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1. ABSTRACT

The translocation t(9;11)(p22;923) generates MHd_-AF9 oncogene and is
commonly associated with monocytic acute myeloidkéenia (AML-M5; FAB-
classification). For the oncogenicity MLL-AF9, the (over)expression of several
other genes, includingdlOXA4, 5, 6, 7, 9, 1@nd 11 (defined as HOXA-code”
genes),MEIS1 (a cofactor of “HOXA-code” proteins) anMYB is required. We
previously showed that the down-regulatiolViifL-AF9 expression is not obligatory
for monocyte-macrophage maturation in AML-M5 celgsrying t(9;11)(p22;g23). In
this study, we analyzed the expression patteridH@fXA-code”, MEIS1and MYB
genes, by semiquantitative Real Time PCR meansglthre monocyte-macrophage
differentiation induced by phorbol 12-myristate d&tate (PMA), in THP-1 cells
carrying t(9;11)(p22;923) and expressiMdL-AF9. The results showed that all the
analyzed genes were expressed in untreated THMsL Adter the induction of
differentiation, we observed a down-regulationH®XA4, 7, 10, 11MEIS1 and
MYB, indicating that the expression of these geneddcbe implicated in the
differentiation blockage observed in leukemias withq23MLL abnormalities.
Because standard chemotherapy is not curative &rynpatients with AMLMLL-
related, we also evaluated the effects of sevead¢cules, alone or in combination,
at clinically achievable concentrations, on diffaration along monocyte-
macrophage lineage, in AML-M5 cell lines carryirf§;11)(p22;923) and expressing
MLL-AF9. The results indicated that strategies combinemgethylating agents, such
as decitabine, and drugs that induce normal mormditferentiation, such as
Vitamin D3, had strong anti-leukemic activity anémants further investigation in
this type of malignancy.



2. RIASSUNTO

La traslocazione 1(9;11)(p22;923) genera l'oncogehNtL-AF9 ed &
comunemente associata con la leucemia acuta neeloidnocitica (LAM-MS5;
classificazione FAB). Per 'oncogenicita iLL-AF9, é richiesta I'(over)espressione
di diversi altri geni, tra cuHOXA4, 5, 6, 7, 9, 1@ 11 (definiti come HOXA-code”
genes)MEIS1 (un cofattore delle proteine “HOXA-code”)MYB. Precedentemente,
abbiamo riportato che la down-regolazione dell’espione diMLL-AF9 non era
obbligatoria per la maturazione monocito-macrofagit cellule di LAM-M5 con
traslocazione t(9;11)(p22;923). In questo studibiamo analizzato I'espressione dei
geni ‘HOXA-code”, MEIS1 e MYB, mediante PCR semi-quantitativa Real Time,
durante il differenziamento monocito-macrofagicdatio dal phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA), in cellule THP-1 che possied@trdslocazione t(9;11)(p22;923)
ed esprimonoMLL-AF9. | risultati mostravano che tutti i geni analizzatano
espressi nelle cellule THP-1 non trattate. Dopodlizione del differenziamento,
abbiamo osservato una down-regolazioneH@XA4, 7, 10, 11, MEIS® MYB,
indicando che I'espressione di questi geni potreddsere implicata nel blocco del
differenziamento osservato in leucemie relativwdld.-AF9. Poiché la chemioterapia
standard non e curativa per molti pazienti con LAMM-con anormalita 11q28JLL,
abbiamo anche valutato gli effetti di diverse mole¢singole ed in combinazione, a
concentrazioni clinicamente ottenibili, sul diffamamento lungo il lineage
monocito-macrofagico, in linee cellulari di LAM-M5con traslocazioni
t(9;11)(p22;923) e che esprimonMLL-AF9. | risultati indicavano che la
combinazione di agenti demetilanti, come la dedaitabe molecole che inducono il
differenziamento monocitico normale, come la VitammD3, aveva una forte attivita
anti-leucemica e si raccomandano ulteriori investigni di tale combinazione in
guesto tipo di neoplasia.



3. INTRODUZIONE

3.1.Leucemie — generalita

Le leucemie sono malattie neoplastiche dei precuesmopoietici. Tutte le
cellule del sistema emopoietico sono continuamgeateerate da cellule staminali
emopoietiche, presenti nel midollo osseo. La trasézione leucemica puo
influenzare tutte le linee differenziative emopmile¢ e la proliferazione del clone
cellulare leucemico interferisce con il normaleqasso di emopoiesi.

L’eziologia della maggior parte delle leucemie ergusciuta, anche se ci sono
fattori di rischio come una precedente esposizeomadiazioni ionizzanti, ad agenti
chemiopterapici citotossici e a sostanze qualeizene. Un’aumentata incidenza di
leucemia si registra in diverse malattie congerstane la sindrome di Down, la
sindrome di Bloom, la sindrome di Turner e I'anendiaFanconi. Pazienti con
disordini mieloproliferativi e mielodisplastici gentano elevati rischi di sviluppare
una leucemia. Infine, anche il fumo di sigarettab mumentare l'incidenza della
leucemia (DeVitaet al, 2004).

Nelle leucemie, il termine “acuta” era riferito prassato al rapido esito fatale di
tale patologia; ora, invece, indica la natura redamhente indifferenziata delle cellule
leucemiche. Il termine “cronica”, che in passatti¢ava un evolversi molto piu lento
della leucemia, oggi indica che le cellule leucdmaithvanno ancora la possibilita di
maturazione terminale. L’organizzazione mondialdadganita (OMS/ WHO - World
Health Organization) ha proposto che la percentdididasti, nel midollo osseo, deve
essere almeno del 20%, per giustificare una diagdosleucemia acuta (la
percentuale “normale” di cellule immature/indifferate nel midollo osseo é < 5%).

L’incidenza complessiva annuale delle leucemiredia popolazione generale,
di circa 4 casi per 100.000 persone, con approsisanaente il 70% dei casi che
sono di tipo “acuto” e fenotipo “mieloide” (vedi po per la classificazione fenotipica
delle leucemie). L’incidenza della leucemia € ddaera seconda dell’eta, in
particolare la frequenza della leucemia € altasoggetti pediatrici e nelle persone
con oltre 60 anni di eta. In generale, nei paziadtilti-anziani prevalgono le forme
croniche e di tipo mieloide, mentre nei pazientlip#ici prevalgono le forme acute e
di tipo linfoide (Stone, 2002). Inoltre, la leucamacuta e la forma piu comune di



neoplasia pediatrica (di cui 1'80-85% € di tipoftime e il € 15-20% di tipo
mieloide); in particolare, la leucemia acuta rapprgéa circa un terzo di tutte le
neoplasie nei bambini e la causa primaria di mitat@ediatrica relativa a neoplasie
(Chowdhury and Brady, 2008).

3.2.Leucemia Mieloide Acuta (LAM): classificazione

Le leucemie sono state classificate nel tempo werdi modi; tuttavia, le due
classificazioni che vengono piu comunemente utaligzsono le seguenti:

* FAB (French-American-British) (Bennedt al, 1976; Bennetét al, 1985)

« WHO (World Health Organization) (Harres al, 1999).

Sia la classificazione FAB che quella WHO prendanoconsiderazione le
caratteristiche morfologiche, citochimiche ed immiegmotipiche delle cellule
neoplastiche, per stabilireliheageed il grado di maturazione delle cellule stesse.

Tuttavia, recentemente, altre caratteristiche hanastrato di essere importanti
per il comportamento clinico di queste malattieneoparticolari proprieta genetiche
(citogenetiche e genetico-molecolari) e precederapie o mielodisplasie. Queste
ultime caratteristiche non sempre correlano cortdeegorie della classificazione
FAB. Quindi, la classificazione WHO cerca di intagr tutti gli aspetti, clinicamente
rilevanti, di una leucemia, per ottenere una mrglidassificazione.

Il Gruppo Cooperativo Franco-Americano-BritannidéAB) ha elaborato |l
primo schema di classificazione delle leucemieasebmorfologica, con implicazioni
anche di ordine prognostico. Questa classificaziongtata ampiamente utilizzata
dagli ematologi e ha avuto il grande pregio di amfare la terminologia, rendendo
raffrontabili le varie casistiche. Tale classifitae utilizza sia parametri
morfologici, come la percentuale di sideroblastiaaéllo, che altri parametri, tra cui
la percentuale di blasti nel midollo osseo e nelgsa periferico e la presenza di
eventuale monocitosi (tabella 1).



Tabella 1 Classificazione FAB della Leucemia Acuta Mielo{@d&M).
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Tipo | Nome comune Criteri per la diagnosi Isto- Note

FAB chimica

MO LA indifferenziata Cellule senza maturazione

citologica, con antigeni
mieloidi (CD13, 33) e
mieloperossidasi negative.

M1 LA mieloblastica Blasti >90% cellule non-eritroidi, | MP+ Facilmente confusa con M7|
senza maturazione 10% di cellule in maturazione a 0 L2 su base morfologica

granulociti 0 monaociti.

M2 LA mieloblastica Blasti 30-89% cell. non-eritroidi, MP+ La popolazione cellulare &
con maturazione >10% granulociti in maturazione, costituita prevalentemente @

<20% cellule monaocitiche. blasti e promielociti
immaturi

M3 LA Promielocitica <20% promielociti ipergranulari MP+ Associata a CID
(variante ipergranulare)| anormali. Corpi di Auer presenti. (coagulazione intravascolar

disseminata).

M3v LA Promielocitica Promielociti con piccoli granuli MP+ Vedi sopra.

(variante microgranul.) | citoplasmatici.

M4 LA mielo-monocitica Blasti >30% cellule non-eritrgid | MP+ NSE+ [ Richiede la valutazione sia
>20 ma <80% di cellule sono del del sangue periferico sia de
lineage monaocitico. midollo osseo.

M4Eo | LA mielo-monocitica Eosinofili anormali con grandi MP+ NSE+ | Negli eosinofoli normali tali

con eosinofilia granuli basofili e nucleo Eos-PAS+ | reazioni sono negative.
monolobato. Positivi alla
cloroacetatoesterasi.

M5 LA monocitica poco >80% cellule non-eritroidi sono NSE+ E necessaria la conferma
(M5a) o ben (M5b) monoblasti, promonociti, o della diagnosi mediante la
differenziata. monociti. M5a >80% delle cellule reazione esterasica inibita d

monocitiche sono monoblasti. M5H fluoruri (NaF).
<80% delle cellule monocitiche
sono monoblasti.

M6 Eritroleucemia (spesso | >30% cellule non-eritroidi sono Eritroblasti | Iperplasia eritroide
evolve a M1, M2 o M4) | blasti, ma >50% delle cellule del | PAS+ megaloblastoide; eritroblast

midollo sono eritroblasti. bizzarri multinucleati.

M7 LA megacariocitica >30% cellule non-eritroidi sono | piastrine La diagnosi € confermata
megacarioblasti. Mielofibrosi. perox + dalla reazione perossidasica

piastrinica con la
microscopia elettronica o
con anticorpi monoclonali
anti-glicoproteine
piastriniche.

Note: MP: mieloperossidasi; NSE: esterasi non $ipaciPAS: Periodic acid-Schiff. Corpi di Auer: daxho dalla

condensazione anomala di granuli citoplasmaticipia presenza nelle cellule immature consentaddinguer la LAM

dalle Leucemie Acute Linfoidi (LAL), mentre la loessenza non ha valore diagnostico.




Piu di recente, € stata proposta una nuova cleasifine delle malattie
neoplastiche del tessuto emopoietico e linfoideldasificazione WHO (Harrist al,
1999). In tale classificazione le neoplasie emaficlte vengono suddivise, prima di
tutto, secondo il lordineage: neoplasie mieloidi, neoplasie linfoidi, malattiei de
mastociti e neoplasie degli istiociti; alcune vatiao sub-tipi delle neoplasie
principali sono ulteriormente classificate (Hamtsal, 1999). In ciascuna categoria,
le diverse malattie sono definite secondo una coa#wne di morfologia,
Immunofenotipo, caratteristiche genetiche e sindimiche. La relativa importanza
di ciascun criterio differisce tra le varie neopas non c’é nessuna classificazione
standard valida per tutte le neoplasie ematologiche

Per quanto riguarda le leucemie acute mieloidiangassificazione WHO esse
sono suddivise in 4 categorie (tabella 2).

Tabella 2 Classificazione WHO delle leucemie acute miel@itkrris et al., 1999)

Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnomalities

« AML with t(8;21)(g22;922)

- AML with abnormal bone marrow eosinophils inv(1630g22) or t(16;16)(p13;922)
« Acute promyelocytic leukemia - AML with t(15;17)(82)12) and variants

« AML with 11923 abnormalities

Acute myeloid leukemia with multilineage dysplasia

- Following a myelodysplastic syndrome or myelodysptdamyeloproliferative disorder
- Without antecedent myelodysplastic syndrome

Acute myeloid leukemia and myelodysplastic syndronse therapy-related

- Alkylating agent-related
« Topoisomerase type Il inhibitor-related (some mayyonphoid)
« Other types

Acute myeloid leukemia not otherwise categorized

« AML minimally differentiated

«  AML without maturation

«  AML with maturation

« Acute myelomonocytic leukemia

« Acute monoblastic and monocytic leukemia
« Acute erythroid leukemia

» Acute megakaryoblastic leukemia

« Acute basophilic leukemia

« Acute panmyelosis with myelofibrosis
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3.3.LAM con alterazioni della banda cromosomica 11923

Nelle leucemie con alterazioni della banda cromosanillqg23, il gene
coinvolto eMLL (vedi dopo). Nella classificazione WHO delle LA, leucemie
con alterazioni 1192BILL, sono nella categoria “AML with recurring genetic
abnormalities” (tabella 2), in cui sono definiteskguenti sub-categorie:

* LAM con 1(8;21)(q22;922)AML1/ETQ

e LAM con eosinofili anormali nel midollo osseo, i1@)(p13922) o
t(16;16)(p13;922)CBFRS/MYHL1Y,

* LAM-PML (promielocitica) con t(15;17)(q22;912PML-RAR e varianti;

* LAM con alterazioni 11q23ALL.

Mentre le prime tre sub-categorie sono malattie ggnee, sia a livello
citogenetico che molecolare, e mostrano una stoettieelazione con la morfologia
cellulare, le LAM con alterazioni 11q28LL sono molto eterogenee. Sono gia state
riportate, in letteratura, 73 associazioni cromasbm diverse del genkILL e 54
geni partner sono gia stati analizzati e clonditiedlo molecolare (figura 1).
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MLL and partners - 73 recurrent translocations and 54 partner genes. Editor 06/2000; last update 02/2009

Figura 1. Da http://AtlasGeneticsOncology.org/Genes/MLL.html
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| riarrangiamenti cromosomici del sito 11g@BA comprendono diverse
anormalita cariotipiche, tra cui delezioni, duphicai, inversioni e traslocazioni
reciproche. Nell'insieme, questi riarrangiamentndeno conto del 5-10% dei
riarrangiamenti cromosomici acquisiti in bambiniasgtulti con LAM, LAL, leucemie
di immunofenotipo misto e sindromi mielodisplasadiDS) (Mitelman, 1995).

In generale, negli adulti e negli anziani i riageamenti 11q23YILL sono poco
frequenti. Sia nelle LAM che nelle LAL la frequendei riarrangiamenti 11q28IL_L
e < 3% (Schoclet al, 2003; Stocket al, 1994). Invece, nei bambini e nei giovani
adulti i riarrangiamenti 1192B/LL sono piu frequenti (figura 2).

ALL AML

Random

CR-ABL
1(3,22)

CBAT -MYHT1 /5
il 16)
20%
TEL-AMLT
% 112,21)
MLL fusions
td, 1341110 11.15)

U118} ggamLF
117.19]

A5 A7) 4117,
K517}

. T cell |:| B cell D Fre-5 el . Pro-B cell D Myaloslastic D Myelomanocytic . Monablastic

. Promyelocytic |:| Myelodysplastic, diverse myelaid

Figura 2. Distribuzione degli oncogeni generati da trastoma cromosomiche nelle leucemie di
bambini e giovani adulti. | prodotti di questi geadderranti sono molto spesso proteine nucleari
attive nella trascrizione genica. “Random” si ridee a traslocazioni sporadiche che sono state
osservate solo in cellule leucemiche di casi singNlbne” si riferisce a leucemie che mancano di
anormalita geniche identificabili (Look, 1997).

In particolare, i riarrangiamenti 11q28.L hanno una elevata incidenza nelle
leucemie infantili, cioé diagnosticate nei primi fiesi di vita. Diversamente dai
bambini con piu di 1 anno di eta, dove le LAL cassicono I'80% delle neoplasie
maligne ematologiche, negli infanti le leucemiddidi sono circa il 50-66% dei casi;
mentre i casi restanti hanno un fenotipo mieloldeleucemie infantili costituiscono
Il 2.5-5% delle LAL pediatriche e il 6-14% delle MApediatriche (Biondiet al,
2000). Rispetto ad un eccesso di maschi tra i baingdil vecchi che hanno una
leucemia, c’é una leggera predominanza femminige dgh infanti con questa
patologia.
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I tasso di incidenza generale dei
riarrangiamenti 11g284LL negli infanti,
rilevato da diverse metodiche, varia dal
60% all’80% (Biondiet al, 2000; Cheret
al., 1993; Hildenet al, 1997; Rubnitzet
al., 1994a; Taki et al, 1996); tale

100%
0%
60%
40%
20%

[]% __ﬂ.-:.i::. T i -
Emesi B-12mesi 12-18

incidenza e strettamente associata con

Frequenza riamangiament 11g23

mesi

18-24
mesi

'etda alla diagnosi e diminuisce Eta alla diagnosi
rapidamente dopo 1 anno di eta (figura 3)

. . ) Figura 3. Frequenza dei riarrangiamenti di
(Dimartino and Cleary, 1999; Greaves, 11923MLL nei bambini con leucemia
1996) .

acuta in funzione dell’eta alla diagnosi
(Dimartino and Cleary, 1999).

| riarrangiamenti 11g284ALL sono rilevati con un’alta frequenza (70%-90%) a&nich
leucemie acute secondarie, che si originano dogtainento anti-neoplastico con
inibitori della “Topoisomerasi II”, tra cui le amicicline, la actinomicina-D e le
epipodofillotossine (etoposide e teniposide) (Asdaet al, 2001; Felix, 2001).

Sebbene siano stati identificati piu di 50 diffarayeni partner di MLL (figura
1), un piccolo gruppo di geni risulta coinvoltoaimca I'80% dei casi di leucemie con
translocazione dMLL. Nelle traslocazioni 11923, i 5 geni partner MLL piu
frequenti sono (figura 4):

o AF4in t(4;11)(g21:923) OMLL—AF4
« AF9in t(9;11)(p22;023) OMLL—AF9
« ENLin t(11;19)(q23;p13.3) dWLL-ENL
« AF10in t(10;11)(p12;023) OMLL-AF10
« AF6in (6;11)(q27;023) OMLL—AF6

Esiste anche un’associazione tra una particolagotrazione ed il fenotipo
delle cellule leucemiche (figura 4). Per esemdi®5P0 di casi di t(4;11)(g21;923)
presenta un fenotipo LAL; invece, I'85% di casit@®;11)(p22;923) presenta un
fenotipo LAM ed, inoltre, il 75% di tali LAM sonoidipo monocitico (Swansburgt
al., 1998).
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Paediatric Adult

AML

Fusion partner genes

E W A4 [ ELL [ AF0 [ EPSIS
EmAF® [ JENL [ AF6 [ Other

Figura 4. Distribuzione dei principali geni partner di fase di MLL in leucemiede novo
pediatriche e dell’adulto (Krivtsov and Armstror2§07).

Nelle leucemie acute linfoidi, i pazienti cadLL riarrangiato hanno una
prognosi particolarmente infausta, specialmenteaseparati con bambini con altre
forme di LAL (Chenet al, 1993); anche leucemie cdiLL riarrangiato, sia ti tipo
linfoide che mieloide, che avvengono dopo trattamexon inibitori della
topoisomerasi Il hanno una prognosi ugualmenteustifa (Felixet al, 1995). Per
guanto riguarda le LAM conMLL riarrangiato esistono dati contrastanti, in
particolare riguardo alla traslocazione piu fredaemioe la t(9;11)(p22;923). Uno
studio riportava una scarsa prognosi per le LAMbeaisde con tutte le anormalita
119g23MLL (Raimondiet al, 1999), mentre altri studi hanno riportato unagpiasi
piu favorevole per le LAM con traslocazione t(9{pPR;q23) (Mrozeket al, 1997;
Rubnitz et al, 2002). Attualmente, i pazienti adulti e pediatoon LAM con
riarrangiamenti 1192BALL sono classificati nel gruppo di rischio “intermedi
(Chowdhury and Brady, 2008).
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3.4. Struttura del gene MLL e relativa proteina codifita

Nei riarrangiamenti 11923 il gene coinvolto #ILL, acronimo di
“myeloid/lymphoid, o_nxed lineage_éukemia” (Ziemin-van der Poelt al, 1991).
Tale gene € indicato anche coilel-1 (acute_ymphoblastic éukemia-1) (Cimineet
al., 1991; Guet al, 1992), per la sua iniziale identificazione in ceso di LAL, e
come HRX e HTRX (homolog of tithorax) (Djabali et al, 1992; Tkachuket al,
1992), per omologia con la proteina “Trithorax”@liosophila. Successivamente, si e
deciso di usareMLL come nome standardl. gene MLL si estende sulla regione
cromosomica 11923 per circa 90 kb e consiste disdni di dimensioni variabili tra
65 bp e 4249 bp (figura 5a) (Nilset al, 1996; Rasiet al, 1996).

Il geneMLL codifica una proteina di 3969 aminoacidi con urzessa molecolare
di 431 kD, che contiene diversi motivi strutturffigura 5b). La proteina matura
MLL consiste di due subunita associate in modo cmralente: MLLY (300 kDa) e
MLL © (180 kDa). Queste subunita sono prodotte mediagt® proteolitico di MLL
ad opera della proteasi “Taspasi 1", dopo i residoinoacidici 2,666 (sito di
clivaggio 1 (CS1)) e 2,718 (CS2). Il processameatitd/LL avviene rapidamente
dopo la traduzione ed & seguito da fosforilaziardld_ © (Hsiehet al, 2003a; Hsieh
et al, 2003b; Takedat al, 2006; Yokoyamat al, 2002)

3.4.1.Motivi strutturali della porzione amino-terminaleMLL ( MLL V)

Motivi AT hook: ATH 1-3 Nella parte piu iniziale della regione N-termimai
sono 3 brevi motivi detti “AT hook”, formati da anmacidi basici conservati. |
motivi “A-T hook” sono insoliti in quanto essi rinoscono la struttura del DNA,
piuttosto che una sequenza nucleotidica (Tkacktul, 1992; Zeleznik-Leet al,
1994) e interagiscono con diverse proteine, traManin, SET/TAF1 (template-
activating factor-1), PP2A (protein phosphatase &4 GADD34 (growth arrest and
DNA damage inducible protein 34) (Krivtsov and Atrsg, 2007).

Sequenze di localizzazione nucleare: SNL1 e SNubito dopo i motivi “A-T
hook”, si trovano due brevi sequenze conservatee &NXIL1 e SNL2; tali sequenze
dirigono la proteina MLL (wild-type e di fusionelehnucleo ed in distinti domini
sub-nucleari (Yanoet al, 1997). Entrambe queste sequenze sono altamente
conservate e si trovano anche nella proteina TRXrdsophila.
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Dominio TRD (transcriptional repression domaifppo le sequenze SNL1 ed SNL2
si trova un dominio di repressione trascrizional®D) in grado di reprimere la
trascrizione quando legato al DNA in vicinanza dipromotore (Prasaek al, 1995;
Zeleznik-Leet al, 1994). TRD consiste di due subunita funzionaD1Rand RD2.
RD1 contiene una regione ricca di cisteine, dettdiva “CxxC zinc-finger”, che
presenta omologia di sequenza con il dominio notaliteo di due DNA
metiltransferasi: la DNA metiltransferasi mammifddMT) e la proteina MBD1
(methyl binding domain protein 1) (Cros$ al, 1997; Hendrich and Bird, 1998).
RD1 puo reclutare proteine come HPC2 (Human polyc@nand il co-repressore
trascrizionale CtBP (C-terminal-binding protein)DR recluta le iston-deacetilasi
HDAC1 e HDAC2 (Xiaet al, 2003).

Dominio PHD (Plant Homeo Domain) motivi PHD zinc-finger sono regioni
conservate tra MLL e la proteina TRX di DrosophDaversamente dai classici zinc-
finger, che mediano il legame al DNA di molti fattdi trascrizione, i motivi PHD
sembrano funzionare nelle interazioni proteinagnat (Aaslancet al, 1995). Questi
domini mediano 'omodimerizzazione ed il legameWiiL a Cyp33, una ciclofilina
nucleare (Faiet al, 2001).

3.4.2.Motivi strutturali della porzione carbossi-termiaali MLL ( MLL®)

Dominio TA (transcriptional activationfQuesto dominio ha mostrato di attivare
la trascrizione di un gene reporter quando taléoregé espressa in fusione con il
dominio che lega il DNA GAL4 (Zeleznik-Let al, 1994). Quindi, MLL contiene sia
un dominio con attivita di repressione trascrizienahe un forte dominio di trans-
attivazione (Prasadet al, 1995), che interagisce anche con il co-attivatore
trascrizionale CBP (CREB-binding protein) (Eresal, 2001).

Dominio SET (Suppressor of variegation, Enhancerasfte, Trithorax)Alla
fine della regione C-terminale di MLL si trova uomdinio altamente conservato e
strutturalmente omologo a quello della proteina TéR>Orosophila. Il dominio SET
possiede una specifica attivita di iston-metiltfaresi, ovvero esso metila I'istone
H3, alla lisina 4 (Milneet al, 2002; Nakamurat al, 2002). Il dominio SET di MLL
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interagisce con varie proteine, tra cui Sbf-1 aNtdLIhSNF5 (Rozenblatt-Rosest
al., 1998).

PTD region
e Exons 12-34
a 1 2 3 dac 56 78 910 1 —
Cen Tel
~  BCR
Menin CtBP
SET BAIN C51 C52 SBFI
PP2A HPC2 CBP INIT [SINFS)
| GADD34 HDACI2 CYP33 l ‘ TAF3I Myotubularin 3540
b
MLL protein ik
ATHI-3 SML12Z RD1 RDZ  PHD1-3 TA SET
(irx) (TRD)  (trx) (trx]
BCR
c
MLL fusion ﬂ DE
Fusion partner gene (FPG)
d
MLL - PTD

Figura 5. Rappresentazione schematica di:

a) gene MLL; BCR (breakpoint cluster region) comprende quasti ti breakpoints delle
traslocazioni dMLL conosciute; PTD (partial tandem duplication; sterpa

b) proteina MLL con i differenti domini; le proteirehe si legano a specifici domini sono annotate
sopra ciascun dominio;

c) proteine di fusione generate da traslocazionMtL; una tipica proteina di fusione di MLL
contiene la parte N-terminale di MLL codificata gaimi 5-11 esoni e la parte C-terminale del gene
partner di fusione (FPG).

d) il riarrangiamento dMLL che risulta dalla duplicazione parziale di MLL (MEPTD, MLL—
partial tandem duplication); MLL—PTD contiene ummero variabile di esoni da 5 a 12 duplicati ed
inseriti prima dell’esone 11 o0 12.

La dimensione degli esoni, le distanze intronichia eimensione dei domini non sono in scala
(Harper and Aplan, 2008; Krivtsov and ArmstrongQ2p
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3.5.Espressione e Funzione di MLL

MLL é ampiamente espresso nella maggior parte ddlidecamane (Butleet
al., 1997). Nel tessuto emopoietichlLL & espresso nelle cellule staminali e nei
precursori emopoietici e puo essere presente anchleune cellule piu mature, sia
adulte che fetali (Kawagoet al, 1999). Studi immunoistochimici hanno rivelato che
sia la proteina MLL wild-type che le proteine dsione di MLL localizzano sia nel
nucleo che nel citoplasma; tuttavia, mentre lallezazione citoplasmatica e diffusa
e variabile, quella nucleare e caratterizzata daraalo perinucleare e localizzazione
con distinti corpi nucleari (Butleet al, 1997; Ennast al, 1997; Rogaiaet al,
1997).

La funzione diMLL e richiesta per lo sviluppo normale del topo. Togmh una
mutazione omozigote pavill (Mll-/-) muoiono nel periodo embrionale, mostrando
diversi difetti nello sviluppo, tra cui anche anatith ematopoietiche (Hess al,
1997; Yagiet al, 1998; Yuet al, 1998; Yuet al, 1995). Questi studi hanno
evidenziato che MLL funziona come una contropart@mmifera della proteina
“TRX” di Drosophila, che mantiene positivamenterahte lo sviluppo, I'espressione
di molti geniHOX (geni omeotici coinvolti in molti processi dell@ilsippo, tra cui
anche I'ematopoiesi). Infatti, sebbene negli embrial giorno 9.5 di gestazione,
viene osservato il corretto inizio dell’'espressiahn@liversi geniHOX esaminati 47,
c8ec9), il loro successivo mantenimento viene perso €¥al, 1998). Per valutare |l
ruolo di MLL nell’ematopoiesi, sono stati generati tdfil-/- che morivano al giorno
embrionico 10.5-11.5 (E10.5-11.5) (He=tsal, 1997). Analizzando I'ematopoiesi di
colture di sacco vitellino, é stato trovato chedpi MIl-/- il numero e la dimensione
delle CFU-GEMM (colony-forming unit-granulocyte, yémroid, macrophage,
megakaryocyte), CFU-M (colony-forming unit-macrogbhae BFU-E (burst-forming
unit-erythroid) sono marcatamente diminuiti; il neno e la dimensione delle CFU-
GM (colony-forming unit-granulocyte macrophage) EUW=G (colony-forming unit-
granulocyte) sono moderatamente diminuiti; inflheumero e la dimensione delle
CFU-E (colony-forming unit-erythroid) non sono imafica influenzati. Nonostante il
numero minore di colonie presenti, le colture doitMll-/- mostrano tutti i tipi
cellulari, senza evidenza di arresto della matorazi In questo studio, l'iniziale
mortalita degli embrioni Mll-/- precludeva valutazioni del ruolo dMLL
nell’ematopoiesi del fegato fetale o nel midollees adulto, e il ruolo dVILL nella
linfopoiesi. In un altro studio, sono stati genetapi Mll-/- che morivano piu tardi
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nel periodo embrionale, ad E11.5-14.5 (Yagial, 1998). In questo caso € stato
possibile analizzare I'ematopoiesi del sacco witelle del fegato fetale. Saggi di
formazione di colonie hanno mostrato che, in quaptodi mutantiMIl-/-, il numero

e la dimensione delle colonie € marcatamente adotinolte delle colonie ritardano
ad essere riconosciute; questo risultato influenitiz le linee di differenziazione,
anche se le colonie GM erano ridotte in misura rmagg Anche in questo caso
I'esame istologico ha rivelato che sono presertti tdipi cellulari maturi (vi sono
infatti cellule eritroidi, mieloidi, monocitiche megacariocitiche), con una normale
differenziazione. In conclusione, questi studi aadio che la funzione dMLL
sarebbe richiesta per il normale numero di progengmatopoietici, specialmente
lungo le vie mieloidi e macrofagiche; cio suggezisihe I'espressione dilLL sia
richiesta per la normale proliferazione e/o sopramnza dei progenitori
ematopoietici. Invece, la funzione L non sembra influenzare il differenziamento
delle cellule emopoietiche.

A livello molecolare, entrambi i frammenti di MLIMLL" e MLL®) fanno parte di
un supercomplesso proteico molto grande, compastorda 30 proteine (Nakamura
et al, 2002). Questo supercomplesso coordina la modiboa della cromatina,
mediante processi come la metilazione e I'acetlazidelle proteine istoniche. | due
frammenti di MLL mostrano opposte proprieta tradonali, quando analizzati
separatamente; in particolare, Milha un’attivita di repressione trascrizionale,
mentre MLL® ha forti proprieta di attivazione trascriziona¥okoyamaet al, 2002).
Quando i due frammenti di MLL sono insieme, si habglmente una regolazione
positiva della trascrizione genica, con il framneelLL" che serve per indirizzare il
complesso di MLL alle giuste localizzazioni nucleda notare che sia MLL che
TRX di Drosophila sono regolatori positivi dell’esgsione genica, durante lo
sviluppo embrionale (Brock and van Lohuizen, 20049lto probabilmente i fattori
di trascrizione reclutano il complesso di MLL perziare la sintesi di RNA.
Ovviamente, certi geni, come particolari gedDX, dipendono di piu di altri
dall'azione di MLL e, percio, essi si distinguon® @ene meno la funzione MLL
(Slany, 2009).
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3.6.Riarrangiamenti del gene MLL

La proprieta piu sorprendente dei geni partnerMdliL, nelle traslocazioni
11923, e la loro incredibile diversita (figura Tuttavia, malgrado tale enorme
varieta, la maggior parte delle leucemie con tstmni di 1123ILL si presenta
come un’entita clinica ben distinta; infatti, asalili espressione genica, effettuate in
cellule di blasti leucemici, derivanti da paziergd in linee cellulari stabilizzatie
vitro, non sono riuscite a separare le differenti fusrMLL in base al rispettivo
gene partner di fusione (Armstromg al, 2002; Ferrandet al, 2003; Ros<t al,
2003; Yeohet al, 2002). Percio, e lecito chiedersi come sia pdssithe una
moltitudine di differenti proteine di fusione di NMlLpossa causare, alla fine, un tipo
di malattia abbastanza simile. Due osservazionsqus essere utili, per affrontare
tale problema.

Primo, in tutte le traslocazioni #lLL € coinvolta solo la sequenza genica che
codifica per il frammento MLY; in particolare, il gene partner viene fuso, ianfie,
con la sequenza genica MILL, subito dopo la parte codificante per il dominio
“CxxC” ed escludendo, quasi invariabilmente, quelt@ificante per i motivi “PHD
fingers”. Studi di struttura/funzione hanno rivelathe sia i motivi AT hook che |l
dominio TRD sono cruciali per I'oncogenesi (Slaglyal, 1998). E stato riportato
che, al contrario, i motivi “PHD fingers” bloccarla trasformazione leucemica,
mediata dalle proteine di fusione di MLL, fornenclusi una spiegazione del perché
nelle traslocazioni di MLL tali domini vengano semapesclusi (Chert al, 2008a;
Munteanet al, 2008).

Secondo, i geni fusi BILL chiaramente appartengono a poche classi funzionali
Infatti, i geni AF4, AF9, ENL, AF10ed ELL, che costituiscono approsimativamente
oltre I'80% di tutti i casi clinici di leucemie caalterazioni diMLL, codificano delle
proteine che presentano proprieta di attivazioria tlascrizione genica. La tabella 3
mostra diversi geni fusi ddLL, raggruppati in base alla loro funzione.
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Tabella 3. Classificazione di geni partner di fusione di M{Krivtsov and Armstrong, 2007).

Putative function Chromosome Fusion partner Frequency in leukaemia
Group1 Nuclear, putative DNA-binding proteins ~ 4q21 AF4 >80% of MLL rearranged
9p23 AFQ leukaemias
19p13.3 ENL
10p12 AF10
19p13.1 ELL
Group2 Cytoplasm, presence of coiled-coil 1932 EPS15 >10%
oligomerization domain 17p13 GAS7
19p13 EEN
6q27 AF6
Xq13 AFX
Group3 Cytoplasm, septin family, interactwith Xq22 SEPT2 >1%
I(3r3|/itt(zi‘;li<:*letalfilaments, have arole in 22q11 SEPTS
Xq24 SEPT6
17925 SEPT9
4q21 SEPT11
Group4 Nuclear, histone acetyltransferases 16q13 CBP >1%
22q13 P300
Group5 MLL partial tandem duplication of exons 11923 N/A 4-7% of all AML with
5-11 (MLL-PTD) normal karyotype

AML, acute myeloid leukaemia; CBF, CREB binding protein; MLL, mixed lineage leukaemia; N/A, not applicable; PTD, partial
tandem duplication.
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3.7.Gene di fusione MLL-AF9 - LAM con traslocazione
t(9;11)(p22;923)

Nelle traslocazioni 1192BILL, il gene di ::;922 <] Breakpoint
fusione sul cromosoma 11 e formato

all’estremita 5’ dai primi 5-11 esoni d&ILL e
all'estremita 3’ dalle sequenze del gene partne -
) . ] [] Breakpoint[™>
(figura 5c). Come gia detto, la traslocazione 3 11
t(9;11)(p22;923) €& ldraslocazione piu comune
rilevata nelle LAM con riarrangiamento
11923MLL ed e associata con il fenotipo

MLL
11923

| Translocation |

= |
monocitico (M5 della classificazione FAB). -<] o _E;
Nella traslocazione t(9;11)(p22;g23YILL si o A o
ricombina con il gen@F9 per formare il gene ; —
di fusioneMLL-AF9 (figura 6). La regione BCR [>E
(breakpoint cluster region) dA\F9 presenta gli 9p- 11g+

stessi elementi strutturali della BCR MLL e , o
. N C e . . Figura 6. Schema della ricombinazione
cio rende possibili eventi di ricombinazione trag.5 mi L e AFQ.

due geni (Strissadt al, 2000).

Il gene uman®F9 wild-type, detto ancheTG9 o0 MLLTS3, consiste di 11 esoni
e codifica una proteina di 568 aminoacidi, con ora@ssa molecolare di 633,67 kD
(lida et al, 1993; Nakamurat al, 1993; Yamamotet al, 1994), caratterizzata da:

* una sequenza di localizzazione nucleare (che daigeoteina nel nucleo).

» domini ricchi di serine, tra cui uno contenenteséfine continue.

* tratti ricchi di proline o di aminoacidi basici.

E stato dimostrato che, domini con molte prolingt¢hkll and Tjian, 1989) o
regioni ricche di serine e proline (Thedt al, 1989) agiscono come attivatori della
trascrizione e che, domini ricchi di aminoacidiicar positivamente si legano al
DNA. Cio aveva subito suggerito che la proteina Afe®eva essere coinvolta nella
regolazione della trascrizione genica (Nakametaal, 1993). Infatti, e stato
dimostrato che questa proteina possiede attivitaghlazione trascrizionale (Prasad
et al, 1995). La proteina AF9 e altamente omologa aitdgina ENL, codificata dal
gene ENL, altro gene partner dMLL. Anche la proteina ENL funziona come
attivatore della trascrizione genica (Rubmtal, 1994b).
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3.8.Geni e proteine target di MLL e proteine di fusiomnk MLL

Profili di espressione genica hanno dimostrato wmraegolazione di un gruppo
di geni HOX, tra cuiHOXA4 HOXAS5 HOXA7, HOXA9 HOXA10e HOXCS§ in
cellule leucemiche con riarrangiamenti del gevieL (Armstrong et al, 2002;
Ferrandoet al, 2003). E stato dimostrato che la trasformazioeeptastica indotta
dalle proteine di fusione di MLL richiede I'esprasse di geniHOX, comeHOXA7e
HOXAQ9 (Ayton and Cleary, 2003). Negli esseri umani e togi, i geniHOX sono
organizzati in quattro clusters, presenti su déifér cromosomi (figura 7). L'ordine
dei geniHOX in ciascun cluster e evoluzionisticamente congensuggerendo che
I'organizzazione fisica dei getdOX possa essere essenziale per la loro espressione
(Grahamet al, 1989). | geniHOX sono espressi durante I'embriogenesi in modo
tessuto specifico e, spesso, anche in base aladffisrenziativa cellulare (Maggt
al., 1991). | genHOX sono espressi anche nel tessuto emopoietico rilcqlare €
stato mostrato che cellule a varie fasi del difieramento emopoietico presentano
differenti modelli di espressione dei geRiOX; inoltre, tali geni HOX sono
trascrizionalmente accesi o spenti in blocchi, glossono contenere un numero
variabile di geni contigui all'interno di ciasclocusgenico (Magliet al, 1991).

Al ATl AIO AD Al A A5 | A a3 Az Al
B13 B9 | B8 B7 B BS | B4 BI B2 B
. | BN - aEae—— "
Cl3 oc1z o cnocwoee | Ca ces oy | r4
o3 D2 DI D0 D9 | D8 04 O3 o
i3 12 11 10 9 | 8 7 6 5 ] 4 3 2 1 Paralogs
Iumbo-sacral thoracic | cervical
Pastetior 5 Ea Anteriog
Late Early

Figura 7. Rappresentazione schematica dei gd@X 1 geni sono allineati orizzontalmente
secondo la loro posizione cromosomica e verticatenanbase alla massima omologia di sequenza
(Cillo et al, 2001).
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L’induzione ed il mantenimento della leucemogemedotta da riarrangiamenti
11g23MLL richiede anche la proteina MEIS1 (Mouse Ecotrdpiegration Site 1), a
cofattore delle proteine HOX (Wonet al, 2007). Il geneMEIS1 & notevolmente
espresso nelle leucemie con alterazioni 11gRB/ e rappresenta un importante
collaboratore oncogenico (Armstrorgf al, 2002). E stato riportato che, in un
modello murinoMeislregolava la frequenza ed il potenziale delle ézl&taminali
leucemiche coMll riarrangiato, mediante il controllo dell’attivitiel ciclo cellulare,
dell’'estensione dell'auto-rinnovamento e dell'atoegella differenziazione cellulare;
inoltre, Meislregolava anche il tasso di generazione di cefitdeninali leucemiche
da progenitori mieloidi, in vivo (Wongt al, 2007).

Esiste un legame funzionale tra proteine di fusidn®LL e MYC. Il proto-
oncogeneMYC codifica per un fattore di trascrizione, espregsomolti tessuti
normali e neoplastici, tra cui cellule emopoieticha funzione dMYC e implicata in
vari processi cellulari, tra cui proliferazioneygiga del differenziamento, apoptosi ed
adesione cellulare (Collest al, 2000; Pelengarist al, 2002). E stato dimostrato
che, varie oncoproteine di MLL, tra cui anche MLIE®\ attivano la trascrizione di
alcuni geni regolati da MYC (Galoiaat al, 2000). Tali geni possiedono delle
sequenze di riconoscimento (E-boxes) per MYC e mnoma puntiformi in tali
sequenze di consenso aboliscono lattivita di ta&tigazione indotta
dall’espressione di MLL-AF9 e di altre oncoproteideMLL. Inoltre, I'analisi di
cellule MYC +/+ e MYC -/- ha confermato che la trans-attivazione dovuta alle
oncoproteine di MLL é mediata, in modo specifictiraverso MYC. Sembra che le
oncoproteine di MLL possano potenziare il legam®iC alle sue sequenze target,
poiché i livelli proteici di MYC non sono influentzadall’espressione delle
oncoproteine di MLL. La trans-attivazione mediatall@l oncoproteine di MLL
richiede i domini AT hook ed il dominio di represse TRD di MLL, piu le sequenze
del partner di traslocazione; tale trans-attivagienmolto piu forte (piu di 100 volte)
di quella osservata per MLL wild-type (Galoiahal, 2000).

Nelle leucemie indotte da oncoproteine di MLL, s&amnio cercando anche i
mediatori a valle dei geni target regolati direttemie da tali oncoproteine. E stato gia
detto che l'espressione di oncogeni colieL-AF9 induce una iper-espressione di
specifici geniHOX e loro cofattori, comeéMEIS], indicando un ruolo centrale ed
importante del pathwayHOXA/MEIS1 durante la leucemogenesi indotta dagli
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oncogeni diMLL. In un modello murino, uno dei geni che mostraaa piu
pronunciata up-regolazione in risposta alla contoree diHoxa9e MeisleraMyb,
'omologo cellulare dell'oncogene v-myb (myeloblasis leukemia virus) (Hesst
al., 2006). I livelli diMYB sono elevati in molte leucemie ed esso ha unadnaz
critica nello sviluppo delle cellule staminali enoagtiche (Ramsay and Gonda,
2008). Quindi,MYB potrebbe essere un trasmettitore cruciale di siegneogenici
dal pathwayHOXA/MEIS1,e suoi regolatori a monte (es. oncogeniMiiL), al
controllo della crescita delle cellule leucemichiegset al, 2006).

3.9. Terapia attuale per le LAM con riarrangiamenti 112MLL

Attualmente, le LAM con riarrangiamenti 11gRB/L sono trattate con farmaci
utilizzati anche in altri tipi di LAM. Tra quelliip efficaci troviamo:

« Citarabina (18-p-arabinofuranosylcytosine, cytosine arabinosideR#-C). I
suo meccanismo d'azione € dovuto alla sua rapidaversione in citosina
arabinoside trifosfato, che danneggia il DNA quatal@ellula si trova nella
fase S (sintesi del DNA) del ciclo cellulare; inrpaolare, 'ARA-C inibisce la
funzione di alcuni enzimi necessari per la singsi DNA (DeVita et al,
2004).

» Antracicline (esempi, doxorubicina, daunorubicin@arubicina) Il principale
meccanismo d’azione delle antracicline riguardanibizione della
topoisomerasi Il. Inoltre, le antracicline provoocala produzione di radicali
liberi e conseguenti danni cellulari strutturaliefpssidazione lipidica),
responsabili della cardiotossicita di tali farm@aeVita et al, 2004).

« Etoposide E un’epipodofillotossina ed & anch’esso un ioitgt del’enzima
topoisomerasi Il. Le cellule neoplastiche mostrammgiore sensitivita a tale
molecola nelle fasi S e @lel ciclo cellulare. Il conseguente accumulo dirda
al DNA diviene alla fine incompatibile con la sopvavenza cellulare (DeVita
et al, 2004).
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In generale, per quanto riguarda le LAM pediatrjchérattamento combinato
con questi farmaci permette di ottenere la remmesimompleta in oltre '80% dei casi
e tassi di sopravvivenza tra il 40% ed il 60%. R&urecentemente pubblicati di
studi clinici di fase lll, riguardanti LAM pediatine sono elencati in tabella 4. come
gia detto, per quanto riguarda i pazienti con LAbh giarrangiamenti 11928iLL,
essi sono inclusi nel gruppo di rischio “intermédiéhowdhury and Brady, 2008).

| principali problemi nel trattamento delle LAM pattiche sono rappresentati
dalle morti relative al trattamento e dagli effetbllaterali a lungo termine. Cio
ostacola ulteriori intensificazioni delle terapiguali e, quindi, rende necessaria la
ricerca di nuove molecole e nuove strategie teriagreiper il trattamento delle LAM
pediatriche.

Tabella 4. Risultati recentemente pubblicati di studi clirdcfase 11l in LAM pediatriche (Kaspers
and Zwaan, 2007).

Study group Proocal n Time perod — Follow-up time pEFS p0s Ref,
AEIOP AIEQP LAM 52 160 1992-2001 5 yaars 4% 6% (Pessioret al, 2005)
AML-EFM 55 AML-BFM 93 471 1993-1998 5 years 51% % (Creutziget al, 2001)
LiG L0G 2891 204 1989-1995 3 years 2% 30% (Woodset al, 2001)

Standard timing 8 years - 4%

06 2591 295 1989-1995 3 years 42% 1%

Intensive timing 8 years - 4%%
DCoG AML-92/94 8 19921998 5 yars 42% 2% (Kardoset al, 2005)
EORTC EORTC 58321 177 1933.2000 5 ymars 40% 62% (Entz-Werleet al, 2005)
LAME LAME £9/91 300 1988-1096 6 yars 48% A% (Perelet al, 2002)
MRL AMLLZ 529 1935-2002 5 ymans 58% 8% (Gibsonet al, 2005)
HOFHO AML 93 219 19632000 7 years 49% 4% (Lie et al, 2003)
POG POG 2421 565 1935-1999 Jyears 3% 4% (Bectonet al, 2006)
PPLLSG AML 95 104 19982002 B-years 4% 0% (Dluzniewskaet al, 2005)
5t Jude Childrens  AML 91 62 1991-1997 Syears 4% 5T% (Ribeiroet al, 2005)
Research Hospital
Tokyo CCSG AML13/14 216 1991-1998 Somars 5% 2%

(Tomizawaet al, 2007)

AIEOP: Associazione ltaliana di Ematologia e OngaoPediatrica; AML-BFM SG: AML Berlin-Frankfurt-Mister
Study Group; CCG Children’s Cancer Group (now WRBG the Children’s Oncology Group); DCOG: Dutch
Childhood Oncology Group; EORTC: European Orgaiiradf Research and Treatment of Cancer; LAME: léznie
Aiqué Myéloblastique Enfant; MRC: Medical Resea@iuncil; NOPHO: Nordic Society of Pediatric Hematgp} and
Oncology; POG: Pediatric Oncology Group (now witB@&the Children’s Oncology Group); PPLSG: PoliskliBgic
Leukemia/Lymphoma Study Group.
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3.10.Nuove strategie terapeutiche per le LAM con 11928iM
rearrangements.

Terapia differenziante

Un’anormalita caratteristica delle cellule leuceingic@ che esse sono “bloccate”
ad una fase precoce del loro sviluppo e non riescrdifferenziare in cellule
funzionalmente mature. Quindi, una strategia antéenica, attualmente in studio, €
qguella di cercare di indurre le cellule neoplastich superare il loro blocco
differenziativo; tale strategia € nota come ‘“temagifferenziante”. Tale intervento
potrebbe limitare gli effetti collaterali della gheterapia citotossica e migliorare |
tassi di remissione e di cura. Il potenziale dietapproccio terapeutico e
esemplificato dallo sviluppo della terapia diffezeamte per il trattamento della
leucemia acuta promielocitica (LAP) (Nowak al, 2009; Petrieet al, 2009). La
figura 8 mostra alcune tappe fondamentali nellaistdella terapia differenziante
della LAM ed, in particolare, I'applicazione nehttamento della LAP.

ﬂ described as a W(15:17)g22,g21) i .
distinct AML translocation m Les:gg":::[m
subtype identified g _

1967 1977 1991
1973 1978 1981 1985 1992 2000

{n—vitro induction of { ATRA identified as } [ ATO found to be]

difterentiation in differentiation effective in
AML cells agent in APL calls treating APL

gents proposed as treated with ATRA used in up-front in combination

o Dreronsation First APL patients | [ATRA and CT [ ATRA/ATO and CT used |
cancer therapy combination tharapy of APL

A

Figura 8. Tappe fondamentali nella storia della terapidedginziante della LAM. In alto sono
indicati alcuni eventi associati con la caratteazpne della LAP. In basso sono mostrati alcuni
eventi associati con la terapia differenziante. ATRall-trans-retinoic acid), ATO (arsenic
trioxide), CT (chemioterapia) (Petrét al, 2009).

Attualmente, la terapia della LAP consiste di ufiasé di induzione” della
remissione di malattia, mediante trattamento basstit’ATRA e cicli di
chemioterapia in fase di post-remissione. Taldana&nto combinato risulta in tassi
di remissione a lungo termine di oltre il 90% dsicdi LAP (Dohner et al., 2009;
Testi et al., 2005).
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La “terapia differenziante” della LAP, basata 'stilizzo del’lATRA, potrebbe
essere di esempio per lo sviluppo di simili tragath in altri tipi di leucemie,
prendendo in considerazione anche altre molecoftefdnzianti” (oltre al’ATRA),
da utilizzare singolarmente o in combinazione.

Composti della Vitamina D

Come per i retinoidi, effetti differenzianti prortextti furono anche dimostrati per la
forma fisiologicamente attiva della vitamina D, osniuta come: 1,25-
dihydroxycholecalciferol (1,25-dihydroxyvitamin-D3alcitriolo; VD3). La VD3
induce il differenziamento di normali precursoriehoidi verso illineagemonocitico
(Grande et al, 2002). Anche in molte linee cellulari leucemichmieloidi
indifferenziate, la VD3 stimola il differenziamentoonocitico (Grandet al, 1997;
Studzinskiet al, 1993). La VD3 si lega al recettore nucleare pe¥D3 (VDR), che
eterodimerizza con il cettore X dell'acido retimpi@RXR); questo complesso attivato
si lega ad elementi di risposta alla VD3 (VDRE®)|enregioni promotrici di geni che
inducono arresto del ciclo cellulare e differenzato, nelle cellule leucemiche
(Nowak et al, 2009). Purtroppo, la VD3 ha dimostrato scarsecatfa in pazienti
con LAM ed altre neoplasie. Tale risultato € dovptincipalmente al fatto che
I'applicazione clinica della VD3 e limitata dai gueffetti collaterali ipercalcemici
(Luong and Koeffler, 2005; Nowadt al, 2009).

Citochine

Il differenziamento di progenitori emopoietici irellule ematiche mature é
controllato anche dall’azione di diverse citochitr, cui i fattori che stimolano le
colonie emopoietiche, le interleuchine, l'interfergamma ed il fattore di necrosi
tumorale. La trasduzione del segnale fisiologicaitbchine emopoietiche consiste
nel loro legame ai propri recettori specifici dimgrana e successive attivazione di
pathways a valle, tra cui quelli della “protein &s® C (PKC)”, “mitogen activated
protein kinase (MAPK)”, “Janus kinases (JAKs)”, €Sikinase” e “STATS".
L’attivazione di tali pathways, a sua volta, indulativazione o la repressione
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trascrizionale di geni che regolano il differenzearto dei progenitori emopoietici
(Nowak et al., 2009; Ravandi, 2006).

E stato riportato che le cellule leucemiche (giadi cellulari che blasti derivati
da pazienti) sono, nella maggior parte dei casistenti al differenziamento indotto
da citochine, anche esprimendo i rispettivi recetton mutati e funzionali. Tuttavia,
il differenziamento terminale pud essere indotto aleune citochine, in cellule
leucemiche, ma a concentrazioni di molto superoduelle utilizzabili in clinica.
Quando avviene il differenziamento, diversi prot@ageni, coméYB MYC, FOS
ecc. vengono regolati in maniera differente dagodelle citochine utilizzate (Nowak
et al., 2009; Ravandi, 2006) .

Purtroppo, l'uso di tali molecole come agenti atdemici non si € rivelato
finora utile. Anche in questo caso, il principale®llema € che non si riescono a
raggiungere, nei pazienti, quelle concentrazioniciochine utili per ottenere |l
differenziamento, che invece si possono raggiungenatro (Nowak et al., 2009;
Ravandi, 2006).

Modificatori epigenetici

L’epigenetica si riferisce ad una serie di modiioai biochimiche della
cromatina, che coinvolgono sia il DNA che i complgwoteici ad esso associati, con
il risultato di influenzare I'espressione genicanza alterare la sequenza primaria del
DNA (Jones and Baylin, 2007; Robertson and WoR{¥)0).

Una differenza fondamentale tra alterazioni gehetied epigenetiche € la
natura irreversibile delle lesioni genetiche, mentjuelle epigenetiche sono
potenzialmente reversibili, permettendo cosi urerir@nto terapeutico. Quindi,
potrebbe essere possibile far esprimere geni erenziamento o dell'apoptosi, che
sono epigeneticamente repressi nelle cellule nebgitee (Jairet al, 2009).

Uno dei meccanismi epigenetici piu frequenti riglaata metilazione del DNA,
che consiste nell'addizione di un gruppo metilidta gposizione C5 dell'anello
pirimidinico della citosina (C) (figura 9a) (Robswh and Wolffe, 2000). Questa
reazione avviene solo quando la (C) e seguita @aguanina (G) (che formano i
cosiddetti dinucleotidi CpG) ed e mediata da enziteiti DNA metiltransferasi
(DNMTSs). Nelle cellule neoplastiche, i promotorigkni oncosoppressori, associati a
dinucleotidi CpG, possono essere ipermetilati. isultante silenziamento genico
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aberrante é funzionalmente simile all'inattivaziatemvuta ad alterazioni genomiche,
come mutazioni o delezioni (Jones and Baylin, 200Mduzione di ipometilazione
di un promotore genico, associato a dinucleotidGCpotrebbe portare alla ri-
espressione del gene silenziato e, percio, essg@mmtle importanza clinica. Con il
termine “agente demetilante o ipometilante” si @adun composto capace di indurre
una transiente ipometilazione del DNA. Attualmermhee agenti ipometilanti sono in
uso clinico: la 5-azacitidina e la 5-Aza-2'-deosgima (decitabina) (figura 9b) (Jain

et al, 2009).
a b
2 DNA methyt- HH; NH, NH,
ransferases CHy R HA“
]\ LA, LA,
”\ o Ho-@
5'— CDG‘S HO OH HO
3-GpC-5' 5-azacytidine Decitabine

Figura 9. a) Azione della DNA metil-transferasi (vedi téstb) Struttura degli agenti demetilanti
utilizzati in clinica, 5-azacitidina e decitabina.
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4. SCOPO DELLO STUDIO

Sebbene la prognosi di bambini ed adolescenti oMl [& significativamente
migliorata nei decenni passati, per aumentaresfidali cura e diminuire la tossicita
del trattamento di tale tipo di neoplasia, c’é bisw di comprendere meglio la
biologia dei diversi tipi di LAM e di ricercare nue ed efficaci strategie
terapeutiche.

L’argomento di tesi del mio corso di Dottorato dc&ca ha riguardato lo studio
della leucemia acuta mieloide con traslocaziond 1(9p22;q23), utilizzando modelli
cellulari umani, in vitro.

| principali obiettivi sono stati:

1) analizzare I'espressione genicaMLL-AF9 e di alcuni suoi geni target,
importanti per la leucemogenesi indotta da taleogene, in relazione principalmente
al processo di differenziamento monocito-macrofagic

2) valutare gli effetti di diverse molecole, singoéd in combinazione, a

concentrazioni ottenibili in clinica, con l'obiett di “sensibilizzare” le cellule
leucemiche al differenziamento terminale, lungm#agemonocito-macrofagico.
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5. MATERIALI E METODI

5.1.Colture cellulari e trattamenti sperimentali.

Le linee cellulari THP-1, MOLM-13 e Mono Mac 6 (MM&ono state isolate
dal sangue periferico di pazienti affetti da LAM-MB particolare, le cellule THP-1
derivano da un bambino di un anno di eta (Tsuchtya, 1980), le MOLM-13 da un
paziente maschio di 20 anni (Matseioal, 1997) e le MM6 da un paziente maschio
di 64 anni (Ziegler-Heitbroclet al, 1988). Queste tre linee cellulari sono tutte
caratterizzate dalla presenza della traslocazionenasomica t(9;11)(q21;923) ed
esprimono I'oncogen®LL-AF9 (Matsuoet al, 1997; Odercet al, 2000; Supeet
al., 1995). Da notare che la linea cellulare THP-l@nta un solo trascritto MLL-
AF9, mentre le cellule MOLM-13 e MM6 presentano duaseritti di MLL-AF9,
dovuti a splicing alternativo (Montemuret al, 2004; Odercet al, 2000; Supeket
al., 1995). Inoltre, tutte e tre le linee possiedormppeta morfologiche, funzionali e
biochimiche tipiche delle cellule deheagemonaocitico, con le MM6 che presentano
un maggior grado di differenziamento, rispetto dll¢P-1 e le MOLM13 (Auwerx,
1991; Matsuoet al, 1997; Tsuchiyaet al, 1980; Ziegler-Heitbroclet al, 1988).
Come linea cellulare che non esprili¢L-AF9 e stata utilizzata la linea cellulare
HL-60, derivata dal sangue periferico di una pagedi 35 anni con LAM-M2
(Collinset al, 1977; Daltoret al, 1988; Gallagheet al, 1979).

Le cellule THP-1, MOLM-13 e HL-60 sono state caddti® in mezzo di coltura
costituito da RPMI-1640 (Gibco-BRL, Basel, Switzerdl), arricchito con 10% di
siero fetale bovino (FBS, Gibco), 1% di L-GlutamainGibco) e 1% di
penicillina/streptomicina (Gibco). Per le cellulevd, al mezzo di coltura descritto
sopra € stato aggiunto anche I'1% di “OPI MEDIA'Id®a, St. Louis, MO, USA),
costituito da ossalacetato (0.15 g), piruvato (@P=d insulina bovina (0.0082 g).
Tutte le linee cellulari sono state coltivate iasithe di polistirene “Falcon” T25 o
T75 e mantenute in incubatore a 37°C, in presentzOd al 5%. Per mantenere ed
amplificare le cellule in coltura sono state effate diluizioni 2-3 volte a settimana:
Il mezzo veniva sostituito centrifugando le cellalel100 rpm per 5 minuti, quindi
veniva eliminato il sovranatante ed aggiunto nu@roeno preriscaldato a 37°C.
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Negli esperimenti effettuati, le linee cellularingostate trattate con le seguenti
molecole:

« PMA (forbolo 12-miristato 13-acetato; Sigma), saspén etanolo alla
concentrazione di 1,6 x £@ stoccato in aliquote a —20°C;

* |FN-y (interferon gamma; Sigma) sospeso in PBS alla emnazione di
10 U / ul e stoccato in aliquote a —20°C;

» M-CSF (macrophage colony-stimulating factor; Signsgspeso in PBS
alla concentrazione di 5 ng / pl e stoccato aiguate a —20°C,;

VD3 (1,25-diidrossivitamina D3; colecalciferolo; Icidriolo, Sigma),
sospesa in etanolo alla concentrazione di 5 pMecata in aliquote a —
20°C;

» Decitabina (5-aza-2'-deoxycytidine; 5-AZA; Sigmaspesa in acqua alla
concentrazione di 1 mM e stoccata a stoccataguete a —20°C.

Tutte le molecole sopraelencate sono sthiigite in mezzo completo ed aggiunte
alle cellule, per ottenere la concentraziomiicata negli esperimenti

Per inibire selettivamente l'espressione di MLL-AREQ stato utilizzato un
oligonucleotide antisenso fosforotioato (PS-ODMNe ermette di ottenere una piu
efficiente modulazione dell’espressione genicall@pet al., 1998), rispetto ad un
oligonucleotide non fosforotioato. E' stato progétt un PS-ODN antisenso (PS-
ODNas) di 18 paia di basi con sequenza 5 GGTTGTGEETTTTCT 3
complementare al punto di fusione del trascrittomehico MLL-AF9. Come
controllo negativo e stato progettato un PS-ODNssd?S-ODNSs) con la sequenza:
5" AGAAAAGTCTGAACAACC 3' corrispondente alla stesezgione di interesse.
Sono stati usati per la progettazione dei due oligteotidi i programmi “Primer” e
“Amplify”, che hanno permesso di verificare I'asgandi dimeri o di sequenze
ripetitive. E stato utilizzato il programma “BlagR7” per verificare il grado di
omologia con altre sequenze genomiche. L'oligoratade € stato sintetizzato (M-
Medical, Milan, Italy) con scala di sintesi O M e purificato con HPLC per
rimuovere i prodotti di sintesi incompleti.

Per facilitare l'introduzione dell’oligonucleotidall'interno della cellula, si €
utilizzata una tossina batterica, prodotta da $teEmcus Pyogenes: la Streptolisina-
O (SL-O; Sigma). La soluzione permeabilizzante aastituita da Steptolisina-0O, in
concentrazione 1000 U/ml, e ditiotreitolo in coriteanone 5 mM, in buffer salino
privo di ioni C&" e M¢™*. La soluzione era messa in incubazione per 2 W°€ 2,
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successivamente, conservata a —20°C. Per ogranm@tito sono state utilizzate 5 x
10° cell/ml, lavate con Phosphate Buffered Saline (P88sospese in 200l di una
soluzione contenente mezzo di coltura privo di FB® U di Streptolisina-O e PS-
ODNas 20uM, come indicato dal protocollo (Giles al, 1995a; Gile®t al, 1995b).
Da notare che nel mezzo usato in queste soluzmmiena presente I'FBS, poiché la
SL-O viene inattivata dalle proteine sieriche eS-®DN possono reagire con tali
proteine. E stata utilizzata la concentrazione @ip® di PS-ODN, poiché in
letteratura risulta che tale concentrazione, iro@agione con SL-O, € quella piu
vantaggiosa per avere un’efficace inibizione deRNA bersaglio (Spilleret al,
1998a; Spilleret al, 1998b; Spiller and Tidd, 1995). Le cellule, rigese nelle varie
soluzioni di 200ul, sono state trasferite in piastre da 24 pozeettincubate a 37°C
per 10 minuti. Ad ogni campione e stato quindi agtp 1ml di mezzo di coltura
completo (con FBS) per inattivare l'azione della-SLe consentire una rapida
risigillatura della membrana cellulare. | campisono stati incubati per ulteriori 20
minuti a 37 °C e quindi trasferiti in fiasche diltcwa contenenti 9 ml del normale
mezzo di coltura. | campioni sono stati mantenaitincubatore a 37 °C. Ai tempi
prestabiliti sono state effettuate le analisi dalive molecolari.

5.2.Analisi cellulare
5.2.1.Valutazione dell’aderenza e della morfologia celtal

Le cellule THP-1, MOLM-13 e MM6 crescono come ckdlpiccole, rotonde e
senza aderire alla fiasca di coltura (in sospelgioim seguito a differenziamento
terminale monocito-macrofagico, le cellule diffezete aderiscono alla fiasca o
piastra di coltura e subiscono anche variazioni fohagiche (emissione di
prolungamenti cellulari), visibili mediante micragoa ottica. Quindi, le
modificazioni morfologiche delle cellule, dopo i rvatrattamenti, sono state
evidenziate mediante microfotografie ottenute conmicroscopio a contrasto di fase
20X. Anche l'aderenza cellulare alla superficiespitza della fiasca di coltura € stata
valutata in modo visivo: le cellule sono state cdasite “adese” se resistevano ad
una vigorosa agitazione della fiasca di colturavagdigio della stessa con mezzo di
coltura o PBS.
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5.2.2.Valutazione della proliferazione e della vitaligllalare.

Tale valutazione e stata effettuata mediante laranlone con “Trypan Blue”.
Questo colorante penetra per trasporto passivatia te cellule, ma viene espulso
solo da quelle vive. In questo modo e possibilerdignare le cellule vive da quelle
morte, che appaiono blu. Le cellule vive sono stat#ate utilizzando una camera di
conta (camera di Burker); il procedimento prevedepteparazione di una mix
costituita da 2Qul del colorante “Trypan Blue” e da 30 di sospensione cellulare;
gualche goccia di questa mix e caricata nella camieBurker, per effettuare la conta
cellulare al microscopio ottico. La quantita totdiecellule presenti viene calcolata
utilizzando la formula seguente:

N° di cellule / ml = cellule per quadrato x*202 (fattore di diluizione)

La percentuale di inibizione della proliferaziomespetto al controllo e stata
calcolata nel seguente modo:

» si considera il numero finale delle cellule del itotho, meno le cellule
iniziali, come il 100% di incremento della proligaione;
es. se il numero finale € 1000000 ed il numeketule iniziali € 200000
allora il 100% di incremento della proliferazee:
1000000 — 200000 = 800000 = 100%

» Si calcola I'incremento del numero di cellule taé¢t, meno quelle iniziali;
quindi, si calcola la percentuale corrispondengpetto al controllo;
es. se il numero finale del trattato € 700000 rdmero di cellule iniziali
e 200000, allora la percentuale corrispond¥ntéspetto al controllo
e 700000 — 200000 = 500000
quindi, 800000 : 100% = 500000 : X% X =62,5%

* La percentuale di inibizione della proliferazionelae differenza tra la
percentuale di incremento della proliferazione dehtrollo (100%) e
guella del trattato; per I'esempio precedente si ha

percentuale inibizione della proliferazioneG9* 62,5 = 37,5 %
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5.2.3.Valutazione dell’apoptosi.

E stata eseguita con il metodo dell’Annessina-Vniegata con FITC,
fluorescence isothiocyanate), una proteind"@gpendente che lega i fosfolipidi di
membrana, in particolare la fosfaditilserina, chernmette di individuare cellule
apoptotiche, poiche nelle prime fasi dell’apoptassono alterazioni della membrana
cellulare, con conseguente esposizione verso liesid fosfolipidi di membrana, tra
cui anche la fosfaditilserina. Inoltre, per disanare cellule apoptotiche da quelle
necrotiche, che hanno anch’esse tali alteraziorila dmembrana cellulare, e
necessaria I'addizione di loduro di Propidio, chie grado di colorare solo il DNA di
cellule necrotiche. La preparazione dei campioniitidesto la centrifugazione ed il
lavaggio di 1 x 10cellule con PBS. Il pellet di cellule era risospés 100pl di una
soluzione di 1ml contenente 20 di Annessina-V e 2@l di loduro di Propidio in
tampone salino, come indicato dal protocollo farndalla ditta fornitrice il kit
“Annexin-V-FLUOS Staining” (Roche, Italy, Milan).d_cellule cosi risospese erano
incubate per 10 minuti al buio a 25°C, dopodicteneraggiunti 50Qul di PBS ed
effettuata I'analisi al citofluorimetro FACScalibyBecton Dickinson, Mansfield,
MA, USA). | dati sono stati analizzati dal softwé€ell Quest”.

5.2.4.Valutazione del ciclo cellulare.

In tale analisi e stata valutata la quantita tothlI®NA presente nelle cellule,
addizionando loduro di Propidio ed ottenendo, casigrmazioni riguardanti la
distribuzione delle cellule nelle varie fasi detloicellulare. Tale valutazione € stata
effettuata mediante citofluorimetro FACScalibur ¢Ben Dickinson). Ogni analisi ha
richiesto I'utilizzo di circa 1 x 10cellule, che erano centrifugate e lavate con RBS.
pellet cellulare era poi risospeso in 1 ml di bufalino e a questo erano addizionati,
goccia a goccia, vortexando, 3 ml di etanolo assdheddo. Il tutto € stato lasciato a
riposo per 1 h, in modo da fissare le cellule. $astvamente era aggiunto ad ogni
campione 1 ml di RNAsi, precedentemente diluitaPBS. Dopo 30 minuti di
incubazione al buio, a 37 °C, erano aggiunti ai mam da analizzare 250l di
loduro di Propidio per 10 minuti. | risultati sostati analizzati dal software “Mod
Fit”, da cui si ottiene un grafico con picchi, lei aree corrispondono alla percentuale
di cellule presenti nelle varie fasi del ciclo oédire.
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5.3. Analisi del differenziamento terminale monocito-mafagico.

Oltre alle valutazione dell’aderenza e della maduh cellulare, che sono
proprieta differenti tra cellule THP-1, MOLM-13 edM6 di controllo e dopo
induzione del differenziamento terminale monocitaenofagico, sono state effettuate
anche le seguenti valutazioni:

5.3.1.Valutazione dell’espressione di antigeni di supezfi

E stata valutata, mediante analisi citofluorimetritespressione degli antigeni
di superficie CD11b e CD14, la cui espressione auiandurante il differenziamento
monocito-macrofagicd?er ogni campione analizzato, circa 1 X ¢éllule sono state
lavate con PBS e risospese in 50@li PBS. Le cellule adese sono state rimosse dal
fondo della fiasca mediante incubazione con trgsiiX per 5 minuti, seguita da
leggero scraping. Gli anticorpi monoclonali degintigeni valutati sono stati
acquistati dalla ditta Becton Dickinson: CD11b (@eD12) e CD14 (clone-pP9).
Tali anticorpi monoclonali, forniti ad una concexzione di jug/5ul e coniugati con
FITC (fluoresceine isothiocyanate) o R-PE (R-phygtiein), sono stati aggiunti alle
cellule in un volume di %Il ciascuno per ogni campione. Dopo incubazioneua b
a temperatura ambiente per 15 minuti, le cellulsease agli anticorpi sono state
lavate 2 volte in PBS e risospese nella stessaisokl salina per I'acquisizione al
citofluorimetro FACScalibur (Becton Dickinson). Idalisi dei dati e stata effettuata
mediante il software “Cell Quest”.

5.3.2.Valutazione della funzionalita enzimatica tramiaggio NBT.

Il test di riduzione del NitroBlu di Tetrazolio (NB € un metodo standard di
laboratorio per valutare la funzionalita di sistesnizimatici coinvolti in reazioni di
ossidoriduzione. La riduzione del’NBT avviene @iterno dei granulociti neutrofili
e dei monociti differenziati, ad opera di una oasilNADH-dipendente; se le cellule
differenziano lungo il lineage monocitico-macrofawi allora esse saranno in grado
di aumentare la loro capacita di ridurre I'NBT. Nlitroblu di Tetrazolio € una
sostanza di colore giallo allo stato ossidato ameseguito a riduzione, assume un
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colore blu scuro e precipita all'interno del citagina cellulare, dando luogo a granuli
scuri visibili al microscopio ottico. Per I'esecare di questo test é stata utilizzata la
seguente metodica:

« 2 x 10 cellule sono state centrifugate per 5’ a 1100 rpni pellet & stato
risospeso in 20@l di una soluzione contenente 0,1% di NBT polvere e
100 ng/ml di PMA in PBS

» tale sospensione cellulare e stata incubata pex 31C

* la reazione € stata bloccata dall'aggiunta di 3dnPBS freddo e le
cellule sono state centrifugate a 1100 rpm per Bs@spese in 2001 di
PBS

* con questa sospensione cellulare sono stati ptepatani al cytospin
che sono stati osservati al microscopio ottico

Per le cellule che dopo trattamento aderivano fedlsca, la metodica e stata
modificata in questo modo:

2 x 10 cellule sono state seminate in particolari fiaschecoltura

(chamberslides), da cui € possibile estrarre idfoe trattarlo come un

vetrino

» Dopo trattamento, ai tempi prestabiliti per effatl I'analisi, € stato
eliminato il sovranatante, e stato effettuato lawagcon PBS ed alle
cellule sono stati aggiunti 2Q0 della soluzione di NBT sopracitata

il tutto e stato incubato a 37°C per 1 h

e sono stati aggiunti 3 ml di PBS freddo per blocchrereazione ed,

eliminato il sovranatante, & stato estratto il metrdalle chamberslides,

che é stato osservato al microscopio ottico.

La percentuale di cellule contenente depositi Gigpatici, sotto forma di
granuli blu-neri, & stata determinata su un mindn®00 cellule per ogni campione.
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5.3.3.Valutazione della funzione fagocitica.

Per valutare la capacita di fagocitosi, tipicamenociti-macrofagi maturi, sono
state utilizzate particelle di lattice fluorescmatel rosso (Sigma). Tali particelle di
lattice, con diametro di circa @m, sono state usate come sospensione acquosa al
2,5% ed aggiunte alle cellule in coltura, primaopal trattamento, in un rapporto di
20 : 1. Per I'esecuzione di questo test € staliaas#tia la seguente metodica:

» per le cellule in sospensione, ai tempi prestalpét effettuare I'analisi,
le particelle di lattice sono state aggiunte daekknte nel mezzo di
coltura

* la miscela e stata quindi incubata a 37°C per Hdpodiché e stata
centrifugata e lavata con PBS, per rimuovere I'ssadli particelle

* il pellet ottenuto e stato risospeso in 500i PBS, per preparare vetrini
al cytospin.

» le cellule fissate sui vetrini sono state ossenahtenicroscopio ottico a
fluorescenza (Olympus BX51).

Per quanto riguarda le cellule trattate adese,dtodica € stata modificata in
guesto modo:

2 x 10 cellule sono state seminate nelle fiasche chaniblesse trattate

secondo il disegno sperimentale.

» Dopo trattamento, ai tempi prestabiliti per effattl I'analisi, sono state
aggiunte le particelle di lattice, direttamente melzzo di coltura

* la miscela e stata quindi incubata a 37°C per Hdmodiché é stato
eliminato il sovranatante ed effettuato lavaggio &BS, per rimuovere
I'eccesso di particelle

e infine, & stato estratto il vetrino dalle chamhdes ed i campioni sono

stati osservati al microscopio ottico a fluores@enz

La percentuale di cellule contenente particelldatlice ingerite, del tutto o
parzialmente, e stata determinata su un minim@dicgllule per ogni campione.
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5.4. Analisi molecolare

5.4.1.Estrazione dell’lRNA.

L’'RNA totale & stato estratto da un numero di deleompreso tra 8 x 2@ 1 x
10°, utilizzando “RNeasy Mini Kit (50)” (Qiagen, San®arita, CA, USA) seguendo
le istruzioni della ditta fornitrice del kit:

* le cellule in sospensione sono state centrifugdaeate in PBS; il pellet &
stato poi risospeso in 35Q1 del buffer di lisi (costituito dap-
mercaptoetanolo e buffer RLT in proporzione 1:100);

e per le cellule adese alla fiasca, invece, e stétoirato il mezzo di
coltura e sono stati aggiunti 3p0di buffer di lisi;

* in entrambi i casi al lisato sono stati aggiun® 8bdi etanolo al 70%

* 1 700 pl totali di tale miscela sono stati trasferiti imau RNeasy mini
column e centrifugati per 15 secondi a 10000 rpm;

* I'RNA recuperato sulla resina della colonna e stattitoposto a 3 lavaggi
successivi, rispettivamente con 700di buffer RW1 e 50Qul di buffer
RPE per 2 volte (tutte le centrifugazioni sono estaffettuate a 10000
rpm);

 dopo aver trasferito la colonna contenente I'RNA una provetta
eppendorf da 1,5 ml, sono stati aggiunti direttamarella resina della
colonna 3Qul di Rnase-free e si & centrifugato per 1 minui®@00 rpm,
per fare eluire 'RNA dalla colonna alla eppendagfjesta operazione
viene ripetuta 2 volte.

La quantita totale di RNA recuperato e stata pduteda tramite lettura allo
spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 260 nm.

5.4.2.Retrotrascrizione dell’lRNA estratto a cDNA.

Per la reazione di retrotrascrizione (RTudldi RNA totale, era pre-trattato con
“‘RNase-free DNase”, riscaldato a 70°C per 10 miwst@ in ghiaccio per 1 min e
retrotrascritto mediante incubazione per 1 h a 4283 una miscela contenente
0.5 mM dNTPs mix, 25 ng/ul oligo(dT)15-18 (Life Trewlogies Italia, Milan, Italy),
10 mM ditiotreitolo, 1X *“first-strand buffer”, 10nita di inibitore di RNasi
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(Amersham Biotech, Milan, Italy), 200 unita di Su@eript RT (Life Technologies) e
acqua per un volume finale di 20 pl. La reazioreefermata mediante riscaldamento
a 70°C per 15 min. | filamenti doppi di RNA-DNA smistati trattati con 5 unita di
RNasi H (US Biochemicals, Cleveland, OH, USA) a@per 20 min e la quantita di
cDNA a singolo filamento € stata valutata mediarfligorometria (Victor2
1420 Multilabel Counter, Wallac), con la sonda fesrente Oligreen (Life
Technologies), usando il fago M13+ come DNA a siaditamento standard.

5.4.3.PCR semi-quantitativa Real Time.

Per la PCR semi-quantitativa Real Time (35 cidligDNA era amplificato con
2X Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Lifechamologies), insieme ai
primers, forward e reverse (5 pmol ciascuno), tggtoin tabella 5. Ciascun primer
era progettato in base alle sequenze conosciutetaip in GenBank, utilizzando il
programma “Primer 3” (Rozen and Skaletsky, 200@)reazione di PCR era eseguita
mediante Rotor Gene 3000 a 36 pozzetti (Corbete&telh, Rotor-Gene™ 3000,
version 5.0.60, Mortlake, Australia). Ciascun ciatonsisteva di una fase di
denaturazione a 95 °C per 15 s, seguita da unaafasealing (30 s) ed una fase di
estensione (30 s, 72 °C). La fluorescenza era oratd alla fine di ciascuna fase di
estensione. Un controllo senza cDNA era inclusci@scun esperimento. Alla fine
dei cicli di amplificazione e stata aggiunta un’sialella curva di melting. L’analisi
della temperatura di melting rivelava un profiloratéeristico del prodotto di
amplificazione, evidenziando alla temperatura attasm picco stretto tipico
dell’amplicone ottenuto. La specificita del prodotira determinata dalla generazione
di una curva di melting e mediante elettroforegjlid@mpliconi. | campioni sono stati
amplificati in duplicato ed il valore medio dei tmsing point (CP)” e stato usato per
i calcoli successivi (Larionoet al, 2005). L’analisi dei dati & stata fatta secorldo i
“Metodo della Curva Standard Relativa” (Bustin, @RO0 Il valore relativo
dell’espressione del gene di interesse, nhormabzrmapetto a quello della GAPDH
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), ereesssp da un numero che
indicava I'espressione relativa rispetto a taleegen
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Tabella 5. Primers impiegati per la PCR semi-quantitativalReme.

GenBank AC cDNA sense Primer antisense Primer Product size (bp)
NM_002046 GAPDH CAACGGATTTGGTCGTATTG GGAAGATGGTGATEGATTT 209
NM_002141 HOXA4 ACCCGTTCCCTCCTCCATATAATC GCAACCAGG2AGACTCTTAACC | 200
NM_019102 HOXAS5 ACGGCTACGGCTACAATGGC CCCTCTCTGCTGGATGTGG 292
NM_024014 HOXA6 TACACCTCACCTTGTTTCTACC CGCCTTCGTCAIGAGTG 229
NM_006896 HOXA7 AAATGGGGTTTGGTGTAAATCTG CCGCTTCTCTRBSAGTTGG 221
NM_152739 HOXA9 TACCACCACCATCACCAC CACAAGCATAGTCAGCAGG 232
NM_018951 HOXA10 GCAAAGAGTGGTCGGAAGAAG CGTCGCCTGGAITCATC 254
NM_005523 HOXA1l TGGTCCCTGCTCCTCTAAC GGCTCAATGGCGTACTC 189
NM_002398 MEIS1 AGTGAGCAAGGTGATGGC CTCGGTTGGACTGGTETC 289
NM_004529 MLL-AF9 AGCACTGGTCATCCCGCCTCAG TCGGCTGCCTTCTATTTACAG | 382
NM_005375 MYB GATGAATCTGGAATTGTTGCTGAG | GGCGAGGTCTGETGAAC 164
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6. RISULTATI E DISCUSSIONE

6.1.Espressione di MLL-AF9 e suoi geni target duranta mnaturazione
monocito-macrofagica in linee cellulari di LAM-M5 @n
traslocazione t(9;11)(p22;923).

6.1.1.Espressione dViLL-AF9e MYC.

Capire quali processi cellulari vengono disregoldéill’espressione di un
determinato gene di fusione dVWILL € di grande importanza, per cercare di
individuare nuove molecole e nuove strategie terag®e, per la cura delle leucemie
11923MLL.

Per quanto riguarda 'oncogeMLL-AF9, € stato riportato che, sia in modelli
murini che in quelli aviari, la sua espressioneseaun’iniziale espansione non
maligna di cellule progenitrici mieloidi; in segojtsi ha lo sviluppo di cellule
leucemiche, di fenotipo principalmente mieloidepgio come avviene negli esseri
umani. Questi risultati indicano che l'espressiaheMLL-AF9 altera la normale
proliferazione dei precursori mieloidi (Corrat al, 1996; Dobsonet al, 1999;
Johnsoret al, 2003; Schulteet al, 2002). Infatti, & stato successivamente dimastrat
che I'espressione di diversi oncogeniMiLL, tra cuiMLL-AF9 ed MLL-ENL, € in
grado di indurre il processo di immortalizzazionecellule progenitrici mieloidi, che
normalmente non hanno tale capacita di auto-rinmevdo, presente invece nelle
cellule staminali emopoietiche (Lavatial, 1997; Muntearet al, 2008). Per quanto
riguarda il processo di apoptosi cellulare e qudkb blocco del differenziamento
terminale, esistono dati contrastanti. E statortigio che le proteine di fusione MLL-
AF9, MLL-ENL ed MLL-ELL possono impedire I'apoptosndotta da GADD34
(Adler et al, 1999). Inoltre, [I'espressione dIMLL-AF9 nelle cellule
mielomonocitiche 32D puo bloccare il differenziantegranulocitico indotto da G-
CSF (Joket al, 1999). Tuttavia, e stato riportato anche chefessione dMLL-AF9
nelle cellule promonocitiche U937 induce il differEamento monocito-macrofagico
terminle ed infine morte cellulare (Casletial, 2000).
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Un modo alternativo di investigare la funzione di(@nco)gene e di utilizzare
una strategia “knockout”, in cellule che spontaneai® esprimono tale (onco)gene.
A questo proposito, abbiamo analizzato la funziaheMLL-AF9 inibendone,
selettivamente, la sua espressione mediante unonolajeotide antisenso
fosforotioato (MLL-AF9-PS-ODNas), nelle cellule THP Da questi studi, effettuati
prima di iniziare il periodo del dottorato di rice, € risultato che il trattamento con
MLL-AF9-PS-ODNas induceva, nelle cellule THP-1, ufate inibizione della
crescita cellulare; in particolare si otteneva torée riduzione della proliferazione
cellulare ed un moderato aumento dell’apoptosi. SPuwsati sono stati confermati
anche in altri studi simili, riportati da altri aut (Kawagoeet al, 2001). Per quanto
riguarda gli effetti sul differenziamento terminaietrattamento con MLL-AF9-PS-
ODNas non induceva nessuno “sblocco” e le cellole presentavano nessun segno
di maturazione terminale. Questi risultati hannofeanato cheMLL-AF9 e un forte
fattore proliferativo; tuttavia, essi hanno anamdicato cheMLL-AF9 puo essere solo
un moderato fattore anti-apoptotico e non puo essesponsabile del blocco del
differenziamento mielomonocitico terminale, presentlle cellule THP-1. Quindi
altre mutazioni leucemogenetiche devono essereemiesle quali insieme
all’espressione dMLL-AF9 inducono la piena trasformazione leucemica diutll
progenitrici emopoietiche. Sempre nello stesso riavaabbiamo rilevato che
I'espressione dMLL-AF9 era down-regolata in seguito a differenziamentmiteale
monocito-macrofagico, nelle cellule THP-1. Quesultati sono stati pubblicati nel
seguente lavoro:

e Pession A, Martino V, Tonelli R, Beltramini C, Ldelli F, Biserni G,
Franzoni M, Freccero F, Montemurro L, PattaciniPaolucci G.MLL-
AF9 oncogene expression affects cell growth but noterminal
differentiation and is downregulated during monocye-macrophage
maturation in AML-M5 THP-1 cells. Oncogene. 2003 Nov
27,22(54):8671-6

Il risultato che [I'espressione dMLL-AF9 fosse down-regolata dopo
differenziamento terminale monocito-macrofagicdleneellule THP-1, ci ha portato
ad analizzare, in seguito, se tale fenomeno sfieg@sse anche in altre linee cellulari
con traslocazione t(9;11)(p22;923). | dati ottenutilizzando le linee cellulari THP-
1, MOLM-13 ed MM®6, hanno indicato che la down-regonbne diMLL-AF9 non era
necessaria per indurre il differenziamento monegigxrofagico terminale. Abbiamo
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anche rilevato che la down-regolazioneMILL wild-type non era necessaria per
ottenere tale differenziamento terminale. Infinghiamo analizzato I'espressione del
proto-oncogendMYC, la cui attivita trascrizionale risulta di moltaraentata dalla
presenza di oncoproteine come MLL-AF9. Anche &C, abbiamo rilevato che la
sua down-regolazione non era necessaria per otténgéifferenziamento monocito-
macrofagico terminale, nelle linee cellulari anzdite. Questi risultati sono illustrati
nella figura 10 e sono stati pubblicati nel segedavoro:

* Martino V, Tonelli R, Montemurro L, Franzoni M, Mao F, Fazzina R,
Pession ADown-regulation of MLL-AF9, MLL and MYC expression
IS not obligatory for monocyte-macrophage maturatioo in AML-M5
cell lines carrying t(9;11)(p22;923) Oncol Rep. 2006 Jan;15(1):207-11

o)
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Figura 10. Analisi dell'espressione diLL-AF9, MLL e MYC, medianteRT-PCR, in linee cellulari
di LAM-M5 con traslocazione t(9;11)(p22;923), norattate e differenziate lungo lineage
monocito-macrofagico. THP-1-O (‘original type’ déltule THP-1), THP-1-R (‘rapid-growing type’
di cellule THP-1). In tutte le linee cellulari esmate, il gene housekeeping, R-2M (3-2
microglobulin), era costantemente espresso alksstivello (Martinoet al, 2006).
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A questo punto abbiamo deciso di verificare I'espi@ne di altri geni coinvolti
nel processo di leucemogenesi indotta M&L-AF9, durante la maturazione
terminale. In questa parte del lavoro di tesi, alvlm analizzato I'espressione dei geni
HOXA4 5, 6, 7, 9, 10, 11, MEIS1, e MYB, nella linea cellulare THP-1, durante
I'induzione del differenziamento terminale monoeamacrofagico. Da notare che il
geneHOXA8e assente nei vertebrati.

6.1.2.Espressione dei geHIOXAe MEIS1

Analisi di espressione genica hanno rivelato clkspressione dvil-AF9 in
cellule di midollo osseo murine induce una iperresgpione di diversi geni, tra cui
Hoxa4, 5, 6, 7, 9, 10 e 1Hefiniti come geni Hoxacode’) eMeis], un cofattore
delle proteine Hox (Krivtsowet al, 2006; Kumaret al, 2004; Somervaille and
Cleary, 2006). Percio, una cooperazione tra I'esppope diMII-AF9, ‘Hoxacode’ e
Meisl sembra necessaria per linduzione della leucenegiemn progenitori
ematopoietici murini (Cheat al, 2008b; Krivtsowet al, 2006; Kumaiet al, 2004). |
geni HOX ed i loro cofattori sono principalmente espressiencellule staminali
ematopoietiche (HSCs) e nei progenitori ematopmigtnmaturi € sono down-
regolati durante il differenziamento terminale (Kmwoe et al, 1999). La iper-
espressione di questi geni e frequentemente associn la trasformazione
leucemogenetica dei progenitori ematopoietici. Wmazione ipotizzata per i geni
HOX ed i loro cofattori € quella di regolare i mecaamii di auto-rinnovamento nelle
HSCs, cosicché la deregolata espressione di tali gembra essere un evento
cruciale per lo sviluppo di cellule staminali leagehe (Argiropoulos and
Humphries, 2007; Argiropoulast al, 2007; Eklund, 2007; Wonet al, 2007) .

Abbiamo deciso, quindi, di valutare I'espression&l®XA4, 5, 6, 7, 9, 10, 14
MEIS1, mediante PCR semi-quantitativa Real Time, durahtdifferenziamento
monocito-macrofagico indotto dal PMA, in cellule PH. Per discriminare tra
I'espressione dMLL-AF9 e I'espressione dei geni indotti dall’espression®ILL-
AF9, abbiamo eseguito tutte le analisi di PCR in ¢elliHP-1 che esprimevano
MLL-AF9, anche dopo il differenziamento terminale indatéd PMA. La figura 11
mostra che non vi € nessuna differenza signifieati®ll’espressione diiLL-AF9 tra
le cellule THP-1 di controllo e quelle trattate deA per 72 h.
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La figura 12 mostra I'espressione dei gei@XA-code, che erano tutti espressi
nelle cellule THP-1 non trattate. L'espressione geni HOXA 4, 7, 10 e 11 era
down-regolata, dopo differenziamento indotto dal 2Mn particolare, la down-
regolazione maggiore era osservata HEXA11l (91% del controllo), seguita da
HOXA7e 4 (53 e 52% del controllo, rispettivamentéj@XA10(45% del controllo).
Poiché questi geni down-regolati sono indotti @zliressione dViLL-AF9 (Krivtsov
et al.,, 2006; Kumar et al., 2004; Somervaille antka€, 2006), in futuro,
bisognerebbe analizzare I'espressione delloncepratMLL-AF9, in cellule THP-1
differenziate, per valutarne una possibile dowrelegone a livello post-
trascrizionale. Riguardo all’espressione deglii @jgni HOX, abbiamo rilevato che
HOXA®G era I'unico gendHOXA la cui espressione era up-regolata (piu di dugeyol
rispetto al controllo). Ad oggi, poco e stato rifado sulla funzione dHOXAG In un
recente studicdilOXAG6era trovato iper-metilato, principalmente in negg linfoidi,
suggerendo che alcuni membri della famiglia dei DX possano essere bersaglio
di inattivazione genica e, forse, avere ruoli dpm@ssori nello sviluppo delle
neoplasie ematologiche (Strathdeteal, 2007). Infine, la differenza di espressione
dei geniHOXA5e HOXA9non era statisticamente significativa tra le dellHP-1
di controllo e trattate. Riguardo alla proteina H&BX é stato riportato che essa e
fosforilata dalla protein chinasi C (PKC), un prsee potenziato dal PMA, un noto
attivatore della PKC e l'induttore del differenzianto impiegato in questo studio.
Tale fosforilazione indebolisce I'abilita di legande HOXA9 al DNA ed induce il
differenziamento mieloide (Vijapurkat al, 2004).

La figura 13 mostra i risultati dell’'espressioné geneMEIS1, che era espresso
nelle cellule THP-1 di controllo ed era down-regolanelle cellule THP-1
differenziate con PMA (72% rispetto al controllo).

Nell'insieme quest’analisi indica che la maggiortpalei geni delHOXA-code
e MEIS1possano essere down-regolati (trascrizionalmergest-trascrizionalmente
per HOXA9, durante il differenziamento terminale monocitaarofagico,
suggerendo un ruolo per questi geni nel procesbtodco del differenziamento, oltre
a quello giocato nei processi di auto-rinnovameimtdeucemie relative MLL-AF9
(Argiropoulos and Humphries, 2007; Argiropoulesal, 2007; Wonget al, 2007).
Inoltre, questo studio supporta la teoria che,lpdeucemogenesi indotta dlALL-
AF9, I'espressione di un singolo gerOXA non e sufficiente. Invece, e richiesta
I'espressione di diversi geni de¢llOXA-code e loro cofattori, comdEIS1(Kumaret
al., 2004).
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Questi risultati sono stati pubblicati nel segudat®ro:

MLL-AF9 / GAPDH mRNA (folds)

HOXA / GAPDH mRNA (folds)

MEIS1 / GAPDH mRNA (folds)
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Figura 11. Espressione dMLL-AF9 in
cellule THP-1 non trattate e trattate con
PMA per 72 h. | valori rappresentano le
medie = le deviazioni standard di due
esperimenti separati.

Figura 12. Espressione deHOXA-code in
cellule THP-1 non trattate e trattate con
PMA per 72 h. | valori rappresentano le
medie * le deviazioni standard di due
esperimenti separati.

Figura 13. Espressione dVIEIS1in cellule
THP-1 non trattate e trattate con PMA per
72 h. | valori rappresentano le medie + le
deviazioni standard di due esperimenti
separati.



6.1.3.Espressione dMYB, in cellule THP-1.

Dopo aver dimostrato che, durante il differenziatoeterminale monocito-
macrofagico in cellule THP-1, avviene la down-regodne dell’espressione della
maggior parte dei geni ddHOXA-code e dIMEIS] abbiamo pensato di analizzare
I'espressione del proto-oncogemdYB, I'omologo cellulare dell’oncogeng-myb
(Greiget al, 2008; Ramsay and Gonda, 2008). | livelliMlYB sono elevati in molte
leucemie eMyb ha una funzione critica nello sviluppo della cllwstaminale
emopoietica, come evidenziato da difetti ematopmiet animali con deficienza di
Myb (Emambokuset al, 2003; Mucenskiet al, 1991). E stato riportato che, in
cellule ematopoietiche primarieMyb era tra i geni che mostravano la piu
pronounciata up-regolazione, in risposta alla geressione dHoxa9 e Meis],
indotti dalla oncoproteina MLL-ENL (Hesst al, 2006). Nello stesso lavoro viene
anche riportato che I'espressione ectopica Migb induceva un blocco del
differenziamento terminale, milyb da solo non era capace di trasformazione
cellulare come avviene, invece, con l'espressionélaka9/Meisl Questi risultati
suggeriscono chklyb e essenziale, ma non sufficiente, per la trasfpione mediata
daHoxa9/Meis1(Hesset al, 2006).

Per valutare se [l|'espressione dWYB potesse variare in seguito a
differenziamento terminale, abbiamo analizzatoula sspressione in cellule THP-1,
prima e dopo induzione del differenziamento terdeneon PMA. La figura 14
mostra i risultati del “time course” dell'espresstodel gendMYB, che era espresso
nelle cellule THP-1 di controllo e, praticamentenrera piu espresso nelle cellule
THP-1 differenziate con PMA. La down-regolaziondvt' B era del 99%, rispetto al
controllo, gia dopo 24h, é I'espressioneMiVB si manteneva agli stessi livelli fino a
96h.

Questi dati supportano I'idea cMYB possa essere un trasmettitore cruciale di
segnali oncogenici da parte del pathwHXA/MEIS1e di regolatori a monte di tale
pathway (come le oncoproteine di MLL); in partiaelaMYB potrebbe essere
cruciale nel favorire la proliferazione cellulared enibire linduzione del
differenziamento terminale monocito-macrofagicogste al, 2006).

Attualmente, stiamo effettuando valutazioni defpesssione di MYB, prima e
dopo differenziamento terminale monocito-macrofagim altre linee cellulari di
leucemia mieloide acuta, con traslocazione t(9R{g23) e che esprimordLL-
AF9; I'obiettivo e quello di analizzare se il risultadiella down-regolazione d1YB,
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ottenuto nelle cellule THP-1, si verifichi ancheailtre linee cellulari leucemiche con
simili caratteristiche, per individuare delle céeastiche anormali comuni di
espressione genica, in tale tipo di patologia.

Time course MYB in cellule THP-1

1,20 ~
1,00 -
0,80 -
0,60 ~
0,40 -
0,20 ~ -
0,00 - S —
THP-1  THP-1  THP-1 THP-1 THP-1 THP-1  THP-1  THP-1
CONTR 3H 6H 12H 24H 48H 72H 96H

MYB / GAPDH mRNA (folds)

Figura 14. Time course dell’espressioneMiBin cellule THP-1 di controllo e differenziate con
PMA. | valori rappresentano le medie * le deviazgiandard di due esperimenti separati.
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6.2.Analisi sull'induzione del differenziamento termina monocito-
macrofagico in linee cellulari di LAM-M5 con traslocazione
t(9;11)(p22;923).

6.2.1.Effetti del PMA a dosi cliniche in cellule con tlasazione t(9;11)(q21;923)

Recentemente, l'estere del forbolo 12-O-Tetradegahorbol-13-acetate
(TPA), anche conosciuto comunemente come phorbemyrstate 13-acetate
(PMA), e stato oggetto di alcuni studi clinici disk I-11, in pazienti oncologici (Fang
et al, 2007; Hanet al, 1998a; Haret al, 1998b; Schaaet al, 2006; Strairet al,
2002). Tali studi sono stati intrapresi poiché, analisi precliniche, il PMA ha
mostrato la capacita di indurre il differenziameteominale e/o apoptosi in molte
linee cellulari e blasti leucemici derivati da pa#i (Abrahmet al, 1986; Koeffleret
al., 1981; Lotem and Sachs, 1979; Polliatkal, 1982; Shkolniket al, 1985). Nei
pazienti, quando il PMA é somministrato endoveaanhssima dose tollerata € 0,125
mg/nf. Le concentrazioni ematiche di PMA a tale dosaggissurate in due
differenti studi clinici, sono illustrate nella tila 6.

Concentrazioni ematiche di PMA alla dose sommiatatdi 0.125 mg/fm Ref

Immediatamente dopo - 1h dopo - 3h dopo -
fine somministrazione fine somministrazione fine somministrazione
1,.66 + 0,20 ng/ml - 2,7 nM 0,62 + 0,16 ng/ml Rl 0,28 + 0,05 ng/ml - 0,5 nM (Schaaret al, 2006)

1,75+ 0,55 ng/ml - 2,8 nM 0,93 £ 0,54 ng/ml - h}d 0,69 + 0,42 ng/ml - 1,1 nM (Cui et al, 2002)

Tabella 6. Concentrazioni del livello di PMA nel sangue. €ian valore rappresenta la media di
diverse rilevazioni + le deviazioni standard.

Anche nelle cellule leucemiche con traslocazio®¢lfl()(q21;923), e possibile
indurre il differenziamento terminale monocito-n@fagico mediante trattamento
con PMA. In patrticolare, le cellule THP-1 possorssare indotte a differenziare
mediante trattamento con PMA, alla concentraziarz0chM; per le cellule MM6, e
possibile far differenziare il 50% di tali cellulatilizzando iI PMA alla
concentrazione di 80 nM. In seguito ad induzionk diferenziamento terminale
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monocito-macrofagico, le cellule THP-1 e MM6 smetai proliferare, diventano
aderenti alla superficie plastica della fiasca dltwra, presentano molte
caratteristiche funzionali ed antigeniche deleage monocito-macrofagico ed
emettono prolungamenti cellulari, assumendo unafatagia simile a quella dei
macrofagi (Tsuchiy&t al, 1982; Ziegler-Heitbrockt al, 1994).

Come si puo osservare dalla tabella 6, le concaontranon tossiche di PMA
che si possono ottenere nel sangue dei paziend (W) sono inferiori a quelle
normalmente usate in laboratorio per differenziimee cellulari leucemiche con
traslocazione t(9;11)(921;923), come le THP-1 éMM6. Poiché non esistono in
letteratura lavori che riportano eventuali effettel PMA, a concentrazioni
clinicamente ottenibili, in linee cellulari con $tacazione t(9;11)(g21;923), abbiamo
pensato di valutare gli effetti del PMA, a conceamioni cliniche, in tali cellule
leucemiche. Nella linea cellulare THP-1, abbiamietafato un esperimento pilota,
per valutare gli effetti del PMA alla concentrazodi 1 nM. Poiché risultavano
esserci importanti effetti anche a tale concentrazi abbiamo deciso di analizzare
gli effetti di concentrazioni scalari di PMA, da08,a 2 nM. In particolare, abbiamo
valutato gli effetti sulla proliferazione, sull’adza e sulla morfologia delle cellule
THP-1, nonché specifiche caratteristiche del diffiegfamento monocito-
macrofagico, come la capacita di fagocitosi e diuzione del’NBT e I'espressione
dei markers superficiali CD11b e CD14. | dati otteerper questa valutazione sono
riportati nella tabella 7 e nei grafici in figura.l

Come si vede dalla tabella 7, le cellule THP-1 dntoollo presentano una
morfologia rotondeggiante, non vi e aderenza allgedicie plastica ed esprimono
alcune caratteristiche daheagemonocitico. Alla concentrazione di 0,05 e 0,1 niM,
PMA induce solo una lieve inibizione della prolderone cellulare. Alla
concentrazione di 0,3 nM, il PMA induce, oltre ad'imibizione del 30% della
proliferazione, anche una parziale aderenza dellele, sia alla superficie plastica
che tra le cellule stesse (adesione omotipicaltre@i € anche un lieve incremento
delle caratteristiche monocitarie analizzate. Altamcentrazione di 0,5 nM, il PMA
induce una forte inibizione (80%) della prolifer@ze; un’altra caratteristica
peculiare e la presenza di enormi aggregati ceilalaotipici, oltre che aderenza
delle cellule alla superficie plastica, indicantatjuisizione di forti capacita adesive,
da parte delle cellule; anche i valori delle camtiche monocitarie analizzate
continuano ad aumentare. Alla concentrazione dn® i PMA si nota una minore
adesione omotipica, con aggregati cellulari di diseni notevolmente minori
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rispetto alla concentrazione di 0,5 nM; inoltre, ltmccellule iniziano ad emettere
prolungamenti cellulari. Alla concentrazione di Wi PMA si ha un’inibizione
della proliferazione pari a circa il 90% e quasitdule cellule aderiscono alla
superficie plastica, con poca adesione omotipigaire, sempre piu cellule emettono
prolungamenti cellulari e le caratteristiche mortereg analizzate sono notevolmente
aumentate rispetto al controllo. Tali effetti Saontrano, con lievi incrementi, anche
alla concentrazione di 2 nM di PMA. Il trattamemimn PMA alla concentrazione di
20 nM induce, come atteso, un’inibizione quasi cletapdella proliferazione e le
cellule sono fortemente aderenti alla superficigsppta, senza adesione omotipica,
con prolungamenti cellulari molto accentuati. Ineltle caratteristiche funzionali ed
antigeniche del lineage monocito-macrofagico samtemente espresse.

In conclusione, quest’analisi indica che, nelldutel THP-1, il PMA ¢é in grado
di indurre inibizione della proliferazione ed esgmiene di caratteristiche tipiche del
differenziamento terminale monocito-macrofagico henc a concentrazioni
clinicamente ottenibili (1 e 2 nM). Tali carattéighe sono ulteriormente accentuate
guando il PMA ¢ utilizzato alla concentrazione @irM, ovvero la concentrazione di
PMA comunemente utilizzata in laboratorio per défeziare le cellule THP-1.
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Tabella 7. Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule THEen dosi scalari di PMA.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamento (200.000 cellitnittiali)
Controllo PMA 0,05 nM PMA 0,1 nM
Morfologia
§ Y ‘, A j.s'."
Aderenza non presente non pesente non presente
Numero cell/ml 1080000 940000 870000
inibizione proliferazione | 0 % 16 % 24 %
NBT 424 +3.1 % 43.6 +2.8% 46.1+2.9%
Fagocitosi 41+0.3% 58+0.2 % 8.8+0.4 %
CD 11b 85+1.2% 11.8+12% 152+14%
CD 14 3.6+0.4% 41+02% 42+03%
PMA 0,3 nM PMA 0,5 nM PMA 0,7 nM
Morfologia
3 Wi < ‘ - e o “;‘. = " —
Aderenza Presentéfiasca - omotipica) | Presentdfiasca - omotipica)

Numero cell/ml 810000 370000 330000
inibizione proliferazione 31 % 81 % 85 %
NBT 56.8+2.4% 65.8+2.1% 68.8+2.8%
Fagocitosi 16.3+ 0.6 % 27.9+0.7 % 359+1.7%
CD 11b 255+1.1% 36.7+22% 41.9+2.7 %
CD 14 51+05% 6.3+0.8% 8.8+0.6 %
PMA 1 nM PMA 2 nM PMA 20 nM
Morfologia
Aderenza presentéasca) presentéfiasca) presentéfiasca)
Numero cell/ml 300000 280000 230000
inibizione proliferazione 89 9% 91% 96%
NBT 73.1£3.5% 78.1 £+3.3% 95.8+3.3%
Fagocitosi 46.3+2.6 % 523+£29% 85.1+x34%
CD 11b 455+3.3% 59.4+3.6% 815+32%
CD 14 13.3£1.3% 18.1+£1.7% 251224 %
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THP-1 + PMA
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Figura 15. Per ogni trattamento, sono illustrate in percaletWinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espsione superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 7, ppsentano le medie * le deviazioni standard di tre
esperimenti separati.
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Per quanto riguarda le cellule MM6, abbiamo dettee dl PMA alla
concentrazione di 80 nM e in grado di indurre iffefenziamento monocito-
macrofagico solo nel 50% di tali cellule. Quindijnéprobabile che concentrazioni
cliniche di PMA (< 3 nM) possano indurre effettesianti nelle cellule MM6. Infatti,
abbiamo provato a trattare le cellule MM6 con il Rlélla concentrazione di 2 nM e,
dopo 72h, non c’erano differenze rilevanti con éiude di controllo. | dati ottenuti
per questa valutazione sono riportati nella tali&kanel grafico di figura 16.

Come si vede dalla tabella 8, le cellule MM6 prégea una morfologia
rotondeggiante senza aderenza alla superficie iqdastuttavia, sono presenti
aggregati cellulari che indicano presenza di adesiomotopica. Inoltre, anche le
caratteristiche funzionali ed antigeniche monoai@acrofagiche sono piu accentuate
rispetto alle cellule THP-1. Infatti, le cellule MM presentano un grado di
differenziazione maggiore lungoliheagemonocito-macrofagico (Ziegler-Heitbrock
et al, 1988). Il trattamento con PMA alla concentraziahe2 nM non induce, in
pratica, variazioni di rilievo rispetto alle cekuldi controllo. Come atteso, alla
concentrazione di 80 nM il PMA induce circa il 508¢lle cellule a smettere di
proliferare ed aderire alla superficie plasticapltire, alcune cellule iniziano ad
emettere prolungamenti e le caratteristiche furgdioed antigeniche monocito-
macrofagiche risultano aumentate, rispetto al odotr

Tabella 8 Risultati del trattamento di cellule MM6 con PMA2 e 80 nM. A quest’ultima dose, le
analisi sono state effettuate solo sulle cellulesadeliminando le cellule in sospensione.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen@00.000 cell/ml iniziali)
Controllo PMA 2 nM PMA 80 nM
Morfologia
‘ ‘&" q . t:’. 3 P .\" AR ¢ 5

Aderenza non présente non pre presente (€&0%e)
Numero cell/ml 630000 610000 390000
inibizione proliferazione | 0 5 56
NBT 56.4+3.7% 58.6 +2.8 % 726 +3.5%
Fagocitosi 226+2.3% 258+2.2% 49.1+3.4%
CD 11b 25.3 %+ 2,1 26.8+2.4% 45.3 %+ 3.2
CD 14 53.5 %+ 2,1 540+2.8% 58.3 %+ 2,9
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MM6 + PMA
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Figura 16. Per ogni trattamento, sono illustrate in percaletWinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espsione superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule MM6. | valori, elencati in tabella 8, ragsentano le medie * le deviazioni standard di due
esperimenti separati.

Nel complesso, questi risultati indicano che il PMétrebbe essere utile, come
agente differenziante in vivo (a concentraziomiche), solo in alcuni casi di LAM-
M5 con traslocazione t(9;11)(g21;923), ma non itti tfcome dimostrato con le
cellule MM6). Inoltre, se il PMA fosse in grado thdurre il differenziamento
monocitico terminale in cellule leucemiche, alldbgsognerebbe considerare la
possibilita di formazione di grandi aggregati dilde leucemiche (induzione di
aderenza omotipica). Il fenomeno dell'adesionedllute leucemiche tra loro € stato
riportato in casi di LAM con iper-leucocitosi e pegsere indotto dal’ATRA (All-
Trans Retinoic Acid), nella terapia della leucem@uta promielocitica, come parte
della sindrome da acido retinoico (McKee and Csllit974; Vahdagt al, 1994). La
formazione di grandi aggregati leucocitari pud are leucostasi all'interno dei
capillari sanguigni, dove la circolazione vieneroisa creando, cosi, formazioni
trombotiche e compromettendo il funzionamento di wagani, come il fegato, il
cervello e i polmoni. Tali complicazioni, potenzr@nte fatali, sono in relazione
proprio con le alterazioni adesive delle celluleckemiche (Larsoet al, 1997).
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6.2.2.Effetti del'lFN-y a dosi cliniche in cellule con traslocazione t{9(#21;923)

E stato riportato che linterferon-gamma (IFN-induce il differenziamento
monocitico,in vitro, di cellule blastiche da pazienti con leucemietacuieloide e
sindromi mielodisplastiche (Carlo Steld al, 1988). Anche le linee cellulari con
traslocazione t(9;11)(q21;9023) sono responsive rattaimento con IFN- In
particolare, I'lFNy riesce ad indurre od aumentare caratteristiche omtm
macrofagiche nelle linee cellulari MM6 e MOLM-13 @t$uoet al, 1997; Ziegler-
Heitbrock et al, 1988); invece, nelle cellule THP-1, I'lFNinduce un’inibizione
della proliferazione, senza evidenti segni di neigne terminale monocito-
macrofagica (Kimbalket al, 1995; Mehta and Lopez-Berestein, 1986). Per etteen
tali effetti, in vitro, bisogna trattare le cellule con IFNalla concentrazione di 1000
U/ml. Studi clinici di fase | hanno mostrato chig anassima dose tollerabile di IFN-
y ricombinante, la concentrazione ematica di tateéo é di 20-40 U/ml (Lanet
al.,, 1989; Stoneet al, 1993). Quindi, anche per I'lFN- come per il PMA, le
concentrazioni clinicamente ottenibili sono moltderiori a quelle comunemente
utilizzate, per indurre il differenziamento termimanonocito-macrofagico, in studi di
laboratorio.

Anche per I'lFNy, abbiamo deciso di valutare gli effetti, a concaznbni
clinicamente ottenibili, nella linea cellulare THRPn particolare, abbiamo analizzato
gli effetti sulla proliferazione, sull'aderenza ella morfologia delle cellule THP-1,
nonché su specifiche caratteristiche del diffe@mento monocito-macrofagico,
come la capacita di fagocitosi e di riduzione T e I'espressione dei markers
superficiali CD11b e CD14. | dati ottenuti per qaegalutazione sono riportati nella
tabella 9 e nei grafici in figura 17.

Come si vede dalla tabella 9, I'lFNinduce gia alla concentrazione di 20 U/ml
circa il 50% di inibizione della proliferazione kdare e tale inibizione aumenta con
la concentrazione di IFM-(a 1000 U/ml si ha oltre il 90% di inibizione dell
proliferazione). Per quanto riguarda I'aderenzéutae, essa non e presente fino alla
concentrazione di 100 U/ml. Le cellule trattate &® U/ml mostrano una debole
aderenza; infatti era sufficiente agitare la fiadcaoltura o effettuare lavaggio della
stessa con mezzo di coltura o PBS per staccarlidecdalla superficie plastica. Il
trattamento con IFN-alla concentrazione di 1000 U/ml induceva circ&80P6 di
aderenza alla fiasca di coltura, con formaziongidcoli aggregati omotipici. Per
guanto riguarda le caratteristiche monocitiche ianale (NBT, fagocitosi, CD11b e
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CD14), I'lFN-y non induceva variazioni di rilievo fino alla comtezione di 100
U/ml. Alle concentrazioni di 500 e 1000 U/ml, 'FNinduceva solo un aumento di
rilievo nell’espressione del CD11b, rispetto al trolo. In conclusione, quest’analisi
indica che I'lFNy, a concentrazioni clinicamente ottenibii 40 U/ml), induceva
solo un effetto inibitorio sulla proliferazione kéére, senza indurre o aumentare
caratteristiche delle cellule monocito-macrofagich&ure. Anche a concentrazione
di 1000 U/ml, I'inibizione della

I'effetto principale dell'lFN- riguardava

proliferazione, che risultava essere di oltre #®fispetto al controllo.

Tabella 9. Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule THRen dosi scalari di IFN-

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen00.000 cell/ml iniziali)
Controllo IFNy 10 U/ml IFNy 20 U/ml IFNy 40 U/ml
Morfologia
Aderenza non presente non presente non presente n presente
Numero cell/ml | 1040000 900000 650000 530000
inibiz proliferaz | 0 9 17 % 46 % 61 %
NBT 424 +3.1% 415+25% 425+28% 43.03%
Fagocitosi 41+0.3% 40+0.3% 45+0.4 % 7 40.3 %
CD 11b 85+1.2% 7.8+£09% 81+1.1% 8.95%
CD 14 3604 % 39+05% 3.7x0.7% 423 %
IFN-y 100 U/ml IFNy 500 U/ml IFNy 1000 U/ml
Morfologia
. :ur, I o - ,:_sf}‘_ g
Aderenza non presente non presente Parziale (3 30%
Numero cell/ml | 400000 360000 280000
inibiz proliferaz | 76 % 81 % 91 %
NBT 46.6 +3.3% 49.1+3.1% 535+25%
Fagocitosi 6.2+0.2% 89+04% 115£21%
CD 11b 13.8+1.6% 21922 % 36.2+3.1%
CDh 14 6.0+0.5% 9.5+ 0.8% 13.7£13%
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THP-1 + IFN-gamma
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Figura 17. Per ogni trattamento, sono illustrate in percaletWinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espsione superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 9, ppsentano le medie * le deviazioni standard di tre
esperimenti separati.
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6.2.3.Effetti della combinazione PMA + IFM-a dosi cliniche in cellule con
traslocazione 1(9;11)(q21;923)

Come detto precedentemente, nei pazienti, le corazoni ematiche massime
che si possono ottenere per il PMA e [IlgN-ricombinante sono,
approssimativamente, 1 nM e 40 U/ml, rispettivarad@uiet al, 2002; Laneet al,
1989; Schaaet al, 2006; Stonest al, 1993). Abbiamo pensato di valutare gli effetti
della combinazione PMA + IFN; a concentrazioni clinicamente ottenibili, in odl
con traslocazione 1(9;11)(g21;923). Abbiamo effatitutale valutazioni, inizialmente,
nelle cellule THP-1 ed abbiamo scelto due comborazili PMA + IFN<, in cui il
PMA e stato utilizzato alla concentrazione di 0,8 ricioé, meta della sua
concentrazione massima clinicamente ottenibile);I'teN-y sono state utilizzate 2
concentrazioni: 10 e 20 U/ml. | dati ottenuti peregta valutazione sono riportati
nella tabella 10 e nel grafico in figura 18.

Come si vede dalla tabella 10, entrambe le commnazi PMA e IFNy
inducevano, come effetto piu rilevante, la scomgpadegli enormi aggregati
omotipici, che si ottengono trattando le cellule PFH solo con il PMA alla
concentrazione di 0,5 nM. Inoltre, la combinazidtdA + IFN-y, con IFNy a 20
U/ml, induceva anche in alcune cellule la formaeiain prolungamenti cellulari. Le
altre caratteristiche analizzate non subivano zamm rilevanti rispetto al trattamento
con PMA singolo a 0,5 nM.

Tabella 10 Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule THRERen combinazioni PMA + IFN-

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen@00.000 cell/ml iniziali)
Controllo PMA 0,5 nM PMA 0,5 nM + PMA 0,5 nM +
IFN-y 10 U/ml IFN-y 20 U/ml
Morfologia

. o ] s A Lk Ay o e
Aderenza non presente Presefideca - omotipica) | Presentéiasca) Presentgfiasca)
Numero cell/ml | 990000 340000 310000 270000
inibiz proliferaz | Q 94 82 % 86 % 91 %
NBT 42.4+3.1% 65.8+2.1% 685+£23% 73.22%
Fagocitosi 41+0.3% 27.9+0.7 % 29.8+1.4% 35.2+1.2%
CD 11b 85+1.2% 36.7£2.2% 399+£2.7% 433.1%
CD 14 3604 % 6.3+£0.8% 81+£08% 9.35%
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THP-1 + PMA + IFN-gamma

100,00%
90,00% -
80,00% A
70,00% A
60,00% A
50,00% A
40,00% A
30,00% A
20,00% A
10,00% -

0,00% -

controllo PMA 0,5 nM PMA 0,5 nM + IFN-y PMA 0,5 nM + IFN-y
10 U/ml 20 U/ml

‘I inibizione proliferazione & NBT [ Fagocitosi W CD 11b B CD 14 ‘

Figura 18. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalatinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 10ppaesentano le medie * le deviazioni standardedi tr
esperimenti separati.

La combinazione PMA + IFN; con IFNy a 20, é stata provata anche sulle
cellule MM6. Come si vede dalla tabella 11 e dahfigp in figura 19, tale
combinazione non induceva nessuna variazione ttesspke cellule di controllo.

Tabella 11 Dati ottenuti dopo trattamento con la combinagi®MA (0,5 nM) + IFNy (20 U/ml),
nelle cellule MM6.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen@00.000 cell/ml iniziali)

Controllo PMA + IFNy

Morfologia

Aderenza non presente

Numero cell/ml 630000 610000
inibizione proliferazione | 0 5%

NBT 56.4+3.7% 55.8+3.9%
Fagocitosi 226+2.3% 242126 %
CD 11b 25.3 %+ 2,1 26.1 %t 24
CD 14 73.5 %+ 3,1 72.7 %t 3,8
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MM6 + PMA

90,00%
80,00%
70,00%
60,00% -
50,00%
40,00% -
30,00%
20,00% -
10,00% -

0,00% -

controllo PMA 0,5 nM + IFN-y 20 U/ml

‘l inibizione proliferazione @ NBT [ Fagocitosi 4CD 11b ®CD 14 ‘

Figura 19. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalatinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule MM6. | valori, elencati in tabella 11, rapgentano le medie + le deviazioni standard di due
esperimenti separati.

In conclusione, I'analisi effettuata utilizzandondoinazioni di PMA e IFNy, a
concentrazioni clinicamente ottenibili, ha indicatbe le cellule THP-1 risultano
responsive ed, inoltre, non si formano i grandiraggti omotipici, presenti invece
dopo trattamento con PMA singolo a 0,5 nM. Le delMM®6, invece, non subiscono
variazioni rilevanti in seguito a tale trattamentalicando, anche in questo caso, che
solo alcuni tipi di cellule leucemiche con traslooae t(9;11)(g21;923) potrebbero
essere responsive, ad un’eventuale terapia di c@mione con PMA e IFN; a
concentrazioni cliniche.
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6.2.4.L’inibizione della proliferazione cellulare non éficiente per ripristinare il
differenziamento terminale indotto dall’'M-CSF, iellcle THP-.

Il “fattore stimolante le colonie monocito-macroi@te”, M-CSF (Macrophage
Colony-Stimulating Factor), anche conosciuto com®8Fa (Colony-Stimulating
Factor-1) stimola, nell’ematopoiesi, il differenmianto dei normali progenitori
mielomonocitici, lungo il lineage monocito-macroiey (Bender et al, 2004;
Douglasset al, 2008; Mufson, 1990; Pixley and Stanley, 20043 fuinzione dell’M-
CSF é mediata attraverso il suo specifico recettoperficiale, M-CSFR (0 CSF-1R),
codificato dal proto-oncogernfeMS, ed espresso nei monociti e macrofagi maturi e
nei loro precursori (Bonifer and Hume, 2008; Xieal, 2001).

Molte cellule leucemiche isolate da pazienti o cige in vitro sono insensibili
all'azione del’M-CSF, semplicemente perché il prohncogend&MSnon € espresso.
Anche le cellule THP-1 sono insensibili all'aziodell'M-CSF (Brachet al, 1990).
Tuttavia, € stato dimostrato che, nelle cellule THR recettore M-CSFR € espresso,
sia a livello di mRNA, che come proteina sulla meama cellulare; inoltre, tale
recettore non € mutato ed e risultato essere foalgg in quanto il trattamento di
cellule THP-1 con I'M-CSF e associato con l'auméntattivita della PKC e
I'induzione dell’'espressione del gene per il fadtoli necrosi tumorale (Datet al,
1992). Quindi, poiché non vi sono alterazioni dstattore M-CSFR, ma il ligando
M-CSF non induce il differenziamento terminale matmmacrofagico, allora deve
esserci un meccanismo che “blocca” il pathway diifieiativo indotto dall’M-CSF,
rendendo cosi le cellule THP-1 “resistenti” allatanazione terminale fisiologica,
lungo il ineagemonocitico. Riuscire a “sbloccare” tale pathwayddferenziamento
terminale potrebbe essere di grande utilita clinibaquanto I'M-CSF umano, in
forma ricombinante (rh-M-CSF; Mirimostim), € un rfaaco, gia analizzato in studi
clinici di fase I-Il, in pazienti oncologici (Colet al, 1994; Hidakaet al, 2003;
Redmaret al, 1992; Sandat al, 1992).

E stato riportato che il trattamento delle cellilélP-1 con IFNy, alla
concentrazione di 1000 U/ml, €& in grado di ripnate la sensibilita di tali cellule al
differenziamento terminale monocito-macrofagicajotto dall’M-CSF (Kimballet
al., 1995). Per le valutazioni della combinazione MFGSIFN-+y, abbiamo scelto per
I'M-CSF una concentrazione di 30 ng/ml, perché talecentrazione e quella rilevata
in neonati sani (lkenat al, 1996; Orenet al, 2001) ed e piu elevata di quella
rilevata in adulti sani, che e di circa 10 ng/mhfdmuraet al, 1988; Ikenoet al,

64



1996); e da ricordare che le leucemie con trasionaz(9;11)(p22;923) hanno
un’elevata frequenza nei bambini con meno di 12i mhesta. Inoltre, I'M-CSF alla
concentrazione di 30 ng/ml € in grado di indurrgposte biologiche in cellule
normali dellineagemonocito (Bendeet al, 2004; Mufson, 1990). Infine, da studi di
fase | la concentrazione ematica di M-CSF di 3dnhgy ampiamente al di sotto di
guella ottenuta dopo somministrazione di rh-M-C&HFa dose massima tollerata
(Coleet al, 1994; Redmaset al, 1992; Sandat al, 1992).

Prima di tutto, abbiamo valutato gli effetti delFRISF singolo, sulla
proliferazione, sull’aderenza e sulla morfologialalecellule THP-1, nonché su
specifiche caratteristiche del differenziamento o®do-macrofagico, come la
capacita di fagocitosi e di riduzione del’NBT edpressione dei markers superficiali
CD11b e CD14. La tabella 12 ed il grafico in fig@@& mostrano i risultati ottenuti e,
come atteso, non si registravano effetti rilevdiofpo trattamento con M-CSF, anche
a dosi di 3000 ng/ml.

Tabella 12 Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule THEon dosi scalari di M-CSF.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamento (200.000 cellitnitiali)
Controllo M-CSF 30 ng/ml M-CSF 300 ng/ml| M-CSFIBOng/ml
Concentraz fisiologicg Concentrazioni farmacologiche - (sangue)
(sangue) - neonati sani
Morfologia
s S - -{) o = CHry- '
N T 2 OROnS 22 OO0 9 it e
Aderenza non presente non presente non presente n presente
Numero cell/ml 1050000 980000 1000000 960000
inibiz proliferaz 0 8 6 10
NBT 424 +3.1 % 40.6 +3.9 % 43.1+35% 45.18%
Fagocitosi 41+0.3% 54+£05% 59+0.4 % 6.2+0.4 %
CD 11b 85+1.2% 10.2+15% 111+18% 131.5%
CD 14 3.6+0.4% 42+0.6% 4.8 + 0.5% 5.5 19%.8
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THP-1 + M-CSF
100,00%
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -+
0,00%

controllo M-CSF 30 ng/ml M-CSF 300 ng/ml M-CSF 3000 ng/ml

‘ W inibizione proliferazione B NBT O Fagocitosi #CD1lb ®mCD 14 ‘

Figura 20. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalatinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 12ppaesentano le medie * le deviazioni standard di
due esperimenti separati.

Gli effetti della combinazione M-CSF (30 ng/ml) FN-y (1000 U/ml), nelle
cellule THP-1, sono mostrati nella tabella 13 egrafico in figura 21. Come si vede
dalla tabella 13, si conferma che le cellule crgteccon IFNy (1000 U/ml) mostrano
una forte inibizione della proliferazione (85%.pe$to al controllo) ed aderenza alla
superficie plastica in circa il 30% dei casi; imeltsi formano solo sporadici aggregati
omotipici di piccole dimensioni. Per quanto rigumre caratteristiche monocitarie
analizzate, risulta aumentata in modo significatsalo I'espressione del CD11b;
invece, I'espressione del CD14 e la capacita dirred 'NBT e di fagocitosi sono
aumentate in modo molto modesto, rispetto al cdiatro

Le cellule trattate con la combinazione I¥N1000 U/ml) + M-CSF (30 ng/ml)
presentano un’inibizione ancora maggiore della ifem@lizione (94%, rispetto al
controllo), con formazione di grandi aggregati oipiot ed aderenza quasi completa
alla superficie plastica. Oltre all’espressione @BI11b, anche la capacita di ridurre
I'NBT e di fagocitosi risulta aumentata, rispettacantrollo. Invece, I'espressione del
CD14, sebbene aumentata, risulta sempre molto neo(=ca il 15%)..
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Tabella 13 Effetti dopo trattamento con la combinazione HN:000 U/ml) + M-CSF (30 ng/ml),
nelle cellule THP-1.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen@00.000 cell/ml iniziali)

Controllo IFNy IFN-y + M-CSF

Morfologia

o " - W ol
i, X, o WA
<¢ % T e

CAar e

Aderenza non presente Parziale (~ 30%) presente

Numero cell/ml 980000 300000 250000
inibizione proliferazione | 0 % 85 94
NBT 42.4+£21% 50.5+2.5% 66.7 + 3.8 %
Fagocitosi 41+03% 13.1+1.6% 429+ 2.4 %
CD 11b 85+1.2% 351+1.9% 69.2+3.1%
CD 14 3604 % 10.4+0.6 % 16.7+ 0.9 %
THP-1 + IFN-gamma + M-CSF
100,00%

90,00%

80,00% -

70,00%

60,00%

50,00% -

40,00%

30,00% -

20,00% -

10,00%

0,00% — T I
controllo IFN-y 1000 U/mi IFN-y 1000 U/ml + M-CSF
‘ m inibizione proliferazione @ NBT 0[O Fagocitosi @CD 11b ®CD 14 ‘

Figura 21. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalatinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espsione superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 13ppaesentano le medie + le deviazioni standardedi tr
esperimenti separati.
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In conclusione, quest’analisi mette in evidenzaoaferma che, nelle cellule
THP-1:

* il trattamento con M-CSF singolo, a qualsiasi com@zione, non
produce alcun effetto differenziativo di rilievo

e il trattamento con IFN- (1000 U/ml) induce inibizione della
proliferazione e qualche lieve effetto differenziat come una parziale
induzione delle capacita adesive ed aumento detkssione del marker
differenziativo CD11b; tuttavia, in generale, dletti differenziativi sono
piuttosto modesti.

» il trattamento con IFN- (1000 U/ml) + M-CSF (30 ng/ml) induce sia
inibizione della proliferazione (oltre 90%, rismetal controllo) sia
aumento o comparsa di molte caratteristiche diffaegive. Tale
combinazione conferma l'ipotesi che il pathway elifinziativo indotto
dal’M-CSF non é mutato o perso, ma e bloccatdersdllule THP-1.

Dai dati appena illustrati risulta che I'lFNsi comporta da “sensibilizzatore” al
differenziamento terminale monocitico indotto ddHCSF, in cellule THP-1. Poiché
il principale effetto dell'lFNy € una forte inibizione della proliferazione ceditd, Ci
siamo chiesti se tale caratteristica potesse essdfieiente per “sensibilizzare” le
cellule THP-1 all'effetto differenziativo dell’M-CS

Come detto, abbiamo riportato che, nelle cellulePTH l'inibizione selettiva
delloncogenaVLL-AF9, mediante un oligonucleotide antisenso fosforodidiLL-
AF9-PS-ODNas), induceva una forte inibizione deltaliferazione cellulare, senza
nessun segno evidente di maturazione terminalesigfest al, 2003). Quindi,
abbiamo pensato di valutare se [linibizione dellaoliferazione indotta
dall'oligonucleotide MLL-AF9-PS-ODNas potesse “séilezzare” le cellule THP-1
al differenziamento terminale indotto dall’'M-CSH figura 22 sono riportati gli
effetti specifici dell'oligonucleotide MLL-AF9-PS-ONas, nelle cellule THP-1 e
nell'inibizione dell’espressione diLL-AFO.

E stato anche verificato se I'inibizione della citsdelle cellule THP-1, indotta
dall'oligonucleotide MLL-AF9-PS-ODNas fosse legaarocessi di morte cellulare
(apoptosi e/o necrosi). La figura 23 mostra chdigémucleotide MLL-AF9-PS-
ODNas induceva solo una lieve diminuzione, di citca0%, delle cellule THP-1
vitali.
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24h

Figura 22. Effetto di MLL-AF9-PS-ODNas
sulla proliferazione delle cellule THP-1(a) e
HL-60 (b). Le cellule (5x10cells/ml) erano non
trattate () o trattate con 20uM di MLL-AF9-
PS-ODNas ¢) o 20uM MLL-AF9-PS-ODNs
(m). La Streptolisina-O (SLO) era usata per
permeabilizzare reversibilmente le cellule verso
I PS-ODN. Il numero di cellule iniziali era di
1x1@ cells/ml. La vitalita cellulare era valutata
mediante il test di esclusione del colorante
trypan-blue. | valori rappresentano le medie + le
deviazioni standard di 3 esperimenti diversi.

(c) analisi di RT-PCR semiquantitativa real-time
che dimostra come l'espressione dellmRNA di
MLL-AF9 sia inibita di circa il 90% rispetto al
controllo, dopo 24h dal trattamento con MLL-
AF9-PS-ODNas; successivamente, vi € aumento
dell’espressione del’'mRNA di MLL-AF9, che
correla con una ripresa della proliferazione
cellulare (Figura 1a, c).

9
11| 176 o . 1% ] 8

585 22.8 48h 65.0 | 24.7

PI

Annexin V-FITC

Figura 23. Analisi dell’apoptosi in cellule THP-1 trattaterc I'oligonucleotide MLL-AF9-PS-
ODNas dopo 0, 24 e 48 h. | numeri indicati rappnem®o la percentuale di cellule in ciascun
guadrante, rispetto al numero totale di celluldianate (10000).
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E stata effettuata anche un’analisi sugli effedi’dligonucleotide MLL-AF9-
PS-ODNas sul ciclo cellulare delle cellule THP-& figura 24 mostra le cellule
THP-1 di controllo e trattate con MLL-AF9-PS-ODNagpo 24h e 48h, nelle varie
fasi del ciclo cellulare. Dalle percentuali coragenti si evidenzia, tra il controllo e
le cellule trattate, una diminuzione (di oltre @%) del numero di cellule presenti in
fase S, ed un aumento (di oltre il 10%) di cellpkesenti in fase G2/M. Invece
restano invariate le percentuali di cellule preisesite fase G1.

Nella cellule THP-1 trattate con MLL-AF9-PS-ODNa®pd 48h e stata
evidenziata anche la percentuale di cellule apmpi®t in quanto essa superava un
certo valore soglia dello strumento. Invece, netticdlo e dopo trattamento con
MLL-AF9-PS-ODNas dopo 24h, la popolazione di c@liHP-1 apoptotiche non era
stata evidenziata dallo stesso strumento.

A Figura 24. Analisi del ciclo
Untreated cellulare in cellule THP-1
trattate con [I'oligonucleotide
G1 332%  MLL-AF9-PS-ODNas dopo O,
G 3.1 %

] PS-ODMNas 24h
- Gl 576 %
5 53.7 %

i

G2 1877 %

Belative cell number

P5-ODMas 48h

Sub Gl 16.0 %
i1 351%
= 46.9 %

G2 18.0 %

A &
] L I O ] I o e

DNA content
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Dopo aver analizzato gli effetti del’lMLL-AF9-PS-ONas sulla crescita,
abbiamo valutato se l'aggiunta dellM-CSF fosse gnado di aumentare le
caratteristiche differenziative delle cellule THP&ome si puo notare dalla tabella
14 e dal grafico in figura 25, non c’era nessunfiedinza significativa tra il
trattamento con MLL-AF9-PS-ODNas singolo e queti@cdombinazione con M-CSF.
In entrambi i casi, le cellule THP-1 non mostramssun segno morfo-funzionale di
differenziamento monocito-macrofagico terminale.

Tabella 14 Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule THRon MLL-AF9-PS-ODNas singolo
ed in combinazione con M-CSF (alla concentraziar&dg/ml).

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen®00.000 cell/ml iniziali)
Controllo MLL-AF9-PS-ODNas MLL-AF9-PS-ODNas +
M-CSF
Morfologia

Aderenza non presente non presente

Numero cell/ml 610000 200000 220000
inibizione proliferazione | 0 % 80 77

NBT 424+3.1% 43.3+2.1% 43.8+2.6 %
Fagocitosi 41+£03% 5.7£03% 59+0.6%
CD 11b 85+1.2% 95+1.1% 9.7+0.9%
CDh 14 3604 % 3.7+0.3% 3.5+05%

THP-1 + MLL-AF9as + M-CSF

100,00%
90,00% -
80,00% A
70,00% A
60,00% A
50,00%
40,00%
30,00%
20,00% A
10,00%
0,00% -

“?A

controllo MLL-AF9as MLL-AF9as + M-CSF

‘ m inibizione proliferazione ® NBT @& Fagocitosi #®CD 11b ®CD 14 ‘

Figura 25. Per ogni trattamento, sono illustrate in percaletliinibizione della proliferazione, la capacita
ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espressione sujmale del CD11b e CD14, nelle cellule THP-1. lor,
elencati in tabella 14, rappresentano le medie ideiazioni standard di due esperimenti separati.
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In conclusione, l'analisi appena illustrata indigdhe [I'inibizione della
proliferazione cellulare non é& sufficiente per igpinare il differenziamento
monocito-macrofagico terminale, indotto dal’M-CSik cellule THP-1.

A questo punto abbiamo pensato di valutare anaheffgtti di combinazioni di
M-CSF alla concentrazione di 30 ng/ml ed IlrNx concentrazioni minori di 1000
U/ml (cioe 40, 100 e 500 U/ml). Cio perché, comestraio in tabella 9 ed in figura
17, I'IFN-y induce inibizione della proliferazione delle c&luTHP-1 gia a
concentrazioni di 40 U/ml. Come si vede dalla teb#&b e dal grafico in figura 26,
I'IFN- vy riesce a “sensibilizzare” le cellule THP-1, afeiEnziamento indotto dall'M-
CSF, solo alla concentrazione di 1000 U/ml e n@orecentrazioni inferiori (40, 100
e 500 U/ml). Questo risultato conferma che I'inibie della proliferazione cellulare
non e sufficiente per ripristinare I'induzione dkfferenziamento terminale, indotto
dal’M-CSF nelle cellule THP-1.

Capire in che modo I'lFN; alla concentrazione di 1000 U/ml, riesce a
ripristinare il differenziamento indotto dal’M-CSBarebbe di grande interesse
clinico; infatti, 'M-CSF che, singolarmente non hassun effetto, potrebbe essere
preso in considerazione in un’eventuale “terapifedinziante”, a patto che sia
utilizzato in combinazione con qualche agente ‘tofiiizante”. Purtroppo per tale
scopo, I'IFN¥ non puO essere preso in considerazione in clinpEché la
concentrazione di 1000 U/ml € molto al di sopraladeloncentrazione massima
tollerata di IFNy (circa 40 U/ml).

72



Tabella 15 Risultati del trattamento delle cellule THP-1 amambinazioni di M-CSF + IFN-a
varie concentrazioni

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen@00.000 cell/ml iniziali)
Controllo IFNy 40 U/ml + IFN-y 100 U/ml + IFN-y 500 U/ml +
M-CSF 30 ng/ml M-CSF 30 ng/ml M-CSF 30 ng/ml
Morfologia
Aderenza non presente ’ no presente non presete non presente
Numero cell/ml | 1040000 480000 410000 350000
inibiz proliferaz | Q 9 67 % 75 % 82 %
NBT 424+3.1% 43.5+2.7% 43.1 + 3.3% 46.64 %
Fagocitosi 41+0.3% 4.3+0.6 % 4.4+05% 2404 %
CD 11b 85+12% 8.9+0.6% 11.4+08 % 1585%
CD 14 3.6+0.4% 3.8£0.2% 3.2+0.7% 3.52%.
THP-1 + IFN-y + M-CSF
100,00%

90,00% -

80,00% -

70,00% 7;7

60,00% %

50,00% ‘4

40,00% - é

30,00% - é

20,00% - %

10,00% 4:

0,00% - :
controllo IFN-y 40 U/mi IFN-y 100 U/ml  IFN-y 500 U/ml IFN-y 1000 U/ml
+ M-CSF + M-CSF + M-CSF + M-CSF
‘l inibizione proliferazione B NBT & Fagocitosi @ CD 11b ® CD 14 ‘

Figura 26. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalatinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 15ppaesentano le medie * le deviazioni standard di
due esperimenti separati. Nel grafico € stato aggianche il trattamento con IFNa 1000 U/ml +
M-CSF, illustrato in figura 21, per evidenziareifferente risultato ottenuto a tale concentrazione
di IFN-y.
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6.2.5.Effetti della decitabina a dosi cliniche in celluleon traslocazione
t(9;11)(921;923)

Nelle cellule neoplastiche e, quindi, anche in guétucemiche, i geni che
inducono il differenziamento terminale potrebbessexe mantenuti in uno stato di
repressione trascrizionale, mediante meccanismigeeptici. Come visto
nell'introduzione, uno di tali meccanismi consistl'iper-metilazione del DNA, in
particolare di regioni del DNA associate a promogenici (Jones and Baylin, 2007;
Robertson and Wolffe, 2000). Attualmente, due dgem¢ causano ipometilazione
del DNA sono in uso clinico; si tratta della 5-andha e della 5-Aza-2'-
deossicitidina o decitabina (figura 9b) (Jath al, 2009). Per quanto riguarda la
decitabina, sono stati effettuati diversi studnich di fase I-1l; da tali studi risulta che
la concentrazione ematica di tale farmaco, allasimas dose tollerata, € di 1,6 uM
(Blum et al, 2007).

Abbiamo pensato di valutare, gli effetti della dabina alle concentrazioni
clinicamente ottenibili di 0,1 0,5 e 1 uM, nellede cellulari THP-1 e MOLM-13. Le
tabelle 16 e 17 ed i grafici in figura 27 e 28 masb i risultati ottenuti, per quanto
riguarda la proliferazione, I'aderenza e le cardiehe differenziative delineage
monocito-macrofagico (capacita di ridurre 'NBT efdgocitosi ed espressione dei
CD 11b e 14). | risultati ottenuti hanno indicatoecla decitabina era in grado di
indurre inibizione della proliferazione cellulareia nelle cellule THP-1 che nelle
MOLM-13; in particolare si aveva circa il 50% dibizione alla concentrazione di
0,5 uM, ed oltre I'80% di inibizione alla concertiane di 1 uM. Le cellule THP-1
mostravano aderenza parziale (circa 50%), allaernazione di decitabina di 1 pM,;
invece le cellule MOLM-13 non mostravano aderenngssuna delle concentrazioni
utilizzate. Nelle cellule THP-1, la decitabina alancentrazione di 1 uM induceva un
incremento di tutte le caratteristiche differenzatanalizzate, indicando I'induzione
di un fenotipo piu differenziato. Anche nelle c&8lMMOLM-13 c’era un aumento dei
valori di tali caratteristiche differenziative, rpau lieve rispetto alle cellule THP-1.

In conclusione, quest’analisi indica che la deattap alla concentrazione
clinicamente ottenibile di 1 uM, e in grado di imduinibizione della crescita sia
nelle cellule THP-1 che nelle MOLM-13; inoltre, se= ad indurre anche un
maggiore fenotipo differenziato, piu accentuatdeneéllule THP-1.
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Tabella 16 Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule THEeon dosi scalari di Decitabina.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen200.000 cell/ml iniziali)
Controllo DEC 0,1 uM DEC 0,5 uM DEC 1 uM
Morfologia
=1
Aderenza non presente non presente non presente rzialpd ~ 50% )
Numero cell/ml | 970000 850000 580000 300000
inibiz proliferaz | 0 % 16 % 51 % 87 %
NBT 424+ 3.1 % 45.1+2.2 % 46.8+2.8 % 58.34 %
Fagocitosi 41+0.3% 6.1 +0.6 % 9.2+1.0% A151.4 %
CD 11b 85+1.2% 7.7+0.6% 129122 % 21B%%
CD 14 3.6+0.4% 3.3+0.6 % 3.5+0.7% 13.59%
THP-1 + Decitabina
100,00%

90,00%

80,00% -

70,00% -

60,00%

50,00%

40,00% -

30,00% -

20,00%

10,00% :

0,00% - : ain__
controllo Decitabina 0,1 uM  Decitabina 0,5 pM Decitabina 1 pM
‘ m inibizione proliferazione B NBT 0O Fagocitosi @CD11lb ®CD 14 ‘

Figura 27. Per ogni trattamento, sono illustrate in percaletWinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 16ppaesentano le medie + le deviazioni standardedi tr
esperimenti separati.
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Tabella 17 Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule MO8 con dosi scalari di Decitabina.

Valutazioni

Risultati dopo 72 h di trattamen200.000 cell/ml iniziali)

Controllo

DEC 0,1 pM

DEC 0,5 uM

DEC 1 pM

Morfologia

L0

Aderenza

non presente

non presente

non presente

n premete

Numero cell/ml
inibiz proliferaz

620000
0 %

580000
10 %

430000
45 %

280000
81 %

NBT

22.1+26%

23.2+2.8%

23.8+25%

36.2+%

Fagocitosi

34+0.3%

3.1+0.3%

42+0.6%

2161.2 %

CD 11b

26+05%

29+0.6%

26+0.6%

22.15%

CDh 14

22+x04%

21+05%

24+0.6%

12.84%

100,00%

MOLM-13 + Decitabina

90,00% -
80,00%

70,00%

60,00% -
50,00% -
40,00%

30,00%

20,00% -
10,00%
0,00% -

controllo

Decitabina 0,1 uM

Decitabina 0,5 pM

Decitabina 1 pM

‘ W inibizione proliferazione & NBT O Fagocitosi @®CD 11b HRCD 14 ‘

Figura 28. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalatWinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle

cellule MOLM-13. | valori, elencati in tabella 1/@ppresentano le medie * le deviazioni standard
di tre esperimenti separati.
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E stato anche verificato se l'inibizione della cis nelle linee cellulari THP-1
e MOLM-13, indotta dalla decitabina (alla concenitvae di 1 uM), fosse dovuta a
fenomeni di morte cellulare (ovvero presenza dipapsi €/0 necrosi cellulare). Tale
analisi e stata eseguita dopo 72 ore dal trattaoneort decitabina (1 pM). Come si
puo osservare dal grafico in figura 29, sia leutellTHP-1 che le cellule MOLM-13,
trattate con decitabina (1 uM), non presentanonaicaremento nella percentuale di
cellule apoptotiche o necrotiche, rispetto al odidr Quindi, l'inibizione della
crescita, nelle linee cellulari THP-1 e MOLM-13 garte della decitabina, non e
dovuta ad induzione di processi che portano alleereellulare.
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Figura 29. Analisi dell'apoptosi in cellule THP-1 e MOLM1&attate con decitabina (1 uM) dopo
72 ore. | numeri indicati rappresentano la percaetudi cellule vive (V), necrotiche (N) ed
apoptotiche (A), rispetto al numero totale di dellanalizzate (10000).

Nell'insieme questi dati indicano che la decitabprasenta significativi effetti
antileucemici, in linee cellulari con traslocaziort€9;11)(q21;923), anche a
concentrazioni rilevate in clinica. Quindi, la debina pud essere presa in
considerazione per studi di combinazione con attr@ecole, a concentrazioni
clinicamente ottenibili, per indurre il differenem@nto e/o la morte di questo tipo di
cellule leucemiche.
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A questo proposito, abbiamo analizzato se la da@oiéa in combinazione con
I'M-CSF, potesse indurre maggiori effetti differesmavi, rispetto alla decitabina
singola, nelle cellule THP-1. Come si vede dallzeti@ 18 e dal grafico in figura 30,
il trattamento combinato con decitabina (alla comi@zione di 1 uM) ed M-CSF
(alla concentrazione di 30 ng/ml) induce, in piatigli stessi effetti del trattamento
con decitabina singola.

Tabella 18 Risultati ottenuti dopo trattamento delle cellulélP-1 con la combinazione di
Decitabina (1 pM) + M-CSF (30 ng/ml).

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen®@00.000 cell/ml iniziali)
Controllo DEC 1 uM + M-CSF
Morfologia
(s 58 | A
Aderenza non presente parziale (~50% ) parziale(~
Numero cell/ml 970000 300000 290000
inibizione proliferazione | 0 % 87 % 88 %
NBT 424 +3.1% 58.3+3.4% 60.1+2.8%
Fagocitosi 41+03% 154+14% 15.0+1.3%
CD 11b 85+1.2% 21.3+1.1% 23.8+2.2%
CD 14 3.6+0.4% 135+09% 14.0+0.8%
THP-1 + Decitabina + M-CSF
100,00%

90,00% z

80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00% -

30,00% -

20,00%

0,00% - S :
controllo Decitabina 1 uM Decitabina 1 uM + M-CSF
‘ M inibizione proliferazione @ NBT [0 Fagocitosi FECD11b ®CD 14 ‘

Figura 30. Per ogni trattamento, sono illustrate in percaletWinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espsione superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 18ppaiesentano le medie * le deviazioni standard di

due esperimenti separati.
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6.2.6.Effetti della vitamina D3 a dosi cliniche in cekulcon traslocazione
t(9;11)(g21;923).

Il differenziamento terminale delle cellule emopimiee puo essere influenzato
anche da alcune vitamine, che sono composti biacaimente distinti dalle citochine
e dai fattori di crescita ematopoietici. Le vitamisono in grado di esercitare i loro
effetti biologici mediante l'interazione con spedifrecettori nucleari. Tali recettori
appartengono alla superfamiglia dei recettori stieidKumar and Thompson, 1999)
e sono caratterizzati dall’abilita di promuoverattivazione della trascrizione genica,
dopo il legame del rispettivo ligando (Norman, 200¢éhitfield et al, 1999). Un
esempio di vitamina in grado di controllare la nakenematopoiesi € rappresentato
dalla forma attiva della vitamina D: 1,25-dihydrexgmin D3 (VD3).
Concentrazioni fisiologiche di VD3 nel siero umavariano tra 0,5 e 2 x 1 M
(cioé 0,05 - 0,2 nM), arrivando fino a 5 x o (cioé 0,5 nM) in alcune condizioni
parafisiologiche (Holiclet al, 1992). E stato dimostrato che livelli fisiologdiiVD3
inducono il differenziamento, lungo lineage monocitico, in normali progenitori
ematopoietici CD34+ (Grandet al, 2002). Molte cellule leucemiche (da pazienti o
linee cellulari) esprimono il recettore per la VI8D3R), ma sono resistenti al
differenziamento terminale monocito-macrofagicajatto da livelli fisiologici di
VD3. Tuttavia, € stato dimostrato che la VD3 a @mrazioni sovrafisiologiche
(circa 10" M; 100 nM) & un potente induttore del differenzéarto monocito-
macrofagico, per blasti e linee cellulari di leucgmacuta mieloide, con fenotipo M2,
M3 o M5 (Grandeet al, 1997; Studzinsket al, 1993). Studi clinici di fase | hanno
dimostrato che, quando la VD3 viene somministratdogena alla massima dose
tollerata, i livelli ematici massimi di VD3 sono dirca 15 nM (Fakihet al, 2007;
Muindi et al, 2009), una concentrazione inferiore a quella s&a@a per ottenere |l
differenziamentoin vitro, della maggior parte delle cellule leucemiche.

Anche le cellule THP-1 esprimono il recettore VD3&yno resistenti al
differenziamento indotto da livelli fisiologici D3, ma possono differenziare lungo
il lineage monocito-macrofagico dopo trattamento con 100 nWE3 (Hmamaet
al., 1999; Kizakiet al, 1991; Schwendet al, 1996). La tabella 19 ed il grafico in
figura 31 mostrano gli effetti di varie concent@zidi VD3, nelle cellule THP-1. |
risultati ottenuti indicano che la VD3 a concenitvaz fisiologiche non induce effetti
rilevanti; alla concentrazione farmacologica diM mduce qualche effetto parziale
di inibizione della proliferazione e di incrementdi alcune caratteristiche
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differenziative; alla concentrazione di 100 nM (npossibile in clinica), la VD3

induce significativi effetti di inibizione di prdérazione e di differenziamento

terminale.

Tabella 19 Dati ottenuti dopo trattamento delle cellule THIen dosi scalari di VD3.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamer(200.000 cell/ml iniziali)
Controllo VD3 0,1 nM VD3 5 nM VD3 100 nM
Concentrazione Concentrazione Concentrazione
fisiologica - (sangue) farmacologica tossica (in clinica)
Morfologia
- ¢ :
(B8 % N TR § C¥ 9 3 - S
Aderenza non presente non presente non presente resenge
Numero cell/ml | 990000 860000 690000 360000
inibiz proliferaz | o 16 % 37 % 80 %
NBT 424 +3.1% 401+2.2% 46.8+2.5% 58.8+2.9%
Fagocitosi 41+03% 3.8+£0.3% 82+1.0% 429+2.1%
CD 11b 85+1.2% 10.5+0.8% 221+1.3% 65.5 %+ 3.2 %
CD 14 3.6+0.4% 59+0.3% 215+12% 71.0 %+ 3.4 %
THP-1 + VD3
100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00% -
40,00%
30,00%
20,00% -
10,00%

0,00% -

controllo

VD3 0,1 nM

VD3 5nM

VD3 100 nM

‘ H inibizione proliferazione B NBT O Fagocitosi @CD 11b ®CD 14 ‘

Figura 31. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalatinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 19ppaesentano le medie * le deviazioni standard di
due esperimenti separati.
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Poiche la VD3 a concentrazioni farmacologiche (5nijuce dei lievi effetti,
nelle cellule THP-1, abbiamo valutato se tali ¢ffpbtessero essere incrementati
dall’aggiunta del’lM-CSF. | risultati ottenuti sonmostrati nella tabella 20 e nel
grafico di figura 32. Tali risultati indicano che tombinazione VD3 (5nM) + M-CSF
(30 ng/ml), in cellule THP-1, induce effetti simdiquelli indotti dal trattamento con
VD3 singola.

Tabella 20 Dati ottenuti dopo trattamento con la combinagidD3 (5 nM) + M-CSF (30 ng/ml),
in cellule THP-1

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamen@00.000 cell/ml iniziali)

Controllo VD3 5nM VD3 5nM + M-CSF

Morfologia

aﬁ:ﬁ i . ) ] - 4
Aderenza non presente non presente non presente
Numero cell/ml 970000 690000 670000
inibizione proliferazione | 0 % 37 % 38 %
NBT 424 +3.1% 46.8 £ 2.5% 452 +2.3 %
Fagocitosi 41+03% 8.2+1.0% 94+1.1%
CD 11b 85+1.2% 22.1+1.3% 241+£12%
CD 14 3.6+x04% 215+1.2% 23.2+1.3%

THP-1 + VD3 + M-CSF

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00% -

controllo VD35 nM VD35 nM + M-CSF

‘ W inibizione proliferazione B NBT [ Fagocitosi @CD 11b ®CD 14 ‘

Figura 32. Per ogni trattamento, sono illustrate in percaletWinibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espsione superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 20ppaiesentano le medie * le deviazioni standard di
due esperimenti separati.
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A questo punto, sono stati valutati, nelle celldlelP-1, gli effetti della
combinazione VD3 (5nM) + DEC (1 puM). | risultatiteuti sono mostrati nella
tabella 21 e nel grafico di figura 33 ed indicahe ¢ale combinazione di farmaci, in
cellule THP-1, induceva maggiori effetti, rispettayuelli indotti dal trattamento con
VD3 e decitabina singolarmente. In particolarenatiava un aumento del numero di
cellule aderenti alla fiasca di coltura, senza hesomotipica; inoltre, le cellule
presentavano una maggiore dimensione, rispettocallale di controllo e a quelle
trattate con VD3 e decitabina singolarmente. Infinatte le caratteristiche
differenziative analizzate erano aumentate, suggerehe tale combinazione agisce
in modo sinergico, per indurre il differenziamenterminale lungo illineage
monocito-macrofagico.

E stato riportato che la combinazione VD3 + DEC, cancentrazioni
clinicamente ottenibili, € in grado di incrementarenodo sinergico le caratteristiche
del differenziamento terminale lungo liheage monocitico anche in altre linee
cellulari di LAM con riarrangiamenti dMLL (Niitsu et al., 2001) Inoltre, tale
combinazione é risultata efficace anche nellindoei del differenziamento
monocitico terminale della linea cellulare U937,eclpresenta caratteristiche
monocitiche, ma non possiede riarrangiamentMdiL (Abrink et al., 1994) e in
cellule di blasti di pazienti con LAM (Koschmiedetral, 2007).

In conclusione, questi dati mettono in evidenza lehstrategia di combinare
agenti ipometilanti, come la decitabina, ed ageh& inducono il differenziamento
terminale monocito-macrofagico, come la VD3, préseaiue caratteristiche molto
interessanti: primo, tale combinazione e in gradoindurre significativi effetti
antileucemici, in diversi modelli cellulari di LANMhonocitica,in vitro; secondo, tali
effetti antileucemici si ottengono a concentrazidniDEC e VD3 potenzialmente
ottenibili in clinica. Quindi, la combinazione DE@ VD3 merita di essere
ulteriormente valutata, allo scopo di trovare wattéimento per poter ristabilire una
normale emopoiesi, in pazienti con LAM monociticAttualmente, stiamo
analizzando tale combinazione in altre linee cafiuleucemiche, con traslocazione
1(9;11)(g21;923); se i risultati saranno positigljora bisognerebbe provare tale
combinazione in modelin vivo, per valutarne I'efficacia e la tossicita.
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Tabella 21 Dati ottenuti dopo trattamento con la combinagi®D3 (5 nM) + DEC (1 pM), in
cellule THP-1.

Valutazioni Risultati dopo 72 h di trattamer200.000 cell/ml iniziali)

Controllo VD3 5 nM DEC 1 uM VD3 5nM + DEC 1 pM

Morfologia

=)

x '
Sy

Aderenza non presete non present parziale ( ~ 30% ) parziale ( ~ 50% )

Numero cell/ml | 990000 690000 300000 280000

inibiz proliferaz | 0 37 % 87 % 90 %

NBT 424 +3.1% 46.8+2.5% 58.3+3.4% 72.1+32%
Fagocitosi 41+03% 82+1.0% 154+14% 21.7+15%
CD 11b 85+1.2% 221+13% 21.3+1.1% 41.4+2.8%
CD 14 3.6+0.4% 215+1.2% 135+09% 38.8+2.3%

THP-1 + VD3 + DEC

100,00%
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00%
40,00%
30,00% -
20,00% -
10,00%

0,00%

controllo VD3 5nM Decitabina 1 uM VD3 + DEC

‘ W inibizione proliferazione ®NBT ©Fagocitosi @CD1lb m®CD 14 ‘

Figura 33. Per ogni trattamento, sono illustrate in percalat0inibizione della proliferazione, la
capacita di ridurre 'NBT e di fagocitosi e I'espstone superficiale del CD11b e CD14, nelle
cellule THP-1. | valori, elencati in tabella 21ppaesentano le medie + le deviazioni standardedi tr
esperimenti separati.
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