellule che esprimono alti livelli di Stella e Prdm14,
geni specifici per la linea germinale (Shin et al., 2012). Presumibilmente, questa
popolazione cellulare ¢ pitu simile alle cellule germinali primordiali (PGCs), ri-
spetto alle VSELs.

Non ¢ ancora chiaro se nei tessuti adulti le VSELSs risiedono in una specifica nic-
chia, quali sono, eventualmente, i tipi cellulari costituenti la nicchia stessa e come
la nicchia possa agire nel determinare il differenziamento tissutale. Se si potesse-
ro localizzare le VSELs in vivo grazie all’utilizzo di un costrutto formato da un
reporter fluorescente associato ad un promotore (e.g. Stella, H2B-GFP or Oct4-
H2B-GFP), si potrebbe, ad esempio, identificare la esatta localizzazione di que-
ste cellule nella nicchia del midollo osseo, essendo le VSELSs isolate dalla parte
centrale del midollo presumibilmente diverse da quella della zona sub endostale
(Taichman et al., 2010).
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In vitro, il fenotipo quiescente delle VSELs e I’apparente blocco del ciclo cellula-
re non possono essere superati esponendo le cellule in coltura a fattori di crescita,
per questo motivo sono necessarie ulteriori analisi; in vivo, invece, potrebbe es-
sere data dall’esposizione a fattori di inibizione, all’assenza di fattori stimolanti
o da entrambi. Sempre in vivo, le VSELs entrano nel ciclo cellulare dopo espo-
sizione, ad esempio, ad irradiazione, suggerendo che, almeno nel midollo osseo,
segnali indotti da stress possono indurre la proliferazione delle VSELs. Un altro
parametro che rimane da studiare ¢ se questa proliferazione implica realmente un
rinnovamento o un differenziamento cellulare poiché la natura dei fattori in grado
di indurre entrambi ¢ difficile da valutare sperimentalmente.

Un altro aspetto importante della biologia delle VSELs ¢ capire la loro reale origi-
ne. In seguito a determinati livelli di metilazione ed espressione di alcuni specifici
geni imprintati, ¢ stato ipotizzato che le VSELSs siano collegate alle PGCs e che
si formino da una sottopopolazione delle cellule staminali dell’epiblasto. Anche
in questo caso, studi di lineage tracing sarebbero necessari per definire 1’esatta
origine di queste cellule.

Sebbene molte caratteristiche debbano ancora essere svelate, le VSELs rappre-
sentano una alternativa terapeutica all’utilizzo delle ESC in medicina rigenerativa
e lo sforzo di tutti i gruppi di ricerca coinvolti nello studio di queste cellule do-
vrebbe convergere nella stesura di protocolli condivisi per lo svolgimento di trials
clinici volti all’impiego delle VSELSs nella cura di diverse tipi di patologie.
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Stem cell aging, clonal hematopoiesis
and myelodysplastic syndromes
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This paper will examine the genetic basis of myelodysplastic syndromes (MDS)
and discuss recent advances in our understanding of age-related clonal hemato-
poiesis, which derives from somatic mutations that occur in hematopoietic stem
cells with aging and predisposes to myeloid neoplasm, including MDS.

We have reviewed the genetic basis of MDS and its clinical relevance in Blood
(1): the reader is therefore referred to this open access review article for more
detailed information, while the current article summarizes the crucial points only.
As such, this article must be considered an acceptable secondary publication in-
tended to disseminate important information to the widest possible audience, in
agreement with the criteria of the International Committee of Medical Journal
Editors (ICMIE, http://www.icmje.org/publishing_d.html).

Pathophysiology of MDS

Myelodysplastic syndromes are clonal hematopoietic stem cell disorders charac-
terized by cytopenia, myelodysplasia, ineffective hematopoiesis, and increased
risk of progression to acute myeloid leukemia (AML) (2). The current diagnostic
approach to MDS includes peripheral blood and bone marrow morphology to
evaluate abnormalities of peripheral blood cells and hematopoietic precursors,
bone marrow biopsy to assess marrow cellularity, fibrosis and topography, and
cytogenetics to identify non-random chromosomal abnormalities (3). Based
on these parameters, MDS are currently categorized according the 2008 World
Health Organization (WHO) (2, 4).

Our working model of the pathophysiology of MDS is reported in Figure 1. As
demonstrated by Walter et al. (5) through studies of whole genome sequencing,
the vast majority of myeloid precursors (i.e., immature red cells, granulocytic/
monocytic precursors, and megakaryocytes) are clonally derived in MDS. The
myelodysplastic clone originates from the occurrence in an immature hematopoi-
etic stem cell of a somatic mutation that provides survival and growth advantage:
typically this founding mutation involves genes of RNA splicing or DNA meth-
ylation (1). During the natural course of the disease, the acquisition of additional
driver mutations leads to formation of subclones of hematopoietic cells with fur-
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Fig. 1 - Schematic representation of our current understanding of the pathophysiology of myelodysplastic
syndromes. In this example, the founding driver mutation is assumed to occur in a hematopoietic cell loca-
ted in the bone marrow of the right ilium, and the sternum is shown to illustrate the concept of mutated stem
cell migration through peripheral blood. Reproduced from Cazzola et al. (1).

ther impaired differentiation and/or maturation capacity: the proportion of blast
cells progressively increases over time, and overt AML eventually develops.

Recurrent chromosomal abnormalities and somatic gene mutations in MDS

Recurrent chromosomal abnormalities are detected in about half of patients with
MDS (6), and the most common aberrations include del(5q), trisomy 8, del(20q),
and monosomy 7 or del(7q) (6-8). While most of these abnormalities are second-
ary genetic events, the isolated del(5q) of the 5q- syndrome represents a founding
event, involving haploinsufficiency for RPS/4 and miR-145 (9-11).

Our understanding of the molecular basis of MDS has improved dramatically in
the last 5 years as a result of a few fundamental studies (12-20). A list of the most
common recurrently mutated genes in patients with MDS or myelodysplastic/
myeloproliferative neoplasm (MDS/MPN) is reported in Table 1. Somatic gene
mutations are found in the vast majority of MDS patients but only 6 genes (TET2,
SF3B1,ASXLI, SRSF2, DNMT3A, and RUNXI) are consistently mutated in 10%
or more MDS patients. The driver genes whose mutations are responsible for
MDS are frequently mutated also in other myeloid neoplasms, including AML
and myeloproliferative neoplasms.
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Tabella 1 - Recurrently mutated driver genes in patients with myelodysplastic syndrome or myelodysplas-
tic/myeloproliferative neoplasm*.

Biological pathways Clinical relevance of mutant gene including prognosis

& genes

RNA splicing

SF3BI Strictly associated with ring sideroblasts phenotype,
associated with good overall survival and low risk of leukemic
evolution

SRSF2 Mainly found in MDS subtypes characterized by multilineage
dysplasia and/or excess blasts, co-mutated with TET2 in chronic
myelomonocytic leukemia, associated with poor overall survival
and high risk of leukemic evolution

U2AF1 Mainly found in MDS subtypes characterized by multilineage
dysplasia and/or excess blasts, associated with high risk of leu-
kemic evolution

DNA methylation

TET2 Found in all MDS subtypes, high mutation frequency (50-60%) in
chronic myelomonocytic leukemia, may predict response to hy-
pomethylating agents

DNMT3A Found in all MDS subtypes, co-mutated with SF3B/ in refractory

anemia with ring sideroblasts, associated with unfavorable clinical
outcome

Histone modification

ASXLI

Mainly found in MDS subtypes characterized by multilineage
dysplasia and/or excess blasts, high mutation frequency (40%) in
chronic myelomonocytic leukemia, associated with unfavorable
clinical outcome in all myeloid neoplasms

EZH2 Mainly found in MDS subtypes characterized by multilineage
dysplasia and/or excess blasts, associated with unfavorable clin-
ical outcome in all myeloid neoplasms

Transcription

RUNX1 Mainly found in MDS subtypes characterized by multilineage
dysplasia and/or excess blasts, associated with unfavorable clin-
ical outcome

BCOR Associated with poor prognosis

DNA repair control

TP53

Associated with advanced disease and complex karyotype, mu-
tated in 20% of patients with MDS with del(5q), involves poor
overall survival and high risk of leukemic evolution, may predict
poor response to lenalidomide in MDS with del(5q)

Cohesin

STAG?2

Mainly found in MDS subtypes characterized by multilineage
dysplasia and/or excess blasts, mutated in about 10% of patients
with AML

RAS pathway
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CBL Found in different MDS subtypes, associated with juvenile myel-
omonocytic leukemia in children
NRAS/KRAS Found in different MDS subtypes, associated with juvenile myel-

omonocytic leukemia in children

DNA replication

SETBP1 Found in 25% of patients with atypical chronic myeloid leukemia
and in subsets of patients with advanced MDS or chronic myel-
omonocytic leukemia, associated with poor overall survival and
high risk of leukemic evolution

Receptors

CSF3R Strictly associated with chronic neutrophilic leukemia, found in a
subset of patients with aCML

*Information is from Cazzola et al. (1).

Genotype/phenotype relationships have been defined (1). In particular, SF3B1
mutation appears to be strictly associated with refractory anemia with ring sid-
eroblasts with or without marked thrombocytosis (16, 21, 22), the combination of
SRSF2 and TET2 mutation with chronic myelomonocytic leukemia (22, 23), and
activating CSF3R mutation with chronic neutrophilic leukemia (19).

Fig. 2 - Relationship between age-related clonal hematopoiesis and development of a myeloid neoplasm.



28 CELLULE RARE CIRCOLANTI

Age-related clonal hematopoiesis and the emergence of neoplastic blood-cell
clones with aging

Recent studies suggest that the development of MDS reflects the occurrence of
somatic mutations in hematopoietic stem cells with aging.

Xie et al. (24) studied 2,728 individuals from the Cancer Genome Atlas (patients
with solid tumors) and discovered 77 blood-specific mutations in genes known to
be associated hematologic malignancies. Somatic mutations we associated with
advanced age, and most of them were from genes known to be mutated in myeloid
neoplasms (DNMT3A, TET2, JAK2, ASXL1, TP53, BCORLI and SF3BI).
Similar observations have been recently reported in 2 articles in the New England
Journal of Medicine. Genovese et al. (25) analyzed whole-exome sequencing data
from DNA in the peripheral-blood cells of 12,380 persons who were unselected
for hematologic phenotypes. They detected clonal hematopoiesis with somatic
mutations in 10% of persons older than 65 years of age. Clonal expansions most
frequently involved somatic mutations in three genes (DNMT3A, ASXLI and
TET?2) that are typically mutated in MDS and other myeloid neoplasms, and clon-
al hematopoiesis represented a strong risk factor for subsequent hematologic ma-
lignancies. Jaiswal et al. (26) analyzed whole-exome sequencing data from DNA
in the peripheral-blood cells of 17,182 persons and looked for somatic mutations
in 160 genes that are recurrently mutated in hematologic malignancies. Detect-
able somatic mutations rose in frequency with age, and the majority of the vari-
ants occurred in DNMT3A, TET2, and ASXLI. Again, the presence of a somatic
mutation was associated with an increase in the risk of hematologic malignancy.
In conclusion, as schematically represented in Figure 2, normal aging confers a
predisposition to development of age-related clonal hematopoiesis, and this latter
in turn involves a high risk of development of MDS or other myeloid neoplasms
(27).
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Riprogrammazione genetica:
proprieta delle singole cellule

Manuela Monti

Centro Ricerche di Medicina Rigenerativa, Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo, Pavia

Una delle pit promettenti linee di ricerca sulla riprogrammazione genetica delle
cellule ¢ quella della diretta conversione di un tipo cellulare in un altro tipo, con-
versione ottenuta grazie alla espressione forzata di specifici fattori di trascrizione
in dipendenza del tipo cellulare desiderato (Hanna et al., 2010).

Il primo esempio di conversione di identita cellulare diretta senza passare da uno
stato di pluripotenza staminale ¢ stato quello ottenuto nel 1989 da Harold Wein-
traub con la scoperta del fattore “miogenico” MyoD identificato nel corso di espe-
rimenti sullo sviluppo del muscolo. Il solo MyoD ¢ in grado di riprogrammare
tutta una serie di diversi tipi di linee cellulari in cellule multinucleate muscolari,
in miotubi. Dal tempo dell’esperimento di Weintraub i ricercatori sono riusciti ad
ottenere altre conversioni dirette trasformando, ad esempio, cellule del pancre-
as esocrino in cellule endocrine o epatociti; linfociti B in macrofagi; fibroblasti
in neuroni, cardiomiociti, epatociti. Oggi sappiamo che i fattori di trascrizione
impiegati per ottenere queste conversioni dirette non solo “accendono” specifici
gruppi di geni ma nel contempo ne “spengono” atri cosl da ottenere un nuovo e
stabile repertorio di geni attivi e silenti.

Queste conversioni dirette sono di grande interesse per la medicina poiché per-
metterebbero di trattare tante patologie, si pensi ad esempio alla possibilita di
trattare il diabete (guarendo i pazienti, non solo alleviando i sintomi come si puo
fare oggi con la somministrazione dell’insulina, che non cura il diabete, lo con-
trolla), convertendo delle cellule esocrine del pancreas in cellule endocrine capaci
di produrre insulina. Il trapianto di insule pancreatiche ¢ oggi una realta di succes-
so ma purtroppo il numero di donatori € molto limitato rispetto al bisogno clinico:
la produzione di cellule B potrebbe risolvere questa drammatica situazione e se
la conversione diretta riguardasse le stesse cellule del paziente si potrebbero evi-
tare tutte le problematiche relative al rigetto immunitario delle cellule trapiantate.
La relativa facilita di ottenere cellule pancreatiche da cellule del fegato o quella
di ottenere cardiomiociti da fibroblasti cardiaci induce a ritenere che la comu-
ne origine embriologica dei tessuti possa essere un elemento di facilitazione per
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la riprogrammazione genetica o, detto in altri termini, pilu i tessuti sono lontani
embriologicamente nella loro derivazione dai tre foglietti embrionali e piu diffi-
cile sara ottenere riprogrammazione genetica tra di loro. Comunque sia, i recenti
successi nell’ottenere riprogrammazioni dirette mettono in chiaro che & possibile
superare qualunque barriera di derivazione embriologica fatto salvo che vengano
impiegati fattori di trascrizione sufficientemente “potenti” o in alti dosaggi. E
di rilievo capire che la riprogrammazione non rappresenta semplicemente una
accensione di un certo repertorio di geni da parte dei fattori di trascrizione intro-
dotti. I fattori di trascrizione impiegati hanno di norma un certo numero di geni
(che presiedono allo specifico stato differenziato che si vuole ottenere grazie alla
riprogrammazione) bersaglio, ma quei geni si esprimono sino al momento in cui
1 fattori di trascrizione sono presenti; una volta persi, il fenotipo cellulare ripro-
grammato reverte a quello originario.

Una reale e robusta riprogrammazione prevede ’acquisizione di uno stato irrever-
sibile del nuovo fenotipo, capace di persistere a dispetto della perdita dei fattori
di trascrizione che hanno provocato la riprogrammazione. Nel caso delle iPS (in-
duced Pluripotent Stem cells) non vi ¢ dubbio che la riprogrammazione ¢ robusta
ed efficace: se ne ha infatti la prova dal fatto che queste cellule sono capaci di
crescere in coltura in modo illimitato ed il loro fenotipo ¢ stabile nel tempo. Con
la riprogrammazione diretta risulta invece piu difficile assicurarsi che la espres-
sione dei geni riprogrammati si mantenga permanente; ¢ bene ricordare pero che,
sebbene raramente, in vivo accadono eventi di trasformazione cellulare (si pensi
alla trasformazione neoplastica) e dunque la abilita nel riprodurre artificialmente
questi eventi offre un potente mezzo per pensare nuove strategie terapeutiche.
Uno dei pit promettenti campi di ricerca della funzione staminalita & quello ri-
volto a identificare le molecole che nel citoplasma dell’ oocita assicurano la ripro-
grammazione genetica dei nuclei terminalmente differenziati: in altre parole un
promettente campo di ricerca ¢ la dissezione molecolare del citoplasto animale. I
risultati di queste ricerche saranno capaci di avanzare le nostre conoscenze sulle
primissime fasi di sviluppo embrionale (transizione materno - zigote e zigote -
morula) e di assicurare tecniche per la produzione di cellule embrionali staminali
(ES) senza incorrere nelle problematiche di tipo etico - normativo - proibitive.
Questa previsione deriva da alcuni lavori pubblicati in questi ultimi anni. E dun-
que ¢ ancora una volta necessario procedere lungo I’asse temporale e riprendere
la riflessione dalla produzione di cellule staminali paziente-specifiche grazie alla
tecnica della clonazione terapeutica: esattamente la stessa tecnica di trasferimen-
to di nuclei alla base della clonazione riproduttiva con la sola differenza che lo
sviluppo dell’embrione ricostituito viene bloccato nelle fasi preimpianto per poter
derivare cellule staminali paziente-specifiche. Questa proposizione teorica ¢ oggi
vicina al raggiungimento del traguardo paradossalmente proprio quando & ragio-
nevole ritenere che sara ben presto superata. L’ ottenere cellule staminali paziente-
specifiche pare infatti ben piu agevole, e privo di implicazioni etiche, seguendo
due linee di ricerca che portano al medesimo risultato. L’una si declina nel tenta-
tivo di trovare citoplasti naturali di specie ad alta produzione di oociti (coniglio,
mucca, maiale e altri animali da macello) o citoplasti artificiali e sintetizzati a
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partire dalle conoscenze su quelli naturali, citoplasti basati sull’utilizzo di singole
molecole capaci di revertire il programma genetico. L’altra linea si identifica con
la possibilita di trasfettare cellule somatiche con quei pochissimi fattori che sap-
piamo sostenere la pluripotenza delle cellule staminali.

Per quello che riguarda I’'impiego dei citoplasti naturali € di interesse ricordare
quanto gia scritto nel rapporto Dulbecco (28 dicembre 2000, ministero della Sani-
ta): Relazione della Commissione di Studio sull’utilizzo di Cellule Staminali per
Finalita Terapeutiche.

Nell’esaminare le tecniche di derivazione di cellule ES autologhe assumiamo qua-
le scopo finale esclusivo quello di sviluppare metodologie per I’ottenimento di
cellule per il trattamento di pazienti. In breve, si tratta di riprogrammare il nucleo
di cellule somatiche prelevate dal paziente, tramite il contatto con il citoplasma di
un oocita. Nella pubblicistica contemporanea questa procedura & stata chiamata
clonazione terapeutica, un termine, di fatto, chiaramente opinabile. Infatti, un oo-
cita ricostituito con il nucleo di una cellula somatica adulta non puo considerarsi
uno zigote in senso classico, in quanto non deriva dall’unione di due gameti. A ri-
prova di cio sta il fatto che 1’oocita cosi ricostituito non da spontaneamente luogo
allo sviluppo embrionale, poiché cio pud avvenire solo grazie a stimolazioni arti-
ficiali che lo forzano a svilupparsi in blastocisti. Solo poche tra queste blastocisti
hanno I’effettiva capacita di formare un embrione e quindi un feto se trasferite in
utero. Si noti che I’oocita ricostituito puo, invece, essere indotto a proliferare ed
incanalarsi verso la formazione delle sfere embrioidi (non di blastocisti) la cui
differenziazione puo essere indirizzata verso specifici stipiti cellulari. Quindi, in
ultima analisi, I’oocita ricostituito con il nucleo di una cellula somatica del pa-
ziente ¢ assai piu simile ad una potenziale forma di espansione cellulare (per via
asessuata) del paziente stesso, analoga a quella gia oggi praticata quando prelievi
bioptici di derma vengono amplificati per la produzione di “cute artificiale”, tecni-
ca preziosa nella terapia dei grandi ustionati. Infatti, il processo per cui il nucleo di
una cellula somatica, trovandosi nel citoplasma dell’oocita, riacquista le capacita
di cellula staminale non ¢ molto dissimile da quelli che si attuano quando cellule
normalmente quiescenti prelevate dal corpo di un paziente adulto vengono indotte
a proliferare in vitro stimolandole con “fattori di crescita”. E percio prevedibile ed
auspicabile che la attuale dipendenza dagli oociti di donna possa venire rimpiaz-
zata da tecniche che prevedono I’impiego di estratti citoplasmatici di altre specie
animali, o citoplasti prodotti artificialmente, cosi da poter effettuare in provetta la
riprogrammazione genetica dei nuclei delle cellule somatiche. Prevenendo pos-
sibili pressioni sulla salute della donna (come ricordato dal recente documento
europeo Ethical Aspects of Human Stem Cell Research and Use), tale approccio
risulta particolarmente interessante.

Purtroppo le auspicate ricerche sui citoplasti non sono mai state finanziate.

La rimozione della memoria epigenetica al fine di ottenere riprogrammazioni ge-
netiche in modo altamente efficiente ¢ il campo di intense ricerche. Diverse sono
le strategie impiegate, dall’analisi comparata della costituzione del citoplasma di
oociti di diverse specie (Byrne, Awe, 2013) alla ricerca di fattori oocitari candidati
alla riprogrammazione (CORF, Candidate Oocyte Reprogramming Factors) sino
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all’uso di piccole molecole proteiche (per una review, Federation et al., 2014).
Di recente il “padre” di Oct4, Hans Scholer (Max Planck Institute for Molecu-
lar Biomedicine, Miinster, Germania) con il gruppo di Shoukhrat Mitalipov (Di-
vision of Reproductive and Developmental Sciences, Oregon National Primate
Research Center, Oregon Health & Science University, Beaverton, Oregon, usa)
ha dimostrato che i citoplasti degli embrioni a due cellule nella fase di interfase
mitotica si comportano come un potente riprogrammatore genetico (Kang et al.,
2014). In accordo con la letteratura scientifica gia ricordata (Chan et al., 2012;
Yan et al., 2013) questi fattori materni citoplasmatici sono ancora poco conosciuti
e probabilmente si eclissano poco dopo la fecondazione nella transizione 2-4, 4-8
blastomeri. Inoltre debbono essere assai labili poiché risulta di particolare rilievo
per innalzare I’efficienza dei successi di riprogrammazione genetica il portare in
registro il nucleo della cellula donatrice ed il citoplasma della cellula ricevente il
nucleo, in altre parole debbono trovarsi nella medesima fase del ciclo cellulare,
debbono essere nucleo (del donatore) e citoplasma (del ricevente) sincronizzati
per le fasi del ciclo cellulare.
La concezione classica dello sviluppo embrionale viene rappresentata come una
progressiva restrizione del destino differenziativo della cellula, da una condizione
di totipotenza, qual ¢ quella dello zigote, ad una situazione altamente specializ-
zata e differenziata dei tessuti dell’organismo adulto. Le cellule staminali delle
prime fasi dello sviluppo sono considerate pluripotenti, in grado cioe di dare ori-
gine ai tre foglietti embrionali, mentre le cellule staminali di tessuti specifici delle
fasi terminali dello sviluppo o dell’individuo adulto (cellule staminali unipotenti)
sono considerate ristrette nelle loro potenzialita differenziative in dipendenza del
tessuto da cui sono state isolate. Questo paradigma ¢ stato recentemente messo in
discussione da almeno tre linee di evidenze:

1. la scoperta che alcune cellule staminali adulte possono differenziarsi in altri
tipi cellulari, se esposte alle condizioni ambientali appropriate (Jopling et al.,
2011; si legga in particolare questo lavoro per il chiaro inquadramento concet-
tuale dei concetti di dedifferenziazione, transdifferenziazione e riprogramma-
zione genetica);

2. esperimenti di trasferimento nucleare hanno dimostrato che il genoma di nu-
clei di cellule somatiche terminalmente differenziate puo essere geneticamen-
te riprogrammato quando trasferito all’interno di cellule uovo enucleate: il
trasferimento nucleare puo essere ottenuto per fusione della cellula somatica
con quella uovo, come nel caso di Dolly (Wilmut et al., 1997) o per chirurgia
cellulare grazie a sottilissimi aghi, come nel caso di Cumulina (Wakayama et
al., 1998). Il processo di riprogrammazione genetica ¢ tale per cui all’interno
dell’ooplasma il genoma riacquista la totipotenzialita dello zigote;

3. eleganti esperimenti hanno dimostrato la capacita di ibridi cellulari (Tada et
al., 2001) e di estratti cellulari isolati da cellule somatiche di diversa natura
(Hakelien, Collas, 2002) di riprogrammare 1’espressione genica di altri tipi di
cellule somatiche o dei loro nuclei isolati. Quando linfociti di timo sono stati
fusi con cellule embrionali germinali (staminali eg) o con ES, i nuclei di questi
hanno acquisito proprieta di tipo pluripotente staminale, con la riattivazione di



CELLULE RARE CIRCOLANTI 35

Fig. 1 - Nucleolo di oocita SN e oocita NSN colorato con fluorocromo Hoechst 33342. Barra: 10um.

un transgene represso (il transgene Oct4 specifico delle cellule ES; Tada et al.,

2001).
In altri esperimenti, cellule somatiche (o i loro nuclei isolati) in coltura sono state
esposte all’azione di estratti cellulari di altre cellule somatiche con il risultato che
all’interno delle cellule trattate ¢ stato messo in evidenza I’assorbimento di fattori
di trascrizione, un successivo aumento dell’attivitd trascrizionale e I’espressione
di geni specifici delle cellule da cui sono stati preparati gli estratti cellulari. Il
livello di espressione dei geni regolatori ¢ risultato inalterato, ad indicare che i
cambiamenti dello stato trascrizionale sono dipesi dal processo di riprogramma-
zione (Hakelien, Collas, 2002). Ad oggi sono ancora sconosciuti i meccanismi e le
molecole coinvolte nei processi di riprogrammazione nucleare e cellulare.
Un aiuto alla loro comprensione potrebbe venire dal confronto tra I’attivita di
riprogrammazione di estratti cellulari ottenuti da oociti competenti 0 non com-
petenti allo sviluppo embrionale. Studi recenti hanno evidenziato la presenza nel
compartimento antrale dell’ovario di topo di due tipi di oociti riconoscibili per
una diversa organizzazione della cromatina. Un oocita che presenta un anello di
cromatina positiva al fluorocromo Hoechst 33342 attorno al nucleolo (denomi-
nato Surrounded Nucleolus - oocita SN) ed una cromatina filiforme e fortemente
compatta; ed un altro tipo di oocita con cromatina finemente dispersa e senza un
anello attorno al nucleolo (Not Surrounded Nucleolus - oocita NSN; Mattson,
Albertini, 1990). La differenza morfologica di questi due oociti ha un significato
biologico in quanto solo I’oocita SN ¢ in grado di sostenere lo sviluppo embriona-
le in vitro fino allo stadio di blastocisti, mentre 1’oocita NSN si ferma allo stadio
di 2 cellule (Monti et al., 2013: Fig. 1).
Lo studio degli eventi citologici e molecolari che, ci si attende, possano avvenire
in cellule somatiche coltivate in presenza di estratti cellulari isolati da oociti SN
o NSN, permetterebbe la messa a punto di un sistema in vitro in grado, attraverso
la comparazione, di identificare i tempi, le modalita ed i meccanismi coinvolti nel
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processo di riprogrammazione cellulare. Per poter attuare con successo una simile
analisi comparativa ¢ necessario studiare in dettaglio i meccanismi molecolari in
grado di regolare 1’espressione del genoma di mammifero e che oggi conosciamo
per grande approssimazione.

La rilevanza dello studio della riprogrammazione genetica di cellule somatiche
¢ testimoniata dal continuo interesse che la comunita scientifica dedica a questo
tema: di estremo aggiornamento ¢ il sito dedicato dalla famiglia delle riviste “Na-
ture” al tema (www.nature.com/nature/focus/reprogramming).
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Razionale del trapianto aploidentico

Il trapianto di cellule staminali emopoietiche da donatori HLA compatibili ¢ cu-
rativo nella maggioranza di pazienti con malattie onco-ematologiche o ereditarie
come le emoglobinopatie e le sindromi da insufficienza midollare.

Un donatore HLA identico familiare ¢ disponibile per circa il 30% dei pazienti.
Per quei pazienti per cui non ¢ disponibile la possibilita di identificare un donatore
volontario HLA compatibile tipizzato per i loci HLA-A, -B, -C e DRB1 ¢ speci-
fico per etnia: rappresenta circa il 79% per i pazienti Europei di etnia Caucasica e
circa il 20-50% per le rimanenti. Qualora, poi, un donatore volontario non fami-
liare (MUD) sia identificato, la possibilita di eseguire il trapianto ¢ di circa il 50%),
prevalentemente a causa della progressione di malattia durante il lungo processo
di ricerca. Infine, poiche la differenza etnica ¢ in incremento nei paesi occidentali,
si impone una strategia che permetta di identificare una fonte alternativa di cellule
staminali qualora un donatore MUD non sia disponibile.

La possibilita di eseguire il trapianto per questo nutrito gruppo di pazienti ¢ legato
tre fonti alternative: donatori familiari aploidentici, (mismatch completo di 3/6
0 4/8 antigeni HLA), sangue placentare da banca o ai donatori volontari HLA
mismatch per almeno un antigene o allele. L'impiego di tecniche di tipizzazione
HLA ad alta risoluzione ha consentito di evidenziare che non tutti i mismatch
HLA sono uguali, poiche esistono mismatch allelici “permissivi” o “non permis-
sivi” che, influenzano la capacita dei linfociti T a riconoscere le differenze nelle
sequenze HLA, rendendo conto dei differenti andamenti del trapianto in presenza
di graft apparentemente simili.I donatori familiari aploidentici sono facilmente
contattabili consentendo di eseguire velocemente il trapianto e di richiamare il
donatore se necessita di terapia cellulare post trapianto. Inoltre i costi legati alla
raccolta di cellule staminali sono generalmente contenuti. Il maggior svantaggio
nella scelta del donatore aploidentico ¢ la disparita HLA. I vantaggi del sangue
placentare sono rappresentati da: pronta disponibilita, relativo basso rischio di
GvHD legato al basso numero di linfociti T contenuti nel graft, minor rischio di
recidiva. Gli svantaggi sono legati ai costi elevati di ciascuna unita per recuperare
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1 costi di tipizzazione e criopreservazione, al relativamente basso contenuto in
cellule staminali condizionante un rischio piu elevato di mancato attecchimento
rispetto alle altre fonti, il lento recupero immunologico post trapianto che con-
tribuisce all’aumento del rischio infettivo ed alla piu elevata mortalita ed infine
I’impossibilita a richiamare il donatore. Per tali motivi negli ultimi anni I’impiego
del sangue placentare per le procedure trapiantologiche ¢ diminuto.

Le cellule staminali emopoietiche da sangue periferico (PBSC) raccolte median-
te leucaferesi dopo opportuna stimolazione del donatore con fattore di crescita
granulocitario rappresentano attualmente la fonte preferita per il trapianto per la
facilita di raccolta (procedura leucaferetica vs espianto di midollo osseo), il piu
elevato numero di cellule staminali CD34+, il piu veloce attecchimento e, nel
caso di trapianti da donatore familiare, la maggior sopravvivenza a breve e lungo
termine. Tuttavia, I’incidenza di graft versus host disease (GvHD) acuta e cronica
post trapianto € maggiore rispetto ai pazienti trapiantati con midollo osseo a causa
del contenuto mediamente 5-10 volte superiore, di linfociti T CD3+. Inoltre il
maggior contenuto di linfociti B CD19+ aumenta il rischio di patologia linfopro-
liferativa associata a virus di Epstein Barr. Nel caso di trapianti aploidentici, I’ele-
vata quantita di linfociti presenti nel graft compatibile solo a meta con il ricevente,
impone la manipolazione delle cellule per permetterne 1’attecchimento e limitare
I’insorgenza di GvHD. A partire dagli anni ottanta si sono sviluppati programmi
di trapianto aploidentico con manipolazione ex vivo (selezione immunomagneti-
ca) o in vivo (trapianti T repleti mediante somministrazione di anticorpi mono-
clonali e immunosoppressori) del graft con I’intento di ridurre drasticamente il
numero di linfociti T. La manipolazione ex vivo del graft necessita di personale
specializzato, non consente la riproducibilita delle procedure (ogni raccolta di
PBSC ¢ peculiare) e spesso ¢ legata a problemi di ricostituzione immunologica.

Manipolazione ex vivo del graft

Immunoselezione positiva

I primi tentativi di trapianto aploidentico non manipolato risalgono agli anni 80 e
furono gravati da un’elevata incidenza di GvHD di grado severo. Successivamen-
te si modifico il regime di condizionamento con nuovi farmaci mieloablativi ed
anticorpi monoclonali anti linfociti T (ATG) per limitare la risposta del sistema
immunitario residuo dell’ ospite. Inoltre si adottarono metodi di deplezione esten-
siva dei linfociti T dal graft mediante tecniche di rosettazione con anticorpi mo-
noclonali. I trapianti estensivamente T depleti furono perd gravati da un’elevata
incidenza di rigetto. Per limitare il rigetto, superando la barriera HLA ed eludendo
la residua attivita dei linfociti T citotossici del ricevente contro il donatore, all’i-
nizio degli anni 90’ il gruppo di Perugia introdusse I’'infusione di un’elevata dose
di cellule staminali CD34+ (stem cell megadose) ottenute dopo immunoselezione
positiva di cellule staminali emopoietiche ed estensiva T deplezione nel tentativo
di ridurre il rischio di mancato attecchimento/rigetto. La media di cellule infuse
era di 13.8x10*6/kg. Il regime di condizionamento mieloablativo al trapianto non
era seguito da immunosoppressione post trapianto.
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L’immunoselezione positiva si basa sull’impiego di anticorpi anti-CD34 legati
a biglie di ferrodestrano che, dopo il legame alle cellule esprimenti 1’antigene
CD34+ vengono catturati da un magnete e deviati in una sacca. In tal modo si
ottiene un prodotto estremamente puro (>95%) in cellule staminali e si depletano
estensivamente i linfociti T (mediamente 3-4 log) e moderatamente i linfociti B
(mediamente 2-3 log). (Fig. 1). Le PBSC sono ritenute la miglior fonte di cellule
staminali per I'immunoselezione poiche, considerando una perdita media pari a
circa il 50% durante la manipolazione, si pud programmare adeguatamente la
procedura di aferesi assicurando un elevato carico di cellule infuse ed allo stesso
tempo, la deplezione dei linfociti T.

Il protocollo di Perugia evidenzid come I’attecchimento fosse promosso dall’ele-
vato numero di cellule staminali CD34+, in grado di sopprimere i precursori dei
linfociti T citotossici diretti contro i propri antigeni (effetto veto). Inoltre, un’im-
portante effetto anti-leucemia (graft versus leukemia-GvL) in assenza di GvHD
veniva indotto dalla generazione di cellule Natural Killer (NK) alloreattive del
donatore verso il ricevente. Le cellule NK umane, differenti rispetto ad altre spe-
cie, rappresentano circa il 10% dei linfociti circolanti e sono regolate dai recettori
inibitori chiamati “killer cells immunoglobulin like receptors” (KIRs) i quali ri-
conoscono i gruppi allelici HLA di classe I (KIR ligands). Solo le cellule NK che
esprimono i KIRs inibitori per i ligandi HLA propri diventano funzionali. I ligandi
sono espressi o amplificati in tessuti di differenti istotipi solo in presenza di stress
cellulare, trasformazione tumorale o infezione virale. Questo spiegherebbe perche
le cellule NK sono incapaci di attaccare i tessuti normali. Quando le cellule NK
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del donatore sono presenti nel contesto di un trapianto aploidentico, “avvertono”
la mancata espressione del ligando KIR e mediano 1’alloreattivita (mancanza del
riconoscimento del self). La scelta del donatore NK alloreattivo (potenzialmente
disponibile per circa il 50% dei pazienti) ha dimostrato di ridurre significativa-
mente il rischio di recidiva (3% vs 47%) in pazienti affetti da leucemia acuta
mieloide (LAM) adulti e pediatrici. Simili risultati sono stati ottenuti nei pazienti
pediatrici affetti da leucemia linfatica acuta (LLA) ma non negli adulti. Nono-
stante gli incoraggianti risultati del protocollo Perugia in termini di riduzione di
GvHD acuta e cronica (rispettivamente 8% e 3%) e di mancato attecchimento
(circa 9%), 1 limiti di tale approccio sono rappresentati dalla tardiva ricostituzione
immunologica condizionante I’elevata suscettibilita ad infezioni virali e fungine
e I’incidenza di recidiva (>30%) in pazienti affetti da LLA ad alto rischio o LAM
trapiantati da donatore non NK alloreattivo. Infine, I’'immunoselezione positiva ¢
associata alla rimozione di cellule accessorie che influenzano positivamente 1’an-
damento del trapianto (monociti, cellule NK, cellule dendritiche, cellule staminali
CD34 neg, linfociti Tregs).

Terapia cellulare mirata a migliorare il “graft”’

Nel tentativo di migliorare la ricostituzione immunologica post trapianto e separa-
re ’effetto GVHD dall’effetto GvL, il gruppo di Perugia ha impiegato un metodo
di espansione ex vivo seguito da reinfusione dei linfociti Treg CD4+25+ FoxP3+,
coinvolti nel mantenimento della tolleranza al self e nell’omeostasi del sistema
immunitario. Essenziale per I’espansione in vivo dei linfociti Treg CD4+25+
FoxP3+ ¢ il riconoscimento degli alloantigeni presentati dalle antigen presenting
cells (APCs) del ricevente nel contesto delle molecole MHC classe II. Questo
permette I’espansione e la migrazione dei linfociti T reg verso i tessuti target della
GvHD riducendo I’alloreattivita e “spegnendo” la GVHD. Uno dei maggiori dubbi
nell’applicazione clinica di questo approccio ¢ legato alla potenziale soppressione
dell’effetto GvL, per I’evidenza che i Tregs potrebbero contribuire ad una risposta
deficitaria del sistema immune contro i tumori solidi e le malattie oncoematolo-
giche. Si & quindi sviluppato un metodo di immunoselezione dei linfociti Tregs e
loro successiva espansione, seguito dalla loro infusione dopo il trapianto di mega-
dose di cellule staminali CD34+ e successiva infusione di linfociti T. Questo ap-
proccio dovrebbe limitare I’insorgenza di GvHD e contemporaneamente promuo-
vere I’effetto GvL. I risultati preliminari a breve termine sono stati incoraggianti
ma il sistema non & stato per ora adottato in protocolli clinici su larga scala perche
troppo complesso e costoso.

Immunoselezione negativa TCRo3/CD19

In considerazione di numerosi studi che hanno dimostrato I’importanza del-
le cellule accessorie contenute nel graft nel mediare I’insorgenza della GvHD,
aumentare I’effetto GvL e diminuire il rischio infettivo, il gruppo Tuebingen ha
recentemente sviluppato un protocollo di deplezione dei linfociti esprimenti il T
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cell receptor (TCR) o/} e I’antigene CD19 mediante selezione immunomagnetica
ex-vivo (Clinimacs Miltenyi). Questo approccio ¢ volto a mantenere le cellule
effettrici NK e i linfociti T TCRy/8*, oltre alle cellule staminali CD34+.

Le cellule T y/0* rappresentano un subset di linfociti T che esprimono una va-
riante del TCR composta da catene gamma e delta. I1 y/0 TCR & presente in circa
il 2-10% delle cellule T circolanti. Al contrario, la maggioranza dei linfociti T
esprime il TCRa/B, risiede nei linfonodi e nel timo ed ¢ deputata al riconosci-
mento degli antigeni presentati dal sistema MHC. I linfociti Ta/B+ sono quindi
direttamente coinvolti nello sviluppo della GvHD.

I linfociti y/d+, chiamati anche “innate like T cells”, appartengono alla parte adat-
tativa del sistema immune e svolgono molteplici funzioni effettrici come la rapida
secrezione di chemochine e citochine in risposta ad uno stimolo. Sono in grado di
riconoscere 1’antigene indipendentemente dal sistema MHC; questo fa si che i lin-
fociti y/0+ non siano coinvolti nello sviluppo della GvHD. I linfociti T y/d+ svol-
gono un ruolo importante anche nella protezione contro patogeni intra ed extra
cellulari, nello sviluppo di tumori (in particolare quelli oncoematologici), modu-
lano la risposta immune e mantengono 1’omeostasi tissutale. Nel contesto del tra-
pianto allogenico partecipano alla risposta anti-CMV, particolarmente importante
nella prima fase post trapianto, quando la risposta immune ¢ assente o gravemente
ridotta. Infine, dai numerosi studi condotti finora, emerge che i linfociti T y/8+ nel
contesto del trapianto allogenico, sarebbero in grado di reclutare i linfociti To/3
nei siti di invasione degli organismi patogeni, mediante la secrezione di citochine
specifiche, e questo indurrebbe ulteriore amplificazione dei linfociti To/f3 espri-
menti i recettori specifici per i patogeni presenti. I dati disponibili circa la cinetica
delle cellule NK mostrano come occorrano molte settimane dopo il trapianto per-
che dalle cellule staminali CD34+ si generino cellule NK pienamente funzionanti
in grado di esercitare una durevole risposta immunitaria anche di tipo antivirale,
oltre a contribuire alla prevenzione della GVHD attraverso 1’eliminazione delle
cellule dendritiche del ricevente. Nell’ambito di un trapianto TCR y/0+ /CD19+
la possibilita di infondere un elevato numero di cellule NK alloreattive mature del
donatore eserciterebbe un effetto GvL nell’immediato post trapianto e contribu-
irebbe a cooperare nella protezione contro le infezioni. Inoltre, la deplezione dei
linfociti B CD19+ ¢ volta a prevenire lo sviluppo di patologie linfoproliferative
Epstein virus correlate.

L’immunoselezione negativa dei linfociti T TCRo/p+ e CD19+ a scopo clinico
consiste nell’impiego di un anticorpo biotinilato anti TCRo/f legato ad un aticor-
po anti-biotina coniugato a microbiglie magnetiche. Analogamente, la deplezione
B avviene attraverso il legame con un anticorpo anti-CD19 legato ad una microbi-
glia. Il sistema ¢ chiuso ed ¢ dotato di un campo magnetico che cattura le cellule
legate alle microbiglie deviandole in una sacca apposita (Fig. 2). Il recupero me-
dio delle cellule CD34+ ¢ pari a circa il 75%, simile a quello della immunosele-
zione positiva. La deplezione dei linfociti af3, CD19 & pressoche totale.

I risultati clinici preliminari condotti dai gruppi di Tuebingen e di Roma-Bambin
Gesu sui bambini affetti da leucemia acuta sottoposti a terapia di condizionamen-
to differente appaiono estremamente incoraggianti: rapido attecchimento, bassis-
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Fig. 2 - Immunoselezione TCRab/CD19 negativa.

sima incidenza di GvHD acuta di grado I e II, assenza di GVHD cronica, rapida
ricostituzione immunologica. Un piu lungo follow-up dei pazienti sara necessario
per valutare la reale incidenza di recidiva.

Conclusioni

Il trapianto aploidentico rappresenta una reale alternativa per i pazienti che non di-
spongono di un donatore familiare HLA identico. Attualmente 1I’immunoselezio-
ne negativa TCRo3/CD19 rappresenta la pit avanzata tecnica di manipolazione
ex vivo del graft. Questo tipo di deplezione potrebbe avere potenziali applicazioni
nella selezione dei linfociti ed essere per esempio impiegata nell’immunoselezio-
ne dei linfociti TCRy/6* destinati a DLI al fine di limitare 1’insorgenza di GvHD
mantenendo al contempo I’effetto GvL.
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FARE RICERCA in medicina ¢ interesse comune di tutti gli esseri umani: degli
scienziati (per la loro curiosita intellettuale nel comprendere cause e storia natu-
rale delle malattie, fattori che determinano il successo o meno di un trattamento,
scelta ottimale tra pill di un trattamento, etc), dei clinici (per la loro onesta profes-
sionale nel scegliere che cosa ¢ meglio per ciascuno dei loro pazienti) e per tutti
noi, potenziali pazienti (per interesse personale, affinché le terapie che ci verranno
proposte quando saremo malati siano le migliori possibili).

Tuttavia, la qualita attuale media della ricerca in ambito biomedico reperibile pub-
blicamente sulle riviste biomediche ¢ tendenzialmente bassa (1, 2). Le cause di
questo “spreco” appartengono a quattro fondamentali categorie: la scarsa rilevan-
za delle “domande” di ricerca che vengono poste, I’inappropriatezza dei metodi
utilizzati, la mancata pubblicazione dei risultati, e la scarsa chiarezza e utilita
anche dei (pochi) dati pubblicati (1). All’inizio di quest’anno Lancet ha dedicato
un’intera serie di articoli a questo argomento, analizzando il fenomeno da tutti
i possibili punti di intervento (3-8). Infatti, tra i pilastri fondamentali del valore
anche etico di uno studio, c’¢ la sua validita scientifica (9).

Il punto di vista dello statistico

Immaginate di essere un rocciatore professionale e di ricevere la seguente email:
“Gent. Guida, vorremmo scalare una montagna nel gruppo dell’Himalaya, sicu-
ramente una degli 8000. Sappiamo dalla letteratura che ¢ importante portare delle
bombole di ossigeno e ci domandavamo quale marca Lei consiglierebbe. Grazie
per Iaiuto, ecc.”. E evidentemente una esagerazione: nessuno si sognerebbe di
scalare I’Himalaya senza una guida esperta... (10).

Nella ricerca clinica, accade il contrario. A noi statistici capita di ricevere telefo-
nate del tipo: “Gent. Statistico, vorrei fare uno studio sull’efficacia del massaggio.
Sappiamo dalla letteratura che € necessario scegliere una misura di outcome e mi
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domandavo quale Lei consiglierebbe. Grazie per I’aiuto ecc.” L’unica risposta
possibile ¢: “hai bisogno di uno statistico” (11). Statistica, in biomedicina, non
indica solo I’analisi dei dati, ma in modo pilt ampio la metodologia della ricerca
in ambito biomedico: in altre parole I’epidemiologia clinica (12). Contrariamente
a quanto spesso si pensa, la statistica non ¢ uno strumento rigido al quale ¢ obbli-
gatorio conformarsi per poter condurre uno studio, ma ¢ al servizio del ricercatore
che ha avuto un’idea e vuole dimostrarla in modo rigoroso. Infatti, la statistica
adatta i propri metodi in base allo specifico contesto in cui si vuole condurre lo
studio (13). In altri termini, la metodologia della ricerca ¢ “solo” lo strumento
(imprescindibile) per testare e vagliare le nostre idee nuove.

La ricerca

L’idea

Ogni ricerca parte da una “idea”: ¢ la parte pill creativa e per cosi dire “artistica”
del nostro lavoro. Senza “idee nuove” non ci puo essere “ricerca” (14). Nell’am-
bito biomedico le “idee” per nuove ricerche nascono principalmente da due fonti:
I’osservazione quotidiana dei nostri pazienti, con la necessita di risolvere dei nuo-
vi problemi, e la lettura di articoli scientifici di altri autori, che mettiamo in rela-
zione con la nostra esperienza. Il fine ultimo ¢ di aumentare la nostra conoscenza
nell’ambito di interesse nostro e, soprattutto, dei pazienti stessi (15).

1l problema

Il secondo passaggio ¢ quello di convertire un’idea in un “problema” da risolve-
re: comprendere e spiegare il problema, cosa intendo studiare? Perché? Come?
Il problema costituisce la cornice di riferimento per lo studio, e definirlo aiuta a
chiarirsi le idee su qual ¢ il problema, cosa la ricerca deve risolvere o qual ¢ il ri-
sultato atteso. In pratica occorre approfondire il razionale per la ricerca, arrivare al
problema (interesse, mancanza, necessita, cambiamento educativo/medico/stra-
tegico...), raccogliendo informazioni preliminari, parlando con altri ricercatori,
scrivendo una sezione specifica sul progetto di ricerca o tesi (pud essere una frase
sola fino a varie pagine), e giustificare il problema (16).

Un espediente mentale utile per compiere questo passaggio ¢ immaginare (spes-
so ¢ la realta!) di dover ottenere un finanziamento per il proprio studio, e con
le proprie argomentazioni convincere lo sponsor che lo studio ¢ fattibile, inte-
ressante, innovativo, etico e importante (in inglese FINER: Feasible, interesting,
novel, ethical, relevant). Per cosi dire, bisogna VENDERE il proprio PRODOTTO
(studio).

1l quesito

Una volta problematizzata la nostra idea, occorre formularla come “quesito” cui
rispondere in modo scientifico, cioé con i risultati di uno studio (17). E un passag-
gio fondamentale, che spesso viene trascurato o compiuto in modo superficiale.
Invece, una formulazione corretta (pur impegnativa e complessa) porta una lunga
serie di vantaggi: consente di valutare se lo studio ¢ applicabile alla propria (e
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altrui) pratica clinica, chiarisce il problema dei dettagli, facilita i passi successivi

del processo di ricerca, aiuta a selezionare la letteratura rilevante, anticipa poten-

ziali problemi e quantifica le risorse necessarie, migliora 1’efficienza riducendo
sprechi di risorse.

Una delle prime decisioni da prendere ¢ dove situare la vostra domanda lungo

il continuum speculativo/pragmatico. Uno studio pragmatico riflette meglio le

condizioni di vita reale; ma se dovesse dare esito “negativo” non ci permette di

concludere che I’intervento proposto sia inefficace, ma solo che in condizioni non

ottimali non ha funzionato: al contrario, uno studio speculativo, svolto in condi-
zioni ideali (quasi “in laboratorio”) consente di comprendere se un intervento ¢
efficace (efficacy), ma la reale efficacia pratica (effectiveness) va poi testata in
uno studio piu “pragmatico” per valutarne la generalizzabilita esterna (18). La
generalizzabilita dei risultati di studio ad altre popolazioni non puo essere data
per scontata, ma deve essere soppesata in fase di disegno dello studio e talvolta
sottoposta a indagine empirica; d’altra parte, se tale generalizzazione fosse mai

possibile non ci sarebbe motivo di svolgere uno studio (19).

Ovviamente, non esiste uno studio puramente speculativo in tutti i suoi aspetti

(non sarebbe fattibile, se non altro per il fatto di arruolare esseri umani, con tutti

i loro problemi!) e neanche uno studio puramente pragmatico (si conduce uno

studio per risolvere un vuoto di conoscenze); piuttosto, gli elementi che hanno

un impatto sulla generalizzabilita sono numerosi (per una trattazione completa si

rimanda a Thorpe, 2009) (20).

Il modo formale di rendere esplicito il quesito dello studio ¢ di includere nella

formulazione cinque elementi (17):

* P=Popolazione (persone rilevanti): i pazienti futuri che ci interessano, quelli a
cui intendiamo applicare i risultati dello studio, una volta ottenuti

* I=Intervento: il tipo di trattamento sperimentale, il nuovo farmaco, la nuova
strategia gestionale di cui ci interessa valutare I’efficacia...

e C=Controllo: il trattamento che fungera da confronto:il trattamento standard,
I’attuale pratica clinica, in alcuni casi il placebo...

e O=Outcome (o endpoint) principale dello studio: cio¢ la misura in base a cui
effettueremo il confronto tra i gruppi dello studio: mortalita, sviluppo di com-
plicanze, tempo alla stabilizzazione clinica, tempo alla “guarigione”, livelli di
linfociti CD4 positivi a 12 mesi dall’inizio della terapia...

* T=Tipo di studio: studio randomizzato o controllato a bracci paralleli o cross
over (di superiorita, di equivalenza, di non inferiorita?).

A questa lista potremmo anteporre la revisione della letteratura (cosa gia si cono-

sce: E=Evidence nella terminologia anglosassone) e finire con T=Tempo: 1’arco

temporale in cui intendiamo osservare il verificarsi dell’outcome (21).

E importante considerare I’impatto del quesito in ciascun passo successivo; infatti

tutti gli elementi del quesito determinano i metodi da utilizzare in ciascun passo

successivo del disegno, esecuzione, analisi ed interpretazione dello studio. Ad
esempio, la scelta della popolazione di pazienti “obiettivo” della ricerca determi-

nera 1 criteri di inclusione, la scelta dell’intervento e del controllo determinera il

disegno dello studio, la scelta della misura di outcome determinera (oltre a una
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serie di aspetti pratici e logistici) la numerosita campionaria e la durata dello stu-
dio, e cosi via.

Ipotesi di ricerca

L’ipotesi formale della ricerca, che dipende dal quesito, ¢ semplicemente la for-
mulazione “statistica” dell’ipotesi nulla e dell’ipotesi alternativa; questa formula-
zione ¢ alla base della determinazione della numerosita campionaria e necessita
di trattazione approfondita (ma separata!).

Insieme all’ipotesi principale, occorre chiarire anche tutte le eventuali domande
secondarie a cui intendiamo rispondere con lo studio; tuttavia, la potenza di uno
studio per queste analisi secondarie ¢ sempre inferiore a quella per I’ipotesi prin-
cipale; per limitare i danni (cio¢ la perdita di potenza) occore specificare gia nel
protocollo di studio (e non a posteriori, una volta raccolti i dati!) le ipotesi secon-
darie che intendiamo testare, evitando quelle che vengono chiamate “data fishing”
(22). E infatti celebre 1I’aforisma: “torturati sufficientemente a lungo, i dati prima
0 poi confesseranno”.

Studio

Interi libri sono stati scritti sugli aspetti pratici della conduzione di uno studio.
Qui mi limiterd a menzionare I’importanza della qualita dei dati raccolti, e in
particolare di evitare i dati mancanti, come evidenziato da un recente articolo pub-
blicato sul New England Journal of Medicine (23). Chi fosse interessato trovera
molti esempi pratici e suggerimenti per migliorare la qualita dei dati sia in fase
di disegno dello studio sia in fase di conduzione vera e propria dello studio. Vo-
glio perd almeno citare queste parole: “una quantita sostanziale di dati mancanti
costituisce un problema grave che mina la credibilita scientifica delle conclusioni
causali degli studi clinici. L’assunzione che i metodi di analisi in grado di com-
pensare tali dati mancanti non e giustificata, pertanto gli aspetti del disegno
degli studio che limitino il rischio di avere dati mancanti dovrebbero essere un
obiettivo importante”.

Conclusioni

Non posso concludere questa lunga trattazione senza prendere in considerazione
la pubblicazione dei risultati, citando Madame de Sta€l (1766-1817): “la ricerca
della verita ¢ la piu nobile delle occupazioni, e la sua pubblicazione ¢ un dovere”.
Il network EQUATOR (Enhancing the QUALlity and Transparency Of health Rese-
arch, Migliorare la qualita e la trasparenza della ricerca sanitaria) ¢ una iniziativa
internazionale (http://www.equator-network.org/) che ha I’obiettivo di migliorare
I’affidabilita e il valore della letteratura biomedica attraverso la promozione di
pubblicazioni scientifiche trasparenti ed accurate, e un pitt ampio uso di linee gui-
da sulla stesura dei lavori scientifici. E il primo tentativo coordinato per affrontare
sistematicamente i problemi delle pubblicazioni inadeguate e su scala globale; ¢
un’evoluzione del lavoro svolto da singoli gruppi negli ultimi 15 anni (1-8). Tali
documenti, raccolti in un database dotato di motore di ricerca, sono molto utili
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non solo e non tanto in fase di pubblicazione dei risultati, ma anche e soprattutto
in fase di disegno dello studio.

Senza pubblicazioni scientifiche accessibili e utilizzabili, la ricerca biomedica
non puo svolgere aiutare il proprio ruolo originario: essere di aiuto ai pazienti e
ai loro medici.
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La ricerca ed i limiti del possibile

Salvatore Veca

Istituto Universitario di Studi Superiori, Pavia

In un capitolo de I modi del paradosso e altri saggi il grande logico ed epistemo-
logo W.V.O. Quine ha osservato: “Ci sono parecchi operatori strettamente corre-
lati, detti operatori modali, che sono caratteristici della logica modale. Ci sono
gli operatori di necessita, possibilita, impossibilita, non-necessita. Ci sono anche
gli operatori binari, o connettivi, di implicazione stretta e di equivalenza stretta.
Tutti questi operatori sono facilmente definibili I’uno in termini dell’altro. Cosi
le negazioni dell’impossibilita e della necessita; e I’implicazione stretta e 1’equi-
valenza stretta sono la necessita del condizionale e del bicondizionale materiali.
In un esame filosofico della logica modale possiamo quindi limitarci convenien-
temente per la maggior parte ad un unico operatore modale, quello di necessita.
Tutto cio che si puo dire della necessita si puo dire anche, con modifiche facili e
ovvie, degli altri modi”.

Per gettar luce sulla questione della necessita e delle modalita dell’attualita e della
possibilita, possiamo riferirci alla filosofia della scienza e ai suoi sviluppi. Dopo
tutto, a prima vista, le candidate piu promettenti al ruolo di verita o proprieta ne-
cessarie sono quelle proposizioni che occorrono nel dominio della logica, della
matematica, della fisica o della biologia. Ed ¢ a questa famiglia di proposizioni
e alle teorie soggiacenti che mi riferisco nell’esplorazione dei mutevoli limiti del
possibile nella ricerca scientifica.

Ora, noi sappiamo che nella prima meta del secolo scorso la migliore filosofia
della scienza ha assunto la fisica come modello di discorso scientifico rigoroso e
ha cercato di definire le regole del gioco e il metodo scientifico. Il Circolo di Vien-
na e il neo-empirismo o neo-positivismo logico sono stati i cantieri dell’impresa
epistemologica.

A dire il vero, conviene fare un passo indietro, e riferirci alla grande stagione - tra
fine Ottocento e primi anni del Novecento - della cosidetta crisi dei fondamenti
della matematica, della nascita dei programmi del logicismo, dell’intuizionismo
e del formalismo. In quel caso, la filosofia si misurava con il modello della ma-
tematica, considerata la base del metodo scientifico. L’idea centrale qui era la
deduzione. Goedel la fece finita, come ho mostrato nella quarta lezione di L’idea
di incompletezza. E apri un campo straordinario di ricerca con 1 suoi teoremi li-
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mitativi. (Cfr. Gregory Chaitin e I’estensione dei teoremi limitativi entro la teoria
dell’informazione di Shannon, connessi alla teoria della computabilita di Alan
Turing.)

L’idea centrale del neo-positivismo fu 1’induzione. Con essa era coerente il prin-
cipio di verificazione. Ciascuna proposizione doveva poter essere ridotta a una
proposizione empirica fattualmente verificabile (Schlick, Carnap). Il Tractatus di
Wittgenstein esercitd una profonda influenza sui membri del Circolo (ma c’erano
anche strani tipi come Goedel e Popper che erano infiltrati eterodossi). Fu in quel
contesto che il grande Otto Neurath si invento la superba immagine della barca da
riparare in navigazione, per mostrare che in realta la verita scientifica ¢ data dalla
coerenza fra un’asserzione e 1’insieme delle asserzioni scientifiche a un tempo
dato (olismo alla Duhem-Quine). In questo modo le teorie scientifiche si mettono
alla prova nel loro insieme con il mondo.

L’impresa scientifica non funziona cosi. Questo ¢ il credo di K.R. Popper che
propone il principio di falsificazione nella sua Logica della scoperta scientifica.
Sembra che I’idea gli fosse venuta, ascoltando una conferenza di Einstein, in cui
il grande fisico sosteneva che tutte le verita scientifiche sono tali, sino a prova
contraria. 11 falsificazionismo di Popper, che ¢ drasticamente anti-induttivistico,
riformula I’ideale della deduzione in forma ipotetica o congetturale. Congetture e
confutazioni, la ricerca non ha fine. Einstein aveva scritto in un breve articolo nel
1919: “I progressi veramente grandi della conoscenza della natura si sono avuti da
una via quasi diametralmente opposta a quella dell’induzione.

Una comprensione intuitiva dell’essenziale di un grosso complesso di fatti induce
il ricercatore alla costituzione di un principio fondamentale ipotetico o di piu prin-
cipi di tal genere. Dal principio fondamentale (sistema degli assiomi) egli dedu-
ce in via puramente logico-deduttiva le conseguenze nella maniera piu completa
possibile. Queste conseguenze derivabili dal principio fondamentale, spesso attra-
verso sviluppi e calcoli complicati, vengono poi poste a confronto con le esperien-
ze e forniscono cosi un criterio per la giustificazione del principio fondamentale
ammesso. Tale principio (assiomi) e le conseguenze formano insieme quella che
si dice una “Teoria’/../ Una teoria puo quindi essere riconosciuta come sbagliata,
quando c’¢ un errore logico nelle sue deduzioni, o come inesatta quando un fatto
non si accorda con una delle sue conseguenze. Ma non si pud mai dimostrare la
verita di una teoria. Perché non si sa mai che anche nel futuro non si avra un’espe-
rienza che contraddica le sue conseguenze; e perché sono sempre pensabili altri
sistemi teorici che siano in grado di connettere i medesimi dati fatti”.

Qui, potremmo dire, il dominio del possibile ¢ ampio, e la necessita appare essen-
zialmente condizionata.

Una necessita, possiamo dire, fino a prova contraria. Come ha scritto Robert No-
zick nel terzo capitolo di Invarianze, “in che modo possiamo sapere che certe
asserzioni sono necessariamente vere? Una maniera potrebbe sembrare quella
seguente, che si adegua a una metodologia filosofica corrente. Un’asserzione ge-
nerale A sara un candidato al ruolo di verita necessaria quando essa ¢ vera, per
quanto ne sappiamo, e non vediamo come potrebbe essere falsa. Mettiamo alla
prova la sua candidatura al ruolo di verita necessaria tentando di escogitare con-
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troesempi ad A, casi possibili in cui sarebbe falsa. Se sforzi strenui, da parte nostra
e altrui, di trovare possibili controesempi di tal genere falliscono, concludiamo in
via provvisoria che A € una verita necessaria”.

E nel terzo capitolo di Invarianze che Nozick ha osservato, a proposito della ne-
cessita metafisica come necessita incondizionata che resiste a qualsiasi controe-
sempio a un tempo dato, connessa alla verita di qualcosa in tutti i mondi possibili:
“una volta, la necessita metafisica era una categoria fiera di sé€, che comprendeva
una vasta gamma di importanti verita interconnesse. Ora essa ¢ stata ridotta, nella
migliore delle ipotesi, a una congerie di bizzarre affermazioni. Richiamiamo alla
mente le sue gloriose giornate di una volta. Ogni evento ha una causa - spazzato
via con la formulazione della meccanica quantistica. Lo spazio ¢ euclideo - via
con la formulazione di geometrie non euclidee coerenti e la loro adozione nella
fisica contemporanea. Lo spazio ha una curvatura costante - via con la relativita
generale. Lo spazio ha tre dimensioni - messo in questione dalla teoria di Klein-
Kaluza dei primi anni Venti del secolo scorso e abbandonata nella formulazione
della teoria delle superstringhe delle ventisei dimensioni e dei dieci spazi dimen-
sionali, con molte dimensioni ripiegate.

Per ogni coppia di eventi, I’'uno segue I’altro temporalmente, o viceversa, o i due
eventi sono simultanei - modificato dalla relativita speciale. Niente viaggia all’in-
dietro nel tempo - ma nell’elettrodinamica quantistica, I’antimateria che va avanti
nel tempo ¢ equivalente a materia (ordinaria) che va indietro nel tempo. Il mondo
esiste in uno stato indipendentemente dalle nostre osservazioni - fatto vacillare
dalla meccanica quantistica e dal principio di indeterminazione di Heisenberg.
Un oggetto solido non puo muoversi passando attraverso un altro oggetto - tut-
tavia I’effetto tunnel quantistico rende ammissibile questa possibilita. Lo spazio
e connesso in maniera semplice - ma non in certe soluzioni delle equazioni della
relativita generale”. Il punto potrebbe essere questo: “Spinti dal bisogno di spie-
gare dati strani, i fisici formulano teorie che ammettono cio che prima era ritenuto
metafisicamente impossibile. Quando queste teorie hanno successo nel fornire
spiegazioni dei dati, esse vengono candidate al rango di descrizione vera della
realta fisica e ipso facto sono considerate come metafisicamente possibili. La coda
fisica agita il cane metafisico”.

Le osservazioni di Nozick corroborano la mia tesi sulla natura condizionata della
necessita sino a prova contraria. Cosi come della possibilita, connessa al nostro
atteggiamento del reputare possibile qualcosa, a un tempo dato e alla luce della
migliore informazione disponibile. Come ha sostenuto Giulio Preti in Praxis ed
empirismo, il possibile non & possibile ab aeterno, ma ¢ sempre e solo “possibile
nelle circostanze date”.

Il neopositivismo aveva, per cosi dire, una prospettiva statica nella sua opera di
rigorizzazione dei linguaggi e dei metodi della scienza. Anche grazie al falsifica-
zionismo popperiano, fu negli anni Cinquanta e Sessanta del secolo scorso, che
si comincio a guardare alla dinamica e al cambiamento concettuale nell’impresa
scientifica. La filosofia della scienza mise a fuoco la dimensione storica della
scienza stessa. Dopo il celebre lavoro di Thomas Kuhn sulla struttura delle rivo-
luzioni scientifiche, i post-popperiani Lakatos e Musgrave, Hanson e Feyerabend
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insistettero sulle discontinuita e sulle rotture piuttosto che sulla linearita di un pro-
cesso cumulativo della conoscenza scientifica. Feyerabend concluse con le posi-
zioni del cosidetto anarchismo metodologico: Anything goes, rispetto alle pretese
normative delle teorie filosofiche che dettavano le regole del metodo scientifico.
Negli anni Ottanta la percezione dei profondi cambiamenti delle pratiche sociali
della ricerca scientifica, della big Science, indirizzarono alcuni programmi di ri-
cerca filosofici nella direzione di una sorta di sociologia della scienza (Scuola di
Edimburgo, I’opera di epistemologi come Bruno Latour).

La dinamica dell’impresa scientifica mette sotto pressione le categorie di possi-
bile e impossibile, di necessario. Come ci ha suggerito Nozick, lo mostrano casi
come quelle della geometrie non euclidee o della tensione fra relativita generale
e fisica quantistica. Dio gioca o non gioca a dadi? Inoltre, come ha mostrato Ian
Hacking nel suo Representing and Intervening, uscito nel 1983 e divenuto ormai
un classico, la fallacia della migliore epistemologia del secolo scorso ¢ consistita
nell’immagine della scienza con cui essa operava. Un’immagine interna alla ril-
fessione filosofica, ma inesorabilmente estranea alle pratiche della ricerca scienti-
fica nel tempo. Quelle pratiche che mettono alla prova necessita gia date e saggia-
mo i mutevoli limiti del possibile, nei persistenti giochi di ricerca e ritrovamento
a proposito di come sono fatte le cose.

Credo che la lezione da trarre oggi sia la matura consapevolezza del carattere
intrisecamente inadempiuto e insaturo della ricerca scientifica e, a fortiori, filo-
sofica. Nel mio gergo, sui molti volti dell’incompletezza considerata come virtu
della conoscenza. Il che, nella prospettiva della modalita da cui abbiamo preso le
mosse, da una qualche priorita alla categoria della possibilita, in ogni caso tributa-
ria del mondo attuale. Come ci aveva suggerito il grande illuminista tedesco Les-
sing, I’autore di Nathan il saggio: in una mano Dio ha tutte le verita necessarie,
nell’altra tutta la ricerca delle verita possibili, tutte le strade, le promesse, i metodi
che possono condurre alla verita. Voi, che siete alle prese con i mutevoli limiti del
possibile nelle vostre ricerche, quale scegliereste?
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Lesioni citogenetiche e molecolari nei disordini onco-ematologici

Negli ultimi quarant’anni la citogenetica e I’analisi molecolare hanno identifica-
to mutazioni somatiche ricorrenti nelle neoplasie mieloidi (sindromi mielopro-
liferative croniche, sindromi mielodisplastiche, leucemie acute mieloidi) e nelle
malattie linfoproliferative (linfomi non-Hodgkin e mieloma multiplo) (1). Queste
mutazioni hanno permesso di chiarire le tappe patogenetiche di questi disordini
onoco-ematologici, di giungere ad una loro sempre piu precisa definizione dia-
gnostica e prognostica e di eseguire le scelte terapeutiche piu opportune. Nella
patologia mieloide studi genetici e funzionali hanno suggerito che la trasforma-
zione neoplastica possa essere determinata dalla cooperazione di due classi di
mutazioni, mutazioni di classe I e di classe II. Le mutazioni di classe I causano
un vantaggio proliferativo grazie all’attivazione di vari effettori appartenenti a
vie di segnale poste piu a valle. In particolare, si verifica I’attivazione di mem-
bri della famiglia STAT (“Signal transducer and activator of trascription”), PI3K
(“Phosphatydil-inositol-3-kinase) ¢ RAS-MAPK. Le mutazioni di classe II alte-
rano invece I’espressione di fattori trascrizionali che svolgono un ruolo chiave
nella mielopoiesi normale. Tuttavia, non tutte le neoplasie mieloidi seguono que-
sto schema patogenetico: mutazioni di classe I sono presenti solo nel 50% circa
dei pazienti. Per di piu, recenti studi molecolari e funzionali hanno dimostrato
che anche i geni che codificano per proteine che regolano lo stato di metilazione
del DNA e le modificazioni post-traslazionali degli istoni possono essere colpi-
te da mutazione, suggerendo che un alterato funzionamento di questi regolatori
epigenetici possa essere un ulteriore meccanismo di trasformazione neoplastica.
In realta, la rilevanza patogenetica di questi meccanismi era gia stata sottolineata
in passato dalla citogenetica convenzionale che aveva individuato traslocazioni
cromosomiche bilanciate a carico di acetil-transferasi, enzimi capaci di trasferire
residui di lisina a livello degli istoni (tra questi riarrangiamenti quello pili comune
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coinvolgeva la “lysine acetyltransferase 6A”, KAT6A o MOZ ed il “nuclear recep-
tor co-activator 27, NCOA2 o TIF2 e determinava la creazione del gene di fusio-
ne MOZ-TIF2), e di metiltransferasi, enzimi capaci di trasferire gruppi metilici
(tra questi riarrangiamenti quello pili comune coinvolgeva la “nucleoporin 98”,
NUP9IS8 ed il “nuclear receptor binding SEP domain protein 1, NSDI e determi-
nava la creazione del gene di fusione NUP98-NSDI). Studi condotti in modelli
murini avevano poi dimostrato che i geni di fusione MOZ-TIF2 e NUP9S8-NSD1
come pure quelli prodotti dal riarrangiamento del gene “Mixed Lineage Leuke-
mia” MLL e di altri geni codificanti per acetiltransferasi e metiltransferasi erano 1
soli ad essere singolarmente in grado di alterare il “self-renewal” ed i programmi
differenziativi/proliferativi delle cellule ematopoietiche piu primitive, di ricreare
la gerarchia funzionale e fenotipica della popolazione leucemica e di garantire lo
sviluppo di nuove lesioni geniche (2, 3). Oggigiorno, le tecnologie di “Genome
Sequencing” e “ChiP-seq methylation” hanno permesso di identificare mutazioni
a carico di un sempre maggior numero di geni che codificano per proteine che
regolano i processi epigenetici.

Percio, queste mutazioni alterano lo stato di metilazione del DNA e le modi-
ficazioni post-translazionali degli istoni e possono essere associate a mutazioni
di classe I e II. T geni pilt spesso mutati sono tet methylcytosine dioxygenase 2
(TET2), isocitrate dehydrogenase 1 (IDHI), IDH2, additional sex-combs like 1
(ASXLI), enhancer of zeste homologue 2 (EZH2) e DNA methyltransferase 3A
(DNM3A). L'importanza di queste nuove lesioni geniche rende necessaria una
revisione del modello patogenetico proposto per le LAM anche perché ¢ stato
recentemente dimostrato che anche le mutazioni di classe I e II oltre a promuovere
la proliferazione cellulare e a determinare un blocco maturativo inducono modi-
ficazioni epigenetiche.

Pertanto, per il verificarsi dei cambiamenti fenotipici caratteristici della popo-
lazione leucemica sono necessari tutti i tipi di mutazione. Dato il basso tasso
di mutazione della CSE e I’assenza del fenotipo “hypermutator” nella maggior
parte delle leucemie, ¢ stato proposto che queste mutazioni abbiano bisogno di
un intervallo di tempo relativamente lungo per svilupparsi (3). In questo periodo
di tempo, definito fase preleucemica, le CSE normali possono acquisire un certo
numero di mutazioni, solo alcune effettivamente responsabili della trasformazio-
ne leucemica.

E stato ipotizzato che la prima mutazione somatica possa insorgere in una cellula
gia dotata di “self-renewal” qual ¢ quella staminale o possa invece conferire il
“self-renewal” ad una cellula piu differenziata. Infatti, se il progenitore ematopo-
ietico non acquisisse il “self-renewal” la mutazione verrebbe persa o per un pro-
gressivo esaurimento o per una progressiva maturazione della popolazione clona-
le. Comunque sia, indipendentemente dal livello di staminalita le cellule dotate
di questa mutazione iniziale essendo capaci di generare una progenie ancora in
grado di differenziarsi in modo del tutto normale vengono definite CSE preleuce-
miche. Solo I’acquisizione di una nuova specifica mutazione in una di queste CSE
preleucemiche o in un elemento della loro progenie potrebbe garantire 1’effettiva
trasformazione leucemica.
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Lesione citogenetica/molecolare e frequenza di cellule staminali preleucemi-
che e leucemiche

Inizialmente, nelle LAM studi in vitro avevano dimostrato che solo una minoran-
za di blasti leucemici (1% circa) formava colonie in coltura in mezzo semisoli-
do (“Colony-forming cells”, CFC) con una frequenza che variava da campione a
campione. Successivamente, I’impiego di anticorpi monoclonali aveva indicato
che queste cellule esprimevano HLA-DR e CD33 a livelli superiori e CD11b e
CD14 a livelli inferiori rispetto alla restante popolazione leucemica. Percio, era
stato ipotizzato che la popolazione leucemica fosse eterogenea e fosse organizzata
in modo gerarchico come quella normale (4). Questa ipotesi sembrava essere sup-
portata anche dai primi studi di xenotrapianto condotti in modelli murini. Infatti,
nel 1994 Lapidot et al. (5) avevano dimostrato che blasti leucemici CD34+*CD38"
ottenuti da pazienti con LAM generavano leucemia acuta se trapiantati in topi
non-obesi con immunodeficienza severa combinata, mentre blasti CD34*CD38*
non erano in grado di generare leucemia. Esperimenti di progressiva diluizione
avevano poi indicato che nel topo la frequenza di CFC leucemiche era considere-
volmente pil bassa rispetto a quella osservata nelle colonie in mezzo semisolido
ed era compresa tra 1x10* e 1x107. Questi dati avevano quindi suggerito che le cel-
lule staminali leucemiche (CSL) fossero rare, presentassero un fenotipo immaturo
e dovessero essere quiescenti essendo dotate di chemoresistenza. Queste conclu-
sioni erano pero strettamente dipendenti dalle metodiche sperimentali impiegate:
un cambiamento della metodica sperimentale comportava un cambiamento del
risultato.

Piu recentemente, I’impiego di fattori di crescita, di sistemi di coltura cellulare piu
moderni, di blasti leucemici freschi e di piu raffinati modelli di xenotrapianto ha
indicato che nelle LAM marcate da traslocazioni cromosomiche che coinvolgo-
no il gene MLL il 9% dei blasti leucemici ¢ potenzialmente in grado di generare
CFC leucemiche se coltivato in mezzo semisolido. Pero, nonostante questi mi-
glioramenti tecnici solo il 50% delle LAM di origine umana attecchisce nel topo
generando bassi livelli di chimera uomo: topo e lo xenotrapianto di LAM marcate
da t(15;17), t(8;21) o I'inv(16) fallisce nella maggior parte dei casi. Questi insuc-
cessi oltre che dipendere dall’incapacita dei modelli murini di individuare CSL
in alcuni particolari sottotipi molecolari di LAM, sono anche determinati da vere
e proprie differenze nelle caratteristiche biologiche della malattia e da differenze
tra le due specie animali. Il superamento di questi limiti grazie all’impiego di
topi singenici ha indicato che il numero di CSL ¢ molto superiore a quello sino
ad ora stabilito. Esperimenti di diluizione hanno indicato che in una popolazione
di blasti leucemici non sortati ottenuti da topi sottoposti a xenotrapianto di LAM
umana marcata dalla traslocazione MLL-AF9 sono contenute 0.3-1.0% CSL e che
le CFC leucemiche di questi topi coltivate ed espanse in vitro generano sempre
leucemia se trapiantate in altri topi (‘“‘secondary recipients”). La frequenza delle
CSL varia in funzione della lesione molecolare osservata: ¢ piu alta nelle forme
con trascritto di fusione MLL-AF9 e MLL-ENL che in quelle con trascritto di
fusione MLL-AF10, MLL-AFIp e MLL-GAS7, mentre nelle LAM prodotte dalla
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sovra-espressione retrovirale di Meis e Hoxa9 varia tra lo 0.3% ed il 71%. Inol-
tre, le CSL non sono esclusivamente contenute nella popolazione leucemica Lin
‘CD34*CD38", ma invece presentano un assetto immunologico estremamente ete-
rogeneo (possono non esprimere il CD34, essere CD38, CD45RA, CD32, CD25
positive e non esprimono mai il CD90) anche all’interno di uno stesso paziente.
Una caratteristica fondamentale che differenzia le CSL dalle cellule staminali
ematopoietiche (CSE) normali consiste proprio nel fatto che le CSL non espri-
mono il CD90. Questo dato indica che molto verosimilmente la trasformazione
leucemica avviene a livello di progenitori situati a valle della CSE normalmente
non dotati di “self-renewal”, cioe di solito privi della capacita di proliferare senza
differenziarsi. Queste cellule acquisiscono il “self-renewal” perché la mutazione,
costituita ad esempio da trascritti di fusione MLL-ENL, MOZ-TIF2, MLL-AF9,
induce una riprogrammazione genica dei progenitori granulocito/macrofagici.

Lesioni citogenetiche/molecolari per dimostrare 1’esistenza di cellule stami-
nali preleucemiche

Studi iniziali

Lo studio della clonalita nelle pazienti di sesso femminile che presentavano un’e-
terozigosi per le varianti del gene della glucosio-6-fosfato deidrogenasi ¢ stato il
primo a suggerire 1’esistenza di cellule staminali preleucemiche. In queste pazien-
ti I’espressione di un solo specifico allele della G6PD indicava la monoclonalita
della popolazione leucemica e la presenza di questo stesso allele in progenitori
eritroidi e megacariocitari indicava la capacita della popolazione leucemica di
maturare in modo del tutto normale. Il fatto poi che alcuni pazienti mantenes-
sero questo stesso allele in tutte o in una frazione delle cellule ematopoietiche
anche al momento della remissione completa suggeriva I’esistenza di remissioni
clonali. Veniva cosi dimostrato che le mutazioni responsabili della trasformazio-
ne leucemica si sviluppavano in cellule staminali ematopoietiche, garantivano un
vantaggio proliferativo e non alteravano il programma differenziativo della cellu-
la. Uno studio condotto in pazienti con LAM t(8;21) e RUNX1-RUNT positiva
in persistente remissione completa aveva ulteriormente suggerito 1’esistenza di
cellule staminali preleucemiche capaci di sopravvivere alla chemioterapia e di
determinare remissioni clonali (6).

Infatti, questi pazienti seppure in remissione completa continuavano ad esprimere
il gene di fusione non solo a livello di progenitori mieloidi, ma anche in singole
colonie eritroidi e mieloidi prodotte in vitro a partire da una singola cellula sta-
minale ematopoietica. Negli anni successivi lo studio di coppie di gemelli affetti
da LAM aveva permesso di dimostrare che le cellule leucemiche di entrambi pre-
sentavano la stessa traslocazione a carico del gene MLL, mentre lo studio di copie
di gemelli, uno affetto da leucemia acuta linfoblastica TEL/AMLI positiva ed uno
apparentemente sano, aveva indicato che il trascritto di fusione era espresso sia
dalle cellule leucemiche del gemello leucemico sia dalle cellule del gemello sano
che mostravano un processo maturativo normale. Quest’ultimo presentava un’e-
matopoiesi preleucemica molto simile a quella prodotta nel topo dal trapianto di
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cellule staminali cordonali in cui era stato inserito il trascritto di fusione TEL/
AMLI.

Anche nella leucemia mieloide cronica (LMC) e in altri disordini mieloprolife-
rativi le CSE possono funzionare da serbatoio per lo sviluppo di ulteriori mu-
tazioni. Nella LMC BCR-ABL positiva il trascritto di fusione & presente sia in
cellule B che nella stessa CSE e i pazienti sottoposti a terapia con inibitori della
tirosin kinasi ABL1 possono si raggiungere remissioni complete di lunga durata,
ma possono continuare a presentare CSE apparentemente normo-funzionanti che,
nonostante la “clearance” della popolazione leucemica, mostrano continue varia-
zioni nei livelli di espressione del trascritto BCR-ABL. Proprio questa variabilita
nell’espressione del trascritto di fusione fa si che queste CSE apparentemente
normo-funzionanti possano durante il decorso clinico sviluppare nuove mutazioni
che le rendano resistenti ai vari inibitori delle tirosin kinasi. Anche nella leucemia
linfatica cronica a cellule B la CSE potrebbe essere coinvolta nello sviluppo della
malattia e potrebbe funzionare da serbatoio per lo sviluppo di ulteriori mutazioni.
Infatti, in questo disordine onco-ematologico la tendenza a produrre popolazioni
clonali B ¢ una proprieta intrinseca della cellula, gia acquisita a livello di CSE. Le
CSE di questi pazienti esprimono geni necessari al commissionamento linfoide
e, similmente quanto si osserva nella linfocitosi monoclonale, differenziano in
popolazioni B monoclonali o oligoclonali (7).

Modelli murini

Questi modelli sperimentali hanno tentato di distinguere tra mutazioni somatiche
che piu alterano il “self-renewal” delle CSE e mutazioni che pil ne alterano I’atti-
vita proliferativa. Inizialmente, uno studio aveva analizzato il fenotipo leucemico
prodotto nel topo dall’*“internal tandem duplication” (ITD) del gene FLT3. Era
stato osservato che questi topi sviluppavano una malattia caratterizzata da un nu-
mero estremamente ridotto di CSE, dalla perdita di “spleen colony forming unit”
e dalla presenza di un gran numero di monociti e granulociti maturi. Sul piano
fenotipico si trattava di un disordine mieloproliferativo che molto somigliava alla
leucemia mielomonocitica cronica. Un altro studio aveva poi osservato che la ITD
del gene FLT3 determinava un’iniziale espansione del compartimento staminale
seguita da un suo progressivo esaurimento. In conclusione la ITD del gene FLT3
alterava il “self-renewal” della CSE ed era molto verosimilmente un evento tardi-
vo nel processo di leucemogenesi responsabile della progressione della malattia.
Altri studi che avevano invece analizzato modelli murini in cui I’espressione del
gene TET2 era stata bloccata (TET27), avevano riportato progressive alterazioni
del midollo osseo ed un’espansione dell’ematopoiesi extra-midollare. Le CSE di
questi topi erano pit numerose del normale e possedevano una capacita ricosti-
tutiva dell’ematopoiesi superiore a quella dei topi con gene “wild-type”. Inol-
tre, esperimenti di co-trapianto avevano indicato che le cellule staminali di topi
TET2" possedevano un vantaggio proliferativo rispetto a quelle dei topi con gene
“wild-type”. Questi dati suggerivano quindi che TET2 fosse un gene molto im-
portante per il mantenimento e 1’espansione del compartimento staminale e che
la sua mutazione potesse essere un evento iniziale nel processo di leucemogenesi.
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Altri studi avevano indicato che la perdita del gene DNMT3A determinava dopo
diverse procedure di trapianto un’importante aumento nel numero di CSE che
perd mostravano importanti difetti maturativi. Questi ultimi erano probabilmente
causati dal fatto che la mutazione DNMT3A alterava lo stato di metilazione delle
regioni CpG di molti geni che avevano un ruolo cruciale nel processo differen-
ziativo della CSE. Il mancato silenziamento di questi geni impediva alla CSE di
seguire il suo normale iter maturativo. Altri studi che avevano analizzato modelli
murini con mutazione del gene IDH1 non avevano osservato alterazioni nel “self-
renewal” della CSE. Invece, I’introduzione della mutazione IDH1 (R132H) nella
linea mieloide determinava un’espansione dei progenitori mieloidi, una riduzione
della cellularita midollare con sviluppo di ematopoiesi extra-midollare. Questi
risultati dimostravano che la mutazione non alterava le funzioni della CSE, ma
questo fatto non escludeva che questa mutazione potesse svolgere un ruolo chiave
nei processi di leucemogenesi.

“Massively parallel sequencing”

Inizialmente, I’analisi dei “Single Nucleotide Polymorphism” (SNP) arrays in
pazienti pediatrici affetti da leucemia acuta linfoblastica aveva indicato che la
recidiva leucemica era causata da una popolazione clonale preesistente a quella
individuata alla diagnosi. Questa osservazione era basata sul fatto che la popo-
lazione leucemica della recidiva presentava solo alcune delle mutazioni presenti
nella popolazione leucemica dell’esordio clinico e suggeriva I’esistenza di CSE
preleucemiche. Successivamente, 1’analisi con “Whole Exome Sequencing” di
colonie derivate da una singola CSE di soggetti sani aveva dimostrato che con il
progredire dell’eta la CSE acquisisce un sempre maggior numero di mutazioni,
per la maggior parte “passenger mutations”. Queste ultime, pur non avendo alcun
impatto sulla trasformazione neoplastica, confermavano che le neoplasie sono
malattie dell’anziano ed indicavano che per lo sviluppo di una neoplasia ¢ richie-
sto un lungo intervallo di tempo necessario perché una data una filiera cellulare
non dotata di instabilita genica acquisisca diverse mutazioni, solo alcune respon-
sabili della trasformazione neoplastica. Questo concetto era stato stressato anche
da un altro studio che aveva individuato mutazioni ricorrenti a carico del gene
TET?2 in meno del 5% circa dei soggetti sani di sesso femminile con ematopoie-
si clonale all’analisi del pattern di inattivazione del cromosoma X (8). Sebbene
questi soggetti non mostrassero alcuna malattia ematologica, questa osservazione
indicava che nel contesto di un ematopoiesi clonale si possono sviluppare a livel-
lo delle CSE “driver mutations” che potrebbero determinare una trasformazione
leucemica precoce.

Recentemente, questa ipotesi & stata confermata da studi che hanno impiegato an-
tigeni leucemia-associati [gli antigeni mieloidi CD47 e CD99 e la “T-cell immu-
noglobulin and mucin domain-containg protein 3 (TIM3)] per isolare al “Fluore-
scence Activated Cell Sorting” cellule staminali normali residue in pazienti affetti
da LAM (9). Le cellule cosi ottenute generavano in vitro colonie mieloidi ed eri-
troidi ed in vivo nei modelli di xenotrapianto cellule mieloidi CD33+ e cellule
linfoidi CD19+ e quindi si comportavano da vere e proprie CSE. Questo compor-
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tamento faceva ritenere che questa frazione cellulare potesse effettivamente con-
tenere cellule staminali preleucemiche. Tale possibilita venne successivamente
confermata da uno studio che aveva isolato ed analizzato con “sequencing” le
CSE normali residue di pazienti affetti da LAM FLT3 ITD positiva (10). Le CSE
cosi isolate contenevano gran parte anche se non tutte le mutazioni presenti nella
popolazione leucemica ed il “sequencing” delle singole colonie aveva addirittura
permesso di determinare la sequenza temporale di sviluppo delle varie mutazioni.
Studi ancora pil recenti che hanno impiegato 1’analisi fenotipica in combinazione
con il “sequencing” hanno confermato che le CSE dotate di “self-renewal” pos-
sono acquisire un numero progressivo di mutazioni tra cui “drivers mutations”,
hanno sottolineato il contributo fornito dalle cellule staminali preleucemiche alla
linfopoiesi specie alla diagnosi, hanno stressato la capacita di queste cellule di
mantenere inalterato il loro normale processo differenziativo nonostante la pre-
senza di numerose e progressive “driver mutations” e hanno infine indicato la
capacita di alcune mutazioni preleucemiche di garantire un vantaggio prolifera-
tivo. Questi studi hanno altresi sottolineato che le cellule preleucemiche possono
sopravvivere alla citotossicita della chemioterapia, essere presenti al momento
della remissione ed essere responsabili di una successiva recidiva (11, 12). In par-
ticolare, ¢ stato osservato che le mutazioni contenute nelle cellule staminali pre-
leucemiche isolate al momento della diagnosi erano le stesse presenti nelle CSE
e nei progenitori ematopoietici isolati al momento della remissione. Mutazioni
assenti alla diagnosi erano pure assenti in remissione, mentre mutazioni presenti
alla diagnosi erano pure presenti alla recidiva.

Altri studi avevano analizzato la sequenza temporale di acquisizione delle varie
mutazioni ed avevano proposto che le mutazioni dei geni che controllano lo stato
di metilazione del DNA, le modificazioni degli istoni, la topologia della cromatina
si sviluppano nelle fasi precoci della leucemogenesi, mentre quelle che causano
I’attivazione del “signalling” e della proliferazione cellulare sono quasi sempre
eventi tardivi. In particolare, I’analisi di quindici pazienti affetti da LAM aveva
dimostrato che in dodici pazienti la mutazione del gene DNMT3A era un evento
iniziale nel processo di leucemogenesi, mentre le mutazioni dei geni NPM1 e
FLT3 non lo erano mai (12). Queste osservazioni erano state confermate da altri
Autori che avevano anche osservato la stabilita di alcune mutazioni durante tutto
il decorso clinico: alcune mutazioni erano presenti al momento della diagnosi ed
in recidiva, mentre altre venivano acquisite o perse al momento della recidiva.
Un’eccezione a questa regola era rappresentata dalla mutazione del gene NPM1
presente sia al momento della diagnosi che in recidiva, ma assente nelle cellule
staminali preleucemiche (13).

Rilevanza clinica e conclusioni

La presenza di mutazioni preleucemiche nella popolazione leucemica crea nuove
problematiche per il trattamento di questi disordini onco-ematologici. Queste mu-
tazioni potrebbero essere necessarie solo alla trasformazione neoplastica, ma non
essere richieste per la persistenza della malattia. Recentemente, un modello muri-
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no di xenotrapianto di cellule leucemiche umane marcate dalla ITD del gene FLT3
e da una mutazione che poteva essere repressa del gene IDH2 ha perd dimostrato
che il silenziamento della mutazione IDH?2 nelle cellule francamente leucemiche
causava la scomparsa del fenotipo leucemico (14). Questo risultato indicava che
il silenziamento di mutazioni preleucemiche puo costituire un efficace procedura
terapeutica nelle LAM perché garantendo 1’eliminazione delle cellule staminali
preleucemiche potrebbe evitare il problema delle remissioni clonali e mettere il
paziente al riparo da eventuali recidive future. Viceversa, se questo obiettivo non
fosse raggiungibile sarebbe necessario eseguire due tipi di terapia: una in grado
di eradicare la popolazione francamente leucemica, I’altra in grado di eradicare
le cellule staminali preleucemiche. D’altro canto, un’aumentata efficacia della
terapia anti-leucemica potrebbe rivelare se 1’incidenza della recidiva causata dalla
persistenza delle cellule staminali preleucemiche vari in funzione del tipo di lesio-
ne citogenetica/molecolare che esse presentano.

L’esistenza di mutazioni preleucemiche ha anche importanti implicazioni anche
per quanto concerne la valutazione ed il monitoraggio di un’eventuale malattia
minima residua (MMR), uno dei parametri piu strettamente connesso con il ri-
schio di recidiva. Di solito, questo tipo di monitoraggio viene eseguito impie-
gando la citometria a flusso o la reazione polimerasica a catena per specifiche
mutazioni. Il monitoraggio di un’eventuale MMR basato sulla determinazione
di una mutazione preleucemica in CSE e progenitori ematopoietici fornirebbe
determinazioni sicuramente molto pil elevate rispetto a quelle che vengono oggi
usualmente ottenute dall’analisi delle cellule francamente leucemiche, ma forse
garantirebbe una pilu precisa valutazione di un’eventuale MMR. Il superamento
di questa problematica potrebbe essere ottenuto grazie alla quantificazione della
mutazione del gene NPM1, ad oggi ritenuta un metodo di monitoraggio molto
efficace (15).
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La terapia cellulare intesa come possibilita di rigenerare o meglio riparare tessu-
ti e/o organi danneggiati ¢ comunemente intesa come un’azione derivante dalla
capacita replicativa e differenziativa delle cellule staminali siano esse ematopoie-
tiche o mesenchimali.

Eleganti studi recenti hanno invece evidenziato come la riparazione tessutale
possa avvenire in modo molto efficace attraverso il rilascio dalle cellule stesse
di “sostanze” autocrine e paracrine relegando la differenziazione cellulare ad un
ruolo pit modesto. Alcuni autori addirittura ritengono che fino all’80% dell’ef-
fetto terapeutico esercitato dalle cellule staminali adulte debba essere messo in
relazione all’effetto paracrino. Il moderno concetto che sta quindi emergendo nel
campo della medicina rigenerativa tissutale ¢ di comparare la cellula, staminale
e matura, ad un vero e proprio farmaco, capace di liberare una notevole quantita
di sostanze eterogenee biologicamente attive, a loro volta capaci di innescare a
livello locale, una serie di meccanismi che portano alla riparazione del tessuto o
dell’organo lesionato.

Definizione

Oggi, il termine “ secretoma” comprende quell’insieme di molecole biologica-
mente attive rilasciate dalle cellule staminali, in altri termini si pud parlare di
“stem cell released molecole (SMR)”. Questa definizione include proteine, mi-
croRNA, growth factors, esosomi e proteasomi. Tutte queste molecole attivano
una gran quantita di pathways biologici che provvederanno in vario grado e modo
a supportare i meccanismi riparativi nei vari organi e tessuti.

L’ ATFA (Associazione Italiana del Farmaco) ha ben recepito questo nuovo con-
cetto biologico ed ha provveduto a porre sotto la propria egida la terapia cellulare,
con la conseguenza che oggi la cellula va modernamente intesa come un farmaco
e deve sottostare a tutte le severe regolamentazioni che guidano 1’impiego dei
farmaci.

14° Corso di formazione avanzata, 12-15 maggio 2015



CELLULE RARE CIRCOLANTI 65

Azioni paracrine delle cellule staminali adulte

Come accennato precedentemente, le cellule staminali svolgono molteplici azioni

attraverso le loro proprieta secretive, in particolare:

e Antimicrobica,

* switching back del differenziamento,

* want signalling (controllo dell’omeostasi della nicchia),

e costruzione di matrice extracellulare,

e azione immunomodulante sul sistema immunitario,

* riparazione ferite,

* rigenerazione ossea,

e azione a livello dei tessuti del sistema urinario,

» azione suill’epiteliom intestinale,

e azione sul tessuto cerebrale lesionato,

* rilascio di piccole molecole come esosomi e proteasomi con multiple azioni
terapeutiche.

La visione apparentemente riduzionistica della funzione delle cellule staminali
deve essere sostituita da una visione comparabile a quella che Einstein, riferendo-
si al pensiero di Ernst Mach (Mach’s Principle), aveva riguardo all’inerzia di ogni
sistema che “non ¢ altro che il risultato dell’interazione del sistema con il resto
dell’universo”.

Infatti, ogni molecola o piccolissima sostanza ha un significato biologico solo se
integrata in un sistema fisicamente e biochimicamente interconnesso capace, nel
nostro caso, di dare il giusto input al fato della cellula staminale che poi trasmette
ai tessuti adiacenti le informazioni corrette per ripararsi. I vantaggi legati all’im-
piego di SRM con finalita terapeutiche invece che delle cellule staminali stesse
sono molteplici. In primo luogo le cellule staminali possono morire precocemente
e avere un homing diverso dal sito del danno, mentre le SRM possono essere
veicolate e dosate con precisione prima del loro inoculo dove la loro funzione &
necessaria.

La produzione controllata in condizioni GMP di molecole derivate da tipi cellulari
diversi sara di fatto assimilabile ad una vera e propria produzione farmaceutica,
quindi sottoposta a rigidissimi controlli non solo qualitativi ma anche quantitativi.

Fonti cellulari

Le principali e piu studiate fonti cellulari alle quali attingere per poter disporre
delle cellule staminali e quindi del relativo secretoma sono il midollo osseo tra-
mite aspirato midollare classico, il sangue del cordone ombelicale e le cellule
staminali da sangue periferico dopo opportuna stimolazione con fattore di cresci-
ta. Naturalmente esistono in natura altre possibilita di “approvvigionamento” da
tessuti come quello adiposo, quello placentare e la gelatina di Wharton. In questi
casi la rarita delle cellule e le procedure pil indaginose richieste per il loro isola-
mento e purificazione hanno per ora limitato gli studi soprattutto di ricerca clinica
traslazionale.
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Meccanismo d’azione e ruolo funzionale del secretoma

Angiogenesi e rivascolarizzazione

Il grande interesse nel potenziale ruolo terapeutico del secretoma ¢& legato al
grande spettro di malattie (ischemia degli arti,malattia aterosclerotica, malattia
corononarica) che potrebbero beneficiare dell’azione angiogenetica dei fattori ri-
lasciati. Non solo, di tale azione pro-angiogenetica potrebbero beneficiare anche
le patologie croniche del rene e del fegato nelle quali ¢ vitale un aumento dell’ap-
porto di ossigeno ai tessuti danneggiati e/o fibrotici.

Numerosi fattori angiogenetici sono stati identificati nel secretoma usando tec-
niche in ELISA, antibody based assays e tecniche di immunoistochimica. Questi
comprendono vascular endothelial growth factors (VEGF), interleuchina 6 (IL6),
angiopoietina-1 e altri. E stato inoltre dimostrato che la secrezione di questi fattori
puo essere modificata da numerose citochine in condizioni di ipossia. Modelli
animali di arteriopatia periferica, ischemia/stroke e di vescica neurogena hanno
dimostrato la fattibilita e ’efficacia di questo approccio terapeutico

Modulazione dell’infiammazione e dell’ immunita

Le cellule staminali mesenchimali (MSC) e i loro relativi prodotti possiedono
capacita immunomodulatorie e sono in grado di indurre tolleranza

Queste cellule esprimono sulla loro superficie I’MHC-I ma mancano dell’espres-
sione di MHC-II, CD40, CD 80 e CD 86. La mancanza di molecole co-stimolato-
rie quindi spesso fallisce nell’indurre una risposta immune. Queste proprieta pos-
sono essere sfruttate nel tentativo di controllare malattie potenzialmente mortali
come la GvHD post trapianto di midollo osseo, il rigetto del trapianto di organo
solido o gravi malattie autoimmuni come il morbo di Crohn.

Proprieta anti-apoptotiche

Le MSC ed i loro prodotti sono capaci di ridurre I’espressione di numerosi fattori
pro-apoptotici (Bax e clived caspase-3) e di aumentare di converso livelli di Bcl-2,
un’importante proteina anti-apoptotica.

L’espressione esaltata di Akt da parte delle MSC ¢ in grado di inibire il rimodel-
lamento ventricolare e di ripristinarne la funzione in breve tempo. Il mezzo con-
dizionato ottenuto dalle Akt-MSC sottoposte ad ipossia inibisce marcatamente i
processi di apoptosi proteggendo di fatto la cellula dal danno indotto.

A supportare ulteriormente 1’ipotesi paracrina ¢ la dimostrazione che diversi geni
codificanti per mediatori anti-apoptosi (VEGF, FGF-2, IGF-1, HGF) sono up-
regolati in risposta ad un ambiente ipossico.

Wound healing e riparazione tissutale

Deffetto favorente la guarigione delle ferite e della riparazione tessutale pil in
generale ¢ stata testata con la diretta applicazione del secretoma ottenuto dalle
colture delle MSC in vitro. I cosidetti “mezzi condizionat” sono stati capaci di
indurre la riparazione dei tessuti lesi in assenza delle cellule stesse (stem cell
therapy without cells).
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Studio del secretoma

Attualmente lo studio del secretoma nella sua variegata composizione ¢ condotto
essenzialmente con studi in vitro.

La prima fase consiste nell’individuazione della fonte cellulare seguita dall’iso-
lamento delle cellule stesse. E fondamentale per condurre studi corretti ottene-
re una popolazione di cellule ad elevata purezza. La seconda fase consiste poi
nell’eseguire colture cellulari in condizioni di sterilita e incubare le cellule in un
“serum free media” per evitare la contaminazione del secretoma con le proteine
dei comuni mezzi di coltura.

La proteomica ¢ utilizzata in modo estensivo per studiare il secretoma insieme
agli studi di genomica. Il primo studio in questo senso ¢ del 2003 (Mangi et al.)
seguito poi da numerosi altri con I’impiego di tecniche convenzionali (gel, croma-
tografia ecc.) e nuove metodologie come la spettrometria quantitativa di massa,
protein microarrays e bioinformatica.

Con queste tecniche sono state identificate 187 proteine secrete e 118 di queste
sono state prodotte in quantita elevate dopo I’esposizione delle MSC in particola-
re al tumor necrosis factor alfa (TNFa.).

Prospettive future

Allo stato attuale esistono differenti approcci volti ad esaltare 1’attivita paracrina
delle cellule staminali. Sostanzialmente si puo intervenire attraverso:

1) il pre-condizionamento delle cellule staminali;

2) la modificazione della cellula staminali attraverso il transfer genico.

Il cosidetto precondizionamento pud essere ottenuto attraverso I’esposizione delle
cellule ad un ambiente ipossico oppure a differenti cocktail di citochine. Le cellu-
le esposte ad un ambiente a bassa tensione di ossigeno up-regolano 1’espressione
di molti fattori favorenti la protezione cellulare e liberano quantitd importanti di
fattori pro-angiogenici. Tutte queste proprieta potranno essere ben sfruttate in un
prossimo futuro programmando vere e proprie ‘“cell factories” dove produrre i
fattori e le citochine richieste per la riparazione tessutale.

La modificazione genetica tramite I’inoculo nelle cellule staminali (via virale e
non) di geni capaci di esaltare la produzione di fattori trofici specifici ¢ un’altra
possibilita prevista per un futuro prossimo anche se pit complessa ed indaginosa
rispetto alle tecniche di pre-condizionamento sopra menzionate.

Naturalmente esistono limitazioni all’utilizzo della terapia con secretoma che in-
cludono il loro trasporto tissutale, la farmacocinetica, la definizione della quantita
idonea e la tempistica di somministrazione.

La scelta della fonte cellulare piu idonea (midollo osseo, cordone ombelicale,
ecc.) ¢ ancora oggetto di ricerca e dibattito; attualmente infatti risulta difficile
indicare con certezza la cellula staminale pilt idonea ad innescare i meccanismi
di riparazione protezione cellulare. E anche possibile che risulti piil efficace ’u-
tilizzo dell’intero network delle cellule mononucleate ottenuto da ciascuna fonte
piuttosto che la singola, specifica entita cellulare. Infatti non si puo affatto esclu-
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dere che sia proprio I’intera galassia delle citochine e dei fattori di crescita secreti
sia da cellule francamente immature come le cellule staminali che da cellule mo-
nonucleate mature a rappresentare il cocktail vincente per la medicina ripartiva
tissutale
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Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) represent one of the most promising
tools in cellular therapy and regenerative medicine. First described by Alexander
Friedenstein, in the 1960s/70s (1), as mesodermic-derived nonhematopoietic bone
marrow (BM) cells adhering to plastic that developed into colonies with a fibro-
blastic appearance, MSCs were called stem cells of skeletal tissues (e.g., bone,
cartilage) (2), and the first clinical use was their combination with biomaterials to
repair long bone fractures (3).

MSCs can be obtained from tissues originating from distinct development pro-
grams and containing distinct pools of endogenous progenitor cells. MSCs or
MSC-like cells have been identified in almost all tissues of the fetus, neonate, and
adult, such as bone marrow (1, 4), adipose tissue (5) and many other tissues and
organs (6), including lymphoid tissues (7, 8). MSCs have been identified in vivo
as peri-vascular cells expressing the STRO1, CD146 and 3GS5 antigens (9-12).
Despite a close relationship between these two cell types in terms of surface phe-
notype and qualitative in vitro assays (12, 13), MSCs in general lack the contrac-
tility of pericytes and may show marked differences in gene expression (13) and
by the use of more rigorous in vivo assays (14). In addition, some authors have de-
scribed a neuro-ectodermal origin of MSCs through either Sox1+ neuro-epithelial
cells (15) or Nestin+ precursors (16). CFU-F-forming cells from bone marrow
can be obtained through the prospective isolation of CD45-negative MSCs with
anti-STRO1 (9), anti-CD271 (17) or anti-CD146 (18) antibodies or selection for
nestin-expressing cells (16). Nevertheless, not enough data concerning purified
MSC:s are available to assume that MSC progenitors/pericytes have the same pro-
perties of ex vivo-expanded adherent MSCs. Therefore, almost the entire amount
of data concerning MSCs refers to as adherent expanded MSCs.

The International Society for Cellular Therapy described the common minimal cri-
teria for cells in the MSC category: cells adhering to plastic; able to form colony-
forming unit fibroblasts (CFUFs); positive for membrane markers CD90, CD73,
and CD105 but negative for the hematopoietic molecules CD45, CD34, and HLA-
DR; and capable of differentiating via osteoblastic, chondrocytic, and adipocytic
pathways (19). These main characteristics apply to cultured BM-MSCs, but some
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differences appear depending on the tissue of origin (e.g., adipose tissue-derived
MSC expression of CD34 and CD54) (20). As well, MSCs from different tissues
are not equivalent in phenotype and function (21).

MSC:s of different tissue sources (7, 8, 22), as well as their stromal progeny (23),
can interact with, influence and even profoundly affect the in vitro functions of
most effector cells involved in innate or adaptive immunity (24). These proper-
ties have been the subject of many reviews (25-28). However, some differences
have been described among MSCs of different tissue origin (8, 12). Recently,
MSC Committee of ISCT published a working proposal aimed at favoring the
standardization of the MSC immunological characterization based on a critical
view of literature data (29). Thereafter, a general debate has started, leading to
different proposals (30). Ex vivo-expanded MSCs showing immunosuppressive
properties were exploited in a wide range of phase 2 clinical trials from treatment
of drug-resistant graft-versus-host disease (31) to organ transplantation (32). In
addition, MSCs have trophic effects mediated by their released growth factors
and cytokines (33). Cells referred to as MSCs originating from various tissues are
now widely used in clinical trials to treat different conditions, including: hema-
topoietic stem cell (HSC) transplantation (for improvement of engraftment and
GvHD treatment), bone and cartilage repair, cardiovascular disorders, and wound
healing. Numerous clinical trials have started or will begin (see www.clinicaltrial.
gov) (34); however, the efficacy and the mechanisms of action of MSCs are still
matter of debate (35-39).

The translation of research-based protocols into clinical-grade MSC production
requires specific procedures typically used by pharmaceutical industry for the
production of injectable drugs in classified clean rooms, in accordance with Good
Manufacturing Practice (GMP) rules, which were firstly promulgated by the U.S.
Food and Drug Administration to guarantee that products are safe, pure and ef-
fective (40). MSCs are considered in the context of Human cells and tissues or
Cellular and Tissue-based Products (HCT/Ps), and their production must comply
with current Good Tissue Practice requirements, under the Code of Federal Regu-
lations (CFR), as their use in vivo for trophic, immune regulatory and regenerative
purposes occurs after profound ex vivo cell manipulation (i.e. expansion in cul-
ture). In Europe, MSCs are somatic cell-therapy products, referred to as advan-
ced therapy medicinal products (ATMPs), and GMP rule were acknowledged and
implemented by European Commission through the Directive 2003/94/EC and
EC 1394/2007, according to which MSCs are considered as advanced therapy
medicinal products (ATMPs). Thus, many aspects of MSC culture protocols need
to be monitored, including batch records of production, quality controls, quali-
ty assurance management, contract manufacture, staff, equipment certifications
and validations. Guideline on the risk-based approach was recently published by
the Committee for Advanced Therapies (CAT) of EMA (Guideline on the risk-
based approach according to annex I, part IV of directive 2001/83/EC for ATM-
Ps: EMA/CAT/CPWP/686637/2011). The guideline defines risks, for example,
unwanted targeting of cells/organs, unwanted tissue and tumor formation; risk
factors, as qualitative or quantitative characteristics contributing to a specific risk
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following administration of ATMPs. All available information on risks and risk
factors should be integrated for building risk profiling, and bio-distribution is one
of the main preclinical data giving information in different risks and risk factors.
Ex vivo MSC expansion implies the potential risks of contamination by adventitial
agents and xenogenic proteins, genomic instability and loss of MSC phenotype.
Consequently, GMP-based procedures are aimed at releasing a batch of product
with clear and measurable evidence of safety and cell identity. According to the
World Health Organization (WHO) good practices for pharmaceutical quality
control laboratories (WHO Technical Report Series, No. 957, Annex1, 2010),
quality controls are defined as “all the measures taken, including the setting of
specifications, sampling, testing and analytical clearance, to ensure that raw ma-
terials, intermediates, packaging materials and finished pharmaceutical products
conform with established specifications for identity, strength, purity and other
characteristics”. Thus, the quality controls for MSC batch release must inclu-
de phenotypic analysis (absence of hematopoietic contamination, expression of
mesenchymal markers), quantification of cell expansion (population doublings),
assessment of clonogenicity (CFU-F quantification), mesodermic differentiation
potential, genomic stability and immune regulatory properties (34-40).
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Cellule tumorali circolanti e cancro
della mammella

Bianca Rovati, Sara Mariucci, Sara Delfanti, Paolo Pedrazzoli
SC Oncologia, Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo

Nonostante importanti avanzamento nella diagnostica e nei trattamenti che hanno
portato ad una significativo miglioramento della sopravvivenza, il tumore della
mammella rimane la pitt comune neoplasia diagnosticata nelle donne ed & respon-
sabile del 15% di tutte le morti per cancro (1). Sebbene al momento della diagnosi,
la maggior parte delle pazienti non abbia evidenza di secondarismi, circa il 30%,
sviluppera una malattia metastatica. Quest’ultima, tranne casi limitati, ¢ conside-
rata una malattia non piu guaribile e pertanto il programma terapeutico € mirato
principalmente a prolungare la sopravvivenza globale e a migliorare la qualita
della vita (2). A tutt’oggi, I’imaging morfologica e funzionale standard non forni-
sce informazioni adeguate sulla biologia del tumore e sulla presenza di eventuali
micrometastasi, limitando la possibilita di prevedere il potenziale metastatico del
tumore (3). Pertanto, vi ¢ un urgente bisogno di trovare nuovi biomarcatori, in
grado di monitorare I’efficacia delle terapie adiuvanti, rilevare lo sviluppo precoce
di (micro) metastasi e valutare le risposte terapeutiche nella malattia avanzata.
Negli ultimi dieci anni, I’identificazione delle cellule tumorali disseminate (DTC)
nel midollo osseo e delle cellule tumorali circolanti (CTC) nel sangue periferico,
ha consentito di fornire informazioni utili per la gestione clinica del tumore della
mammella prevedendo precocemente, rispetto ai metodi di radiodiagnostica tra-
dizionali, un potenziale beneficio terapeutico.

La presenza di cellule tumorali nel sangue periferico ¢ stato ipotizzato per la prima
volta nel 1869 da Thomas Ashworth (4). Da allora, I’esistenza, I’origine e il loro
significato clinico sono oggetto di ricerca e di ampia discussione nella comunita
scientifica. Alla fine degli anni *70, I’introduzione di tecniche di immunoistochi-
mica sensibili e specifiche ha portato ad un rinnovato interesse per I’identificazio-
ne delle CTC e la loro possibile associazione con la metastatizzazione precoce nei
tumori solidi. Evidenze sperimentali e cliniche nel carcinoma mammario hanno
inoltre suggerito che il profilo immunoistochimico del tumore, in particolare I’ as-
setto ormonale, e il profilo delle CTC del tumore primario potrebbe cambiare nel
corso della malattia (5), determinando una discordanza sostanziale tra lo stato dei
recettori del tumore primario e quello del sito secondario (6).

14° Corso di formazione avanzata, 12-15 maggio 2015



CELLULE RARE CIRCOLANTI 75

Un aspetto di particolare interesse nello studio delle CTC riguarda la valutazione
della cosiddetta transizione epitelio-mesenchimale (EMT), processo complesso
secondo cui le cellule tumorali perdono la morfologia epiteliale e acquisiscono
caratteristiche mesenchimali; tale evento ¢ fondamentale per la progressione tu-
morale e correla con la capacita invasiva e il potenziale metastatico del tumore.
Le cellule sottoposte a questa transizione mostrano ridotte proprieta di adesione
cellula-cellula, alterata morfologia e la perdita dell’espressione di markers epite-
liali come I"EpCAM, rendendo estremamente difficile la loro identificazione con
le tecniche che adottano questo marker per identificare le CTC. Inoltre, le cellule
che vanno incontro a tale EMT presentano caratteristiche di staminalita (Cellule
Staminali Circolanti - CSC) e pertanto necessitano di opportuni marcatori per la
loro rilevazione. La staminalita permette loro di attecchire in una sede diversa da
quella di origine e di diffondere il tumore, attraverso la successiva MerT (Mesen-
chimal Epithelial re-Transition).

Considerando la centralita di questo sottogruppo di CTC nel processo di meta-
statizzazione, molti studi si sono focalizzati su informazioni biologiche in grado
di chiarire i meccanismi di resistenza alle terapie oncologiche e definire approcci
terapeutici mirati al controllo di questi fenomeni.

Infine, dal momento che le biopsie tumorali sono invasive, soprattutto in aree non
facilmente accessibili, la possibilita di valutare le caratteristiche del tumore attra-
verso le CTC prelevate da un campione di sangue periferico (‘biopsia liquida’)
rappresenta un maggiore vantaggio per il paziente.

Strategie di analisi delle CTC

Le CTC sono presenti nel sangue periferico in un numero estremamente basso,
e sono costituite da una popolazione eterogenea con caratteristiche biologiche
e molecolari spesso diverse rispetto a quelle della lesione neoplastica primitiva.
Pertanto la loro individuazione e caratterizzazione richiedono metodi molto sensi-
bili e specifici, che consistono di strategie combinate di arricchimento (isolamen-
to) e di rilevamento (identificazione) (7).

Le strategie di arricchimento sono basate su tecnologie in grado di distinguere
le CTC dalle cellule ematopoietiche circostanti, in base ai loro parametri fisici e
biologici (8). L’identificazione e il conteggio delle CTC sono effettuati mediante
I'utilizzo di varie tecnologie automatizzate o semi-automatizzate, che possono
essere in generale suddivise in tecniche citometriche e tecniche molecolari. 1l
CellSearch®, una tecnologia automatizzata di arricchimento e analisi immuno-
citochimica, & oggi I’unica metodica ad aver ottenuto I’approvazione della Food
and Drug Administration statunitense come test per il conteggio di queste cellule.
In questo caso, il processo d’identificazione delle CTC sfrutta la cattura immu-
nomagnetica e I’arricchimento cellulare tramite il legame con un anticorpo anti-
EpCAM (CD326), una glicoproteina espressa nella maggior parte dei carcinomi.
Le cellule cosi isolate vengono ulteriormente caratterizzate tramite 1’impiego di
anticorpi anti-citocheratina (CK) e anti-CD45 associati ad una marcatura nucleare
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per mezzo del 4’6’-diamidino-2-fenilindolo cloridrato (DAPI). Un evento viene
classificato come cellula tumorale quando, oltre a possedere caratteristiche mor-
fologiche di malignita citologica, presenta il fenotipo EpCAM+, CK+, DAPI+ e
CD45-.

Sebbene standardizzata, la metodica del CellSearch®, presenta un grosso limite e
cioe la selezione a monte delle cellule sulla base dell’espressione dell’EpCAM;
cio puo sottostimare le CTCs in quanto tale marcatore sembra essere meno espres-
so in alcuni sottotipi istologici di tumore.

Nell’ambito delle tecniche citometriche, appare promettente anche 1’analisi in ci-
tometria a flusso (FCM), sulla base di esperienze recenti effettuate nel tumore
della mammella, ove la filtrazione cellulare & stata combinata con la citometria,
permettendo una migliore selezione delle CTCs utilizzando marcatori di superfi-
cie, intracellulari e nucleari specifici.

Le tecniche molecolari sono I’alternativa piu utilizzata rispetto ai saggi citometri-
ci. Le principali limitazioni di queste tecniche sono dovute ai marcatori utilizzati,
i quali possono essere presenti anche a basse concentrazioni nel sangue normale,
nelle cellule del midollo osseo e in altre cellule non tumorali.

In sintesi, negli ultimi due decenni sono stati sviluppati diversi metodi per 1’arric-
chimento e I’identificazione delle CTC (9). Le principali tecniche, secondo Toss
et al., del 2014 (10), ciascuna con le relative caratteristiche, sono elencate in Ta-
bella 1.

Tab. 1 - Principali tecniche di arricchimento e di rilevamento delle CTC (Toss et al., 2014). ISET, I’iso-
lamento in base alla dimensione delle cellule tumorali epiteliali; CTC, cellule tumorali circolanti; EpiSpot,
immunospot epiteliale; EMT, transizione epiteliale mesenchimale; EpCAM, molecola di adesione delle
cellule epiteliali.

Tecnica

Vantaggi

Svantaggi

Dispositivi CTC-fil-
traggio per dimensione
(ISET)

Cattura e analisi della piat-
taforma; immagini multiplex
e analisi genetiche; facile e
veloce; fattibile per le CTC
EpCAM-negativo

Bassa specificita (perde le CTC
piu piccole e mantiene i leucociti
piu grandi)

Centrifugazione in gra-
diente di densito (Ficoll-
Hypaque o OncoQuick)

Facile e poco costoso; fat-
tibile per le CTC EpCAM-
negativo

Bassa specificita; contaminazio-
ne incrociata dei diversi strati
(OncoQuick puo risolvere il pro-
blema)

CellSearch® sistema

Approvati dalla FDA; con-
ferma visiva delle CTC,; rile-
vanza clinica; automatizzato,
quantitativo; altamente ripro-
ducibile

EpCAM-positivita dipenden-
te; senza ulteriori test di espres-
sione genica potrebbe essere
aggiunto per I’analisi di CTC; va-
lutazione soggettiva dell’imma-
gine; strumentazione costosa

CTC-chip

Alto tasso di rilevamen-
to; conferma visiva delle
CTC; potenziale di raccoglie-
re le CTC per ulteriori analisi
molecolari e genetiche

EpCAM-positivita ~ dipendente;
analisi soggettiva delle CTC;
ulteriori indagini su test di spe-
cificita
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Immunocitochimica
(ICC)

Quantificazione e analisi
morfologica delle CTC; fa-
cilita la classica recensione
citopatologica

Richiede tempo; valutazione sog-
gettiva

Saggi di proteine (Epi-
Spot)

Rileva cellule solo vitali; nu-
mero limitato di marcatori

Rilevanza clinica non dimostra-
ta; le proteine devono essere
secrete attivamente; nessuna ul-
teriore identificazione e 1’isola-
mento di CTC

Tecnologie basate su
immunofluorescenza-
(DyLight)

Multimarker analisi delle im-
magini

Applicazione in linee cellulari

RT-PCR (CTCscope) Alta sensibilita; rileva solo le | Nessuna analisi morfologica; la
cellule vitali visualizzazione e la conta delle

CTC non ¢ possibile
Multiplex RT-PCR | Alta sensibilita; rileva solo le | Nessuna  analisi  morfologi-
(AdnaTest) cellule vitali; salva campione | ca; EpCAM e MUCI positivita

e il tempo, riduce i costi; I’i-
solamento e 1’individuazione

del test a carico; nessuna quanti-
ficazione

di cellule staminali e marca-
tori EMT

Applicazioni cliniche

Nell’ambito del tumore avanzato, di fondamentale importanza ¢ stato il lavoro di
Cristofanilli et al. del 2004 (11), nel quale si & dimostrato che il conteggio delle
CTC rilevato mediante il CellSearch® System, ¢ un fattore prognostico indipen-
dente per la sopravvivenza libera da progressione (PFS) e per I’OS nel tumore del-
la mammella metastatico. Il cut-off di 5 CTC/7,5 ml di sangue ¢ stato identificato
in grado di distinguere i pazienti con prognosi piu favorevole. Studi successivi
utilizzando lo stesso cut-off hanno confermato il valore prognostico della CTC
(12-16). I risultati dello studio di Cristofanilli et al. (10) hanno consentito I’appro-
vazione da parte di FDA del CellSearch®per la prognosi e il monitoraggio delle
pazienti con tumore della mammella metastatico. In studi successivi, gli stessi
autori (12, 13), hanno constatato che il rilevamento delle CTC prima di iniziare la
terapia di prima linea ¢ altamente predittivo della PFS e dell’OS, ancor pil delle
tecniche di imaging tradizionali (basati su criteri RECIST) e che il rilevamento di
un numero elevato di CTC nel corso del trattamento, a partire dal primo ciclo di
terapia, ¢ indice della successiva rapida progressione della malattia. Il monitorag-
gio del livello delle CTC consente di prevedere anche I’efficacia del trattamento
(14, 17, 18).

Infine, in un recente studio retrospettivo di Giuliano et al. (19), ¢ stato dimostrato
che la conta delle CTC, valutato prima di iniziare il trattamento sistemico, ¢ utile
in particolar modo nei pazienti con limitata diffusione metastatica e potenzial-
mente eleggibili a trattamenti locoregionali con intento curativo.

Considerando il tumore della mammella non metastatico, in un ampio studio pro-
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spettico che ha incluso oltre duemila pazienti, le CTC sono state rilevate nel san-
gue periferico di circa il 22% delle pazienti dopo I’intervento chirurgico e prima
della terapia adiuvante (20). In particolare, le CTC sono state evidenziate in modo
significativo (p<0.001), nelle pazienti con linfonodi positivi (22,4%) rispetto a
quelle con linfonodi negativi (19,6%) mentre, nessuna associazione ¢ stata riscon-
trata con le dimensioni del tumore o lo stato dei recettori ormonali. Alcuni autori
hanno dimostrato che ’evidenza e in particolare la numerosita delle CTC prima
della chemioterapia adiuvante ¢ un indicatore indipendente della sopravvivenza
libera da malattia (DFS) e della OS ed ¢ associata a una prognosi peggiore. Inoltre,
la persistenza di CTC dopo il trattamento adiuvante correla significativamente con
una diminuzione della DFS (20, 21). Questo dato ¢ stato recentemente aggiornato
e confermato da Rack et al. in un lavoro successivo (22). Tale studio ha fornito
una forte evidenza che il livello delle CTC prima della chemioterapia adiuvante
rappresenta un marcatore prognostico negativo di DES e la OS, nonché di DFS se
valutate al termine del trattamento. In un recente studio (23) si ¢ evidenziato che
solo il 7% di tutte le pazienti ¢ rimasto CTC positivo dopo la terapia adiuvante,
e non ¢ stata trovata nessuna associazione tra la loro presenza, le dimensioni, il
grado istologico del tumore e lo stato dei recettori.

Per quanto concerne il setting neoadiuvante, la risposta sistemica al trattamento
sembra essere indipendente dalle caratteristiche clinico-patologiche e dalla rispo-
sta locale del tumore primario. Pertanto, il monitoraggio delle CTC nel corso
della terapia neoadiuvante potrebbe essere un valido aiuto nel processo di deci-
sione delle strategie terapeutiche da adottare per meglio definire I’efficacia del
trattamento sistemico sulla diffusione delle cellule tumorali (24). Nei pazienti sot-
toposti a chemioterapia neoadiuvante, le CTC sono state rilevate nel 22-23% dei
pazienti prima e nel 10-17% dopo il trattamento sistemico. La persistenza di CTC
dopo questo tipo di terapia non appare correlato alla risposta del tumore primario,
ma sembra identificare una sottopopolazione di pazienti con un aumentato rischio
di recidiva precoce e OS peggiore (25, 26).

Una menzione particolare merita il carcinoma infiammatorio (IBC), una delle for-
me piu aggressive di cancro della mammella, la cui I’incidenza ¢ in aumento. La
prognosi di questi pazienti ¢ spesso infausta: il tasso di sopravvivenza libera da
malattia a 10 anni ¢ solo del 20-25%, nonostante un approccio terapeutico multi-
modale. In un recente studio retrospettivo, Mego et al. (27) hanno osservato che
le pazienti con IBC non metastatico alla diagnosi, hanno una prevalenza di CTC
inferiore rispetto a quelle con malattia metastatica, ipotizzando un valore progno-
stico della presenza delle CTC in queste pazienti.

Conclusioni

Le valutazione delle CTC nel sangue periferico in pazienti con tumore della mam-
mella hanno una vasta gamma di potenziali applicazioni, tra cui la possibilita di
definire criteri prognostici, il monitoraggio della risposta al trattamento, 1’indivi-
duazione precoce delle metastasi e la valutazione delle modalita e dei tempi del
trattamento sistemico. E probabile una migliore caratterizzazione molecolare e
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genomica delle CTC e studi clinici ben disegnati possano contribuire a migliorare
la scelta del trattamento del carcinoma mammario nell’ottica di una “medicina di
precisione”.
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Cellule T regolatrici:
piccole cellule, molte funzioni

Chiara Vasco
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Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common highly malignant and ag-
gressive cerebral tumor in adults with an average survival time of 15 months. De-
spite recent advances in treatments, options are very poor and recurrence occurs
invariably after surgical treatment and radio-chemotherapy (Behin et al., 2003;
Wainwright et al., 2012; Vasco et al., 2013; Ooi et al., 2014). In the last years,
immunotherapy has been suggested as a powerful approach to prevent tumor re-
currence in a number of neoplasms by eliminating tumor cells while sparing nor-
mal surrounding healthy cells (Curtin et al., 2008). In fact the lack of response to
treatment in GBM patients may be attributed to the immunosuppressed micro-
environment that is characteristic of invasive glioma (Ooi et al., 2014). Efforts
to improve immunotherapy, supported by the work of Donson 2012, confirm the
importance of the expression of local immune-related genes on the survival of
patients with high-grade glioma (Donson et al., 2012).

T regulatory lymphocytes are a subset of T-cells which play an important role in
maintaining peripheral self tolerance and preventing immunopathologies (Cra-
ne et al., 2012). The subpopulation of CD4*CD25¢" immunoregulatory T cells
(Tregs) constitutes 5 to 10% of peripheral CD4* cells in humans. Tregs are immu-
nosuppressive T-cells that normally prevent autoimmunity when the human im-
mune response is evoked; however, there have been strong correlations between
glioma-induced immunosuppression and Tregs: In fact, induction of Treg activity
has been correlated with glioma development in both murine models and patients
(Vasco et al., 2013). A marker which is specific of this subpopulation that permits
to discriminate between activated regulatory T cells and Treg is the presence of
the transcriptional forkhead boxP3 repressor (FOXP3) (Andaloussi et al., 2006).
Tregs express different superficial and intracitoplasmatic markers which let us un-
derstand something about their functions; they can prevent autoimmunity throu-
gh the cell surface ligand glucocorticoid- induced tumor necrosis factor receptor
(GITR), cytotoxic T-lymphocyte antigen (CTLA-4) and through the production
of immunosuppressive cytokines. It has been shown that tumor growth produces
generation of immunosuppressor T-cells (Fujimoto et al., 1976, Ha et al., 1995;
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2009; Chen et al., 2011) which, residing at the tumor site, have been demonstrated
to be relevant in progression of systemic diseases in peripheral blood or lymphoid
organs (Wang et al., 2006; Fietta et al., 2009; Liu et al., 2009).

The relevance of Treg in the pathogenesis of GBM has been first suggested by
histological studies showing that high grade gliomas are much more infiltrated
by Tregs than Low grade oligodendrogliomas or brain tissue from non-tumoral
central nervous system (CNS) (El Andaloussi, 2006; Heimberg et al., 2008), mo-
reover Jacobs and colleagues (Jacobs et al., 2010) demonstrated that Treg infiltra-
tion correlates with the WHO grade of the tumor, with GBM showing the largest
infiltration. This further supports the role for these cells in GBM pathogenesis
(Vasco et al., 2013).

Tregs segregate into two primary categories: thymus-derived natural Tregs
(nTregs) that develop from the interaction between immature T cells and thymic
epithelial stromal cells and that express a transcription factor called Helios; and
inducible Tregs (iTregs) that arise from the conversion of CD4*FoxP3"T cells into
FoxP3 expressing cells. Normally, these Treg subsets complement one another’s
actions by maintaining tolerance of self-antigens, thereby suppressing autoimmu-
nity, while also enabling effective immune responses toward non-self-antigens,
thus promoting infectious protection.

As previously shown, one of the hallmark features of GBM, the most common
adult primary brain tumor with a very dismal prognosis, is the accumulation of
CD4+/CD25/FOXP3* regulatory T cells (Tregs) (Ooi et al., 2014). Moreover,
in a context of reduced number of circulating CD4* lymphocytes, an increased
proportion of Treg has been reported in peripheral blood of patients with ma-
lignant glioma (Fecci et al., 2006It is still unknown the exact mechanisms by
which regulatory T-cells interacts with GBM microenvironment and are recruited
at the tumor site but it is evident that various cytokines such as interleukin-10 (IL-
10) and transforming growth factor-f§ (TFG-p) are implicated in these processes
(Vasco et al., 2013). Although glioblastoma-produced soluble factors may attract
Treg lymphocytes in the tumor microenvironment, it is not clear whether circula-
ting Treg in GBM patients behave abnormally or display abnormal characteristics
(Crane et al., 2012).

Chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) also known as monocyte chemotactic
protein 1 (MCP1) has been shown to be secreted by a wide variety of cancer cells
in vitro, promoting tumor angiogenesis and monocyte attraction to the tumor mi-
croenvironment. Its action is mediated by two receptors CCR2 and CCR4 (C-C
chemokine receptor type 2 and 4 (Zhang et al., 2010). This chemokine is one
of the most important one involved in the recruitment of blood cells, especially
macrophages, into the tissues (Deshmane et al., 2009) and a recent work showed
that the extravasation of lymphocytes is mediated by CCL2-expressing astrocytes
(Carillo et al., 2012). All these receptors are known to be involved in mechanism
of tumor cell migration but are still not known all the molecular mechanisms (Cra-
ne et al., 2012; Vasco et al., 2013).

In the setting of GBM, nTregs appear to be primary players that contribute to
immunotherapeutic failure, ultimately leading to tumor progression. Most Tregs
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in human GBM and mouse brain tumors expressed the nTreg transcription factor,
Helios. Several attempts have been made to therapeutically target these cells with
variable levels of success. The blood brain barrier-crossing chemotherapeutics,
temozolomide, and cyclophosphamide (CTX), vaccination against the Treg tran-
scriptional regulator, FoxP3, as well as mAbs against Treg-associated cell surfa-
ce molecules CD25, CTLA-4, and GITR are all different therapeutic approaches
under investigation. Contributing to the poor success of past approaches is the
expression of indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO), a tryptophan catabolizing
enzyme overexpressed in GBM, and critically involved in regulating tumor-infil-
trating Treg levels. (Wainwright et al., 2013)

The data presented by Vasco and colleagues in 2013 further confirm that in vitro
cultured glioblastoma cells release factors able to attract Treg lymphocytes. Ove-
rall, these results are in agreement with the long recognized idea that glioblastoma
may induce an immunosuppressive microenvironment which contributes to the
development and the survival of the tumor. In addition, these data indicate that
circulating Treg lymphocytes isolated from patients with GBM display similar
characteristics compared to Treg of healthy subject, further suggesting that the
migration of Treg is mainly due to tumor-released factors rather than to an altered
function of circulating Treg (Crane et al., 2012; Vasco et al., 2013). Moreover it
was demonstrated that the attractant effect exerted by GBM-conditioned media
was greater in Treg subpopulation than in non-Treg.
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Il trapianto aploidentico T-repleto

Luca Castagna

Unita Operativa di Ematologia, Istituto Clinico Humanitas, Rozzano (MI)

L’importanza di poter utilizzare un donatore alternativo al donatore identico
(HLAid), familiare o volontario, ¢ insita nell’analisi delle cifre seguenti: la pro-
babilita di avere un donatore HLAid familiare ¢ di circa 25%; la probabilita di
trovare un donatore HLLAid nei registri mondiali (in cui sono disponibili circa 20
milioni di donatori) ¢ variabile in funzione dell’etnia, e per i caucasici ¢ di circa
50%. Di conseguenza almeno 30% dei pazienti per i quali c’¢ un’indicazione tra-
piantologica, non ha un donatore ideale. In questi casi entrano in gioco i cosiddetti
donatori alternativi: aploidentico, cordone ombelicale e donatori volontari non
identici (< di 7/8).

La storia del trapianto allogenico con un donatore familiare non compatibile (2 o
piu differenze sui loci HLA di classe I e IT) € molto lunga. Infatti, negli anni 80, &
diventato rapidamente chiaro che utilizzare un condizionamento ed una profilassi
della graft versus host disease (GVHD) standard, era gravato da un’incidenza
proibitiva di GVHD e reazione di tipo host versus graft (HVG) (Anasetti).

Lo scenario ¢ profondamente cambiato con lo sviluppo di strategie specifiche
basate su un condizionamento mielo-immunoablativo con mega-dose di cellule
staminali selezionate CD34 (T deplezione positiva), senza immunosoppressione
post-trapianto. Quest’approccio ¢ stato sviluppato dal gruppo di Perugia, ottenen-
do dei risultati particolarmente interessanti nella leucemia mieloide acuta. Questa
esperienza ha permesso di comprendere al meglio I’importanza antitumorale delle
cellule NK in situazione KIR-mismatch (Ruggeri). Tuttavia, questa modalita ¢
complessa da attuare ed & gravata da una mortalita legata al trapianto (no relapse
mortality, NRM) piuttosto consistente.

In letteratura, sono state riportate una serie di altre modalita di T-deplezione
ex vivo, basate su tecniche differenti ed ancora in corso di valutazione clinica
(Bethge, Federmann, Dodero, Guinan).

Negli ultimi anni, sono emersi dei dati da diversi gruppi, per cui il “dogma”
aploidentico uguale T-deplezione, € stato messo in profonda discussione. Infatti,
gruppi cinesi, coreani, giapponesi, americani e italiani (Huang 2005, Lee, Di Bar-
tolomeo, Peccatori, Tamaki) hanno riportato diverse modalita di trapianto aploi-
dentico senza manipolazione ex vivo e che vengono definiti T-repleti. In partico-
lare, la nostra esperienza ¢ maturata con lo sviluppo di una di queste piattaforme,
che prevede I’uso della ciclofosfamide post-trapianto.
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11 trapianto aploidentico con I’uso della ciclofosfamide ad alte dosi, somministra-
ta dopo I’infusione delle cellule staminali, & stata sviluppata presso 1’Universita
John Hopkins di Baltimora (Luznik 2002). In studi con modelli murini, in situa-
zione di mismatch, I’attecchimento senza GVHD poteva essere ottenuto sommi-
nistrando la ciclofosfamide con un timing ben preciso.

Il presupposto biologico per spiegare 1’effetto protettivo della ciclofosfamide ¢
che dopo I'infusione di cellule staminali non manipolate (T-repleto) si evidenzia
un’intensa proliferazione dei linfociti T alloreattivi (del donatore contro il rice-
vente e dei linfociti T ancora presenti del ricevente contro il donatore) che risul-
tano molto sensibili all’attivita citolitica del farmaco. Al contrario, i linfociti T
non alloreattivi, grazie alla presenza dell’enzima aldeide deidrogenasi (Kanakry
2013), sono resistenti al farmaco, e sono quelli che probabilmente sono responsa-
bili del recupero immunologico post-trapianto (Fig. 1). Altrettanto resistenti alla
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Fig. 1 - Schema generale del trapianto aploidentico con 1’uso della ciclofosfamide post-trapianto (schema
Baltimora). Dopo il regime di condizionamento (nonmieloablativo, NMAC), si infondono le cellule stami-
nali midollari non manipolate. Il paziente non riceve alcun trattamento immunosoppressivo fino al g +3 e
+4, quando vengono somministrate 2 dose di ciclofosfamide ad alte dosi (50 mg/kg/die). Dal g +5, viene
iniziata I’immunosoppressione con tacrolimus e micofenolato mofetil (fino al g +35). Nei giorni succes-
sivi all’infusione del midollo, si assiste ad una intensa proliferazione dei cloni linfocitari alloreattivi del
donatore contro il ricevente e del ricevente contro il donatore. Questi cloni linfocitari attivati e proliferanti
sono il target dell’attivita citolitica ed immunosoppressiva della ciclofosfamide. Al contrario, i cloni non
alloreattivi del donatore, non proliferando non vengono eliminati dal farmaco, e sono poi responsabile della
ricostituitone immunologica. La ciclofosfamide post-trapianto modifica anche altri aspetti dell’immunita
stimolando 1’aumento dei linfociti Treg e inducendo la deplezione timica dei cloni alloreattivi, implicati
nella GVHD e nel rigetto.
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ciclofosfamide sono, grazie all’alta concentrazione di enzima, le cellule staminali

e quindi I’uso di un chemioterapico post-infusione non impatta negativamente

sull’attecchimento.

Nella tabella 1 sono riportate le diverse esperienze pubblicate di trapianto aploi-

dentico in cui non ¢ stata effettuata alcuna manipolazione ex vivo delle cellule

staminali.

Le strategie di trapianto aploidentico sono diverse ma in modo schematico pos-

sono essere catalogate, in funzione della tipologia d’immunosoppressione, nel

modo seguente:

» Trapianto aploidentico con immunosoppressione adattata (O’Donnell, Luznik
2008, Peccatori).

» Trapianto aploidentico con immunosoppressione standard (Rizzieri, Lee, Oga-
wa).

* Trapianto aploidentico con immunosoppressione rinforzata, caratterizzato
dall’uso di piu farmaci (Huang 2005, Di Bartolomeo).

Trapianto aploidentico con immunosoppressione adattata

L’uso della ciclofosfamide post-trapianto ¢ stato sviluppato nell’uomo una die-

cina di anni fa, dopo aver dimostrato nel topo che questo farmaco dato con un

timing ben preciso post-infusione era in grado di permettere una chimera mista
stabile nel tempo, senza che la GVH portasse al decesso dell’animale nonostante

I’incompatibilita totale (Luznik 2001, 2002).

Nello studio di Luznik (2008), 68 pazienti con varie emopatie che ricevono il tra-

pianto aploidentico preceduto da un condizionamento nonmieloablativo e seguito

dalla ciclofosfamide post-trapianto.

I risultati piu significativi sono riportati nella Tabella 1. Un punto da sottolineare

¢ che utilizzare 2 dose di ciclofosfamide previene in modo piu efficace la GVHD

cronica, rispetto ad 1 sola dose.

Questo studio quindi conferma 1’efficacia della ciclofosfamide nella prevenzione

della GVHD e del rigetto, nonché i buoni risultati in termini di outcome. In uno

studio successivo, lo stesso gruppo ha dimostrato che la differenza antigenica su

3 04 loci HLA non si associa ad una riduzione della sopravvivenza ad un rischio

maggiore di mortalita, GVHD o rigetto (Kasamon).

Questa tipologia di trapianto aploidentico presenta alcuni elementi che richiedono

un commento:

e L’uso del midollo osseo come sorgente che potrebbe esporre ad un allunga-
mento dei tempi di attecchimento. Negli ultimi anni sono stati pubblicati di-
versi studi retrospettivi che hanno confrontato il midollo osseo con le cellule
staminali periferiche (Castagna 2014, Raj, Bhamidipati), suggerendo che gli
outcomes principali non sono influenzati dalla sorgente delle cellule staminali.
In particolare, non si evidenzia un aumento dell’incidenza di GVHD acuta o
cronica, ma non si evidenzia neanche una riduzione della durata dell’aplasia.
Infine, non ¢ possibile esprimersi se esiste una differenza in termini di effetto
antitumorale a causa dell’eterogeneita delle patologie trattate.
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Tab. 1 - Sintesi degli studi di trapianto aploidentico senza T deplezione ex vivo.

Autore | N | CTX Profilassi | Sorgente | MNC/ | GVHDa| GVHDc| OS | PFS | GF | NRM
(ref) GVHD | CS CD34§ | 2-4
infused
Luznik | 68 | FCyTBI Cypost, | MO 1.6/48 | 34% 5% 36% 13% | 17%
2008 NMA FK, MMF @
1 anno
Rizzieri | 49 | Fey- MMF CSP 13 16% 14% 31% | 43% 6% | 10%
2007 Campath @
RIC 100d
Ogawa |26 | F6B2ATG | FK, MTX,| CSP 6.5 | 20% 25% NE | 55% 4% | 15%
2006 RIC MME,
MP
Ogawa | 30 | TBIS-10CF | FK, MO 3.4/- 38% 29% 4% |/ 0 23%
2008 MAC MTX,
MME,
MP
Lee 83 | FBATG CsA + CSP 8.1/1.5 | 20% 34% NE | 50-60%| 0 17%
2011 RIC MTX @
1 anno
Kasamon | 185 | FCyTBI2 | Cypost, | MO -39 | 31% 15% NE |35% |16% | 15%
2011 NMA FK, @
MMF 1 anno
Di 80 |25 CsA, MO NE/ 31% 17% 54% | NE NE | 32%
Bartolo- MTX, stimolato
meo MME, GCSF
anti-IL2
Peccatori | 121 | FTreoATG | Rapa, CSp /- 29% 25% 43% | NE NE | 44%
MAC MMF
Solomon | 20 | MAC Cypost, | CSP 52 | 30% 35% 69% | 50% 0 10%
FK, MMF
Huang | 820 | MACATG | CsA, CSP + /- 29% 12% 62% | 67% NE | 26%
2012 MTX, MO
MMF stimolato
GCSF
Raiola | 50 | MAC Cy post, | MO 3.6/- 12% 10% 62% | CR 68% 18%
2012 CsA, Active
MMF 37%
Casta- 190 | NMA +RIC | Cypost, | MO/PBSC | 3.8/3.3 | 32% 18% 51% | 47% 5% | 2%
gna¥ FK/CsA @
2015 MMF 2 anni

MO: midollo osseo, CSP: cellule staminali periferiche

CTX: condizionamento; CS cellule staminali; F: fludarabina; Cy: ciclofosfamide;B: busulfano; ATG: siero
anti-linfocitario; MAC: mieloablativo; NMA: nonmieloablativo; RIC: ridotta intensita; FK: tacrolimus;
MMEF: micofenolato mofetile; MTX: metotrexate; Rapa: rapamicina; NRM: not relapse mortality; MP:
metil-prednisone; Cy post: ciclofosfamide post-trapianto

§ MNC: espresse in x10%kg

CD34: espresse in x10/Kg

GF: graft failure

NE: dato non esistente

*comunicazione personale (dati sui pazienti trapiantati in ICH e a Marsiglia).
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* D’incidenza di recidiva post-aplo sembra essere rilevante in questo studio, so-

prattutto per i pazienti affetti da patologie mieloidi (soprattutto leucemia e
mielodisplasia), mentre la ricaduta ¢ inferiore nei pazienti con patologie lin-
foidi. Questo dato potrebbe essere spiegato dalle caratteristiche dei pazien-
ti inclusi e dal condizionamento nonmieloablativo che non ha alcuna attivita
anti-tumorale. Tuttavia ¢ altrettanto evidente che i pazienti con patologie lin-
foidi recidivano meno, con un aumento della sopravvivenza, come riportato da
Burroughs et al. in pazienti con linfoma di Hodgkin (LH). Per quanto riguarda
i linfomi non Hodgkin (LNH) sembra esserci una differente sensibilita all’ef-
fetto immunomediato del trapianto aploidentico nelle varie istologie (ridotto
nel linfoma mantellare) (Luznik 2010).
Di recente, Garzia et al. hanno riportato dei risultati interessanti nei LNH con
malattia chemiosensibile prima del trapianto, non differente da quanto ottenuto
con donatori HLA identici (Garzia). Per quanto riguarda il condizionamento,
¢ stato dimostrato in vari studi che ¢ possibile utilizzare un condizionamento
mieloablativo (myeloablative conditioning regimen, MAC), senza apparente-
mente aumentare la tossicita (Bashey, Raiola). L’uso di un MAC potrebbe con-
tribuire alla riduzione dell’incidenza di ricadute soprattutto in caso di leucemie
acute.

* Se confrontato con piattaforme di trapianto aploidentico T-deplete, I’uso del
programma Baltimora sembra essere piu efficace in termini di sopravvivenza
€ meno tossico, come recentemente riportato in un lavoro retrospettivo del MD
Andersson (Ciurea 2012).

Peccatori et al. hanno pubblicato I’esperienza italiana di trapianto aploidentico
T-repleto in 121 pazienti.

Le caratteristiche principali sono I’uso delle cellule staminali periferiche, un con-
dizionamento basato sul treosulfano, una profilassi della GVHD con siero an-
ti-linfocitario (Fresenius), rituximab, sirolimus e MMF. I risultati ottenuti sono
incoraggianti, soprattutto dopo 1’analisi delle caratteristiche dei pazienti inclusi
molti dei quali hanno una malattia avanzata o attiva al momento del trapianto.
L’incidenza di GVHD acuta e cronica era 35% e 47%, mentre la NRM a 3 anni
era 31%, e la sopravvivenza globale a 3 anni 25%. Una correlazione interessante
¢ che l'incidenza di GVHD ¢ inversamente correlata con 1’aumento delle cellule
T-reg circolanti (Peccatori).

Trapianto aploidentico con immunosoppressione standard
(Rizzieri, Lee, Ogawa)

Queste esperienze si basano sull’utilizzo di cellule staminali midollari o periferi-
che non manipolate ex vivo, e sull’utilizzo di siero anti-linfocitario a dosi elevate
o di anticorpo monoclonale anti-CD52. In tutti i casi il condizionamento era RIC.
Anche se interessanti, in questi studi I’immunosoppressione necessaria per ridurre
I’incidenza di GVHD o di HVG ¢ profonda, e quindi la riproducibilita deve essere
confermata.
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Trapianto aploidentico con immunosoppressione rinforzata
(Huang 2005, Di Bartolomeo)

Il gruppo dell’Universita di Pechino ha sviluppato un protocollo originale basato
su diversi elementi: la sorgente di cellule staminali ¢ mista con midollo osseo
raccolto dopo stimolazione con GCSF e cellule staminali periferiche, senza ma-
nipolazione ex vivo; condizionamento MAC basato sul busulfano e con siero an-
tilinfocitario; 3 farmaci imunosoppressivi post-infusione con diversi meccanismi
d’azione: ciclosporina, metotrexato, MMF. L’interesse di questa esperienza & nel

Tab. 2 - Complicanze infettive dopo trapianto aploidentico.

Autore N| CTX Profilassi Infezione | Infezione | Malattia | Infezione | LPD | CE
fungina | CMV CMV EBV EBV
Rizzieri 49| RIC Campath | F:NE 8% 86% 14% NE 4% |0
V:NE
B:NE
Lee 83| RICATG F: flucofechino NE 81% 6.8% 61% 10% |0
V:NE
B: cipro, Ig
Ogawa 26| RICATG F: nessuna 3.8% 81% 47% NE 38% | 42%
2006 V: ganciclovir
B: cipro/vanco, Ig
Ogawa 30| MACATG F: aucune NE 1% 4% NE 3% | 371%
2008 V: ganciclovir
B: cipro/vanco, Ig
Sun 291| MAC ATG F: flucofitra 13% NE NE NE NE | NE

V: aciclovir
B: trimeton/sulfa, Ig

Cho 23| MACATG F: itra/mica NE 91% 17% NE NE | NE
V: ganciclovir
B: cipro

O’Donnell | 18| NMA F: fluco 5% 5% 0 NE NE [0

V: valaciclovir
B: norfloxacina

Luznik 68 | NMA F:NE 7% 38% 0 NE NE | NE
2008 V:NE
B:NE
Castagna | 190 NMA F: itra/echino/fluco | 9% 50% 6% 11% 0 1%
(cp) V: aciclovir HD
B: levo
Solomon | 20| MAC F: echino/posa/vori | 0 81% 7% NE NE | 75%
V: aciclovir
B: chinolonico
Ciurea 56| MAC E: vori 9% 46.8% 0 NE NE | 34%
2012 V: aciclovir
B: nessuna

LPD EBYV: linfoproliferazione EBV; CE: cistite emorragica; F: funghi; V: virus; B: batteri; NE = non
esistente.
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Tab. 3 - Risultati dopo trapianto aploidentico nei pazienti con LAM e mielodisplasia.

Autore (ref) N CTX |[Sorgente CS |GVHDa2-4 | GVHDc 0S LFS NRM

Chen 2009 (36)

Haplo vs HLAid |56 vs 51 [ MAC | MO+CSP vs CSP| 26.8% vs 13.7% | 31.3% 70% 68% 2.5%
v§232% | vs 80% vs 76% vs 7.8%

Lee2011 (37) |83 RIC | CSP 20% 34% 60% 60%* 18%

Wang 2011 (38) 34%

Haplo vs HLAid |81 vs36 [ MAC | MO+CSP 49% vs 24% 62% vs 39% | 42% vs 20% | 42% vs 15% | vs 38%

Huang 2012 (27)

Haplo vs CT 58vs74 [ MAC | MO+CSP / / T1% vs 54%| 3% vs 44% | 12%

Cho 2012 (39)

Haplovs WM [23vs33 | MAC§| CSP 2% vs48% | 47% vs 51% | 65% vs 83%| 63% vs 73% | 17% vs 6%

vs PM vs 13 vs 38% vs 38% vs 51% vs 51% vs 7%

*I risultati descritti si riferiscono per i pazienti in prima remissione completa. Per i pazienti in seconda o
maggiore remissione completa, OS e EFS sono 53% e 41%, mentre per i pazienti con malattia attiva sono
9% e 9%. Per le MDS, la OS e EFS sono 53% e 53%.

§ utti i pazienti aplo sono condizionati MAC, e 14 pazienti nel gruppo MUD sono condizionati con RIC.
WM: well matched, PM : partially matched, CT: chemioterapia, HLAid: donatore identico, MO: midollo
osseo, CSP: cellule staminali periferiche.

grande numero di pazienti trapiantati. Infatti, in un lavoro recente, Huang et al.
hanno analizzato i dati di ben 820 pazienti con diverse patologie ematologiche
primariamente leucemie acute. L’incidenza di GVD acuta e cronica ¢ 43% e 53%
rispettivamente, la NRM a 3 anni 18%, e la sopravvivenza senza leucemia (leuke-
mia free survival, LFS), per i pazienti a rischio standard e ad alto rischio di 68%
e 48%, rispettivamente.

Un aspetto su cui porre I’accento ¢ la strategia di immunomodulazione post-tra-
pianto con I’infusione di linfociti del donatore (DLI), raccolta con GCSF e som-
ministrate con uno short course di ciclosporina, in pazienti con LA ad alto rischio,
riducendo cosi I’incidenza di ricadute (Wang). Infine, I’outcome di pazienti con
LAM sottoposti a trapianto aploidentico € stato confrontato con quello di pazienti
trapiantati con un donatore HL A identico, senza ritrovare alcuna differenza negli
outcomes principali (Lu).

Alcuni aspetti peculiari di questo programma sono la necessita di raccogliere 2
volte il donatore dopo stimolazione con GCSF, I’incidenza di GVHD acuta e cro-
nica sembra piuttosto elevata anche per I’utilizzo di un MAC con farmaci specifici,
ed infine una profonda immunosoppressione conseguente ai 4 farmaci utilizzati.
Di recente un gruppo italiano ha pubblicato uno studio in cui i pazienti sono tra-
piantati con il midollo osseo raccolto dopo stimolazione con GCSF e sono profi-
lassati con diversi immunosoppressori: ATG, MTX, MMF, Ciclosporina e anticor-
pi anti-recettori dell’TL2. L’incidenza di GVHD acuta (grado 2-4) e cronica ¢ 24%
e 17%, mentre la TRM a 6 mesi € 32%, e I’OS per i pazienti a rischio standard &
54% a 3 anni, mentre ¢ 33% per i pazienti ad alto rischio (Di Bartolomeo). In ge-
nerale, questo tipo di piattaforma di trapianto aploidentico ha come punto debole
la grande profondita di immunosoppressione che puo rendere in decorso post-
trapianto complesso dal punto di vista infettivo e aumentare il rischio di recidiva
della emopatia.
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Sebbene confrontare i vari tipi di piattaforme di trapianto aploidentico puo essere
rischioso e non scevro da imprecisioni, nella tabella 1 sono riportate le incidenza
di GVHD acuta, cronica e la NRM osservate nelle diverse esperienze. Si pud quin-
di notare che in termini di GVHD acuta, I’incidenza ¢ molto simile anche quando
si suddividono i lavori in funzione dell’utilizzo di ATG/Campath o PT-Cy (27%
vs 25%, rispettivamente). Per quanto riguarda invece 1’incidenza media di GVHD
cronica, questa sembra essere piu alta nei programmi ATG/Campath-based (22%
vs 12%, rispettivamente). Per quanto riguarda le complicanze infettive, seguendo
lo stesso criterio di suddivisione in funzione dell’uso o meno di ATG/Campath, si
nota che I'incidenza di riattivazione CMV ¢ piu alta rispetto ai pazienti profilas-
sati con la ciclofosfamide.

Naturalmente, non & possibile confrontare la sopravvivenza globale o la PFS, in
quanto le variabile che impattano questi valori sono eterogenei nei vari studi.
Infine, nella Tabella 3 sono riportati i risultati ottenuti in quella che ¢ considerata
I’indicazione principale per un trapianto allogenico e cioe la leucemia acuta. Si
nota che la OS e PFS nei pazienti sottoposti a trapianto aploidentico non ¢ inferio-
re o addirittura ¢ superiore a quella vista dopo trapianto HLA identico. Ovviamen-
te si tratta di studi retrospettivi, non randomizzati per cui le conclusioni devono
essere mitigate e confermate da studi prospettici.

Per quanto riguarda i dati in altre patologie, soprattutto linfoma di Hodgkin e non
Hodgkin si puo fare riferimento alle seguenti pubblicazioni: Burroughs 2008, Ra-
iola 2012, Castagna 2014, Kanakry 2013, Garzia 2015.

Un punto importante che si ¢ molto amplificato con lo sviluppo dei programmi
di trapianto aploidentico T repleto, riguarda la scelta della tipologia di donato-
re, quando non ¢ disponibile un donatore HLA identico familiare o volontario.
Esistono, infatti, 3 tipi di cosiddetti donatori alternativi: donatore volontario non
HLA identico, cordone ombelicale e donatore familiare aploidentico.

Ognuno di questi donatori alternativi ha vantaggi e svantaggi per cui al momen-
to, in attesa degli studi randomizzati in corso, non ¢ possibile definire il miglior
donatore alternativo. D’altra parte, la questione non andrebbe posta in questi ter-
mini, ma andrebbe vista in modo paziente-orientato, in quanto con I’affermarsi in
modo ampio del trapianto aploidentico, la probabilita di trapiantare un paziente
¢ pressoche certa, rispettando anche i tempi giusti ed eliminando il problema del
donatore.

Per la scelta del donatore si consigliano le seguenti pubblicazioni: Eapen 2014,
Kekre 2014, Ciurea 2014.
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Kidney stem and progenitor cells

The mammalian kidney is a highly complex organ composed of more than 20
different cell types in a precise structural arrangement which, while displaying a
specialized role, work in concert to maintain organ function. The potential of the
kidney to recover following renal injury has been widely confirmed in experimen-
tal animals and in humans (1, 2). While other animal species have during evolu-
tion maintained the capacity to generate new nephrons (nephron neogenesis) as a
mean of providing new renal functional units (3-5), in mammalians the regenera-
tion process involves the repopulation of the injured nephrons with new epithelial
cells that restore tissue integrity and function. The identification of the cells that
during the reparative process may be the source of new functioning cells is of con-
siderable interest as they could represent a therapeutic tool and target for treating
patients with renal failure. Recent studies suggest that organ-specific stem and
progenitor cells act as primary players in kidney regeneration. While stem cells
can selfrenew and replicate indefinitely, progenitor cells possess limited selfre-
newal potential or do not self-renew at all. Several approaches have been used to
identify such cells within the kidney, including cell location, cell surface markers
and functional properties (i.e. cell turnover). Stem cell niches have been proposed
in different renal compartments, the renal corpuscle, the nephron tubule, and the
renal papilla. A remarkable capacity to regenerate lost cells is observed in dama-
ged tubuli. The cells that within the kidney represent the cell population that gives
rise to new tubular cells have not been fully discovered. It is unclear whether any
surviving tubular cells or a specialized progenitor cell population can regenerate
the tubule. This issue has been a source of controversy for the last decade. Hum-
phreys et al. showed that all the reparative epithelial cells originated from within
the tubule and do not involve specialized progenitors (6, 7). Differently, a recently
discovered subpopulation of tubular cells, scattered tubular cells, was proposed as
the most likely candidate mediating cellular regeneration after acute kidney injury
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(AKI) (8-10). These cells express high levels of CD133 and CD24, markers also
found on glomerular parietal epithelial cells (PECs), and exhibit a transcriptional
profile different from differentiated tubular cells. It has been suggested that in
human kidneys a subset of renal progenitors is bipotent and displays the potential
to differentiate into podocytes and proximal tubular cells (10-12). The existence
of renal epithelial progenitors in the kidney may explain the regression of renal
lesions that have been observed in experimental animals and even in humans (1).
On the other hand, abnormal regenerative responses to podocyte injury passing
through the activation of renal progenitors found in the Bowman’s capsule can be
responsible for the hyperplastic glomerular lesions.

Stem cell-based therapies

A promising approach for kidney regeneration is represented by a therapy based
on the administration of exogenous cells. Although, renal progenitor cells repre-
sent an interesting option for cell-based therapy and have been shown working in
AKI models due to their capacity to differentiate into new renal cells (12), their
clinical translation is limited by the poor accessibility of the cell source in pa-
tients, limited expansion capacity and differentiation potential. Other type of cells
potentially able to repair the kidney has been tested including cells of extrarenal
origin such as mesenchymal stem cells (MSC) or renal progenitors obtained from
the differentiation of pluripotent stem cells.

Mesenchymal stem cells

Cellular therapy for kidney disease has evolved rapidly over the last decade.
Exogenous stem cells have been administered for treating acute kidney injury in
animal models. Of all extra-renal cells, MSC are the most promising stem cell
type for curing renal disease. MSC are located in the hematopoietic niche in the
bone marrow (BM) where they locally release specific cytokines, chemokines and
growth factors to regulate self-renewal, maturation and recruitment of hematopo-
ietic stem cells (HSC) to the vascular compartment (13). Other tissues host MSC,
including adipose tissue, skeletal muscle, peripheral blood, connective tissue, um-
belical cord wall and blood, and amniotic fluid (14).

Our group documented that murine MSC exerted a protective effect in mice with
AKI induced by the nephrotoxic drug cisplatin (15, 16). Administered MSC pro-
tected animals from renal function impairment and tubular injury. Renal tissue
regeneration occurred through an increase in resident tubular cell proliferation
via the release of paracrine factors (16). We also provided evidence that MSC
obtained from human BM aspirates were effective in preserving renal function
and tubular structure in the cisplatin model of AKI established in immunodefi-
cient nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency (NOD/SCID) mice
and prolonged life survival compared to mice given-saline (17). Treatment with
BM-MSC helped to preserve microvascular integrity and ameliorated renal tissue
oxygenation. Other sources for MSC have been tested as possible cell therapy for
AKI, including umbilical cord blood (CB). Phenotypical analysis of these cells
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revealed that CB-MSC had higher expression of genes involved in angiogenesis
and matrix remodeling. When administered to NOD/SCID mice with cisplatin-
induced AKI, CB-MSC exerted a stronger prolongation of animal survival com-
pared to BM-MSC (18). Finally, we tested human amniotic fluid stem (AFS) cells,
which represent a type of stem cell with high plasticity and expansion capacity.
Cisplatin NOD/SCID mice receiving hAFS showed improvement in renal fun-
ction and tubular damage (19).

Studies complementary to those on survival have tried to highlight the possible
mechanisms involved in the regenerative processes activated by MSC treatment.
The low engraftment of BM-MSC, in the site of renal injury of cisplatin-mice, in
the proximity of peritubular areas and not within the tubular epithelium reasona-
bly ruled out that administered cells regenerated renal structures via transdifferen-
tiation into renal cells.

The release of soluble factors by MSC, acting in a paracrine manner, seems to
be the most important pathway for exerting renal protection. Through silencing
experiments it has been demonstrated that among growth factors, insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) and vascular endothelial growth factor (VEGF) have an
important role in mediating regenerative processes (16, 20). To explain the reno-
protective effect the existence of additional mechanisms acting in concert with
released growth factors has been suggested.

Microvescicles and exosomes are a new cell-to-cell communication mechanism
that allows for the transfer of functional proteins or genetic material via mRNAs
and microRNAs. MSC-released microvescicles have been shown to be efficacious
in protecting mice with glycerol-induced AKI (21). Another report demonstrated
that the repair of proximal tubular cells damaged with cisplatin took place through
both the trophic effect of BM-MSC-released IGF-1 and the transfer of mRNA of
the corresponding IGF-1 receptor via exosomes, increasing cell sensitivity to the
growth factor (22). MSC-derived microvescicles have been considered a possible
therapeutic strategy (23).

Reprogrammed mesenchymal stem cells

A recent publication by our group showed it is possible to obtain renal cells throu-
gh reprogramming bone marrow-derived MSCs (24). Specifically, human bone
marrow-derived MSCs have been reprogrammed into renal proximal tubular-like
epithelial cells by using cell-free extracts. Indeed, when human bone marrow-de-
rived MSCs were exposed to cell extracts from HK2 (a proximal tubular cell line
of human origin), human bone marrow-derived MSCs changed morphology and
acquired epithelial functional properties like transepithelial resistance, albumin-
binding and uptake and specific markers E-cadherin and Aquaporinl. Brush bor-
der microvilli and tight intercellular contacts have been observed by transmission
electron microscopy. Reprogrammed human bone marrow-derived MSCs infused
in immunodeficient mice with cisplatin-induced AKI were able to engraft into
proximal tubuli, and improve renal function and injury. These data indicate that
reprogrammed bone marrow-derived MSCs can be a promising cell resource for
future cell therapy.
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Induced Pluripotent Stem Cells

The availability of cells that can efficiently replace cells from diverse com-
partments of the kidney is a crucial factor for cell-based therapy. Induced plu-
ripotent stem cells (iPSCs) are pluripotent cells with high self-renewal capacity
that can also be derived from human cells, providing the possibility of patient-
specific treatments. In ischemia reperfusion-induced AKI, undifferentiated mu-
rine iPSCs administered via the intra-arterial route attenuated kidney injury via
a paracrine mechanism (25). However, the employment of pluripotent cells that
have not been pre-differentiated in vitro raises concerns about the high risk of
teratoma formation. Therefore, the derivation of renal progenitors from iPSCs
through in vitro exposure to differentiating conditions represents a crucial step
for the applicability of iPSC-based cell therapy. Several studies have shown that
murine embryonic stem cells (ESCs) and iPSCs can generate cells expressing
intermediate mesoderm and metanephric mesenchymal markers through expo-
sure to specific factors important for kidney development, including Activin A,
retinoic acid, bone morphogenic proteins or glial cell line-derived neurotrophic
factor, GDNF. Renal proximal tubular and podocyte lineages have been obtained
from human ESCs and iPSCs (26, 27). Our group has recently reported the deri-
vation of renal progenitor cells from two different cell lines from human iPSCs,
one derived in our laboratory, through a stepwise inductive protocol able to drive
the developmental progression of differentiating iPSCs through the intermediate
mesoderm and metanephric mesenchyme phenotype, as confirmed by immuno-
staining and the analysis of gene expression profiles (28). In vivo, iPSC-derived
renal progenitor cells functionally engrafted into renal tubuli, acquired a tubular
epithelial phenotype and significantly protected renal function and structure from
renal impairment in NOD/SCID mice with cisplatin-induced AKI. We have not
observed signs of inappropriate differentiation and tumor formation in the renal
tissues or other organs of animals receiving iPSC-derived renal progenitor cells
after 8 weeks. These results highlight that iPSCs are a valuable source of engraf-
table cells with tissue regenerative potential for kidney disease and build the basis
for new potential applications in stem cell-based renal therapy.

Kidney engineering

Tissue engineering technologies use scaffolds to grow cells and to obtain a new
template for whole organs. However, the kidney is a structurally complex organ
that is difficult to re-build in vitro. Due to this complexity, a natural scaffold obtai-
ned from decellularized kidneys can be a key step in this regenerative approach
(29). Recently, several studies reported the decellularization of complex organs
such as the heart, liver and lung, from rodents with preserved organ structural
organization (30, 31). Indeed, it is critical that the organ-scaffold retains its intact
three-dimensional (3D) structure, vasculature, and matrices. An acellular scaffold
has been obtained from the decellularization of a rat kidney, maintaining intact
renal matrices that are important for promoting adhesion, migration, proliferation,
and differentiation of repopulating progenitor cells (32). To seed the whole-kid-
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ney scaffold, murine ESC were infused via the renal artery and ureter. In a recent
publication Bonandrini et al. reported an improved protocol for decellularizing rat
renal ECM scaffolds and repopulating them with murine ESC under physiologic
in vitro perfusion conditions (33). The whole-kidney scaffolds preserved the 3D
structure of the vasculature, glomeruli and tubuli. Immunofluorescence analysis
showed that renal matrices were well preserved, similar to those of native kidney
tissues maintaining the expression of collagen IV, laminin and fibronectin. The
decellularized kidney scaffold was then perfused with ESC cells through the renal
artery, under pressure-controlled perfusion with recirculating cell medium for 24
and 72 hours. Analysis of the tissues showed that seeded cells populated the organ
almost completely and distributed uniformly in the vascular network and in glo-
merular capillaries, whereas occasionally mES cells reached peritubular capillary
and tubular compartment. No major signs of apoptosis were discovered. Adhered
cells within the kidney scaffold showed a loss of pluripotency markers, and acqui-
sition of phenotype referred to meso-endodermal lineage. The derivation of decel-
lularized kidneys holds promise for the development of new strategies for organ
replacement and may opening the possibility of repopulating tissue-engineered
organs with pluripotent cells which can differentiate through contact with native
organ matrices.

Embryonic kidneys

Engineering kidneys de novo to provide transplantable tissues represents an in-
triguing option for facing the problem of the shortage of transplantable organs.
Studies have suggested the possibility of employing xenogeneic embryonic kid-
neys, the metanephroi, as a source of immature renal cells able to recreate in
vitro an organotypic renal structure, the renal organoid. This is made possible by
the capacity of single-cell suspensions dissociated from isolated metanephros to
reaggregate to form the organotypic renal structure (34). However, in vitro, the
formation of glomeruli is not possible. Recently, Xinaris et al. showed that murine
renal organoids obtained in vitro from single-cell suspensions derived from E11.5
metanephroi, once transplanted beneath the renal capsule of living rat hosts, un-
derwent maturation with the formation of vascularized glomeruli with fully dif-
ferentiated capillary walls, including the slit diaphragm, and the appearance of
erythropoietin-producing cells. Moreover, the transplanted renal tissue exhibited
tubular reabsorption of macromolecules (35).

The transplantation of the embryonic kidney in the injured renal tissues has also
been suggested as an interesting option for creating a microenvironment that acti-
vates regenerative processes (36). We have shown that metanephroi obtained from
E15 rat embryos when transferred under the renal capsule are able to originate
new renal structures in healthy animals and also in animals with spontaneous
nephropathy (MWEF rats) (36). Six weeks post-transplantation, renal anlagen de-
veloped glomeruli and tubuli able to filter blood and to produce urine in cyst-like
structures. Moreover, metanephroi transplanted in MWF rats initiated a regene-
rative-like process in host renal tissues adjacent to the graft with an increase in
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cell proliferation and vascular density, together with upregulation of mRNA and
protein of VEGF, FGF2, HGF, IGF-1 and Pax-2. Also, oxidative stress and apop-
tosis associated with the chronic disease markedly decreased. This highlights the
potential of embryonic kidneys on activating regenerative pathways within inju-
red renal tissue. study
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La verita sulle cellule staminali

Giuseppe Remuzzi
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Bergamo

Un giorno le cellule staminali serviranno per curare diabete, Alzheimer, Parkin-
son, lesioni del midollo spinale, certe malattie rare e chissa forse con le cellule si
potranno riparare i danni al cuore, al rene, al fegato. Ma che cosa si pud davvero
curare gia oggi con le cellule staminali? Due cose: le malattie del sangue e certe
malattie rare del sistema immune, le immunodeficienze primitive soprattutto, e
questo si fa a Milano. E poi si possono riparare pelle e cornea. In Italia lo fa
Michele De Luca a Modena. Presto lui e i suoi collaboratori sapranno rimediare
anche alle lesioni della mucosa dell’uretra e quella del cavo orale. E c’¢ chi lavora
per riparare il cuore dopo I’infarto in Germania, Inghilterra, Francia, Italia, Stati
Uniti e Giappone. Per le altre malattie in Europa e negli Stati Uniti con le cellule
si fa soprattutto ricerca non per curare per adesso ma piuttosto per capire (quali
cellule usare per esempio e per quali malattie e poi quanto pure e quante devono
essere e dove le si devono mettere).

Si tratta anche di stabilire se questi trattamenti sono abbastanza sicuri - safety di-
cono gli anglosassoni - da poter diventare una cura. Progetti cosi ce n’¢ tanti, per la
sclerosi multipla per esempio lo stanno facendo a Chicago - hanno pubblicato un
lavoro nel Lancet - e a Louisville negli Stati Uniti. Per la sclerosi laterale amiotro-
fica & gia stato avviato uno studio in Spagna che impiega cellule del midollo osseo
e altri gruppi anche in Italia hanno fatto esperimenti preliminari o si preparano a
farlo. A Londra all’Imperial College c’¢ uno studio con le cellule staminali per le
fratture della tibia, a Basilea c’¢ n’¢ uno per curare le piaghe da decubito e negli
Stati Uniti I’FDA sta per approvare uno studio con cellule embrionali umane per
i danni del midollo spinale. Bambini con distrofia muscolare sono gia stati trattati
con cellule staminali in studi preliminari a Milano. In Europa e negli Stati Uniti gli
ammalati devono essere informati di tutti i dettagli del protocollo e del fatto che per
adesso questi studi servono solo per capire, di efficacia se ne parlera dopo. E serve
I’approvazione di autorita regolatorie (per noi ¢ I’Istituto Superiore di Sanita) che
valutano tutto quello che si vuole fare in ogni dettaglio, dal disegno dello studio
alla preparazione delle cellule (se non sono pure o non sono state manipolate a
regola d’arte le cellule trasmettono infezioni e tumori). Ma nessuno puo impedire
agli ammalati di andare all’estero e farsi curare dove non ci sono regole. Lo chia-
mano “turismo delle cellule” (¢ il titolo di un World Report - notizie dal mondo
- del Lancet) di solito sono medici che lavorano in paesi emergenti o addirittura
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poveri dove la ricerca clinica non ha vincoli e si puo fare pitt 0 meno quello che si
vuole senza aspettare i risultati degli studi fatti con i criteri della scienza. Roberto
Brenes lavora in una clinica di San Jose in Costa Rica. Lui e i suoi colleghi hanno
trattato quasi 70 ammalati con sclerosi multipla con cellule staminali prese dal
tessuto adiposo. Gli ammalati spendono fra 15.000 e 25.000 dollari ogni volta.
E i risultati? Buoni a detta di Brenes che a chi gli chiede cita spesso il caso di un
ammalato del Tennessee che dopo due mesi di cura ha potuto lasciare la sedia a
rotelle e stare in piedi per un po’, ma aveva fatto anche tanta fisioterapia. E c’¢
un altro caso, un bambino di 9 anni di Israele con una malattia rara del cervello,
si chiama atassia telangettasica, I’hanno curato con cellule staminali fetali. I suoi
dottori, quelli di Tel Aviv di quel trattamento non volevano sentir parlare ma i geni-
tori insistevano e alla fine ’hanno fatto, contro il parere dei medici. Per farlo sono
andati in una clinica di Mosca: nel 2001 le prime iniezioni, e poi ancora nel 2002
e nel 2004. Quattro anni dopo il bambino ha mal di testa, fa una TAC a Tel Aviv e
vedono che ha un tumore al cervello e al midollo spinale. Le cellule di quel tumore
non sono del bambino, vengono con ogni probabilita da quelle iniettate a Mosca.
Questa storia i medici di Tel Aviv I’hanno scritta su Plos Medicine dello scorso
febbraio, e cosi adesso si sa. Quanti ce ne saranno stati di casi cosi, mai pubblica-
ti? I medici del “turismo delle cellule” ragionano cosi “per avere risultati da studi
clinici fatti a regola d’arte - per la sclerosi multipla tanto per fare un esempio - ci
vorranno 10-15 anni, ma da me vengono malati che vogliono guarire adesso e mi
chiedono di fare tutto quello che si puo, e allora perché non provare?”” Mentre in
qualche paese dell’ Europa - ma soprattutto in Italia - si discute se le cellule debba-
no essere embrionali o adulte (quelle del bambino di Tel Aviv erano adulte) in Asia
le cliniche che promettono miracoli con le cellule - scrivono Kiatpongsan e Sipp su
Science - sono sempre di piu.

C’¢ niente che si pud fare per evitare che questi gruppi vadano troppo avanti?
Giornali e televisione possono fare tanto. La BBC ha fatto un serie di documentari
che hanno rivelato come ci sia un commercio di feti umani fra Ucraina e Caraibi
a vantaggio del “turismo delle cliniche delle cellule”. La cosa ha suscitato scan-
dalo e I’Istituto per la Medicina Rigenerativa delle Barbados ha perso clienti e ha
dovuto chiudere. Anche gli scienziati possono fare molto, preparare documenti
sui requisiti minimi per ’impiego delle cellule da far conoscere ai governi, ai
giornalisti e alla gente. Forse ¢ venuto il momento che anche 1’Organizzazione
Mondiale della Sanita prenda una posizione chiara perché la gente sappia quali
malattie si possono davvero curare oggi con le cellule e per quali invece ci sono
prospettive interessanti ma niente che possa curare o guarire. Lo si deve fare subito
per evitare il fai-da-te, si rischia che effetti negativi anche gravi e frodi finiscano
per offuscare le grandi potenzialita di questi trattamenti. Anche gli ammalati de-
vono fare la loro parte ma bisogna spiegargli bene come stanno le cose. Oggi con
le cellule per riparare organi e tessuti e curare la sclerosi multipla o le lesioni del
midollo spinale siamo al punto in cui si era quarant’anni fa col trapianto di midollo
per la leucemia. Per quanto avanzatissime queste ricerche sono “in fasce” rispetto
alle loro potenzialita, hanno bisogno di essere protette, proprio come si fa con un
bambino appena nato.
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Microfluidica e cellule tumorali circolanti:
progressi tecnologici
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Il conteggio, I’analisi e la caratterizzazione di sottopopolazioni a bassa o bassissi-
ma numerosita (nel sangue o in altri fluidi biologici) ¢ certamente una delle sfide
tecnologiche pill affascinanti dei nostri giorni. E comunque curioso evidenziare
come negli ultimi decenni del secolo scorso la stessa tecnologia ha avuto come
“mission” quella di analizzare migliaia di cellule in pochi secondi...

Background

L’analisi di grandi numeri di cellule ha da anni trovato nella citometria a flusso
(CF) la strumentazione di elezione che consente in tempi brevissimi e con ele-
vato valore statistico di ottenere informazioni molto dettagliate sia di contenuti
quantitativi sia di caratteristiche morfo-funzionali. Sulla base di questi risultati
analitici alcuni strumenti possono essere oltre che “analizzatori” anche “separa-
tori” in grado cioe di separare fisicamente due o pit popolazioni distinte appunto
da differenti proprieta biologiche (evidenziate ad esempio attraverso specifiche
marcature immunofluorescenti).

Le tecniche di citometria a flusso sono ormai considerate insostituibili in molte
problematiche biomediche basate sull’analisi cellulare. Fra tutte la fenotipizza-
zione linfocitaria € sicuramente quella piu strettamente legata a questa strategia
analitica. Tuttavia anche la CF ha subito ed ¢ tuttora coinvolta e soggetta a si-
gnificative evoluzioni sia tecnologiche che applicative. Basti pensare al “sorting”
convenzionale elettrostatico nato pilt o meno con la CF ed ora profondamente
modificato per limitare i danni che il campo elettrico provoca alla vitalita delle
cellule separate. E infatti noto che la “separazione fisica” delle cellule (ovvero la
deflessione delle particelle liquide che le contengono) era tradizionalmente origi-
nata da elevate differenze di potenziale (dell’ordine delle decine di Kvolts) con ef-
fetti anche letali sulle cellule che avevano subito la deflessione cio¢ proprio quelle
selezionate “attivamente”. Per ovviare a questi inconvenienti i “sorter citometrici”
di ultima generazione utilizzano principi diversi dall’elettrostatico nell’intento di
indurre meno stress elettromeccanici alla popolazione separata.

Una importante considerazione riguarda inoltre il numero delle cellule da analiz-

14° Corso di formazione avanzata, 12-15 maggio 2015



108 CELLULE RARE CIRCOLANTI

zare: la CF nasce per analizzare grandi numeri di cellule (decine di migliaia) in
alternativa ai metodi di osservazione e conteggio attraverso il microscopio (con-
teggi manuali mediante camera di Burker) che sono certamente lenti, noiosi e la-
boriosi. Oggi molte delle applicazioni cliniche sono basate sul conteggio preciso
di pochi elementi cellulari (conta assoluta ad esempio dei linfociti CD4+ nelle
immunodeficienze o delle cellule CD34+ nelle problematiche di trapiantologia)
se non addirittura alla ricerca e conteggio di elementi contaminanti o comunque
presenti a frequenza molto bassa (eventi rari) in vari liquidi biologici. Ancora a
proposito di “sorting”, fondamentale ¢ stato il contributo della separazione basata
su microparticelle ferromagnetiche che consentono una grandissima versatilita
applicativa.

La strumentazione commercialmente disponibile (e la relativa metodologia di se-
parazione basata su anticorpi legati a micro o nano-particelle magnetiche), ad
oggi, ¢ totalmente dedicata alle problematiche cliniche basate rispettivamente
sull’arricchimento (detto anche separazione “positiva”) o sulla deplezione cellu-
lare (o separazione negativa). La prima tecnica consente di ottenere una frazione
arricchita degli elementi cellulari di interesse (es CD34+ da donatore, da trasfon-
dere in paziente o da espandere in vitro) mentre la seconda consente invece di
eliminare elementi cellulari indesiderati (es. CD14+ prima di procedere alla conta
dei CD4+). In entrambi i casi le cellule, “separate” grazie al campo magnetico, ri-
mangono legate ad un supporto (ovvero, colonne “disposable” macro o micro) che
viene eliminato nel caso della deplezione (infatti contiene le cellule indesiderate)
e dal quale invece devono essere “eluite” (con resa pilt o0 meno elevata) le cellule
di interesse nel caso della separazione “positiva”.

A questo secondo caso appartengono anche le problematiche analitiche basate
sulla cattura e/o conteggio di elementi cellulari rari. Questi infatti una volta cat-
turati devono essere recuperati per controllo/conteggio microscopico o per suc-
cessive analisi di biologia molecolare. Ancora da sottolineare ¢ il fatto che il ren-
dimento finale di tale processo di conta dipende sia dalla efficienza della fase di
cattura sulla colonna sia dalla efficienza di rilascio dalla colonna alla soluzione
di raccolta. E evidente quindi che per problematiche riguardanti la separazione
di eventi rari (dove sono coinvolte spesso poche decine di cellule) questo tipo di
separazione magnetica, ancorché di grande interesse, si sta rivelando a volte poco
efficace. Da qui I’esigenza di sviluppare nuovi sistemi di cattura e conta, sempre
basati sul principio della separazione magnetica, che non richiedono perod colonne
da eluire al termine della separazione.

Nuove metodologie

Nei laboratori IGM-CNR Sez Istoch/Citometria sono in corso da alcuni anni ri-
cerche di sviluppo tecnologico e metodologico mirate alla realizzazione di dispo-
sitivi di separazione e conta cellulare finalizzati a portare le cellule separate di-
rettamente su un “supporto” (tipo vetrino) da microscopia per essere direttamente
contate e/o analizzate con metodiche immunocitochimiche.

Recentemente tali ricerche hanno portato alla realizzazione pratica di un dispo-
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sitivo (“Micro-count”) per separazione immunomagnetica di elementi cellulari
presenti a bassa frequenza in liquidi biologici. Il sistema & stato sviluppato per
trattare microvolumi di campione (50 ul) che potra contenere un numero di cel-
lule (da separare “positivamente”) di 100-200 elementi. A fine procedimento le
cellule separate rimangono adese alla superficie di un vetrino copri-oggetto, in
aree predefinite, per una immediata osservazione/conta al microscopio. Il sistema
realizzato (mostrato in Figura 1) € composto da una matrice di otto pozzetti per la
gestione ad es. di quattro campioni e dei rispettivi controlli.

Piu in dettaglio la cella di separazione ¢ costituita da un “sandwich” di tre ele-
menti: il blocco separatore, il supporto che raccoglie le cellule separate e il blocco
dei pozzetti. Il blocco separatore ¢ costituito da una lastrina di plexiglass che
incorpora una matrice di otto mini-magneti di materiale super paramagnetico (ne-
odimio) che hanno il compito di esercitare un forte campo magnetico necessario
per la separazione (in questo caso in contro-gravita). Il supporto di raccolta delle
cellule separate ¢ costituito da un normale vetrino coprioggetto da microscopia
(24x50 mm) che diventa “fondo” dei pozzetti destinati ad ospitare il campione
(o 1 campioni) da analizzare. Il blocco dei pozzetti ¢ anch’esso costituito da una
piastrina di plexiglass forato in corrispondenza delle posizioni dei magneti della
lastrina sovrastante. I tre elementi montati a sandwich realizzano un sistema mul-
tipozzetto (Fig. 1a).

Abbiamo sperimentato questo sistema in alternativa alla tecnica di CF per il con-
teggio dei linfociti CD4+ in pazienti affetti da immunodeficienze con I’intento
di realizzare un approccio alternativo semplice orientato ad applicazioni massive
nei paesi in via di sviluppo. Il metodo prevede 1’utilizzo di un solo monoclonale

Fig. 1
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specifico (nel nostro caso anti-CD4-MicroBeads Miltenyi Biotec 130-050-201) su
microvolume di sangue intero senza necessita di successiva lisi dei rossi. Il sangue
¢ deposto direttamente nei pozzetti (50 microL) e qui miscelato con il reagente. Si
mantiene il sistema in agitazione (piastra a rivoluzione planetaria) per 10 minuti
e quindi semplicemente si capovolge tutto il sistema (come si faceva un tempo
con le tecniche dei “vetrini a goccia pendente”) sul banco di lavoro. Si viene cosi
a realizzare (in ogni pozzetto) un sistema di separazione immunomagnetica in
contro-gravita. In dettaglio avviene che tutti gli eritrociti e le cellule non marcate
sedimentano verso il menisco inferiore del pozzetto, mentre quelle che hanno
legato le particelle magnetiche (in questo caso i linfociti CD4+) risentono della
forte attrazione del campo magnetico (ora nella parte alta del pozzetto) e quindi si
“bloccano” sul vetrino coprioggetto. Dopo 1 h si appoggia il sistema su carta as-
sorbente che in pratica svuota i pozzetti e consente quindi smontando il separatore
di recuperare il vetrino con adese le cellule. Si lascia asciugare per non delocaliz-
zare le cellule nelle rispettive “impronte”, si passa poi in etanolo 70 e quindi alla
colorazione dei nuclei con un fluorocromo (ioduro di propidio) e quindi alla suc-
cessiva osservazione e conteggio diretto al microscopio a fluorescenza (Fig. 1b).

Per consentire di utilizzare questo sistema anche in condizioni estreme (laboratori
mobili o da “campo”) presso i laboratori IGM-CNR ¢ stato anche messo a punto
(in collaborazione con FRAEN srl Milano) un primo prototipo di microscopio
portatile a fluorescenza. Grazie all’impiego di LED (diodi luminescenti) di poten-
za ¢ stato infatti possibile realizzare un illuminatore in grado di trasformare un mi-
croscopio classico in uno a fluorescenza “portatile” alimentato a batteria (Fig. 1c).
Sempre in tema di identificazione e conteggio di “eventi rari” a livello clinico,
sono diventate attuali numerose problematiche che hanno appunto come deno-
minatore comune quello di coinvolgere pochissimi elementi cellulari cui pero ¢
legata un grande valenza analitica. L.’ ambito clinico ¢ vasto e va dal trasfusionale
(leucociti residui nelle sacche di emo-derivati) al trapiantologico (caratterizza-
zione delle cellule staminali) alla ricerca degli eritroblasti fetali nel circolo della
madre fino ad emergenti problematiche di oncologia solida ed ematologica. Pro-
prio in questi ultimi due distretti sono in atto grandi sfide tecnologiche e meto-
dologiche per arrivare al miglior approccio possibile (che come spesso accade
non ¢ sempre facilmente raggiungibile). Anche su questi temi ci siamo attivati
all’ IGM-CNR e sulla base dell’esperienza fatta con la tecnica “Micro-count”
abbiamo messo a punto un secondo sistema di separazione immunomagnetica
che ha dovuto tener conto del diverso contesto di tipologia e di preparazione del
campione. Sul tema specifico della ricerca delle cellule tumorali circolanti (CTC),
nel sangue periferico di pazienti oncologici, abbiamo fatto riferimento ad un ap-
proccio analitico commerciale (“Cell Search” della Veridex) che, nonostante varie
validazioni (inclusa FDA-USA), per una serie di ragioni (costi principalmente,
ma non solo) non ha trovato ad oggi larga diffusione. Dai dati disponibili in lette-
ratura sulla frequenza di CTC nel periferico in varie tipologie e stadi di malattie
oncologiche risulta un range di valori da poche unita (2-5) a centinaia (100-200)
valutati in 7,5 ml di sangue periferico. Il sistema Veridex gestisce questo volume
di sangue in due fasi ed in modo semiautomatico mediante I’impiego di appositi
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“disposable” e reagenti dedicati per arrivare o al numero di cellule contate o a
un supporto che contiene le cellule separate, per la loro successiva osservazione/
controllo al microscopio. Con questa premessa abbiamo sperimentato una imple-
mentazione del sistema “Micro-count” per realizzare una strategia di separazione
adatta a questa tipologia di campione e sempre con I’ obiettivo finale di recuperare
direttamente le cellule su vetrino da microscopio. Poiché ¢ necessario partire da
grandi volumi di sangue ¢ indispensabile lavorare sulla frazione di cellule mono-
nucleate ottenute da separazione in Ficoll del campione di sangue di partenza. E
comunque noto dalla letteratura che le CTC si vanno a raccogliere in questa fra-
zione di cellule. Altro punto critico ¢ il marcatore di elezione che si decide di uti-
lizzare: inizialmente il sistema Veridex era basato su selezione positiva realizzata
mediante monoclonale anti-EpCam e successiva ulteriore caratterizzazione delle
cellule con altre marcature specifiche (positivita a DNA/nucleo e citocheratine ed
assenza di marcatura CD45). Nel recente passato pero una serie di lavori hanno
dimostrato che la ben nota eterogeneita di espressione delle molecole di superfi-
cie delle cellule tumorali ha messo in discussione la “robustezza” del parametro
EpCam quale cardine della immuno-cattura delle CTC. Nel nostro caso abbiamo
utilizzato come marcatura primaria un mix di anticorpi (mouse) anti-EpCam e
anti-PanCitocheratina (8-18-19) seguita da una marcatura secondaria con micro-
particelle magnetiche (Dynabeads® Goat anti-Mouse IgG, 4.5 micron). Il sistema
utilizzato ¢ mostrato in Figura 2a, ed ¢ stato realizzato per operare con piastre
multiwell standard da 6 pozzetti. Il blocco portamagneti (sul quale si appoggia
la piastra a pozzetti) monta sei magneti al neodimio (intercambiabili) due dei
quali grandi (circa un terzo del fondo del pozzetto) e quattro piccoli di 3 mm di
diametro. Il campione incubato con i reagenti di cui sopra (volume di circa 2 ml)

Fig. 2
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¢ posto in uno dei pozzetti sovrastanti i magneti grandi e quindi il tutto ¢ posto per
30 min su un piano basculante (planetario). In questo modo le cellule “positive”
(epiteliali/tumorali) avranno legato le microsfere e quindi saranno trattenute (dal
campo magnetico) al fondo del pozzetto, mentre le “negative” (tutti i leucociti ed
1 rossi residui, essendo il campione non lisato) saranno flottanti nel mezzo liquido.
Con una serie di lavaggi/agitazioni sara possibile rimuovere tutte le cellule non
marcate lasciando infine le cellule trattenute al fondo del pozzetto. Si pud quindi
togliere la piastra dal contatto dei magneti e aspirare con un po’ di terreno/PBS
le cellule separate per trasferirle in un pozzetto adiacente che porta sul fondo un
vetrino coprioggetto in corrispondenza di uno dei magneti piccoli. Un successivo
passaggio per 15 min sul piano basculante fara in modo che le poche cellule cat-
turate si vadano a localizzare al centro del vetrino dove ¢ concentrata 1’azione del
magnete piccolo. Il vetrino potra poi essere processato al microscopio (Fig. 2b)
come precedentemente descritto nel sistema ‘“Microcount”.

La frazione di cellule recuperata sara quindi disponibile per ogni ulteriore carat-
terizzazione immunocitochimica cosi come per ogni parallela indagine di bio-
logia molecolare. Se la quantita di cellule recuperate dovesse essere consistente
(dell’ordine delle migliaia di elementi) questa frazione di campione potra essere
normalmente analizzata come “frazione arricchita” mediante citometria a flus-
so. Una ultima nota riguarda la possibilita di separare le cellule in condizioni di
sterilita se ulteriori indagini di biologia molecolare richiedessero la necessita di
espandere in vitro la sottopopolazione separata.

Nuovi orizzonti biotecnologici

L’evento biologico di “generazione di metastasi tumorale” ¢ costituito da una
complessa cascata, non ancora perfettamente chiarita, di fattori genetici ed am-
bientali che concorrono insieme ad eventi biofisici a stimolare determinate cellule
ad abbandonare il tumore primario per dirigersi in sedi distali ove potranno dare
luogo ad un tumore secondario. Dati recenti della letteratura testimoniano che
gli aspetti biofisici, ovvero le proprieta bio-meccaniche della cellula (struttura
pit o meno rigida del suo citoscheletro, elasticita pit 0 meno spiccata della sua
membrana plasmatica) e la capacita del microambiente del tumore di modularle
(nel senso di stimolarle) verso un comportamento pitt 0 meno “metastatico” sono
punti chiave, al centro dell’attenzione di molti ricercatori di area biomedica. In
un recente Progetto di ricerca ci siamo posti I’obiettivo di investigare le proprieta
biofisiche e specificamente la “plasticita della membrana cellulare” per arrivare
a definire (o potremmo dire prevedere) quello che potra essere il comportamento
di queste cellule in termini di mobilitda e/o migrazione, fattori questi che sono
strettamente connessi alla “capacita metastatica”. E noto che le cellule del tumore
primario, per generare metastasi, devono subire una trasformazione morfologica
nota come transizione epitelio-mesenchimale (EMT), ovvero devono acquisire
una maggior plasticita, tipica di cellule mesenchimali, per riuscire a migrare, at-
traversando membrane basali e/o endoteli. E stato gia sottolineato in letteratura
che la differente plasticita cellulare puo essere influenzata dal microambiente tri-
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dimensionale che circonda le cellule. Da qui I’esigenza di esplorare la coltura in
3D, anziché su supporti planari, per studiare gli effetti che questa puo indurre sul
citoscheletro e sugli aspetti morfofunzionali delle cellule.

Nell’ambito di una collaborazione interdisciplinare fra Dipartimenti diversi
(IGM-CNR, Oncologia Osp. Vigevano, Mario Negri MI, Dip. Ing. Industriale &
Informazione Uni PV e Ing. Informazione Uni PI) stiamo investigando 1’applica-
zione di microchip in silicio quali microincubatori 3D per applicazioni biomedi-
che (Fig. 3).

In questo progetto proponiamo I’utilizzo di microstrutture in silicio per la coltura
di cellule tumorali umane in un microambiente tridimensionale, al fine di carat-
terizzarne il potenziale metastatico, che € ritenuto, oggi con grande consenso, un
fattore prognostico (negativo) importante nell’evoluzione della malattia oncolo-
gica.

Le microstrutture che proponiamo di utilizzare consistono in schiere periodiche di
muri di silicio alternati ad intercapedini vuote con dimensioni dell’ordine di pochi
micrometri e con elevato rapporto d’aspetto, ricavate tramite microlavorazione di
tessere di circa 1 cm?. Il nostro gruppo di ricerca ha gia ottenuto risultati significa-
tivi nell’impiego di queste microstrutture in campo biomedico, dimostrando che
esse possono svolgere la duplice funzione di incubatori e trasduttori ottici per lo
studio del comportamento di biomolecole e cellule in ambiente tridimensionale.
In particolare, abbiamo dimostrato la possibilita di usare questi supporti per dif-
ferenziare linee cellulari con comportamento epiteliale da quelle mesenchimali,
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Fig. 5 - Cellule di Lewis Lung isolate dal tumore primario (a, b) e da una metastasi (c, d) e coltivate per 48h
su MS8, fissate e colorate con miscela FITC/PI. L’ osservazione in fluorescenza con eccitazione blu mostra
la distribuzione delle cellule sopra e dentro il silicio. Conclusione: Si pud notare come la maggior parte
delle cellule sia dentro le intercapedini e questo fenomeno si osserva in percentuale maggiore nel caso delle
cellule provenienti da metastasi.
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Fig. 6 - Particolare dello stesso campione CMP a maggiore ingrandimento (40x). Campioni fissati e marcati
con anticorpo anti citocheratina-FITC (a) e con PI (b). E evidente la fluorescenza verde specifica di una sola
cellula positiva a citocheratina mentre le altre mostrano solo fluorescenza aspecifica di fondo.
Conclusione: la cellula CK-positiva trovata inserita fra i muri di silicio testimonia che la microstruttura
MS8 puo funzionare da microincubatore tridimensionale selettivo per catturare le CTC nel sangue perife-
rico di pazienti oncologici.

dato che solo queste ultime sono in grado di popolare attivamente le strette inter-
capedini tra i muri (Fig. 4). Nella fase iniziale abbiamo studiato varie linee cel-
lulari stabilizzate derivate da tumori umani con differenti capacita metastatiche.
Queste cellule sono state coltivate con tecniche standard sia su vetrini tradizionali
che su tessere di silicio microlavorato. Per valutare il comportamento delle cellule
su silicio 3D (non trasparente nel visibile, come i vetrini classici) ¢ stato necessa-
rio ricorrere a procedimenti di marcatura citochimica e immunocitochimica con
utilizzo di varie tecniche microscopiche, in particolare basate su rivelazione in
fluorescenza in luce incidente in riflessione.

Utilizzando tecniche software di elaborazione delle immagini, acquisite al micro-
scopio, abbiamo valutato la diversa capacita delle cellule di popolare attivamente
le strette intercapedini della microstruttura in silicio e con analisi statistica ab-
biamo quantificato questa capacita e quindi la sua correlazione con il potenziale
metastatico.

Abbiamo quindi verificato la validita di questo nuovo approccio analitico (che
si pone come alternativa al test di Boiden) in un modello di tumore sperimentale
quale il “Lewis lung” del topo (Fig. 5). I risultati dell’analisi quantitativa dimo-
strano I’efficienza della microstruttura come microincubatore selettivo in grado di
monitorare il grado di aggressivita biologica delle cellule che vi crescono, siano
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esse rappresentate da linee cellulari tumorali di varia origine sia cellule derivate
da tumori sperimentali (nel nostro caso carcinoma Lewis lung). Dal confronto fra
il comportamento su silicio delle cellule del tumore primario, rispetto a quello
delle cellule derivate dalla metastasi, abbiamo avuto la conferma della validita
del metodo e siamo quindi passati alla valutazione di alcuni campioni clinici,
ovvero il sangue periferico di pazienti oncologici. La soluzione che abbiamo spe-
rimentato ¢ quella della coltura a tempi lunghi (5 giorni) che vede il deperimento/
morte delle cellule normali, verso la sopravvivenza delle sole cellule tumorali
che rimangono vitali dentro/sopra il silicio. Con una metodica di rivelazione con
anticorpo anti Citocheratina (CK) marcato con FITC in una serie di tre pazienti
oncologici ed un controllo normale, abbiamo verificato in un paziente (in stadio
clinico avanzato e con metastasi) la presenza (Fig. 6) di una quota significativa di
cellule positive a CK, verosimilmente riferibili a CTC.

Sebbene questi dati siano ancora preliminari essi rappresentano un primo passo
verso una caratterizzare cellulare non solo basata su parametri fenotipici o geno-
tipici, ma mirata a studiarne il comportamento funzionale.
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Multiple myeloma (MM) is a fatal malignancy of antibody-secreting bone mar-
row (BM) plasma cells (PCs) that accounts for 10% of all haematological mali-
gnancies with an incidence in Western countries of about 3-5 per 100.000. MM
is characterized by a wide clinical spectrum ranging from the presumed pre-ma-
lignant condition called monoclonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS), to smoldering MM, truly overt and symptomatic MM, and extra-medul-
lary myeloma/plasma cell leukaemia (PCL). Despite the remarkable improvement
in treatment and patient care, MM remains an incurable disease.

MM is characterized by a profound genomic instability that involves both ploi-
dy and structural rearrangements (1). Nearly half of MM tumors are defined as
hyperdiploid associated with trisomies of odd chromosomes (including 3, 5, 7,
9, 11, 15, 19 and 21) and a low prevalence of chromosomal translocations invol-
ving the immunoglobulin heavy chain locus (/GH) on chromosome 14q32. The
remaining tumors are referred as nonhyperdiploid and are frequently associated
with the constitutive activation of CCNDI1(11q13), CCND3(6p21), MAF(16q23),
MAFB(20q11), or FGFR3/MMSET(4p16.3) genes as a result of /IGH transloca-
tions (2-5). The mechanisms underlying this dichotomic pattern have not been
elucidated but hyperdiploid patients have a generally better prognosis. With re-
spect to the conventional and high dose therapy, the t(4;14) and the t(14;16) are
associated with a poor prognosis. In addition, gains or losses of specific genomic
regions including 13q, 17p13, 1p, 16q, 14q losses and 1q gains are adversely
linked to prognosis in MM (6). Furthermore, it has been demonstrated by me-
ans of gene expression profiling (GEP) that the deregulation of one of the three
cyclin D genes, in particular cyclin D1 and 2, is associated with virtually all of
the MM patients leading to the proposal of a TC molecular classification based on
the translocation partner (T) and cyclin D (C) expression (7, 8). Furthermore, a
study based on unsupervised hierarchical cluster analyses of GEP data of a large
survey of patients has proposed a prognostically potentially relevant molecular
classification of MM based on seven groups some of them consistent with the
presence of specific IGH translocations, hyperdiploidy or increased expression of
proliferation-related genes (9). Overall, GEP studies support the high biological
heterogeneity of MM and can provide further insights into the pathophysiology
and treatment of myeloma, including response to specific agents.

14° Corso di formazione avanzata, 12-15 maggio 2015
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A striking feature of MM is the predominant localization of malignant PCs in the
BM, in close association with stromal cells. Although these cells indeed represent
the main neoplastic cell type, several phenotypic and genotypic studies have de-
monstrated that small numbers of MM cells can also be detected in the periphe-
ral blood (PB) in a high percentage of patients with plasma cell dyscrasia. The
presence of circulating PCs can have a value in predicting risk of progression of
the disease. Moreover, it can be assumed that these circulating cells represent the
tumour-spreading component of the disease. This implicates that myeloma PCs
have the capacity to (re)circulate and home to new BM niches. One question that
has not been answered is whether these cells have stem cell-like features.

Tumor-initiating myeloma cells

Improvement of long-term outcomes in MM critically relies on a better under-
standing of the tumor-initiating cell in this disease. As in other malignancies, the
cancer stem cell concept incriminates drug-resistant myeloma stem cells with tu-
mor-initiating, self-renewing properties to feed the malignant plasma cell (M-PC)
compartment in disease relapse and progression (10, 11). However, it remains a
matter of debate if the clonogenic population resides within the pool of terminally
differentiated post-switch M-PCs or within a less differentiated (surface) immu-
noglobulin (Ig)-positive pre-switch B-cell compartment. The latter hypothesis has
been fueled by the description of so-called clonotypic pre-switch (IgM*) B cells
postulated to express the same patient-individual variable region Ig rearrangement
as the M-PC (12-16). This finding even provided the rationale for therapeutic
targeting of this postulated CD20* population with the monoclonal antibody ritu-
ximab (17, 18). However, inconsistent results of xenotransplantation experiments
(19-23), data on intraclonal evolution at the PC level (24-30), the analysis of class
switch junctions (31), and the lack of benefit from CD20-directed targeted therapy
(17, 18) challenged the hypothesis that pre-switch clonotypic B cells act as tumor-
initiating and propagating cells in myeloma. Interestingly, in a recent study an
allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction (ASO-PCR) technique
specifically designed for the detection of IGHVDJ monoclonal gene sequences
unique to the tumor cells of individual patients, was used in multiple highly-pu-
rified fractions of PB B-lymphocytes from patients with MM and MGUS (32).
The study failed to demonstrate the presence of circulating B cells clonally re-
lated to the tumor bone marrow PCs; the only exception were the myeloma PCs
detected and purified from the PB of four of the myeloma patients. Moreover,
the presence of pre-switch clonotypic B cells in the PB of myeloma patients was
also disproved by a next-generation sequencing study showing the presence of
circulating M-PCs with evidence for clonal evolution in active disease (33). These
findings suggest that circulating M-PCs may contribute to spreading the disease.
It seems evident that methodological aspects most likely account for the discre-
pancy between these two studies and prior reports (12-16), many of which were
primarily based on B-cell subpopulations isolated by fluorescence-activated cell
sorting (FACS). Because M-PCs can circulate in the PB, such B-cell populations
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may easily have been contaminated by circulating M-PCs, which may then have
provided the clonotypic sequences attributed to B cells.

Prognostic value of circulating myeloma PCs

The presence of circulating M-PCs has been recently demonstrated in the vast
majority (96%) of MM patients employing a deep-sequencing approach (34). This
evidence has two main important implications. First of all, circulating M-PCs are
a powerful prognostic marker in MM. Several studies have shown the prognostic
relevance of circulating PCs at the time of diagnosis in the PB of patients with
MM (65-38). Interestingly, the presence of circulating M-PCs has been associated
with an increased risk of malignant transformation to symptomatic MM in both
MGUS (39) and smoldering MM (40), as well as with an inferior survival among
symptomatic newly diagnosed (36) and relapse/refractory MM (41). Secondly,
the assessment of residual tumor cells persisting after therapy, or minimal resi-
dual disease (MRD), may play a role in the MM treatment paradigm as in many
other hematologic malignancies. Numerous reports have shown that molecular
MRD status is predictive of progression-free and overall survival in MM patients
(42-44). These studies have generally been limited to the assessment of BM invol-
vement, due in part to the sensitivity limitations of traditional MRD analysis tech-
niques, such as traditional flow-cytometric methods. The recent development of
a sequencing-based MRD assay (45-47) and its employment to identify myeloma
cells in BM and PB samples, based on their unique Ig gene rearrangements (34),
highlight the promise of a blood-based sequencing MRD assay that can be used
to measure MM disease burden at different time points and various disease stages.

Characteristics of circulating myeloma PCs

With regard to the biological features of circulating M-PCs, these remain largely
unexplored. Recently, a detailed characterization of myeloma circulating tumor
cells vs paired BM clonal PCs from MM patients showed that they represent a
unique subpopulation of clonal BM PCs (48) This subset is characterized by a
lower expression of CD138 as well as integrin and adhesion molecules and, con-
sequently, a lower dependence on BM stromal cell niches, that would confer them
an enhanced capacity to egress into PB. Moreover, in a context where clonoge-
nic cells are relatively rare among all myeloma tumor cells, circulating M-PCs
seems to be enriched in mostly quiescent cells associated with higher clonoge-
nic potential vs paired BM clonal PCs when cocultured with BM stromal cells.
These results would support recent observations showing the existence of a more
immature fraction of drug-resistant, relatively quiescent, and clonogenic clonal
PCs lacking CD138 (49-51), which would be preferentially located in extrame-
dullary sites (49). A further key point of the study is that Fluorescence In Situ
Hybridization analysis on highly purified FACS-sorted circulating M-PCs unra-
veled different cytogenetic profiles vs paired BM clonal PCs. Most interestingly,
despite a common cytogenetic background, BM clonal PCs showed systemati-
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cally > 1 cytogenetic alteration not detected in circulating M-PCs suggesting that
these cells may represent an ancestral clone from a cytogenetic point of view.
Finally, when investigating the functional characteristics of circulating M-PCs,
the Authors observed a marked fluctuation of their daily absolute number, pea-
king between 4:00 AM and 12:00 PM, with a nadir between 4:00 PM and 12:00
AM. These results, although preliminary due to low patient number, suggest that,
similarly to CD34* hematopoietic stem cells, circulating M-PCs may egress to PB
during the patients’ resting period to colonize/metastasize other sites in the BM
or at extramedullary tissues (52). According to this model, malignant PCs would
leave the BM, recirculate into PB, and home again into the BM at a different loca-
tion, in a kind of “metastatic”’/dissemination process that spreads the disease over
the whole BM (53, 54).
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Introduzione e cenni storici

Crescenti evidenze sperimentali e cliniche supportano 1’esistenza di un sottogrup-
po di cellule tumorali con caratteristiche di presunta staminalita, responsabili del-
I’*“iniziazione” del processo neoplastico, invasivita, metastatizzazione e resistenza
alle terapie. Tale sottogruppo ¢ denominato “cellule staminali del cancro” (CSC).
Il concetto e I’individuazione delle CSC possiede una grande rilevanza clinica,
con implicazioni in ambito diagnostico e terapeutico, essendo le CSC ritenute alla
base delle recidive di malattia e fenomeni di chemoresistenza (1). In realta il con-
cetto che i tumori potessero derivare da cellule di tipo “embrionale” non ¢ nuovo
e le prime ipotesi furono formulate circa 150 anni fa, teorizzando I’esistenza di
“cellule dormienti” in grado di sostenere lo sviluppo dei tumori (2-4). La descri-
zione formale e sperimentale del paradigma delle CSC si deve al gruppo di John
Dick che dimostro I’esistenza di CSC lucemiche con capacita di “selfrenew”, pro-
liferazione e differenziazione (5, 6).

Nell’ambito dei tumori solidi la prima evidenza di CSC fu riportata da Al-Hajj
nel tumore mammario (7, 8). Si sono poi susseguite numerose dimostrazioni spe-
rimentali in vari ambiti tra i quali tumore del polmone (9, 10), colon (11, 12),
prostata (13), ovaio (14-16), sistema nervoso (17, 18), melanoma (19-22), Capo
collo (23), pancreas (24).

Caratteristiche biologiche e criteri di identificazione

Le caratteristiche biologiche considerate proprie delle CSC comprendono:

1) la capacita di “automantenimento’;

2) tumorigenicita, generando tumori anche partendo da partendo da minime
quantita;

3) capacita di differenziazione;

4) espressione di marcatori di staminalita e relativa quiescenza proliferativa (25-
27).

14° Corso di formazione avanzata, 12-15 maggio 2015
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Le CSC sembrano intrattenere stretti rapporti fisici e funzionali con strutture mi-
croambientali in diversi istotipi tuomorali, costituendo le formazioni note come
“nicchie” (28, 29). Funzionalmente le nicchie sembrano svolgere un ruolo deter-
minante nell’equilibrio tra differenziazione e automantenimento delle CSC.

La possibilita di isolare le CSC ¢ ancora oggetto di ricerca, anche se numerose
evidenze sperimentali ne supportano la fattibilita attraverso diversi approcci quali
I'utilizzo di marcatori specifici di membrana (10, 13) (30, 31), I’individuazione
citofluorimetrica di una “side population” (32, 33), o ancora la capacita di cresce-
re come sferoidi (34).

Dal punto di vista funzionale potrebbero essere individuate sfruttando la chemo-
resistneza, mupltipotenza, tumorigenicita, espressione di geni di staminalita ed
attivita dell’enzima LDH (35-38).

Varie molecole di membrana sono state proposte come marcatori di CSC in vari
istotipi tumorali anche se nessuno pud essere considerato come definitivo (CD20,
CD24, CD34, CD44, CD90, CD117, CD133) (39).

Le caratteristiche di relativa chemoresistenza delle CSC sembrano legate all’e-
spressione di specifici trasportatori (ABC) o elevata capacita di riparazione dei
danni al DNA (40-42). Come detto sopra, queste caratteristiche sono alla base
di importanti implicazioni cliniche come le recidive tumorali, chemoresistenza e
persistenza di malattia minima residua.

Gli sforzi della ricerca sono attualmente indirizzati a visualizzare le CSC in col-
tura o nell’ambito di modelli in vivo, con 1’obiettivo di chiarirne le caratteristiche
funzionali ed esplorare strategie terapeutiche in grado di eliminarle.

Immunoterapia e CSC

La chemioterapia convenzionale ha ormai raggiunto un plateau, spesso insoddi-
sfacente, nel trattamento di molti tumori solidi sottolineando 1’alta necessita di
nuove strategie idealmente in grado di annientare la popolazione di CSC respon-
sabile delle recidive e resistenze.

L’immunoterapia ¢ tra gli approcci pill promettenti, supportata da importanti e re-
centi risultati in ambito clinico. L’ attivita immunoterapica contro le CSC ¢ attual-
mente oggetto di ricerca, gli effettori immunitari potrebbero superare importanti
meccanismi di difesa e chemoresistenza messi in atto dalle CSC come la relativa
quiescenza o pompe di efflusso.

Multipli approcci immunoterapici sono ipotizzabili, diretti contro precisi antigeni
presentati dal complesso MHC o basati su effettori MHC-indipendenti. Recenti
evidenze precliniche supportano la potenziale attivita contro CSC di aprocci basa-
ti su cellule natural Killer (NK), linfociti T di tipo y8 o ancora cellule killer indotte
da citochine (CIK). Si tratta di modelli preclinici, gravati da limitazioni speri-
mentali ma costituiscono comunque importante prova concettuale per il disegno
di studi clinici dedicati. Elementi di ricerca centrali sono 1’espressione da parte
delle CSC di antigeni (Ag) MHC ristretti o molecole bersaglio MHC indipendenti
riconosciute comunque dal sistema immunitario.

In questo corso ci focalizzeremo su approcci di immunoterapia contro CSC in
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modelli di tumori solidi. Discuteremo gli iniziali risultati preclinici e relative pro-
spettive cliniche, seguendo una divisione shematica tra approcci MHC-ristretti ed
MHC-indipendenti.

Immunoterapia MHC-ristretta

Negli ultimi anni pochi ma importanti lavori preclinici hanno esplorato la possibi-
lita di elicitare risposte adattative contro CSC in tumori solidi attraverso vaccina-
zione con cellule dendritiche (DC). Domande centrali affrontate dai ricercatori si
sono concentrate sulla presenza di molecole MHC funzionali ed antigeni tumorali
(TAA) sulla membrana delle CSC. La maggior parte dei dati deriva da modelli di
carcinoma prostatico e glioblastoma maligno, fornendo importanti prove concet-
tuali e spunti per speculazioni in prospettiva clinica.

1l modello del carcinoma prostatico

L’espressione di molecole MHC di classe I e I, congiuntamente a TAA, ¢ stata di-
mostrata su CSC in modelli transgenici di carcinoma prostatico murino (TRAMP),
dove gli animali sviluppano spontaneamente tumori prostatici molto simili strut-
turalmente al tumore nell’'uomo (43). Nell’ambito di questo modello, CSC sono
state efficacemente eliminate in vitro ed in vivo da linfociti citotossici (CTLs)
specifici e regressione tumorale in vivo ¢ stata ottenuta tramite vaccinazione con
DC caricate con CSC. Lo stesso gruppo di ricerca ha dimostrato anche la presenza
sulle CSC di molecole bersaglio riconosciute da cellule NK e LAK (Lympohki-
ne-activated killer), con conseguente attivita da parte di elementi dell’immuni-
ta innata (44). Nell’ambito dello stesso modello TRAMP, ¢ stato dimostrata la
possibilita di indurre una risposta immunitaria protettiva attraverso vaccinazione
con DC caricate con DNA codificante per il “prostate stem cell antigen” (PSCA)
(45, 46). La risposta immunitaria ¢ stata associata a documentata infiltrazione da
parte di linfociti CD4 e CDS, unitamente ad espressione di molecole MHC sulle
cellule tumorali. PSCA ¢ considerato un buon marcatore e potenziale bersaglio
delle CSC prostatiche, implicato funzionalmente nei processi di progressione e
metastatizzazione e descritto anche in altri istotipi tumorali (46, 47). Questi lavori
preclinici costituiscono importante prova dell’immunogenicita di CSC, sfruttabile
per indirizzare risposte immunitarie con CTLs specifici.

La descritta suscettibilita delle CSC alla risposta immunitaria di tipo adattativo
ed innata ¢ in apparente contrasto con la storia naturale di questa neoplasia, dove
il sistema immunitario risulta per lo piu incapace di arrestare spontaneamente la
progressione. Questo apparente paradosso, comune ad altri modelli tumorali, &
indicativo dell’esistenza nei pazienti oncologici di meccanismi immunosoppres-
sivi che consentono al tumore di eludere la sorveglianza e risposta immunitaria in
grado di eliminare le CSC.

1l modello del glioblastoma
Modelli sperimentali preclinici hanno dimostrato la possibilita di colpire effica-
cemente CSC di glioma maligno attraverso induzione di risposta immunitaria
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adattativa. Neurosfere, arricchite in CSC, sono state utilizzate per caricare DC
ottenendo importanti risposte curative vaccinando gli animali con conseguente
infiltrazione di linfociti CD4 e CD8 (48). E interessante notare come la coltura ex
vivo delle neurosfere porti ad una aumentata espressione delle molecole MHC di
classe II e costimolatorie (CD80: CD86) sulle CSC.

Queste osservazioni sono importanti in prospettiva clinica, essendo la carenza di
appropriata co-stimolazione una delle principali cause di fallimento di precedenti
approcci di tipo vaccinale. In linea con questi dati, altri gruppi di ricerca hanno
confermato indipendentemente come CSC di gliomi aggressivi fossero in grado
di processare ed esprimere TAA con conseguente induzione di efficaci risposte da
parte di CTLs in vitro ed in vivo (49). I dati suddetti sono tutti generati in modelli
murini; recenti evidenze supportano 1’estensione di questi concetti anche a CSC
di glioblastomi umani, fonti di TAA capaci di stimolare risposte mediate da CTLs
a seguito di vaccinazione con DC (50). Sulla scorta di questi risultati preclinici
¢ stato condotto un primo studio clinico. Un ristretto numero di pazienti ha ri-
cevuto vaccinazione con DC caricate con RNA estratto da neurosfere autologhe
(51), confermando la fattibilita, sicurezza ed iniziale attivita di questo approccio.
Nonostante non conclusivi, questi primi dati clinici gettano le basi per successivi
studi randomizzati e confermano la fattibilita ed il razionale di colpire le CSC nei
pazienti affetti da tumori solidi. Oltre ai suddetti modelli di carcinoma prostati-
co e gliomi, dati iniziali suggeriscono I’efficacia di un’immunoterapia adattativa
anche contro altri istotipi tumorali. Dati preclinici molto interessanti sono stati
presentati nell’ambito di melanomi e carcinomi squamosi, ottenendo una risposta
immunitaria protettiva, sia di tipo cellulare che umorale, a seguito vaccinazione
con DC caricate con lisati di CSC (52).

E importante sottolineare come non ci sia un totale consenso al momento tra i
ricercatori e dati contrastanti esistano a riguardo, con lavori sperimentali in favore
di una bassa immunogenicita delle CSC ed addirittura una loro attivita immuno-
soppressoria. In modelli di glioblastoma e carcinoma del colon le CSC sembra-
vano avere ridotta capacita di presentazione antigenica e secrezione di citochine
immunosoppressore (53, 54). In questi ambiti & interessante sottolineare come ci
sia evidenza che la ridotta immunogenicita delle CSC di glioblastoma possa esse-
re invertita dal trattamento con agenti demetilanti o esposizione ad IFN-y, aprendo
il campo all’esplorazione di strategie di sinergismo. Da questi pochi esempi si puo
evincere come la ricerca abbia definito un ruolo centrale delle CSC nei processi
tumorali umani e la potenzialita dell’immunoterapia come approccio terapeutico.
Al tempo stesso ¢ evidente 1’assenza di dati conclusivi, con dati spesso contrastan-
ti e la necessita di esplorare modelli sperimentali adeguati.

Strategie di immunoterapia MHC indipendente

Cellule Natural Killer

Il setting oncologico maggiormente esplorato ¢ quello del carcinoma del colon
(CRC), con evidenze sperimentali di immunoterapia con NK o linfociti yd attivi
contro CSC.
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Le cellule NK rappresentano circa il 10% dei linfociti circolanti e costituiscono i
principali effottori della cosiddetta immunita innata, coinvolta nella prima linea
difensiva contro patogeni ed immunosorveglianza nei confronti dei tumori (55).
L attivita antitumorale delle cellule NK ¢ mediata da una serie di recettori atti-
vatori (es. NKG2D, NKp30, NKp44, DNAM-1, FAS-L), cosi come dal recettore
inibitorio KIR (killer immunoglobulin-like receptor) attivato dal meccanismo del
“missing self” (56-58).

Evidenze sperimentali hanno riportato come CSC di CRC possano essere uccise
da cellule NK sulla base di una preferenziale espressione di ligandi per recettori
di citotossicita naturale (NKp30; NKp44) ed a seguito della mancata espressione
di molecole MHC rispetto a cellule tumorali maggiormente differenziate (59).
Questi riscontri offrono spunto per speculazioni circa I’impatto prognostico di
infiltrati di cellule NK a livello di CRC (60). Oltre al CRC, cellule NK si sono
dimostrate attive contro CSC in modelll di glioblastoma e melanoma, pur richie-
dendo in questo caso preventiva attivazione citochinica con IL2 o IL15 (61, 62).
Tutte queste evidenze sperimentali confermano il ruolo delle cellule NK come
potenziale immunoterapia contro le CSC e rilanciano la necessita di studi dedicati
a possibili strategie di sinergismo con gli attuali approcci chemioterapici e volti
a valutare il ruolo del “KIR Mmismatch” recentemente valorizzato nell’ambito
delle neoplasie ematologiche.

Linfociti T y0

Recentemente sono stati presentati interessanti dati preclinici a supporto dell’at-
tivitd preclinica di linfociti y& contro CSC in modelli di CRC (63, 64). In parti-
colare, il sottogruppo di linfociti yd esplorato in questi studi si riferisce a quello
Vy9Vo2. Questi linfociti si riscontrano prevalentemente a livello del sangue peri-
ferico ed organi linfoidi secondari e riconoscono antigeni non peptidici in maniera
MHC indipendente.

La loro attivita antitumorale si puo esplicare direttamente attraverso interazioni
di molecole recettoriali quali Fas/FasL, TNF/TNF-R, TRAIL/TRAIL-R (65), o
indirettamente agendo su altri effettori del sistema immunitario tramite secrezione
di citochine tipo Th1 e Th2 (66-68).

Nei modelli sperimentali di CRC esplorati, le CSC risultavano in realta spon-
taneamente resistenti all’attivita dei linfociti VY9Vd2, divenendo perd sensibili
a seguito di trattamento con basse dosi di chemioterapia convenzionale (SFU e
Doxorubicina) o acido zoledronico (98, 99). L’effetto della chemioterapia sembra
legato all’induzione di ligandi riconosciuti dal recettore NKG2D sui linfociti yd.
Deffetto pro immunoterapia dell’acido zoledronico non ¢ stato ancora del tutto
chiarito ma sembra indurre I’espressione di fosfo-antigeni a livello tumorale e del-
le CSC, riconosciuti dal TCR dei linfociti v, operanti poi un’uccisione mediata
da granzimi e perforine. Queste osservazioni sperimentali, sebbene iniziali, sono
scientificamente stimolanti e dotate di rilevante prospettiva clinica. Da una parte
evidenziano il potenziale ruolo di linfociti ¥ contro CSC, dall’altra sottolineano
la possibilita di integrazione con altri farmaci e strategie terapeutiche convenzio-
nali. E da notare come le dosi di farmaci utilizzate a scopo “sensibilizzante” per
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I’immunoterapia possano essere sensibilmente piu basse rispetto a quelle comu-
nemente utilizzate nella pratica clinica, con evidenti vantaggi sul profilo di tossi-
cita e possibilita di traslazione in studi clinici.

Cellule Killer Indotte da Citochine

Negli ultimi anni risultati promettenti nel campo dell’immunoterapia dei tumori
solidi sono stati riportati con ’utilizzo di effettori MHC-indipendenti denominati
cellule killer indotte da citochine (CIK) (108). Le celluleCIK sono linfociti T
espansi ex vivo con fenotipo T-NK (109-110). Il meccanismo di uccisione tu-
morale ¢ MHC-indipendente, principalmente basato sull’interazione del recettore
NKG2D con ligandi tipo “molecole indotte da stress” sulle cellule tumorali (es.
MIC A/B; ULBPs) (69-73).

Il nostro gruppo ha recentemente dimostrato 1’attivita preclinica delle cellule CIK
contro sarcoma e melanoma autologhi, incluse le presunte CSC (74, 75). L’aspet-
to importante di questi lavori preclinici consiste nella natura autologa del modello
capace di rappresentare le intrinseche variabili biologiche di ogni tumore. I lavori
hanno dimostrato come le CSC fossero in grado di esprimere i ligandi riconosciuti
dal recettore NKG2D delle cellule CIK. L attivita contro le CSC ¢& stata conferma-
ta in vivo in esperimenti preliminari utilizzando modelli di “tumorgraft” in topi
immunocompromessi.

Questi dati, sebbene iniziali, forniscono importante prova concettuale ed inqua-
drano le cellule CIK come valida opzione nel panorama dell’immunoterapia dei
tumori solidi, supportando prossime esplorazioni in studi clinici.

Risposta immunitaria e cellule tumorali circolanti (CTC) Il rapporto tra CTC e
risposta immunitaria € stato sinora solo marginalmente indagato, ci limiteremo
qui ad operare delle speculazioni sulla base delle evidenze esistenti e similarita
con quanto detto a riguardo delle CSC. Le CTC nel torrente circolatorio sono
esposte ad intensa pressione selettiva negativa operata dal sistema immunitario in
forma di immunosorveglianza. E ipotizzabile che le poche CTC individuabili in
periferia siano riuscite a mettere in atto una qualche forma di “evasione immunita-
ria”, la cui comprensione e potenziale reversione ha una grande valenza di ricerca
e prospettiva clinica. Le CTC presentano caratteristiche di transizione epitelio-
mesenchimale (EMT) e comuni con le CSC. Riportiamo di seguito alcune evi-
denze sperimentali a sostegno del concetto di CTC capaci di sfuggire al sistema
immunitario. In pazienti con carcinoma mammario, positivi per CTC, ¢ stata de-
scritta un’aumentata espressione di CD95, responsabile di aumentata apoptosi ed
inattivazione in seguito a legame con CD95L espresso dalle cellule tumorali (76).
Sulla stessa linea ¢ stata riportata aumentata espressione di CD47, potenzialmente
responsabile di evasione da citolisi linfocitaria (77). Inoltre la capacita antitumo-
rale di cellule NK appare sperimentalmente ridotta in pazienti con CTC aumen-
tate (>7,5 per ml di sangue). L’ associazione diretta di piastrine o linfociti attorno
alle CTC ¢ stato riportato proteggerle da un attacco diretto da parte delle cellule
NK (78). Sempre nel contesto del carcinoma mammario, un’aumenta espressione
di TLR su DC e monociti ¢ stata riportata in pazienti positivi per CTC rispetto ad
una popolazione negativa. L’iperespressione di tali TLR sembra tradursi in una
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spinta verso un microambiente mieloide ad impronta immunosoppressoria, trami-
te citochine e fattori di crescita, limitante la capacita del sistema immunitario del
paziente di eliminare le CTC (79).

Elementi interessanti di ricerca in questa direzione saranno la valutazione su
CTC della capacita di presentazione antigenica ed espressione di molecole MHC,
nonché I’esistenza di pathways immunomodulatori come quelli rappresentati da
PDL1 e PDL2 (80).

Conclusioni

Negli ultimi anni si ¢ assistito ad un crescente entusiasmo nell’ideazione e tra-
slazione clinica di nuovi approcci immunoterapici per il trattamento dei tumori
solidi. L’evidenza sperimentale sull’importanza biologica e rilevanza clinica delle
CSC ha introdotto il concetto di “bersaglio nobile”, da considerare nelle strategie
terapeutiche inclusa ovviamente I’immunoterapia. I primi lavori sperimentali sup-
portano I’idea che le CSC siano relativamente chemoresistenti ma possano essere
suscettibili a vari tipi di immunoterapia, sia diretta contro antigeni MHC ristretti
che di tipo MHC-indipendente. L’esplorazione di aspetti di sicurezza, legati a
similarita condivise con le normali cellule staminali, unitamente a potenziali si-
nergismi con chemioterapia sono le sfide attuali della ricerca verso 1’applicazione
clinica.
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Background

Diagnosis, classification and monitoring of hematological malignancies have
long relied on the combination of different laboratory approaches, particularly on
cytology and histopathology, immunophenotyping by flow cytometry and micro-
scopy, and molecular/cytogenetic analyses of tumor cells from distinct types of
samples. For this purpose, more sophisticated and variable approaches have been
progressively used. Similarly to cytomorphological studies, flow cytometry-based
immunophenotyping has been built on the basis of expert-guided interpretation
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of immunological staining patterns of groups of individual cells in a sample. At
the early phases of flow cytometry immunophenotyping, single antibody indirect
immunofluorescence stainings were used.

Based on such stainings, the percentage of cells (grouped by their light scatter
features) that expressed a given protein at levels over those of an arbitrary th-
reshold for positivity set on background fluorescence defined by isotype-matched
negative controls, was typically evaluated. Afterward, progressive development
of informative multicolor stainings facilitated more accurate immunophenotypic
assessment of protein expression at the single cell level. Thus, simultaneous eva-
luation of the staining patterns for two or more markers in one or more cell popu-
lations became routine.

This has led to an increased complexity of flow cytometry immunophenotyping.
Because of this, expert-based analytical approaches, similar to those widely used
for the interpretation of microscopic images in conventional hematopathology,
have been progressively implemented in routine flow cytometry immunophenot-
yping. Through such approaches, 2-dimensional dot plots showing simultaneous
staining on a given cell population, for combinations of multiple pairs of mar-
kers/parameters, are typically visualized and interpreted by an (experienced) ex-
pert. The expert typically defines the patterns of positivity for each marker using
subjective semi-quantitative rankings, and at the same time performs direct in-
terpretation of such patterns via virtual comparison against one or more rather
subjective references built on the basis of experience and knowledge; for rare
cases, informative pictured dot plot graphics from scientific papers and flow cyto-
metry atlas may be used for interpretation of flow cytometry data (e.g. dot plots).
The pattern of expression of individual markers once interpreted in such a way,
results in the definition of negative versus positive, dim versus bright and ho-
mogeneous Vvs. heterogeneous staining profiles for individual phenotypic mar-
kers, using as reference the patterns visualized for the corresponding normal cell
counterpart. Alternatively, descriptive statistics about mean/median fluorescence
intensity (MFI) values and the coefficient of variation (CV) of expression levels
per marker for a given cell population are also recorded and used to determine
immunophenotypic profiles.

In recent years, the overall number of stainings that can be simultaneously per-
formed in a single tube (i.e. for the same cells in a sample aliquot) has substan-
tially increased; this has been paralleled by an increase in the number of markers
required for efficient immunophenotypic screening, diagnostic classification and
monitoring of hematological malignancies.

Together with the ability of digital flow cytometers to interrogate an increasingly
high number of cells, this has led to an increased complexity of flow cytometry
immunophenotypic data. Such complexity has further contributed to make the in-
terpretation of antigen profiles expressed by multiple cell populations coexisting
in a sample difficult to perform in a reproducible and efficient way.

This is particularly true, when the classical expert-guided interpretation approa-
ches of 2-dimensional dot plots, are used.

In order to address the complexity and subjectivity, and therefore also the de-
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creased reproducibility of data interpretation, the EuroFlow Consortium has pro-
posed the construction of reference data bases containing representative sets of
flow cytometry data files from both controls and patients for the most informative
multicolor stainings (e.g. EuroFlow diagnostic screening tubes and antibody pa-
nels) in a large set of hematological neoplasms. Such data bases may be used as
reference staining patterns against which stainings performed in a specific sample
(or groups of samples) from individual patients may be directly compared via
innovative software tools and algorithms.

Such approach will bring the experts’ knowledge into a highly objective com-
puter-based reference standard, which may be uniformly used across different
laboratories, independently of the local experts’ knowledge and experience at in-
dividual centers.

In this presentation, we will briefly review key features of the data base con-
struction process and the utility of reference flow cytometry data bases for the
immunophenotypic characterization of hematological malignancies in diagnostic
hemato-oncology; in the last part, we will briefly describe the specific data bases
that the EuroFlow Consortium is building to be used with the EuroFlow screening
tubes, antibody classification panels and minimal residual disease combinations
of antibody markers and antibody panels.

Construction of flow cytometry data bases

Construction of flow cytometry data bases may be currently considered a simple
one-step process which may be achieved in a fast way. At the same time, it may
in principle be accomplished for any multicolor antibody tube and multicolor an-
tibody panel, whenever standardized sample preparation, staining procedures and
antibody reagent panels are used. A pre-requisite for building such robust referen-
ce data bases is that enough reference samples had been stained and measured in
advance in one or preferentially more flow cytometer instruments, using standar-
dized, reproducible and fully comparable approaches and techniques.
Furthermore, the construction of reference data files also requires that additional
specific and strict requirements are met. Thus, the data files to be used need to
contain information about combinations of the markers for which the same (or
fully comparable) fluorochrome-conjugated antibody reagent clones have been
used; alternatively, markers that provide an identical staining profile to reference
reagents may also be considered after full validation of the corresponding mul-
ticolor antibody stainings in a set of relevant samples. In case of reference data
files containing multi-tube antibody panels, it is also required that a backbone of
common markers used in every tube is included; such conditions will assure that
reproducible identification of distinct cell populations of interest is identically
achieved in every tube in a panel (Fig. 1, upper panels).

The data files to be used in a reference data base must also had been obtained
by standardized and highly reproducible sample preparation procedures and data
acquisition instrument settings. This is crucial to assure that differences observed
among distinct data files are exclusively due to inter-sample biological diversity/
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Fig. 1 - Illustrating example of how a cell population (red events in 2D dot plots and the APS1 plot) from
a case stained with 5 distinct antibody combinations is selected on the basis of the common backbone
markers (FSC, SSC, CD45, CD19 and CD20) for the corresponding five merged data files (file number
parameter) (panels in the upper two rows) and compared with a preliminary EuroFlow data base for BCLPD
(panels in the lower three rows). As shown, the case has an immunophenotypic profile which is fully
compatible with CLL based on pairwise comparison of the phenotype of this case against all potential 1
by 1 comparisons for the distinct BCLPD WHO disease categories contained in the referred BCLPD data
base (panels in the lower three rows); please note that the LPL group includes both lymphoplasmacytic
lymphoma and marginal zone lymphoma cases; HCL, hairy cell leukemia, DLBCL, diffuse large B-cell
lymphoma, MCL, mantle cell lymphoma; CLL, chronic lymphocytic leukemia; FL, follicular lymphoma;
BL, Burkitt lymphoma.
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variability, and not to uncontrolled technical pitfalls. Because of this, the Euro
Flow data bases are being constructed strictly based on the EuroFlow antibody
panels and multicolor screening and MRD tubes, after staining according to the
EuroFlow standard operating procedures (SOPs) and acquisition in instruments
which had been cross-calibrated using the EuroFlow standardized procedures for
instrument set-up and data acquisition (please see the following section for more
detailed information about the EuroFlow data bases). In addition, such instru-
ments and procedures have undergone an external quality assurance process for
the last four years, in order to assure that data acquired in different instruments
and laboratories and at different times in individual laboratories, are fully and
consistently comparable. Only through such a strategy, it can be guaranteed that
the potential technical variability generated in multicenter settings will not have
a negative impact on the detection of the relevant biological differences among
distinct cell populations in one or multiple samples. This can be particularly rele-
vant in the case of cells from distinct tumor entities when a differential diagnosis
has to be established in routine clinical practice (e.g. the major WHO diagnostic
categories of B-cell chronic leukemias and lymphomas).

Despite all the above, the construction of reference databases for flow cytometry
leukemia/lymphoma immunophenotypic data remains a rather flexible process.
For example, data derived from sample aliquots stained in a different but standar-
dized way, can still be merged. This is due to the fact that systematic differences
related to technical variables (e.g. differences in light scatter between the same
cell populations derived from different aliquots of the same sample stained for
cell surface-only and cell surface plus intracellular markers) can be corrected, al-
lowing such data files to be pooled together. Similarly, flow cytometry data on an-
tigen expression levels derived from different instruments, distinct antibody clo-
nes within a CD code, or different fluorochrome conjugates, may still be merged
and included together in the same data base, whenever the appropriate correction
factors, once validated, are applied.

In practice, construction of a reference data base only requires merging of distinct
data files into one single data file (Fig. 1, upper panels). In such final “merged”
file, the sequence of acquisition of cells in the flow cytometer (e.g. the parameter
“time of acquisition”) may be used to also indicate the sequence of merged data
files into the reference data base (Fig. 1, upper panels). This will facilitate easy
and fast identification and control of deviations from the expected values for the
common parameters evaluated in each of the merged individual data files and fast
identification of said deviations.

It should be noted that a reference data base for a given sample may be obtained
by merging distinct subgroups of data files that contain similar data about distinct
reference groups of cases (Fig. 1, lower panels). Thus, a reference data base may
contain data for distinct groups of control subjects (e.g. age and gender groups),
distinct diseases - e.g. B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL),
T-ALL and acute myeloblastic leukemia (AML) -, and/or multiple biological di-
sease subgroups - e.g. IGHV gene mutated and unmutated chronic lymphocytic
leukemia (CLL) -, or different disease stages (e.g. bone marrow samples from T-
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ALL cases after induction and consolidation therapy, during maintenance therapy
and out of therapy) as well as distinct types of samples (e.g. peripheral blood,
bone marrow and lymph nodes) for a single (e.g. CLL) or multiple diseases (B-
cell chronic leukemias and lymphomas) (Fig. 1, lower panels).

The utility of flow cytometry data bases

Flow cytometry data bases have multiple applications. Among other, they can
be used for technical purposes (e.g. to evaluate the performance of a given an-
tibody panel for a pre-defined specific goal), for data base-guided identification
of multiple cell populations coexisting in a sample (e.g. automated gating and
identification of cell populations) and to support the diagnostic process during
screening, classification, and monitoring the disease evolution after therapy. Data
bases allow software-guided identification of altered cell numbers and phenotypes
in a given sample, including sub-classification of distinct cell populations (e.g.
normal and altered) defined on phenotypic grounds and the evaluation of normal
vs altered maturation-associated protein expression profiles.

Currently, the design of monoclonal antibody combinations and antibody panels
still relies to a large extent, on the experience and the knowledge of individual
experts. Because of this, panel optimization has been almost systematically requi-
red. This is due to the fact that panel design is frequently experience-based and ex-
perienced-biased; therefore, newly designed panels are frequently built on retro-
spective data and not on prospective (robust) validation, prior to its establishment
in routine laboratory diagnostics. Because of this, the median lifetime of many
panels (at individual or at multiple laboratories) is clearly shorter than expected;
this is particularly true in a field like flow cytometry immunophenotyping, where
continuous developments occur in the areas of laser technology, development of
new antibody clones and availability of high-quality and technically compatible
fluorochromes, among other advances. Therefore, whenever a recently designed
panel enters into routine testing, its weaknesses start to become evident, rapidly
leading to panel modifications after multiple and different rounds of panel op-
timization; in this regard, the more a panel is used in different laboratories and
distinct settings, the highest the probability that its weaknesses are identified and
that divergence from such panel into an increasing number of different variants
will occur at individual sites.

In order to improve panel design, the availability of data bases containing lar-
ge sets of data about the relevant samples and a broad number of stainings, are
crucial. For such purpose clear definition of the precise aims of a given panel is
required prior to its evaluation, in order to objectively determine its performance.
Although the starting point may be the experts experience and the knowledge and
data available in the literature, most antibody panels to define lineage-commit-
ment in the diagnosis of acute leukemia have not been directly evaluated against
an independent criteria (e.g the WHO classification), but just adopted following
experienced-based consensus recommendations and guidelines that indicate a list
of mandatory and recommended CD markers without specifying, for example,
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Fig. 2 - Maturing neutrophil data base for normal bone marrow samples for prospective evaluation of normal
vs altered phenotypes of bone marrow neutrophil lineage cells. Example illustrating the neutrophil matura-
tion profile of a bone marrow sample from a healthy control (Panel A) and the reference profile for the same
markers plus the normal FSC, SSC and cell distribution patterns in a reference data base built with 23 normal
bone marrow samples (panel B) for tube 1 of the EuroFlow AML/MDS antibody panel (this tube includes
the following markers: CD34, CD117, HLADR, CD13, CD11b, CD16, CD45 and CD10). In panel C the
differences between the maturation profiles of the neutrophil compartment from the normal bone marrow
sample shown in panel A (panel C1) and a bone marrow sample from a patient with myelodysplasia (MDS;
panel C2) against the reference data base shown in panel B, are illustrated, after transforming normal refe-
rence data base expression values to zero plus/minus two standard deviations (gray area in plots C1 and C2).
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which are the most appropriate antibody clones and fluorochrome conjugated rea-
gents per marker. Because of this, antibody panels used in individual laboratories
are frequently home-built and run in the absence of a full validation in large series
of cases with reference criteria (e.g. a gold standard or at least a fully independent
method). Thus, their precise performance providing clinically useful information
and the contribution of individual markers for that information, are only vaguely
determined; at the same time, unwanted levels of redundancy are also frequently
present in such panels. Altogether, this leads to a decreased cost-effectiveness of
such strategies and panels. In contrast, usage of data bases containing flow cyto-
metry information for large numbers of cases that have been classified according
to pre-established (and independent) criteria, in combination with multivariate
statistical analyses based on single cellular event data, provides robust informa-
tion not only about the performance of a given antibody panel but also about the
most informative markers contained in it and the potential levels of redundancy
among the remaining markers, in a highly-controlled way.

Reference data files from a well-defined subgroup of individuals may also be used
to highlight altered cell numbers and phenotypes through direct comparison with
staining patterns of prospective data obtained in individual cases, against a refe-
rence data base of normal controls. For this purpose, the data base of the controls
has to be matched with the interrogated sample for all relevant variables (e.g. age,
type of sample). Such direct comparisons permit rapid identification of each nor-
mal cell subpopulation in the interrogated sample, as well as cell populations that
differ from the normal reference in terms of absolute cell numbers and relative
distribution or multidimensional phenotype. In addition, information may also be
provided about the parameters that contribute most to the differences encounte-
red. Similar comparisons of altered cell populations found in an interrogated case,
with reference flow cytometry data bases of distinct but related disease categories,
also helps to sub-classify them into the corresponding diagnostic categories (Fig.
1, lower panels). Of note, reference data bases of control samples may contain
information about discrete cell populations or heterogeneous cell compartments
with e.g. their maturation associated immunophenotypic profiles (Fig. 2). The-
refore, they may also contribute to provide new objective data about the specific
stages of maturational arrest/blockade of tumor cells and their altered patterns of
expression of maturation-associated markers.

The EuroFlow databases

At present, several different flow cytometry data bases are being constructed
by the EuroFlow Consortium. Such data bases are aimed at being incorporated
into the Infinicyt software developed by Cytognos SL (Salamanca, Spain) (Fig.
3). Overall, such databases include distinct sets of flow cytometry data files per
diagnostic screening tube (ALOT, LST, PCST and SST) and per antibody panel
(AML/MDS, BCP-ALL, T-ALL, BCLPD, TCLPD NKCLPD and PCD), as well
as per multicolor MRD tube/combination of markers (e.g. MM, CLL, and BCP-
ALL MRD tubes) (Tab. 1). They include reference data files of normal samples,
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Fig. 3 - Scheme illustrating the algorithm and decision tree used during the EuroFlow data base construction
process.

pathologic controls and patient samples grouped per e.g. disease category or per
type and phase of therapy. As mentioned above, in all the EuroFlow reference
data bases individual cases will also be grouped per type of sample, e.g. periphe-
ral blood, bone marrow, lymph node tissues and/or distinct body fluids such as
cerebrospinal fluid and vitreous fluid. Of utmost importance, the EuroFlow data
bases could only enter the final construction phase after each of the panels had
been validated through multiple cycles of designing, testing, optimization and
final validation.

In a first version, the EuroFlow data bases will contain reference cases for the
most relevant control groups (e.g. healthy subjects) and/or the most frequent di-
sease categories which are informative for a given screening tube, classification
panel or MRD antibody combination; in a second phase, they will incorporate
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Tab. 1 - EuroFlow data bases: summary of planned numbers and type of cases to be included for the Euro-

Flow diagnostic screening tubes and classification panels.

Disease/
Tube

Disease
Category
Leader

Back-up person

No. of cases to be in the first
EuroFlow data bases

Patient samples Normal samples

ALOT

E. Mejstrikova

A.J. van der
Sluijs-Gelling

~2000 BM: 15
PB: 15
LN: 15

LST

J. Flores

A. W. Langerak

1500 BM: 10

PB: 60

Viral PB: 10
Reactive LN: 10

SST

A. W. Langerak

L. Martin-Martin

To be Reactive CSF: 10
determined Normal CSF: 20
VF: 10

PCST
+PCD

J. Flores

D. Karsch

210 Healthy BM: 20
Reactive BM: 20
PB: 10

LN type 1: 10
LN type 2: 10

BCP-ALL

VHI.
van der Velden

E. Mejstrikova

~600 BM <2y: 5

BM >2y: 20
Regenerating BM: 20
(=T-ALL

samples)

PB: 10

T-ALL

A. Trinquand

L. Sedek

~150 BM: 10

Regenerating BM: 10
(=BCP-ALL
samples)

PB: 10

(thymus: 5?)

AML

VH.I.
van der Velden

S. Matarraz

~500 BM: 40 (all 7
tubes)
PB: 10

MDS

S. Matarraz

V.H.J. van der Velden

To be BM: 40 (tube 1-4)
determined PB: 10

B-CLPD

S. Bottcher

A. Orfao

1000 BM: 20
PB: 20
Reactive LN: 10

T-CLPD

J. Almeida

M. Lima

250 BM: 10
Reactive PB: 20
Reactive LN: 10

NK-CLPD

M. Lima

J. Almeida

30 BM: 10
Reactive PB: 20
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other control groups and/or less frequent disease subtypes which are also clinical-
ly relevant despite their lower prevalence or even their rarity. Thus, the ALOT data
base initially aims at containing a few thousands of reference cases for the three
major groups of acute leukemias identified with the ALOT tube: AML, BCP-ALL
and T-ALL (Tab. 1). Usage of such data base will aim at identifying cases with
typical AML, BCP-ALL and T-ALL, distinguishing them from mixed lineage
acute leukemia and undifferentiated acute leukemia identified as those cases not
fulfilling the criteria required for any of the former three major groups of acute
leukemias. In a second step, new reference subgroups for these latter cases (e.g.,
B-T, B-myeloid, T-myeloid and B-T-myeloid mixed lineage acute leukemia and
also undifferentiated leukemias), will be added together with the reference groups
for typical BCP-ALL, T-ALL and AML.
In turn, the LST data base will include reference cases for normal control and
altered peripheral blood, bone marrow and lymph node samples (Tab.1). Normal
control data files will be used for automated gating of the normal cell populations
and identification of the altered populations co-existing in a sample of the above
types; a similar approach will also be used with the SST data base. In turn, refe-
rence pathological cases will be used for initial/preliminary sub-classification of
the altered cell populations into major groups of diseases. Further classification
into the distinct WHO diagnostic categories of B-, T- and NK-cell chronic lym-
phoproliferative disorders (BCLPD, TCLPD and NKCLPD, respectively) will be
achieved with the corresponding EuroFlow data bases and panels.
For the AML/MDS panel a different strategy will be applied as separate databases
will be constructed and linked for:
1) the early hematopoietic cells precursors identified as those bone marrow cells
that express CD34+ and/or of CD117+;
2) the distinct maturation compartments of neutrophil, monocytic, erythroid and
lymphoid lineage cells, respectively (Fig. 2).
In a second phase, maturation-associated data bases for other minor cell lineages
(e.g. plasmacytoid dendritic cell, mast cell and basophil lineage) will also be con-
structed with normal and reactive control bone marrow samples. Similarly, the
EuroFlow BCP-ALL and T-ALL antibody panels will be used to stain normal/
reactive bone marrow and thymus, respectively, in order to build the correspon-
ding normal/reactive reference profiles of maturation for B and T-cell precursors
to mature B and T lymphocytes.
Finally, data bases with informative tissue samples per disease category are also
being built for the EuroFlow MRD tubes/panels per disease disease category
(e.g. BCP-ALL, CLL and multiple myeloma); such MRD data bases are being
constructed based on control samples derived from healthy subjects and patients
with other pathologic conditions. For example, reference data bases for multiple
myeloma MRD include reference bone marrow samples from healthy subjects,
regenerating bone marrow from patients with disease conditions other than B-cell
and plasma cell neoplasias, as well as both MGUS and multiple myeloma patients
at diagnosis, all stained with the two EuroFlow-multiple myeloma 8-color MRD
tubes.
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Concluding remarks

Recently, the concept of using reference data bases invented by Orfao A, Costa ES
and Pedreira CE has been implemented into innovative flow cytometry software
programs. In combination with multivariate statistical analysis, such data bases
provide unique, useful tools for objective evaluation of antibody panels and pro-
spective comparison of individual cases or groups of cases against such data bases
for the diagnostic screening, classification and MRD monitoring of patients with
distinct hematological disorders; in addition, the data base concept also supports
new algorithms for automated gating of flow cytometry data files and direct label-
ling of the normal and altered cell populations they may contain. Currently, data
bases to be specifically used with the EuroFlow screening tubes, classification
panels and MRD antibody combinations based on the EuroFlow protocols and
antibody combinations, are being constructed and will be implemented into the
Infinicyt software for user-friendly application and support of routine immuno-
phenotyping of leukemia and lymphoma cases.
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B cells can develop into two major types of memory cells, namely memory B cells
and memory plasma cells (PCs). Memory B cells do not constitutively express
any effector function, and require re-stimulation before they can contribute to the
memory response. This form of memory is flexible, and can be regulated accor-
ding to the amount of antigen encountered, and the immune environment. Memo-
ry PCs secrete abundant amounts of effector molecules, i.e. specific antibodies for
extended periods of time (>1 year) while remaining as non-dividing cells in bone
marrow (BM). They persist independently of antigenic stimulation, and have lost
the molecular equipment necessary for sensing their target microorganism/anti-
gen. As a consequence of their longevity, long-lived PCs already harbor one of
the features typically required for tumor development, and further accumulation
of oncogenic events potentially driven by genomic instability may enhance clonal
predominance through proliferative expansion. Accordingly, PCs can give rise to
different pathological manifestations such as chronic inflammatory processes in
autoimmune diseases by continuously secreting pathogenic antibodies, or neopla-
sms such as monoclonal gammopathies that can either become malignant (e.g.:
multiple myeloma -MM- and AL amyloidosis) or remain benign for several years
(e.g.: MGUS) (1).
It is remarkable to see that for an end-stage population within the B-cell linea-
ge, PCs show significant cellular heterogeneity regarding their physical location,
life-time, functionality and geno/phenotypes. Not surprisingly, their malignant
counterpart such as in MM is also highly heterogeneous. At the genomic level, the
study of sequential samples by SNP-arrays and whole genome sequencing (WGS)
has demonstrated three distinct patterns of genomic evolution:

1) stable genomes without differences between diagnosis and relapse clones;

2) linear evolution in which the relapse clone apparently derives from the major
subclone at diagnosis, but continues to diversify through additionally acquired
lesions;

3) branching (nonlinear) models where the relapse clone clearly derives from a
minor subclone, barely present at diagnosis (2-4).

The clonal heterogeneity observed at the genomic level translates into the RNA

14° Corso di formazione avanzata, 12-15 maggio 2015



150 CELLULE RARE CIRCOLANTI

level, and massive gene expression profiling (GEP) has allowed the recognition
of new molecular subgroups with prognostic impact (5). The molecular classifica-
tion of MM relies on different gene expression profiles displaying specific genetic
signatures related to specific IGH translocations or ploidy status, and with a cha-
racteristic clinical behavior (6). Consequent with the genomic and transcriptomic
heterogeneity, also the immunophenotypic expression profiles of MM clonal PCs
greatly differs. Importantly, the presence or absence of different antigens has alre-
ady been correlated with different outcome and even different cytogenetic profiles
(7, 8). In fact, it has been recently shown that distinct phenotypic subclones can be
observed in approximately 30% of newly-diagnosed MM patients, as well as po-
tential therapeutic selection of such pre-existing diagnostic phenotypic subclones
during minimal residual disease (MRD) monitoring (9). Because phenotypically
distinct PCs may show different clonogenic and cytogenetic profiles, identifica-
tion and follow-up of unique phenotypic-genetic myeloma PCs subclones may
indeed become relevant for tailored therapy (9).
Given the recent advances on flow cytometry technology, immunophenotypic stu-
dies on PCs have remarkably improved, and led to the identification of distinct
functional MM subclones. One example of such subclones are circulating tumor
cells (CTCs). We and others have recently observed that CTCs are present in the
vast majority of MM patients (80%), and also in a significant number of smolde-
ring and MGUS (20%) cases (10). A potential explanation for the recirculation
of clonal PC in the early stages of the disease (e.g. MGUS) could rely on the
advanced age of MGUS patients, which could lead to lower numbers of available
BM niches. However, we failed to show any correlation between the presence
of clonal PC in PB and patients’ age, which left us with the following question:
what is the precise biological significance of CTCs in MM? In fact, the biological
features of MM CTCs remained largely unexplored with many questions kept
unanswered (11):
1) Are all bone marrow (BM) clonal PCs capable to egress into PB, or only a
specific subpopulation?
2) Do CTCs have stem cell-like features and are they enriched on clonogenic
cells?
3) Do circadian rhythms also affect CTCs (similarly to CD34+ hematopoietic
stem cells; HSCs)?
We have recently investigated the biological and functional characteristics of
CTCs, by analyzing the phenotypic, cytogenetic, and circadian characteristics of
CTCs from MM patients, and comparing them to patient-paired BM clonal PCs
(12). Interestingly, we have shown that CTCs might represent a phenotypic subset
of BM myeloma PCs with lower expression of integrin and adhesion molecules
and consequently a lower dependence on BM stromal cell niches would have
an enhanced capacity to egress into PB. Accordingly, FISH analysis on highly
purified FACS-sorted CTCs and their paired BM clonal PCs, unraveled a diffe-
rent cytogenetic profile between the 2 tumor subpopulations in most MM patients
analyzed. Most interestingly, despite a common cytogenetic background, BM clo-
nal PCs showed systematically >1 cytogenetic alteration which was not detected
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in CTCs. Further investigations using novel and wider genomic techniques are
currently underway. In vitro, we also shown that the fraction of clonal PCs that
exit the BM into the PB (CTCs) could be enriched on clonogenic cells, but also
that clonogenic cells are relatively rare among all myeloma tumor cells, particu-
larly in the BM. Finally, while investigating the circadian rhythm of myeloma
CTCs, it was surprising to see the marked fluctuation of the daily absolute number
of CTCs in the PB of MM patients, peaking between 4:00 AM and 12:00 PM,
with a nadir between 4:00 PM and 12:00 AM. These results, although preliminary
due to low patient number, suggest that similarly to CD34+ HSCs, MM CTCs
may egress to PB during the patients’ resting period to colonize/metastasize other
sites in the BM or at extramedullary tissues. Altogether, these results support the
concept of CTCs as the MM disseminating cells, though further studies are war-
ranted to elucidate which molecular mechanisms drive disease dissemination.
Although MM remains a largely incurable disease, approximately half of the pa-
tients achieve complete remission (CR), and emerging data suggests potential cu-
rability rates with comprehensive “total-therapy-like” programs. This landscape
is likely to be improved with the advent of new antibodies and small molecules.
Therefore, conventional serological and morphological techniques have become
suboptimal for sensitive evaluation of highly-effective treatment strategies, and
the role of MRD for response assessment and potential implications for clinical
decision making is matter of extensive debate. Because existing data suggests that
MRD could be used as biomarker to evaluate treatment efficacy, help on therapeu-
tic decisions, and act as surrogate for overall survival (13-16), the time has come
to address within clinical trials the exact role of MRD monitoring in MM, which
implies systematic usage of highly sensitive cost-effective, readily available and
standardized MRD techniques. Our and other groups have shown that albeit “the
deepest the response the longer the survival”, even among patients reaching com-
plete response (CR), a small chemoresistant clone (MRD) can be detected using
highly sensitive techniques, and its detection translates into immediate worse out-
come (17). Interestingly, the outcome of MRD-positive patients not only depends
on the amount of residual tumor cells, but also on their cytogenetic features (17).
Accordingly, the genomic landscape of MRD cells may well influence patients’
survival. Ultimately, this MRD clone represents a very small fraction of tumour
cells that are chemoresistant, potentially quiescent (not producing M-protein),
and able to recapitulate the initial tumour burden at relapse. Thus, the MRD clone
may represent a unique model whose analysis can help us understand chemore-
sistance and the characteristics of eventual MM clonogenic cells, and ultimately
design therapeutic strategies to overcome resistance.

Most recently, we compared the immunophenotypic and genomic profiles of pai-
red baseline vs MRD clonal PCs from a total of 40 newly-diagnosed elderly MM
patients enrolled in the GEM?2010 trial. First, we focused on the immunophenot-
ypic expression profiling (iPEP) of patient-paired baseline vs MRD clonal PCs
through 23-color MFC, combining backbone markers for the identification of clo-
nal PCs with additional integrins, adhesion, activation and maturation molecules.
Our results suggested that among the initial tumor bulk, the few chemoresistant
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Fig. 1 - Phenotypic overview of myeloma clonal heterogeneity and chemoresistance.

cells were those with stronger expression of integrin and adhesion molecules. Fur-
thermore, specific copy number abnormalities are differently present in diagnostic
vs. MRD myeloma plasma cells, suggesting treatment selection of chemoresistant
subclones during the MRD stage.

In parallel, we have characterized the transcriptome of MRD myeloma PCs com-
paring to their diagnostic counterpart, we confirmed de-regulated genes/pathways
previously related to proteasome-inhibition chemoresistance, and unravel novel
genes that may determine chemoresistance of MRD cells to “modern” chemothe-
rapy and survival of MM patients.

In summary, we have witnessed over the last decade a remarkable improvement
on the treatment of MM as well as on our knowledge of the disease biology.
Importantly, laboratory diagnostic care is also improving, and newer high-throu-
ghput techniques should allow further optimization of patient’ outcomes through
“precise medicine” according to the intraclonal mutational landscapes and ultra-
deep treatment monitoring.
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Applicazioni cliniche della biopsia liquida nel
carcinoma del colon-retto metastatico

Salvatore Siena, Erica Bonazzina, Giuseppina Ziranu, Andrea Sartore-Bianchi
Niguarda Cancer Center, Ospedale Niguarda Ca’ Granda, Milano

I marcatori molecolari (biomarkers) che possono predire nel tumore del singolo
paziente la risposta o la resistenza alla terapia oncologica hanno sempre pitt ampio
utilizzo nel carcinoma del colon retto (CRC) metastatico.

In particolare, le mutazioni di RAS (KRAS e NRAS esoni 2, 3 e 4) del CRC sono
indice di resistenza al trattamento con gli anticorpi monoclonali anti-EGFR pani-
tumumab (Douillard et al., 2013) e cetuximab (Ciardiello et al., 2014). Tuttavia
anche nel caso dei pazienti selezionati sulla base dello stato mutazionale di RAS
dopo il beneficio clinico alla terapia con panitumumab o cetuximab il tumore va
in progressione perché sviluppa resistenza (resistenza acquisita) che si verifica
di norma dopo 3-12 mesi dall’inizio della terapia. Nostri studi hanno dimostrato
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come alla base della resistenza vi sia I’espansione di cloni tumorali con mutazioni
di RAS molto probabilmente risultato della pressione farmacologica e selezione
darwiniana esercitata dalla terapia anti-EGFR (Diaz et al., 2012, Misale et al.,
2012, Misale et al., 2014).

Per quanto riguarda il solo cetuximab ¢ stata documentata anche I’insorgenza
della mutazione di EGFR S492R (Montagut et al., 2012). Queste scoperte di far-
macogenomica stanno alla base delle applicazioni cliniche, immediate o future,
della biopsia liquida per la terapia del CRC.

Determinazione dello status di KRAS e BRAF su plasma rispetto a tessuto

Attualmente, la rilevazione di mutazioni di RAS ¢ effettuata di routine su tes-
suto tumorale mediante sequenziamento diretto, analisi RFLP o high-resolution
melting analysis combinata con sequenziamento diretto, o pyrosequencing; ra-
ramente vengono impiegate altre tecniche come single-strand conformational
polymorphism analysis o suppressive clamp-PCR (Pinto et al., 2011, Kobunai et
al., 2010, Weichert et al., 2010). Sebbene queste metodiche forniscano risultati
soddisfacenti in termini di specificita, dipendono dalla qualita e dalla quantita del
campione tumorale (Boissiere-Michot et al., 2014) e hanno un tempo per 1’ otteni-
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mento dei risultati (tfurnaround time) mediamente lungo (2-3 settimane), che puo
risultare insoddisfacente per la programmazione terapeutica ottimale, soprattutto
per il trattamento di prima linea della malattia metastatica. La necessita crescente
di miglioramento della diagnostica molecolare ai fini della selezione personaliz-
zata della cura ha innescato pertanto un vigoroso sforzo per sviluppare metodi
piu sensibili, piu specifici, pit convenienti e pill veloci per determinare lo stato di
mutazione di RAS, BRAF e altri geni rilevanti, fra cui “BEAMing”, PCR digitale
o “cold” PCR. L’applicazione di queste tecniche avanzate, data la loro aumen-
tata sensibilita nel rilevare mutazioni puntiformi, si puo applicare alla ricerca di
mutazioni su frammenti di DNA libero circolante (circulating free DNA, cfDNA)
ottenuto da prelievo ematico (biopsia liquida) (Diehl et al., 2008, Bettegowda et
al., 2014) e pud pertanto rappresentare un’alternativa alla valutazione eseguita su
tessuto.

Diversi studi hanno direttamente confrontato i dati mutazionali di KRAS su tes-
suto tumorale e su plasma in coorti di pazienti con CRC metastatico (Yen et al.,
2009, Trevisiol et al., 2006, Spindler et al., 2012, Ryan et al., 2003, Thierry et
al., 2014), con livelli di specificita variabili dal 36 al 98% per tecniche basate su
gPCR (Trevisiol et al., 2006, Ryan et al., 2003), metodo array membrana (Yen et
al 2009), refined PCR (Spindler et al., 2012) e refined allele-specific quantitative
PCR (Thierry et al., 2014). In particolare, Thierry e collaboratori hanno recente-
mente riportato i risultati di uno studio prospettico in cieco che ha confrontato la
determinazione dello status di KRAS e BRAF da cfDNA mediante refined allele-
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specific quantitative PCR (AS gPCR) con quella effettuata su tessuto mediante
tecniche standard di routine in 95 pazienti con CRC metastatico. In questo studio
si ¢ dimostrata una concordanza globale del 94% e una specificita del 98% rispet-
to al metodi di analisi standard su tessuto tumorale, con un tasso di successo nella
rilevazione di cfDNA del 100%. Per KRAS si ¢ rilevata una discordanza in 4/95
casi: in 3/4 I’analisi ha rivelato assenza di mutazione da cfDNA (wild-type) a fron-
te di una mutazione su analisi tissutale, mentre in un caso & avvenuto il contrario.
Per BRAF si ¢ rilevata una concordanza del 100%, sia per i casi mutati (n=5) che
wild-type (n=90).

Nel loro insieme questi dati (Yen et al., 2009, Trevisiol et al., 2006, Spindler et
al., 2012, Ryan 2003), comprensivi di uno studio prospettico in cieco (Thierry et
al., 2014), dimostrano come I’analisi mutazionale mediante biopsia liquida possa
sostituire ’analisi su tessuto tumorale nel CRC metastatico, offrendo i vantaggi di
un approccio relativamente non invasivo e piu duttile, sia per la possibilita di effet-
tuare pil facilmente la determinazione dello stato mutazionale in base al momen-
to dell’intervento terapeutico, sia per il ridotto turnaround time. Gli studi sinora
disponibili per il CRC hanno preso in considerazione sinora le mutazioni di KRAS
e BRAF, ma le performance della liquid biopsy sono certamente estendibili ad
altre mutazioni puntiformi quali quelle di NRAS, rendendo completo il pannello
ad oggi necessario per escludere resistenza ad anticorpi monoclonali anti-EGFR.

Monitoraggio dei meccanismi molecolari di resistenza alla terapia con anti-
corpi monoclonali anti-EGFR

Diversi studi hanno dimostrato che 1’insorgenza di resistenza alla terapia con ce-
tuximab e panitumumab puo essere monitorata rilevando la comparsa di cloni mu-
tati in RAS e BRAF in cfDNA (Misale et al., 2012, Diaz et al., 2012, Bettegowda et
al., 2014). Inoltre, Montagut e colleghi (Montagut et al., 2012) hanno dimostrato
anche I’insorgenza di una mutazione puntiforme nel dominio extracellulare di
EGFR (S492R) quale meccanismo di resistenza secondaria a cetuximab. Que-
sta mutazione altera legame dell’anticorpo al recettore ma non interferisce con il
legame a panitumumab, ed ¢ stato riportato come pazienti che hanno sviluppato
questa mutazione acquista siano stati successivamente trattati con panitumumab
senza mostrare cross-resistenza (Montagut et al., 2012).

Esperimenti in linee di cellule di CRC rese resistenti a cetuximab o panitumumab
hanno dimostrato come la resistenza acquisita ad anti-EGFR nel CRC metastatico
si associ a plurime simultanee alterazioni geniche nel singolo tumore: in linee cel-
lulari resistenti ¢ stato possibile identificare pitt mutazioni concomitanti di KRAS,
unitamente a cloni NRAS e BRAF mutati. Comunque, qualsiasi sia il meccanismo
di resistenza che si ¢ sviluppato in vitro, queste alterazioni del signaling pathway
di EGFR convergono invariabilmente su MEK ed ERK, sostenendone un’attiva-
zione prolungata che ¢ possibile modulare farmacologicamente in vitro e in vivo
(patient-derived xenografts) mediante inibizione specifica con inibitori di MEK di
questi effettori a valle (Misale et al., 2014a).

La conferma clinica che vi sia un’eterogeneita genetica intrinseca a sostenere la
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resistenza agli anticorpi anti-EGFR si deve proprio all’utilizzo della liquid biop-
sy. Nel cfDNA di pazienti con resistenza acquisita a cetuximab o panitumumab
¢ possibile infatti dimostrare I’insorgenza di complessi patterns di mutazioni di
KRAS e NRAS, spesso coesistenti (Misale et al., 2014, Bettegowda et al., 2014).
Bettegowda e colleghi (Bettegowda et al., 2014) hanno analizzato mediante BEA-
Ming il cfDNA tumorale di 24 pazienti con CRC alla recidiva dopo panitumumab,
estendendo 1’analisi di una coorte gia analizzata in precedenza per il solo KRAS
(Diaz et al., 2012) per ricercare anche altri hotspot noti di diversi geni nel pathway
di EGFR: le regioni all’interno e circostanti i codoni KRAS 12, 13, 59, 60 e 61,
i codoni NRAS 12, 13, 59, 60 e 61, BRAF codoni 599 e 600, EGFR codoni 712-
721, 738-748, 790-800 e 847-859, e PIK3CA codoni 538-549 e 1039-1050. In
questo studio sono state rinvenute, a resistenza a panitumumab, mutazioni ac-
quisite di KRAS, NRAS, BRAF o EGFR nella pressoché totalita dei casi (23 su 24
pazienti). A dimostrazione dell’eterogeneita che caratterizza questo fenomeno, in
media ¢ stato possibile rilevare 2.9 diverse mutazioni per singolo paziente (Bette-
gowda et al., 2014).

Se, da una parte, lo spettro delle mutazioni secondarie che insorgono a resistenza
agli anticorpi anti-EGFR rispecchia gli stessi geni che presiedono anche alla re-
sistenza primaria (KRAS e NRAS), dall’altra vi ¢ una peculiarita nel pattern muta-
zionale che si osserva nella resistenza secondaria, e cio¢ una maggiore incidenza
(46% delle mutazioni acquisite) di alterazioni che interessano il codone 61, sia
di KRAS che di NRAS (Misale et al., 2014b), e il meccanismo per il quale queste
mutazioni siano cosi consistentemente associate alla resistenza acquisita non ¢
noto, ma certamente la loro aumentata frequenza non puo essere casuale. Inoltre,
sono state osservate piul raramente a resistenza anche mutazioni in BRAF (V600E)
e nel dominio chinasico di EGFR (codoni 714 e 794) (Bettegowda et al., 2014),
queste ultime descritte in un solo studio e pertanto da confermare quali meccani-
smi resistenza acquisita.

Nel complesso, questi risultati dimostrano che 1’eterogeneita ¢ una caratteristica
fondamentale della resistenza acquisita alla terapia anti-EGFR nel CRC e che
la complessita molecolare nel singolo tumore puod essere desunta efficacemente
avvalendosi della liquid biopsy. Lo scenario di ricerca clinica che si apre a questo
riguardo ¢ quello di verificare se sia possibile utilizzare queste informazioni per
intercettare o prevenire 1’insorgenza della resistenza prima della progressione cli-
nica mediante modulazione farmacologica, ad esempio con farmaci che agiscano
sulla via biochimica finale comune nel pathway di EGFR quali gli inibitori di
MEK (Misale et al., 2014a).
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The current model of the pathogenesis of cancer, or oncogenesis, is that a normal
cell becomes a cancer cell through a sequence of somatic mutations. We presume
that each of these mutations confers onto the progeny of the cell in which it has
occurred a growth advantage, no matter how small: so that the resulting clone will
be somewhat more abundant than the surrounding normal cells. If one cell belon-
ging to the mutant clone were to undergo a second mutation, which again confers
a growth advantage, the resulting sub-clone will grow somewhat faster still; and
this pattern can be again repeated once or several times. In conventional patho-
logy we call this a dysregulated growth pattern; at the same time, we are talking
of a mutation/Darwinian selection process taking place in a population of somatic
cells, that is very similar to the Darwinian evolution of organisms. Although the
number n of mutations required to produce a cancer cell is not known in all cases
and is certainly variable from one tumor to another, current estimates, based on
both epidemiological data and molecular analysis, are that in most cases n is pro-
bably between 3 and 6. Today the landscape of somatic mutations in cancer has
become a huge database, which fortunately is to a large extent public (see http://
cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/).

Since the pioneering observation reported in 1775 by Percival Pott that scrotal
cancer was common in chimney sweepers, many major environmental causes of
cancer have been identified. In terms of public health the smoking of cigaret-
tes has been and still is quantitatively the most prominent; however, many other
agents of cancer are known, including viruses, bacteria, inflammatory processes,
exposure to a number of chemicals, urban air pollution. It has also been noticed
for a long time that cancer can ‘run in families’: by now we know a few dozens
high penetrance cancer genes and many others that have low penetrance. Thus, in
the causation of cancer both environmental and hereditary factors are important.
Metastasis is defined as the spread of cancer from the initial or primary site to ano-
ther part of the body, and the process by which such spreading occurs. In classic
teaching of pathology there have been three major modes of metastasis:
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1) by contiguous spread;

2) via the lymphatic vessels (or lymphogenous);

3) through the bloodstream (or haematogenous).

From the clinical point of view these modes of spread are those that underlie: (i)
local recurrence, (ii) involvement of regional lymph nodes, (iii) distant metastasis.
Metastatic cancer, especially type (iii), is hard to control and it is exceedingly rare
that it can be cured: therefore it is ominous. Here we will concentrate on this type,
also because there is evidence that, in order to be able to give distant metastasis,
a cancer cell must be special. Indeed, up to 10 characteristic features have been
named, which enable a cancer cell to undergo the following five steps: detachment
from primary cancer, passage through vessel wall, survival in circulation, extrava-
sion, formation of a colony in foreign territory. None of these steps is trivial: for
instance, in the case of epithelial cancers the first two are associated with major
morphological and functional changes, which have been described as the epi-
thelial mesenchymal transition (ETM). The last step of metastasis is particularly
demanding, because it implies that a small cluster of cancer cells (perhaps even a
single cell) is able to give rise to a new tumor: in other words, at least one cell in
the cluster must meet the definition of a tumor stem cell.

In brief, the distant haematogenous metastasis is the most striking type both cli-
nically and biologically. In this respect, a remarkable feature is that the metastatic
cell must grow in an environment alien to its origin: this has been named in 1889
by Stephen Paget the ‘seed and soil’ issue, meaning that development of a me-
tastasis depends on a subtle match between the tumor cell and the tissue where
it lands. Since that time a large number of experiments, mainly in mice, have
shown that the concept is valid: the same type of tumor cell may be able to make
metastasis in one tissue and not in another. On the other hand, both in mice and
in humans it is well established that cells from a metastatic tumor can further
metastasize (metastasis of metastasis), indicating that once competence for me-
tastasis is acquired it is a stable quality: in brief, the soil must be permissive, but
the ability to make metastasis is in the seed. The most likely explanation is that
within the primary tumor some or all of the cells have acquired, through somatic
mutation(s), those features that enable them to make metastasis. It is an interesting
and as yet unsolved question whether such ‘extra’ mutations are acquired before
or after those that have made the cell neoplastic in the first place.

Thus, formation of a cancer cell and formation of a metastatic cell both depend on
somatic mutations. Mutations can be spontaneous, being random errors in DNA
replication that occur at every round of cell division: very rarely (estimated fre-
quency of 107 per gene per cell division), but inevitably. The rate of spontaneous
mutations is variable in different individuals, and it is increased, even by orders
of magnitude, in those who have defects in DNA repair. Additional mutations
can be caused by exposure to physical agents (e.g. UV radiation) or to chemical
mutagens (e.g. alkylating agents used in chemotherapy). Fortunately the large ma-
jority of somatic mutations have no significant consequences, and most of them
have nothing to do with cancer: however, the more mutations occur, the greater
the chance that one or more of them may be oncogenic. Since every cell division
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entails a risk of mutation, the total number of mutations that will accumulate can
be expressed as M = mD, where m is the mutation rate and D is the total number
of cell divisions (the same equation applies to a particular tissue or organ or to
the entire organism). As just mentioned, m can be affected by environmental or
by hereditary factors, and so can D: indeed, in familial adenomatous polyposis
there is a marked increase in the proliferation of epithelial cells in the crypts of
the colon, and eventually colon cancer will develop; in chronic hepatitis there is
active proliferation of liver cells and eventually hepatoma. Cigarette smoking is
an extreme example, because the smoke contains mutagens, and at the same time
inhaling it stimulates proliferation of bronchial epithelial cells: lung cancer in
smokers is mediated by an increase in both p and D.

In view of the fundamental role of somatic mutations in oncogenesis, and since
mutations are stochastic events, chance plays a major role in the origin of cancer.
This has been clear for a long time; but the notion of ‘cancer by chance’ (or by
‘bad luck’) has come to the fore, even in the lay press, following the paper re-
cently published by Tomasetti & Vogelstein, who have tackled a major issue in
oncology: why is cancer so frequent in certain organs or tissues, and so rare in
others? In the aim to answer this question, they have extracted from the literature
for 31 organs or tissues values of D (the number of divisions of that tissue’s stem
cells); and they have shown that the frequency of tumors - from the very rare oste-
osarcoma to the only too common colon cancer - correlates strongly with D over a
range of several orders of magnitude. This elegant analysis certainly supports the
notion that more cell divisions entail more mutations, and therefore a higher risk
of cancer. In this respect, there has been mounting evidence that epigenetic chan-
ges can stand in for somatic mutations in oncogenesis. Epigenetic changes too
are random events; to some extent they can be induced by the environment and,
most important, they are faithfully inherited in somatic cells (not in germ cells):
therefore they are potentially susceptible to Darwinian selection just like somatic
mutations. As for the ominous cancer offshoot, metastasis, it has been mentioned
above that in essence it must be attributed to specific mutations, and in individual
cases we begin to understand which ones: therefore the development of metasta-
sis, like that of cancer itself, includes both causal factors and randomness. If a
tumor has been present for some time without metastasis, it is likely that its cells
do not have metastatic potential, and that this can be acquired only through more
mutation(s). The probability that this happens will depend, once again, on m and
D, and this has immediate implications with respect to management. For instan-
ce, pre-operative chemotherapy of a large primary tumor (so called neo-adjuvant
therapy) by reducing promptly the tumor mass will produce an abrupt fall in D;
and in general any therapeutic measure that before the tumor is metastatic, limits
its size, including incomplete surgical resection, even though not curative, may be
beneficial in reducing the risk of metastasis.

In conclusion, random events are key to oncogenesis, but this in no way detracts
from the aetiological role of those hereditary and environmental factors that have
been mentioned above, and of many others. We cannot control random somatic
mutations and epigenetic events: but we can and must do everything in our power
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to keep their numbers to a minimum. This is the essence of primary cancer pre-
vention, and the mission of ITT is To understand, to treat and to prevent cancer
at best for all.
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Introduction

Improvement in the clinical outcome of many cancer types is likely to be achie-
ved by giving patients a drug tailored to the genetic makeup of their tumor. The
recent surge in high-throughput sequencing of cancer genomes is delivering more
accurate tumor genome information, and it can be anticipated that more predicti-
ve biomarkers will be identified and that patients will increasingly be treated by
focusing on the genetic architecture of their particular tumor rather than on the
tumor’s location or histological features.

Circulating cell-free DNA (cf-DNA) represents a non-invasive biomarker, as it
can be isolated from human plasma, serum and other body fluids (1). Cf-DNA of-
fer a unique opportunity for serially monitoring tumor genomes in a non-invasive
manner. As cf-DNAs is a potential surrogate for the tumor itself, it is often refer-
red to as ‘liquid biopsy’.

In 1940 Mandel and Métais observed, for the first time, the presence of cell-free
nucleic acid in the blood of healthy individuals (2). Thirty years later, Leon et al.
reported elevated levels of cf-DNA in the circulation of cancer patients in compa-
rison with healthy individuals (3) and the data were confirmed in several studies
(4-6).

Subsequently, several studies reported a variety of alterations in cf-DNA such as
mutations in oncogenes and tumor suppressor genes (7), microsatellite variances
(8), and promoter hypermethylation (9). The levels of cf-DNA might also reflect
physiological and pathological processes that are not tumour-specific. Increased
levels may be found in patients with benign lesions, inflammatory diseases and
tissue trauma (10), which makes it difficult to evaluate the extent to which cf-
DNA in the circulation of a patient is cancer specific.

In our presentation we will focus on the findings on cf-DNA in breast, lung, colo-
rectal, ovarian and prostate cancers and discuss its relevance and potential use as
diagnostic and prognostic marker.
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Biology of circulating cell free DNA

The source of cf-DNA is still uncertain. A proportion seems to derive from nu-
cleated blood cells; wild-type DNA has been detected in the plasma of cancer
patients as well as in that of healthy controls. In cancer patients a considerable
proportion of plasma DNA originates from tumor cells (11). The apoptosis and
necrosis of cancer cells in the tumor microenvironment are the possible explana-
tions for the release of the nucleic acids into the blood.

Macrophages usually engulf necrotic and apoptotic cells and then they release
the digested DNA into the tissue environment (11). Another hypothesis is that
cf-DNA is due to the lyses of circulating cancer cells or micro metastases shed by
tumor (11). It was also hypothesized that the tumor actively releases DNA into
the bloodstream (11).

The amount of cf-DNA that derives from tumor cells changes owing to the size
and the state of the tumor. The proportion of cf-DNA is also conditioned by clea-
rance, degradation and other physiological filtering events of the blood and lym-
phatic circulation (12). However the concentration of cf-DNA in serum of cancer
patients is about 4 times that of healthy controls (13). The size of the DNA re-
leased from dead cancer cells varies between small fragments of 70 to 200 base
pairs and large fragments of about 21kilobases and it is longer than that of non
neoplastic DNA (14).

Breast cancer

Quantitative alterations of circulating DNA

Some quantitative studies reported increased concentrations of circulating DNA in
patients with breast cancer when compared to healthy individuals (15-17). Frattini
et al. demonstrated that the levels of cf-DNA present in cancer patients constitute
a stable parameter over the time and its variations may be correlated with clinical
outcome (15). Large individual variations in DNA quantity have been observed
among different studies. A comprehensive review reported that the concentration
of DNA in the bloodstream of patients with breast cancer (BC) varied from 153 to
549 ng/ml in serum and from 122 to 462 ng/ml in plasma, whereas that of healthy
controls ranged between 63-318 and 3-63 ng/ml, respectively (10).

A study by Kohler et al. showed significantly higher levels of cf-DNA in patients
with BC in comparison to the patients with benign breast tumors and healthy indi-
viduals. This quantitative approach could distinguish between cancer patients and
healthy controls with a sensitivity and specificity of 81 and 69% respectively (16).
Catarino et al. quantified circulating DNA using real-time PCR (polymerase chain
reaction) and showed that the cf-DNA levels were higher before breast surgery re-
spect to post-operative time. This observation proved that cf-DNA may be a useful
tool for monitoring disease. In addition, elevated levels of cf-DNA were found to
be associated with tumor size, lymph node involvement, histopathological grade,
and clinical staging (17). These results were in accordance with previous observa-
tions in which the cf-DNA of BC patients also correlated with stage, lymph node
metastasis and tumor size (4, 18).
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Qualitative alterations of circulating DNA

Several studies reported that a qualitative analysis of specific molecular altera-
tions in isolated DNA from tumoral tissue may mirror cf-DNA (19). The presence
of specific mutations helps to differentiate circulating tumor DNA (ct-DNA) from
normal cf-DNA. These somatic mutations, commonly single base pair substitu-
tions, are present only in the genomes of cancer cells or pre-cancerous cells and
are never present in the DNA of normal cells of the same individual. This juxtapo-
sition confers to ct-DNA elevated specificity as a biomarker.

Four studies, for a total of 371patients with breast cancer, analyzed the mutations
of the tumor suppressor gene TP53 (20-23).

Great variations in incidence were described in the 4 different studies, ranging
from 11 to 73% and 5 to 43% for tumours and circulating DNA, respectively.
These great variations should be considered as the consequence of the different
methodologies used. Also the PIK3CA mutations were detected in the plasma in
up to 30% of patients with advanced breast cancer (24-26). In the study of Board
and colleagues (24), the PIK3CA mutations were detected in cf-DNA of 13/46
(28%) patients with metastatic breast cancer but were not detected in cf-DNA
of patients with operable breast cancer. The concordance was 95% for PIK3CA
mutations found in cf-DNA compared to those found in tumor DNA. These results
clearly demonstrated that the detection of cf-DNA mutations is lower in the early
stage disease compared to more advanced disease and demonstrated the feasibili-
ty of detection of PIK3CA mutation in cf-DNA.

A more recent study showed how the analysis of ct- DNA can be integrate in the
clinical management of BC patients (27).

Dawson et al. (27) compared the radiographic imaging of tumors with the assay of
ct- DNA, CA 15.3 and circulating tumor cells in 30 patients with advanced breast
cancer during chemotherapy administration. Ct-DNA was identified in 29 of the
30 women (97%) in whom somatic genomic alterations of 7P53 and PIKC3A
were detected. This assay proved to have a higher sensitivity for detecting pre-
sence of metastatic disease when compared with assays of CA 15-3 or circulating
tumor cells. Furthermore, the researchers found that measurement of levels of ct-
DNA corresponds both with treatment response and survival: those who survived
longer had lower levels of ct-DNA compared with those who survived a shorter
period of time. These initial studies involved patients with high tumor burden and
it remains to be evaluated if similar sensitivity can be achieved in patients with
localized disease.

Additional genetic alterations that are detectable on cf-DNA and are used as bio-
markers in cancer include the integrity of non-coding genomic DNA repeat se-
quences such as ALU and LINEI. The ALU and LINE] sequences are involved
in various physiological events such as DNA repair, transcription, epigenetic and
transposon-based activity (28) and many studies showed their potential progno-
stic and diagnostic utility (29, 30). The assays are based on the observation that
common DNA repeat sequences are preferentially released by tumor cells that
are undergoing non apoptotic or necrotic cell death, and these fragments can be
between 200bp and 400bp in size (12). The integrity of cf-DNA ALU sequences in
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blood has been shown to be sensitive for the assessment of the early stage of BC
progression, including micrometastasis (30).

Also the microsatellite instability (MSI) and loss of heterozygosity (LOH) of cf-
DNA were observed to have potential application in the management of patients
with BC (6, 8, 31).

A recent study (31) showed that the detection of DNA losses of the tumor sup-
pressor genes T1G1, PTEN, cyclin D2, RB1, and BRCAI on cf-DNA was associa-
ted with a more aggressive biology of BC. In particular, the detected cyclin D2
loss was an indicator of an unfavourable prognosis. Thus, the improved detection
of cf-DNA might provide clinically relevant information on the variable biology
of BC. In addition, LOH was not detected in the healthy subjects whereas it was
observable in patients with carcinoma in situ (6) indicating the potential applica-
tion of this analysis in the screening proceedings.

Recently it has been observed that epigenetic changes are a constant alterations
in cancer cells and they have a substantial effect on early carcinogenesis and pro-
gression (32). The most examined epigenetic modification is that of DNA methy-
lation. A small set of genes (APC, RASSFIA, DAP kinase) were found hyper-
methylated in the cf-DNA of patients with in situ carcinoma and with benign
lesions (33), suggesting that this approach may be of particular interest in view
of early molecular diagnosis. In addition it was seen that hypermethylation of
RASSFIA and APC detected in serum DNA of BC patients was associated with
a worse outcome (34). It was seen, also, that the combined assessment of large
amounts of free circulating total/methylated DNA and circulating tumor cells was
predictive for tumor progression (35). Other studies suggested that the assessment
of abnormal methylation in the serum of BC patients may used for monitoring the
efficacy of neoadjuvant (36) and adjuvant (37, 38) treatment. Therefore, the detec-
tion of methylated cf-DNA represents a promising approach for risk assessment
in cancer patients.

Lung cancer

Quantitative alterations of circulating DNA

The quantitative analysis of cf-DNA as tool for the lung cancer monitoring was
investigated in many studies. Significantly higher DNA concentrations were de-
tected in the serum/plasma of lung cancer patients compared with healthy controls
or patients with benign diseases (39, 40).

In addition higher DNA levels have been reported in the serum of patients with
metastatic disease than in patients with non metastatic disease, and it was seen
that the cf-DNA levels decreased in 75% of the patients after therapy (3).

Sozzi et al. reported that the cf-DNA concentration was significantly lower in
plasma of patients during the follow-up than before surgery and was comparable
to the concentration measured in the control group, suggesting that quantification
of plasma DNA might represent a new approach to monitor surgical procedures or
to assess the efficacy of chemo\radiotherapy (40). Plasma DNA concentrations do
not uniformly correlate with disease stage and histological subtypes (41). Conflic-
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ting data exist regarding to the correlation of cf-DNA with survival. Some authors
reported no correlation between plasma DNA concentrations and relapse-free or
overall survival (40, 41), whereas other authors reported an association of plasma
DNA with survival, lactate dehydrogenase (39, 42), and NSE (42) for a mixed
group of SCLC and NSCLC patients (42), and for NSCLC patients only (39).

Qualitative alterations of circulating DNA

Several oncogenes are involved in lung carcinogenesis, such as Ras, c-myc, tyro-
sine-kinase receptors (EGFR) and c-erbB2 (HER2/neu).

Ramirez et al. reported K-ras mutations in 24% of 50 resected NSCLC patients
(43) and Kimura et al. detected mutations in 20% of cases (44), whereas Bearzatto
et al. did not find K-ras mutations in serum (45).

Camps et al. demonstrated that there were no significant differences between the
NSCLC patients with K-ras mutations in the serum and those with wild-type ge-
notype with respect to baseline patient characteristics, response rates, progres-
sion-free survival, or overall survival (46). Instead two other studies found an
association between the presence of mutant K-ras in serum/plasma of NSCLC
patients and survival (43, 44). In a more large study the plasma DNA of 180
lung patients was analysed and it was found a significant correlation between the
presence of K-ras mutations and poor prognosis (47). The examination of EGFR
mutations is essential to determine an appropriate lung cancer treatment strategy.
Several clinical trials endorsed that the response rate to EGFR-TKI is approxi-
mately 70% in patients with EGFR activating/sen-sitive mutations, such as exon
19 deletions or L858R mutation (48). Many studies have focused on detection of
mutations in plasma or serum, to avoid the difficulty to obtain tumor specimens.
Kimura et al. analysed the EGFR mutation status in tumor and plasma of 42 pa-
tients treated with gefitinib. EGFR mutations were detected in the tumour sam-
ples of eight patients and in the serum samples of seven patients highlighting
that EGFR mutation status in serum DNA was the same as in tumour samples
in almost every patient. In addition, they demonstrated a correlation between the
presence of the EGFR mutations in plasma DNA and the objective responses to
gefitinib and as well as a trend towards increased overall survival in patients tre-
ated with gefitinib (49).

The EURTAC trial (50) reported, for patients with EGFR mutations detected in
serum, an hazard ratio (HR) of 0.25 in favour of erlotinib, which was similar to
results from IPASS study (HR 0.29 in favour of gefitinib) (51).

Moreover, in the EURTAC trial, the subgroup analysis of EGFR mutations in
cf-DNA showed that the presence of EGFR mutations was an independent pro-
gnostic marker for progression free survival (PFS) (HR 0.43, 95% CI 0.26-0.73;
p=0.002). The PFES for patients with mutations detected in serum was 10.7 months
(95% CI 6.8-15.5) in the erlotinib group compared with 4.2 months (3.2-6.0) in
the standard chemotherapy group (HR 0.25, 95% CI 0.12-0.54; p=0.0002). PFS
for patients in whom mutations were not detected was 12.6 months (95% CI 8.3
- not assessable) in the erlotinib group compared with 6.0 months (4.9-9.0) in the
standard chemotherapy group (HR 0.29, 95% CI 0.13-0.63; p=0.0010) (50).
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Another study demonstrated that the plasma levels of the mutant sequences of
EGFR correlated with the clinical response and that a decreased concentration
was detected in all patients with partial or complete clinical remission, whereas
persistence of mutation was observed in the patient with cancer progression (52).
These studies suggest that the detection of EGFR and other mutations in cf-DNA
could be used to monitoring response treatment and to detect the presence of new
acquired mutations in plasma or serum.

In 50% of lung cancer patients, acquired resistance to gefitinb or erlotinib, de-
velops through the emergence of EGFR T790M variants (53). The mutation at
residue 790 increases the affinity of EGFR for ATP and so out-competes binding
of the inhibitors. These results have been initially obtained examining biopsies
from patients who relapsed upon anti-EGFR and were later confirmed through the
analyses of plasma, providing the first example that resistance to targeted thera-
pies of solid tumors can be detected non-invasively in the blood of patients (54).
It was observed also that the MSI, the LOH and the epigenetic alterations of cf-
DNA may have a potential application in the management of patients with lung
cancer (40, 45, 55-57).

Colorectal cancer

Quantitative alterations of circulating DNA

The detection of circulating DNA has strengthened its role as an additional tool
for the management of patients with colorectal cancer (CRC).

A study by Frattini et al. suggested that the quantification of plasma tumor DNA
might be useful for monitoring patients with colorectal cancer and, prospectively,
for recognizing high-risk individuals (58). The data of this study showed that the
plasma tumor DNA levels were significantly higher in patients with CRC, they
decreased progressively in the follow up period in tumor-free patients and instead
they increased in patients with recurrence or metastasis (58). These results are in
line with the findings of another study which demonstrated that serum DNA levels
were significantly increased in stage IV CRC patients and they fluctuated during
chemotherapy (59).

A study performed in a cohort of patients with CRC undergoing resection with
curative intent showed that it is possible to define a unique set of molecular probes
for each patient. These probes can then be exploited to quantify tumoral DNA af-
ter surgery. The patients were subsequently followed over the course of 2-5 years.
In this study, ct-DNA was shown to be sufficiently sensitive to detect minimal
residual disease after surgical resection (60).

Other studies reported higher levels of circulating DNA in CRC patients than in
healthy individuals, but a correlation was not demonstrated between the levels
of circulating DNA and the size and site of the tumor and the clinical course of
disease (61, 62). Another study compared the sensivity and specifity of cf-DNA
with that of conventional serum marker carcinoembryonic antigen (CEA) and it
was showed that cf-DNA, when used in combination with CEA, represents a po-
tentially useful tool for the diagnosis of early stage CRC (63).
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Qualitative alterations of circulating DNA

Although anti-EGFR therapy has established efficacy in metastatic colorectal
cancer (MCRC), only 10-20% of unselected patients respond (64). This is partly
due to KRAS mutation, which is currently assessed in the primary tumor. Many
studies assessed mutation status in circulating tumor DNA, with the aim to im-
prove patient selection (65-68). In the study published by Bazan et al., it was
shown that the preoperative detection of mutant KRAS and 7P53 in the serum of
CRC patients undergoing resective surgery, was predictive of disease recurrence
(65). In another study it was detected the amount of circulating tumor DNA in 18
MCRC patients who underwent surgical resection of their metastases and it was
observed that the detection of circulating mutant DNA after surgery was highly
predictive of disease recurrence (66). These results were agree with those of a
previous study in which the probability to have a curative surgical resection has
been shown to be lower in MCRC patients with measurable KRAS mutation in
their serum (67).

Lefebure et al. detected, in the serum of unresectable MCRC, KRAS mutation and
RASSF2A methylation and they observed that the presence of circulating mutant
DNA was predictive of clinical outcome (68). In a recent study was demonstrated
the clinical utility of multiplex digital PCR to screen for multiple KRAS muta-
tions in the plasma samples of MCRC patients (69) suggesting that the “ liquid
biopsy” is a feasible alternative to a solid tissue biopsy for identifying specific
mutations. The principal limitations of therapies that target the extracellular do-
main of EGFR is the acquisition of secondary drug resistance. In a recent study
was investigated weather the detection of KRAS mutant alleles, in the plasma of
patients become refractory to anti- EGFR therapies, may allow the early identifi-
cation of individuals at risk of develop drug resistance before radiographic docu-
mentation of disease progression (70).

It was found that KRAS mutant alleles were detectable in the blood of cetuximab
treated patients as early as 10 months before the documentation of disease pro-
gression by radiologic assessment. Of relevance, the discovery of the mechanisms
of resistance to the anti EGFR antibodies therapies in CRC was simultaneously
accomplished in tissue and liquid biopsy. Another noteworthy aspect of this study
was the emergence of multiple different resistance mutations in the same patient
(70). Overall these results indicate that the emergence of KRAS mutant clones
can be detected months before radiographic progression and could allow an early
initiation of combination therapies that may delay or prevent disease progression.
DNA hypermethylation in serum of colorectal cancer patients has been reported to
have prognostic and predictive value (61, 71-73) and together with the assessment
of DNA integrity (74) represents another promising tool for risk assessment.

Prostate cancer

Quantitative alterations of circulating DNA
We need specific, sensitive and non invasive biomarkers for prostate cancer (PCA)
diagnosis that could be used in addition to prostate-specific antigen (PSA) serial
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evaluations. The measurement of ct-DNA as a marker of tumor dynamics over
conventional PSA or even imaging studies has been actively explored.

Two studies failed to demonstrate significant differences of ct-DNA between pa-
tients with PCA and non malignant prostate disease (75, 76). In the first study
(75) the failure could be due to the use of a less sensitive fluorometric assay,
whereas other studies used a real time PCR and detected higher DNA levels in
PCA patients than in non malignant prostate disease patients (77, 78). Cf-DNA le-
vels were correlated with pathological stage (78), Gleason score, surgical margin
status and extraprostatic extension (79). In addition it was showed that cf-DNA
increased with diagnosis of metastasis and was predictive of survival in patients
with metastatic prostate cancer (75, 79, 80).

Qualitative alterations of circulating DNA

One of the earliest genetic alterations during prostate carcinogenesis seems to be
GSTPI CpG island hypermethylation. A recent meta-analysis of 22 manuscripts
indicated good specificity (89%) but modest sensitivity (52%) of GSTP1 differen-
tial methylation for PCA screening (81). The detection of hypermethylated DNA
is also an adverse prognostic marker: RASSFIA, RARB2, and GSTPI hypermethy-
lation were correlated with the Gleason score and the serum PSA (82). RARB2
and GSTPI methylation were also correlated with the AJCC stage (82). GSTPI
hypermethylation was the strongest predictor of PSA recurrence following radical
prostatectomy (83) and it was correlated with the Gleason score and the extent of
metastasis in patients with hormone-refractory PCA (84).

Also the analysis of the fragmentation patterns of cf-DNA provide useful infor-
mation in the management of prostate cancer. It was seen that the DNA integrity
was higher in PCA patients than in controls (85). Ellinger et al. demonstrated that
the DNA integrity was a predictor of PSA recurrence following radical prostatec-
tomy and that the DNA integrity may allow to recognize PCA patients and benign
prostate hyperplasia patients with a specifity of 81% and a sensitivity of 68% (77).

Ovarian cancer

Quantitative alterations of circulating DNA

Ovarian cancer is the fifth leading cause of cancer death (86) in women.

The cf-DNA has been investigated as novel biomarker for diagnosis, prediction
and monitoring of therapeutic response in ovarian cancer.

Kamat et al. showed that the levels of cf-DNA were elevated in patients with
invasive epithelial ovarian cancer compare to the controls emphasizing the po-
tential role of cf-DNA as an additional non invasive technique to identify women
with malignant ovarian disease (87). These findings were not consistent with a
subsequent study showing that there was no statistical difference in the levels of
cf-DNA between patients with ovarian cancer and patients with benign ovarian
tumors (88). One explanation for these results is the elevation of cf-DNA by other
causes, including variation in the source, in fact cf-DNA in serum is reported to
be higher than in plasma.

In another study it was demonstrated also the utility of cf-DNA as surrogate bio-
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marker of therapeutic response, using an orthotopic ovarian cancer model (89). It
was seen that cf-DNA correlated with tumor burden and the levels declined with
chemotherapy. Kamat et al. investigated also the role of pre-operative total pla-
sma cf-DNA levels in predicting clinical outcome in patients with ovarian cancer
(90). The cf-DNA levels were significantly higher in patients with invasive cancer
compared with women with benign ovarian tumors and controls and high cf-DNA
levels correlated with aggressive phenotypic features such as high stage and high
grade. In addition it was seen that cf-DNA >22.000 GE\ml was an independent
predictor of poor outcome in patients with ovarian cancer, and was superior to CA
125 in predicting mortality (90). Also another study reported a significant diffe-
rence between the presence of cf-DNA in patients with high grade serous cancer
compared with other histological subtypes (91).

Wimberger et al. observed a significant relationship between residual tumor load
of >1 cm after primary surgery and serum DNA levels, and both parameters were
associated with a higher risk of relapse and poorer overall survival (92).

Qualitative alterations of circulating DNA

As the measurement of cf-DNA levels has some limitations as screening marker
for ovarian cancer, in last years the research has focused on findings of specific
alterations in cf-DNA, such as methylation or microsatellite alterations and mu-
tation of tumor suppressor genes. In early detection of ovarian cancer, Liggett
et al. found that methylation of RASSFIA and PGR-PROX in serum may be a
useful biomarker to differentiate between benign and malignant ovarian tumors
with a specificity of 73.3% and a sensitivity of 80.0% (93). Another study showed
that hypermethylation of at least one of six gene promoters, including RASSFIA,
BRCAI, APC, DAPK and CDKN2A, was detected in the serum of early-stage
ovarian cancer patients with 82% sensitivity; in contrast it was not reported hyper-
methylation in non neoplastic tissue, peritoneal fluid, or serum from 40 control
women (100% specificity) (94). Abnormal methylation of the HMLH1 promoter
has been demonstrated to correlate with poor survival after chemotherapy (95)
providing the possibility to identify those patients who relapse after standard che-
motherapy and who would be suitable for novel epigenetic therapies. In a small
study, tumor specific mutated p53 DNA levels were detected in the peritoneal
fluid of 28 of 30 (93%) women with intraperitoneal ovarian cancer, including all
6 cases with non malignant cells identified on cytopathology (96).

Therefore the identification of cf-DNA in peritoneal fluid compares favourably
to cytopathologic evaluation, and warrants further investigation as a diagnostic
marker. In ovarian cancer patients were investigated also the MSI and the DNA
integrity with promising results (97, 98).

Conclusion and Perspectives

The detection of cf- DNA provides new opportunities for management of cancer
patients adding a new useful tool for diagnosis, staging and prognosis. It offers
a new type of very specific biomarker that allow to identify the mutations accu-
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mulated from each tumor and to monitor the tumor burden and the response to
treatment using a minimally invasive blood analyses (Table 1).

In addition cf-DNA may have particular utility in the identification of mutations
associated with acquired drug resistance in advanced cancers allowing to avoid re-
peat biopsies and to provide an evaluation of clonal genomic evolution associated
with treatment response and resistance (70, 99).

There are, however, several questions to be answered. One crucial factor in eva-
luating cf-DNA is the standardization of assays and the definition of the optimal
sampling specimen (serum or plasma) to obtain data more consistent and com-
parative between different laboratories. Actually there are different procedures
both in the pre-analytical phases (blood collection, processing, storage, baseline
of patients), in DNA extraction, in quantification and analysis after the DNA ex-
traction. These variables are critical and need to be standardized for consensus
analysis and reporting. Despite these technical limitations, “liquid biopsy” may
provide a unique opportunity in the field of clinical cancer research and have been
already embedded in the design of several clinical trials (Table 2). Correlation of
qualitative and quantitative analysis of circulating DNA with pathological respon-
se to neoadjuvant treatment in solid tumors may anticipate potential resistance
to cytotoxic and biological agents during preoperative therapy. In the era of next
generation sequencing detection of specific DNA mutations predicting response
or resistance to targeted agents may anticipate switch to non cross-resistant the-
rapies. The identification of circulating DNA in patients with breast cancer recei-
ving neoadjuvant chemotherapy may predict pathological residual disease that

Tab. 1 - Detection of cf-DNA and its alterations in patients with solid tumors.

Cf-DNA Molecular alterations
alterations
Breast Lung Colorectal Prostate Ovary
Mutation TP53 (28-31,37) RAS (63-67) | RAS,TP53,APC | - TP53 (127)
PIK3CA (32-34,37) | EGFR (72-77)| (10, 84,90, 92-94)
DNA Serum DNA - Serum DNA Serum DNA | Serum DNA
integrity integrity (40, 41) integrity (100) integrity integrity
(102, 115) (129)
Microsatellite| LOH and MSI LOH - LOH and LOH
alterations (9, 11,42, 43) and MSI MSI (128)
(8,78) (110, 112)
Methylation | RASSFIA, APC, P16 (65,79) | SEPT9,ALX4, GSTP1, RASSFIA,
DAPK, ESR1, 14-3-3sigma | HLIF, HPP1 RASSF14, | PGRPROX,
BRCA1, MGMT, (80) (84, 95-99) RARB2, BRCA1,APC,
GSTP1, Stratifin, AR DAPK,
MDR1, HSD17B4, (111-114) | CDKN2A,
HIC1, NEUROD1 HMLH1
(48-53) (124, 126)

LOH: Loss of heterozygosity MSI: Microsatellite instability.
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Tab. 2 - Ongoing clinical trials that study cf-DNA in solid tumors with therapeutic intervention.

Clinical Trial Status Therapeutic Intervention Setting
NCT00899548 (*) | Recruiting Predict Response After Systemic Therapy MBC
NCT01198743 (*) | Recruiting Validate prognostic value of cf-DNA Stage II-IIT CRC
NCT00977457 (*) Recruiting Predict recurrence Prostate Cancer
Undergoing Surgery
NCTO01617915 (*) | Recruiting Correlate cf-DNA with response BC candidate to
to neoadjuvant CT neoadjuvant CT
NCT01776684 (*) Recruiting Evaluation of EGFR TKI Resistance NSCLC
Mechanism
NCT01836640 (*) | Not yetrecruiting | Evaluate cf-DNA as a Surrogate for Tumor | MBC
Biopsy to Identify Tumor Genetic
Alterations

(*)http://clinicaltrials.gov/

CT: chemotherapy; CRC: Colorectal Cancers; cf-DNA: Circulating cell-free DNA; MBC: Metastatic Bre-
ast Cancer; NSCLC: Non small Cell Lung Cancer; BC: breast cancer; EGFR TKI : Epidermal growth factor
receptor tyrosine kinase inhibithor.

correlate with poor prognosis in triple negative and HER2 positive breast cancer.
Another opportunity to explore the role of cf- DNA is to study the “tumor dor-
mancy” phenomenon. Analysis of cf-DNA in patients in follow up for previous
diagnosis of breast cancer has provided some hints regarding tumour dormancy.
Specifically identification of cf-DNA might be employed to monitor patients with
breast cancer without clinically detectable disease (100) comparing the genomic
profiles of germline DNA, cf-DNA and tumour DNA as defined by single nucle-
otide polymorphism arrays. It is essential to highlight that plasma cf-DNA and
primary tumour tissue showed some similarities regarding specific tumour copy-
number variations as observed by DNA amplification at several chromosome
arms (100). The biological significance of cf-DNA in patients with no evidence
of clinical disease is presently unclear; further studies are required to determi-
ne whether this approach is sufficiently sensitive as a screening tool or for iden-
tification of early relapse. More importantly, the process of identifying specific
DNA mutations for each patient’s cancer is a laborious process that is currently
too time-intensive and costly for more widespread use. Future development will
have to provide a cost effective analysis mainly identifying the genes known to be
recurrently mutated in each tumor. Therefore, developing standardized methodo-
logies for cf-DNA analyses and validation in large prospective clinical studies is
mandatory to implement the ‘liquid biopsy’ approach in the clinical management
of cancer patients.
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Circulating and tissue mesenchymal
stem cells in organ homeostasis and repair:
an open debate

Angelo Parini
INSERM U1048, Institute of Metabolic and Cardiovascular Diseases - I2MC, Toulouse, France

Nel corso degli ultimi anni, pochi campi di ricerca hanno suscitato un interes-
se paragonabile a quello delle cellule staminali mesenchimali. Questo interesse
crescente ¢ legato in parte all’identificazione di queste cellule nel midollo osseo
adulto (Fig. 1) e alla dimostrazione del loro ruolo potenziale nella terapia cellu-
lare. Classicamente le cellule mesenchimali sono localizzate nell’embrione e, piu
particolarmente, nei somiti, strutture metameriche localizzate nella parte mediana
del mesoderma. Verso la fine della quarta settimana dello sviluppo embrionario,
le cellule della parte ventrale-mediana dei somiti (sclerotomo), acquisiscono un
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aspetto polimorfo e cominciano a produrre la matrice di un tessuto connettivo
lasso chiamato mesenchima. Le cellule sono definite come «mesenchimali» mul-
tipotenti e hanno un potenziale di differenziazione in fibroblasti, condroblasti,
osteoblasti, cellule muscolari lisce e cellule endoteliali.

Le cellule mesenchimali del midollo osseo (CMM) hanno delle caratteristiche
morfologiche e un potenziale di differenziazione simile a quelle delle cellule me-
senchimali embrionarie. In termine di potenziale di differenziazione, sulla base
dei criteri classici dello sviluppo embrionario, le CMM sono delle cellule mul-
tipotenti all’origine dei fibroblasti, condroblasti e osteoblasti. In vitro, le CMM
hanno dimostrato un potenziale di differenziazione in vari tipi cellulari, inclusi i
cardiomiociti, ma queste proprieta non sono state confermate in vivo. Una delle
caratteristiche piu importanti delle CMM consiste nella loro capacita di produr-
re differenti fattori paracrini a attivita trofica, immunomodulatrice, angiogenica,
antiapoptotica e chemotattica (Fig. 1). Nel midollo osseo, ¢ stato dimostrato che
alcuni di questi fattori hanno un ruolo chiave nella regolazione dell’ematopoiesi.
Tali attivita paracrine sembrano essere particolarmente importanti per 1’utilizzo
delle CMM nella terapia cellulare. Le CMM sono state identificate e caratterizzate
sulla base di tre criteri principali: I’aderenza al supporto in plastica, I’espressione
di marcatori caratteristici sulla membrana plasmatica (positive per CD105 (endo-
glin, SH2), CD73 (ecto-50-nucleotidase) e CD90 (Thy1) e negative per i marca-
tori della linea ematopoietica CD45, CD19, CD79, CD14 or CD11b, e endoteliale
CD31) e per la capacita di differenziazione tipica delle cellule mesenchimali dello
sclerotomo embrionario. Anche se all’origine queste cellule sono state definite
come cellule staminali, la loro capacita di autorinnovarsi (criterio indispensabile
per definire le cellule staminali) non ¢ stata determinata con chiarezza. Per queste
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ragioni, & piu opportuno definire le cellule mesenchimali adulte come «cellule

mesenchimali multipotenti dello stroma» (CMMS).

Queste cellule non sono localizzate esclusivamente nel midollo osseo ma si tro-

vano anche nello stroma di numerosi tessuti come il tessuto adiposo, la placenta,

il cuore (Fig. 2) e il rene. Anche se queste cellule presentano delle analogie con

quelle dello stroma del midollo osseo (in particolare, ’aderenza su supporto in

plastica e i marcatori della membrana plasmatica), esse presentano delle differen-
ze per quel che riguarda il loro potenziale di differenziazione in vitro. In effetti,
nei tessuti differenti dal midollo osseo, le CMMS possono differenziarsi in cellule
figlie tipiche delle linee mesoblastiche ma differenti dai fibroblasti, osteoblasti

e condroblasti. Sulla base delle analogie fra le CMMS dei differenti tessuti, ¢

stata formulata 1’ipotesi che le CMMS del midollo osseo possano passare nella

circolazione sanguigna e colonizzare 1’insieme dello stroma dei differenti organi.

Tuttavia, tale ipotesi ¢ contestata. In effetti, se in differenti modelli murini ¢ stato

possibile isolare delle cellule con alcune caratteristiche delle CMMS a partire dal

sangue, nell’uomo tali cellule non sembrano essere presenti. Questi risultati sug-
geriscono che le CMMS nei differenti tessuti dell’organismo sono indipendenti
dalle cellule del midollo osseo e derivano direttamente da zone specifiche del

mesoderma embrionario. L’insieme dei risultati che abbiamo commentato fino a

questo punto dell’articolo dimostra che le CMMS sono molto eterogenee e che

i primi criteri utilizzati per definire tali cellule sono oggi limitanti e sorpassati.

Tali criteri devono essere aggiornati ed alcuni possono essere riassunti nel modo

seguente:

* come citato in precedenza, per le CMMS il termine “staminali” dovrebbe esse-
re riservato alle cellule stromali che posseggono la capacita di autorinnovarsi e
di differenziarsi in vari tipi di cellule della linea mesoblastica. Tali caratteristi-
che sono limitate a una percentuale veramente esigua delle CMMS;

* dovrebbe essere sistematicamente precisato se i marcatori di membrana utiliz-
zati per caratterizzare le CMMS sono stati definiti su cellule isolate o dopo col-
tura cellulare. In effetti, il profilo dei marcatori pud cambiare dopo 1’aderenza
delle cellule e la coltura;

* le caratteristiche fenotipiche e funzionali delle CMMS dovrebbero essere defi-
nite per ogni organo senza generalizzare tali caratteristiche all’insieme di que-
ste cellule nell’ organismo;

* [’analisi del transcrittoma, del proteoma e del secretoma dovra essere utilizzato
per completare la caratterizzazione delle CMMS nei differenti tessuti.

Anche se I’identificazione e la caratterizzazione funzionale delle CMMS nell’a-

dulto devono ancora essere definite con precisione, ¢ innegabile che queste cel-

lule siano veramente interessanti in terapia. In effetti, numerosissimi studi hanno
dimostrato che la somministrazione di queste cellule induce un miglioramento
significativo in differenti patologie.

Il nostro gruppo, ha utilizzato le CMMS del midollo osseo per la terapia cellulare

dell’insufficienza cardiaca post-ischemica. I nostri esperimenti nel ratto, hanno

permesso di definire una tecnica di precondizionamento che ha permesso di au-
mentare la sopravvivenza e I’efficacia delle CMMS del midollo osseo iniettate
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nel miocardio nel corso dell’insufficienza cardiaca. Questi studi hanno anche di-
mostrato che gli effetti benefici della terapia cellulare sono dovuti soprattutto alla
secrezione di diversi fattori paracrini da parte delle CMMS (Fig. 3). Sulla base
di questi risultati e dopo conferma in un modello d’insufficienza cardiaca in una
specie animale di grande taglia (maiale), abbiamo elaborato un protocollo clinico
di terapia cellulare di Fase 1 (MESAMI 1) (Fig. 4) in pazienti con insufficienza
cardiaca grave. Tale protocollo, che ha utilizzato I’amministrazione di CMMS au-
tologhe di midollo osseo per via transendocardica (sistema NOGA), ha permesso
di dimostrare 1’assenza di effetti secondari e una tendenza al miglioramento dei
parametri di funzionalita cardiaca. Lo studio multicentrico di Fase 2 (MESAMI
IT) che sara effettuato su 90 pazienti € programmato per fine 2015.

In conclusione, I’identificazione delle cellule mesenchimali del midollo osseo e la
dimostrazione del loro effetto terapeutico nella terapia cellulare hanno aperto un
immenso campo di ricerca sul ruolo della parte stromale degli organi nei processi
fisiologici e patologici. La caratterizzazione delle funzione tessuto-specifiche del-
le CMMS e I’identificazione delle loro anomalie in patologia dovra permettere di
proporre dei nuovi approcci terapeutici.
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The potential of single cell investigation:
dissecting the human immune response
to pathogens and self-antigens
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Switzerland

Memory lymphocytes represent the repository of the antigenic experience of an
individual. By analyzing the specificity and function of these cells we can dis-
sect the human immune response to pathogens, isolate therapeutic antibodies and
identify mechanisms of immunity and immunopathology. Our laboratory has de-
veloped cell culture-based high-throughput methods to interrogate human me-
mory B cells, plasma cells and memory T cells. Using these methods we isolated
neutralizing antibodies of exceptional potency and breadth, such as antibodies
that neutralizes all influenza A viruses (1) and even four different paramyxoviru-
ses (2). By targeting conserved structures, these broadly neutralizing antibodies
are less prone to select escape mutants and are therefore promising candidates
for prophylaxis and therapy of infections as well as tools for the design of impro-
ved vaccines. The discovery of unusually potent antibodies that neutralize human
cytomegalovirus led to the identification of the viral ligand (3). This ligand has
been produced as an experimental vaccine that shows high efficacy in a preclini-
cal model. We also isolated and characterized autoantibodies from patients with
pemphigus, pulmonary alveolar proteinosis and other autoimmune diseases and
determined their pathogenic mechanism of action (4). To understand the mecha-
nisms that underpin affinity maturation we reconstructed the genealogy tree of
broadly influenza neutralizing antibodies. We found that the unmutated common
ancestor binds to antigen with low affinity and that a single mutation is sufficient
to confer maximal affinity for the immunogen, but further redundant mutations
continue to accumulate broadening reactivity against homologous viruses (5). In
contrast, in many cases, the unmutated common ancestor of autoantibodies does
not bind to the self-antigen, suggesting that the autoantibodies may be generated
from the memory rather than from the naive B cell pool.

Our laboratory has also developed a variety of approaches to dissect the heteroge-
neity of memory T cells. Distinct functional subsets of central memory, effector
memory, and Th1, Th2 and Th17 cells are identified according to the differential
expression of chemokine receptors (6). By combining the analysis of memory T
cells with the in vitro priming of naive T cells we have characterized two distinct
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types of Th17 cells that produce IFN-y or IL-10 and identified IL-1f3 as a master
regulator of the inflammatory properties of Th17 cells (7). We also developed a
high-throughput cellular screening method based on T cell libraries of polyclo-
nally expanded T cells (8), which has been used to identify HIV-specific naive
and HIV-crossreactive memory T cells in healthy donors (9). Finally, we have
combined antigenic stimulation of memory T cell subsets with next generation
TCR V sequencing to address the cellular basis of memory T cell heterogeneity
and to define the role of different CD4* T cells in protection or pathology (10).
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