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Introduzione

Le Leucemie Acute Mieloidi (LAM) sono malattie neoplastiche delle cellule ematopoietiche
caratterizzate dall’accumulo di cellule mieloidi bloccate dalle LAM deriva dall’acquisizione di
una serie di eventi mutageni e di modificazioni epigenetiche a livello di cellule
staminali/progenitori emopoietici. Le varie LAM sono molto eterogenee per le loro anomalie
molecolari, caratteristiche fenotipiche e origine cellulare. In conseguenza di tali eventi queste
cellule acquisiscono un vantaggio proliferativo e di sopravvivenza rispetto alla controparte
normale e risultano piu o meno bloccate nel loro processo differenziativo. Studi condotti negli
ultimi tre decenni hanno consentito d’identificare le cellule che iniziano e mantengono il
processo leucemico (cellule staminali leucemiche, CSL) e di sviluppare modelli animali per
studiare lo sviluppo di queste leucemie. Queste ricerche rappresentano il volano per
I’identificazione di nuovi bersagli terapeutici e per lo sviluppo di terapie miranti ad eradicare le
componenti cellulari che iniziano ¢ mantengono il processo leucemico.

Cellule staminali normali

La produzione continua delle cellule del sangue richiede la divisione delle cellule staminali
ematopoietiche (CSE) che genera sia nuove cellule staminali tramite un processo di auto-
rinnovamento, sia una progenie di cellule differenziate. Anche una parte della progenie di
cellule differenziate possiede la capacita di auto-rinnovamento, ma solo le cellule staminali
posseggono la capacita di auto-mantenersi a lungo termine, generando cellule identiche alla
cellula staminale originaria. Da un punto di vista sperimentale le CSE vengono saggiate per la
loro capacita di ripopolare il sistema ematopoietico a lungo termine in animali immunodeficienti
(1). Le cellule capaci di ripopolare questi topi a lungo termine, cosi come animali recipienti
secondari, sono ritenute CSE. Una strategia comunemente adottata per la purificazione e
I’isolamento di CSE putative consiste nella selezione di frazioni cellulari separate in base
all’espressione di antigeni di membrana, seguita dal trapianto delle stesse in topi
immunodeficienti NOD/SCID.

Il saggio nei topi immunodeficienti NOD/SCID riveste un ruolo fondamentale nello studio
delle CSE. In questo saggio in vivo un ruolo fondamentale ¢ rappresentato dal grado di
immunodeficienza dei topi nudi utilizzati come riceventi delle preparazioni di CSE. Consistenti
progressi in questa metodologia sono stati ottenuti grazie alla deplezione di cellule NK con
anticorpi anti-CD22 (2), I’utilizzo di topi NOD/SCID-beta2-microglobulina deficienti in cellule
NK (3), inoculo delle cellule direttamente in sede intra-femorale (4), delezione dell’IL-2R
gamma (5). I topi NOD/SCID con delezione dell’IL-2R gamma (NOD/SCID/IL-2Ry™) hanno
una aumentata capacita ricettiva di CSE umane (6). Tramite saggi di ripopolamento di topi
immunodeficienti ¢ stato possibile dimostrare che le CSE sono presenti a livello della frazione
CD34'/CD38 di cellule ematopoietiche (7, 8). Utilizzando dei ceppi di topi piu
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immunodeficienti (NSG) ¢ stato possibile dimostrare che anche le cellule CD34"/CD38" sono in
grado di ripopolare i topi immunodeficienti, ma solo a breve termine, mentre la capacita di
ripopolamento a lungo termine ¢ una proprieta presente solo a livello della frazione
CD34'/CD38 (9-12). E importante notare che le CSE vengono rinvenute anche a livello della
frazione cellulare CD34: CSE CD34 generano in vivo CSE CD34" (13).

In base alla loro capacita di ripopolare 1’ematopoiesi le CSE vengono suddivise in tre
differenti categorie: CSE a breve termine che sono in grado di generare cloni di cellule
ematopoietiche che si differenziano e generano una progenie di cellule emopoietiche mature per
4-6 settimane; CSE a medio termine, che sono in grado di generare una progenie di cellule
emopoietiche per 6-8 mesi, prima di estinguere la propria attivita come CSE; CSE a lungo
termine in grado di mantenere indefinitamente 1’ematopoiesi (14).

Sono stati riportati alcuni modelli per descrivere il processo differenziativo ematopoietico a
partire dalle CSE. Secondo il modello classico dell’ematopoiesi, il modello della successione
clonale, il processo differenziativo ematopoietico avviene in maniera clonale a partire da una
singola CSE. Piu di recente ¢ stato proposto un modello alternativo, modello della diversita
clonale, che prevede che differenti tipi di cellule staminali ematopoietiche siano in grado di
contribuire alla formazione di tutte le cellule del sangue, ma sono programmate a fare cio in
maniera stocastica, in parte controllata da segnali micro ambientali. Sebbene il primo modello
sia stato a lungo supportato, studi recenti hanno fornito importanti evidenze sperimentali in
favore del secondo modello. Infatti, tramite esperimenti di trapianto sequenziale di singole
cellule staminali ¢ stato possibile dimostrare che esse possono essere classificate in quattro tipi
diversi in base alle loro capacita differenziative e alla durata temporale con la quale sono in
grado di supportare in vivo un consistente livello di produzione di cellule ematopoietiche (15).
Inoltre, esperimenti di purificazione e caratterizzazione di cellule staminali emopoietiche hanno
mostrato 1’esistenza di alcune CSE piu orientate in senso mieloide e di altre CSE piu orientate in
senso linfoide: queste due popolazioni di CSE rispondono in maniera differenziale al TGF-beta
(16). Queste osservazioni suggeriscono 1’esistenza di uno spettro continuo di CSE.

Le CSE e i progenitori si localizzano in aree peculiari del midollo note come nicchie. Queste
nicchie costituiscono delle piccole aree microambientali che rivestono un ruolo fondamentale
nel controllo dello stato di quiescenza e del destino differenziativo e dell’auto-replicazione delle
CSE. La costituzione esatta di queste nicchie non ¢ stata ancora determinata con certezza, ma ¢
chiaro che gli osteoblasti e le cellule endoteliali sono costituenti essenziali di queste
microstrutture. Inoltre, un ruolo peculiare nelle nicchie viene rivestito dalle cellule reticolari che
sono responsabili della produzione di Stromal Derived Factor-1a (SDF-1a), una chemochina
essenziale per 1’homing delle CSE, e di Stem Cell Factor, una citochina essenziale per garantire
la sopravvivenza delle CSE. Le cellule reticolari presenti a livello delle nicchie sono dei
progenitori osteo-adipogenetici che hanno le potenzialita di differenziare non solo in senso
emopoietico, ma anche in senso adipogenico e osteogenico. Le capacita differenziative
osteogeniche e adipogeniche di queste cellule sono essenziali al fine di mantenere nel midollo
condizioni microambientali ottimali per la sopravvivenza delle CSE e per il loro mantenimento
in uno stato indifferenziato (17). Sempre di recente ¢ stata poi identificata anche 1’esistenza di
cellule staminali mesenchimali (CSM) a livello della nicchia ematopoietica: queste CSM sono
presenti in stretta associazione con CSE (18). E altresi interessante notare che queste CSM sono
strettamente associate con fibre del sistema nervoso simpatico che regolano la mobilizzazione
delle CSE e sono responsabili delle oscillazioni circadiane del numero delle CSE circolanti (19).
Infine, queste CSM hanno un’espressione molto elevata di una serie di molecole, quali SDF-1a.,
SCF, Ang-1, VCAM-1, osteopontina, essenziali per I’homing e la sopravvivenza delle CSE
(18). Infine, studi recenti indicano che i macrofagi sono un ulteriore costituente cellulare delle
nicchie midollari, dove svolgono un ruolo essenziale per mantenere 1I’koming midollare delle
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CSE (20-22). Questi studi hanno anche consentito di dimostrare un ruolo essenziale dei
monociti nel mediare la mobilizzazione delle CSE indotta dal G-CSF, una pratica impiegata da
anni per procedure di autotrapianto. Infatti, ¢ stato possibile documentare un effetto essenziale
in questo complesso fenomeno da parte dei monociti che esprimono sulla loro membrana il
recettore del G-CSF (21).

A livello della nicchia delle CSE I’interazione fra recettori presenti a livello della membrana
delle CSE e ligandi (in genere presenti sotto forma di ligandi ancorati alla membrana delle
cellule stromali) ¢ essenziale per tutte le funzioni essenziali delle CSE. Gli studi condotti negli
ultimi anni hanno portato all’identificazione di numerosi fattori di crescita/citochine (quali SCF,
trombopoietina, ligandi di Notch, angiopoietina-1, proteine angiopoietina-simili e prostglandina
E2) che sono essenziali per I’auto-replicazione, sopravvivenza e differenziazione delle CSE.

La capacita delle CSE di mantenere all’interno della nicchia I’autoreplicazione e la
multipotenza dipende dalla sommatoria di una complessa serie di segnali mediati dal
microambiente. Fra questi vari fattori, la bassa tensione di ossigeno (ipossia), gioca un ruolo
essenziale nell’ambito dei vari meccanismi che consentono di mantenere le CSE in uno stato
indifferenziato (24). Infatti, studi recenti hanno consentito di dimostrare che nel midollo osseo
esiste un gradiente di O, tra il 6% di ossigeno presente a livello della cavita sinuisodale e 1’1%
di ossigeno presente a livello della nicchia delle CSE. In accordo con questi studi ¢ stato
possibile dimostrare che le nicchie di CSE piu attive si ritrovano a livello della regione
endosteale del midollo osseo (25) e sono caratterizzati da una tensione particolarmente bassa di
O,, dovuta a basso flusso ematico (26). Gli effetti dell’ipossia sulle cellule sono mediati dal
fattore trascrizionale HIF-1 che determina delle modificazioni nel programma di espressione
genica che consentono alle cellule un adattamento alle condizioni d’ipossia. In particolare,
I’attivazione di HIF-1 a livello delle CSE causa uno shift del metabolismo energetico dalla
catena ossidativa mitocondriale alla glicolisi (27) e determina un ridotto ciclaggio delle CSE e
un mantenimento a lungo termine dell’attivita ripopolante ematopoietica (28).

In condizioni normali la maggior parte delle CSE sono cellule quiescenti che presentano
un’attivita ciclante molto lenta; tuttavia, le CSE in risposta a specifici stimoli microambientali
sono capaci di un’intensa attivita proliferativa, associata ad una spiccata capacita espansiva al
fine di garantire la ricostituzione del sistema ematopoietico. Lo stato di quiescenza delle CSE ¢
considerato come un importante meccanismo protettivo nei confronti dei rischi derivanti da
continue replicazioni del DNA e del metabolismo ossidativo cellulare (29). Le CSE possiedono
degli importanti meccanismi di protezione che consentono la loro sopravvivenza dopo
esposizione ad agenti che danneggiano il DNA quali le radiazioni ionizzanti, caratterizzati a
livello molecolare dall’elevata espressione di geni anti-apoptotici, dalla spiccata capacita
d’indurre p53 che, a sua volta, media blocco della proliferazione cellulare e induzione dei
meccanismi di riparo del DNA; al contrario, la maggior parte dei progenitori emopoietici vanno
incontro ad apoptosi in seguito ad esposizione ad un agente genotossico (30). Tuttavia, la
quiescenza delle CSE ¢ un meccanismo che ha anche una controparte potenzialmente negativa
in quanto, se da un lato protegge le CSE contro potenziali meccanismi di stress endogeno,
dall’altro lato rende queste cellule intrinsecamente vulnerabili a mutagenesi in seguito a danno
del DNA (30).

Gli elementi del sangue vengono generati a livello dei siti colonizzati dalle CSE durante
I’ontogenesi (ad esempio, fegato fetale durante la vita fetale e midollo osseo durante la vita
adulta) ad eccezione dei T linfociti che sono generati nel timo a partire da progenitori derivati
dalle CSE e migrati in quest’organo. I primi elementi cellulari prodotti in seguito a
differenziazione delle CSE consistono in una serie di progenitori con capacita differenziative
sempre piu ridotte, fino alla generazione di progenitori unipotenti. L’insieme di tutti questi
eventi corrisponde a cio che ¢ noto come commissionamento o scelta del destino cellulare.
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Secondo un modello dell’ematopoiesi oggi considerato classico, le CSE generano dapprima dei
progenitori multipotenti (Multipotent progenitor, MPP) che non posseggono capacita
autoreplicativa e quindi, attraverso la differenzizione dei MPP ad un progenitore comune
mieloide (Common myeloid progenitor, CMP), capace di generare tutte le cellule della linea
mieloide (granulociti, monociti, megacariociti, eritroblasti, cellule dendritiche) e un progenitore
comune linfoide (Common lymphoid progenitor, CLP), capace di generare tutti i tipi di cellule
linfoidi, B, T, NK e NKT linfociti. Studi recenti propongono un modello alternativo secondo il
quale le CSE divergono inizialmente, attraverso un processo differenziativo, in CMP e in un
progenitore comune mielo-linfoide (Common lympho-myeloid progenitor, CLMP) che genera T
e B linfociti attraverso un progenitore bipotente T-mieloide e B-mieloide (31). Questo secondo
modello ha di recente ricevuto supporto tramite studi di caratterizzazione di sottopopolazioni di
progenitori umani del sangue di cordone e del midollo osseo. Sulla base di questi studi ¢ stata
ottenuta evidenza che due tipi di progenitori vengono generati dalla differenziazione delle CSE:
un progenitore CMP, identificato come una cellula CD34 ' CD38 IL-3Ro."CD45RA", capace di
generare tutti i tipi di elementi mieloidi attraverso tappe differenziative intermedie che generano
progenitori bipotenti Mk/E e G/Mo; un CLMP che puo essere identificato come una cellula
CD34'CD38 CD45RA" Thy-1"¢"" capace di generare in vitro e in vivo tutti gli elementi
linfoidi (T, B, Nk ¢ NKT) e alcuni elementi mieloidi (monociti/macrofagi e cellule dendritiche)
(32).

Questi studi hanno portato a chiarire almeno in parte gli stadi precoci della differenziazione
dei T linfociti, in particolare consentendo di delineare un processo di differenziazione T linfoide
cosi articolato: (i) le cellule staminali/progenitori linfoidi migrano a livello timico; (ii) queste
cellule differenziano inizialmente fino a raggiungere uno stadio differenziativo, DNI1, a livello
del quale sono ancora multipotenti (cio¢ possono generare T e B linfociti, macrofagi e cellule
dendritiche); (iii) durante lo stadio differenziativo successivo, DN2, i progenitori timici si
localizzano a livello di nicchie tissutali, dove sotto 1’effetto dell’IL-7 e di Notch-1, hanno luogo
i primi stadi molecolari del commissionamento in senso T linfoide; (iv) sotto effetto del
microambiente timico, viene indotta 1’espressione del fattore trascrizionale Bcl 11b nei
progenitori timici e questo determina un pieno commissionamento in senso T linfoide, con
attivazione dell’espressione del recettore delle cellule T, repressione di capacita differenziative
alternative e blocco delle proprieta staminali (33). Gli studi sugli stadi precoci della
differenziazione B linfoide hanno consentito di ricostruire una cascata differenziativa che,
partendo dai CLMP passa inizialmente per: (i) la progressiva generazione di progenitori
(progenitori CLP), caratterizzata fenotipicamente dall’espressione prima di CD19 e poi di
CD10; (ii) la differenziazione di questi progenitori in linfociti pro-B e pre-B (34).

Leucemie acute

Le leucemie acute derivano dalla trasformazione neoplastica di cellule staminali e/o di
progenitori emopoietici. Due tipi di eventi possono portare allo sviluppo di una leucemia acuta:
(1) una CSE acquisisce una serie di mutazioni (derivanti da vari tipi di eventi genetici) e di
cambiamenti epigenetici conseguenti che alterano la loro capacita proliferativa, aumentano la
resistenza all’apoptosi e interferiscono in maniera pit o meno completa con la capacita di
differenziazione di queste cellule; (ii) cellule emopoietiche differenziate, in seguito ad una serie
di eventi mutazionali, riacquisiscono un programma di espressione genica che consente a queste
cellule il ripristino di proprieta staminali, interferendo in parallelo con la capacita di queste
cellule di progredire nel processo differenziativo.
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Le traslocazioni ricorrenti che si osservano nelle leucemie acute risultano nella generazione
di proteine di fusione chimeriche che funzionano come regolatori della trascrizione o come
controllori della crescita cellulare. Queste proteine di fusione contribuiscono in maniera
rilevante allo sviluppo e al mantenimento del processo leucemico determinando una
deregolazione dell’attivita trascrizionale, dovuta in larga parte a modificazioni epigenetiche,
quali metilazione o demetilazione del DNA, modifiche a livello degli istoni, a cambiamenti a
livello dell’espressione mei micro-RNA. In aggiunta a queste proteine di fusione, mutazioni a
livello di geni che mediano eventi chiave nei processi di signaling cellulare o a livello di geni
codificanti fattori trascrizionali svolgono un ruolo chiave nel processo leucemogenetico.

Le LAM in base ad una serie di caratteristiche, fondamentalmente rappresentate da alcune
aberrazioni cromosomiche e/0 mutazioni geniche, vengono suddivise in tre gruppi a prognosi
diversa: (i) gruppo a prognosi favorevole, caratterizzato da alcuni eventi molecolari caratteristici
quali anomalie citogenetiche t(15;17)[PML-RARa], t(8;21)[AMLI1/ETO] e Inv(16)/t(16;16) e
rappresentante circa il 30-35% delle LAM; (ii) gruppo a prognosi intermedia caratterizzato in
genere da LAM non associate ad anomalie citogenetiche evidenti ¢ costituito da un gruppo
eterogeneo di leucemie nelle quali sono presenti vari tipi di mutazioni: in 25-30% dei pazienti
mutazioni del recettore FLT3 del tipo ITD (in questo caso la prognosi peggiora); in circa il 50%
mutazioni del gene nucleofosminal (NPM1), che, in assenza di FLT3/ITD, conferiscono una
prognosi favorevole; in circa il 60% mutazioni del gene codificante la DNA metiltransferasi
DNMT3A, associate ad una prognosi non favorevole; in circa il 30% mutazioni dei geni
dell’isocitrato deidrogenasi 1 ¢ 2 (IDH1 e IDH2) che conferiscono una prognosi non favorevole;
in circa il 10% mutazioni del gene codificante il fattore trascrizionale C/EBPa che si associano
ad una prognosi favorevole; altri casi, infine, presentano mutazioni del gene WTI, il cui
significato prognostico non ¢ ben definito; (iii) gruppo a prognosi sfavorevole, caratterizzato
dalla presenza di complesse anomalie citogenetiche rappresentate da delezioni del cromosoma
5, 5q, inv(3)/t(3;3), t(6;9), t(9;22), Abn(3q), trisomia del cromosoma 7 e anomalie
cromosomiche multiple (35).

Cellule staminali leucemiche nelle LAM

La scoperta delle CSL nelle LAM ¢ iniziata con la dimostrazione che la maggior parte dei
blasti in queste leucemie non proliferano e solo circa 1’1% di essi formano colonie quando
vengono piastrati in mezzo semisolido. Le colonie che si formano in queste condizioni sono
definite come AML-CFU (Acute Myeloid Leukemia-Colony Forming Units). Tuttavia, le AML-
CFU non corrispondono a CSL. La prima dimostrazione relativa all’esistenza delle CSL nelle
LAM ¢ stata ottenuta tramite saggi di ripopolamento di topi NOD/SCID con cellule leucemiche.
A tale scopo sono state utilizzate frazioni cellulari di LAM isolate tramite marcatura con
anticorpi e sorting al citofluorimetro. Le cellule leucemiche capaci di crescere nei topi nudi
sono considerate come la controparte leucemica delle CSE normali. Studi iniziali effettuati
tramite saggio nei topi NOD/SCID hanno indicato che CSL vengono riscontrate solo nella
frazione CD34'/CD38", ma non in quella CD34"/CD38" o in altre frazioni cellulari (36-39).
Dato che le AML-CFU sono contenute esclusivamente nella frazione CD34'/CD38" si ¢ ritenuto
che queste osservazioni potessero supportare un’organizzazione gerarchica del clone leucemico
con a capo le CSL, che generano una progenie cellulare inizialmente composta dalle AML-CFU
e poi da blasti leucemici bloccati a vari stadi differenziativi. Studi seriali di trapianto di CSL
hanno mostrato che, cosi come le CSE normali, le CSL sono composte da cellule eterogenee che
differiscono per la loro capacita d’iniziare ¢ mantenere il processo leucemico.
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Tuttavia, studi successivi hanno mostrato che le CSL sono presenti anche nella frazione
CD34'/CD38". Infatti, in alcune LAM cellule presenti nella frazione CD34"/CD38" sono capaci
d’iniziare ¢ mantenere la leucemia quando inoculate nei topi NOD/SCID (40). E importante
notare che in alcune LAM nelle quali la frazione CD34/CD38  non era in grado d’iniziare il
processo leucemico dopo inoculo nei topi nudi NOD/SCID, la frazione CD34'/CD38" si
mostrava leucemogena (40). La discrepanza fra questo studio e quelli eseguiti in precedenza
risiede nell’osservazione che 1’anticorpo monoclonale anti-CD38 utilizzato per gli studi di
frazionamento cellulare ha uno spiccato effetto negativo sull’attecchimento delle cellule di
LAM nel topo NOD/SCID (41). Piu di recente, ¢ stato possibile dimostrare che in una discreta
percentuale di LAM le cellule inizianti la leucemia erano presenti nella frazione CD34". Questi
studi sono stati basati sull’analisi delle CSL in un gruppo di pazienti con mutazioni della
nucleofosmina, utilizzando come recipienti i ceppi pit immunodeficienti di topi NOD/SCID.
Queste LAM vengono considerate un gruppo separato di leucemie acute e sono caratterizzate da
una bassa espressione del CD34. In circa il 50% di queste LAM, la frazione CD34" ¢ risultata
contenere le CSL, mentre la frazione CD34" risultava contenere i progenitori e le cellule
staminali normali. Nel rimanente 50% dei pazienti, le CSL sono presenti sia a livello della
frazione CD34" che della frazione CD34" (42). Le LAM con CSL contenute esclusivamente
nella frazione CD34" suggeriscono che queste cellule potrebbero derivare o dalla trasformazione
leucemica di CSE CD34 o di CDE CD34" che hanno perso I’espressione del CD34. Queste
osservazioni corroborano ulteriormente il concetto che il fenotipo delle CSL nelle LAM ¢
eterogeneo. Queste osservazioni hanno trovato in larga misura conferma in uno studio
successivo che ha potuto dimostrare che nei pazienti LAM con mutazioni della nucleofosmina
la frazione CD34" contiene frequentemente le CSL, mentre piu raramente le CSL sono presenti
a livello della frazione CD34 (43).

Oltre agli studi effettuati sui tipi pit comuni di LAM, alcuni studi di caratterizzazione delle
CSL sono stati effettuati in sottotipi specifici di LAM, -caratterizzati da traslocazioni
cromosomiche specifiche che danno luogo alla formazione di proteine di fusione quali PML-
RARa ¢ DEK/CAN. Questi studi sono particolarmente importanti in quanto contribuiscono a
chiarire il ruolo leucemogenetico di queste proteine di fusione a livello di progenitori/cellule
staminali. La traslocazione t(6;9)(p23;q34) viene osservata in circa 1-2% delle LAM e genera
un trascritto di fusione fra il gene DEK e il gene CANNUP214 (44). 1l ruolo lecemogeno di
DEK/CAN ¢ stato esplorato in un modello animale utilizzando CSE murine. I risultati di questi
esperimenti hanno indicato che il processo leucemogenetico ha origine in una sottopopolazione
di CSE, mentre la propagazione dello stesso ¢ mediata sia da cellule con fenotipo staminale che
con fenotipo di progenitori. Queste osservazioni inducono a ritenere che in questo modello di
LAM esiste un’importante differenza fra le cellule che iniziano e quelle che mantengono il
processo leucemico.

La situazione ¢ chiaramente diversa nelle Leucemie Acute Promielocitiche (LAP),
caratterizzate dalla traslocazione t(15;17) che genera la formazione del gene di fusione PML-
RARa. Tutti i tentativi rivolti ad ottenere 1’attecchimento di cellule di LAP nei topi nudi sono
sistematicamente falliti. Pertanto, 1’origine cellulare delle LAP ¢ stata esplorata in modelli
murini di leucemia. Uno di questi modelli ¢ basato sull’espressione del gene di fusione PML-
RARa sotto il controllo del promotore endogeno murino del gene della catepsina G: in questo
modello, la leucemia si sviluppa in un compartimento di cellule a differenziazione terminale, i
promielociti (45), cellule che non hanno capacita autoreplicativa. Uno studio piu recente ha
mostrato che 1’acquisizione della capacita di auto-rinnovo a livello dei promielociti &€ mediata da
PML-RARa come una tappa iniziale nella patogenesi delle LAP (46). Piu informativi sono
risultati i modelli murini di LAP nei quali il gene PML-RAR« ¢ espresso a partire dal locus del
gene PML murino: in questo caso I’effetto precipuo di PML-RARa a livello dei progenitori
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emopoietici ¢ consistito nell’induzione del loro auto-rinnovamento, determinando in tal modo
I’espansione di cellule che sono suscettibili di acquisire mutazioni secondarie che causano la
progressione verso un processo leucemico (47). Particolarmente informativo ¢ risultato uno
studio in un modello murino di LAP nel quale ¢ stato mostrato 1’isolamento di una
sottopopolazione di progenitori mieloidi a partire da un topo transgenico PML-RARa., capace di
generare leucemia in maniera efficiente in topi recipienti. Sulla base di queste osservazioni ¢
stato proposto che progenitori mieloidi commissionati possano essere le cellule di origine delle
LAP (48). Infine, altri studi suggeriscono un’interpretazione in parte diversa, indicando che le
CSE possano rappresentare il bersaglio iniziale e 1 progenitori emopoietici pit maturi
rappresentino i bersagli cellulari per la trasformazione leucemica definitiva (49).

Una serie di studi ha analizzato in dettaglio le variabili che influenzano 1’attecchimento delle
CSL nei topi immunodeficienti. In quest’ambito, una variabile fondamentale ¢ legata al tipo di
ceppo di topo immunodeficiente utilizzato per lo xenotrapianto. Topi non-obesi diabetici
(NOD/SCID) sono stati correntemente utilizzati per studiare in vivo le LMA umane (36-39).
Utilizzando questo saggio in vivo con i ceppi di topi standard NOD/SCID si ¢ potuto dimostrare
che circa il 50% (44), 60% (38) delle LAM sono in grado di crescere in vivo nei topi nudi. La
capacita dei vari campioni di LAM di crescere nei topi NOD/SCID ¢ correlata ad una prognosi
negativa (50). Tuttavia ¢ importante notare che il livello di attecchimento delle cellule
leucemiche nei vari topi NOD/SCID ¢ di solito basso, con livelli compresi fra lo 0,1% e il 5% di
cellule umane CD45" riscontrate a livello del midollo murino. L’utilizzo di topi nudi che
presentano anche delezione del gene della beta2 microglobulina ¢ risultato in un piu elevato
attecchimento delle cellule leucemiche (51). Piu di recente 1’utilizzo di topi nudi con delezione
della catena y-comune (topi NSG) ha rappresentato un ospite con un ambiente pit idoneo per la
crescita e lo sviluppo di cellule di LAM. Utilizzando questo tipo di topi ¢ stato possibile
dimostrare che I’inoculo cranio-faciale nei topi neonati NSG con cellule di LAM umane porta
ad un elevato livello di attecchimento di cellule leucemiche nel topo (52). Facendo ricorso ad
una via d’inoculo piu semplice, la vena della coda, e topi NSG adulti Sanchez e collaboratori
hanno riportato il 66% di attecchimento di campioni di LAM in questi topi; ¢ altresi importante
notare che una significativa percentuale di topi NSG (il 37%) presentava un elevato livello
(>10% delle cellule midollari) di cellule leucemiche in vivo (53). Una metodica alternativa per
ottenere un elevato livello di attecchimento di cellule leucemiche nei topi nudi consiste
nell’ottenere in questi animali 1’espressione costitutiva di citochine in grado di stimolare e
sostenere la proliferazione delle cellule leucemiche in vivo. Pertanto, 1’espressione transgenica
di SCF, GM-CSF ed IL-3 in un background NOD/SCID ha generato un ceppo di topi nudi
(NSS) che hanno una piu elevata capacita recettiva e favoriscono I’attecchimento di cellule di
LAM (51, 54). Piu di recente ¢ stato generato un nuovo ceppo di topi nudi tramite incrocio di
topi NSG con topi NSS, con la risultante generazione di topi NSGS. Questi topi sono in grado di
consentire un piu elevato attecchimento di cellule leucemiche di LAM rispetto ad i topi NSG.
Inoltre, alcuni casi di LAM che non sono in grado di sviluppare cellule leucemiche in vivo
quando inoculati in topi nudi NSG, attecchiscono quando trapiantati in topi NSGS (55).
Recentemente, I’utilizzo di topi nudi NSG ha consentito di dimostrare che 1’attecchimento di
cellule leucemiche di LAM puo essere ottenuto in quasi tutti i casi. Inoltre, ¢ stato possibile
dimostrare che sia le LAM che esprimono cellule CD34" che quelle che non presentano tali
cellule sono capaci di attecchire nei topi NSG; inoltre, in alcuni casi sia le cellule CD34'/CD38
che quelle CD34/CD38" sono in grado di attecchire nei topi NSG (56).

Il progressivo sviluppo degli studi e il concomitante affinamento delle tecnologie hanno
portato ad un progressivo cambiamento dell’ipotesi inizialmente proposta per spiegare 1’origine
delle CSL. Infatti, nel modello iniziale proposto da Bonnet e Dick veniva suggerito che solo la
frazione CD34"/CD38 era in grado di avviare e mantenere il processo leucemico in topi
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immunodeficienti e questa proprieta veniva perduta in seguito a differenziamento di queste
cellule. Studi successivi hanno supportato un modello in parte diverso, definibile come un
modello differenziativo, suggerendo che le CSL sono preferenzialmente, ma non
esclusivamente, presenti a livello di popolazioni cellulari a fenotipo immaturo. Infine, piu di
recente ¢ stato considerato il modello della plasticita leucemica che sostiene che le CSL non
sono necessariamente arricchite a livello della frazione cellulare pit immatura e la probabilita di
possedere proprieta biologiche di CSL ¢ indipendente dai marcatori differenziativi/maturativi.

Studi recenti forniscono diretto supporto in favore dei modelli differenziativo e della
plasticita delle CSL. Infatti, in uno studio recente ¢ stato analizzato un numero elevato di LAM,
fornendo chiara indicazione che sia blasti leucemici con fenotipo staminale che con fenotipo di
progenitori hanno proprieta biologico-funzionali di CSL (57). In particolare, in questo studio ¢
stato esplorato in parallelo I’immunofenotipo, il fenotipo delle CSL e il profilo globale di
espressione genica di un elevato numero di campioni di LAM, generando una serie di importanti
osservazioni: (i) a livello delle cellule CD34" due tipi di pattern immunofenotipico vengono
frequentemente osservati, uno di tipo staminale (CD38'CD45RA" ) e uno di tipo progenitore
(CD38"CD45RA"); (ii) a livello delle cellule leucemiche presenti nella maggior parte dei
pazienti, le due popolazioni coesistono; (iii) le due popolazioni differiscono per il profilo
globale di espressione genica; (iv) una serie di dati ottenuti in vitro e in vivo hanno indicato che
le due popolazioni di progenitori leucemici sono interdipendenti in maniera gerarchica: le
cellule CD38CD45RA" danno luogo alle cellule CD38 CD45RA" e non viceversa (57).
Sebbene entrambi questi due tipi di cellule leucemiche si comportino come CSL, la frequenza di
CSL ¢ piu elevata nella frazione CD38'CD45RA" che in quella CD38'CD45RA". Infine,
un’osservazione molto importante di questo studio & che sia le cellule CD38'CD45RA" che le
cellule CD38"CD45RA" somigliano molto di pit a delle popolazioni di progenitori normali che
di cellule staminali. Quest’osservazione suggerisce che in seguito alla trasformazione leucemica
1 progenitori emopoietici acquisiscono proprieta ibride, mantenendo da un lato le proprieta
proliferative dei progenitori e acquisendo la caratteristica dell’auto-replicazione delle cellule
leucemiche (57).

11 modello NOD/SCID dei topi trapiantati con cellule di LAM ha consentito anche di
esplorare le interazioni fra le CSL e il microambiente midollare. L’homing delle CSL a livello
midollare ¢ modulato da un sistema di recettori (presenti sulle CSL) e di ligandi (secreti dalle
cellule midollari o presenti sulla loro membrana). L analisi dell’homing delle cellule leucemiche
CD34'CD38™ ha mostrato che queste colonizzano il midollo osseo dei topi immunodeficienti e
si localizzano principalmente a livello della regione endosteale (52). Le CSL localizzate a
livello della regione endosteale sono in larga misura quiescenti a sono resistenti ad alcuni agenti
antileucemici quali I’AraC (52). L’homing delle CSL a livello midollare riveste un ruolo
importante nell’ambito del processo di sviluppo delle LAM e gioca anche un ruolo chiave nel
determinare la sensibilita di queste cellule ai chemioterapici. L’integrina VLA-4 e il suo ligando
Fibronectina presente a livello delle cellule stromali midollari, sono importanti per 1’homing
delle CSL a livello midollare e ne modulano in maniera negativa la sensibilitd ai vari
chemioterapici antileucemici (58). CD44, il recettore di varie molecole d’adesione, quali lo
ialurano, il collagene e la laminina, ¢ espresso a livello delle CSL e gioca un ruolo importante
nel meccanismo di Ahoming di queste cellule a livello midollare (59, 60). In saggi di
ripopolamento di topi NOD/SCID con CSL di LAM si ¢ potuto dimostrare che Ia
somministrazione di anticorpi anti-CD44 inibisce 1’attecchimento di tali cellule (60). Anche il
recettore CXCR4 (espresso dalle CSL) e il suo ligando SDF-1a (secreto dalle cellule staminali
midollari) sembrano giocare un ruolo chiave nel meccanismo di homing e di chemoresistenza
delle CSL; inoltre, elevato livelli di espressione del CXCR4 sui blasti leucemici, si associano ad
una prognosi negativa (61-63).
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L’identificazione delle CSL ha spronato una serie di studi miranti a determinare la presenza
sulla membrana di queste cellule di molecole selettivamente o preferenzialmente espresse sulla
compagine leucemica rispetto alle CSE normali. Gli studi condotti in tal senso hanno consentito
d’identificare una serie di antigeni di membrana che hanno queste proprieta e che rappresentano
bersagli potenziali per lo sviluppo di terapie innovative.

La catena a del recettore dell’interleuchina-3 (IL-3Ral, noto come CD123) ¢ stato dimostrato
essere iperespresso sui blasti e sulle CSL delle LAM (64), ma non sulle CSL normali (65-67).
Nei pazienti con anemia di Fanconi, una condizione che predispone allo sviluppo di LAM, le
cellule CD34°CD123", ma non quelle CD34°CD123” mostrano attecchimento dopo trapianto in
topi nudi (68). Un anticorpo neutralizzante anti-CD123 si ¢ dimostrato capace d’inibire la
sopravvivenza delle CSL di LAM in vitro e di bloccare in vivo I’attecchimento in topi nudi
NOD/SCID (69). La versione umanizzata di questo anticorpo ¢ in corso di valutazione
nell’ambito di uno studio di fase 1. Un’analisi ad interim di questo studio ha mostrato una buona
tollerabilita dell’anticorpo anti-CD123 e su 8 pazienti trattati ¢ stata osservata una risposta
completa. Alternativamente all’anticorpo puo essere utilizzata una proteina di fusione composta
dall’IL-3 e una versione troncata della tossina difterica (70, 71) o da una proteina di fusione
composta da una singola catena di un anticorpo anti-CD123 fuso con una versione troncata della
tossina Pseudomonas (72).

Altri studi hanno documentato un’aumentata espressione dell’antigene CD47 sulle CSL di
LAM, paragonata ai livelli osservati nelle CSE normali (73, 74). L’analisi dell’espressione di
CD47 non consente di differenziare le CSL dai blasti leucemici; tuttavia, il CD47 ¢ espresso
solo a bassi livelli nel midollo osseo normale. CD47 funge da recettore del ligando Signal
Regulatory Regulatory Protein-a (SIRP-a) che ¢ espresso sui macrofagi e sulle cellule
dendritiche: I’interazione di SIRP-a con il CD47 induce una cascata di cell signaling che
determina inibizione della fagocitosi. In accordo con quest’osservazione ¢ atteso che un
anticorpo bloccante anti-CD47 possa indurre la fagocitosi delle CSL. Studi in vitro supportano
questa previsione, mostrando un potente effetto di anticorpi anti-CD47 sulle CSL, ma non sui
progenitori/cellule staminali normali (73). Esperimenti in vivo hanno mostrato un chiaro effetto
anti-leucemico di anticorpi anti-CD47. Tuttavia, il trattamento con l’anticorpo anti-CD47 ¢
risultato curativo solo nel 40% degli animali, un fenomeno probabilmente legato all’incapacita
di questo trattamento di eliminare una grossa massa di cellule leucemiche. Onde ovviare a
questa limitazione sono state approntate due strategie: un pre-trattamento con agenti anti-
leucemici standard al fine di ridurre la massa di cellule leucemiche o un pre-trattamento in vivo
con G-CSF al fine di aumentare il numero di macrofagi in grado di fagocitare le cellule
leucemiche (73). 1l trattamento con anti-CD47 risulta efficace in modelli sperimentali anche per
il targeting e la fagocitosi di CSL di leucemia acuta linfoide (75). E importante notare che il
trattamento in vivo con anticorpo bloccante anti-CD47 ha un effetto selettivo sulle cellule
leucemiche, risparmiando la controparte normale. La spiegazione di questo fenomeno ¢
complessa e risiede nell’elevata espressione sulle cellule leucemiche della calreticulina, che ¢
scarsamente espressa sulle cellule normali (76). La calreticulina induce un segnale pro-
fagocitico in seguito ad interazione con il suo recettore, la proteina LDL recettore correlata,
presente sulle cellule fagocitiche: questa attivazione viene inibita dal CD47 (76). 1l trattamento
con un anticorpo bloccante anti-CD47 rimuove 1’effetto inibitorio del CD47 sulla risposta
fagocitica calreticulina-mediata. L’insieme di queste osservazioni supportano lo sviluppo
preclinico di una terapia basata sul trattamenti delle LAM con anticorpi bloccanti anti-CD47.

Un ulteriore marcatore delle CSL ¢ rappresentato dalla proteina di membrana CD96, una
molecola recettoriale di adesione. CD96 sembra essere un marcatore delle CSL di LAM,
essendo chiaramente espresso nella maggioranza delle LAM a livello delle cellule CD34 CD38,
mentre la sua espressione ¢ solo minoritaria a livello delle cellule CD34°CD38™ normali (77). 11
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CD96 ¢ particolarmente espresso sulle CSL delle LAM con mutazioni del gene WT1 e cio si
associa ad una prognosi negativa (78). Altre proteine di membrana, come CLL-1 ¢ IREM-1
sono iperespresse sulle CSL delle LAM, rispetto a quanto osservato nelle CSE normali (79).
L’espressione dell’antigene CLL-1, in associazione con altri parametri, consente un notevole
arricchimento in CSL (80, 81).

Studi recenti hanno consentito 1’identificazione di due nuovi marcatori di membrana delle
CSL nelle LAM di potenziale impatto terapeutico. Infatti, utilizzando un approccio
bioinformatica mirante a definire lo spettro di espressione differenziale genico delle cellule
CD34'CD38 di LAM rispetto alla loro controparte normale, Saito e collaboratori hanno
identificato gli antigeni di membrana CD25 e CD32 come molecole specifiche delle CSL nel
contesto delle LAM (82), CD32 ¢ risultato espresso nel 34%, mentre CD25 nel 25% delle LAM:
in queste LAM le frazioni cellulari CD34'CD38CD32" e CD34 'CD38CD25", rispettivamente,
sono in grado di determinare lo sviluppo di leucemia dopo inoculo nei topi NOD/SCID.

Contributo del Dipartimento di Ematologia, Oncologia e
Medicina Molecolare allo studio delle CSL

Lo sviluppo dello studio delle CSL ¢ stato brevemente delineato nei paragrafi precedenti. In
questo ambito, il nostro contributo ¢ stato dedicato a due aspetti particolari: (i) studio di alcuni
marcatori di membrana particolarmente espressi sulle CSL e loro possibile significato come
bersagli terapeutici; (ii) analisi di un possibile effetto di alcuni farmaci anti-tumorali sulle CSL.

Lo studio degli antigeni di membrana si € concentrato sul CD123, la catena alfa del recettore
dell’IL-3 ¢ il CXCRA4, il recettore della citochina Stromal Derived Growth Factor-1 alfa (SDF-
1a). Gli studi relativi al CD123 sono gia stati menzionati e in questa sede preme sottolineare come
il CD123 rappresenti un bersaglio, di notevole potenziale interesse terapeutico per due motivi
essenziali: ¢ espresso a livello delle CSL e la sua espressione su queste cellule ¢ molto piu elevata
che nella controparte normale (65, 66); il CD123 ¢ particolarmente iperespresso sulle CSL di
alcune LAM che hanno una prognosi negativa (83, 84); il targeting delle CSL con IL-3 coniugata
con tossina difterica (71) o con anticorpi specifici (69) induce la morte delle CSL.

I CXCR4 ¢ un recettore di membrana espresso sulle cellule staminali normali e leucemiche,
che, in seguito ad attivazione tramite interazione con il suo ligando SDF-1a, svolge un ruolo
essenziale nei meccanismi che determinano 1’homing delle cellule staminali. II CXCR4 risulta
essere molto espresso in alcune LAM e i suoi livelli di espressione di per se rappresentano un
fattore prognostico negativo. I nostri studi hanno mostrato che il CXCR4 ¢ molto espresso a
livello di alcune LAM, caratterizzate dalla bassa espressione del miR-146a, un regolatore negativo
dell’espressione del CXCR4 (85). In queste LAM il CXCR4 ¢ espresso a livello delle CSL. E
interessante notare che I’inibizione del CXCR4, tramite un inibitore chimico dello stesso
(AMD3100) e tramite espressione forzata del miR-146a, potenzi significativamente la
chemosensibilita di queste cellule ad agenti antileucemici quali I’AraC e 1’adriamicina (86).
Queste osservazioni suggeriscono che il CXCR4 possa rappresentare un bersaglio potenzialmente
importante nel trattamento delle LAM in associazione con gli antiblastici comunemente utilizzati
nel trattamento di queste leucemie. In tal senso ¢ interessante notare che 1’uso clinico dell’inibitore
di CXCR4 AMD3100, quale agente mobilizzante le cellule staminali emopoietiche dal midollo
osseo al sangue periferico, sia gia stato autorizzato.

Gli studi relativi alla caratterizzazione dell’effetto di alcuni farmaci sulla vitalita delle cellule
staminali leucemiche si sono concentrati sullo studio dell’effetto degli inibitori del proteosoma.
Questa categoria di farmaci ha di recente trovato impiego nel trattamento del mieloma multiplo e
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dei linfomi a mantella. Gli inibitori del proteosoma potrebbero avere anche come bersaglio
cellulare le cellule leucemiche staminali. Infatti, nelle CSL viene riscontrata spesso un’attivazione
costitutiva di NFkB, un fattore trascrizionale che attiva pathways anti-apoptotici e gli inibitori del
proteosoma inducono un’inibizione di NFkB. Studi condotti su cellule leucemiche fresche hanno
mostrato che il bortezomib, un inibitore del proteosoma era in grado d’indurre apoptosi di CLS di
LAM (87). Tuttavia, non in tutti i casi di LAM viene osservata questa spiccata sensibilita agli
inibitori del proteosoma in quanto in alcune di esse gli alti livelli basali di NRF2 rappresentano un
fattore di resistenza agli inibitori del proteosoma. In questi casi, il trattamento con un inibitore di
NRF2 rende le cellule leucemiche sensibili agli inibitori del proteosoma.

Conclusioni

Lo studio delle CSL nelle LAM ¢ complesso e richiede I’utilizzo di una metodologia
efficiente, in particolare per quanto riguarda il saggio di queste cellule in vivo in topi
immunodeficienti. I progressi realizzati in questo settore hanno mostrato che utilizzando ceppi
appropriati di topi immunodeficienti ¢ possibile ottenere la crescita di cellule leucemiche nella
maggior parte dei casi di LAM. Cosi come le analisi delle anomalie molecolari, anche questi
studi relativi all’analisi dell’origine cellulare delle LAM hanno mostrato una grande
eterogeneita di queste leucemie. Nonostante questa consistente eterogeneita delle CSL stato
possibile identificare delle molecole di membrana che potrebbero rappresentare degli importanti
bersagli terapeutici, da utilizzare in concerto con la chemioterapia antileucemica standard. In
particolare, altri studi, non considerati nella presente rassegna, hanno evidenziato ’esistenza di
vie di attivazione del segnale costitutivamente attivate nelle cellule leucemiche e in particolare
nelle CSL delle LAM, che potrebbero rappresentare altri importanti bersagli terapeutici.
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