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1. INTRODUZIONE

Sempre maggiori evidenze scientifiche confermano che il
microambiente tumorale gioca un ruolo importante nello sviluppo e
nel comportamento dei tumori solidi.

In questo ambito, un numero limitato di autori si sono occupati
del carcinoma dell’endometrio, se messo a confronto con altre
neoplasie, pur essendo il tumore piu frequente in ambito ginecologico
[1-2].

In generale la prognosi del carcinoma endometriale dipende
dall’istotipo, dalla presenza e dal numero delle metastasi linfonodali,
dallo stadio, dal grado istologico e dall’invasione degli spazi
linfovascolari ma nel futuro prossimo 1’analisi del microambiente
peritumorale potrebbe fornirci ben altri importanti fattori prognostici
con importanti risvolti in ambito terapeutico [3-6].

Nelle ultime decadi la correlazione tra tumore e risposta
inflammatoria peritumorale é stata ampiamente accettata indicando il
ruolo centrale del sistema imunitario nella progressione tumorale e
nella prognosi come gia’ preconizzato da Rudolf Virchow nel 1863,
da William Coley alla fine del 1800 e da Paul Ehrlich con la sua

teoria sulla sorveglianza immunitaria agli inizi del 900.



Da un lato vari studi epidemiologici hanno dimostrato come
I’inflammazione cronica (per esempio infezioni come I’HPV e
I’helicobacter pylori), malattie immunitariec e condizioni di
inflammazione cronica idiopatica possano predisporre I’individuo a
vari tipi di neoplasie.

Dall’altra parte ¢ stato visto che il tumore stesso, indotto da un
evento oncogenetico, sviluppa un microambiente peri-tumorale
formato da cellule infiammatorie (granulociti, macrofagi etc.) e
mediatori solubili come chemochine, citochine, prostaglandine e
fattori di rimodellamento tissutale e angiogenesi che insieme
interagiscono con le cellule tumorali, i vasi e ’infiltrato leucocitario
[7-10].

Poter manipolare 1’ area di interazione tra tumore e tessuto ospite
potrebbe essere di fondamentale importanza nel prevenire o convertire
la trasformazione maligna e per limitare o incrementare 1’accesso di
farmaci al sito tumorale primitivo o metastatico, ritardare il
metabolismo dei farmaci antitumorali e modificare lo sviluppo di
resistenza ai farmaci ristabilendo un normale meccanismo di controllo
immunitario [11].

Nelle neoplasie umane primarie, nel loro microambiente
peritumorale, sono presenti una serie di chemochine (una

superfamiglia di piccole citochine) che regolano 1’estensione e il tipo



di infiltrato leucocitario cosi come influenzano il tipo di risposta
immunitaria, la crescita tumorale, la neoangiogenesi, la sopravvivenza
delle cellule tumorali e la loro capacita’ di migrazione. [12-18].

Le metastasi tumorali, invece, sono il risultato di un processo
non-random nel quale fattori espressi a livello degli organi a distanza
richiamano in maniera selettiva le cellule tumorali in quel sito
preferenziale della metastatizzazione.

Sono questi fattori espressi a livello degli organi bersaglio e a
livello locale nel tumore primario che indirizzano i primi passi
necessari per la formazione delle metastasi: 1’adesione delle cellule
tumorali ai vasi sanguigni e linfatici, la loro estravasazione e quindi

migrazione al sito metastatico.

Nelle cellule animali e vegetali l'informazione genetica e
portata da molecole di DNA (nel nucleo) attraverso molecole di RNA
(nel citoplasma). Il processo ¢ catalizzato dall’ RNA polimerasi ed ¢
chiamato Trascrizione (fig 1).

Negli eucarioti tre differenti RNa polimerasi catalizzano la
sintesi di tre diversi tipi di RNA. La trascrizione € il primo passo per
la traduzione e la sintesi proteica. Ma da recenti scoperte sembra avere
perd anche un ruolo nella regolazione dell'espressione, grazie ad un

fenomeno detto “interferenza”.



la sequenza di DHNA (gene)
trasferisce l'informagzione

all'BNA, che dirige

la sintesi delle proteine

Abbiamo deciso di valutare il livello di espressione
del’mRNA dei vari geni presi in esame, in quanto l’espressione

del’'mRNA ¢ I’indice primario dell” attivita’ genica.

Fig. 1 Trascrizione dell’mRNA
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Infatti, partendo dalla sequenza di DNA di un particolare gene
preso in esame (per esempio quello che produce il CXCL12)
attraverso un processo di trascrizione, si ottiene la sintesi del’mRNA
di quel gene che a sua volta verra’ usato come stampo dai ribosomi
per iniziare la produzione della proteina specifica, in questo caso il

CXCL12 (Fig 4).

1.1.0. LE CHEMOCHINE

Le Chemochines (dal greco -kinos, movimento) son una
famiglia di piccole citochine o proteine secrete dalle cellule. 1l loro
nome deriva dalla loro capacita’ di indurre la chemiotassi nelle cellule
responsive adiacenti.

Queste proteine sono classificate come chemochine quando la
loro dimensione e approssimativamente intorno agli 8-10 kilodaltons
e se & presente un residuo di cisteina necessaria alla loro forma
tridimensionale [19].

Alcune chemochine sono pro-inflammatorie nel senso che
inducono la risposta immune al fine di attirare nel sito di infezione le
cellule del sistema immunitario mentre altre sono omeostatiche nel

senso che controllano il processo di migrazione delle cellule.


http://en.wikipedia.org/wiki/Kilodalton

Queste proteine esercitano il loro effetto interagendo con i loro
recettori transmembrana chiamati recettori delle chemochine [19].

Le cellule che sono attratte dalle chemochine seguono un
segnale secondo un gradiente di concentrazione verso la sorgente

delle chemochine stesse (fig.2).

Fig 1.: Le chemochine vengono rilasciate dalle cellule danneggiate o
infette secondo un gradiente di concentrazione. Le cellule target delle
chemiochine si muovono attraverso questo gradiente verso la piu’ alta

concentrazione delle chemochine stesse.
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La famiglia delle chemochine si divide in quattro classi: C,

CCL, CXC e Cx3C (fig.2).

Le C chemochine hanno un solo gruppo di cisteina nella loro
struttura.

Le CC chemochine hanno due gruppi di cisteina e
comprendono 27 membri (CCL1-CCI27).

Le CXC chemochine hanno due gruppi di cisteina separati da
un aminoacido, sono 17 e sono divise a loro volta in due
categorie: quelle con una specifica sequenza di aminoacidi
(detto motif) acido glutamico-leucina-arginina (0 ELR)
immediatamente prima della prima cisteina del CXC motif
(denominate ELR-positive), ¢ quelle senza I’ ELR motif
(denominate ELR-negative).

Le CX3C chemochine, sono formate da 3 aminoacidi tra le due
cisteine ¢ 1’unica fino ad ora studiata e stata chiamata

fractalkine (o CX3CL1) [19].


http://en.wikipedia.org/wiki/Glutamic_acid

Fig.3: Struttura delle differenti classi di chemochine.

Structure of chemokine classes

S5 &

C chemokines CC chemokines CXC chemokines

hydrophobe
peptide \\\\\ :

domain
chain /////
_ _ mucine-like
disulphide —CX domain
bridge -) \

CXSC chemokines

& Kohidai, L.

10




Tab. 1: Classificazione delle chemochine e dei loro recettori

CC chemokines

| Name || Gene “ Other name(s) “ Receptor || Unipr0t|
lccul ||scyal |[I-309, TCA-3 |lccrs I |
lccL2 |[scya2 ||mcP-1 |lccr2 |[P13500 |
lccLs |[scya3 |[miIP-1a |lccri |[P10147 ]
lccLa |[scya4 |[mIP-1p |[ccr1, cCR5  |[P13236 |
lccLs ||scyas ||RANTES |lccrs |[P13501 |
IccLe ||scya6 |[c10, MRP-2 |lccr |[P27784 ]
lccLr |[scya7 ||[MARC, MCP-3 |lccr2 |[Poogs |
ccLs Scyas |[MCP-2 Cohy CER2B - pgoors
IccLo/CCL10|[Scya9 |[MRP-2, CCF18, MIP-1? ||CCR1 |[P51670 ]
CCL11 Scyall||Eotaxin —ggsg CCRs, P51671
lccLi2 |[scyat2|[mcp-5 I |[Q62401 |
CCR2, CCR3,
CcCL13 Scyal3||MCP-4, NCC-1, CkB10 || <<ne Q99616
ccLi4 Scyals ngg% ?:AC(:::F CkBL  llccr1 Q16627
ccLis Scyats||- KU L MIPS, - lccri, cors  |[Qa6663
LEC, NCC-4, LMC, CCRL, CCR2,
CCL16 Seyal6|| oy CORS CCRE [|015467
ccL17 Scyal? ;’QECD'_ ge”dm"i”e' CCR4 Q92583
ccLis Scyal8 E’Aé‘k%fﬁlgf AMAC- P55774
lccLig |[Scya19][ELC, Exodus-3, Ckp11  |[CCR7 |[Qo9731 |
lccLao |[Scya20][LARC, Exodus-1, Ckp4 |[CCR6 |[P78556 ]
SLC, 6Ckine, Exodus-2,
ccL21 Seya2l| o Tead CCR? 000585
lccL22 ||scya22||MDC, DC/B-CK |lccra |[o00626 |
ccLes scyaza|phh 1> GRS MIPS, ooy P55773
lccL24 ||Scya24|[Eotaxin-2, MPIF-2, Ckp6 ||CCR3 |[000175 ]
lccLas ||Scya25||TECK, Ckp15 |lccra |[015444 ]
Eotaxin-3, MIP-4a,
CCL26 Seya26|| 1A TeC-1 CCR3 Q9Y258
ccLe7 Scyaz7||CTACK, ILC, Eskine, o 0p1g Q9Y4X3

PESKY, skinkine
CCL28 Scya28||[MEC

CCR3, CCR10  ||Q9NRJ3
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CXC chemokines

| Name || Gene || Other name(s) || Receptor || Unipr0t|
cxcLl Scybl ﬁg’a GROL NAP-3,  |lexcr2 P09341

IcxcL2  |[scyb2 ||Gro-p, GRO2, MIP-2a  ||CXCR2 |[P19875 |
IcxcL3  |[scyb3 ||Gro-?, GRO3, MIP-2p  ||CXCR2 |[P19876 |
IcxcLa  |[scyb4 ||PF-4 |lcxcrsB |[Po2776 |
IcxcL5  |[scyb5 |[ENA-78 |lcxcre |[P42830 |
IcxcLe  |[scybé ||GCP-2 |l[cxcRr1, cxCR2 ||Pgo162 |
CXCL7 Seyb7 [[NA 2 CTAPIL BT, P02775

cxcls  |[seybs ||io % NAPL MONCE. —llexcri, cxcra |Iprotas

lcxcLe  |[scyb9 |[MIG, CRG-10 |lcxcrs |[Qo7325 ]
[cxcLio  |[scyb10][IP-10, CRG-2 |lcxcrs |[Po2778 ]
IcxcL1l  |[scyb11|[I-TAC, B-R1, IP-9 |lcxcR3, CXCR7 |[014625 ]
lcxcL1i2  |[scyb12|[SDF-1, PBSF |[cxCR4, CXCR7 |[P48061 ]
IcxcL13  |[scyb13|[BCA-1, BLC |lcxcrs |[043927 |
IcXCL14  |[Scyb14|[BRAK, bolekine I |[o95715 |
[cxCL15  |[Scyb15||Lungkine, WECHE I |[QawvL7]
[cxcLi6  |[scyb16|[SRPSOX |lcxcre |[QaH2A7 |
lcxcLiz  [vee-1]pmc, vee-l I |[QsuxB2]

C chemokines

| Name |[Gene|  Othername(s) || Receptor || Uniprot ]
XCL1 Seyet ||ymphotactina, SCM-L2, ||y oy P47992
[xcL2 |[scyc2 |[Lymphotactin p, SCM-1B |[XCR1 |[QouBDs]

CX3C chemokines

Name H Gene || Other name(s) || Receptor H Uniprot

Fractalkine, Neurotactin,

CX3CL1 Scyd1 ABCD-3

CX3CR1 P78423

A causa della loro capacita’ di indurre sia la migrazione che la
proliferazione, le chemochine e i loro recettori sono i candidati ideali a
regolare lo sviluppo angiogenetico. Infatti molte chemochine e i loro
recettori sono stati trovati correlati direttamente all’angiogensi sia in

vitro che in vivo [20-25].
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E’ necessario pero, prima di parlare dell’angiogenesi, di
sottolineare la differenza tra angiogenesi e vasculogenesi.
Precocemente durante 1’embriogenesi, isole di sangue composte da
progenitori delle cellule del sistema emopoietico ed endoteliale
(angioblasti) si differenziano dal mesoderma per formare i vasi
(VASCULOGENESI). Mentre la vasculogenesi € un fenomeno
limitato all’embriogenesi, I’ANGIOGENESI puo’ verificarsi sia
durante ’embriogenesi che nella vita postnatale.

L’angiogenesi si riferisce quindi piu propriamente al processo
di formazione di nuovi vasi da vasi preesistenti e avviene sia durante
processi normali di rigenerazione tissutale che durante la progressione
di malattia.

La formazione di nuovi vasi dai parentali richiede alcuni
passaggi: inizialmente la membrana basale dei vasi di origine deve
essere degradata, successivamente si ha la rottura delle giunzioni tra
le cellule endoteliali e quindi la migrazione delle cellule tumorali in
direzione dello stimolo angiogenetico fino alla formazione di una rete
tubulare di nuovi vasi (neoangiogenesi) [26-27].

Tuttavia un angiogenesi aberrante e presente nei tumori in
progressione ed € considerata un processo necessario per la
progressione da lesione benigna ad invasiva e alla metastatizzazione

[28-30].
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Specifiche chemochine sono state evidenziate espresse nelle
cellule endoteliali sia a livello di mRNA che di espressione proteica
insieme ad altri fattori solubili angiogenetici ed inflammatori durante
il processo di guarigione delle ferite e durante la genesi tumorale [31-
32].

Delle 4 famiglie di chemochine le CXC chemochine sono
state dimostrare avere un ruolo importante nell’angiogenesi.

Questa famiglia (CXC chemochine) comprende membri che
agiscono sia come inibitori che come promotori dell’angiogensi.
Sembra che le CXC chemochine con ELR motif (ELR+) abbiano un
azione di stimolo alla migrazione cellulare, proliferazione e
neoangiogensi in vivo mentre le chemochine in cui e assente il motif
(ELR-) agiscano inibendo migrazione, proliferazione e neoangiogensi
[33-35].

Tuttavia una chemochina con ELR- , CXCL12 e il suo
recettore CXCR4 sono stati dimostrati stimolare ’angiogenesi e
giocare un ruolo iportante nella carcinogenesi e nel processo
metastatico [36-37]

I meccanismo con cui I’asse CXCL12/CXCR4 stimola
I’angiogensi potrebbe forse essere differente dal meccanismo col
quale le chemochine ELR+ stimolano la nevascolarizzazione

tumorale.
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1.1.1. ASSE CXCL12-CXCR4 e CXCRY

CXCL12 (SDF-1p) e stato ampiamente trovato implicato nella
promozione dell’angiogenesi [38]. Hedeimann ha dimostrato che il
recettore del CXCL12, il CXCR4, era iper-espresso nelle cellule
endoteliali microvascolari intestinali e che CXCL12 stimolavala la
chemiotassi e la proliferazione di queste cellule endoteliali oltre che
promuovere la formazione di vasi endoteliali [39].

Salcedo ha dimostrato che CXCL12 induceva un aumento
dell’espressione del VEGF da parte delle cellule endoteliali e con
feedback positivo, stimolava 1’espressione del CXCR4 sulle cellule
endoteliali [40].

Di recente € stato dimostrato un collegamento tra metastasi e
angiogensi attraverso 1’asse CXCL12/ CXCR4. La Fosfoglierato
Chinasi (PGK) ha funzioni angiostatiche. Nei siti metastatici un
elevato livello di CXCL12/CXCR4 inibisce 1’espressione della PGK
con un effetto di stimolo angiogenetico [41].

Inoltre secondo Guleng, I’inibizione dell’asse CXCLI12/
CXCR4 sembra ridurre la crescita dei tumori gastrointestinali
mediante la soppressione dello stimolo angiogenetico [42]. Tuttavia la
sorgente del CXCL12 nei tumori rimane incerta. E’ stata formulata

I’ipotesi che il CXCLI12 associato ai tumori sia secreto da cellule
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stromali intratumorali specializzate o da fibroblasti associati alle
cellule tumorali (CAF: carcinoma associated stromal fibroblast) [43].

Muller invece, riporta che 1’asse CXCL12/CXCR4 ¢ implicato
nell’induzione delle metastasi ma non dell’angiogenesi, sia nel
tumore della mammella che nel tumore a piccole cellule del polmone
[44].

L’asse = CXCL12/CXCR4 ¢ stato anche implicato nel
reclutamento delle cellule circolanti derivate dal midollo osseo
(RBCCs) nei siti di neovascolarizzazione attiva [45].

Grunewald ha inoltre dimostrato che inibendo questo
meccanismo mediante 1’utilizzo di un inibitore del CXCR4 riusciva a
bloccare I’angiogenesi in vivo [46].

Il CXCL12 e il suo recettore CXCR4 sono largamente espressi
in vari tumori a confronto dei tessuti normali corrispondenti [47].

Nel tessuto peritumorale 1’interazione tra CXCL12-CXCR4 e
il CXCR7 gioca un ruolo critico nella migrazione delle cellule
tumorali nei siti metastatici in vari tumori (mammella, ovaio,
prostata, pancreas, esofago, NSLCC, vescica, colonretto, melanoma,
osteosarcoma, neurobasltoma, glioma, glioblastoma, leucemia
linfoblastica acuta e cronica). L’iper-espressione di CXCR4/CXCL12

e correlata con metastasi polmonari, al fegato, ai linfonodi e ossee
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mentre 1’iper-espressione dell’asse CCR7/CCL21 é principalmente
correlata con metastasi linfonodali [48-54].

Infatti, mentre il CXCL12 e espresso in tessuti normali come
fegato, polmone, linfonodi, surrene e midollo osseo spiegando perche’
alcuni tumori utilizzano 1’asse CXCL12-CXCR4 per metastatizzare,
il CXCL12 puo’ legarsi anche al recettore CXCR7 che ¢ espresso in
cellule endoteliali, Linfociti T, cellule dendritiche, linfociti B,
condrociti, spiegando perche’ questo asse ¢ correlato alle metastasi
linfatiche [54-55].

In particolare, il CXCR4 media la metastatizzazione organo-
specifica aumentando la motilita’ delle cellule tumorali, promuovendo
le metastasi e inducendo la produzione di fattori nell’ospite che
stimolano la crescita, la sopravvvivenza tumorale e la produzione di
metolloproteasi della matrice extracellulare [12, 56-60].

Infatti, fisiologicamente 1’asse =~ CXCR4-CXCL12 e stato
trovato coinvolto nella migrazione di cellule embrionali coinvolte
nello sviluppo del sistema nervoso, del midollo osseo e del cuore [61-
62].

I segnale d’inizio della migrazione utilizzato durante
I’embriogenesi potrebbe ristabilirsi durante la progressione tumorale

determinando la metastatizzazione delle cellule neoplastiche.
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Mentre I’'interazione tra CXCL12 e CXCR4 esita in una
chemiotassi ¢ capacita’ migratoria delle cellule secondo un gradient
del CXCL12, nel caso del CXCR7 sembra mediare anche
proliferazione e crescita tumorale [63-65].

Sembrerebbe che in condizioni di normale ossigenazione
tessutale del tessuto tumorale la von Hippel-Lindau tumor suppressor
protein (pVHL) inibisca 1’espressione del CXCR4 mediante la
degradazione del fattore inducente 1’ipossia (HIF-1-o) mentre una
condizione di ipossia possa promuovere la trascrizione dell’ HIF-1-a. e
quindi indurre un’iperespressione del CXCR4 [66-67].

Nel tumore a piccole cellule del polmone é stata dimostrata un
iper-espressione del CXCR4 indotta dal CXCL12 tramite
I’attivazione di alcune integrine (a2, a4, a5 and B1 integrins) il cui
risultato finale ¢ un aumento dell’adesivita’ delle cellule tumorali alla
matrice extracellulare, alla fibronectina e al collagene rendento il
tessuto tumorale chemio-resistente [68]. Questo effetto di
chemioresistenza potrebbe essere antagonizzato dagli inibitori del
CXCR4 [68].

Nel carcinoma endometriale la chemochina piu studiata e il
CXCL12 col suo recettore  CXCR4. Quattro studi hanno dimostrato
I’associazione tra 1’iper-espressione di CXCL12-CXCR4 e la

prognosi con risultati contraddittori.
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Usando I’immunoistochimica Tsukamoto ha dimostrato che
I’espressione di CXCR4 era significativamente maggiore nei casi in
cui linfiltrazione del miometrio era maggiore del 50% e che gli
anticorpi anti CXCR4 e gli antagonisti del CXCR4 inibivano la
migrazione delle cellule del carcinoma endometriale in colture
cellulari [6].

Questo studio sembrerebbe dimostrare che che [’asse
CXCL12-CXCR4 gioca un ruolo importante nel fenomeno
dell’infiltrazione tumorale tra le cellule dello strato muscolare liscio e
le cellule della mucosa endometriale [6].

Al contrario Mizokami e Kodama hanno dimostrato che 1’iper-
espressione di CXCL12 e CXCR4 e inversamente correlata al grado
istologico [69-70]. Le percentuali di sopravvivenza erano
significativamente migliori nelle pazienti con i piu elevati livelli di
espressione del CXCR4 [69-70].

Gelmini invece non ha riportato associazione tra prognosi ed
espressione del CXCR4 [71]. Nei topi con carcinoma endometriale
trattati con anticorpi anti CXCR4 umano Gelmini ha evidenziato una
significativa diminuzione delle metastasi spontanee peritoneali e che

le metastasi epatiche e polmonari erano del tutto inibite [71].
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1.1.2. CXCLS8

CXCL8 & wuna chemochina correlate a invasivita’ e
neoangiogensi. L’iper-espressione di CXCLS8 riflette il livello di
aumentata invasivita’ delle cellule tumorali nel carcinoma mammario
nella matrigel [72]. Il liquido dove queste cellule tumorali sono
cresciute iniettato sotto la cute in topi di laboratorio pormuove
I’angiogenesi [72].

CXCLS8 e espresso nelle cellule di melanoma in vitro e induce
la mitosi cellulare come ¢ stato dimostrato dall’inibizione della mitosi
delle stesse cellule utilizzando anticorpi monoclonali contro il CXCL8
[73].

Sembra che le cellule di melanoma metastatizzino nei
differenti organi esprimendo livelli differenti di iper-espressione del
CXCL8 [73].

TNF-oo e IL-loc possono indurre un incremento dose-
dipendente dell’espressione del CXCLS8 nelle cellule polmonari
tumorali [74]. Bloccando il TNF-ao e I’ IL-lae con anticorpi
neutralizzanti Yao ha ottenuto una riduzione dell’espressione del
CXCL8 nei macrofagi associati alle cellule tumorali polmonari [74].

Nel tumore prostatico CXCL8 é stato implicato nella crescita

in modo androgeno dipendente [75-76]. Inoltre e stato dimostrato che
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il il TGF-B1 stimola I’ espressione di CXCLS8 in linee cellulari di
carcinoma prostatico [77].

Di recente e stato evidenziato anche il VEGF come fattore di
stimolo sul CXCLS8 nel promuovere la neoangiogenesi in vitro [78].

Un'altra via di promozione della neoangiogenesi nel carcinoma
umano ovarico mediante la produzione di TNF e CXCL8 da parte
delle cellule dendritiche associate al tumore e stata dimostrata da
Curiel [79].

Yoneda nel tumore ovarico ha evidenziato che [I’iper-
espressione di CXCLBS8/IL-8 era associata in modo direttamente
proporzionale  alla  neovascolarizzazione ed  inversamente
proporzionale alla sopravvivenza [80]. In vitro, IL-6 e I’asse
CXCLS8/IL-8 accelerano la proliferazione di molte linee cellulari di

carcinoma polmonare [81].

1.1.3. CXCL11

CXCL11 e una CXC chemochina ELR- motif con attivita’
angiostatica in risposta al VEGF [15,25].
Nel mieloma multiplo CXCL11 é principalmente prodotta dai

macrofagi e agisce sul CXCR3 presente su molte line cellulari
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inducendo chemiotassi. Questa chemochina aumentando i livelli di
fosfo-tirosina stimola la secrezione di MMP-2 e MMP-9 entrambe
coinvolte nella progressione tumorale, invasione e metastasi nello
stadio avanzato del mieloma multiplo [82].

Le cellule endoteliali del midollo osseo in casi di mieloma
multiplo producono livelli elevati di CXCL8, CXCL11 e CXCL12
rispetto alle cellule endoteliali della vena ombelicale normale
(HUVEC) e stimolano la proliferazione di queste cellule [83].

Nel tumore ovarico, Levina ha dimostrato che I’inibizione di
CXCL11 tramite anticorpi neutralizzanti aumenta significativamente

la risposta delle cellule tumorali ovariche al cisplatino [84].

1.1.4. CHEMOCHINE E MACROFAGI

Tra le CXC chemokines, CXCL9, CXCL10 e CXCL11 sono
stimolate dall’ interferone v (IFNy) e sono tipicamente
chemiotattiche nei confronti dei Linfociti Natural Killer NK [85].

In generale, le CXC chemokines presentano un’azione
chemiotattica nei confronti dei neutrofili e dei linfociti mentre le CC
chemochine nei confronti dei linfociti e dei monociti [86]. L’infiltrato
leucocitario peritumorale varia quindi in risposta alle chemochine

secrete dal tumore o dallo stroma. In una fase iniziale questo richiamo
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puo’ favorire un attivita’ antitumorale, come I’eliminazione delle
cellule tumorali ad opera dei macrofagi.

Tuttavia in una fase piu’ avanzata, le chemochine secrete dal
tumore stimolano i leucociti a favorire la crescita tumorale e fornire
fattori di sopravvivenza alle cellule neoplastiche, come i mediatori
angiogenetici per stimolare la vascolarizzazione e la linfangigoenesi
del tumore [10, 86-87].

| leucociti persistentemente esposti alle chemochine nel
contesto del tessuto tumorale assumerebbero un fenotipo di tipo Il
che sopprime la risposta immunitaria in risposta alla secrezione di
IL10 e TGFB [87].

Questo meccanismo starebbe alla base del fatto che le cellule
tumorali riescono con questo meccanismo a sfuggire alla distruzione
immunitaria.

Come spiegato da Balkwill et al. la progressione tumorale
sarebbe frutto di una selezione Darwiniana grazie a fattori e mediatori
che favoriscono la crescita e la sopravvivenza delle cellule tumorali
rispetto a quelle sane [88].

Le cellule tumorali riacquisterebbero la capacita’ che avevano
durante I’embriogenesi, capacita’ di migrare in altri tessuti e questo
darebbe loro un vero e proprio vantaggio evolutivo sulle cellule

normali.
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1.2.0. CITOCHINE

1.2.1.TNF

Il Fattore di Necrosi Tumorale (TNF) & una citochina pro-
inflammatoria prodotta dai macrofagi attivati e da fibroblasti, cellule
nervose, cellule epiteliali in risposta ad una lesione o ad una
inflammazione cronica e pro-apoptotica nei confronti di svariati tipi di

tumori [89-91].

La scoperta della protezione acquisita dai topi con deficit del
TNF nei confronti degli stimoli cancerogeni della cute ha offerto
evidenze genetiche della promozione tumorale del TNF [86].

La promozione tumorale mediata dal TNF puo’ utilizzare
differenti vie: un effetto diretto sulle cellule tumorali con bassa
concentrazione di questa citochina; una interazione col sistema delle
chemochine con induzione del CXCR4 e la stimolazione dell’epitelio
mesenchimale di transizione [92].

Questi dati hanno costituito il necessario background per lo
sviluppo di protocolli clinici che utilizzano gli antagonisti del TNF
nella terapia antitumorale [93-96].

Tabibzadeh ha dimostrato che fisiologicamente il TNF &
coinvolto nelle  modificazioni  cicliche endometriali  [95].

L’espressione dell” RNA messaggero del TNF e ciclo-dipendente
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specifica aumentando nella fase secretiva tardiva a durante la
mestruazione [95]. Un aumento delle concentrazioni sieriche di TNF e
stato rilevato in pazienti con carcinoma endometriale e
significativamente correlato con un alto rischio di carcinoma
endometriale [95-100].

Nel carcinoma ovarico I’invasione da parte delle cellule
ovariche €& completamente inibita dal Marimastat, un inibitore
dell’enzima di conversione del TNF, indicando che il TNF gioca un
ruolo fondamentale nella carcinogenesi ovarica [48].

Alcune chemochine e fattori di crescita sono correlati con il
TNF. Come gia’ accennato, il CXCL8 & una chemochina correlate
all’invasivita’ e alla neoangiogenesi. Nelle cellule di carcinoma
polmonare 1’espressione del CXCL8 & aumentata in maniera dose
dipendente dal TNF. L’inibizione del TNF e dell’IL1 con anticorpi
neutralizzanti ha ridotto I’espressione del CXCLS8 nei macrofagi delle
cellele tumorali pomonari [74].

Da notare, in colture cellulari ~ di carcinoma ovarico,
silenziando il TNF, Kulbe ha dimostrato una riduzione significativa
dei livelli di VEGF [99].

In particolare, nel carcinoma ovarico Kulbe ha descritto 3

mediatori-chiave dell’inflammazione correlata ai tumori: il TNF,
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CXCL12 e I’ IL6 che costitutiscono una rete denominate “TNF

network”.

Gli autori hanno dimostrato che questa rete ha un azione
paracrina sull’angiogenesi e nell’infiltrazione delle cellule mieloidi

nelle biopsie ottenute da carcinomi umani ovarici [99].

Neutralizzando con anticorpi 0 SIRNA (RNA silencing)
TNF, CXCL12 e IL6 gli autori sono riusciti ad ottenere una
riduzione dell’angiogensi, dell’infiltrazione mileoide e della crescita

tumorale in vitro [99].

1.2.2. IL6

IL6 (interferon B 2, HGF) é un interleuchina che ha sia
un’azione pro-inflammatoria che anti-infiammatoria. E’ secreta dai
linfociti T e dai macrofagi per stimolare la risposta immunitaria ad

un trauma portando all’infiammazione [100].

Pazienti con carcinoma avanzato/metastatico presentano alti
livelli ematici di IL-6. Da qui I’ interesse nello sviluppare agenti anti

IL-6 come terapia contro i tumori [100].
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Il primo di questi e il siltuximab e gli anticorpi anti IL-6. I
trattamento con siltuximab inibisce la crescita tumorale,
I’infiltrazione dei macrofagi peritumorali e I’ angiogenesi in cellule di
tumori ovarici trapiantati e producenti IL-6.

Coward ha riportato in un trial clinico che una paziente su 18
ebbe una risposta parziale mentre altre 7 ebbero un periodo di
stabilizzazione della malattia [101].

Sempre Coward ha dimostrato in 221 campioni di carcinoma
ovarico che I’intensita’ della positivita’ immuno-istochimica dell’ IL-
6 nelle cellule tumorali era significativamente associato a prognosi
severa [101].

L’IL-6 ha un’azione di promozione della crescita tumorale e
inflammatoria anti-apoptotica ed & anche un effettore di segnale di
attivazione del NF-KB nel promuovere la neoplasia [102-103].

Un ruolo chiaramente pro-tumorale dell’IL-6 ¢ stato gia’
dimostrato anche nel mieloma multiplo [104]. Lattanzio,
confermando questi dati, ha dimostrato che i topi IL-6 deficienti
presentavano una resistenza allo sviluppo del plasmacitoma murino
[105].

Piu’ di recente un altro studio ha confermato questa via
alternativa tra IL-6 e neoplasie, che trova un tramite nell’ NF-KB

[106]. Una delle associazioni piu’ chiare ¢ stata dimostrata nel
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carcinoma del colon associato alla colite (CAC) dove, in modelli di
cavie, il TGF-B inibiva la trasformazione tumorale mediante
I’inibizione dell’ IL-6 [107].

Secondo un altro autore, pazienti con carcinoma del colon
presentavano alti livelli di IL-6 e bassi livelli di recettori per IL-6
[107].

Un esempio piu’ chiaro si ha nel carcinoma epatocellulare
(HCC), la piu comune neoplasia del fegato che frequentemente €
indotta da un inflammazione cronica dello stesso fegato (infezione da
HBV o da HCV) o da alcolismo cronico: nei pazienti con queste
patologie croniche i livelli di IL-6 sono usualmente elevati [108-109].

Le cellule di Kupffer epatiche, sotto stimolo cronico,
producono IL-6 che promuove lesioni epatiche, infiammazione,
proliferazione cellulare compensatoria, e infine carcinogenesi.

Nei topi femmina invece e stato notato che, tramite fattori di
trascrizione dei geni (come 1’ NF-KB) gli estrogeni inibiscono la
produzione di IL-6 da parte delle cellule di Kupffer determinando una
protezione dal carcinoma epatico [110].

Anche nel carcinoma della mammella 1’ 1L-6 gioca un ruolo
chiave perche’ la presenza di un polimorfismo nella regione promoter

dell’ IL-6, determinando conseguenti alti livelli di IL-6, diventa un
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fattore genetico di predisposizione che peggiora la prognosi nelle

pazienti con neoplasie della mammella [111].

1.3.0. FATTORE INIBENTE | MACROFAGI

Le cellule che si trovano nel microambiente tumorale giocano
un ruolo indispensabile nella progressione carcinogenica come
gia’illustrato nel capitolo precedente (1.1.4.). I macrofagi associati al
tumore (TAM) rappresentano una componente prominente della
popolazione dei leucociti mononucleati che compongono i tumori
solidi, il che dimostra una loro relazione ambivalente con il tumore
[112-113].

Essi originano nel circolo ematico a sono attratti al tumore da
sostanze come le chemochine prodotte dalle cellule tumorali stesse
preferenzialmente nell’interfaccia ospite-tumore in regioni spesso a
bassa tensione di ossigeno [112-113]. Il microambiente peritumorale,
incluso le citochine e 1’ipossia, regola la localizzazione e la funzione
dei TAM.

Tra le sostanze chemoattraenti nei confronti dei macrofagi
prodotte dalle cellule tumorali ci sono il VEGF e il MIF [114].

Il Fattore Inibente i Macrofagi (MIF) e una citochina pro-

inflammatoria implicata in molte malattie infiammatorie croniche e

29


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WDF-4T6CF34-3&_user=2453621&_coverDate=09%2F30%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6765&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000057299&_version=1&_urlVersion=0&_userid=2453621&md5=1478a4db60ab6d631166b227a34dbfc7#bib39

autoimmuni che influenzano le cellule del sistema ematopoietico a

differenziarsi in macrofagi [115-118].

Alcuni autori hanno dimostrato che il MIF e in grado di

aumentare la diffusione delle cellule neoplastiche tramite la

modulazione della risposta immune e la promozione di angiogenesi

(Figura 4) [118-122].

Fig 4: Ruolo dei macrofagi nella progressione tumorale [Da
K.S.Siveen, G Kuttan. Immunology letters 123,2009:97-102]

/|

Chemokines

MCP
M-CSF
VEGF

RECRUITMENT

M-CSF
VEGF

\

IL-10
TGF B
IL-4

SURVIVAL

| DIFFERENTIATION

Nt

Angiogenisis

30



Denz ha riportato che I’inibizione del MIF porta all’arresto del
ciclo cellulare e all’arresto dell’ apoptosi in cellule di carcinoma
pancreatico [123].

Il MIF e iper-espresso nel carcinoma della mammella a
confronto col tessuto mammario normale con una correlazione
direttamente  proporzionale, e statisticamente  significativa,
all’espressione dei recettori del progesterone e degli estrogeni
(markers di prognosi favorevole), e inversamente proporzionale al
volume tumore [124].

In linea con questi risultati, la sopravvivenza specifica alla
malattia e la sopravvivenza libera da malattia erano significativamente
migliorate nelle pazienti con carcinoma della mammella con iper-
espressione del MIF in confronto a quelle con espressione normale (5-
year OS = 67% versus 50%, p = 0.0019; 5-year RFS = 52% versus
36%, p = 0.0327) [124].

Il MIF ¢ inoltre implicato nella crescita e progressione
tumorale attaverso lo stimolo della neoangiogensi.

In particolare in linee cellulari di carcinoma endometriale
Bondza, somministrando il MIF, ha dimostrato che 1’iper-espressione
dell’ mRNA del VEGF era stimolata in modo dose dipendente e

tempo dipendente dopo 24 ore dal trattamento dal MIF.
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L’analisi ELISA del rilascio del VEGF nelle colture cellulari
dimostrava che il MIF (25 ng/ml) induceva significativamente la

secrezione a 12 e 24 ore [125].

1.3.0. TRANSFORMING GROWTH FACTOR B

Il Tranforming Growth Factor B (TGF-B) & una citochina
multifunzionale che regola molte funzioni biologiche dalla crescita-
differenziazione cellulare all’apoptosi [126].

Sembrerebbe che il TGF-B durante il primo stadio della
carcinogenesi possa esercitare un’ inibizione della progressione
tumorale mentre negli stadi avanzati stimoli la progressione tumorale,
I’ invasione e la metastatizzazione.

Inoltre, le cellule tumorali spesso acquisiscono una resistenza
intrinseca all’effetto inibitorio sulla crescita e sugli effetti pro-
apoptotici del TGF-B, cosicche’ il TGF- riesce a conferire proprieta’
invasive alle cellule tumorali solo una volta trasformate [126-127].

Livelli elevati di TGF-B potrebbero anche riuscire a
determinare un vantaggio selettivo per la crescita tumorale perche’ il
TGF-p e potentemente immunosoppressivo e angiogenetico

nell’ospite [128-131].
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Un aumentata espressione dell’isoforma del TGF-B in una
varieta’ di neoplasie umane (es. mammella, colon, pancreas, stomaco,
cervello, prostata) é stata correlata con una diminuita sopravvivenza
a percio’ alti livelli di TGF-B potrebbero essere considerati un
biomarker tumorale di prognosi severa in questi tumori [128,132].

TGF-B prodotto dai tumori puo’ convertire CD4+, CD25
cellule T in CD4+, CD25+ cellule T che permettono 1’evasione
immune delle cellule tumorali [133].

Nel microambiente tumorale normale i fibroblasti quiescenti
vengono attivati e quindi chiamati fibroblasti tumore-associati
(tumor-associated fibroblasts or CAFs/TAFs), fibroblasti stromali
reattivi o miofibroblasti [134].

| TAFs formano il volume dello stroma tumorale, come
identificato dalla espressione di actina sulla superficie delle cellule
muscolari lisce (a-SMA), che é altrimenti assente nei fibroblasti del
tessuto normale. Il meccanismo di conversione dei fibroblasti normali
in TAFs pero, non € ancora completamente conosciuto [134].

E’ stato dimostrato che 1 fibroblasti quiescenti ottenuti da
colture di carcinoma della mammella possono essere indotti ad

acquisire un fenotipo TAfs dal TGF-B1 in vitro [135].
Il TGF-B puo’ facilitare la crescita tumorale stimolando

I’angiogenesi e sopprimento la sorveglianza imunitaria ed é stato
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identificato come potenziale modulatore di molte funzioni
endometriali regolando geni che controllano la progressione del ciclo
cellulare [128, 133, 136-138].

Alcuni autori hanno evidenziato che il TGFB e il Tumour
Necrosis Factor o (TNFa), giocano un ruolo importante nella
regolazione della crescita e differenziazione endometriale e
nell’interazione del tessuto endometriale con estrogeni e progesterone
[138-141].

Infatti & ben noto che I’azione di stimolo dell’endometrio da
parte degli estrogeni, non bilanciato dell’effetto differenziante del
progesterone, ¢ uno dei principali fattori eziologici dell’iperplasia e
del carcinoma endometriale di tipo | [142].

In tutti i casi di carcinoma endometriale confrontati con
campioni di endometrio proliferativo normale, Perlino ha evidenziato
una riduzione singnificativa dell’espressione dei livelli di mRNA del
TGFB1 [143].

Non ha trovato dirette correlazioni tra la riduzione
dell’espressione del TGF-B1 con il grado di differenziazione tumorale
ma e interessante notare che la maggior parte della riduzione dei
livelli di espressione dell”’ mRNA del TGF-B1 e stato identificato nei

carcinomi sierosi scarsamente differenziati [143].
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Trilok ha dimostrato che la  progressione maligna del
carcinoma endometriale era associata ad una precoce riduzione della
risposta al TGF-f in vivo [144].

In uno studio di Rodriguez viene evidenziato come il
progesterone induce marcata apoptosi sia nelle ghiandole endometriali
che nella superficie stromale. Le aree di marcata apoptosi sia nelle
ghiandole che nello stroma endometriale presentavano una marcata
espressione di TGF- suggerendo che questi due eventi biologici
potrebbero essere correlati [145].

Il TGF-B é correlato anche al fattore di inibizione Mulleriano,
un peptide che provoca una completa regressione apoptotica del
sistema mulleriano negli embrioni di sesso maschile in vivo, e che e
stato dimostrato inibire la crescita e indurre I’apoptosi delle cellule
derivate dall’epitelio ovarico ed endometriale in vitro [145-149].

Van Themsche ha dimostrato che il TGF-f innesca nelle linee
cellulari di carcinoma endometriale 1’inibizione della proliferazione
cellulare [150]. Inoltre usando inibitori del’RNA ha dimostrato che

il TGF-P aumenta I’invasivita’ cellulare [150].
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1.5.0. OSTEOPONTINA

L’osteopontina (OPN) ¢ una proteina di legame coinvolta in
una varietai di funzioni cellular fisiologiche. E stato dimostrato che
gioca un ruolo molto importante nella tumorogenesi, nell’ invasione e
nella metastatizzazione del carcinoma della mammella, polmone,
prostata e colon [151-155].

L’ OPN ¢ stata inizialmente implicata nei tumori negli studi in
vitro rilevando un aumento dei suoi livelli dopo la trasformazione
cancerogena cellulare e dall’osservazione che le cellule tumorali con
alto potenziale metastatico presentavano un espressione aumentata di
OPN [156-159] .

L’OPN ¢ presente in vari liquidi corporei e gioca un ruolo
nella funzione immune e del rimodellamento vascolare [160-162].
Livelli plasmatici elevati di OPN sono stati rilevati in pazienti con
neoplasie che presentavano una prognosi infausta [163-166].

Coppola, in 100-59% carcinoma umani ha trovato un aumento
singificativo della colorazione immuno-istochimica di OPN [167].
L’espressione di OPN ¢ stata trovata significativamente
statisticamente direttamente correlate allo stadio tumorale ma non al

grado istologico [167].
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Nel carcinoma endometriale e stata trovato una aumento della
colorazione immunoistochimica dell’OPN direttamente correlato
all’espressione ai livelli di mRNA [167].

Un alto score della colorazione imunoistochimica dell’OPN ¢
stato mostrato nel 65% dell’iperplasia endometriale, nel 39% del
carcinoma endometriale endometrioide, nel 70% del carcinoma
endometriale sieroso e in nessun caso di carcinoma endometriale a
cellule chiare suggerendo una correlazione indirettamente
proporzionale alla prognosi severa [168].

Con I’aumento del grading tumorale aumentavano infatti le
aree con bassa espressione di OPN o con completa assenza di OPN nel
carcinoma endometriale [168].

L’OPN sembra essere coinvolta  nella neoangiogenesi
tumorale correlata al VEGF [28].

Nel carcinoma ovarico endometrioide, Hashibuchi ha riportato
un’iper-espressione di OPN nel 50% dei casi [168].

Tiniakos ha invece mostrato che I’ OPN era diminuita o
assente nel 93% degli adenocarcinoma ovarici o nelle loro metastasi
[169].

In contrasto I’ 81.5% dei carcinomi ovarici borderline e il 50%
degli impianti omentali o linfonodali erano OPN positivi (P < .028)

supponendo che I’espressione di OPN erea correlata ad una prognosi
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favorevole [169]. L’istotipo, il grado e lo stadio clinico non erano
correlati con I’espressione di OPN [169].

Invece Zhang e Kim hanno evidenziato livelli di espressione
di OPN significativamente piu alti nel carcinoma ovarico che nel
carcinoma ovarico borderline e nei tumori benigni [170-172].

La percentuale positiva di OPN era significativamente piu alta
nei carcinomi ovarici scarsamente differenziati che rispetto ai G2 e ai
G1 e il livello di espressione era significativamente piu bassa negli
stadi iniziali I-11 rispetto agli stadi avanzati IlI-1V. La percentuale
positiva di OPN era associata ad una percentuale piu elevata di

metastasi linfonodali [170].

1.6.0. VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR

| fattori pro-angiogentici comprendono il Fattore di crescita
Vascolare Endoteliale (VEGF), il Fattore di necrosi Tumorale-alpha
(TNF-a), I'IL-6 e I’ IL-8 mentre i fattori inibenti 1’angiogensi sono 1’
angiostatina e 1’ endostatina [172].

L’espressione di VEGF nel carcinoma ovarico ¢ stata studiata

da molti autori. In tutti i campioni di carcinoma ovarico era presenti
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livelli di VEGF aumentati rispetto al tessuto ovarico benigno di
controllo [173].

Negli stadi precoci del carcinoma ovarico un’ espressione
aumentata di VEGF é stata dimostrata correlata con un ridotta
sopravvivenza libera da malattia e una ridotta overall survival [174].

Zhang ha riportato che una stimolazione del VEGF determina
un aumento del potere di invasione delle cellule tumorali ovariche in
vitro [175]. Byrne ha dimostrato che il blocco del VEGF in modelli
animali di carcinoma ovarico inibisce la formazione di ascite e reduce
la crescita tumorale [176].

Sia Shen che Hefler hanno dimostrato in 2 studi clinici
retrospettici che 1’espressione intratumorale di VEGF e di VEGFR-2
(suo recettore) e il polimorfimo genetico del VEGF sono fattori
prognostici indipendenti di prognosi severa nel tumore ovarico [177-

178].

Nelle cellule endoteliali umane il CXCL12 é stato trovato
stimolare 1’aumentata espressione di VEGF e con un feed-back
positivo stimolare anche il CXCR4 [31]. E’ interessante notare che,
nel carcinoma ovarico umano CXCL12 e VEGF inducono
sinergisticamente una neovascolarizzazione nel microambiente

peritumorale [37]. Inoltre I’inibizione dell’asse CXCL12/ CXCR4 ¢
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stato dimostrato ridurre la crescita dei tumori gastrointestinali tramite

la soppressione della neoangiogensi [42].

Il VEGF, oltre a stimolare la neoangiogenesi, stimola anche la
linfangiogenesi correlata con un aumento delle metastasi linfonodali
nel carcinoma della mammella, dell’ovaio, dell’endometrio e della
cervice uterina [179-181].

Koukourakis ha evidenziato che i livelli sieroematici di
VEGF erano significativamente maggiori nelle pazienti con tumore
dell’endometrio rispetto ai controlli sani o con leiomiomi [182].

Il VEGF sieroematico era aumentato nelle pazienti con
patologie ginecologiche benigne ma non statisticamente significativo
rispetto ai controlli sani. Nell’iperplasia endometriale i livelli erano
minimamente aumentati [182].

Dobrzycka ha confermato questi dati: i livelli ematici di VEGF
erano significativamente piu elevati nelle pazieneti con carcinoma
endmetriale di tipo | e Il rispetto ai controlli normali. Nel carcinoma
di tipo I i livelli pero si correlavano con lo stadio [183].

Alcuni autori, nel carcinoma endometriale, hanno evidenziato
che la densita’ microvascolare era correlata con 1’estensione della
malattia in modo direttamente proporzionale e con la sopravvivenza
globale e la sopravvivenza libera da malattia in modo inversamente

proporzionale [184-186].
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Pengchong ha dimostrato nel carcinoma endometriale una
associazione tra incremento del VEGF correlato all’incremento di
metastasi linfonodali ma nessuna associazione con lo stadio di
malattia e il grado istologico [187].

Takahashi, dopo aver  trapiantato in topi il tumore
dell’endometrio, inducendo un aumento di 10 volte del VEGF ha
evidenziato un incremento singificativo delle metastasi linfonodali

rispetto al gruppo di controllo con normali livelli di VEGF [188]
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1.7. OBIETTIVO DELLO STUDIO

1.7.1. Obiettivo Primario

Analizzare I’espressione dell’mRNA di alcune citochine, chemochine
e loro recettori e di alcuni fattori di crescita, estratto da campioni di
carcinoma originato da endometrio umano e confrontarli con I’
MRNA estratto da campioni di tessuto endometriale normale omologo
(dalla stessa paziente) al fine di caratterizzare le variazioni del
microambiente tumorale del carcinoma endometriale rispetto al

tessuto endometriale sano.

1.7.2. Obiettivo secondario
In base ai risultati evidenziare i fattori piu interessanti presenti
nell’ambiente  peritumorale del carcinoma endometriale per

programmare uno studio prospettico con una casistica maggiore.
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2.0.MATERIALI E METODO

2.1. RACCOLTA DEI CAMPIONI DI TESSUTO

2.1.1. Raccolta dei Campioni. Presso I’istituto Clinico di Ricerca a
Carattere Scientifico ICCS Humanitas di Rozzano, da pazienti
sottoposte a chirurgia primaria per carcinoma dell’endometrio, sono
stati prelevati sterilmente (per evitare quasiasi contaminazione con
altro materiale biologico di altra origine):
A) un campione di carcinoma endometriale di cui una parte
inviata per esame istologico
B) un campione da tessuto endometriale della stessa paziente di
cui una parte inviata per esame istologico, come controllo.
2.1.2. Raccolta parametri clinici e chirurgici. Tutti i parametri
clinici e chirurgici sono stati raccolti in un database.
2.1.3. Trattamento con RNA later e conservazione. | campioni
sono stati immediatamente immersi in RNA later (Ambion) per 24-36
ore a 4 °C e successivamente asciugati e conservati a—80° nel
laboratorio di Ricerca Dell’IRCCS Humanitas di Rozzano
(responsabile dello studio Prof.ssa Paola Allavena).
Tutte le pazienti hanno acconsentito a partecipare allo studio e
firmato il consenso informato. Lo studio e stato approvato dal

Comitato Etico dell’Istituto Clinico Humanitas.
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2.2. ESTRAZIONE DELL’ RNA

2.2.1

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

2.2.6

2.2.7

2.2.8

2.2.9

0.5 cm di tessuto e stato sminuzzato e omogeneizzato

Il tessuto omogeneizzato € stato unito ad 1 ml di trizol e
mischiato accuratamente

Sono stati aggiunti 200 ul di cloroformio e, dopo averla
vortexata, la vial é stata lasciata a temperatura ambiente per 5
minuti

Le vials sono state centrifugate a 10.000 rpm per 10 minuti a
temperatura ambiente

Da ogni vial é stata aspirata la parte acquosa contenente
I’'mRNA e messa in una vial pulita evitando la parte
sedimentata accuratamente (circa 500 pl)

Un volume uguale (circa 500 ul) di isopropanolo (la cui
azione ¢ di far precipitare I’RNA presente nella soluzione) ¢
stato aggiunto ad ogni vial. Le vials sono state vortexate e
lasciate 10 minuti a temperatura ambiente.

Ogni vial é stata centrifugata per 10 minuti a 10.000 rpm a
temperatura ambiente.

Da ogni vial é stato aspirato tutto il liquido, senza prendere il
pellet in fondo dove si trovava ’RNA.

Il pellet rimasto in ogni vial e stato lavato e risospeso con 1 ml

di etanolo al 70%
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2.2.10 Le vials sono state centrifugate a 10.000 rpm per 10 minuti a
temperatura ambiente

2.2.11 Tutto I’ etanolo ¢ stato aspirato e buttato da ogni vial lasciando
il pellet ad asciugare a temperatura ambiente

2.2.12 Infine il pellet contenente I’RNA ¢ stato risospeso con 30 ul di

H.0 e congelato a -80 °C.

2.3. QUANTIFICAZIONE DELL’RNA

L’ RNA ¢ stato quantificato mediante Nanodrop spectrofotometro
ND-1000 e la sua qualita’ ¢ stata esaminata mediante elettroforesi
proteica con 1.5% gel di agarosio. Sul tabulato la macchina legge la

concentrazione di ogni campione in ng/ul (1 ng € uguale a 1000 ng).

2.4. RETROTRASCRIZIONE DEL RNA IN cDNA.

1 ng di RNA totale é stato quindi retro-trascritto usando un kit ad alta
capacita’ (Applied Biosystems) seguendo le istruzioni del produttore,
trattato con DNase I, quantificato e revers-trascritto in cONA usando
degli oligo-dT primers.

Come primo tempo si prepara la 1) Mix e 2) le diluizioni di RNA con

1’H,0O dei campioni di tumore e di tessuto endometriale sano.
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2.4.1. Preparazione della MIX

Per ogni campione la mix deve avere un volume totale di 7.75

ul Devo sempre calcolare come numero di campioni almeno 2

campioni in piu. Es. per 8 campioni calcolarne 10, quindi 7,75 x 10=

totale di 77,5 pl.

BUFFER 2.5 pl I x il num. dei campioni8+2 | =25l
RANDOM PRIMER 2.5 pl x il num. dei campioni 8 +2 | =25 pl
(Sequenza di DNA che si attacca al’RNA per iniziare la trascrizione)

DNTpMIX (asi azotate) 1wl X il num. dei campioni8+2 | =10 pl
RT 1,25 pl X il num. dei campioni +2 | =125 ul
Tolti dal freezer per ultima

RI Rnase inibitor 0,5 pl X il num. dei campioni+2 | = 5l
Tolti dal freezer per ultimi

Totale volume della MIX 77,5 ul

2.4.2. Diluizioni dell’ RNA

2.4.3. Prendere 1 ng di RNA da ogni campione.

Per sapere quanti pl devo prendere per avere 1 ng di RNA finale per

ogni campione di tessuto sano e tumore devo fare:

1000: concentrazione in ng/ul della quantificazione dell’RNA
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Se la concentrazione in ng/ul alla quantificazione dell’RNA ¢ troppo
elevata (superiore a 800-1000) conviene diluirla in modo tale da avere

una concentrazione intorno agli 800-900 ng/ul.

Per esempio:

Se la concentrazione di RNA di un dato campione & di 4388,05 ng/ul,
faro’una diluizione 1:5, e cioe’

4388,05 : 5 = 877,61 ng/ul (1 pl di RNA e 4 pl di H,0)

Quindi, se la concentrazione di RNA di quel campione ediventata di
877,61 ng/ul, per avere 1 ng dovro’ fare:

1000 : 877,61=1.1 pl

Prendendo 1.1 ml avro’ 1 ng di RNA di quel campione.

2.4.4. Volume finale della diluizione di RNA.
Il volume finale della diluizione di RNA deve essere 17,25 nl

contenente 1 ug di RNA:

Per esempio:

17,25 ul - 1,1 pl (=1 ug di RNA) = 16,15 pl di H,0

Mettero’ quindi nella nella gilson da 0.2 ml:

1.1 ul di RNA e 16,15 pl di H,O per un volume totale di 17,25 pl.
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Calcolo cosi tutte le diluizioni di RNA per tutti i campioni (sano e

tumore) e li metto nelle varie provette.

2.4.5 Preparazione volumi finali. In ogni provetta in cui erano stati
messi 1 ng di I’RNA dei vari campioni con un volume finale di 17,25

ul sono stati aggiunti 7,75 ul di MIX e in totale in ogni gilson aveva

25 ul di volume finale.

2.4.6. Le provette sono state messe nella piastra del termociclatore,
impostato il programma di PCR per un ora e mezzo fino a
conclusione della reazione di retrotrascrizione del cDNA. Per ogni
segmento di RNA si forma un segmento di cDNA complementare
ottenendo cosi il cDNA equivalente a tutto I’RNA estratto dai

campioni di tessuto.

2.4.9. Le provette sono state conservate a -80 °C.

48



2.5. REAL-TIME QUANTITATIVE POLYMERASE

CHAIN REACTION
(DETERMINAZIONE DEI LIVELLI DI ¢cDNA DI OGNI CAMPIONE).

Per ogni campione A e B, per determinare i livelli relativi di
cDNA dei vari geni studiati (CXCL12, CXCR4, CXCL8, CXCL11,
CXCRY7, TNF, IL6, MIF, TGFB, OPN, VEGF, MIF, VEGF), ¢ stata
usata la tecnica Real-Time Quantitative Polymerase Chain
Reaction (RQ-PCR) usando SYBER Green | come mezzo di
rilevazione.

Il metodo é basato sulla capacita della doppia elica di DNA di
dissociarsi in due eliche singole quando é scaldata a 80-100°C. Questo
processo ¢ noto come’denaturazione”. Successivamente la doppia
elica pud ricostituirsi, partendo dalle due singole eliche
complementari incubate in condizioni idonee. Tale ricostruzione e
chiamata “Ibridizzazione” (Se una delle due eliche ¢ marcata, ¢
possibile infine visualizzare I’avvenuta ibridizzazione).

Questa tecnica serve ad identificrea specifiche sequenze di DNA o
RNA.

La piastra conteneva 8 linee di 12 camere ciascuna per un
totale di 96 camere.

Sono stati utilizzati dei primer gene-specifici per 13 geni

correlati all’infiammazione da Applied Biosystems Assays-on-
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Demand TM Gene Expression Products (CXCL12, CXCR4, CXCLS,
CXCL11, CXCR7, TNF, IL6, MIF, TGFB, OPN, VEGF, MIF,
VEGF), e un gene (18S) con 2 campioni in triplicato per ogni paziente

(2 pazienti per ogni piastra).

2.5.1.Preparazione di 13 mix di Primer per ogni gene del’mRNA

da esaminare

2.5.1.1. La quantita’ di mix per ogni gene dell’'mRNA doveva essere
sufficiente per 8 pozzetti ( 3 per il tessuto sano e 3 per il tessuto
tumorale + 2 di sicurezza) con un volume finale di 15,5 pl per ogni
campione (x 8= in totale 124 ul di mix di Primer per ogni gene
target).

2.5.1.2. Sono state preparate 13 vial per ogni gene target. In ogni vial
sono stati messi 12,5 ul di SYBER GREEN x 8 pozzetti =100 ul e 3
ul di PRIMER di uno dei geni per 'mRNA esaminati x 8 pozzetti=

24 ul

2.5.2. Preparazione della mix1 di cDNA del tessuto endometriale
normale di una paziente

2.5.2.1.Per 48 pozzetti (42 + 6 di sicurezza), il volume finale di ogni

pozzetto doveva essere di 9.5 ul, in totale 456 pl.
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2.5.2.2. Sono stati preparati 0,5 pl CDNA x 48 pozzetti = 24 ul di
cDNA normale

2.5.2.3.Sono stati preparati 9 ul H,0 x 48 pozzetti = 432 ul di H,0

2.5.3. Preparazione della mix2 di cDNA del tessuto endometriale
tumorale di una paziente
2.5.3.1. Per 48 pozzetti (42 + 6 di sicurezza), il volume finale di ogni
pozzetto doveva essere di 9.6 ul, in totale 456 pul
2.5.3.2. Sono stati preparati 0,5 pl CDNA x 48 pozzetti = 24 ul di
cDNA tumorale
2.5.3.3. Sono stati preparati 9 ul H,0 x 48 pozzetti = 432 ul di H,0
2.5.4.Nei pozzetti gialli (vedi tab. 2) 9.5 ul della MIX1
2.5.5. Nei pozzetti rossi (vedi tab. 2) sono stati messi 9.5 ul della
MIX2 nelle caselle arancioni
2.5.6. Sono stati messi nei pozzetti bianchi (vedi tab. 2) 9.5 ul di H0
(solo primer senza cDNA)
2.5.7. Sono stati messi 15.5 ul della mix di ogni primer dei geni
del’mRNA nei pozzetti relativi ad ogni gene (3 per campioni di
tessuto normale e 3 per campioni di tessuto tumorale) compresi quelli
bianchi come controllo (vedi tab. 3).

Il protocollo di amplificazione usato €& stato il seguente: 2

minuti a 50 °C perla glicosilasi dell’uracile-DNA [189]. Dieci minuti
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a 94,5 °C (attivazione). 40 cicli di denaturazione a 97 °C per 30

secondi e temperatura di annealing con estensione a 59,7 °C per 1

minuto.

Tab 2. Esempio della piastra per la quantificazione dell’espressione

del cDNA ottenuto da mRNA estratto da ogni campione.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
s s s s s s
185 185 188 ‘ gs 185 [CCEPRCCETHCErN cxcl12 | cxcli2 | cxcli2 |
CXCL11 | CXCL11 | cXCL11l [N (oEED ‘ cxcril | cxciil RCIHECCIEC M CXCR4  CXCR4 | CXCR4
CXCR7 | CXCR7 | CXCR7 CXCR7 ‘ cxcR7  cxcr7 IS MIF Y3 IF  MIF | MIF
SPP1 | SPP1 | SPP1 SPP1 ‘ (YTIT IR SPARC | SPARC | SPARC
iL6 iL6 IL6 IL6 ‘ L6 IL6 TNF TNF TNF
VEGF | VEGF | VEGF VEGF ‘ I IRV TGFB | TGFB | TGFP
i1 i1 i L1 CXCL8 | CXCL8 | CXCL8

P P
18s CXCL12 | CXCLI1 | CXCR4 | CXCR7 | MIF OPN SPARC | IL6 TNF VEGF | TGFb
sP sP P P P sp P sp sp P sp sp

Legenda

N: tessuto normale, K: tessuto tumorale, SP: solo primer senza cDNA
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La quantificazione dell’espressione di ogni gene del’'mRNA target
(chemochina o citochina o fattore di crescita) relativa al gene

housekeeping gene (18S) e stata calcolata come segue:

2-DCt, dove DCt =Ct —Ct gene housekeeping

L’incremento o decremento di ogni gene del’mRNA target ¢ stato

calcolato come segue:

2-DDCt, dove DDCt = DCt target gene (A) — DCt target gene (B)

(A) tessuto tumorale

(B) tessuto normale

La soglia ciclo Ct era data automaticamente dal software (Applied

Biosystems).

53



Analisi statistica

La significativita’ tra le medie del livello di espressione dei diversi
geni nel tessuto tumorale verso quello normale di controllo e stata
determinata mediante il T-student Test. Il valore di P inferiore a
0.05 e stato considerate staisticamente significativo con un livello di

significativita’ del 95% .
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3.0 RISULTATI

Quindici pazienti con carcinoma endometriale sono state
arruolate nello studio.

Tutte le pazienti sono state sottoposte a chirurgia primaria con
isterectomia totale con annessiectomia bilaterale e linfadenectomia
pelvica. Tre pazienti sono uscite dallo studio: una perche’ il materiale
prelevato aveva subito dei danni durante la conservazione e quindi
non ¢ stato possibile processarlo, una paziente perche’ non ha piu
presentato tumore residuo (dopo la biopsia diagnostica) all’esame
istologico postoperatorio e una paziente perche’ ha presentato solo
iperplasia  ghiandolare  senza  atipie  all’esame istologico
postoperatorio.

Un totale di 12 pazienti sono state prospetticamente arruolate nello
studio. Le caratteristiche cliniche delle pazienti sono riportate nelle
tabelle 3 e 4.

Tre pazienti (25%) sono state sottoposte a radioterapia pelvica
e chemioterapia adiuvante postoperatoria e una paziente (8%) a
radioterapia pelvica postoperatoria.

La mediana della sopravvivenza libera da malattia clinica e
strumentale, con un FU di 3 anni, é stata di 24 mesi (range 18-36) con

una sola paziente che ha recidivato a 18 mesi (vedi tabella 4).
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Tab. 3. Caratteristiche cliniche in un totale di 12 pazienti

No. Pazienti

12

Mediana Eta’ (anni)

63 (range 53-81)

Mediana BMI (Kg/m®)

28 (range 25-31)

FIGO stage | 9 (75%)
IA 8 (66.6%)
IB 1 (8.3%)
FIGO stage 111 3 (25%)
1A 2 (16.6%)
lc 1 (8.3%)
Istotipo
Endometrioide 8 (66.6%)
Cellule chiare 2 (16.6%)
Villoghiandolare 1 (8.3%)
Endometrioide con differenziazione squamosa 1 (8.3%)
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Tab. 4. Caratteristiche cliniche delle pazienti

FIGO terapia DFS
Pt. | eta | stage | LVS G Istotipo | adiuvante | mesi
1 58 1A - G2 | AE FU 24
2 66 [JAN - G3 | AE FU* 30
3 65 1A - G3 | ACC PAC+RT |32
4 75 1A - Gl | AV FU 36
5 63 1A - G2 | AE FU 35
6 58 1A - G2 | AE FU 23
7 68 [JAN - G2 | AE FU 24
8 61 [JAN - G2 | AE FU 36
9 81 IB - G2 | AE FU 22
10 53 A - G2 | AS PAC+RT |25
11 81 A + G2 | ACC CT +RT 18*
12 63 nc + G2 | AE RT 23

PAC: Cisplatino, Paclitaxel CT: Carbo Taxolo

RTp: Radioterapia pelvica

RTb: brachiterapia

AE: Adenocarcinoma Endometrioide
ACC: Adenocarcinoma Cellule Chiare
AV: adenocarcinoma Villoghiandolare

AS: Adenocarcinoma Squamoso

*La paziente ha rifiutato RT

° recidiva a 18 mesi addoino-pelvica con ascite
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Nel tessuto tumorale endometriale umano, rispetto al tessuto di
controllo sano, ¢ stata evidenziata, un’ inibizione dell’espressione
del’'mRNA del gene del CXCL12 nell’83% delle pazienti, eccetto che
in un caso di carcinoma a cellule chiare G3 stadio 1A e un caso di
carcinoma endometriale G2 stadio IA (vedi tab. 5). E’ stata osservata
un’inibizione del CXCL12 mRNA statisticamente significativa nelle
pazienti con infiltrazione del miometrio > 50% (P=.003).

Tab. 5: CXCL12 mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale

0,0001 -
0,00008 -
0,00006 -
0,00004 -
0,00002 -
0 -

1A A A A A A 1A 1A 1B 1A 1A 1IC

FIGO

EN HK stage

Si osserva un inibizione del CXCL12 mRNA nell’83% delle pazienti.
Nelle pazienti con infiltrazione del miometrio > 50% [’inibizione
del’mRNA del CXCLI12 nel tessuto tumorale rispetto a quello sano
era statisticamente significativa (P=.003).
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Il livello di espressione ridotto del CXCL12 era correlato in

maniera direttamente proporzionale alla riduzione dell’espressione del

CXCR4 nel 75% dei casi, con un RR=3 (CIl 95% 0.84-10.72).

E’ stata evidenziata comunque una inibizione dell’espressione genica

del’'mRNA del CXCR4 nel 58% dei casi (vedi Tab. 6).

Tab. 6: CXCR4 mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale.

0,00006 -~

0,00005 -

0,00004 -~

0,00003 -

0,00002

0,00001 -~

0_
IA IA A 1A IA IA IA IA 1B 1A 1A 1IC
FIGO

Wcxcrd N Eoxcrd K stage

Il livello di espressione dell’mRNA del tessuto tumorale, rispetto a
quello sano, era diminuito nel 58%.
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Il livello di espressione del’mRNA del CXCLI1 (fattore
angiostatico) € risultato iperespresso nel 62% delle pazienti con
infiltrazione miometriale < al 50% e nel 50% di quelle con
infiltrazione > del 50%.

Il livello di espressione del CXCL12 mRNA é risultato essere
direttamente proporzionale a quello del CXL11 nel 67% dei casi (tab.

7).

Tab. 7 : CXCL11 mRNA nell’endometrio normale € nel carcinoma
endometriale

0,000006 -

0,000005 -

0,000004 -

0,000003 -

0,000002 -

0,000001 -

0 -

=
>
=
>
=
>
=
>

C A A HIC
FIGO
stage
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Il livello di espressione dell’mRNA del CXCR7 era ridotto nel
tessuto tumorale rispetto a quello sano nell’67% dei casi con
invasione mioemtriale < 50% e nel 100% dei casi con invasione
miometriale > 50%.

CXCL12 era invece significativamente direttamente correlato a

quello del CXCR7 nel 100% dei casi (P=0.000), (vedi Tab. 8 € 9).

Tab. 8: CXCR7 mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale.

0,00004 -

0,000035 -

0,00003 -~

0,000025 -

0,00002 -~

0,000015 -

0,00001 -~

0,000005 -

0_
1A 1A A 1A 1A A 1A 1A 1B A A 1lIC

FIGO
BN mK Stage
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Tab. 9: Correlazione tra CXCR7 e CXCL12 mRNA nell’endometrio

normale e nel carcinoma endometriale.

0,00004 -

0,000035 -~

0,00003 -

0,000025 -

0,00002 ~

0,000015 -

0,00001 -

0,000005 -

0,0001

0,00008 -|

0,00006 -+

0,00004 |

0,00002 -+

1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1B A 1A 1mc
FIGO
EN EK stage

Il livello di espressione del’mRNA del CXCL12 e direttamente

correlato a quello del CXCR7 nel 100% dei casi (P=0.000).
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L’mRNA del CXCLS8 era iperespresso nel 66% dei casi del

tessuto tumorale endometriale rispetto a quello sano (tab. 10).

Tab. 10 : CXCL8 mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale

0,00004 -

0,000035 -

0,00003 -

0,000025 -

0,00002 -

0,000015 -
0,00001 -

0,000005 -

0 -
1A IA 1A IA 1A IA 1A IA B 1A A 1IC
FIGO

stage

L’mRNA del TNF ¢ risultato down-regolato nel 67% dei casi,
ed in particolare, nel 100% delle pazienti in cui I’invasione
miometriale era > 50% versus il 50% delle pazienti con infiltrazione
del miometrio < 50% (vedi tab. 11) con un trend di significativita’

(P<.0) .
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L’ up-regolazione e la dowm-regolazione del TNF mRNA era
correlata in maniera direttamente proporzionale al livello di
espressione del CXCLS8, nel 75% dei casi .

Sempre nel 75% dei casi un incremento o una riduzione di
expressione del TNF mRNA era direttamente correlato al livello di

espressione del CXCR4 .

Tab.11: TNF mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale

0,00001 -
0,000008 -
0,000006 -
0,000004 -
0,000002 -
0 -

A 1A A A 1A A A 1A 1B HIA 1A 1IC

mN mK FIGO

stage
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Tab.12.: MIF mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale

0,00025

0,0002 -~
0,00015 -
0,0001 -
0,00005 -
0 1

A A A A A A A A B 1A 1A 1IC

EN EK FIGO

stage

I livello di espressione del MIF mRNA é inibito nel tessuto tumorale
rispetto a quello sano nel 100% dei casi (P<.001).

La down regolazione del TNF mRNA era anche correlata ad
una up-regolazione del MIF nel 67%dei casi ( vedi tab. 12) .

Infine, i livelli di espressione del TNF erano correlati a quelli
del VEGF nel 67% dei casi .

Un basso livello di espressione dell’mRNA dell’ IL6 € stato
evidenziato nel 100% degli stadi avanzati versus il 45% degli stadi
iniziali nel tessuto tumorale rispetto al tessuto sano, P< .05 (vedi tab
13).

Inoltre i livelli di espressione dell’IL6 erano correlati nel 75%

dei casi significativamente in maniera direttamente proporzionale ai
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livelli di CXCL8 (P<.05), nel 92% dei casi ai livelli di TNF mRNA

(P=NS) e nel 75% ai livelli di CXCL12 mRNA (P=NS).

Tab. 13: IL6 mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale

0,000006 -

0,000005 -+

0,000004 -

0,000003 -~

0,000002 -

0,000001 -

0 1

A A A A 1A A A 1A 1B WA 1A 1IC
FIGO
stage

Un inibizione del livello di espressione dell’mRNA dell’IL6 nel
tessuto tumorale rispetto al sano, é stato evidenziato nel 100% degli
stadi avanzati versus il 45% degli stadi iniziali nel tessuto tumorale
rispetto al tessuto sano, P< .001.

I MIF mRNA aveva un’ elevata espressione nel 100% dei

casi nel tessuto tumorale rispetto a quello sano, statisticamente

significativa, P<.001 (vedi tab.12).

La up-regolazione del’mRNA del MIF era direttamente

proporzionale a quella dell’OPN nel 75% dei casi e in particolare nel
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100% dei casi di invasione tumorale miometriale < 50% (vedi tab.
14).

L’up-regolazione del MIF mRNA era indirettamente
proporzionale a quella del TGFB in modo statisticamente
significativo, P<.05 ( vedi tab.15).

Inoltre, 1’ elevata espressione del MIF era correlata in modo
direttamente proporzionale a quella del VEGF solo nel 58% dei casi e
solo nel 50% dei casi ad alto rischio (G3, istotipo cellule chiare e

squamoso, stadio avanzato, M>50%), (vedi tab. 16).

Tab.14 : OPN mRNA nell’endometrio normale e nel carcinoma
endometriale
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TGFpB era down-regolato nel 83% dei casi nel tumore rispetto al
tessuto sano (P=NS).

Nei casi in cui il TGFp era iper-espresso corrispondeva un
aumento direttamente proprozionale del VEGF solo in due pazienti.

I livelli di TGFp erano direttamente correlati a quelli di IL6 nel

75% dei casi.

Tab 15 : TGF mRNAnell’endometrio normale ¢ nel carcinoma
endometriale

0,00005 -
0,00004 -
0,00003 -
0,00002 -
0,00001 -
U_

A A A A A IA IA IA B INA 1A 1IC

FIGO
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Tab. 16: VEGF mRNA nell’endometrio normale € nel carcinoma
endometriale

0,0002 -
0,00015 -
0,0001
0,00005 -
0 +
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L’ OPN era iperespressa nel 100% dei tumori con invasione
del miometrio < 50% (P<0.01), mentre era down-regolata nei tumori
ripsetto all’endeomtrio sano, nel 75% delle pazienti con infiltrazione
del miometrio > 50% (P= NS).

Il VEGF mRNA era down-regolato nel 55% dei casi nel
tessuto tumorale rispetto a quello sano negli stadi iniziali, mentre

risultava iper-espresso nel 33% degli stadi avanzati.
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4.0 DISCUSSIONE

In questo studio vengono esaminate una vasta gamma di
chemochine, citochine e fattori di crescita presenti nel tessuto
tumorale endometriale implicati nella carcinogenesi, neoangiogenesi,

linfangiogenesi e metastatizzazione.

Nel tessuto tumorale endometriale umano, rispetto al tessuto di
controllo sano, € stata evidenziata, contrariamente a quanto riportato
in generale in Letteratura in altri tumori, un’ inibizione
dell’espressione del’mRNA del gene del CXCL12 nell’83% delle
nostre pazienti [4,68]. La down regolazione del CXCL12 potrebbe
corrispondere ad un andamento poco aggressivo del tumore,

confermato dall’assenza di recidive nel primo stadio a 3 anni di FU.

La down-regolazione del CXCL12, correlato in maniera
direttamente proporzionale alla down-regolazione del CXCR4 nel
75% dei casi, conferma I’ipotesi dell’esistenza dell’asse CXCL12 -
CXCRA4 nel tessuto tumorale endometriale (vedi tabella 5-6) [12, 54-

60].

Secondo Tsukamoto un elevata espressione dell’asse CXCL12-

CXCR4 era correlata con un infiltrazione del miometrio > 50%, ed in
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effetti nella nostra serie il 75% delle pazienti con M< 50% presentava

una down-regolazione del CXCL12 e il 62% anche del CXCRA4.

Nel nostro studio non abbiamo trovato correlazione con
I’espressione di mRNA  del CXCL12 /CXCR4 col il grading

tumorale, come invece riportato da Mizolami e Kodama [69-79].

Gelmini ha dimostrato, nel carcinoma endometriale, che
I’inibizione del CXCR4 mediante anticorpi bloccanti determinava una
diminuzione delle metastasi peritoneali mentre quelle epatiche e

polmonari erano addirittura completamente inibite [71].

Grunenwald ha dimostrato che !’inibizione del CXCL12,
tramite il VEGF, determinava un inibizione della angiogenesi in vivo
[46]. Su queste basi protebbero essere messi a punto dei protocolli

clinici di terapia, particolarmente nelle pazienti a medio-alto rischio.

Il livello di CXCL12 non mostrava un evidente correlazione

con il CXL11, che é un noto fattore angiostatico.

Il livello di espressione dell’mRNA del CXCL12 era invece
significativamente direttamente correlato a quello del CXCR7 nel
100% dei casi (P=.000). Questi dati confermano quanto riportato da

altri autori sul collegamento tra metastasi e angiogenesi, attraverso
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I’asse CXCL12 —CXCR4, visto che alcuni studi dimostrano che
I’inibizione di questo asse riduce la crescita dei tumori mediante la
soppressione dello stimolo angiogenetico, mentre il CXCL12,
legandosi al recettore CXCR7, facilita le metastasi linfatiche e
promuove la crescita tumorale [41,54-55]. Il dato concorda di nuovo
con I’andamento favorevole della malattia nelle pazienti della serie in

studio.

E’interessante notare che i livelli di CXCL11 (angiostatico) e
CXCLS8 (stimolante I’angiogensi) erano inversamente proporzionali
soltanto nel 40% dei casi mentre ci saremmo aspettati di trovarli
inversamente proporzionali in una percentuale vicina al 100%.

Questo risultato € interpretabile forse col fatto che, anche se il
CXCL11 e iperespresso esistono altri fattori che riescono ad indurre
lo stimolo angiogenetico ed imprimere un feed back positivo alla

trascrizione del CXCLS.

La down-regolazione dell’mRNA del TNF nel 66% dei casi
potrebbe essere indicativa di una buona risposta immunitaria delle
pazienti al tumore, confermata dall’andamento della sopravvivenza
libera da malattia. La down-regolazione dell’'mRNA del TNF,

correlata alla profondita’ di invasione del miometrio > del 50% nel
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100% dei casi confermerebbe quanto riportato in Letteratura sulla
promozione tumorale esercitata sulle cellule neoplastiche in situ del
TNF con basse concentrazioni (diverso dall’ aumento del TNF a

livello sierico) [92].

L’incremento, 0 la riduzione del TNF mRNA, correlati in
maniera direttamente proporzionale al livello di espressione del
CXCL8 nel 75% dei casi, confermerebbe, nel carcinoma
endometriale, i risultati gia’ pubblicati da Yao sul carcinoma
polmonare dove I’aumento del CXCLS8 era correlato ad invasivita’ ed

angiogenesi, ed era dose dipendente dall’incremento del TNF [74].

Nel 75% dei casi il TNF mRNA era direttamente correlato al
livello di espressione del CXCR4, confermando per il carcinoma
endometriale i dati pubblicati da Kulbe nel carcinoma ovarico
epiteliale [92].

Infine i livelli di espressione del TNF correlati a quelli del
VEGF nel 67% dei casi confermano per il carcinoma endometriale i
dati di Kulbe, gia’ pubblicati sul carcinoma ovarico, che dimostrano
una riduzione significativa del VEGF mediante inibizione del TNF

[99].
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L’ IL6 mRNA é risultato down-regolato nel 100% degli stadi
avanzati e nel 45% degli stadi iniziali nel tessuto tumorale rispetto al
tessuto sano. Questo risultato e in contraddizione con quanto riportato
in letteratura per altre neoplasie dove i livelli di IL6 aumentati sono
associatia a prognosi severa nel k ovaio [101], I’'I[L6 promuove la

crescita tumorale ed € antiapoptotica [102-104].

Invece, i dati sui livelli di espressione dell’ IL6
significativamente correlati in maniera direttamente proporzionale ai
livelli di CXCLS8 e ai livelli di TNF mRNA e CXCL12 mRNA
confermano I’ipotesi dell’esistenza del TNF-network che puo’ quindi
gettare la base per poter utilizzare molecole in grado di bloccare
questi fattori silenziandone I’ RNA, come gia’ realizzato da Kulbe nel

carcinoma ovarico in vitro [99].

Il MIF mRNA iper-espresso nel 100% (P=.000) dei casi nel
tessuto tumorale endometriale rispetto a quello sano, confermano
’azione di questa citochina sulla modulazione della risposta immune
anche nei confronti del tumore endometriale e la promozione dell’
angiogenesi gia’ evidenziati da diversi autori in altre neoplasie [118-

122].
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I macrofagi tumorali infatti sono al centro del processo di
carcinonegenesi, implicati attraverso il rilascio di chemochine, TNF,
MMP nella progressione e metastasi; attraverso il rilascio di
chemochine e VEGF nell’angiogenesi; attraverso il rilascio di
chemochine, MMP e TGFB al rimodellamento della matrice
extracellulare e infine, attraverso il rilascio di fattori di crescita, TNF

alla proliferazione e sopravvivenza [120]

Nella nostra serie, 1’ up-regolazione del MIF era direttamente
proporzionale a quella dell’OPN nel 100% delle pazienti con
invasione tumorale del miometrio < 50% (vedi tab. 12 e 14), mentre
nelle pazienti con invasione tumorale del miometrio > 50% il rapporto
era indirettamente proporzionale nel 75%, quindi ad un aumento
dell’espressione del MIF corrispondeva un inibizione dell’OPN.
Questo dato sembra in contrasto da quanto riportato per altre
neoplasie e da Coppola sul carcinoma endometriale [156-157,167].
Mentre gli stessi dati sembrano in accordo con quanto riportato
nello studio di Hashibuchi che dimostra una diminuzione
dell’espressione  immunoistochimica del’OPN  maggiore nel
carcinoma sieroso rispetto a quello endometriale e rispetto

all’iperplasia endoemtriale [168].
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L’up-regolazione del MIF indirettamente proporzionale a
quella del TGFB in modo statisticamente significativo e la bassa
espressione del TGFB nel 83% dei casi di carcinoma endometriale
rispetto all’endometrio normale confermano anche i dati di Perlino
che riporta una riduzione dell’espressione del TGFB nei campioni di
carcinoma endometriale confrontati con endometrio normale [143].

Inoltre il fatto che bassi livelli di espressione del TGFp siano
maggiormente correlati al tessuto neoplastico rispetto all’endometrio
sano, e in accordo con i dati di Rodriguez che riporta un incremento
di apoptosi indotta dal progesterone e una marcata espressione di

TGF, in queste stesse aree di apoptosi [145].

La up-regolazione del MIF correlata in modo direttamente
proporzionale a quella del VEGF solo nel 58% dei casi e solo nel
50% dei casi ad alto rischio, dati i risultati dello studio di Bondza sul
carcinoma endometriale che dimostrano 1’iper-espressione del VEGF
stimolata dal MIF, spiegherebbero perche’ non tutte le pazienti Sono

responsive alla terapia con anti-angiogenetici [125].
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La conoscenza dei livelli di espressione del VEGF a livello del
tumore primario e dei siti metastatici permetterebbe probabilmente di
selezionare le  pazienti probabilmente candidate alla terapia
antiangiogenetica e di escludere a priori quelle che che potrebbero

€Sssere non responsive.

In conclusione, in base ai risultati di questo studio, tutti i fattori
dell’ambiente peritumorale del carcinoma endometriale esaminati
hanno dimostrato livelli di espressione interessanti e meritevoli di
approfondimento.

In particolare le chemochine ed i loro recettori potrebbero
essere i nuovi target di terapia antitumorale per prolungare I’intervallo
libero da malattia o addirittura portare alla guarigione, mediante
I’utilizzo  di farmaci o anticorpi bloccanti  (per esempio il
lornoxicam, anti-inflammatorio non steroideo, ciclossigenasi inibitore)
soprattutto nei pazienti a rischio medio-alto ma con stadio del tumore
ancora precoce.

Il dosaggio dei fattori di crescita, citochine e chemochine
esainati nel nostro studio, potrebbe essere utilizzato come fattore
prognostico e di scelta per il tipo di terapia adiuvante, soprattutto negli

stadi iniziali.
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| risultati precedentemente discussi forniscono un evidenza
scientifica per individuare nuovi obiettivi per la terapia anti-tumorale
in futuro anche se devono essere confermati in una popolazione piu’

ampia e con un FU maggiore.

L’obiettivo futuro ci spinge verso la ricerca della conoscenza
accurata e della manipolazione dell’interazione tessuto ospite-tumore
che potrebbe essere di fondamentale importanza:

- ai fini della prognosi finale

- per prevenire la cancerogenesi, o ad invertire la
trasformazione tumorale ristabilendo un normale meccanismo di
controllo sul tumore

- per favorire o veicolare 1’accesso di farmaci antineoplastici e
immunostimolanti al tessuto tumorale

-infine per migliorare il metabolismo dei chemioterapici a
livello delle cellule neoplastiche e ridurre la resistenza chemio e radio-

terapica.
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