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Un nuovo paradigma nella terapia del cancro

Sino a qualche decennio fa il paradigma che sosteneva il mantenimento di un organismo era la divisione cellulare cioè le cellule specializzate di un organo continuavano a dividersi per tutta la vita per soddisfare il fabbisogno del ricambio. 

Dopo la scoperta delle cellule staminali si è invece compreso che il ricambio dei vari tessuti era governato da cellule differenti da quelle specializzate dei singoli organi, queste erano e sono le cellule staminali adulte. 

Questo nuovo paradigma ha profondamente mutato la visione della “vita di un organismo” che sarebbe il risultato di un continuo processo biologico staminale.

In definitiva quindi le cellule staminali sono alla base sia dello sviluppo dell’organismo prima della nascita sia del mantenimento della vita dell’organismo dopo la nascita.

L’aggettivo staminale infatti, dal punto di vista etimologico, deriva da “stame”che significa stipite, ceppo, origine.

Il termine cellule staminali era stato proposto nel 1908 dal patologo russo Alexander Maksimov studiando le cellule progenitrici emopoietiche. 

Negli anni sessanta Ernest McCulloch e James Till dimostrarono la presenza di cellule progenitrici autorinnovanti nel midollo osseo di topo e Joseph Altman e Gopal Das dimostrarono l’esistenza di una neurogenesi adulta da staminali del cervello contraddicendo le convinzioni dell’epoca che sostenevano l’impossibilità di una formazione di nuovi neuroni. Negli anni settanta, precisamente nel 1974, venne trattata con successo con cellule progenitrici midollari una SCID (Severe Combined Immuno Deficiencies) ed i ricercatori Robert Wall e Gary Striker del Department of Medicine and Pathology dell’University of Washington dimostrarono per primi l’esistenza di cellule staminali nel sangue del cordone ombelicale. Nel 1989 a Parigi la dottoressa Eliane Gluckman realizzò con successo il primo trapianto di cellule staminali da cordone ombelicale e sempre negli anni ottanta Martin Evans, Matthew Kaufman e Martin Gail stabilirono che le cellule staminali embrionali di topo derivavano dalla massa cellulare interna della blastocisti. Gail a seguito di questa scoperta coniò il termine “embryonic stem cell”. 

Negli anni novanta Dominique Bonnet e John Dick dell’Università di Toronto dimostrarono che la leucemia mieloide acuta derivava da una mutazione di una cellula staminale della linea mieloide, era questa la prima volta che in modo diretto si definiva l’entità della cellula staminale tumorale. Sempre in questo decennio James Thomson e la sua equipe dell’Università del Wisconsin Madison dimostrarono come l’essere umano derivasse dalle cellule staminali embrioblastiche. 

Verso la fine degli anni ‘90 William Wells e Doung Melton chiarirono ulteriormente il meccanismo staminale di trans-differenziazione con la dimostrazione che cellule staminali neuronali inserite nel midollo osseo diventavano staminali emopoietiche. 

Nel 2000 tutta una serie di ricerche meglio chiarirono i processi biologici legati alla plasticità staminale e da Allan Spradling e Margaret Fuller venne coniato il termine nicchia staminale. 

Nel 2004 un ricercatore coreano Hwang Woo-Suk dichiarò di aver creato molte linee di cellule staminali da ovociti umani non fertilizzati ma la notizia successivamente risultò falsa. 

Nel 2005 un gruppo di ricercatori della Kingston University coordinata da Colin Mc-Guckin comunicò di aver scoperto una terza categoria di cellule staminali ricavate dal midollo osseo umano e ritenute eguali a quelle ricavate dal cordone ombelicale. Il gruppo di ricerca sosteneva che queste cellule analogamente alle cordonali erano in grado di differenziarsi in più tipi di cellule staminali adulte dando origine a differenti tessuti. 

Nel 2006 Colin McGuckin e Nico Forraz della Università di Newcastle realizzarono per la prima volta cellule per il fegato artificiale da cellule cordonali e sempre nel 2006 Michael Oertel, Anuradha Menthena, Mariana Dabeva e David Shafritz utilizzarono cellule staminali di fegato fetale per la ricostruzione di un fegato adulto. 

Nel 2007 Anthony Atala e la sua equipe della Wake Forest University isolarono celule staminali da liquido amniotico rendendo possibile il loro utilizzo al posto delle cellule staminali embrionali. Sempre in questo anno lo scienziato Shoukhrat Mitalipov ottenne una differenziazione programmata di cellula staminale attraverso il trasferimento nucleare da cellula somatica e Mario Capecchi con Martin Evans ed Oliver Smithies individuarono un gene targeting per produrre topi geneticamente modificati, i topi knockout, indispensabili per la determinazione del gene, ricerca questa che valse il premio Nobel per la medicina nel 2007. 

Verso la fine del 2007 sono state realizzate cellule staminali pluripotenti da cellule somatiche adulte, questa scoperta venne pubblicata per la prima volta su “Cell” a cura di Kazutochi Takahashi e Shinya Yamanaka seguita da altre pubblicazioni come quella su “Science” del gruppo di ricerca di Junying Yu e quella del gruppo di ricerca di James Thomson. Erano queste le staminali iPSCs (induced pluripotent stem cells) fibroblasti transfettati da particolari geni legati alle staminali pluripotenti attraverso vettori virali come i retrovirus. Si giunse così alla prima generazione di cellule iPSCs in cui i fibroblasti di ratto venivano transfettati non con i soli geni regolatori Oct3/4 e Sox2 ma anche con i geni regolatori trascrizionali cMyc e Klf4 e selezionati con tecnica antibiotica per il marker Fbx5+ che mostrarono però errori di metilazione del DNA rispetto alle staminali embrionali naturali e anche la produzione di chimere funzionali fallì. 

Si giunse quindi alla seconda generazione di cellule iPSCs in cui pur con identica metodologia di transfettazione l’utilizzo della tecnica antibiotica per il marker Nanog portò ad una riprogrammazione adeguata ed alla produzione di chimere funzionali vitali. Rimase e rimane tutt’ora per questa metodica la problematica legata al gene cMyc che induce in una percentuale di cellule una configurazione cancerosa. 

Nel 2008 dai ricercatori Aoi , Yae e Nakagawa sono state prodotte cellule iPSCs da fegato e mucosa gastrica di topo adulto. Per queste cellule, per altro morfo-funzionalmente più simili alle staminali embrionali naturali rispetto alle precedenti iPSCs, non si rese necessario l’inserimento in sito specifico dei geni evitando la tecnica di transfettazione mediante virus, dimostrando di non essere inoltre ontogenetiche. Sempre nel 2008 Sabine Conrad dell’Università di Tubingen riuscì a generare cellule staminali embrionali da cellule spermatogoniche di testicoli umani adulti coltivate in vitro e sottoposte all’azione del fattore LIF. 

Nel 2009 Andras Nagy e Keisuke Kaji hanno ottenuto cellule staminali embrionali da cellule adulte tramite l’elettroporazione che consente un inserimento temporaneo dei geni senza l’utilizzo di vettori virali. Sempre nel 2009 il ricercatore Kim con il suo gruppo di ricerca ha ottenuto cellule staminali embrionali iPSCs da cellule della pelle attraverso una metodologia ad impatto epigenetico.

Gli studi sulle cellule staminali sono incentrati prevalentemente sulla possibilità di poter utilizzare queste cellule per curare malattie come il diabete ed il Parkinson o per riparare tessuti come il muscolo cardiaco danneggiato da un IMA, ma recentemente si è aperto un ulteriore filone di ricerca sulla biologia delle cellule staminali nell’ambito della patologia cancerosa. 

L’ipotesi che il cancro derivi da una popolazione di cellule staminali cancerose non è nuova. Un gruppo di patologi tedeschi riferirono questa ipotesi già nella metà del 1800. 

I ricercatori hanno continuato a rivalutare questa teoria nel corso dei successivi 160 anni ma fu più volte abbandonata in quanto non erano disponibili sistemi sperimentali adeguati per consentire la identificazione di questo modello. 

Solo di recente, grazie ai progressi tecnologici nel campo della biologia delle cellule staminali, i ricercatori hanno avuto nella disponibilità gli strumenti necessari per verificare l’ipotesi. Ne sono seguiti numerosi lavori da cui sono emersi dati sempre più concreti per dare il giusto peso al concetto di cellula staminale cancerosa. Malgrado questo si sollevano ancora perplessità su questo paradigma anche se l’incalzare delle prove a favore sono incondizionatamente realistiche. 

Robert Weinberg biologo del Whitehead Institute for Biomedical Research di Boston ed esperto internazionale sull’argomento ritiene che vi siano ragioni molto valide per affermare che “le cellule staminali cancerose esistono”. Il primo studio che ha dimostrato che le cellule staminali cancerose possono avviare la malattia è stato pubblicato nel 1997 da John Dick e Dominique Bonnet, biologi molecolari presso il Dipartimento di Genetica dell’Università di Toronto, che riuscirono ad isolare le cellule staminali cancerose in pazienti affetti da leucemia mieloide acuta. 

Nel 2003 Ian Clarke e la sua equipe dell’Università di Toronto isolarono le cellule staminali cancerose nel medulloblastoma tramite la caratterizzazione del cluster differentiation 133. 

Sempre nel 2003 un gruppo di ricercatori dell’Università del Michigan isolò le cellule staminali cancerose della mammella, prima dimostrazione in un tumore solido. Guidati dai biologi Michael Clarke e Max Wicha il gruppo di studio trapiantò le cellule staminali cancerose della mammella in topi verificando che queste inducevano il cancro nell’animale mentre le altre tipologie cellulari ricavate dal tumore non risultavano tumorigeniche. 

Nel 2007 John E. Dick e la sua equipe di ricerca della Division of Cell and Molecular Biology della University Health Network di Toronto isolarono le cellule staminali nel cancro del colon tramite l’individuazione del cluster differentiation 133. Sempre nel 2007 Max Wicha presso il Medical Center Ann Arbor Michigan e Michael Clarke presso il Department of Internal Medicine della Stanford University con altri collaboratori isolarono le cellule staminali cancerose pancreatiche per il tramite della individuazione dei clusters differentiation 44+ e 24+ e dell’ESA+ fenotipo (epithelial-specific antigen) identificando per altro l’anomalia molecolare che era nella disfunzione della via di trasduzione del segnale per Sonic Hedgehog. 

Nel 2008 Shu Zhang e la sua equipe del Medical Sciences Indiana University School of Medicine hanno isolato le cellule staminali cancerose dell’ovaio dimostrando la tumorigenicità delle cellule esprimenti il clusters differentiation 44+ e 117+ ed assenza di tumorigenicità nelle cellule con mancata espressione di questi clusters. Inoltre sulle cellule esprimenti questi clusters si è evidenziata una up-regulation di Bmi-1, dello stem cell factor, di Notch 1, di Nanog, di nestin, di ABCG2 e di Oct-4. 

Nel 2008 Norman Maitland e Anne Collins del YCR Cancer Research Unit Department of Biology University of York United Kingdom hanno isolato le cellule staminali cancerose della prostata tramite l’espressione dei clusters differentiation 133 e 44 e la espressione delle α2β1 integrine. 

Nel 2009 da parte di A.T. Collins del YCR Cancer Research Unit Department of Biology Heslington University of York United Kingdom e collaboratori è stata confermata la staminale cancerosa della prostata aprendo per questa patologia nuovi scenari terapeutici nei casi di ormonoresistenza.

Molti sono i lavori che sono in corso per evidenziare le staminali cancerose nei vari organi ammalati.

Le cellule staminali cancerose sono un modello per spiegare la biologia del cancro. 

Oggi si ritiene ancora che il cancro derivi da un tessuto normale che attraverso stadi di un processo progressivo accumulando alterazioni di specifici geni giunga a configurare il clone tumorigenico. Questo modello, benché corretto formalmente, non tiene in considerazione che il cancro non è un macchinario in grado di proliferare in modo autonomo presentando aspetti molto eterogenei per quanto riguarda la sua morfologia ed i suoi aspetti funzionali. 

Il tessuto canceroso configura aree a diverso comportamento biologico con proliferazione, arresto del ciclo cellulare, differenziamento epiteliale, adesione cellulare e disseminazione che risulta più in accordo con il modello dinamico governato da nicchie di cellule staminali cancerose in cui può essere venuto meno il bilancio finemente coordinato tra autorinnovamento, migrazione, proliferazione, differenziamento ed apoptosi. 

Il venir meno del fine equilibrio può essere dovuto ad alterazioni geniche ma, secondo le più attuali ricerche, quasi totalmente per meccanismi epigenetici sui quali influiscono i fattori microambientali della nicchia staminale. Se i fattori suddetti risultano favorevoli alla cellula staminale cancerosa questa si autorinnova trasferendo alla cellula madre le stesse caratteristiche morfo-funzionali patologiche acquisite e trasferendo alla cellula progenitrice figlia caratteristiche morfo-funzionali scaturenti dalla condizione patologica acquisita generando cellule TAC (Transit Amplifying Cells) patologiche che con successive variazioni differenziative danno origine a quel tessuto canceroso che viene valutato attualmente con gli esami istologici routinari. 

Nel corso del processo di progressione biologica le cellule cancerose si staccano dalla massa tumorale e diffondono nel microambiente circostante riflettendo così l’eterogeneità del tessuto canceroso primario. Solo la cellula staminale cancerosa migrante però possiede la plasticità necessaria per subire il processo di trans-differenziamento con perdita della identità epiteliale potendosi così collocare in organi a distanza. 

Questo fenomeno definito come transizione da epitelio a mesenchima (EMT) è considerato un elemento cruciale nell’acquisizione dei caratteri di malignità pur in presenza di una possibile reversibilità del fenomeno definito come transizione da mesenchima ad epitelio (MET). 

Questi fenomeni contrapposti, non spiegabili con il solo modello genetico, confermano una componente dinamica nella progressione del cancro spiegabile solo attraverso i meccanismi epigenetici. 

La determinazione quindi dell’origine staminale del cancro oltre a rappresentare un concetto innovativo determina profonde implicazioni in campo clinico. 

Le ricerche sulle cellule staminali normali e sulle cellule staminali cancerose già effettuate e quelle in corso si sono mosse e si devono muovere in parallelo, infatti è centrale in entrambi i casi lo studio e l’identificazione dei marcatori di superficie che consentono di distinguere i tessuti sani da quelli patologici. 

La caratterizzazione molecolare sulle staminali normali e cancerose purificate, attraverso lo studio della genomica e della proteomica, ha già posto le basi per una comprensione più esaustiva della biologia staminale evidenziando la necessità di una radicale rivalutazione degli approcci terapeutici. 

Gli strumenti che oggi sono utilizzati per queste determinazioni sono la citometria a flusso in particolare la FACS (fluorescence activated cell sorting)e la MACS (magnetic-activated cell sorting), la microscopia ad epifluorescenza, la spettroscopia a fluorescenza di correlazione, la cross spettroscopia a fluorescenza di correlazione ed i microarrays. Possono essere usate anche tecniche più datate come la Western blot o immunofissazione quando il campione è composto da un numero elevato di proteine differenti che una colorazione standard non riuscirebbe a distinguere.

Grazie a queste tecniche si sono determinati tutta una serie di strutture molecolari che consentono di caratterizzare sia le cellule staminali embrionali che le cellule staminali adulte nell’omeostasi ed in ambito patologico di poter caratterizzare le cellule staminali cancerose.

Con queste conoscenze si può concretamente sostenere che un tessuto canceroso, con buona approssimazione, sia suddiviso in tre comparti rappresentati rispettivamente da cellule staminali cancerose che possono essere l’1-5%, da cellule T.A.C. che possono essere il 20-80% e cellule differenziate patologiche che possono essere il 15-80%. 

Basandosi su questa configurazione del tessuto patologico è possibile mettere in campo un approccio terapeutico che fonda il suo razionale sulla chemiosensibilità delle cellule differenziate patologiche, sulla marginale chemiosensibilità delle cellule T.A.C. e sulla chemioresistenza delle cellule staminali cancerose. 

Appare chiaro che a seconda della percentuale di incidenza dei vari comparti possiamo ipotizzare un iniziale trattamento chemioterapico con tecnica usuale che potrà essere efficace, ovvero astenerci dall’utilizzo di chemioterapici utilizzati secondo le tecniche usuali, trattando la malattia con farmaci a blocco trasduttivo dei recettori tirosinokinasici over-espressi nelle cellule T.A.C., in associazione o meno a chemioterapici utilizzati però con tecnica metronomica. 

Raggiunto il maggior effetto citoriduttivo possibile l’approccio terapeutico deve  essere improntato su molecole farmacologiche che agiscano sulla cellula staminale cancerosa. 

Per quanto riguarda i farmaci a blocco recettoriale, noti nella pratica clinica, ritengo che dovrebbero essere usati in funzione della sensibilità/affinità della via trasduttiva prevalente del segnale citoplasmatico cellulare mettendo le molecole farmacologiche in sinergismo. 

La modalità di assunzione dovrebbe evitare l’induzione di meccanismi di degradazione del principio attivo consentendo con la riduzione relativa dei dosaggi delle singole molecole farmacologiche minori effetti collaterali. 

Non ritengo utile fare una disamina sulle molecole chemioterapiche e sui farmaci a blocco recettoriale utilizzabili che oltre a necessitare di molto tempo sono oramai diffuse nella pratica clinica. Ritengo invece utile parlare delle molecole farmacologiche ad oggi ritenute potenzialmente efficaci nel condizionare la cellula staminale cancerosa ai fini di un risultato clinico positivo. 

Nella tabella si sintetizza quanto la ricerca abbia individuato sino ad oggi in termini di molecole farmacologiche di potenziale efficacia sulle cellule staminali cancerose sancendo per altro il principio della prevalenza dei meccanismi epigenetici alla base della patologia tumorale.

MOLECOLE FARMACOLOGICHE AD AZIONE REGOLATORIA

SUI PROCESSI DI TRASDUZIONE DEL SEGNALE

DELLE CELLULE STAMINALI CANCEROSE

 Via di traduzione                    Molecola                          Azione

                                                                                   Azacitidina                demetilazione dei geni EUR

                                                      Decitabina                       proteine DKK

           procaina cloridrato

                    Wnt                          lapatinib inibizione        competitiva per EGF

                                                                            pegvisomant                 inibizione competitiva per IGF

                                                    quercetine                    blocco GSK3 - CK1

                                                     epigallo-cathechin-gallato        impedisce legame con Axin

                                                                         tamoxifene                   riduzione valori sierici di TGF

                              BMP/TGF-beta  

                                                                           cabergolina                  inibizione prolattina/follistatin

               Hedgehog                                     ciclopamina                ridotta espressione di Gli 1

                                                                                                      con inattivazione di SMO

                                                                    gefitinib                     antagonista recettoriale di

                                                                                           di Jag 1-2 e delta like 1-2-4

                              Notch

                                                   gamma secretase inhibitor        blocco attività proteolitica del

                                                                                                                     recettore mancato distacco di NICD

                                               sorafenib                     inibizione di RAF 

                        Crosstalk

                        TGF-beta/BMP-RTK                 pegvisomant                   inibizione di Akt

                        Crosstalk                                    quercetine                       blocco GSK3

         TGF-beta/BMP-Wnt         epigallo-cathechin-gallato       blocco legame con Axin

È la membrana cellulare infatti, con le sue strutture recettoriali, a condizionare il comportamento biologico della cellula lavorando in sinergismo e cooperazione con la membrana nucleare anch’essa esprimente dei recettori. A questi meccanismi si aggiungono quelli che agendo sulle proteine nucleari espongono sequenze di DNA che trascritte possono cambiare profondamente la proteomica cellulare finalizzandola utilmente all’azzeramento del processo patologico. 

Questo nuovo paradigma di cura che con forza sostengo ed applico da qualche anno ha dimostrato un incoraggiante ricaduta clinica. 

La mia speranza è che la Comunità Scientifica possa sposare questa tesi avviando una più ampia verifica clinica.

