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1. INTRODUZIONE



1.1 L'ANGIOGENESI TUMORALE

L’ Angiogenesi consiste nella formazione di nuovi vasi capillari da un letto vascolare
pre-esistente. E un processo fondamentale nel ciclio riproduttivo della donna, in quegli
organi che fisiologicamente si accrescono, o nella riparazione tissutale. In queste
condizioni la genesi di nuovi capillari é regolata accuratamente e i nuovi vasi sanguigni
maturano velocemente e diventano stabili. Tuttavia se compromessa, I'angiogenesi, puo
rappresentare 1’evento chiave di vari stati patologici: dalle inflammazioni croniche alle
malattie ischemiche, dalla crescita tumorale allo sviluppo di metastasi [Folkman J et al,
1992]. Un ruolo biologico fondamentale per la sopravvivenza e proliferazione delle
cellule tumorali, per I'appunto, € attribuito all'angiogenesi. Il microambiente dei tumori
solidi é caratterizzato da un'eterogeneita nella distribuzione dell'ossigenazione. Cellule
tumorali ad una certa distanza dai vasi sanguigni subiscono stress di tipo ipossico.
Molte di esse vengono eliminate per I'attivazione di pathway apoptotici, ma alcuni cloni
cellulari riescono a sopravvivere all'ipossia generata grazie all'attivazione di pathways
angiogenetici [Ziyad S et al, 2011]. La formazioni di nuovi vasi all'interno del tumore
fornisce da un lato l'ossigeno ed i nutrienti necessari alla sua crescita e, dall'altro,
rimuove le scorie metaboliche dal sito tumorale. | vasi tumorali formati costituiscono,
inoltre, la via principale per la disseminazione metastatica. Lo switch angiogenico puo
verificarsi in qualsiasi fase della progressione tumorale (in base al tipo di tumore); ma
perlopiu é attribuibile ad uno stadio precoce, costituendo cosi un evento chiave nello
sviluppo del fenotipo maligno [Papetti M et al, 2002]. Nel processo angiogenico Si
possono individuare alcune tappe essenziali, che vedono come protagoniste le cellule
endoteliali (Fig. 1). Inizialmente, si verifica una destabilizzazione dei vasi pre-esistenti,
dovuta ad un aumento della permeabilita vasale e perdita delle connessioni tra le cellule
endoteliali. Segue una fase di migrazione e proliferazione (sprouting) di tali cellule
verso il punto tissutale che richiede la formazione di nuovi vasi. Questa tappa richiede
un complesso rimodellamento della matrice extracellulare (ECM). Successivamente,
I'arresto della proliferazione delle cellule endoteliali, e la loro differenzazione, conduce
alla formazione di capillari primitivi. La maturazione funzionale di quest'ultimi é
caratterizzata dal reclutamento finale di cellule periendoteliali di supporto (periciti e
cellule muscolari lisce) [Milkiewicz M et a, 2006]. | vasi sanguigni tumorali non
presentano perd l'organizzazione della normale microvascolatura. Sono costituiti da

un'incompleta membrana basale, uno scarso numero di periciti, ed uno strato



assottigliato di cellule endoteliali; il tutto a determinare un'iper-permeabilita vasale
favorente il passaggio di proteine plasmatiche e delle cellule tumorali metastatiche
[Tonini T et al, 2003].
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Fig 1.: Step cellulari dell'angiogenesi. (Clapp C et al, 2009)

L’angiogenesi tumorale ¢ di fatto un processo altamente complesso poiche richiede un
cross-talk tra cellule endoteliali, tumorali e stromali; frutto di uno squilibrio tra fattori
promuoventi ed inibenti l'angiogenesi (Fig. 2). L’endotelio che normalmente si trova in
uno stato quiescente (spento) viene "attivato™ da stimoli ipossici, inflammatori o di
stress meccanici, mediante I'azione autocrina-paracrina di fattori di crescita e citochine
prodotti nel microambiente tumorale [Weis SM et al, 2011]. | fattori che attivano la
proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali sono principalmente ligandi dei
recettori tirosina chinasi, quali VEGF, FGF, EGF, HGF. Possono essere prodotti dalle
cellule tumorali (caratterizzate da un‘alterata espressione degli oncogeni o dei geni
soppressori della crescita), e si legano ai recettori presenti sulle cellule endoteliali. In
qguesto modo alterano, a valle, I'espressione di molecole di adesione e marcatori di
superficie dell'endotelio tumorale in crescita (integrine e caderine). Le cellule
endoteliali secernono anche fattori di crescita che mantengono il loro stato attivato e
facilitano la proliferazione delle cellule tumorali stesse. Un‘altra catergoria di fattori
pro-angiogenetici e rappresentata dagli enzimi proteolitici, come metalloproteasi di

matrice (MMP), che orchestrano il rimodellamento del'lECM, tappa cruciale nella
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migrazione ed invasivita cellulare. Le cellule endoteliali stimolate a crescere secernono
proteasi in grado di digerire la membrana basale sottostante e la matrice extracellulare
che si trova intorno ai vasi. La dissoluzione delllECM premette, inoltre, il rilascio di
quei fattori di crescita che si trovano dispersi nella matrice. Altri tipi di cellule che si
trovano nello stroma tumorale possono contribuire localmente allo sviluppo
dell'angiogenesi, come fibroblasti e cellule infiammatorie. | fibroblasti sono i mediatori
chiave nel riparo tissutale. Quelli associati al microambiente tumorale (Tumor
associated Fibroblasts, TAF) secernono i fattori EGF (Epidermal growth factor), HGF
(Heptocyte growth factor), IGF-1 e 2 (Insulingrowth factor), e gli enzimi MMP (Matrix
metalloproteinases), promuovendo I'invasione sia delle cellule tumorali sia endoteliali.
Mediante il rilascio della citochina SDF1 (Stromal cell-derived factor 1), stimolano
I'angiogenesi reclutando le cellule progenitrici endoteliali nell'ambiente tumorale. E
stato riscontrato che le cellule TAF, producendo grandi quantita di proteine della
matrice, causano un accumulo di ECM che incrementa la pressione dei fluidi
interstiziali e dell'ipossia attorno al tumore [Orimo A et al, 2005]. Macrofagi e neutrofili
hanno pure un ruolo nella progressione neoplastica. L'inflammazione spesso associata al
tumore e l'ipossia reclutano queste cellule al sito tumorale, stimolando in loro

I'espressione di fattori di crescita pro-angiogenici ed enzimi litici [Weis SM et al, 2011].
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Fig 2.: Mediatori dell'attivazione endoteliale. (Weis SM et al, 2011)



1.2 REGOLATORI DELL'ANGIOGENESI

1.2.1 Fattori di crescita e molecole di adesione

L’angiogenesi ¢ orchestrata da una varieta di attivatori e inibitori. Questi mediatori
molecolari vengono secreti dalle cellule endoteliali, da quelle tumorali e dallo stroma
intorno a queste. Principalmente sono fattori di crescita che agiscono in modo autocrino
e paracrino; la valutazione della loro espressione nei campioni tumorali puo essere utile
nel determinare lo stato angiogenetico delle neoplasie. 1l Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) ¢ il fattore angiogenetico piu studiato da un punto di vista prognostico, a
causa del potente e specifico effetto pro-angiogenico che esercita [Dvorak HF et al,
1999]. L'inattivazione di uno dei suoi alleli nel topo provoca anomalie vascolari mortali,
suggerendo un importante ruolo biologico per questo fattore [Carmeliet P et al, 1996].
Diversi lavori scientifici riportano una correlazione positiva fra espressione di VEGF ed
invasione vascolare, metastasi linfonodali e stadio tumorale. Questo fattore risulta
iperespresso in una varieta di tumori umani, come quello al seno, colon, pomone e
prostata [Ferrara N et al, 1997]. Si ritiene che l'ipossia generata nel microambiente
tumorale stimoli I'espressione di VEGF sia in cellule normali che neoplastiche,
attraverso un aumento della trascrizione (mediante il fattore di trascrizione HIF-1a) e
stabilita del suo mMRNA. La sua espressione puo essere indotta anche dal pathway di altri
fattori e citochine infiammatorie quali PDGF, EGF, TNF-alfa, TGF-B e IL-1 [Tonini T
et al, 2003]. Il segnale del VEGF, come quello di altri fattori di crescita, puo essere
regolato non solo a livello trascrizionale, ma anche per via recettoriale e processamento
proteolitico. Sei membri della famiglia di VEGF sono noti. Tutti hanno capacita, in
parte sovrapposte, di interagire con differenti recettori espressi principalmente
sull'endotelio vascolare [Roskoski Jr, 2007]. Diverse varianti del VEGF sono in grado di
interagire non solo con i recettori specifici, ma con componenti dell’'ECM; il loro
rilascio dalla matrice & mediato da metalloproteasi extracellulari e plasmina, che ne
regolano di fatto l'attivita. La forma maggiormente espressa del VEGF e VEGF-A,
glicoproteina di circa 34-46 KDa che, per effetti di splicing alternativo, consta di otto
isoforme. Tra quest'ultime, VEGF-165, -189, e -121 sono quelle predominanti nei tessuti
e campioni tumorali [Roskoski Jr, 2007]. Esse possono legare I'eparan-solfato del'ECM.
L'azione delle metalloproteasi le puo mobilitare dalla matrice, rendendole libere di agire

sui recettori specifici per il VEGF, che abbondano in cellule endoteliali. Si tratta di tre
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recettori tirosin-chinasici: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR -2 (FIk-1/KDR) e VEGF-3
[Roskoski Jr, 2007]. La loro attivazione puo indurre gli stessi processi cellulari che
inducono molti altri recetori di fattori di crescita, come la migrazione, la sopravvivenza
e proliferazione cellulare. Tuttavia, i VEGFR sembrano specifici nella trasduzione del
segnale che porta all'organizzazione delle cellule endoteliali in tubuli vascolari
tridimensionali, ed all'induzione della permeabilita vascolare. Le proprieta angiogeniche
del VEGF, quali proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali, ed incremento di
permeabilita vascolare, sono principalmente mediate dall'interazione con VEGFR-2
[Roskoski Jr, 2007]. L'espressione di questo recettore viene aumentata durante I'ipossia,
ed il suo legame con VEGF-A promuove I'angiogenesi mediante i pathway delle chinasi
PKC, PI3K, e FAK (Fig. 3). Questo recettore € un marcatore angiogenico overespresso
sull'endotelio di diversi tumori solidi, tra cui cancro al seno, ovarico e pancreatico
(Deshpande N. et al, 2011). Il ruolo critico nella formazione dei vasi sanguigni nei
tumori e nelle metastasi rende il VEGF un potenziale bersaglio nella terapia di molte

neoplasie umane.
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Fig 3.: Trasduzione del segnale dei recettori VEGFR. (Roskoski R et al, 2007)

Il Fibroblast growth factor (FGF), come il VEGF, stimola la proliferazione e migrazione
delle cellule endoteliali. Fra le diverse forme individuate, FGF-1 (acido) e FGF-2
(basico) sono stati descritti come induttori dell'angiogenesi. Questi contengono segnali
peptidici che regolano la loro secrezione nell'ambiente extracellulare, dove possono
legare gli "heparan-sulfate proteoglycans™ (HSPG) presenti nell[ECM. Da qui, gli FGF
possono agire direttamente sulle cellule bersaglio, oppure possono essere rilasciati
attraverso la proteolisi delle matrice. Questi fattori di crescita esplicano la loro azione
interagendo con i recettori FGFR espressi sull'endotelio tumorale che, essendo tirosin-

chinasici, attivano segnali di sopravvivenza cellulare simili a quelli menzionati per i
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VEGFR [Tonini T et al, 2003]. Altri fattori endogeni pro-angiogenici sono riportati in
figura 4. La promozione dell'angiogensi nel tumore puo essere il risultato anche del
decremento di alcuni fattori anti-angiogenici. Tumori che si trovano in uno stato di
crescita inibita possono secernere fattori quali endostatina, angiostatina,
trombospondina (TSP) ed inibitori tissutali delle metalloproteasi (TIMP) [Folkman J,
2002]. L'endostatina viene generata dal taglio di un frammento di 20 KDa del collagene
XVII1, riscontrabile nella parerete dei vasi e nella membrana basale. L'endostatina € in
grado di legare il recettore Flk-1, interferendo con i segnali del VEGF. Inibisce la
migrazione non solo delle cellule endoteliali, ma anche di quelle tumorali [Hanai J et al,
2002]. Effetti similari sono stati attribuiti all'angiostatina, frammento del plasminogeno
di 38 KDa in grado di inibire l'attivazione del plasminogeno, interagendo con il suo
attivatore t-PA [Stack MS et a, 1999]. Un altro fattore anti-angiogenico é il frammento
di 140 KDa della trombospondina (TSP-1), generato per azione di diversi enzimi
proteolitici [Taraboletti et al, 2000]. Interagendo con le molecole CD36 e CDA47
espresse sulla superficie delle cellule endoteliali, attiva in queste cellule una cascata di
eventi apoptotici [Sargiannidou | et al, 2001]. In diversi tipi di tumore mammario
I'azione di TSP-1 risulta repressa [Watnick et al, 2003]. La trombospondina-1 e regolata
da p53 normale. La perdita di funzione di p53 nelle cellule tumorali pud determinare un
drastico decremento del livello di questo inibitore dell’angiogenesi [Grand SW et al,
1998].

PRO-ANGIOGENICI ANTI-ANGIOGENICI
Angiogenina Angioarrestina
Angiopoietina- 1 Angiotensina
a-FGF Tumstatina
b-FGF Interferoni
Eritropoietina Angiostatina
TNF-a (bassi livelli) TNF-a (alti livelli)
Interleuchina-8 Interleuchina-12
VEGF Inibitori tissutali delle metalloproteasi
PIGF Vasculostatina
PDGF Trombospondina
Prostaglandine E4, E> Endostatina
TGF-a e TGF-B Inibitori dell'attivatore del plasminogeno

Fig 4.: | fattori endogeni pro e anti-angiogeneci piu comuni



Durante e dopo la fase di replicazione e migrazione, le cellule endoteliali non
necessitano solo dell’azione dei fattori di crescita e dei loro recettori, ma dipendono
strettamente dalla presenza di cosiddette molecole d’adesione [Liekens et al, 2001]. Le
principali famiglie in cui si raggruppano quest'ultime sono quattro: selectine, caderine,
superfamiglia delle immunoglobuline, integrine. I Membri di ognuna di queste famiglie
prendono parte al processo di neovascolarizzazione [Liekens S et al, 2001]. Le integrine
rappresentano una classe di molecole d’adesione importante sia nella fase di
moltiplicazione e migrazione delle cellule endoteliali, sia in quella terminale del
processo neoangiogenico (formazione vera e propria della struttura vasale). Le cellule
endoteliali sono in grado di esprimere molteplici combinazioni eterodimeriche delle
subunita o e P integriniche; queste combinazioni determinano la specificita
dell’adesione con i1 componenti della matrice extracellulare. Ruolo predominante
nell’angiogenesi sembra quello dell’integrina avf3 [Brooks PC et al, 1995b]. Questa
molecola d’adesione non ¢ rilevabile nell’endotelio quiescente, ma & abbondantemente
espressa in seguito alla liberazione di citochine nell’ambito della neoangiogenesi
tumorale. Costituisce un recettore in grado di legare numerose proteine dell'ECM, tra
cui: fibronectina, vitronectina, e laminina. Questa integrina puo co-localizzare con la
forma proteolitica attiva di MMP-2 sulla superficie dell'endotelio in crescita, guidando
nelle cellule endoteliali i fenomeni degradativi dellECM [Brooks PC et a, 1996]. Un
ulteriore integrina coinvolta nell'angiogenesi tumorale ¢ l'eterodimero avp5. Le
integrine possono interagire sulla membrana cellulare con i recettori per specifici fattori
di crescita iperespressi dal tumore, attivandone il segnale a valle. Per esempio,
l'interazione tra l'integrina avp3 ed il recettore per FGF attiva la risposta angiogenica di
questo fattore di crescita; mentre avp5 coopera con il segnale del VEGF interagendo
con il suo recettore specifico [Friedlander M et a, 1995]. Un‘altra classe di molecole
d'adesione coinvolte nell'angiogenesi fa capo alle caderine dell'endotelio vascolare (VE-
caderine). Queste regolano le interazioni intercellulari calcio-mediate; ed una loro
deficienza induce apoptosi endoteliale ed inibisce la trasmissione del segnale di
sopravvivenza mediato dal VEGF [Esser S et al, 1998]. Molecole d’adesione delle
cellule vascolari-1 (VCAM-1), appartenenti alla superfamiglia delle immunoglobuline,
sono normalmente espresse dall’endotelio quiescente ma risultano notevolmente
aumentate in seguito a stimolazione di citochine pro-angiogenetiche. Anche le E-
selectine, fondamentali nel reclutamento dei leucociti circolanti, inducono migrazione

endoteliale in vitro e promuovono fenomeni angiogenetici in vivo [Liekens et al, 2001].
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1.2.2 Enzimi proteolitici

Per iniziare la formazione dei nuovi capillari, le cellule endoteliali dei vasi sanguigni
esistenti devono degradare la membrana basale e invadere lo stroma del tessuto
adiacente. Il rimodellamento dell'lECM che ne deriva richiede 1’intervento di proteinasi,
la cui azione spesso & correlata a quella dei fattori di crescita pro-angiogenici. I
principali gruppi di enzimi degradanti I'ECM sono metalloproteasi di matrice (MMP),
serino-proteasi, cistein- e aspertic-proteasi; suddivise in sottogruppi a seconda delle
caratteristiche biochimiche del loro sito attivo [Twining SS et al, 1994; Pepper, M.S.
2001, Jackson C. 2002, Luttun, A, et al 2000]. La famiglia delle MMP nell'uomo
comprende diverse endopeptidasi, caratterizzate da una struttura multidominio, un sito
attivo che coordina lo zinco, e la richiesta di un taglio proteolitico per attivare la forma
zimogena. Gli enzimi appartenenti alla famiglia delle MMPs sono in grado di degradare
principalmente componenti della matrice extracellulare, e percio vengono implicati nei
processi di migrazione cellulare e rimodellmento tissutale associati con il cancro, e con
diversi stadi della cancerogenesi [Egablad M et al, 2002]. La correlazione tra la loro
overespressione e la progressione tumorale é supportata da esperimenti di silenziamento
genico in modelli tumorali murini [Egeblad M et al, 2002; Bergers G et al, 2000a]. Le
MMP, degrando la membrana basale e la matrice extracellulare, possono facilitare la
migrazione ed invasione sia delle cellule tumorali sia endoteliali, promuovendo le
metastasi e l'angiogenesi [Liotta L et al, 1980; Nagase H et al, 1999]. Il ruolo di MMP
nella formazione di nuovi vasi risulta oggi molto complesso. Questa complessita nasce
dalla scoperta che diverse MMP possono esibire un‘attivita pro- o anti-angiogenica sulla
base del tipo di neoplasia o del particolare stadio di sviluppo tumorale [Martin MD et al,
2007]. Inoltre, queste proteasi possono agire sia direttamente che indirettamente nel
rimodellamento dell'lECM, riuscendo cosi a controllare diverse vie di segnalazione
cellulare. Le MMP solubili, per via diretta, sono in grado di degradare in vitro
essenzialmente tutti i componenti dellECM, comprendendo collagenasi, gelatinasi e
stromelisine. Lo stesso vale per quelle ancorate alla membrana, le MT-MMP (Fig. 5).
Indirettamente, le MMPs esplicano la loro azione attivandosi tra loro a cascata, e
processando altri substrati quali fattori di crescita e chemochine che hanno un ruolo
nella neoangiogenesi. Per esempio, il fattore di crescita del tessuto connettivo (CTGF),
la proteina che lega il fattore di crescita insulinico (IGF-BP), e la chemochina SDF-1
possono essere tagliati ed inattivati dalle mtalloproteasi [McQuibban GA et al, 2001;

Fowkels JL et al, 1995]. Due inibitori angiogenetici, angiostatina ed endostatina, sono
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prodotti per azione di diverse MMPs. Il primo & generato in vitro per intervento di
MMP2-7-9-12 sul plasminogeno [O'Reilly MS et al, 1994; Nyberg P et al, 2005]. Il
secondo, per azione di MMP3-7-9-12-20 sul collagene XVIII [O'Reilly MS et al, 1997,
Handsley MM et al, 2005]. Le MMPs possono funzionare anche liberando VEGF e
bFGF dall'ECM, che possono cosi agire sui propri recettori attivando pathway

angiogenetici.

ENZIMA I SUBSTRATO I ATTIVATO DA I ATTIVATORE DI
Collagenases
Collagenase-1 Collagen I IT, 1T {ITI=T), VII, VI, X, gelatin, | MMP-3 -10. pla- MMMP-2
(MMP-1) L-selectn, tenasein, serpuns, o2 smin, kallikrein
macroglobubn, TNF precursor
Collagenase-2 Collagen I IT, ITI, (I=IIT), VI, VIO, X, gela- | MMP-3, -10, plas-
(MMP-8) tin, fibronectin, serpins, a2-macroglobulin min WD
Collagenase-3 Collagen I, IT, ITI (II=1 o IT), IV, I3, X, XTIV, | MMP-2, -3, -10. -14,
(MMP-13) gelatin, fibronectin, laminin, serpins, PAT -15, plasmin MMP-2 -9
Gelannases
Gelatinase & Gelatin, collagen 1TV, V VI, 3, XI, XIV, fi- | MMP-1,-7,-13,-14,
(MMP-2) bronectin, laminin, fenascin, vitronectin, o2- | -13, -16, -24 MMP-3, -13
macroglobubin, TNF precursor, angiostain
Gelatinaze B Gelatin, collagen IV, WV VILX XIV, elastin, MMP-2, -3,-13,
{ MMP-8) vitronectm, 0t1-antibypsin, &2 plasmin ND

macroglobulin, TNF precursor, angiostatin

Smromelysins

Collagen III, IV, V, I, X, gelatin, fibronec- || Plasmun, kallikrein,

Stromelysin-1 tin, lamimin, tenescin elastase MMP-1, -8, -9, -13
(MMP-3)
Collagen ITI, IV, V, gelatin, fibronectin, e- Plasmin kallikrein, [|MMP-1,-7,-8.-9.-13
Stromelysin-2 lastin elastase
(MMP-10)
o] -proteinase mhibitor, fibronectin, laminin
Stromelysin-3 Furin WD
(MMP-11)
Matrilysin Collagen IV, gelatin, fibronecting laminin,
MMP-T) tenasein, elastina, vitronectin, angiostatin MMP-3, plasmin MMP-2
Collagen IV, gelatin, fibronectin, laminmn,
Metalloelastase elastin, vitroneetin, o 1 -antitrypsin, THF pre- | ND ND
curser, anglestatn
(MMP-12)
Membrane-nipe MMPs
MT-1MMP Collagen I, I, II, gelatmn, fibronectin, laminin, | Plasmin, forin MMP-2, -13
tenascin, vitronechn
MT2-MMP Fibronectin, lammin, tenascin ND MMP-2.-13
MT3-MMP Gelatin, casein ND MMP-2
MT4-MMP Gelatn, TNF precursor ND MMP-2
MT5-MMP WD ND MMP-2

Fig 5.: Classificazione delle metalloproteasi (MMP)

Nella tumorigenesi, lo sviluppo di una rete capillare richiede il supporto di MMP
proangiogeniche. Le cellule endoteliali in stato quiescente non esprimono livelli
significativi di MMP. Invece, durante le fasi di "sprouting” e formazione di tubuli,
cellule endoteliali attivate over-esprimono MMP-1, -9 e -14 [Deryugina EI, 2010].
MMP14 é uno dei piu potenti rimodellatori del microambiente pericellulare [Itoh Y et
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al, 2006]; la sua espressione vascolare & confinata nella regione di germinazione
capillare, in modo che proliferazione e degradazione del collagene risultino coordinati
nelle cellule endoteliali in crescita [Yana | et al, 2007]. MMP14, vicino a tali aree ben
precise della superficie cellulare, compartimentalizza I'attivita di metalloproteasi
solubili, come pro-MMP2 [Itoh Y et al, 2006]. MMP14, coinvolta nella maturazione
della subunita alfav, puo influenzare I'angiogenesi tumorale modulando anche I'integrina
angiogenica avp3 [Ratnikov BI et al, 2002]. Esperimenti di silenziamento genico in
vivo dimostrano che MMP14 e implicata nella risposta angiogenetica mediata da FGF-2
[Zhou Z et al, 2000]. Questo enzima sembra coinvolto anche nell“‘up-regulation” del
VEGF che stimola la crescita e I'angiogenesi del tumore glioma [Deryugina RI et al,
2002]. Dati recenti dimostrano che MMP14 ¢é responsabile del processamento
proteolitico e rilascio dalle cellule tumorali della Semaforina 4D, un induttore della
vascolarizzazione [Basile JR et al, 2007].
La piu potente metalloproteasi pro-angiogenetica resta MMP9. Questa gelatinasi
interviene nell'innesco dello switching angiogenico, come dimostrato da un modello di
carcinogenesi pancreatica in topi transgenici [Bergers et al, 2000]. La over-espressione
di VEGF e stata rilevata anche in modelli di tumore ovarico [Huang S te al, 2002],
colonrettale [Yang L et al, 2004] e mammario [Ahn Go et al, 2008]. MMP9 puo agire
mobilitando il VEGF e FGF-2 sequestrati dalla matrice extracellulare [Bergers et al,
2000b, Ardi VC et al, 2009]. Questo ruolo é stato attribuito particolarmente a MMP9
rilasciata nel tessuto tumorale da macrofagi e neutrofili infiltranti [Huang S et al, 2002].
I neutrofili inflammatori potrebbero servire, infatti, come risorsa immediata di MMP9 in
tessuti pre-angiogenici [Tazzyman S et al, 2009]. MMP9, durante la degradazione dei
componenti del'lECM, puo inoltre smascherare alcuni epitopi dal collagene | e IV che
sono capaci di modulare l'attacco delle cellule endoteliali differentemente; facilitando
formazione di nuovi vasi. MMP9 sembra essere coinvolta pure nella mobilizzazione di
cellule precursori HPC e EPC al tumore primario, in risposta a chemochine e fattori di
crescita [Papaspyridonos M et al, 2008]. Da queste cellule progenitrici, di origine
midollare, pud dipendere anche la neovascolarizzazione [Asahara T et al, 1999;
Grunewald M et al, 2006]. Capacita pro-angiogenetica e attribuibile anche all'altra
gelatinasi nota, la MMP2 [ltoh T et al, 1998]. Quest'ultima viene over-espressa in
parecchi tumori solidi; ed & noto il suo coinvolgimento nel rilascio di FGF-2 dalla
matrice extracellulare [Tholozan FM et al, 2007]. MMP2 non appare direttamente
coinvolta nella promozione dell'angiogenesi tumorale in vivo, rivestendo un ruolo piu
marginale rispetto a MMP9. L'espressione di MMP2 risulta molto determinante nella
12



promozione di altri aspetti della crescita tumorale, come la formazione di metastasi
[Gupta GP et al, 2007; Deryugina EIl et al, 2010]. MMP1 e un‘altra metalloproteasi
implicata nella promozione dell'angiogenesi. Questo enzima, una volta rilasciato dalle
cellule tumorali, pud attivare proteoliticamente il recettore PAR-1, espresso ad lati
livelli sulle cellule endoteliali. In questo modo, mediante trasduzione del segnale delle
MAP-chinasi, viene promossa l'attivazione dell'endotelio [George T et al, 2006]. Inoltre,
I'espressione di MMP1 nel carcinoma mammario sembra favorire permeabilita
vascolare ed extravasazione delle cellule tumorali nei capillari polmonari (metastasi)
[Gupta GP et al, 2007; Minn AJ et al, 2005]. Un altro metalloenzima prodotto da una
varieta di cellule cancerose, e promovente angiogenesi, € MMP7. Questo € in grado di
stimolare direttamente la proliferazione delle cellule endoteliali nel tumore al colon-
retto [Nishizuka I et al, 2001]. Un ruolo pleiotropico nell'angiogenesi, come per MMP2,
e attribuibile a MMP3. Alcune metalloproteasi sono correlate, invece, ai fenomeni
angiogenetici con base principalmente infiammatoria. E il caso di MMP8 [Deryugina El
et al, 2010]. Altri enzimi appartenenti a questa famiglia di proteasi mostrano un ruolo
perlopiu anti-angiogenico. Ne e esempio MMP12, che principalmente genera
angiostatina dal plasminogeno [Dong Z et al, 1997]. Dalle cellule vengono secrete
anche proteine che controllano l'attivita proteolitica delle metalloproteasi di matrice. Si
tratta dei TIMP, enzimi endogeni inibitori delle MMP, e quindi ritenuti in grado di
bloccare la crescita e I'angiogenesi tumorale. Quattro membri sono stati identificati per
questa famiglia di proteine: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 [Visse R et al, 2003]. |
TIMP possono influenzare tutti i processi MMP-mediati. In particolare, TIMP-2 ¢
capace di inibire tutte le metalloproteasi. Dati sperimentali associano TIMP-2 con
I'inibizione della progressione cancerosa, nonche dell'angiogenesi e delle metastasi
[Khokha R et al, 1992]. I suoi livelli di espressione risultano scarsi 0 assenti in vari
tumori umani a carattere invasivo, come quello alla prostata, testa e collo; a causa di
modifiche epigenetiche nel suo gene [Galm O et al, 2005; Sanderson N et al, 1995].
TIMP-2 ¢ il solo membro TIMP capace di interagire sulla membrana cellulare sia con
MT1-MMP sia con pro-MMP2. Per MMP-2 & un attivatore se presente a basse
concentrazioni, ma € un inibitore ad alte concentrazioni [Nagase H et al, 2006]. Studi
recenti hanno riconosciuto a TIMP-2, come ad altri inibitori, importanti funzioni
biologiche non direttamente correlabili all’inibizione delle MMP. Ad esempio, TIMP-2
puo esplicare un‘azione anti-angiogenica mediante interazione con l'integrina a3f1
presente sulle cellule endoteliali [Seo DW et al, 2003]; oppure legando direttamente
sull'endotelio il recettore IGF-1R [Fernandez CA et al, 2010]. Un altro inibitore di MMP
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noto per esercitare attivita antiangiogeniche sia in vitro che in vivo, e TIMP-1 [Johnson
MD et al, 1994; Martin DC et al, 1999]. Si tratta di una proteina multifunzionale. Infatti,
e stato dimostrato che TIMP-1 puo inibire I'invasivita ed il potere metastatico di varie
linee di cellule cancerose [Schultz RM et al, 1988; Tsuchiya Y et al, 1993; Khokha R];
come puo promuoverne la progressione, in base al tipo di tumore [Ikenaka Y et al,
2003].

Il rimodellamento della matrice extracellulare associato all'angiogenesi tumorale
prevede il coinvolgimento di differenti sistemi proteolitici, tra cui anche quello del
plasminogeno. Questo appartiene ad una famiglia di serin-proteasi, e pu0 agire
direttamente o meno attivando le MMPs, e/o liberando anch'esso fattori di crescita e
citochine sequestrate nellECM (Fig. 6). Il sistema € composto da piu membri: il
plasminogeno, (pro-enzima inattivo); gli attivatori del plasminogeno in plasmina (uUPA e
tPA); il recettore di membrana per uPA (UPAR); due inibitori dell'attivazione del
plasminogeno, (PAI-1 e 2) Si ritiene che uPA, associato alla superficie cellulare, inizi
una cascata proteolitica che vede l'attivazione della plasmina e culmina con la
degradazione di laminina e fibronectina circostanti; il rilascio di TGF-$3, VEGF e b-FGF
dalla matrice; l'attivazione di MMP1, -3 e -9 [Rakic JM et al, 2003]. Le cellule
endoteliali quiescenti esprimono costitutivamente I'attivatore tissutale del plasminogeno
(t-PA), ma la proteolisi pericellulare resta trattenuta per via della concomitante
espressione dell'inibitore PAI-1 [Carmeliet P et al, 2000; Simpson AJ et al, 1991]. Le
stesse cellule, invece, acquisiscono capacita migratoria quando uPA, uPAR e PAI-1 sono
sovraregolate [Pepper MS et al, 1992-1993]. Studi in vivo dimostrano come la crescita
tumorale sia dipendente dalla generazione di plasmina mediata da uPA [Sabapathy KT
et al, 1997]. Durante I'angiogenesi, la proteolisi della plasmina necessita dell'azione
anche di PAI-1 nelle fasi di stabilizzazione e assemblaggio delle cellule endoteliali in
tubuli. E' noto che I'ipossia, forte stimolo angogenetico, incrementi I'espressione di uPA
e PAI-1 in cellule endoteliali [Uchiyama T et al, 2000]. Una varieta di fattori pro-
angiogenici controlla l'espressione del sistema del plasminogeno. VEGF e b-FGF
possono indurre sinergicamente I'espressione di UPA, tPA, uPAR e PAI-1 [Carmeliet P et
al, 2000]. L'importanza dell'interazione UPA-uPAR nell'angiogenesi € sostenuta da
diversi studi in vivo [Mazar AP, 2001]. Alti livelli di uPA e uPAR correlano con scarsa
prognosi in pazienti colpiti da diversi tipi di cancro [Sugiura Y et al, 1999; Stephens RW
et al, 1998; Pedersen H et al, 1994]. Anche l'angiostatina, regolatore negativo
dell'angiogenesi, pud essere generata per proteolisi del plasminogeno da parte di

plasmina, uPA, tPA e/o MMPs [Gately S et al, 1997]; suggerendo ruoli biologici
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multipli per tutte queste classi enzimatiche.
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Fig 6.: Sistema del Plasminogeno/Plasmina

Altre serin-proteasi menzionate da alcuni modelli angiogenetici sono quelle
transmembrana di tipo 1l (TTSP) [Netzel-Arnett S et al, 2003]. A questa categoria
appartengono la dipeptidil peptidasi IV (DPP4/CD26) e la seprase (Fibroblast
Activation Protein, FAP). Entrambe sono glicoproteine di membrana capaci di
riconoscere e processare sequenze proteiche con prolina o alanina in penultima
posizione, liberando dipeptidi Xaa-Pro o Xaa-Ala. Sequenze Gly-Pro, comuni nei
collageni, costituiscono loro bersagli. DPP4, espressa a livelli basali su cellule epiteliali
ed endoteliali, € in grado di interagire infatti con il collagene nativo e denaturato
(gelatina). L'inibizione del legame di DPP4 alla gelatina, mediante anticorpo specifico,
blocca in vitro la migrazione di fibroblasti in matrici collagenitiche [Bauvois B, 1988;
Loster K et al, 1995; Ghersi G et al, 2002]. Essendo espressa sulla superficie dei vasi
sanguigni, DPP4 puo entrare in contatto con ormoni e chemochine circolanti; alcuni dei
quali ricchi in prolina in penultima posizione nella regione N-terminale. Il
processamento di queste molecole da parte di DPP4 puo avere diverse funzioni
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biologiche [Mentlein R, 2004; Chen WT et al, 2003]. Per esempio, dall'azione di DPP4
sul neuropeptide Y (NPY) ne deriva il prodotto NPY3.3s capace di promuovere la
migrazione nelle cellule endoteliali [Ghersi G et al, 2001]. DPP4, inoltre, puo
processare membri della famiglia delle chemochine CXC, come quelle pro-
angiogeniche IL-8 e SDF-1, impedendone il legame al proprio recettore [Mentlein R,
1999]. Seprase, al contrario di DPP4, e assente generalmente nei tessuti differenziati
normali. Puo essere rilevata specificatamente in cellule LOX di melanoma metastatico
e in fibroblasti stromali attivati [Goldstein LA et al, 1997; Niedermeyer J et al, 1997]. E'
stata implicata nell'invasivita delle cellule tumorali; e di quelle endoteliali e fibroblasti
associati al tumore [O'Brien P et al, 2008; Huber MA et al, 2003]. Un incremento della
sua espressione é stato associato con lo stato pit maligno del cancro al colon, e con le
metastasi linfonodali di altri tumori gastrici [Henry LR et al, 2007; Mori et al, 2004].
Sia DPP4 che FAP si presentano sulla superficie cellulare come omodimeri. Il 68% di
omologia tra le loro strutture primarie ne consente I'eterodimerizzazione. Il complesso
DPP4/FAP é stato identificato negli "invadopodia™ di cellule endoteliali e fibroblasti
cresciute in vitro su matrici collagenitiche. Il complesso sembra contribuire
all'invasivita delle cellule endoteliali, importante fenomeno dell'angiogenesi tumorale,
insieme ad altri enzimi litici presenti sul versante migratorio della superficie cellulare
[Ghersi G et al, 2002].

1.3 TERAPIAANTI-ANGIOGENICA

L'identificazione di bersagli farmacologici per la cura del cancro non e semplice,
trattandosi di una patologia multifattoriale. Le piu tradizionali terapie antitumorali
prevedono l'utilizzo di agenti chemioterapici volti a colpire indiscriminatamente le
cellule in rapida divisione, a livello della replicazione del DNA e sintesi proteica. A
causa dei molteplici effetti collaterali associati a queste pratiche cliniche, lo studio di
terapie anti-angiogenetiche piu recentemente ha preso campo nella ricerca oncologica
[Kubota Y, 2012]. Il vantaggio della terapia anti-angiogenetica € che ha come target i
vasi sanguigni neoformati, che supportano la crescita della massa tumorale, piuttosto
che le cellule tumorali stesse. Inoltre, le cellule endoteliali sono geneticamente stabili e

difficilmente subiscono mutazioni; cosa che non dovrebbe permetter loro di sviluppare
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resistenza ai farmaci. L'effetto di farmaci anti-angiogenetici sulla massa tumorale si
mostrato perlopiu citostatico. Per queste ragioni, le attuali terapie antiangiogenetiche
risultano piu utili in combinazione con altri farmaci antitumorali. Insomma, lo scopo
della terapia anti-angiogenica nel cancro € indurre il blocco della crescita neoplastica,
creando le condizioni per un ulteriore intervento farmacologico con sostanze che
agiscono direttamente sul tumore con differenti meccanismi d'azione. Il pathway del
VEGF, giocando un ruolo centrale nella crescita di nuovi vasi sanguigni, e stato il
bersaglio molecolare piu mirato dalla terapia anti-angiogenica [Kubota Y, 2012;
Roskoski R Jr, 2007]. Bavacizumab (Avastin) & un anticorpo monoclonale diretto contro
il VEGF solubile; impedisce il legame di questo fattore con il suo recettore. E' stato
approvato dall'FDA per il trattamento del cancro colonrettale metastatico, polmonare e
renale, in combinazione ad altri chemioterapici [Shih T et al, 2006]. Inibitori ad ampio
spettro di tirosin-chinasi, come Sorafenib e Sunitinib, capaci di bloccare i recettori
VEGFR, sono stati approvati per il trattamento clinico del carcinoma renale ed
epatocellulare [Gotink KG, 2010]. Bloccando il pathway del VEGF, pero, vengono
danneggiati non solo i vasi tumorali ma anche quelli sani, apportando spesso nei
pazienti che fanno uso di inibitori del VEGF emoraggie, proteinuria, leucopenia,
linfopenia [Verheul HM et al, 2007]. Inoltre, l'inibizione di questo fattore pro-
angiogenetico puo stimolare nel tumore una up-regolazione di FGF e angiopoietine, per
compensazione. Casi di resistenza alle terapie anti-VEGF, come questo, sono emersi
[Bergers G et al, 2008]. Tra gli altri potenziali bersagli farmacologici nella cura del
cancro, la classe delle proteasi rappresenta il 5-10%. Lo sviluppo di inibitori per le
metalloproteasi (MMPI) € cominciato nientemeno piu di venti anni fa [Overall CM et
al, 2006]. Mentre la sperimentazione di MMPI sul modello murino spesso ha dato
risultati promettenti; la loro validazione come farmaci anti-cancro sull'uomo non ha
avuto finora lo stesso esito. Tra i risultati migliori, [linibitore Marimastat,
congiuntamente alla chemioterapia convenzionale, ha aumentato la sopravvivenza di
pazienti con carcinoma gastrico non operabile al massimo di due anni [Bramhall SR et
al, 2002a-2002b]. In molti altri trials clinici, la terapia con MMPI ha fallito
probabilmente perché i pazienti trattati attraversavano uno stadio della malattia gia
troppo avanzato. Ma anche quando usati nelle prime fasi del tumore, la concentrazione
di farmaco MMPI efficace si € rivelata tossica per i pazienti, causando loro gravi danni
muscoloscheletrici. Utilizzando concentrazioni subtossiche, invece, gli inibitori di MMP
non mostrano efficacia [Overall CM et al, 2006]. A causa dell'avverso indice
terapeutico, lo studio di nuove molecole inibenti MMP piu specifiche (e non a largo
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spettro) € in corso.

1.4 IL CARCINOMA MAMMARIO

Il tumore alla mammella rappresenta il 22,9% dei tumori invasivi nelle donne e il 16%
di tutti i tumori femminili [WCR, 2008). In teoria si possono formare tumori da tutti i
tipi di tessuto del seno, ma i piu frequenti sono di tipo epiteliale e originano nel tessuto
ghiandolare, a livello della porzione dutto-lobulare. Vi sono diversi sistemi di
classificazione per il tumore mammario, che raggrupano forme non invasive, come il
carcinoma intra-duttale o carcinoma in situ (DCIS), e forme invasive o infiltranti.
L’80% dei carcinomi invasivi € rappresentato dal carcinoma duttale infiltrante e il 10-
15% dal carcinoma lobulare infiltrante. Attualmente I'approccio terapeutico per il
cancro al seno prevede la chemioterapia e, in alcuni casi, I'ormonoterapia [www.airc.it].
Nessuna di queste terapie risultano ad oggi efficaci per alcuni tipi di tumore mammario
particolarmente aggressivi, come il triplo negativo (TNBC). Questo sottotipo tumorale
non esprime i recettori per gli estrogeni, per il progesterone e né quello per il fattore
epidermico HER-2. Per tumori come questo, ad alto potenziale metastatico, si stanno
ricercando terapie piu efficaci. Il blocco dell'angiogenesi, in questo contesto, potrebbe
rilevarsi utile, prevenendo la formazione di metastasi. Una correlazione positiva tra
progressione del tumore mammario e angiogenesi é stata documentata comunque da
tempo. Lesioni fibrocistiche al seno con alta densita microvascolare (MVD) sono
associate con un alto rischio di sviluppare il cancro [Guinebretiere JM et al, 1994].
Diversi fattori pro-angiogenici, come HIF-1loo ¢ VEGFj,;, sono sovraespressi nel
carcinoma mammario invasivo [Bos R etal, 2001; Relf M et al, 1997]. Per via di questi
dati, la terapia anti-angiogenetica da diverso tempo viene studiata con lo scopo di
inibire il carcinoma mammario. Molti dei classici chemioterapici usati per il
trattamento del tumore al seno esplicano un'azione anti-angiogenica quando
somministrati piu frequentemente ed a basse dosi (terapia metronomica) [Hanahan D et
al, 2000]. Le proprieta anti-angiogeniche della chemioterapia a basse dosi sono state
confermate anche in modelli clinici che hanno previsto 1’aggiunta di un secondo
farmaco piu selettivo per la crescita vascolare, come bevacizumab. Purtroppo, questo
tipo di trattamento ha apportato frequentemente una serie di effetti collaterali nei
pazienti [Schneider BP et al, 2005]. Pareri controversi esistono sui benefici complessivi
di bevacizumab, in combinazione o meno ad altri agenti, per il trattamento del tumore
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mammario metastatico. Anche inibitori dei recettori tirosin-chinasici, come Sunitinib,
sono attualmente sperimentati in combinazione con altri farmaci [Fratto ME et al,
con carcinoma mammario infiltrante; dato il documentato coinvolgimento di MMP
nell'angiogenesi di questo tumore [Sier CEM et al, 2008; Kargozaran H et al, 2007].
Marimastat, inibitore a largo spettro di MMP, e stato sperimentato da solo ed in
combinazione con Tamoxifene. In ogni caso, gli effetti collaterali provocati nei pazienti
(artralgia, artrite, danni muscolo-scheletrici) hanno avuto il sopravvento sui benefici
[Miller KD et al, 2002; Sparano JA et al, 2004]. Al momento, nessun dato sperimentale
inconfutabile associa una terapia angiogenetica efficace al trattamento del carcinoma
mammario.
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2. OBIETTIVI

La formazione di nuovi vasi all'interno del tumore da altri pre-esistenti (angiogenesi)
garantisce l'apporto di ossigeno e nutrienti, come pure l'eliminazione di metaboliti,
senza i quali la crescita tumorale sarebbe bilanciata dalla necrosi del tumore. | vasi
tumorali formati costituiscono, inoltre, la via principale per la disseminazione di cellule
metastatiche. Lo studio della capacita di un tessuto neoplastico di indurre la formazione
di una nuova rete vasale € uno dei principali obiettivi della ricerca oncologica. La
comprensione di questo meccanismo permetterebbe in medicina oncologica di
affiancare alla chemioterapia “standard” nuove terapie, finalizzate all’inibizione della
crescita tumorale ed al trattamento sia della neoplasia primaria, sia delle eventuali
metastasi. Per la presenza di un'intricata moltitudine di segnali angiogenetici che
originano dalle cellule tumorali, molti dei quali ancora sconosciuti, non & possibile
proporre allo stato attuale I'inibizione diretta dell'angiogenesi quale approccio esclusivo
alla terapia antineoplastica. Bisogna considerare, inoltre, che la risposta alle attuali
terapie anti-angiogenetiche variano con il tipo tumorale, e con lo stadio di progressione
della malattia. Sebbene molti studi in modelli animali, cosi come alcuni studi clinici,
abbiano dimostrato che l'inibizione di un singolo fattore nella cascata angiogenetica puo
essere capace di sopprimere parzialmente I'angiogenesi, si &€ ancora lontani dalla
comprensione dei mecanismi che potrebbero portare alla realizzazione di un'inibizione
dell'angiogenesi di particolare utilita in clinica. L'obiettivo principale del mio progetto
di dottorato € stato studiare il cross-talk tra tumore ed endotelio, per meglio
comprendere i meccanismi molecolari che regolano il processo angiogenetico; con lo
scopo di identificare nuovi bersagli terapeutici su cui agire per combattere il cancro. In
particolare, ho focalizzato [I'attenzione sull'analisi degli enzimi proteolitici, agenti
responsabili del rimodellamento tissutale caratterizzante il fenomeno angiogenetico.
Come modello sperimentale in vitro, ho utlizzato le cellule endoteliali di vena
ombelicale ECV304 (Hughes SE et al, 1996), e le linee di tumore mammario 8701BC e
MDA-MB-231. Il tumore mammario € un tipo di tumore solido fortemente influenzato
dal fenomeno angiogenico. Correlazioni clinico-patologiche confermano il ruolo
centrale dell'angiogenesi nella progressione del cancro al seno. Per esempio, le lesioni
fibrocistiche al seno con piu alta densita vascolare sono associate ad un maggiore
rischio di cancro [Schneider BP et al, 2005]. Le cellule MDA-MB-231, di morfologia
epiteliale, rappresentano una linea di tumore mammario tripla negativa (TNBC)
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metastatica, derivante da adenocarcinoma (ATCC® HTB-26"™). Quelle 8701BC,
anch'esse epiteliali, derivano da carcinoma duttale infiltrante [Minafra S et al, 1989].
Ho messo a punto in vitro co-colture bidimensionali (2D) e tridimensionali (3D) di
cellule endoteliali e tumorali, per studiare il cross-talk tra i due citotipi. Questi sistemi
sono stati realizzati per valutare gli effetti del tumore sulle cellule endoteliali, in
termini di proliferazione cellulare, migrazione ed invasivita. Mediante transwell, le
cellule endoteliali e tumorali sono state coltivate insieme, ma senza contattarsi
fisicamente. Sul filtro del transwell é stato realizzato sia un coating di collagene di
tipo I (coltura 2D), sia un sottile gel dello stesso collagene (coltura 3D). Dalla coltura
2D sono stati estrapolati dati di migrazione cellulare, da quella 3D dati di invasivita.
In questi esperimenti, le cellule endoteliali ECV304 sono state coltivate in presenza o
meno (controllo) delle cellule tumorali MDA-MB-231 e 8701BC. Colture
tridimensionali sono state messe a punto anche senza l'usilio di transwell. Nello
specifico, le cellule endoteliali sono state seminate su un gel 3D di collagene di tipo |
e mantenute in coltura in presenza o meno (controllo) del mezzo condizionato delle
cellule tumorali. Da questa coltura e stato misurato il tasso di proliferazione delle
cellule endoteliali, dopo stimolo o meno del mezzo condizionato tumorale. Inoltre,
nelle cellule ECV304 cosi coltivate, per valutare lI'azione angiogenetica di possibili
fattori rilasciati dal tumore sull'endotelio, & stata ricercata I'espressione di
metalloproteasi e serin-proteasi, nonché di altri marcatori dell'endotelio tumorale
“attivato” (integrina P3 e VEGF-A), mediante tecniche di zimografia, cinetica
enzimatica e western-blot. L'espressione di enzimi proteolitici nelle cellule endoteliali
e stata meglio valutata, dopo incubazione con il mezzo tumorale, anche per real-time
PCR. Con lo scopo di studiare al meglio le proprieta angiogenetiche delle linee
tumorali MDA-MB-231 e 8701-BC, ed identificare pathway molecolari angiogenici
specifici per il sottotipo tumorale, esperimenti in vivo sono stati condotti sul modello

murino, seppure ancora in fase preliminare.
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3. METODI
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3.1 COLTURE CELLULARI

Le cellule endoteliali della linea ECV304 sono state mantenute in coltura con terreno
M199 (Sigma), in presenza di siero fetale bovino (FBS) 10%, glutammina 1% e
anibiotici (100 unita/ml penicillina e 100 pg/ml streptomicina). Le cellule delle linee di
tumore mammario MDA-MB-231 e 8701BC sono state coltivate inizialmente in terreno
DMEM (Sigma) e RPMI 1640 (Sigma) completi, rispettivamente. Il loro terreno di
coltura, gradualmente, € stato sostituito con quello M199. In questo modo, utilizzando
lo stesso mezzo di crescita per tutte le linee cellulari, co-colture di cellule endoteliali e
tumorali sono state realizzate in modo omogeneo. Tutte le colture sono state mantenute

a 37°C in presenza di CO; (5%), e manipolate sterilmente.

3.2 CO-COLTURE MEDIANTE TRANSWELL

Co-colture di cellule endoteliali e tumorali sono state allestite, mediante transwell di
policarbonato contenenti pori di 8 um (Corning). In tal modo, é stato possibile separare
fisicamente il citotipo tumorale ed endoteliale consentendo tra i due lo scambio di
fattori solubili. In un primo caso, sull'inserto e stato applicato un "coating™ di collagene
di tipo | (Rat Tail collagen type I, BD Bioscience), finalizzato ad una coltura
bidimensionale (2D). In un secondo caso (fig. B), lo stesso tipo di collagene € stato fatto
polimerizzare all'interno del transwell, ottenendo un gel tridimensionale (3D) sottile
qualche millimetro (Fig. 7).

Per il "coating" dell'inserto, 10 pg/cm? di collagene sono stati usati. Per creare gel
tridimensionali, la polimerizzazione del collagene ¢ stata ottenuta miscelando volumi
uguali di collagene in soluzione (3,7 mg/ml in acido acetico 0,02 N) e terreno base
M199 concentrato 2X. L'acidita della miscela e stata tamponata con NaOH 1N; e 100 pl
di essa poi sono stati dispensati all'interno di ogni transwell. La polimerizzazione e
avvenuta per 1 ora a 37°C.

In entrambi sistemi, 2D e 3D, cellule ECV304 sono state piastrate all'interno del
transwell in terreno M199 al 2% FBS. Le cellule tumorali MDA-MB-231 e 8701BC
sono state seminate invece fuori I'inserto, sul pozzetto della piastra da 24-well, in M199
al 10% FBS, in rapporto 10:1 rispetto alle cellule endoteliali. Dopo 24 h, sulla co-
coltura 2D é stato eseguito un saggio di migrazione cellulare. La co-coltura 3D, invece,

dopo 7 giorni e stata sottoposta ad analisi di invasivita cellulare.
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CO-COLTURA

2D
EC
DOOODOE
Filtgs (3 pm)
TC
i A s i GO
Collagen rat tail | Collagen rat tail |
coated-filter gel-filter
ANALISI DI ANALISI DI
MIGRAZIONE INVASIVITA'

Fig 7.: Schema riassuntivo delle co-colture in vitro. EC: cellule endoteliali ECV304; TC: cellule
tumorali MDA-MB-231/ 8701BC

3.2.1 Saggio di migrazione

Le cellule endoteliali sono state coltivate in presenza delle tumorali MDA-MB-231 e
8701BC tramite l'uso di transwell stratificati con collagene | (Fig 7). Come co-coltura
controllo, le cellule endoteliali sono state seminate anche fuori la camera di migrazione,
al posto del citotipo tumorale. Dopo 24 h, le camere di migrazione per tutti i campioni
sono state svuotate, e l'inserto é stato fissato con etanolo 70% freddo, per 10 minuti a -
20°C. Dopo opportuni lavaggi in PBS, le cellule ECV304 adese all'inserto sono state
colorate con Blu di Toluidina 1% per 15 minuti. Dopo rimozione del colorante in
eccesso, le cellule presenti sulla superficie interna della camera, che non sono migrate,
sono state allontanante. Infine la camera di migrazione asciutta e stata poggiata su un
vetrino porta-oggetti e le cellule visualizzate al microscopio ottico. Sono state
fotografate e contate le cellule adese sulla superficie inferiore della camera, cioe quelle
che sono riuscite a migrare. Le cellule contate sugli inserti relativi alla co-coltura con le
cellule tumorali sono state paragonate con quelle migrate nella co-coltura controllo. |
campioni, trattati e controllo, sono stati riprodotti in doppio; e l'esperimento é stato

condotto 3 volte.
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3.2.2 Saggio di invasivita

Le cellule ECV304 sono state seminate su gel di collagene I all'interno di transwell, in
rapporto 1:10 rispetto alle cellule tumorali MDA-MB-231 o 8701BC, che sono state
piastrate invece all'esterno della camera di migrazione, cioe sul pozzetto di una piastra
24-well (Fig. 7). Il controllo dell'esperimento € rappresentato dalla co-coltura di sole
cellule endoteliali; quindi in assenza del citptipo tumorale. Dopo una settimana di co-
coltura, le cellule endoteliali nei gel di collagene, relativi alle co-colture con le due linee
tumorali ed a quella controllo, sono state fissate con formaldeide 3,7% per 20 minuti.
Dopo 3 lavaggi in PBS i gel, ancora presenti sull'inserto, sono stati incubati con una
soluzione di Falloidina-FITC (100 uM in PBS, Sigma) per 1 ora a 37°C, specifica per
I'actina citoscheletrica. In seguito, I'incubazione con Etidio Bromuro (1:1000 in PBS)
per 15 minuti é servita a marcare i nuclei cellulari. Dopo 3 lavaggi da 10 minuti in
PBS, le cellule presenti in ogni gel di collagene sono state visualizzate al microscopio
confocale (Olympus), in modo da poter analizzare i campioni tridimensionali su diversi
piani focali. Per ogni gel sono state effettuate scansioni circa ogni 3 um, per un campo
totale di 200 um. La ricostruzione delle diverse scansioni lungo i tre assi x ,y e z & stata
ottenuta elaborando le immagini con il software FW10-ASW 1.6 Viewer (Olympus).
Come indice di invasivita cellulare, la distribuzione delle cellule ECV304 in ogni
campione di collagene (controllo o trattato) é stata studiata osservando le proiezioni x-z

e y-z di ogni gel.

3.3 PREPARAZIONE DEI MEZZI CONDIZIONATI (MC)
Cellule ECV304, MDA-MB-231 e 8701BC sono state cresciute in piastre differenti fino

alla confluenza, con terreno M199 completo contenente FBS al 10%. A guesto punto,
ogni linea cellulare, dopo un lavaggio in PBS, e stata incubata over night con terreno
M199 contenente FBS al 2%. Il mezzo condizionato (CM) di ogni tipo cellulare poi ¢
stato raccolto, centrifugato 10 minuti a 2.500 rpm, ed infine aliquotato e conservato a -
20°C. Complessivamente, tre mezzi condizionati sono stati ottenuti: due di origine

tumorale, e uno controllo non tumorale (endoteliale).

3.4 CO-COLTURE 3D MEDIANTE MEZZI CONDIZIONATI

Il cross-talk tra le cellule endoteliali e cancerose e stato studiato anche mediante

I'utilizzo dei mezzi condizionati (MC).
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Gel di collagene | sono stati creati nei pozzetti di una multiwell, miscelando parti uguali
della soluzione di collagene 3,7 mg/ml e terreno M199 2X, e tamponando con NaOH.
Dopo 1 ora a 37°C, tempo sufficiente per la polimerizzazione del collagene, le cellule
ECV304 sono state piastrate sopra il gel di ogni pozzetto, in presenza di terreno M199
contenente FBS 10%. Dopo l'attacco delle cellule alla matrice 3D, il mezzo di coltura e
stato sostituito nei pozzetti con i mezzi condizionati. Alcuni pozzetti sono stati incubati
con il mezzo condizionato dalle cellule tumorali 8701BC, altri con quello ottenuto dalla
linea tumorale MDA-MB-231, altri ancora con il mezzo condizionato controllo
(derivato dalle stesse cellule endoteliali). Dopo 7 giorni di coltura, gli effetti del tumore
sul citotipo endoteliale sono stati studiati. Nello specifico, la proliferazione delle cellule
ECV304, come pure I'espressione di fattori pro-angiogenici ed enzimi proteolitici, sono

state determinate.

3.4.1 Saggio di proliferazione

Cellule ECV304 sono state piastrate sia sopra sia all'interno di gel 3D di collagene, nei
pozzetti di una piastra 96-well. 10.000 cellule sono state piastrate sopra 100 ul di
collagene precedentemente gelificati per pozzetto; mentre 30.000 cellule sono state
miscelate a 100 pl di soluzione di collagene tamponata, e quest'ultima distribuita a
pozzetto per polimerizzare. Per entrambi i casi, alcuni gel sono stati incubati con il
mezzo condizionato della linea MDA-MB-231, altri con quello della linea 8701BC, ed
altri ancora con quello controllo (non tumorale). La proliferazione delle cellule ECV304
nelle colture tridimensionali & stata analizzata misurando la loro vitalita a diversi tempi
(18 ore, 3,5 e 7 giorni), mediante MTS (Cell Counting kit-8, Sigma). 100 ul/pozzetto di
sali di tetrazolio sono stati adoperati. Dopo 90 minuti a 37°C, l'assorbanza a 450 nm &
stata misurata per tutti i pozzetti. Il bianco dell'esperimento e stato fornito da un gel di
collagene privo di cellule, incubato fino a 7 giorni con terreno M199 contenente FBS
2%. La vitalita media delle cellule endoteliali trattate con i mezzi tumorali e stata
confrontata con quella controllo, calcolata cioé dopo trattamento con il mezzo
condizonato non tumorale. |1 campioni sono stati riprodotti in doppio, e I'esperimento

ripetuto 3 volte.

3.4.2 Preparazione dei campioni proteici
Nelle cellule ECV304, coltivate su gel di collagene in presenza dei mezzi condizionati

(MC), e stata analizzata l'espressione di proteine sia transmembranarie che solubili.
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Dopo 7 giorni di coltura, il surnatante di ogni pozzetto e stato prelevato e centrifugato
per 5 minuti a 1000 rpm, per eliminare eventuali detriti cellulari. Da ogni pozzetto, in
cui e rimasto il gel di collagene, I'estratto proteico delle cellule ECV304 seminate &
stato ottenuto, mediante Triton 1% in PBS. Nello specifico, il gel di collagene, relativo
ad ogni campione, e stato trasferito in eppendorf ed incubato con il tampone di lisi
overnight, in agitazione a 4°C, per un'efficiente estrazione delle proteine cellulari. In
seguito, dopo 20 minuti di centrifugazione a 10000 rpm, la fase contenente le proteine &
stata recuperata. | surnatanti ed i lisati sono stati quantizzati per il loro contenuto
proteico mediante saggio Bradford (Bradford Reagent, Sigma), usando come
riferimento concentrazioni note di albumina sierica bovina (BSA). Il contenuto proteico,
per ogni campione, & stato analizzato successivamente in zimografia, wetern-blot e

cinetica enzimatica.

3.4.3 Zimografia

Mediante zimografia, nei campioni surnatanti e lisati, la presenza di enzimi ad attivita
gelatinasica € stata saggiata. Per campione, 2 pg di proteine non ridotte sono state
caricate su gel di poliacrilammide 7,5%. Dopo SDS-PAGE, il gel é stato incubato per 10
minuti in tampone di lavaggio, per rimuovere I'SDS in eccesso; e poi in quello di
attivazione delle gelatinasi (CaCl, 2mM) per 48 h a 37°C. Le bande di attivazione
enziamatica sono state messe in evidenza per colorazione del gel con Coomassie Blu R-
250. Le zimografie, una volta acquisite in formato digitale, sono state analizzate con il
software Image J, per quantizzare le bande attivate. La quantita di enzima rilevata nei
campioni derivati dal trattamento tumorale € stata confrontata con quella corrispondente
al trattamento controllo. Per l'analisi dei surnatanti, anche i mezzi condizionati dalle
linee MDA-MB-231 e 8701BC sono stati sottoposti a zimografia, poiché gli stessi sono

stati usati come mezzo della coltura 3D.

3.4.4 Western-blot

Nei lisati, relativi alla coltura 3D delle cellule ECV304 con e senza i mezzi condizionati
tumorali, l'espressione delle proteine VEGF-A, integrina 3, DPP4 ¢ FAP, ¢ stata
ricercata tramite Western-blot. 20 pg di proteine per campione sono stati sottoposti a
SDS-PAGE 7,5%. Per I'analisi di tutti i bersagli, eccetto che per VEGF-A, i campioni
sono stati trattati in condizoni non riducenti. Al termine della corsa elettroforetica, il gel

di poliacrilammide e stato equilibrato per 15 minuti nel tampone di trasferimento; come
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pure una membrana di nitrocellulosa (Hybond, Amersham). I campioni proteici sono
stati trasferiti dal gel sulla membrana mediante elettroblotting a 100V e 300 mA, in
presenza del tampone di trasferimento, per 90 minuti a freddo. In seguito, i siti
d'interazione disponibili sulla membrana sono stati saturati incubando overnight a 4°C
con latte in polvere non grasso 3% in tampone TBS-T (Blocking solution). La
membrana, dopo, é stata incubata con I'anticorpo pimario (IgG) specifico per la proteina
target diluito in TBS-T, overnight a 4°C, in agitazione. In tabella n°1 sono descritti tutti
gli anticotpi primari utilizzati. Tre successivi lavaggi da 10 minuti in TBS-T sono serviti
per rimuovere l'anticorpo non legato. Poi la membarana € stata trattata, per 1 ora a
temperatura ambiente, con l'anticorpo secondario anti-mouse o0 anti-rat coniugati con
perossidasi (Sigma), diluiti 1:40000 in TBS-T. Successivamente, la membrana é stata
sottoposta a 3 lavaggi da 5 minuti e 2 da 10 minuti con TBS-T, per rimuovere il
secondario in eccesso. Per rilevare I'eventuale presenza della proteina bersaglio, il Kit
"SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate” (Thermo Scientific) & stato
utilizzato. Il segnale in chemioluminescenza, indicatore della presenza o meno della
proteina bersaglio, & stato rilevato sulla membrana al ChemiDoc XRS (Biorad).
L'intensita delle bande, e quindi delle proteine analizzate, e stata quantificata con il
programma Image J. L'espressione di ogni proteina bersaglio € stata normalizzata per

quella di B-actina, in tutti i campioni.

anti p-Actina anti VEGF anti FAP anti Intp3 anti DPP4 (E26) | anti DPP4 (E34)
Sigma abcam Vitatex ATCC Vitatex Vitatex
mouse mAb mouse mAb Rat mAb mouse mAb Rat mAb Rat mAb
1:3000 1:500 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000

Tabella 1.: Anticorpi primari adoperati

3.4.5 Cinetica enzimatica

L'attivita enzimatica di DPP4 é stata saggiata sia nei surnatanti che nei lisati relativi alla
coltura 3D delle cellule ECV304 in presenza e non dei mezzi condizionati tumorali. Il
substrato fluorescente per DPP4 (1 uM), Gly-Pro-MCA (Peptide Institute, Inc.), € stato
incubato con 10 pg di proteine nel pozzetto di una piastra 96-well, a campione. La
fluorescenza su piastra € stata registrata alla spettrofluorimetro (Synergy HT, Biotek),
con eccitazione a 325 nm ed emissione a 395 nm, alla temperatura costante di 37°C. La

reazione é stata seguita per 5 ore, con letture della fluorescenza ogni 20 minuti.
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3.4.6 Analisi dell'espressione genica

L’espressione di alcuni geni codificanti per enzimi capaci di degradare 'ECM é stata
analizzata in cellule ECV304, dopo coltura su gel di collagene in presenza dei mezzi
condizionati tumorali e di quello controllo. 800 pl di soluzione di collagene tamponata
(1,8 mg/ml) é stata polimerizzata in ogni pozzetto di un apiastra 6-well. 250.000 cellule
endoteliali sono state seminate sul gel di ogni pozzetto, e coltivate con i mezzi
condizionati per 7 giorni. In seguito, mediante QlAzol (Qiagen), I'RNA totale di tutti i
campioni € stato estratto. 1 pg di RNA per ogni campione € stato usato per sintetizzare
cDNA. In tutti i campioni di cDNA e stato analizzato il livello di espressione di una
serie di geni mediante real time-PCR. L’espressione dell’mRNA di GAPDH ¢ stata

utilizzata come controllo interno.

Estrazione dell RNA

Il protocollo per I’estrazione di RNA totale da cellule in coltura tridimensionale ha
previsto le fasi seguenti:

o Aspirare il surnatante dalla coltura, e lavare con PBS

o Aggiungere 700 ul di QIAzol per pozzetto e lasciare in agitazione per alcuni

minuti fino a dissolvere la matrice di collagene

o risospendere piu volte, per una completa dissoluzione del gel e lisi delle cellule
o Raccogliere il tutto e centrifugare per 10 minuti a 11500 rpm a 4°C

o Prelevare il sovranatante e incubare a 15-30 °C per 5 minuti

o Aggiungere 200 pl di cloroformio, agitare energicamente per 15 secondi e

incubare per 2 minuti a 15-30°C

o Centrifugare per 10 minuti a 11500 rpm a 4°C
. Prelevare la fase acquosa (contenente I’RNA)
o Aggiungere 350 pl isopropanolo, agitare energeticamente ed incubare a 15-

30°C per 5 minuti

o Centrifugare per 15 minuti a 11500 rpm a 4°C

o Rimuovere il sovranatante e aggiungere 1 ml di etanolo 70 %

o Agitare al vortex e centrifugare per 5 minuti a 9000 rpm a 4°C

o Aspirare il sovranatante, centrifugare per pochi secondi e togliere I’etanolo
residuo

o Lasciare 10 minuti a temperatura ambiente, per fare asciugare il pellet

o Risospendere con 25 pl di H20 milli-Q
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o Incubare a 60 °C per 5 minuti, per distendere eventuali strutture secondarie

del’RNA
. Leggere a 260 nm1 ul di RNA, per quantizzare ’RNA isolato
o Aliquotare e conservare a -80°C

Trascrizione inversa

L'RNA estratto per ogni campione € stato prima trattato con l'enzima DNAsi |
(Invitrogen), per eliminare eventuali tracce di DNA genomico, e poi retrotrascitto in
modo da ottenere cDNA amplificabile in real-time PCR.

1 pg di RNA totale e stato retrotrascritto in presenza di "RT Random Primers" e
"MultiScribe™ Reverse Transcriptase" (50 U/ul), in un volume di reazione pari a 20 pl,
secondo le istruzioni per il kit "High Capacity cDNA Reverse Trascription Kit" (Applied
Biosystems). La reazione di retrotrascrizione ha previsto un primo step di 10 minuti a
25°C; a seguire 120 minuti a 37°C; ed infine 5 minuti a 85°C.

Real-Time PCR

Per quantificare in maniera piu precisa 1’espressione di alcuni geni nei campioni trattati

con il mezzo condizonato tumorale rispetto a quello controllo, la PCR Real-Time e stata
eseguita. La misurazione in tempo reale dei livelli di espressione € possibile grazie
all’'uso di fluorocromi che vengono introdotti nelle molecole di DNA nello stesso
momento in cui queste vengono sintetizzate nella reazione. E stato utilizzato il kit
“Power SYBER Green PCR Master Mix" (Applied Biosystems), per amplificare
frammenti attesi della lunghezza di circa 200 bp. Per ogni campione, 50 ng di cDNA
totale sono stati amplificati in presenza della DNA Polimerasi, della sonda fluorescente
SYBER Green, dell’opportuno buffer, dNTP e acqua ultrapura. L’aggiunta di primers
specifici (300 nM) ha permesso I’amplificazione dei geni desiderati. Un volume finale
di reazione pari a 25 pl/campione € stato preparato. | campioni sono stati riprodotti in
triplicato. La reazione di aplificazione ¢ stata svolta mediante 1’apposito strumento
"7300 Real-time PCR System™ (Applied Biosystems). Tutte le reazioni condotte hanno
previsto una prima fase di 10 minuti a 95°C, per I’attivazione dell’enzima DNA
polimerasi. A seguire, 45 cicli di amplificazione cosi caratterizzati: 15 secondi a 95°C
(denature) e 1 minuto a 62°C (anneal/extend). Per tutti i campioni sono state acquisite
le curve di melting, al fine di poter escludere amplificati aspecifici. Il gene GAPDH,

espresso costitutivamente, ¢ stato utilizzato per normalizzare 1’espressione del gene
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bersaglio in tutti i campioni. Inoltre, il livello di espressione genica nei campioni trattati
e stato riportato in funzione del campione controllo, a cui € stato assegnato valore
unitario. Lesequenze degli inneschi adottati per condurre tutte le reazioni PCR sono

mostrate in tabella n°2.

GENE PRIMER-UPPER PRIMER-LOWER

GAPDH GGCACCGTCAAGGCTGAGAAC GCAGAGGGGGCAGAGATGATG
MMP1 GAGCAAACACATCTGAGGTACAGGA TTGTCCCGATGATCTCCCCTGACA
MMP2 CATTGGCTACACACCTGATCTG AGTCCGTCCTTACCGTCAAAG
MMP3 GATCTCTTCATTTTGGCCATCTCTTC CTCCAGTATTTGTCCTCTACAAGAA
MMP7 CCCCCTGCATTTCAGGAA TCCTGGCCCATCAAATGG

MMP14 CCATTGGGCATCCAGAAGAGAGC GGATACCCAATGCCCATTGGCCA
DPP4 GAGAGGATTCCAAACAACACAC AGACCACCACAGAGCAGAGTAG

Tabella 2.: Sequenze dei primers

3.5 PLUG DI COLLAGENE IN VIVO

Il mezzi condizionati dalle cellule tumorali MDA-MB-231 e 8701BC, e dalle cellule
ECV304 (mezzo controllo) sono stati concentrati mediante liofilizzazione. 50 pl di ogni
mezzo condizionato 10X sono stati miscelati con soluzione di collagene di tipo | (3,8
mg/ml, BD Biosciences), e bicarbonato d'ammonio 1,8% (utile per tamponare I'acidita e
favorire la polimerizzazione del collagene). La soluzione di 500 pl cosi ottenuta é stata
iniettata in topi BALB/C di circa 6 settimane. Due iniezioni con lo stesso mezzo
condizionato (MC) sono state praticate per topo. Dopo una settimana, gli animali sono
stati sacrificati, e i plugs di collagene sono stati recuperati, trattati con soluzione
ipotonica, e centrifugati per 6 minuti a 10.000 rpm. | surnatanti recuperati sono stati
incubati poi con “Drabkin's Reagent” (Sigma), per 15 minuti a temperatura ambiente.
100 pl della miscela sono stati dispensati in piastra 96-well e, allo spettrofotometro, &
stata misurata la loro assorbanza a 540 nm. In questo modo, il contenuto emoglobinico
di ogni plug é stato quantizzato. Il valore registrato per i plugs contenenti i mezzi
condizionati tumorali e stato riportato per quello del plug controllo (mezzo condizionato
delle cellule ECV304).
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4. RISULTATI
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4.1 Le cellule tumorali 8701BC e MDA-MB-231 stimolano la migrazione
delle cellule endoteliali ECV304

L'angiogenesi tumorale ¢ un processo multifasico che richiede un complesso cross-talk
tra endotelio, tumore e stroma. Evento chiave della formazione di nuovi vasi sanguigni
¢ “l'attivazione” delle cellule endoteliali, che consiste in un incremento delle loro
capacita proliferative e migratorie, dovute a modifiche nell'espressione di molecole di
adesione e marcatori di superficie dell'endotelio [Milkiewicz M et al, 2006]. Per
valutare gli effetti delle linee di tumore mammario 8701BC e MDA-MB-231 sul potere
migratorio delle cellule endoteliali ECV304, co-colture mediante transwell sono state
allestite. 1l grafico in figura 8, mostra come entrambe le linee tumorali stimolino la
migrazione delle cellule endoteliali. Dopo 24 h di coltura, le cellule ECV304 che
migrano in presenza delle cellule 8701BC e MDA-MB-231 sono circa il doppio rispetto

al controllo (in assenza del tumore).

ECTRL
O ECV+MDAMB231
34 EECV+8701BC

relative migration
N
1

Figura 8.: Saggio di migrazione cellulare. Cellule ECV304 sono state seminate all'interno della
camera di migrazione, su cui ¢ stato stratificato collagene di tipo I. All'esterno del transwell sono state
piastrate differentemente cellule MDA-MB-231, 8701BC, o le stesse ECV304 (controllo, CTRL). Dopo
24 h di co-coltura, tutte le cellule endoteliali migrate, relative ad ogni campione, sono state contate e
riportate per il numero di quelle controllo (che ha valore unitario). L'esperimento & stato condotto tre

volte.
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4.2 Le cellule tumorali 8701BC e MDA-MB-231 incrementano l'invasivita

delle cellule endoteliali in matrici 3D di collagene

L'endotelio, sotto stimolo proangiogenico, si destabilizza a tal punto che le sue cellule
subiscono la cosidetta "transizione epitelio-mesenchima”. In questo modo tali cellule
diventano capaci di degradare la membrana basale sub-endoteliale ed invadere la
matrice extracellulare; promuovendo lo “sprouting™ cellulare. 1l potere invasivo delle
cellule endoteliali ECV304 e stato valutato dopo co-coltura con le linee di tumore
mammario MDA-MB-231 e 8701BC. La co-coltura & stata realizzata mediante
transwell; ed un sottile gel tridimensionale di collagene di tipo | e stato fatto
polimerizzare dentro la camera di migrazione. L'invasivita delle cellule ECV304 nel gel
3D é stata analizzata per microscopia confocale. La figura 9A mostra come le cellule
ECV304 coltivate per 7 giorni in assenza delle tumorali (controllo) mantengono un
fenotipo epiteliale stazionario, formando sulla matrice di collagene uno monostrato
cellulare piuttosto compatto (visibile lungo le proiezioni x-z e y-z, in fig. 2A). Invece, le
stesse cellule endoteliali, quando coltivate in presenza delle linee tumorali MDA-
MB231 e 8701BC, perdono fra loro le connessioni tipiche epiteliali, ed alcune di esse
cominciano dopo 7 giorni ad entrare nel gel 3D di collagene sottostante, creando
interruzioni nel monostrato di cellule endoteliali. Questo incremento di invasivita,
promosso da entrambe le cellule di tumore mammario, risulta evidente dalle proiezioni

X-z e y-z in figura 9B-9C.

A (CTRL)
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B (ECV304 + MDAMB231)

Figura 9.: Analisi di invasivita cellulare. ECV304 seminate su gel di collagene sono state mantenute in

co-coltura con le cellule tumorali (B-C) e non (controllo, A) per 7 giorni; poi fissate e marcate con
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Falloidina/FITC ed Etidio Bromuro. | campioni sono stati osservati e scansionati al microscopio
confocale. La ricostruzione dei diversi piani focali (slides) lungo gli assi x, y z e I'eleborazione mediante
il softaware FV10-ASW 1.6 Viewer hanno permesso di osservare la distribuzione delle cellule endoteliali
all'interno della matrice 3D di collagene. Per campione, sono stati ottenuti piani focali di circa 3 um (per
un‘area scansionata totale di circa 200 um). Per ogni campione é rappresentata una slide intermedia con

le sue proiezioni bidimenzionali x-z e y-z.

4.3 Le cellule tumorali 8701BC e MDA-MB-231 non influenzano la

proliferazione delle cellule endoteliali in matrici 3D di collagene

L'angiogenesi coinvolge la gemmazione di nuovi vasi a partire da quelli esistenti.
Durante questo processo biologico, cicli di migrazione e proliferazione delle cellule
endoteliali si susseguono. La proliferazione si verifica appena dietro la linea di cellule
migranti, in direzione dello stimolo angiogenico. Al termine del processo la crescita
dell'endotelio si arresta, per stabilizzare il nuovo vaso. Gli effetti delle cellule tumorali
8701BC e MDAMB231 sulla crescita di quelle endoteliali ECV304 sono stati
investigati, in termini di proliferazione. ECV304 sono state seminate sia sopra (Fig.
10A) sia all'interno (Fig. 10B) di un gel di collagene di tipo I, ed incubate per 1
settimana con il mezzo condizionato delle cellule cancerose. Il saggio MTS ha rivelato
che entrambi i mezzi condizionati tumorali non influenzano la proliferazione delle

cellule endoteliali rispetto al mezzo controllo, in sistemi tridimensionali in vitro.
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Figura 10.: Saggio MTS. Cellule ECV304 sono state piastrate sopra (A) and dentro (B) gel di collagene
di tipo I, in piastra da 96 pozzetti. Le colture tridimensionali sono state incubate fino ad una settimana (7
g) con il mezzo controllo (Ctrl), rappresentato dal mezzo condizionato di cellule ECV304; o con il mezzo
condizionato delle cellule tumorali 8701BC e MDAMB231. La vitalita cellulare & stata misurata nel

tempo mediante MTS. | campioni sono stati riprodotti in triplicato.

(CM: mezzo condizionato)

4.4 Le linee di tumore mammario MDA-MB-231 e 8701BC incrementano i
livelli di pro-MMP9 in cellule ECV304

Il rimodellamento dell’lECM, tappa fondamentale del processo angiogenetico, richiede
I’intervento di enzimi litici, tra cui le metalloproteasi di matrice. Le MMP, degrando la
membrana basale e la matrice extracellulare, possono facilitare la migrazione ed
invasione sia delle cellule tumorali sia endoteliali, promuovendo le metastasi e
I'angiogenesi [Liotta L et al, 1980; Nagase H et al, 1999]. Dalle colture di collagene 3D,
che hanno previsto la crescita delle cellule ECV304 in presenza dei mezzi condizionati
tumorali e non (controllo), attivita gelatinasiche sono state ricercate per zimografia. La
figura 4 mostra come siano stati analizzati sia i surnatanti di queste colture sia gli estratti
proteici delle cellule ECV304; in modo da poter studiare sia la frazione enzimatica
espressa intracellularmente sia quella rilasciata nell'ambiente extracellulare. La figura 4
mostra le zimografie e le quantizzazioni relative alle bande. Complessivamente due

bande di attivazione enzimatica sono osservabili, corrispondenti alle pro-forme di
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MMP9 e MMP2. Per la prima gelatinasi, al contrario della seconda, differenze
quantitative sono visibili tra i campioni trattati e controllo. Dopo 1 settimana di
trattamento con il mezzo condizionato (CM) delle cellule 8701BC, le cellule ECVV304
esprimono quantita di pro-MMP9 superiori rispetto a quando trattate con il mezzo
controllo (condizionato dalla stesse cellule endoteliali). Questiincremento e rilevabile
significativamente dal confronto dei campioni surnatanti 1 e 3 (Fig. 11A). La quantita di
enzima relativa al campione 3 € superiore non solo a quella del campione 1, ma anche
del 5, contenente il profilo enzimatico della linea 8701BC. La figura 4B mostra una
banda di attivazione enzimatica relativa a pro-MMP9 piu intensa nel campione 4
rispetto al 2. Quindi, come si evince dall'analisi dei lisati, le cellule endoteliali
sinetizzano quest'enzima maggiormente sotto stimolo della linea tumorale MDA-MB-
231. Lo stesso incremento, dopo 1 settimana di coltura, non é valutabile dal confronto
dei surnatanti, dato che la quantita di gelatinasi presente nel campione trattato, il 3, &
quasi coincidente con quella presente nel mezzo condizionato delle sole cellule tumorali
(campione 5). Questi risultati suggeriscono che entrambe le linee di carcinoma
mammario usate inducono una maggiore espressione della gelatinasi B in cellule
endoteliali, seppure rilevabile in compartimenti differenti. In questo modo,

probabilmente, stimolano la migrazione e l'invasivita delle cellule ECV304.
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Figura 11.: Zimografia. Cellule ECV304 sono state seminate su gel di collagene in presenza del loro

stesso mezzo condizionato (campione controllo, CTRL), e dei mezzi tumorali relativi alle linee 8701BC e
MDA-MB-231 (campioni trattati in A e B, rispettivamente). Dopo 1 settimana, da tutte le colture sono
stati prelevati i supernatanti. Di questi campioni (1 e 3), 2 ug di proteine sono stati sottoposti a
zimografia, e poi confrontati insieme al campione 5 (il mezzo condizionato tumorale usato per il
trattamento). Dalle colture 3D sono stati ottenuti anche i lisati delle cellule ECV304. 2 ug di proteine per
il lisato controllo e trattato (campioni 2 e 4) sono stati analizzati pure in zimografia e paragonati.
L'attivazione enzimatica & avvenuta in presenza di ioni calcio, a 37 °C, per 48h. Le bande di attivazione
enzimatica sono state quantizzate mediante software Image J. Ai campioni controllo (1 e 2) ¢ stato

assegnato valore unitario. | campioni trattati sono riportati per i controlli.

4.5 Le linee di tumore mammario MDA-MB-231 e 8701BC inducono in cellule
ECV304 un differente profilo di espressione proteica per alcuni fattori pro-

angiogenici

L’angiogenesi ¢ guidata da una varieta di attivatori e inibitori. Questi mediatori
molecolari possono essere rilasciati dalle cellule endoteliali, da quelle tumorali o dallo
stroma. Principalmente sono fattori di crescita che agiscono in modo autocrino e
paracrino. Tra questi, il VEGF e il piu noto e potente fattore studiato [Dvorak HF et al,
1999]. Questa proteina é stata ricercata nei lisati delle cellule ECV304 coltivate in 3D in
presenza 0 meno dei mezzi condizionati tumorali. Un anticorpo specifico per il VEGF-

A e stato adoperato, capace di riconoscere le isoforme da 165, 189 e 121 amminoacidi.
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La figura 12 mostra come le cellule endoteliali esprimano maggiormante VEGF-A dopo
trattamento con il mezzo condizionato della linea MDA-MB-231, rispetto al controllo.
Non si apprezza alcuna differenza di espressione proteica, invece, tra il lisato controllo e
quello trattato con il mezzo delle cellule 8701BC.
Le integrine rappresentano una classe di molecole d’adesione importante sia nella fase
di moltiplicazione e migrazione delle cellule endoteliali, sia in quella terminale del
processo neoangiogenico. L'integrina avp3, generalmente non rilevabile nell’endotelio
quiescente, favorisce la migrazione cellulare sotto stimolo angiogenetico [Brooks PC et
al, 1995b]. La subunita B3 ¢ stata ricercata negli estratti proteici delle cellule ECV304
seminate su gel di collagene (Fig. 12). Mediante blot con anticorpo specifico, in grado
di riconoscere la forma non ridotta dell'integrina, una banda piu intensa € emersa nei
campioni relativi al trattamento con i mezzi tumorali, rispetto al controllo. Una
maggiore espressione di integrina B3 ¢ rilevabile soprattutto nelle cellule endoteliali
incubate con il mezzo condizionato della linea MDA-MB-231.
Gli enzimi degradanti i componenti del’lECM sono altri agenti che guidano il processo
angiogenetico. Oltre alle metalloproteasi, gli enzimi litici piu studiati nella ricerca
terapeutica anti-tumorale, anche le serino-proteasi sono coinvolte nella formazione di
vasi sanguigni secondo alcuni modelli angiogenetici [Netzel-Arnett S et al, 2003].
L'espressione delle proteine DPP4 e FAP, due serino-proteasi transmembranarie, € stata
studiata mediante western-blot. Le immagini in figura 12 mostrano che DPP4,
normalmente espressa a livelli basali nell'endotelio, viene prodotta in cellule ECV304 in
misura maggiore rispetto al controllo dopo trattamento con il solo mezzo condizionato
della linea MDA-MB-231. L'anticorpo adottato contro questa proteasi € siglato come
E26, specifico per gli omodimeri di DPP4 presenti sulla membrana cellulare;
riconosciuti in condizioni non ridotte (NR). Un altro anticorpo (E34) usato per
individuare il complesso DPP4/FAP ha rilevato un modesto incremento per questo
eterodimero sempre nei campioni derivati dall'incubazione con il mezzo condizionato
delle cellule MDA-MB-231. Le cellule tumorali 8701BC, invece, non sembrano
influenzare I'espressione endoteliale di DPP4 e del suo cpmplesso con FAP, nel modello
riprodotto in vitro. Un anticorpo specifico solo per FAP e stato anche utilizzato.
Nessuna differenza significativa per I'espressione di questa proteina € osservabile tra i
campioni trattato e controllo. Le analisi western-blot suggeriscono complessivamente
che linea tumorale MDA-MB-231, rispetto a 8701BC, é in grado maggiormente di
stimolare in cellule endoteliali I'espressione del fattore pro-angiogenico VEGF-A, del
marcatore di migrazione cellulare integrinico B3, e della serino-proteasi DPP4. Queste
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proteine, probabilmente, sono effettori del potenziale invasivo che le cellule ECV304

acquisicono dopo coltura con il tumore. | dati suggeriscono anche che diverse linee di

carcinoma mammario possono stabilire un cross-talk con I'endotelio mediante differenti

vie di segnale, stimolando il rilascio di diversi mediatori angiogenici.
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Figura 12.: Analisi Wesern Blot. Cellule ECV304 sono state coltivate per 1 settimana su collagene 3D in

assenza ( - ) ed in presenza ( + ) dei mezzi tumorali relativi alle linee 8701BC e MDA-MB-231. 20 ug

degli estratti proteici ottenuti da queste caolture sono stati sottoposti ad analisi western-blot, mediante

l'ausilio di anticorpi scpecifici contro le proteine FAP, integrina 3, VEGF-A, DPP4 (A). Per I'analisi di

DPP4, FAP e integrina 3, i campioni proteici sono stati usati in condizioni non riducenti. Le bande di

espressione proteica sono state quantizzate con Image J; attribuendo al controllo valore unitario, e

normalizzando per il contenuto in b-actina (B).

(NR): campione non ridotto. (R): campione ridotto
E26: Ab anti-DPP4/DPP4; E34: Ab anti-DPP4/FAP
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4.6 Le cellule tumorali MDA-MB-231 stimolano I'attivita enzimatica di DPP4

in cellule endoteliali

La serin-proteasi DPP4 é una proteina di membrana in grado di riconoscere ed interagire
con il collagene nativo e denaturato, e percio pud venire coinvolto nel processo di
migrazione cellulare. Oltre ad esplicare un‘attivita digestiva verso componenti
dell'ECM, pu0 processare ormoni e chemochine circolanti; ricoprendo quindi diversi
ruoli biologici [Mentlein R, 2004; Chen WT et al, 2003]. Recentemente, i livelli sierici
di DPP4 e FAP sono stati considerati come possibili "markers™ prognostici nel cancro,
sottolineando I'importanza anche della frazione solubile di queste proteine [Javidroozi
M et al, 2012]. L'attivita di DPP4 e stata saggiata in cellule ECV304 coltivate per 7
giorni su gel di collagene, in presenza o meno dei mezzi condizionati tumorali. Di
queste colture, sia i surnatanti sia i lisati di ECV304 sono stati sottopoti a cinetica
enzimatica, utilizzando un substrato fluorescente specifico per DPP4. La figura 13A
mostra come nei surnatanti relativi ai campioni trattati con i mezzi tumorali, nessun
incremento per l'attivita di DPP4 sia riscontrabile. Le curve ottenute per il campione
trattato, quello controllo, ed il solo mezzo condizionato tumorale sono pressoche
sovrapponibili. Dall'analisi dei lisati, invece, emerge un picco di fluorescenza a circa 50
minuti per il campione derivato dal trattamento di ECV304 con il mezzo della linea
MDA-MB-231. Lo stesso picco risulta assente nel lisato controllo (Fig. 13B), ed in
quello relativo al trattamento con il mezzo della linea 8701BC. | dati di cinetica
indicano che le cellule tumorali MDA-MB-231, e non quelle 8701BC, promuovono
l'attivita dipeptidil-peptidasica di DPP4 in cellule ECV304, contribuendo alla
migrazione ed invasivitd di quest'ultime. L'incremento enzimatico registrato dopo 7
giorni di coltura, é attribuibile ad una porzione di DPP4 perlopiu associabile alla

membrana delle cellule endoteliali; piuttosto che rilasciata nel surnatante.
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Figura 13.: Cinetica enzimatica per DPP4. Cellule ECV304 sono state coltivate per 1 settimana su
collagene 3D in assenza ed in presenza dei mezzi tumorali relativi alle linee 8701BC ¢ MDA-MB-231.
10-15 ug di proteine relative ai surnatanti (A) ed ai lisati (B) della coltura sono stati incubati a 37°C per
5h con il substrato.....(uM). Le unita di fluorescenza (RFU) sono state registrate ad intervalli di circa 20

minuti. L'esperimento é stato condotto in triplicato.

CTRL: surnatante e lisato della coltura controllo (ECV304 incubate con il loro stesso mezzo).
ECV + MDAMB231 / ECV + 8701BC: surnatante e lisato della coltura di ECV304 con i mezzi condizonati tumorali.
MDAMB231 (CM) / 8701BC (CM): mezzi condizionati tumorali tal quali

4.7 Le linee di tumore mammario MDA-MB-231 e 8701BC alterano in cellule

ECV304 I'espressione genica di metallo- e serino-proteasi.

Gli effetti esercitati dalle linee di carcinoma mammario sulle cellule endoteliali sono
stati studiati anche in termini di espressione genica. Il grafico in figura 14 mostra i
livelli di serino- e metallo-proteasi espressi dalle cellule ECV304 dopo trattamento o
meno con i mezzi condizionati (CM) tumorali. L'unica proteasi a serina di cui € stata
analizzata l'espressione genica € DPP4, generalmente espressa a livelli basali in cellule
epiteliali ed endoteliali. I dati mostrano come i livelli di mMRNA per questo enzima
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rimangano invariati sotto l'effetto di entrambi i mezzi tumorali adoperati, rispetto al
controllo. | dati emersi sulla proteina di DPP4, nonché sulla sua attivita enzimatica,
mostrano invece una up-regolazione di questo enzima in cellule ECV304 dopo
trattamento con il mezzo condizonato di MDA-MB-231. Questi risultati,
complessivamente, suggeriscono un probabile controllo post-trascrizionale di DPP4 in
cellule endoteliali da parte delle cellule tumorali MDA-MB-231.
Nella tumorigenesi, lo sviluppo di un rete capillare richiede il supporto di MMP
proangiogeniche. Le cellule endoteliali in stato quiescente non esprimono livelli
significativi di MMP. Tra le metalloproteasi analizzate per real-time, MMP14 ¢é I'unica
ancorata alla membrana. Durante I'angiogenesi, la sua espressione vascolare € rilevabile
nella regione di germinazione capillare, in modo che proliferazione e degradazione del
collagene risultino coordinati nelle cellule endoteliali in crescita [Yana | et al, 2007]. In
cellule ECV304, l'espressione di MMP14 aumenta in maniera significativa dopo
incubazione con il mezzo condizionato dalla linea 8701BC e, in misura maggiore, con
quello della linea MDA-MB-231 (Fig. 14).
Tra le MMP solubili nell'ambiente extracellulare, MMP1, MMP2, MMP3, MMP7 sono
state valutate nei campioni mediante analisi di espressione genica. Il ruolo di MMP
solubili nella formazione di nuovi vasi risulta oggi molto complesso, dato che queste
proteasi possono agire sia direttamente che indirettamente nel rimodellamento
dell’lECM, riuscendo a controllare diverse vie di segnalazione cellulare, ed in modo
autocrino e paracrino [Deryugina EI et al, 2010]. La real-time PCR ha rivelato che
cellule ECV304 iper-esprimono MMP1 quando coltivate con il mezzo condizionato di
entrambe le linee di carcinoma mammario adoperate. In letteratura, questo enzima
degradante il collagene interstiziale viene menzionato come promotore dell'angiogenesi.
Un meccanismo con cui MMP1 possa agire in senso angiogenetico prevede l'attivazione
proteolitica del recettore endoteliale PAR-1 [Goerge T et al, 2006]. Un altro
metalloenzima capace di degradare il collagene di tipo | € MMP2. Questa gelatinasi
stata implicata in diversi aspetti della progressione tumorale, tra cui I'induzione dello
"switching" angiogenico [Egeblad M et al, 2002]. Come si evince dalla figura 14,
I'espressione di MMP2 viene stimolata in modo significativo nelle cellule endoteliali
solo dalla linea tumorale 8701BC. L'espressione di MMP3 é stata pure quantizzata nei
campioni. Il ruolo di questa stromelisina non & ancora ben chiaro. Questa proteasi viene
ritrovata quasi esclusivamente nello stroma tumorale; qui pud essere secreta da
fibroblasti, cellule endoteliali e leucociti infiltranti [Deryugina EI et al, 2010]. Una sua
overespressione e stata correlata con la carcinogenesi mammaria [Sternlicht MD et al,
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2000]. La real-time PCR ha mostrato che la linea di tumore mammario tripla negativa
MDA-MB-231 induce in cellule ECV304 la sovra-espressione di MMP3. In ultimo,
I'espressione della matrilisina, MMP7, viene ipo-regolata dopo trattamento con entrambi
I mezzi condizionati tumorali, rispetto al controllo. Le evidenze sperimentali su questo
enzima sono spesso contrastanti. MMP7, per esempio, € in grado di stimolare
direttamente la proliferazione delle cellule endoteliali nel tumore al colon-retto
[Nishizuka I et al, 2001]; mentre non ha alcun effetto sullo sviluppo del tumore in un
modello di carcinogenesi mamamria [Martin MD et al, 2008].

Questo studio di espressione genica ha rivelato come le due linee di cancro al seno
alterino in cellule endoteliali I'espressione degli enzimi degradanti 'ECM e, in alcuni
casi, anche in modo differente. Mentre i livelli trascrizionali di DPP4 non subiscono
modifiche in ogni caso, I'espressione di MMP14, MMP1 e MMP7 viene influenzata dal
trattamento con le due linee tumorali in maniera similare. MMP2, invece, viene up-
regolata nelle cellule ECV304 solo dopo cross-talk con le cellule 8701BC. Viceversa,
I'espressione di MMP3 incrementa specificamente sotto lo stimolo delle cellule MDA-
MB-231.

12 B BCTRL
B +8701BC (CM)
10 - O +MDAMB231 (CM)

o]
|

fold expression

MMP1 MMP2 MMP3 MMP7 MMP14 DPP4

Figura 14.: Real-time PCR. Quantizzazione dell'espressione genica in cellule ECV304 cresciute per 7
giorni su collagene 3D in presenza del mezzo condizionato (CM) delle linee tumorali 8701BC e MDA-
MB-231, e del mezzo controllo (non tumorale). L'espressione dei geni target nei campioni & stata

riportata in relazione al controllo, che ha valore unitario. L'esperimento ¢ stato ripetuto 2 volte.
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4.8 Analisi in vivo del potere angiogenico dei mezzi condizionati tumorali.

Dalle analisi precedenti, i mezzi condizionati delle linee tumorali 8701BC e MDA-MB-
231 si sono mostrati capaci di modificare in vitro, a diversi livelli, I'espressione di
fattori, molecole di adesione ed enzimi aventi ruoli nell'angiogenesi. Con lo scopo di
approfondire il cross-talk fra tumore ed endotelio, il potere angiogenico dei mezzi
condizionati (CM) e stato saggiato in vivo, mediante la riproduzione di “plug” di
collagene in topi BALB/C. Dei plugs recuperati ad 1 settimana é stato misurato il
contenuto emoglobinico, per quantificarne la vascolarizzazione. Il grafico in figura 15
suggerisce che soltanto il mezzo condizionato dalle cellule MDA-MB-231 stimola una
discreta vascolarizzazione in vivo. Gli esperimenti condotti sul modello animale sono

ancora in fase preliminare.

H CTRL (CM)
= MDA-MB-231 (CM)
16 8701BC (CM)

1,2

Abs 540 nm

0,8

0,4

Figura 15.: Saggio per I'emoglobina. | mezzi condizionati (CM) delle linee tumorali 8701BC e MDA-
MB-231, e delle cellule endoteliali ECV304 (CTRL) sono stati iniettati s.c. insieme a collagene 1 in topi
BALB/C (500 ul). Dopo 1 setimana, i plugs sono stati recuperati e analizzati mediante il Drabkin's kit
reagent (Sigma). Il contenuto di emoglobina nei campioni € proporzioanale all'assorbanza misurata a
540 nm. Al controllo é stato assegnato valore unitario. Due iniezioni sono state effettuate per topo, a

campione. L'esperimento ¢ stato ripetuto 2 volte.
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5. DISCUSSIONE

L’angiogenesi tumorale ¢ un processo di formazione di un network di vasi all’interno di
un tessuto neoplastico. | tumori solidi sono strettamente dipendenti dalla formazione di
nuovi vasi [Folkman J, 1990]. Per molti di essi, la densita vascolare costituisce anche un
indicatore prognostico del potenziale metastatico. Il tumore mammario & un esempio di
tumore solido fortemente influenzato dal fenomeno angiogenico. Correlazioni clinico-
patologiche confermano il ruolo centrale dell'angiogenesi nella progressione del
cancro al seno [Guinebretiere JM et al, 1994]. L'angiogenesi tumorale & un problema
tuttora aperto della scienza biomedica: si sa che per crescere e sopravvivere la massa
neoplastica ha bisogno di nuovi vasi sanguigni, ma il modo con cui essi si originino &
scarsamente compreso, oltre che variabile con I'eterogeneita biologica delle neoplasie [].
Per queste ragioni, le attuali terapie anti-angiogenetiche si mostrano piu citostatiche che
citotossiche nei confronti del tumore, senza apportare un significativo prolungamento
della sopravvivenza nei pazienti affetti da cancro [Davis DW et al, 2003].

Con lo scopo di approfondire i meccanismi molecolari che regolano il processo
angiogenetico, ed indentificare nuovi bersagli terapeutici, un modello di studio del
“cross-talk” tra endotelio e tumore al seno ¢ stato messo a punto in vitro. La co-coltura
del citotipo endoteliale e tumorale mediante transwell ha consentito lo scambio di fattori
solubili tra le cellule endoteliali ECV304 e quelle di carcinoma mammario MDA-MB-
231 e 8701BC. In questo modo, senza alcun contatto fisico tra i due tipi cellulari, e stato
possibile studiare specificamente gli effetti del tumore sull'endotelio, in senso
angiogenico. Entrambe le linee di carcinoma mammario si sono rivelate capaci di
stimolare la migrazione e l'invasivita delle cellule endoteliali, su matrice di collagene di
tipo-I rispettivamente bidimensionale (coating) e tridimensionale (gel). Questi risultati
hanno suggerito I'esistenza di una comunicazione inter-cellulare basata sullo scambio di
fattori solubili tra le cellule endoteliali e tumorali. Per questo motivo, particolare
attenzione é stata focalizzata ai mezzi condizionati (MC) dalla crescita delle cellule
tumorali. Colture 3D di collagene, sicuramente piu adatte per lo studio dell'angiogenesi
rispetto alla coltura su piastra, sono state allestite per le cellule ECV304, e quindi
analizzate, in presenza dei mezzi condizionati delle linee cellulari di tumore mammario.
I mezzi di crescita delle cellule MDA-MB-231 e 8701BC hanno promosso in maniera
differente nelle cellule endoteliali I'espressione di marcatori angiogenici ed enzimi

coinvolti nel rimodellamento tissutale. Entrambi i mezzi condizionati, inaspettatamente,
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non hanno influenzato in vitro la “crescita” delle cellule ECV304 in senso proliferativo,
come si evince dal saggio MTS. Questo risultato potrebbe essere spiegato con il fatto
che la linea ECV304, essendo una linea di cellule endoteliali immortalizzate tramite
infezione con il virus del sarcoma di raus, poco si adatta alla valutazione relativa agli
effetti sui processi proliferativi.
L'espressione del VEGF-A, tra i piu potenti fattori pro-angiogenici, viene incrementata
nelle cellule ECV304 dopo trattamento con il mezzo condizionato della linea tumorale
MDA-MB-231. Lo stesso fattore, invece, non risulta indotto dal mezzo di crescita delle
cellule 8701BC. Tra le molecole di adesione al substrato, la subunita integrinica 3
risulta differentemente modulata dalla presenza dei mezzi tumorali. Il suo complesso
con av rappresenta l'integrina maggiormente coinvolta nella regolazione
dell'angiogenesi. Interagisce con i componenti RGD delllECM e, localizzando con le
forme proteolitiche cellulari capaci di degradare I'ECM, guida la migrazione delle
cellule endoteliali [Danhier F et al, 2012]. L'espressione proteica dell'integrina B3 &
indotta nelle cellule endoteliali particolarmente dal mezzo condizionato della linea
cancerosa MDA-MB-231, piuttosto che da quello relativo alla linea 8701BC. Questo
risultato € in linea con quello relativo al VEGF-A. Infatti, questo fattore, in condizioni
di ipossia, & noto stimolare in cellule endoteliali I'espressione delle integrine av, B3 e B35,
in modo autocrino e paracrino [Suzuma K et al, 1998]. La linea tumorale MDA-MB-
231, e non 8701BC, potrebbe promuove dunque la transizione epitelio-mesenchima
nelle cellule ECV304 incrementando in esse i livelli di VEGF-A e integrina 3.
Anche l'espressione endoteliale di metalloproteasi di matrice risulta influenzata dai
mezzi di crescita tumorali. Questi enzimi, noti rimodellatori dellECM, vengono
correlati a diversi aspetti della progressione tumorale [Egeblad M et a, 2002]. Tra gli
enzimi in grado di digerire il collagene interstiziale (tipo I, Il e 111), MMP14 e MMP1
risultano up-regolati in cellule ECV304 dopo incubazione con i mezzi condizonati di
entrambi le linee di carcinoma mammario. MMP1 puo agire in senso pro-angiogenetico
anche attivando proteoliticamente il recettore PAR-1 espresso sulle cellule endoteliali.
Tale evento, a cascata, favorisce il rilascio del fattore VWF e la mobilizzazione di [Ca*?]
intracellulare; attivando cosi le cellule endoteliali in senso pro-infiamamtorio [Goerge T
et al, 2006]. MMP14, l'unica metalloproteasi di membrana analizzata, € di fondamentale
importanza nell'angiogenesi sia fisiologica che patologica. E noto che governi la
proteolisi pericellulare delle cellule endoteliali in matrici 2D e 3D in vitro [Deryugina
El et al, 2010]; e potrebbe contribuire all'incremento del tasso di migrazione delle
cellule ECV304 cresciute con i mezzi tumorali delle linee MDA-MB231 e 8701BC. |
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suoi livelli di espressione, infatti, aumentano nelle cellule endoteliali tratatte con
entrambi i mezzi tumorali. Tra le gelatinasi, MMP2, & in grado di digerire pure il
collagene di tipo I, come le altre collagenasi [Nagase H et al, 2006]. Questo enzima non
risulta attivato nei campioni, come si evince dalle zimgrafie. | livelli del suo trascritto
pero aumentano nelle cellule endoteliali sotto stimolo solo del mezzo condizonato della
linea 8701BC, e non di quella MDA-MB-231. Alterazioni nell' espressione della
proteina MMP2 potrebbero essere probabilmente messe in evidenza dall’analisi di
colture 3D a tempi piu lunghi ripetto quelli da noi analizzati (oltre 7 giorni).
L'altra gelatinasi, MMP9, invece risulta differentemente presente nei campioni. Questa &
considerata la piu potente metalloproteasi pro-angiogenetica. Interviene nell'innesco
dello switching angiogenico e, oltre a degradare vari costituenti dell'ECM (collageni 1V,
V, Xl, laminina, aggrecano, ecc..), processa diverse citochine e chemochine, e
contribuisce al rilascio di fattori di crescita nello stroma [Nagase H et al, 2006;
Deryugina EI et al, 2010]. Dopo coltura con entrambi i mezzi di crescita tumorali, le
cellule ECV304 producono maggiori livelli di pro-MMP9. In particolare, a 7 giorni, la
linea cancerosa MDA-MB-231 incrementa la frazione intra-cellulare di pro-MMP9;
mentre la linea 8701BC sembra favorire una maggiore rilascio extracellulare
dell'enzima; suggerendo un diverso controllo di MMP9 ad opera dei due mezzi di
crescita tumorali. Una metalloproteasi che ha dei domini simili alle collagenasi, ma che
non taglia il collagene interstiziale e la stromelisina-1 (MMP3). Questo enzima viene
up-regolato nei tumori al colon-retto [Zucker S et a, 2004] ed in quelli desmoidi [Denis
H et al, 2004]. Recentemente la sua overespressione, insieme a quella del fattore VEGF-
A, & stata attribuita alla perdita di funzione del gene Gadd45a, un soppressore
dell'angiogenesi tumorale, mediante coinvolgimento del pathway mTOR/STAT3 [Yang
F et al, 2013; Shan Z et al, 2012]. MMP3 risulta sovra-espresso particolarmente nelle
cellule endoteliali dopo coltura con il mezzo condizionato dalle cellule MDA-MB-231;
lo stesso mezzo che induce in ECV304 un incremento anche della proteina VEGF-A.
Gadd45a, alla luce di questi dati, potrebbe avere un ruolo nel cross-talk ECVV304/MDA-
MB-231; e percio in futuro sara approfondita sia la sua espressione che funzione.
La matrilisina (MMP7) é una delle pit piccole metalloproteinasi note della matrice, e la
sua espressione si riduce in cellule ECV304 sotto l'influenza dei mezzi di crescita di
entrambe le linee tumorali. Il ruolo di questo enzima nella progressione tumorale €
contrastante. Puo essere secreta da una varieta di cellule; e la sua specifica espressione
in cellule neoplastiche viene correlata soprattutto con la formazione di metastasi
[Wilson CL et al, 1996]. In un modello di carcinogenesi alla mammella, MMP7 non ha
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mostrato alcun effetto sullo sviluppo della neoplasia [Martin MD et al, 2008]. In uno
studio sul tumore colon-rettale MMP7 ¢ stata correlata direttamente con I'angiogenesi,
riuscendo ad agire sulla proliferazione delle cellule endoteliali [Nishizuka I et al, 2001].
Le linee di tumore mamamrio MDA-MB-231 e 8701BC non sembrano promuovere
questo enzima in cellule ECV304 per stimolarne la migrazione e l'invasivita.
Proteasi a serina sono anche capaci di promuovere la migrazione di cellule tumorali ed
endoteliali su matrici collagenolitiche in vitro, come DPP4 e FAP [Ghersi G et al, 2002].
L'espressione di DPP4, e non di FAP, incrementa nelle cellule ECV304 dopo
trattamento con il mezzo di crescita della linea tumorale MDA-MB-231, e non della
linea 8701BC. Questo incremento non riguarda i livelli d’espressione dello mRNA
codificante per DPP4, bensi sembra essere correlato a fenomeni post-trascrizionali,
come si evince dai dati di real-time e western blot. L'eterocompleso DPP4/FAP sembra
incrementare pure a livello endoteliale sotto stimolo della linea MDA-MB-231; ma in
misura minore rispetto agli omodimeri di DPP4. Ulteriori analisi saranno necessarie per
valutare meglio la presenza dell'eterocomplesso nei campioni. Recentemente, ai livelli
sierici di DPP4, come di FAP, e stato attribuito un valore prognostici nel cancro,
sottolineando l'importanza anche della frazione solubile di queste proteine. Nello
specifico, la concentrazione plasmatica dell'enzima, a differenza della sua espressione
nel tumore solido, correla inversamente con la malignita della neoplasia [Javidroozi M
et al, 2012]. Le analisi di cinetica enzimatica non hanno rivelato incrementi dell'attivita
di DPP4 nei surnatanti delle cellule ECV304, dopo il trattamento con i mezzi
condizionati tumorali. Soltanto nel compartimento intra-cellulare la concentrazione
dell'enzima aumenta a seguito della coltura con il mezzo della linea MDA-MB-231, a
conferma dei dati ottenuti con l'analisi tramite western blot.
Complessivamente, entrambe le cellule di tumore mammario sono in grado di stimolare
la migrazione e l'invasivita della linea endoteliale ECV304. | diversi eventi molecolari
indotti dai mezzi delle cellule MDA-MB-231 e 8701BC sono attribuibili probabilmente
ai loro differenti profili genetici. Dagli esperimenti di cinetica enzimatica e western-
blot, la linea tripla-negativa MDA-MB-231 sembra possedere un potenziale angiogenico
piu elevato della linea di carcinoma duttale infiltrante 8701BC. Esperimenti in vivo si
riveleranno utili per sostenere questa tesi. | dati preliminari ottenuti sul modello topo
suggeriscono che il mezzo condizionato dalle cellule MDA-MB-231 riproduce dopo 7
giorni un'angiogenesi in vivo poco superiore al mezzo della linea 8701BC, mediante
plug di collagene. Gli esperimenti saranno ripetuti in futuro incubando i mezzi
condizionati nell'animale per tempi piu lunghi (almeno 20 giorni); per poter osservare
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una vascolarizzazione dei plug piu sostenuta. Inoltre, nei mezzi condizionati delle
cellule, I'aggiunta di inibitori specifici per le attivita enzimatiche studiate permettera di
risalire ai pathway molecolari che vengono attivati dal sottotipo tumorale, e di

individuare bersagli anti-angiogenetici piu specifici.
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