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ei tessuti adulti normali, il mantenimento della popo-

lazione cellulare si deve ad una piccola frazione di cel-
lule, le cellule staminali, che si dividono asimmetricamente
autorinnovandosi ¢ dando origine a progenitori cellulari che,
dopo un numero limitato di divisioni, producono cellule dif-
ferenziate tessuto-specifiche, non pit in grado di dividersi. E’
ampiamente accertato che i tumori sono entita eterogenee per
quanto riguarda il potenziale proliferativo, fenotipico e tumo-
rigenico, e recentemente si ¢ dimostrato che esiste, all’interno
della massa neoplastica, una frazione numericamente esigua
di cellule (1-2% dell’intera popolazione tumorale) che ¢ la
sola in grado di rigenerare il tumore in vivo, mentre popola-
zioni di cellule piu differenziate mancano di questa proprieta.
Tali cellule sono simili alle cellule staminali per alcune carat-
teristiche, quali "autorinnovamento, lo stato indifferenziato,
la multipotenzialita (ovvero la capacita di generare cellule ma-
ture appartenenti a diversi stipiti cellulari). In base a queste e
ad altre evidenze sperimentali si ¢ cosi giunti a ritenere che il
tumore origini da una cellula staminale adulta, anziché da una
qualsiasi cellula somatica, oppure da una cellula che riacquisi-
sce caratteristiche di staminalitd, ¢ in tale contesto lo sviluppo
della neoplasia viene ad essere considerato un’organogenesi
aberrante originata e sostenuta da cellule staminali mutate,
denominate cellule staminali tumorali.
La dimostrazione formale della presenza di una frazione
di cellule autorinnovantesi che, seppur esigua, ¢ in grado di
rigenerare il tumore si ¢ inizialmente avuta nella leucemia
mieloide acuta grazie alla disponibilitd di sistemi sperimen-
tali per I'identificazione dei fenotipi caratterizzanti i diffe-
renti stipiti cellulari (1) e alla dimostrazione della capacita
di ripopolazione delle cellule staminali leucemiche in idonei

modelli murini (2). Recentemente sono state messe a punto
condizioni sperimentali per I'isolamento e la propagazione di
cellule staminali/progenitori oltre che nei mielomi (3) anche
da neoplasie solide. Utilizzando tecniche impiegate per I'iso-
lamento di cellule staminali da tessuti normali (basate su un
approccio prospettico - quale I’isolamento in base all’espres-
sione di marcatori di superficie o alla capacita di escludere il
colorante vitale Hoechst 33342, o funzionale - quale la cre-
scita clonale in vitro come sfere non adese) si ¢ cosi giunti alla
dimostrazione dell’esistenza di cellule che presentano alcuni
dei caratteri di staminalitd nei tumori del sistema nervoso
centrale (4-6), nei carcinomi della mammella (7-10), della
prostata (11), dell’ovaio (12), del colon (13,14), della testa
e collo (15) e del pancreas (16), negli epatocarcinomi (17) e
nei melanomi maligni (18). Tali cellule - diversamente dalla
popolazione cellulare di origine - presentano un elevato po-
tenziale tumorigenico poiché in grado di dar origine a tumore
quando inoculate nell’animale a concentrazioni molto basse
(Tabella 1). Si ¢ inoltre dimostrato che la frazione con carat-
teristiche di staminalitd ¢ quantitativamente modesta, ¢ che
la restante popolazione cellulare ¢ destinata a differenziamen-
to e senescenza. Mentre cellule staminali normali e tumorali
condividono molte caratteristiche molecolari e funzionali, la
regolazione dell’autorinnovamento cellulare attraverso i path-
ways di Wnt, BMI-1, Notch, Hedgehog, operativo e stretta-
mente controllato nelle cellule staminali normali, ¢ del tutto
alterata nelle cellule staminali tumorali e la conoscenza delle
alterazioni molecolari che lo sostengono (e che gia caratteriz-
zano molte neoplasie solide e sistemiche) viene ad essere cru-
ciale per Iidentificazione di bersagli molecolari per interventi
terapeutici potenzialmente altamente selettivi. Gli attuali
trattamenti, disegnati principalmente contro le cellule pro-
liferanti, sono infatti indirizzati ad una riduzione dell’intera
massa tumorale e non necessariamente ad un annientamen-
to della frazione staminale/tumorigenica caratterizzata -per
contro- da una elevata espressione di proteine appartenenti
alla famiglia dei trasportatori di membrana ABC (che favo-
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| Tabella 1. Isolamento da tumori umani di cellule staminali/progenitori ad elevato potenziale tumorigenico

| A tale SCOpPO sono in corso studi

pem— per identificare le alterazioni mo-
. - . iferimento . . .
Tipo tumorale Metodo/marcatore utilizzato per I'isolamento bibliografico lecolarl che sostengono in maniera
Leucemia mieloide acuta CD34+CD38- lineage- 2 funzmnalmente nhon ndondantc
l’autorinnovamento delle cellule
Mieloma multiplo CD138-/CD134- 3 . . .
ad elevato potenziale tumorigeni-
Tumori cerebrali CD133+ Crescita in vitro come sfere in sospensione 4-6 co e per disegnare e validare a livel-
CDA4+CD24-/b35%0 [ineage- lo preclinico molecole che interfe-
Carcinoma mammario ALDH1+ 7-10 riscano su tali targets.
Crescita in vitro come sfere in sospensione . .
Per il carcinoma della mammella
Carcinoma prostatico CD44+/02319"/CD133+ 11 & stato recentemente dimostrato
Carcinoma ovarico Crescita in vitro come sfere in sospensione 12 il signiﬁcato prognostico di al-
terazioni molecolari a carico di
Carcinoma del colon CD133+ 115 = 114} . . S d
pathways coinvolti nell’autorin-
Tumori del cavo orale CD44+ lineage- 15 novamento. In particolare: Wht:
Tumori del pancreas CD44+CD24+ESA+ 16 implicato nella tumorigenesi e nel
Epatocarcinoma — = mantemmfzntc? di un p-ool. di cel-
lule staminali/progenitori nella
Melanoma Crescita in vitro come sfere in sospensione 18 ghian dola mammaria, & coinvol-

riscono ’efflusso cellulare di farmaci e sono coinvolti nella re-
sistenza a farmaci quali paclitaxel, cisplatino, 5-fluorouracile,
mitoxantrone, methotrexate, antracicline, etoposide, alcaloidi
della vinca, camptotecine, topotecan, imatinib), da alterazio-
ni nei meccanismi di riparazione del DNA, dalla presenza di
fattori citoprotettivi, quali attivazione di telomerasi ed elevata
espressione di fattori anti-apoptotici, ¢ da una relativamente
modesta velocita di crescita a fronte di un elevato potenzia-
le proliferativo. Il trattamento, pertanto, malgrado provochi
una significativa riduzione della massa tumorale (attualmente
considerata indicatore di risposta clinica e, conseguentemen-
te, di sopravvivenza del paziente) puo lasciare del tutto inalte-
rata la frazione di cellule staminali tumorali, in grado quindi
di proliferare e rigenerare la neoplasia sia a livello locale sia a
distanza. Per I'eradicazione del tumore ¢ ipotizzabile sia quin-
di necessario bersagliare direttamente la cellula staminale tu-
morale/progenitore tumorigenico (Figura ).
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to in un cross-talk con i recettori
per gli ormoni steroidei attraverso pathways comuni e si ¢
dimostrato che I’interferenza sulla sua funzionalita attraverso
antagonisti specifici o siRNA aumenta I'espressione di mar-
catori di differenziamento. Hanno un significato prognostico
@-catenina (19), la cui localizzazione intracellulare ¢ differen-
temente associata con il decorso della malattia (favorevole per
espressione citoplasmatica, sfavorevole per I'espressione nu-
cleare) e SFRP-1 (secreted frizzled-related protein-1), la cui
metilazione del promotore ¢ un fattore sfavorevole (20,21).
Hedgehog: alterazioni di questo pathway sono implicati nella
sviluppo di differenti patologie neoplastiche, inclusa la patolo-
gia mammaria. In particolare, Sonic Hedgehog identifica car-
cinomi mammari inflammatori a differente aggressivita biolo-
gica (22), mentre la ciclopamina, un alcaloide che interferisce
specificamente sul pathway di Hedgehog, riduce 'espressione
di Glil e rallenta significativamente la crescita tumorale (23).
BMI-1 & uno dei componenti del complesso Polycomb indot-
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Figura 1. Efficacia delle terapie antitumorali in relazione alla presenza di “cellule staminali tumorali’: i trattamenti convenzionali
potrebbero ridurre la massa tumorale senza eradicare le “cellule staminali tumorali’, mentre farmaci che selettivamente colpiscono
queste ultime potrebbero per contro non ridurre significativamente la massa tumorale che tuttavia non é piss in grado di rigenerare il
tumore. L associazione tra le due strategie terapeutiche potrebbe fornire i risultati migliori per l'eradicazione della malattia.
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to attraverso il pathway di segnalazione di hedgehog respon-
sabile dell’autorinnovamento di cellule staminali normali e
leucemiche, reprime geni che inducono senescenza e morte
cellulare e immortalizza cellule dell’epitelio mammario uma-
no. Un profilo molecolare basato sull’espressione di 11 geni
presenti nel pathway di BMI-1 sembra essere un forte ¢ solido
indicatore prognostico, in termini sia di ripresa globale che
di metastasi a distanza e di morte, in 11 neoplasie epiteliali e
non, comprendenti anche il carcinoma mammario (24).

Notch: ha un ruolo importante in diverse patologie neopla-
stiche (25): Notch 4 ¢ associato alla tumorigenesi murina e
alla proliferazione delle mammosfere (ovvero, delle cellule
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staminali/progenitori che crescono in sospensione come sfere
non adese), tanto che il trattamento con un anticorpo diret-
to contro Notch 4 sopprime drasticamente la formazione di
sfere sia primarie sia secondarie (10,26). Elementi di questo
pathway hanno un significato prognostico in questa patologia
(10,27-29).

Per quanto riguarda la cellula staminale della ghiandola mam-
maria, recenti evidenze depongono per una sua negativita re-
cettoriale e per la presenza di recettori per estrogeni (ER) nei
progenitori e nelle cellule pit differenziate. Il momento dello
stadio di differenziamento del lineage cellulare al quale corri-
sponde la trasformazione neoplastica viene ad essere determi-

N. 54 - 2008  ATTUALITA IN SENOLOGIA m 23



OBIETTIVO SU

nante per la storia clinica della neoplasia (Figura 2).

Infatti, se la trasformazione neoplastica insorge nella cellula
staminale, senza recettori per estrogeni, ¢ verosimile che il tu-
more sara di tipo basale, indifferenziato, a prognosi sfavore-
vole e poco responsivo alle terapie ormonali. Per contro, un
tumore generato da cellule ben differenziate, apparterra vero-
similmente al sottotipo luminale A, caratterizzato da buona
prognosi ed elevata probabilita di risposta al trattamento or-
monale. Ovviamente, al progenitore parzialmente differenzia-
to corrispondcré un tumore con un comportamento clinico e
biologico estremamente eterogeneo.

Sono attualmente disponibili le prime evidenze sperimentali
che dimostrano I’efficacia di nuovi agenti terapeutici sull’au-
torinnovamento di cellule staminali/progenitori normali
(25,26,30). Tuttavia, lo stato attuale delle conoscenze depo-
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ne per una situazione decisamente pitt complessa di quanto
non appaia dagli incoraggianti risultati preliminari, a livello
dell’identificazione sia di marcatori di staminalita, sia di di
nuovi bersagli per farmaci innovativi, sia di un modello pe-
culiare per studiare in vitro/in vivo nuove modalita terapeuti-
che (31). Infatti, come ottimamente messo in evidenza in uno
Special Workshop Report recentemente pubblicato su Can-
cer Research (32):
1. la definizione di cancer stem cell ¢ squisitamente operativa
(cellula in grado di autorinnovarsi e dar luogo a stipiti cellulari
differenti, in grado di rigenerare continuativamente un tumore);
2. I'isolamento e la propagazione di cellule staminali/proge-
nitori ¢ estremamente difficile - in mancanza di marcatori che
chiaramente identificano la staminalitd come nel caso di leu-
cemie e tumori cerebrali - nei tumori solidi e si basa essenzial-
mente su saggi funzionali in vivo e su condizioni sperimentali
non propriamente fisiologiche;
3. la crescita in vivo richiede una complessa standar-
dizzazione e tempi di crescita molto
lunghi, ovvero condizioni difficil-
mente utilizzabili per uno screening
farmacologico su larga scala;
4, per contro, un saggio in vitro
deve essere a) standardizzato e ri-
producibile, b) quantitativo, c)
altamente specifico, d) sufficiente-
mente sensibile, ¢) rapido.
Oltre a queste condizioni, ancora
largamente da mettere realmente
a punto nella pratica di laborato-
rio, restano ancora molti quesiti,

intermedia, prognosi
intermedia, mediamente
responsivo al trattam ento
ormonale)

sia speculativi sia tecnici, a cui ri-

Carcinoma mammario ER™
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Figura 2. Relazione tra stadio di differenziamento del lineage
cellulare e tipologia del tumore
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spondere prima di poter valutare
quanto le conoscenze sulla biologia
delle cellule staminali/progenitori
di cellule tumorali possano contri-
buire ad una diagnosi precoce, ad



una miglior risoluzione prognostica e allo sviluppo di mole-
cole mirate contro alterazioni molecolari associate alla stami-
nalita tumorale. Tuttavia, le pit recenti pubblicazione aventi
come oggetto informazioni acquisite dalla caratterizzazione
molecolare (33) e dal profilo di radiosensibilita (34) di cellule
staminali/progenitori isolate da tumori clinici cosi come da
linee cellulari stabilizzate da carcinoma mammario avallano
una possibile applicabilita clinica a medio termine di questo
modello sperimentale. Infatti, il profilo di espressione genica
derivato da cellule con caratteristiche di staminalita isolate da
6 tumori clinici, seppur indicativo di alterazioni nei geni di
invasivita piuttosto che in quelli coinvolti nell’autorinnova-
mento, si dimostra predittore di sopravvivenza globale e libe-
ra da malattia non solo su casistiche di carcinoma mammario,
ma anche su neoplasie di differente istologia, quali il carci-
noma polmonare e prostatico e il medulloblastoma. Inoltre,
esistono preliminari dimostrazioni formali, ottenuta da mam-
mosfere propagate in vitro, che tali cellule sono relativamente
piu radioresistenti della popolazione da cui sono state isolate
ma mostrano una spiccata sensibilitd a farmaci contro specifici
bersagli molecolari (7zbella 2).
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Tabella 2. Approcci terapeutici contro cellule staminali/progenitori ad elevato potenziale tumorigenico nel carcinoma mammario
Modello Agenti chimici/ fisici/ Valutazione Riferimento
sperimentale hiologici studiati dell’attivita hibliografico
Mammosfere da linee Radiazioni ionizzanti Fenotipo, autorinnovamento e marca- 34
stabilizzate di carcinoma tori molecolari di radiosensibilita

Gefitinib, antagonista :
Mammosfere da DCIS ! Autorinnovamento

di Notch 4 e
Mammosfere da cellule Antagonista di Notch AU @ 26
epiteliali normali g differenziamento
szlmr_no§fere da _ceIIuIe _ Ciclopamina Autorim_mvam?nto, differenziamento 30
epiteliali normali/tumorali e tumorigenesi
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