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INTRODUZIONE 

 

La Leucemia Mieloide Cronica (LMC) è un disordine mieloproliferativo che si origina 

nel compartimento delle cellule staminali ematopoietiche (CSE) del midollo osseo (1).  

La LMC viene diagnosticata meno frequentemente rispetto alle altre forme di 

leucemia; l’età media alla diagnosi è di 56-57 anni nei paesi Occidentali con 

un’incidenza di 1-2 casi ogni 100.000 abitanti (2-4). 

È stata descritta per la prima volta tra il 1844 e il 1845 quando Virchow coniò il termine 

leucemia. Fin da subito si capì che il midollo osseo rappresentava il tessuto dal quale 

prendeva origine questa patologia anche se la diagnosi accurata fu possibile solo 82 

anni dopo, quando venne scoperto il cromosoma Philadelphia (cromosoma Ph) 

caratterizzato dalla traslocazione tra il cromosoma 9 e il cromosoma 22 t(9;22) la quale 

rappresenta il tratto distintivo della patologia (4). 

Il cromosoma Philadelphia, a livello molecolare, si origina dalla giustapposizione della 

parte 5’ del gene bcr alla parte 3’ del gene abl, e il gene di fusione che si origina può 

includere differenti parti dei due geni dando origine a un gene ibrido che presenta 

un’attività tirosin-chinasica costitutiva (5). 

A seconda del punto di rottura a livello del gene bcr, si possono formare diversi tipi di 

trascritti che codificano per differenti isoforme proteiche di BCR-ABL tra cui le più 

comuni sono la p210 e la p190. L’isoforma p210 è costituita da 501 aminoacidi, è il 

25% più estesa rispetto alla p190, ed è l’isoforma che caratterizza la LMC. 

La proteina BCR-ABL, inoltre, è espressa nel 20-30% di adulti con leucemia 

linfoblastica acuta a cellule B (LLA-B), in cui solo circa un quarto dei casi esprime la 

p210 e tre quarti esprimono l’isoforma BCR-ABL p190. A differenza della LMC, la 

LLA-B è spesso accompagnata da mutazioni aggiuntive e la sopravvivenza è 

drammaticamente bassa a causa della ricaduta e della resistenza agli inibitori delle 

chinasi (6). 

La proteina ad attività tirosin-chinasica ABL, nell’uomo è codificata dal gene abl 

localizzato sul cromosoma 9. Solitamente con il termine c-abl ci si riferisce al gene 
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espresso nel genoma dei mammiferi, mentre con v-abl al gene virale che fu 

inizialmente isolato dal virus della leucemia murina di Abelson. 

Abl è un protoncogene che codifica per una proteina con attività tirosin-chinasica a 

localizzazione sia citoplasmatica che nucleare, implicata nei processi di 

differenziamento, divisione, adesione cellulare e risposta a stress. A livello nucleare la 

proteina è legata alla cromatina, invece a livello citoplasmatico co-localizza con l’F 

actina. 

La metà amino-terminale della proteina ABL contiene le regioni di omologia Src: SH1, 

SH2 e SH3. Il dominio SH1 ha attività catalitica, il dominio SH2 ha attività di legame 

fosfotirosinico, mentre l’attività della proteina ABL è regolata negativamente dal 

domino SH3 la cui delezione comporta la trasformazione di abl in un oncogene. 

La metà carbossi-terminale della proteina ABL codifica per un motivo ricco in lisina 

necessario per la localizzazione nucleare, un dominio bipartito di legame al DNA così 

come i domini di legame all’F e G actina (7). 

Nonostante la funzione del gene di fusione bcr-abl è stata largamente studiata, poco si 

conosce per il gene bcr. Il gene bcr è localizzato sul cromosoma 22 e codifica per una 

proteina con attività serina/treonina chinasica, la quale è un fattore di scambio 

nucleotidico della guanina per le GTPasi della famiglia Rho, inclusa la RhoA. 

Il dominio di oligomerizzazione dell’oncoproteina BCR-ABL a livello della porzione 

N-terminale del gene bcr è essenziale per l’oncogenicità della proteina di fusione. Tale 

dominio consiste di una corta elica N-terminale (α1), un loop flessibile e una lunga 

elica C-terminale (α2). Nel complesso queste formano una struttura a forma di N, con 

il loop che permette alle due eliche di assumere un orientamento parallelo. 

I domini monomerici si associano in un dimero attraverso la formazione di una struttura 

coiled coil antiparallela tra le eliche α2 e lo scambio di domini delle due eliche α1, 

dove un'elica α1 oscilla indietro e si impacchetta contro l'elica α2 dal secondo 

monomero. I due dimeri si associano a formare un tetramero (8). 

La proteina ABL fisiologicamente trasloca tra il nucleo e il citoplasma, tuttavia, quando 

si forma la proteina di fusione BCR-ABL, tale caratteristica viene perduta e 
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l’oncoproteina è principalmente presente a livello citoplasmatico, dove interagisce con 

la maggior parte delle proteine coinvolte nel pathway oncogenico.  

L’attività tirosin chinasica di ABL è costitutivamente attivata dalla giustapposizione di 

BCR, che favorisce la dimerizzazione o la tetramerizzazione e conseguente 

autofosforilazione. 

Questo determina l’aumento del numero di residui di fosfotirosina su BCR-ABL e, di 

conseguenza, i siti di legame per i domini SH2 di altre proteine. Alterazioni nelle 

interazioni tra BCR-ABL e le altre molecole citoplasmatiche porta alla disregolazione 

dei meccanismi chiave delle cellule.  

Tra i pathway che vengono influenzati da questa disregolazione troviamo la via delle 

MAPK (Ras–mitogen-activated protein kinase) la quale determina un aumento della 

proliferazione cellulare, la via JAK-STAT (Janus-activated kinase) con conseguente 

riduzione dell’attività trascrizionale ed infine la via PI3K/AKT (phosphoinositide 3-

kinase) con conseguente aumento dell’apoptosi (9). 

La porzione amino-terminale di BCR codifica una sequenza di BCR-ABL che contiene 

un sito tirosina-fosforilato che lega il dominio SH2 della proteina adattatrice GRB2 

(10). 

È evidente che la fosforilazione della tirosina in posizione 177 (Tyr177) di BCR è 

essenziale per la leucemogenesi mediata da BCR-ABL, (11) e la sua mutazione 

sopprime largamente il legame alla proteina GRB2 (10).  

BCR-ABL interagisce con altre proteine citoplasmatiche, ad esempio molecole 

adattatrici, creando complessi multiproteici di segnale. 

Il complesso BCR-ABL/GRB2 recluta Son of Sevenless (SOS), che è costitutivamente 

associato al dominio SH3 di GRB2 (12). 

A sua volta, il complesso BCR-ABL/GRB2/SOS determina l’attivazione di Ras 

mediante la conversione del GDP a GTP e l’attivazione della proteina scaffold 

associata a GRB2 (GAB2) (13,14). 

Il complesso GRB2/GAB2/SOS, di conseguenza, attiva costitutivamente la via a valle 

di Ras, attivando così le proteine della chinasi regolata dal segnale extracellulare 
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(ERK) 1/2 (MEK) della proteina attivata da mitogeno (MAP) e della chinasi MAP, 

determinando un’anormale proliferazione cellulare. Questo complesso, inoltre attiva la 

via PI3K/AKT la quale promuove la sopravvivenza cellulare mediante soppressione 

dell’attività del fattore di trascrizione FOXO, e incrementa la proliferazione cellulare 

inducendo la degradazione proteosomale di p27 e l’attivazione di mTOR. 

BCR-ABL, inoltre, attraverso il complesso PI3K/AKT/FOXO e alla fine mediante 

upregolazione di mTOR, blocca i più importanti processi cellulari come ad esempio 

l’autofagia. BCR-ABL può attivare PI3K mediante diverse vie poiché è stato 

dimostrato che Crk e Crk1collegano BCR-ABL con PI3K. 

 Una volta attivato, PI3K attiva la chinasi AKT che funge da effettore chiave 

esercitando molti effetti cellulari mediante la fosforilazione dei substrati che si trovano 

a valle della via e che regolano il meccanismo apoptotico (ad esempio, Bad, caspasi 9, 

Mdm2 e Ask1). Come risultato si osserva un aumento della sopravvivenza cellulare e 

l’espansione del clone mutato (15-17).  

Tra i fattori di trascrizione coinvolti nelle vie di segnalazione nel signaling di BCR-

ABL, un ruolo fondamentale è rivestito da STAT1 e STAT5 (signal transducer and 

activation of transcription), i quali sono costantemente attivi nelle linee cellulari 

positive per BCR-ABL e nelle cellule primarie di pazienti affetti da LMC (18). 

Nelle cellule sane, la traslocazione nucleare delle proteine STAT si verifica 

esclusivamente dopo il legame delle citochine ai loro recettori ed è mediata 

dall’attivazione delle chinasi JAK associate al recettore. Nella LMC, sembra che STAT 

sia attivato in maniera indipendente da JAK attraverso l’associazione diretta del 

dominio SH2 di STAT con le tirosine fosforilate a livello di BCR-ABL (19). 

L'attivazione di STAT5 è almeno in parte responsabile della protezione dalla morte 

cellulare programmata attraverso l’aumento dei livelli di espressione della molecola 

antiapoptotica BCL-xL insieme all'inattivazione della molecola proapoptotica BAD da 

parte di AKT.  

Un altro target nucleare coinvolto nell'attività trasformante della proteina BCR-ABL è 

il protooncogene MYC, che è espresso a livelli elevati nelle cellule di LMC. 
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L'attivazione di MYC sembra essere indipendente dalla via RAS ma direttamente 

upregolata dal dominio SH2 di ABL. 

Diversi studi dimostrano che i livelli di Myc sono spesso aumentati durante la fase di 

crisi blastica rispetto alla fase cronica collegandolo dunque alla progressione della 

malattia; infatti, l’inibizione in vitro di c-Myc con oligonucleotidi antisenso ha 

dimostrato che può essere inibita la trasformazione BCR-ABL o la leucemogenesi. 

Tutte le vie di segnalazione signaling attivate risultano nella perdita di controllo della 

proliferazione e nell’espansione del clone leucemico (20). 

Strutturalmente, BCR-ABL contiene domini multipli e il dominio SH2 di Bcr-Abl 

recluta proteine di segnale come p62dok, c-Cbl, e Rin1. 

Il legame e la fosforilazione di queste molecole possono essere funzionalmente 

importanti poiché le mutazioni SH2 in BCR-ABL influenzano il decorso della malattia 

nei modelli biologici. Il dominio di legame dell'actina collega direttamente BCRL-

ABL al citoscheletro e facilita la fosforilazione della tirosina delle proteine 

citoscheletriche (21). 

La LMC è una patologia bifasica, la cui origine si identifica con l’espressione del gene 

di fusione BCR-ABL nelle cellule staminali ematopoietiche (CSE). Le CSE possono 

differenziare nei progenitori mieloidi comuni (CMPs), i quali differenziano 

ulteriormente nei progenitori granulociti-macrofagici (GMPs); progenitori dei 

granulociti e macrofagi e megacariociti/eritrociti (MEPs; progenitori delle cellule rosse 

del sangue (RBCs) e megacariociti (MEGs), i quali producono le piastrine). 

Le cellule staminali ematopoietiche possono anche differenziare nei progenitori 

comuni linfoidi (CLPs), che sono i progenitori dei linfociti T e B. La fase cronica 

iniziale della LMC (LMC-CP) è caratterizzata da una massiva espansione della linea 

granulocitaria. L’acquisizione di mutazioni geniche addizionali oltre l’espressione di 

BCR-ABL causa la progressione della LMC dalla fase cronica alla fase blastica (LMC-

BP), caratterizzata da un accumulo di blasti mieloidi (circa i due terzi dei pazienti) o 

blasti linfoidi (circa un terzo dei pazienti). Sebbene le cellule della LMC siano 

multipotenti, la produzione di cellule B che si originano dal clone neoplastico si 
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verifica raramente, e sono identificabili poco frequentemente i precursori delle cellule 

T. La linfopoiesi, in particolar modo lo sviluppo delle cellule T, è compromessa 

dall’espressione di BCR-ABL (13). 

Lo sviluppo degli inibitori delle tirosin-chinasi di BCR-ABL (TKI) ha rivoluzionato la 

terapia per la LMC. I TKI sono altamente efficaci nell’indurre la remissione, nel 

prevenire la progressione della malattia e prolungare la sopravvivenza dei pazienti 

durante la fase cronica. Il trattamento con TKI presenta, tuttavia, delle limitazioni come 

il fallimento della terapia in un sottogruppo di pazienti, correlato ad una risposta 

inadeguata, progressione della malattia, tossicità ai farmaci che preclude la loro 

somministrazione e persistenza delle cellule staminali leucemiche (CSL) nella maggior 

parte dei pazienti, così che solo una piccola percentuale di pazienti può mantenere la 

remissione libera da trattamento (TFR) dopo aver interrotto il trattamento con TKI. Il 

trattamento prolungato con TKI determina il rischio di non-compliance, associato con 

rischio di relapse e progressione; tossicità, incluse serie complicazioni vascolari; effetti 

teratogeni, che precludono la possibilità di gravidanza durante il trattamento. È noto 

che le CSL di LMC sono resistenti agli effetti dei TKI e persistono nei pazienti in 

terapia prolungata. Nonostante un sottogruppo di pazienti in fase cronica riesce a 

mantenere la remissione dopo l’interruzione dei TKI, molti pazienti hanno necessità di 

terapia continua per prevenire la ricaduta (22, 23).  
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Il microambiente tumorale 

 

Il microambiente tumorale (TME) è costituito dalla matrice extracellulare (ECM), 

cellule stromali, fibroblasti, cellule mesenchimali, periciti, occasionalmente da 

adipociti, reti vascolari linfatiche e sanguigne e cellule dell’immunità come i linfociti 

T e B, cellule natural killer e macrofagi associati al tumore (TAM) (24). 

Diversi studi dimostrano il coinvolgimento del TME nelle alterazioni delle funzioni 

tissutali, che svolge un ruolo critico nella successiva evoluzione dei tumori maligni. 

I processi iniziali dello sviluppo del tumore si basano su una serie complessa di eventi 

biologici che si verificano su cellule sane le quali vanno incontro a iperplasia, crescita 

incontrollata e resistenza all’apoptosi (25, 26). 

Le fasi iniziali della crescita tumorale sono associate al rimodellamento del 

microambiente tumorale che si caratterizza per un aumento dello stress ossidativo e 

acidosi, dovute a una variazione del metabolismo cellulare associato a un aumento 

dell’ipossia; tutto ciò determina displasia, la quale si manifesta con una popolazione 

eterogenea di cellule tumorali con differenti tratti fenotipici e genetici (27, 28). 

Questi eventi sono orchestrati da comunicazioni autocrine e paracrine tra le cellule 

stromali e le cellule del sistema immunitario adiacenti al tumore, accoppiate con un 

incremento della pressione del fluido interstiziale. Lo scambio di molecole tra le cellule 

del microambiente determina la progressione tumorale con conseguente aumento della 

rigidità della matrice extracellulare, formazione di vasi sanguigni e linfatici, possibile 

comparsa di regioni necrotiche e metastasi (29).  

Le cellule staminali cancerose sono cellule con la capacità di auto-rinnovarsi e guidare 

la tumorigenesi e il loro (30) isolamento da pazienti affetti da tumore al colon, al 

polmone e tumori ematologici ha permesso di comprendere meglio le caratteristiche 

del microambiente tumorale e di identificare nuovi target per la diagnosi e la gestione 

della malattia (25).  

La progressione e lo sviluppo del tumore è altamente influenzata dall’interazione tra 

cellule sane e cellule tumorali in quanto le prime spesso svolgono una funzione pro-
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tumorale in tutte le fasi iniziali stimolando la proliferazione incontrollata per mezzo di 

citochine, mentre le seconde invadono i tessuti sani attraverso il sistema linfatico e 

circolatorio (31,32). 

Le cellule endoteliali del TME giocano un ruolo chiave nello sviluppo del tumore e 

nella protezione delle cellule tumorali dagli attacchi da parte del sistema immunitario. 

Le cellule immunitarie, come granulociti, linfociti e macrofagi sono coinvolte in varie 

risposte e attività immunitarie, tra cui l’infiammazione. La componente immunitaria è 

fondamentale nei processi di progressione tumorale in quanto responsabile dei 

meccanismi di immunoescape. 

Diversi studi hanno dimostrato che lo stroma influenza l’omeostasi attraverso il 

controllo della crescita delle cellule tumorali, i processi di metastatizzazione e 

invasione. L’angiogenesi e la presenza di cellule del sistema immunitario che 

favoriscono la crescita tumorale nel TME, determina l’ulteriore sviluppo delle cellule 

staminali tumorali favorendo i meccanismi di resistenza terapeutica (33, 34).  

Il microambiente del midollo osseo è caratterizzato da una moltitudine di tipi cellulari 

con ruoli importanti nell'osteogenesi, nell'adipogenesi e nel mantenimento del sistema 

vascolare, garantendo principalmente il mantenimento della funzione delle cellule 

staminali ematopoietiche (CSE) e la regolazione della produzione delle cellule del 

sangue. Diversi studi dimostrano che nelle malattie ematopoietiche maligne o anche 

nei processi infiammatori, una disfunzione dell'interazione tra cellule staminali 

ematopoietiche, cellule progenitrici (HSPC) e popolazioni di cellule staminali 

determina un’alterazione nella regolazione dell'ematopoiesi e favorisce un fenotipo 

secretorio del microambiente, il quale non supporta in maniera efficace l’ematopoiesi 

(35, 36). 

La principale funzione del microambiente nel midollo osseo (BM) è di fornire segnali 

che regolano e supportano la produzione delle cellule del sangue necessarie al 

mantenimento dell’omeostasi. Il microambiente tumorale del midollo osseo meglio 

caratterizzato è la nicchia midollare che regola l’ematopoiesi delle cellule staminali. 
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Diversi studi hanno dimostrato che la nicchia è principalmente perivascolare, è 

costituita da numerosi tipi di cellule e che i vasi sanguigni e le cellule stromali 

perivascolari sono i componenti chiave (37).  

L’infiammazione è un meccanismo di risposta immunitaria protettiva come 

conseguenza di processi patofisiologici iniziati da agenti infettivi e/o danno tissutale. 

In condizioni normali, le cellule staminali ematopoietiche sono in uno stato quiescente. 

In risposta all'infiammazione, iniziano rapidamente a perdere la quiescenza e 

proliferano transitoriamente. 

È stato dimostrato che L'IFN-γ influenza principalmente l'autorinnovamento e la 

capacità di ripopolamento dei progenitori ematopoietici moderando la loro risposta ad 

altre citochine. 

Nel microambiente del midollo l'infiammazione ha un duplice ruolo, da un lato agisce 

promuovendo il normale sviluppo e funzione delle CSE in situazioni di stress acuto, 

dall’altro lato ne promuove la deregolamentazione e l’alterazione funzionale (38).  

Nella LMC, la proteina BCR-ABL, con attività tirosin-chinasica costitutiva trasforma 

le cellule staminali ematopoietiche o le cellule progenitrici ematopoietiche in CSL. Le 

CSL possiedono attività di autorinnovamento, proliferazione e differenziamento sotto 

influenza dei segnali del microambiente del midollo osseo (nicchia e cellule staminali 

ematopoietiche). L’interazione con il midollo osseo è indispensabile per l’iniziazione, 

il mantenimento e la progressione della LMC. Tuttavia, il crosstalk tra le cellule 

staminali leucemiche e il microambiente del midollo osseo può far assumere alle 

cellule stromali un fenotipo pro-infiammatorio che ne determina la trasformazione in 

fibroblasti associati al tumore (CAF) che giocano un ruolo fondamentale 

nell’insorgenza della resistenza alla terapia (39). 

Diversi studi dimostrano che l’inibizione dell’attività tirosin-chinasica della p210 

BCR-ABL riduce i livelli della proteina CXCR4 la quale potrebbe favorire il rilascio 

delle cellule staminali leucemiche di LMC dal microambiente del midollo osseo al 

sangue. Livelli elevati di CXCR4, invece, innescano l’homing delle cellule CSL verso 
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il microambiente del midollo osseo evento che induce la quiescenza e la resistenza ai 

TKI (40). 

I TKI hanno un forte effetto antiproliferativo sulle CSL ma inducono un modesto 

livello di apoptosi, infatti le CSL quiescenti sono particolarmente resistenti all’apoptosi 

indotta dai TKI. 

Diversi studi hanno dimostrato che i TKI inibiscono l’attività chinasica nelle CSL e 

che la loro resistenza è tuttavia indipendente dall’attività chinasica di BCR-ABL. 

Questi dati hanno avuto un enorme impatto nella definizione della direzione da seguire 

sulla ricerca nella LMC (41). 
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Il sistema IGF 

 

Il Sistema IGF gioca un ruolo fondamentale nella crescita e nello sviluppo cellulare e, 

quando de-regolato, fornisce un grosso contributo all’evoluzione della malattia (42).  

Tale sistema comprende diversi complessi proteici a cui appartengono IGF-I, IGF-II, 

le loro proteine di legame ad alta affinità (IGFBP da 1 a 6), i relativi peptidi a bassa 

affinità (IGFBP da rP1a 4) e le proteasi IGFBP, che nell’insieme svolgono funzioni 

regolatorie fondamentali per la crescita e per il metabolismo dei carboidrati. 

Le proteine IGF esercitano le loro azioni mitogeniche principalmente attraverso 

l’attivazione del recettore IGF di tipo 1(IGF-1R), tirosin-chinasi eterotetrameriche 

presenti sulla superficie cellulare, mentre le IGFBP rappresentano la più grande 

famiglia di proteine che legano IGF con alta affinità e specificità regolandone l’attività. 

Le IGF legano con elevata affinità IGF-1R e tale interazione determina l’attivazione di 

pathway associati alla proliferazione, infatti, è stato ampiamente dimostrato che questo 

sistema è coinvolto nella crescita tumorale e nei processi di rimodellamento della 

matrice extra-cellulare i quali influenzano la metastatizzazione (43, 44). 

In condizioni fisiologiche, questo sistema è finemente regolato ma l’insorgere di 

anomalie genetiche e/o cromosomiche determinano un’alterazione nell’espressione di 

IGF e IGF-1R con conseguente disregolazione e alterazione funzionale, come 

osservato nel tumore al seno, gastrointestinale e nell’osteosarcoma (45-48) 

Le azioni cellulari sono determinate dai livelli di IGF libere e non legate i quali 

dipendono dal tasso di produzione di IGF, dalla loro clearance e dal grado di affinità 

alle IGFBP. È stata dimostrata l’esistenza di diverse azioni delle IGFBP, indipendenti 

dal legame con IGF e correlate con la sopravvivenza, la proliferazione e il 

metabolismo. Ad esempio, l’upregolazione di IGF-1R che si verifica frequentemente 

nei tumori solidi, è secondaria alla perdita dell’attività di geni regolatori della 

soppressione tumorale inclusi BRCA1, WT1, TP53 e vHL (49). L’aumento dei livelli 

di espressione e/o l'attivazione dei componenti dell'asse IGF promuovono l’attivazione 

della via classica tramite effettori inclusi AKT ed ERK che contribuiscono alla 
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resistenza alle terapie antitumorali, tra cui chemioterapia, radioterapia, terapia 

endocrina e agenti mirati. È ampiamente riconosciuto, infatti, che la crescita tumorale, 

le metastasi e la resistenza alla terapia può essere promossa dalla secrezione di IGF da 

parte delle cellule stromali tumorali (42). Le IGFBP sono state identificate inizialmente 

come carrier sierici e inibitori passivi dell’azione delle IGF. Tuttavia, studi successivi 

hanno dimostrato che, sebbene le IGFBP in molte circostanze inibiscano l’azione delle 

IGF, in altri casi possono potenziarne l’attività. 

Le IGFBP sono ampiamente espresse in molti tessuti, sono regolatori flessibili ad 

azione endocrina, autocrina e paracrina dell’attività di IGF. Recentemente, è stato 

dimostrato che alcune IGFBP hanno azione indipendente dal legame con IGF. 

Meccanismi che sottolineano queste azioni includono le interazioni con proteine non-

IGF nello spazio extracellulare e nella matrice, sulla superficie cellulare e nello spazio 

intracellulare, interazione e modulazione di vie di altri fattori di crescita incluso EGF, 

TGF β, e VEGF ed effetti trascrizionali diretti e indiretti dopo l'ingresso nucleare di 

IGFBP. Attraverso azioni IGF dipendenti e indipendenti, le IGFBP modulano processi 

cellulari fondamentali incluse la proliferazione, la sopravvivenza, la migrazione la 

senescenza, l’autofagia e l’angiogenesi. Sono implicate in un’ampia gamma di 

disordini inclusi i tumori, malattie metaboliche e neurologiche e disordini 

immunologici (50). 

Sebbene non siano stati identificati specifici recettori per IGFBP, sono state identificate 

14 molecole di legame per IGFBP. IGFBP1 interagisce con l’integrina α5β1, 

influenzando l’adesione e la migrazione cellulare; IGFBP 2-3-5-6 hanno domini di 

legame per l’eparina e possono legare i glicosamminoglicani; IGFBP 3-5 hanno motivi 

di base carbossi-terminale che incorporano il legame dell'eparina e residui basici 

aggiuntivi che interagiscono con la superficie e la matrice cellulare (transferrina, 

collagene di tipo 1) così come il trasportatore nucleare importina-β. 

Sia IGFBP-3 che IGFBP-5 presentano siti di legame per i recettori della serina / 

treonina chinasi ma nonostante le IGFBP interagiscano con numerose proteine della 
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superficie cellulare, non sono state caratterizzate proteine specifiche con attività di 

recettori funzionali (51). 

La principale funzione di IGFBP-6 consiste nell’inibizione di IGF-II e quindi delle sue 

attività quali la proliferazione, il differenziamento, la migrazione e la sopravvivenza 

cellulare; ma ha effetto ridotto o nullo sull’azione di IGF-I, in parte dovuto alla bassa 

affinità di IGFBP-6 per questo ligando (52, 53). 

Come le altre IGFBP, anche IGFBP-6 può agire mediante meccanismi dipendenti e 

indipendenti dal legame con IGF. Molti tipi di cancro over-esprimono IGF2, ed in vivo 

è stato dimostrato come IGFBP-6 inibisce lo xenograft di due tumori, il neuroblastoma 

e il rabdiomiosarcoma (54, 55). 

Diversi studi hanno dimostrato, inoltre, che l’espressione di IGFBP-6 è più bassa nelle 

cellule tumorali rispetto alle cellule sane (56), a causa dell’ipermetilazione del 

promotore di IGFBP-6, e che questi bassi livelli sono associati a una prognosi 

sfavorevole nel cancro nasofaringeo e gastrico (57).  

IGFBP-6 inibisce la proliferazione dei fibroblasti attraverso meccanismi sia dipendenti 

che in dipendenti da IGF-II (58) è in grado di entrare nel nucleo mediante una sequenza 

di localizzazione nucleare nel dominio C terminale che interagisce con l’α-importina, 

e la delezione di questa sequenza impedisce l’apoptosi mediata da IGFBP-6 (59), 

inibisce l’angiogenesi basale mediata da VEGF attraverso meccanismi indipendenti da 

IGF in vitro, così come lo xenograft nel rabdomiosarcoma e negli embrioni di zebrafish 

in vivo. IGFBP-6 può limitare la risposta angiogenica all’ipossia, la quale lentamente 

incrementa la sua espressione. IGFBP-6 incrementa la migrazione cellulare delle 

cellule tumorali attraverso meccanismi IGF indipendenti che includono il legame della 

proibitina-2 alla superficie cellulare e l’attivazione della via delle MAP chinasi (60, 

61). 

IGFBP-6 può inoltre essere coinvolto nella regolazione immunitaria. Un recente studio 

sull'infezione nei pesci ha dimostrato che le citochine proinfiammatorie aumentano 

l’espressione di IGFBP-6 e IGFBP-1, che sembrano promuovere l’attivazione del 

sistema immunitario limitando l'utilizzo di energia per la crescita mediata da IGF (62). 
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Tra le varie funzioni svolte, IGFBP-6 sembra che sia necessario per lo sviluppo dei 

linfociti pre-B in vitro, inoltre le cellule dendritiche sottoposte a ipertemia aumentano 

i livelli di espressione di IGFBP-6 il quale promuove la chemiotassi dei monociti e 

linfociti T, suggerendo un possibile ruolo nella risposta immunitaria adattativa. 

IGFBP-6 inoltre incrementa la migrazione delle cellule T in soggetti con artrite 

reumatoide ma non nei soggetti controllo, evidenziando un ruolo anche nelle malattie 

autoimmuni (63). 
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La via di segnalazione Hedgehog (Hh)  

 

La via di segnalazione Hedgehog (Hh) è stata descritta per la prima volta nel moscerino 

della frutta. È un pathway di trasmissione del segnale dalla membrana cellulare al 

nucleo, evolutivamente molto conservato. Questo pathway gioca un ruolo 

fondamentale nel normale sviluppo degli invertebrati e dei vertebrati (64). 

È prevalentemente inattivo o poco attivo negli organismi adulti, e viene attivato, per 

esempio nei meccanismi di guarigione delle ferite (65). 

Hh è coinvolto nel mantenimento delle cellule staminali somatiche e nelle cellule 

pluripotenti che sono importantissime per la riparazione dei tessuti, infatti è stato 

dimostrato che tale via di segnalazione è fondamentale per la rigenerazione dell'epitelio 

polmonare, dell'epitelio prostatico e delle cellule del pancreas esocrino (66-68). 

Alcuni studi indicano che la segnalazione di Hh può essere coinvolta in vari stadi di 

carcinogenesi in diversi tumori. Ad esempio, nel cancro del pancreas e dell'esofago, 

l'attivazione di questa via di segnalazione si trova nelle prime fasi del processo 

tumorale così come nei tumori metastatici (69-70). 

In altri tumori, come il cancro gastrico e il cancro alla prostata, l'attivazione della via 

di Hh è associata all'invasione dei tessuti e all'aumento del potenziale metastatico. In 

accordo con questi risultati, l'inibizione della via di segnalazione Hh riduce la 

proliferazione delle cellule tumorali nel cancro della prostata e dello stomaco (71). 

L’attivazione di questa via prevede il coinvolgimento di tre proteine: il ligando 

Hedgehog (HH) Patched (PTCH) and Smoothened (SMO) (72). 

La via canonica di segnalazione inizia dal legame di HH alla proteina transmembrana 

Patched 1 (PTCH1). L’attività di SMO è costitutivamente repressa da PTCH1, e questa 

inibizione viene annullata dal legame di HH a PTCH1.  

L’attivazione di SMO permette di trasmettere i segnali di attivazione di HH nel 

citoplasma, che alla fine rilascia fattori di trascrizione GLI precedentemente sequestrati 

nel citoplasma da parte del soppressore della fusione (SUFU). Ciò consente a GLI di 
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traslocare nel nucleo e legare bersagli trascrizionali per regolare l'espressione genica 

cellulare (73-74). 

Questo pathway di attivazione del segnale può avvenire per via canonica, dove HH 

regola GLI, e per via non canonica dove non è coinvolta la proteina GLI. 

È stato dimostrato che le cellule CD138+ di mieloma multiplo esprimono i geni Hh, e 

mediante l’utilizzo di un inibitore di SMO, è stata ridotta la vitalità cellulare mediante 

downregolazione di GLI1 e PTCH1 che sono i marker specifici dell’attività di HH. 

Inoltre, è stata dimostrata anche un’attività non canonica di HH in quanto è stato 

dimostrato che utilizzando Forskolin, un composto modulatore di GLI1, la 

traslocazione nucleare di GLI1 viene soppressa, confermando un meccanismo 

indipendente da SMO che porta all’attivazione di HH nel mieloma multiplo (75). 

Delle tre glicoproteine HH, ShH (Sonic hedgehog), è la più espressa e la più potente 

(64). Prima della secrezione, ShH subisce diverse modificazioni, tra cui la rimozione 

della sua sequenza di segnalazione, la scissione catalizzata dal proprio dominio di 

proteasi C-terminale, l'aggiunta di colesterolo al dominio C-terminale per facilitare 

l'associazione con la membrana plasmatica, e infine l'aggiunta di un palmitato al 

dominio N-terminale che rende ShH completamente attiva (76-79).  
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I recettori toll-like (TLR) 

 

I recettori Toll-like appartengono alla superfamiglia dei recettori TLR-IL-1(TIR); 

presentano un dominio esterno costituito da ripetizioni ricche in leucina per il 

riconoscimento dei pattern molecolari associati ai patogeni (PAMPs) e un dominio TIR 

intracitoplasmatico che media il reclutamento di molecole adattatrici come il fattore di 

differenziazione mieloide (MyD88), la proteina associata a TIR(TIRAP), recettore Toll 

associato all’attivatore dell’interferone (TRIF) e/o molecole associate al recettore Toll 

(TRAM). 

La maggior parte dei TLR sono espressi sulla superficie cellulare e legano lipidi e 

proteine come TLR1, 2, 4, 5, 6, mentre TLR3, 7, 8 e 9 si trovano a livello degli 

endosomi dove vengono attivati in seguito alla cattura e all’internalizzazione dei 

patogeni e dei loro prodotti (80,81). 

Alcuni TLR di superficie vengono internalizzati in seguito al legame con il ligando; ad 

esempio, TLR2 è reclutato nei fagosomi magrofagici (82). 

Anche se i TLR sono primariamente espressi nelle cellule ematopoietiche, la loro 

presenza è stata dimostrata anche nei cheratinociti cellule epiteliali dell’intestino e nel 

tratto urogenitale e respiratorio, e pare che forniscano una difesa antimicrobica che si 

somma all’azione meccanica della barriera dello strato epiteliale (83-85). 

Diversi studi dimostrano che l’espressione dei TLR è associata alla prognosi di diversi 

tipi di tumore. Lo stesso recettore può avere un ruolo prognostico favorevole o 

sfavorevole (ad esempio TLR9) o in altri casi può essere associato a un outcome 

sfavorevole (TLR4). 

Questa variabilità rende difficile lo studio globale di tali recettori nell’oncogenesi e 

nella progressione del cancro quindi la focalizzazione sui singoli recettori sicuramente 

rappresenta l’approccio migliore. 

Le differenti popolazioni cellulari (cellule staminali cancerose, cellule tumorali, 

linfociti infiltranti il tumore, fibroblasti associati al tumore ecc..) possono avere 
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differente espressione dei TLR e quindi rispondere in maniera differente alla loro 

stimolazione (86,87). 

A differenza dell’infiammazione acuta, l’infiammazione cronica è spesso associata alla 

progressione tumorale ed è uno dei tratti distintivi del cancro. 

Le cellule infiammatorie producono fattori di crescita e sopravvivenza cellulare, fattori 

pro-angiogenici, enzimi modificanti la matrice extracellulare e le specie reattive 

dell’ossigeno (ROS) che incrementano la mutagenesi, la crescita e l’invasività 

tumorale (88,89). 

È stato dimostrato che nel tumore polmonare, la stimolazione del TLR4 mediante LPS 

incrementa la produzione di citochine immunosoppressive, contribuendo così 

all’immuno-escape e determinando resistenza all’apoptosi (90). 

È stato dimostrato anche l’incremento della proliferazione cellulare, in seguito ad 

attivazione del TLR4 da parte di Helicobacter pylori, nel tumore allo stomaco (91). 

Alcuni studi riportano che l'inibizione di TLR2 e TLR4 rappresenta un trattamento 

efficace per le neoplasie mieloidi. I pazienti con sindrome mielodisplastica (MDS), una 

malattia delle cellule staminali ematopoietiche che può portare al cancro, presentano 

livelli di espressione aumentati di TLR2, e l'inibizione del TLR2 mediante l'anticorpo 

OPN-305 sembra avere un effetto positivo in tali pazienti (92). 

CX-01, un inibitore sintetico di TLR2/4, è attualmente in sperimentazione clinica per 

la leucemia mieloide acuta (93). 
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OBIETTIVI DELLO STUDIO 

 

I dati presenti in letteratura evidenziano il ruolo fondamentale svolto da IGFBP-6 e 

ShH nei processi di proliferazione cellulare, di regolazione dell’apoptosi e di 

differenziamento. Lo studio condotto ha avuto l’obiettivo di indagare il ruolo di 

IGFBP-6 e ShH sullo stroma e sulla controparte tumorale al fine di valutare un loro 

possibile coinvolgimento nei meccanismi di resistenza ai farmaci. Diversi studi 

dimostrano che, alla base della resistenza farmacologica, una parte fondamentale è 

svolta dal sistema immunitario, quindi un ulteriore obiettivo è stato quello di 

comprendere il ruolo dei TLR e la sua connessione con IGFBP-6 e SHH.  
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MATERIALI E METODI 

 

Colture cellulari  

 

Le linee cellulari utilizzate per gli esperimenti sono le LAMA84-s (ATCC CRL-

3347™) di leucemia mieloide cronica nella fase blastica e le HS-5 (ATCC CRL-

11882™) cellule stromali sane provenienti dal midollo osseo. 

Le LAMA-84 sono state coltivate in terreno RPMI 1640 in cui è stato aggiunto il 10% 

di FBS e l’1% di penicillina/streptomicina, invece le HS-5 sono state coltivate in 

terreno DMEM anche questo arricchito con FBS al 10% e penicillina/streptomicina 

all’1%. Entrambe le linee cellulari sono state incubate a 37°C in atmosfera umida al 

5% di CO2. 

Gli esperimenti sono stati condotti sia sulle singole linee cellulari che su co-colture di 

cellule stromali e cellule di leucemia mieloide cronica. 
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Saggio XTT 

 

Il test dell’XTT (Sigma) è un saggio colorimetrico basato sulla riduzione del 2,3-bis(2-

methoxy-4-nitro-5-Sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2Htetrazolium ydroxide) 

in formazano, un composto solubile in acqua di colore arancione direttamente 

quantificabile allo spettrofotometro. La riduzione del XTT avviene all’interno della 

cellula ed è operata da enzimi, pertanto richiede cellule metabolicamente attive. Le 

cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti (2 × 104 cell/ml HS-5; 1 × 105 

cell/ml LAMA84) e trattate con Dasatinib alla concentrazione di 1nM per 48h sia sulle 

linee cellulari in monocoltura che sulle co-colture, inoltre la vitalità cellulare è stata 

misurata anche dopo pretrattamento con IGFBP-6 1µM per 24h e successivo 

trattamento con Dasatinib 1nM per ulteriori 48h. Alla fine dell’incubazione sono stati 

aggiunti 25 µl/pozzetto di XTT ed incubati per 4h. In seguito, l’assorbanza è stata 

misurata a 450 nm (lunghezza d’onda di riferimento) con un lettore di piastre Multiskan 

SkyHigh Microplate Specrophotometer (Thermo Fisher Scientific).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A51119500C#/A51119500C
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A51119500C#/A51119500C
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Analisi Western blot 

 

L’analisi western blot è stata eseguita sulle HS-5, sulle LAMA-84 in monocoltura e 

sulle singole linee cellulari che sono state in co-coltura tra loro. Le cellule sono state 

lisate in buffer fosfato salino freddo contenente l’1% di Triton X-100.  Il contenuto 

proteico totale è stato quantizzato e una eguale quantità di proteine 50 μg per ogni 

campione è denaturato per 5 min nel buffer di Laemmli. La separazione delle proteine 

è stata eseguita mediante elettroforesi utilizzando un gel di poliacrilammide al 12% 

(Mini Protean II System, Bio-Rad, Herts, UK) seguita dall’elettro-trasferimento delle 

proteine sulla membrana di nitrocellulosa. Successivamente le membrane sono state 

bloccate usando Odyssey Blocking Buffer (Licor, Milan, Italy) per un’ora a 

temperatura ambiente. Dopo il blocco dei siti aspecifici, le membrane sono state lavate 

tre volte con buffer salino fosfato (PBS) per 5 minuti e incubate overnight a 4°C con i 

seguenti anticorpi primari risospesi in Odyssey Blocking Buffer: anti-IGFBP-6 (1:500, 

abcam), anti-β-Actina (1:5000, abcam), anti-αSMA (1:500, abcam), anti-FAP1 (1:500, 

abcam), anti-TGF-β (1:500, abcam), anti-TLR3 (1:500, abcam), anti-TLR4 (1:500, 

abcam). Dopo l’incubazione le membrane sono state lavate tre volte con PBS tween 

0,1% per 5 minuti ed incubate successivamente con gli anticorpi secondari infrared 

anti-mouse (Alexa Fluor® 488) e anti-rabbit (Alexa Fluor® 620)   risospesi in Odyssey 

Blocking Buffer per un’ora. Le bande sono state visualizzate usando lo strumento 

Odyssey Infrared Imaging Scanner (Licor, Milan, Italy) e i livelli di proteina sono stati 

quantificati mediante analisi densitometrica tramite il software ImageJ. I dati sono stati 

normalizzati sui livelli di espressione della β-actina. 
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Immunofluorescenza  

 

L’immunofluorescenza è stata eseguita su cellule precedentemente fissate in 

paraformaldeide al 4%, permealizzate con Triton 100X allo 0.1% e incubate nella 

soluzione di blocco (10% normal goat serum, NGS, allo 0.1% di Triton 100X in PBS) 

per un’ora a temperatura ambiente. I campioni sono stati incubati overnight a 4°C con 

i seguenti anticorpi diluiti in PBS: anti-IGFBP-6 (1:100, abcam), pNFkB (1:100, 

abcam), IRF3 (1:100, abcam), YAP1 (1:100, abcam), e GLI1 (1:100, abcam). Dopo 

l’incubazione i campioni sono stati lavati e incubati per un’ora a temperatura ambiente 

con l’anticorpo fluorescente secondario specifico per ogni anticorpo primario 

utilizzato. I nuclei sono stati marcati con 4’,6-diamidino-2-phenylindole (Dapi, 1:1000, 

Cat# D1306, Invitrogen) per 5 minuti a temperatura ambiente. I vetrini sono stati 

montati usando il montante fluorescente Permafluor (ThermoScientific) e le immagini 

digitali sono state acquisite mediante il microscopio a fluorescenza Leica DM IRB 

(Leica Microsystems, Buccinasco, Milano, Italy) o il microscopio confocale Leica TCS 

SP8. 
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Analisi mediante Real time PCR quantitativa 

 

L’RNA cellulare è stato estratto secondo protocollo Trizol (thermofisher scientific).  

Il cDNA è stato sintetizzato retrotrascrivendo 1µg di RNA totale utilizzando il kit di 

retrotrascrizione Applied Biosystem (Foster City, CA, USA). Sono stati valutati i livelli 

di espressione di IGFBP-6, SIRT1, PGC1α, TGFβ, IFNγ, ShH, TLR4. Per ogni 

campione, i livelli di espressione genica sono stati normalizzati utilizzando i livelli di 

espressione della β-actina. 
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Analisi statistica 

 

L’analisi statistica è stata condotta usando il software GraphPad Prism 7.00. La 

significatività statistica (p<0.05) delle differenze tra i gruppi sperimentali è stata 

valutata mediante ANOVA nel caso di gruppi multipli e t-test nel caso di due gruppi. I 

dati sono presentati come ± media e SD. 
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RISULTATI 

 

Il Dasatinib non influenza la vitalità dello stroma e la co-coltura LAMA-84/HS5 

conferisce resistenza alle LAMA-84 rendendo lo stroma glicolitico e pro-

infiammatorio. 

 

Il Dasatinib è un inibitore delle tirosin chinasi che agisce a livello delle cellule di 

leucemia mieloide cronica. Al fine di valutare il suo effetto sulle HS-5, sulle LAMA-

84 e sulle LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5 abbiamo condotto il 

saggio XTT dopo trattamento con Dasatinib alla concentrazione di 1nM per 48 ore. 

Il trattamento con Dasatinib non influenza la vitalità delle HS-5 (Figura 1A) e 

determina riduzione della vitalità cellulare delle LAMA-84 (Figura 1B). 

L’XTT condotto sulle LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5 e trattate con 

Dasatinib mostra una riduzione della loro mortalità rispetto alle LAMA-84 in 

monocoltura (Figura 1C). 

Al fine di valutare l’assetto metabolico e il fenotipo delle HS-5 poste in co-coltura con 

le LAMA-84, abbiamo misurato i livelli di espressione di SIRT1, PGC1α, TGFβ e 

IFNγ. 

La downregolazione di SIRT1 associato con una tendenza in calo di PGC1α (Figura 

1D ed E) ci suggerisce una possibile diminuzione della biogenesi mitocondriale 

associata inoltre a possibile shift verso il metabolismo glicolitico. 

Le cellule stromali che sono state in co-coltura mostrano livelli aumentati di TGFβ e 

IFNγ, suggerendo che tali cellule stanno assumendo un fenotipo pro-infiammatorio 

(Figura 1F e G).  
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Figura 1. Vitalità di HS5 (A), LAMA-84 (B) e LAMA-84 in co-coltura con HS5 (C) dopo trattamento 

con Dasatinib 1nM. Espressione relativa di SIRT-1 (D), PGC1α (E), TGFβ (F) e INFg (G) nelle HS5 in 

co-coltura con LAMA-84 rispetto alle HS5 in monocoltura. *p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001. 
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Il Dasatinib incrementa i livelli di IGFBP-6 nelle co-colture e il pre-trattamento 

con IGFBP-6 determina una minore mortalità delle LAMA-84 al Dasatinib. 

 

Il trattamento con il Dasatinib determina un aumento dei livelli di espressione del 

messaggero di IGFBP-6 sulle HS-5 che sono state in co-coltura con le LAMA-84 

rispetto alle HS-5 in monocoltura e alle HS-5 in co-coltura non trattate (Figura 2A). 

Inoltre, l’analisi Western Blot ha mostrato che i livelli di espressione della proteina 

IGFBP-6 aumentano nelle HS-5 che sono state in co-coltura con le LAMA-84 (Figura 

2B). 

In maniera analoga sono stati valutati i livelli di espressione del messaggero IGFBP-6 

sulle LAMA-84 che risultano aumentati dopo co-coltura con le HS-5 (Figura 2C). 

Anche l’analisi dei livelli di espressione della proteina IGFBP-6 ha mostrato un 

aumento, soprattutto nelle LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5 e trattate 

con Dasatinib (Figura 2D). 

L’immunofluorescenza dimostra che i livelli di IGFBP-6 nelle LAMA-84 che sono 

state in co-coltura con le HS-5 sono più elevati rispetto alle LAMA-84 in monocoltura 

indipendentemente dal trattamento con Dasatinib (Figura 2E). 

Infine, è stata valutata la vitalità delle LAMA-84 dopo pre-trattamento con IGFBP-6 e 

successivo trattamento con Dasatinib. Tale analisi ha dimostrato che il pre-trattamento 

con IGFBP-6 riduce la mortalità delle LAMA-84 rispetto alle LAMA-84 trattate 

solamente con il Dasatinib (Figura 2F). 
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Figura 2. Espressione relativa del trascritto (A) e della proteina (B) di IGFBP6 nelle HS5 in co-coltura 

con le LAMA-84 rispetto alle HS5 in monocoltura dopo trattamento con Dasatinib 1nM. Espressione 

relativa del trascritto di IGFBP6 (C) e della relativa proteina (D) nelle LAMA-84 in co-coltura con le 

HS5 rispetto alle LAMA-84 in monocoltura dopo trattamento con Dasatinib 1nM. (E) Analisi in 

immunofluorescenza di IGFBP6 (IGFBP6 in rosso, nucleo in blu) nelle LAMA-84 in co-coltura con le 

HS5 rispetto alle LAMA-84 in monocoltura dopo trattamento con Dasatinib. (F) Vitalità delle LAMA-

84 pretrattate con IGFPB6 e successivo trattamento con Dasatinib 1nM rispetto alle LAMA-84 trattate 

con solo Dasatinib 1nM.  *p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001. 
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IGFBP-6 determina la trasformazione delle HS-5 in CAF. 

 

Per valutare l’effetto di IGFBP-6 sulle cellule stromali, le HS-5 sono state trattate con 

IGFBP-6 alla concentrazione di 1µM per 24 e 48h. 

Tale trattamento determina un incremento dei livelli di espressione proteica di α SMA, 

FAP1 e TGFβ (Figure 3 A, B, C, D) che sono molecole strettamente correlate al 

fenotipo CAF e infiammatorio. 

Poiché l’acquisizione del fenotipo CAF è spesso associata a una modificazione 

dell’ambiente extracellulare, sono state valutate molecole strettamente coinvolte nella 

modificazione della matrice extracellulare come MMP9, MMP2, CHI3L1 e TIMP2. 

Il trattamento con IGFBP-6 determina un incremento dei livelli di MMP9 MMP2 e 

CHI3L1 dopo 48h (Figure 3E, F, H). Inoltre, l’aumento significativo dei livelli 

dell’inibitore di MMP2, TIMP2, osservato a 24h e successiva diminuzione a 48h, 

concorda con l’andamento dei livelli di MMP2 (Figure 3F, 3H). 
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Figura 3. Espressione relativa delle proteine aSMA, FAP1, TGFβ nelle HS5 dopo trattamento con 

IGFBP6 per 24 e 48h (A-D). Concentrazione assoluta (pg/ml) di MMP9, MMP2, CHI3L1, TIMP2 nel 

surnatante delle HS5 dopo trattamento con IGFBP6 per 24 e 48h (E-H). 

*p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001. 
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IGFBP-6 incrementa i livelli di espressione di ShH. 

 

Per valutare se IGFBP-6 modula la via di ShH, le cellule stromali sono state trattate 

con IGFBP-6 1µM per 24h e 48h. I livelli di espressione di ShH sono aumentati in 

seguito al trattamento delle HS-5 con IGFBP-6 (Figura 4A). Il dato è confermato 

dall’analisi in immunofluorescenza dove è stata dimostrato che Gli1, marcatore 

univoco di attivazione della via ShH, aumenta la sua espressione in seguito al 

trattamento con IGFBP-6 (Figura 4 B). 

Per confermare che la via di attivazione fosse ShH e confermare che tale via è coinvolta 

nella trasformazione delle HS-5 in CAF con fenotipo infiammatorio, sono stati 

effettuati dei trattamenti con PMO 1 µM per 24h, il quale è un agonista di ShH e sono 

stati valutati i livelli di espressione proteica di αSMA e TGFβ. I livelli di espressione 

proteica di αSMA e TGFβ sono aumentati dopo trattamento con PMO 1 µM per 24h 

(Figura 4 C-E). Sono stati valutati anche i livelli di MMP9, CHI3L1 E TIMP2 che 

anche dopo trattamento con PMO risultano aumentati, suggerendo una modificazione 

della composizione della matrice extracellulare (Figura 4 F-H).  
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Figura 4. Espressione relativa del trascritto di ShH nelle HS5 dopo trattamento con IGFBP6 per 24 e 

48h (A). Analisi in immunofluorescenza dell’espressione di Gli1 (in rosso) nelle HS5 dopo trattamento 

con IGFBP6 per 24 e 48h (B). Espressione relativa delle proteine aSMA e TGFβ nelle HS5 dopo 

trattamento con PMO per 24h (C-E).  Concentrazione assoluta (pg/ml) di MMP9 (F), TIMP2 (G) e 

CHI3L1 (H), nel surnatante delle HS5 dopo trattamento con PMO per 24. 

*p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;**** 
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Il pre-trattamento con IGFBP-6 incrementa i livelli di espressione di SHH nelle 

co-colture. 

 

Al fine di valutare se la combinazione del trattamento IGFBP-6 e Dasatinib, 

influenzasse il fenotipo delle HS-5, sono stati condotti dei trattamenti sulle HS-5 in 

monocoltura e sulle HS-5 che sono state in co-coltura con le LAMA-84.  

L’analisi western blot ha dimostrato che i livelli di espressione proteica di α SMA sono 

aumentati nelle HS-5 sia in monocoltura che in quelle che sono state in co-coltura con 

le LAMA-84 e trattate con Dasatinib. Inoltre, il pretrattamento con IGFBP-6 

incrementa l’espressione di αSMA soprattutto nelle HS-5 che sono state in co-coltura 

con le LAMA-84 e trattate con Dasatinib (Figura 5 A). Il Dasatinib determina un 

incremento di espressione dei livelli del messaggero di ShH nelle HS-5 sia in 

monocoltura che nelle HS-5 che sono state in co-coltura con le LAMA-84 (Figura 5 

B). I livelli di espressione del messaggero di SHH sono aumentati nelle LAMA-84 che 

sono state in co-coltura con le HS-5 e soprattutto dopo trattamento con Dasatinib 

(Figura 5 C). 

Al fine di valutare se la combinazione IGFBP-6 e Dasatinib avesse un effetto additivo 

sull’espressione di ShH, è stato effettuato un pretrattamento con IGFBP-6 sia sulle HS-

5 e LAMA-84 in monocoltura che sulle HS-5 che sono state in co-coltura con le 

LAMA-84 e sulle LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5. Sulla parte 

stromale, il trattamento con IGFBP-6 determina un aumento dei livelli di espressione 

genica di ShH; soprattutto nelle HS-5 che sono state in co-coltura con le LAMA-84 

(Figura 5D). 

IGFBP-6 incrementa i livelli di espressione del messaggero di ShH nelle LAMA-84 

che sono state in co-coltura con le HS-5, soprattutto nelle LAMA-84 che sono state in 

co-coltura con le HS-5 e trattate con Dasatinib (Figura 5E). 

L’analisi in immunofluorescenza condotta dopo trattamento con Dasatinib delle 

LAMA-84 in monocoltura e delle LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5, 

ha permesso di confermare l’attivazione della via di ShH. Le LAMA-84 che sono state 
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in co-coltura con le HS-5 presentano livelli di Gli1 aumentati rispetto alle LAMA-84 

in monocoltura (Figura 5 F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 

Figura 5. Espressione relativa della proteina aSMA nelle HS5 in co-coltura con le LAMA-84 in presenza 

o meno di pretrattamento con IGFBP6 rispetto alle HS5 in monocoltura in presenza o meno di 

pretrattamento con IGFBP6 (A). Espressione relativa del trascritto di ShH nelle HS5 (B) e nelle LAMA-

84 (C) in co-coltura, in presenza o meno di Dasatinib 1nM. Espressione relativa del trascritto di ShH 

nelle HS5 (D) e nelle LAMA-84 (E) in co-coltura, in presenza o meno di IGFBP6 e Dasatinib 1nM. 

Analisi in immunofluorescenza dell’espressione di Gli1 nelle LAMA-84 in co-coltura con le HS5 in 

presenza o meno di Dasatinib 1nM (F). *p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;**** 
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Il trattamento combinato IGFBP-6/Dasatinib incrementa lo stato infiammatorio 

delle HS-5 e attiva il TLR4. 

 

Per valutare l’effetto del Dasatinib e della combinazione IGFBP-6/Dasatinib sullo stato 

infiammatorio dello stroma, sono stati valutati i livelli di espressione del messaggero 

di TGFβ e IFNγ. Le HS-5 in monocoltura e le HS-5 in co-coltura con le LAMA-84 

sono state trattate con Dasatinib 1nM per 48h. La co-coltura determina un incremento 

dei livelli di espressione del messaggero di TGFβ e IFNγ (Figura 6 A-B). 

Inoltre, il pretrattamento con IGFBP-6 delle HS-5 che sono state in co-coltura con le 

LAMA-84 determina un incremento dei livelli di espressione del messaggero di TGFβ 

e IFNγ rispetto alle HS-5 in monocoltura che hanno subito lo stesso trattamento (Figura 

6 C-D). 

Il pretrattamento con IGFBP-6 e successivo trattamento con Dasatinib delle HS-5 che 

sono state in co-coltura con le LAMA-84, determina un incremento dei livelli della 

proteina TLR4 rispetto alle HS-5 che sono state in co-coltura e trattate solamente con 

IGFBP-6. Inoltre, le HS-5 che sono state in co-coltura con le LAMA-84 presentano 

livelli di espressione della proteina TLR4 aumentati rispetto sia alla monocoltura che 

ha ricevuto lo stesso trattamento, sia rispetto alle HS-5 che sono state in co-coltura con 

le LAMA-84 e che non sono state pretrattate con IGFBP-6. I livelli di espressione di 

TLR4 risultano diminuiti nella monocoltura delle HS-5 pretrattate con IGFBP-6 e 

successivamente con Dasatinib, rispetto alle HS-5 in monocoltura trattate solamente 

con Dasatinib (Figura 6 E). 
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Figura 6. Espressione relativa del trascritto di TGFβ (A) e INFg (B) nelle HS5 in co-coltura con le 

LAMA-84, in presenza o meno di Dasatinib 1nM. Espressione relativa del trascritto di TGFβ (C) e INFg 

(D) nelle HS5 in co-coltura con le LAMA-84, in presenza o meno di IGFBP6 e Dasatinib 1nM. 

Espressione relativa della proteina TLR4 nelle HS5 in monocoltura e in co-coltura con le LAMA-84, in 

presenza o meno di IGFBP6 e Dasatinib 1nM (E). *p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;**** 
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Il trattamento combinato IGFBP-6/Dasatinib incrementa lo stato infiammatorio 

delle LAMA-84 e attiva il TLR4. 

 

Per valutare se il Dasatinib possa condizionare anche lo stato infiammatorio della 

controparte tumorale, così come osservato sulle HS-5, la monocoltura LAMA-84 e la 

co-coltura LAMA-84/ HS-5 sono state trattate con Dasatinib 1nM per 48h. Dopo il 

trattamento, sono stati valutati i livelli di espressione del messaggero di TGFβ e IFNγ 

sia sulle LAMA-84 in monocoltura che sulle LAMA-84 che sono state in co-coltura 

con le HS-5. I livelli di TGFβ aumentano nelle LAMA-84 che sono state in co-coltura 

con le HS-5, mentre i livelli di IFNγ aumentano sia nelle LAMA-84 in monocoltura 

dopo trattamento con Dasatinib e nelle LAMA-84, sia trattate che non trattate con 

Dasatinib, che sono state in co-coltura con le HS-5 (Figura 7 A-B). I livelli di TGFβ 

risultano aumentati anche nelle LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5 e 

pretrattate con IGFBP-6 rispetto alla monocoltura delle LAMA-84 che ha ricevuto lo 

stesso trattamento (Figura 7 C). Inoltre, il trattamento combinato IGFBP-6/Dasatinib 

determina un considerevole aumento dei livelli di IFNγ sulle LAMA-84 in 

monocoltura rispetto alle LAMA-84 in monocoltura trattate solamente con IGFBP-6. 

Le LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5 sia pretrattate solamente con 

IGFBP-6 che con la combinazione IGFBP-6/Dasatinib, mostrano livelli aumentati di 

IFNγ rispetto alla monocoltura trattata solamente con IGFBP-6 (Figura 7 D). 

Inoltre, i livelli di espressione del messaggero TLR4 sono aumentati nelle LAMA-84 

che sono state in co-coltura con le HS-5 e che sono state trattate con Dasatinib rispetto 

sia alle LAMA-84 in monocoltura trattate con Dasatinib sia alle LAMA-84 non trattate 

e che sono state in co-coltura (Figura 7 E). 

La co-coltura, il pretrattamento con IGFBP-6 ed il successivo trattamento con 

Dasatinib determinano un aumento dei livelli di espressione di TLR4 rispetto alle 

LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5 e trattate solamente con IGFBP-6. 

I livelli di TLR4 aumentano anche nelle LAMA-84 in monocoltura pretrattate con 

IGFBP-6. (Figura 7 F). Le LAMA-84 che sono state in co-coltura con le HS-5 e sono 
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state trattate con IGFBP-6 o con la combinazione IGFBP-6/Dasatinib, mostrano livelli 

di proteina aumentati rispetto alla monocoltura con lo stesso trattamento (Figura 7 G). 
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Figura 7. Espressione relativa del trascritto di TGFβ (A) e INFg (B) nelle LAMA-84 in co-coltura con le 

HS5, in presenza o meno di Dasatinib 1nM. Espressione relativa del trascritto di TGFβ (C) e INFg (D) 

nelle LAMA-84 in co-coltura con le HS5, in presenza o meno di IGFBP6 e Dasatinib 1nM. Espressione 

relativa del trascritto di TLR4 nelle LAMA-84 in co-coltura con le HS5, in presenza o meno di Dasatinib 

1nM (E). Espressione relativa del trascritto di TLR4 nelle LAMA-84 in co-coltura con le HS5, in 

presenza o meno di IGFBP6 e Dasatinib 1nM (F).  Espressione relativa della proteina TLR4 nelle 

LAMA-84 in monocoltura e in co-coltura con le HS5, in presenza o meno di IGFBP6 e Dasatinib 1nM 

(G). *p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;**** 
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IGFBP-6 e SHH sono correlati tra loro ed entrambi modulano la via del TLR4. 

 

Per valutare se IGFBP-6 e ShH fossero correlati tra loro ed entrambi siano coinvolti 

nella via di attivazione del TLR4 nello stroma, le HS-5 sono state trattate con IGFBP-

6 1µM per 24h e 48h. Questo trattamento determina un incremento nei livelli di 

espressione proteica del TLR4 (Figura 8 A). Per confermare l’attivazione della via, è 

stata condotta un’analisi in immunofluorescenza dove sono stati misurati pNF-kB, 

IRF3 e YAP1, i quali sono molecole effettrici di tale via (Figura 8 B). 

Per comprendere se anche ShH fosse in grado di attivare la via del TLR4, le HS-5 sono 

state trattate con PMO, CYC e la combinazione di entrambe le molecole. I dati 

dimostrano che il trattamento con PMO incrementa i livelli della proteina TLR, la CYC 

li riduce, mentre la combinazione di entrambe le molecole ha un effetto ridotto rispetto 

al solo trattamento con PMO (Figura 8 C). Anche in questo caso, la conferma 

dell’attivazione della via TLR4 da parte di PMO, si ha dall’analisi in 

immunofluorescenza che dimostra la modulazione di pNF-kB, IRF3 e YAP1 (Figura 8 

D). 

La correlazione tra IGFBP-6 e SHH è stata dimostrata trattando le HS-5 con PMO e 

valutando la modulazione di IGFBP-6. Il trattamento con PMO determina un 

incremento dei livelli di espressione del messaggero di IGFBP-6. Inoltre, il trattamento 

con PMO, CYC e la combinazione delle due molecole ha permesso di dimostrare che 

i livelli di espressione della proteina IGFBP-6 aumentano in seguito al trattamento con 

PMO, si riducono in seguito al trattamento con CYC e il trattamento con la 

combinazione PMO CYC ne determina una riduzione ancora più marcata (Figura 8 E). 

Considerato che sia IGFBP-6 che PMO determinano una modulazione di TLR4, per 

dimostrare che le tre vie sono collegate, le HS-5 sono state trattate con IGFBP-6, CYC 

e con la combinazione IGFBP-6/CYC. Tale trattamento ha dimostrato che la 

modulazione del TLR4 segue lo stesso andamento della modulazione di IGFBP-6 dopo 

trattamento con PMO, CYC e la combinazione PMO/CYC (Figura 8 F). 
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Figura 8. Espressione relativa della proteina di TLR4 nelle HS5 dopo trattamento con IGFBP6 per 24 e 

48h (A). Analisi in immunofluorescenza dell’espressione di p-NFkb, IRF3 e YAP1 nelle HS5 dopo 

trattamento con IGFBP6 (B). Espressione relativa della proteina di TLR4 nelle HS5 dopo trattamento 

con PMO, CYC e PMO/CYC (C). Analisi in immunofluorescenza dell’espressione di p-NFkb, IRF3 e 

YAP1 nelle HS5 dopo trattamento con PMO (D). Espressione relativa del trascritto di IGFBP6 nelle 

HS5 dopo trattamento con PMO (E). Espressione relativa della proteina di IGFBP6 nelle HS5 dopo 

trattamento con PMO, CYC e PMO/CYC (F). Espressione relativa della proteina di TLR4 nelle HS5 

dopo trattamento con IGFBP6, CYC e IGFBP6/CYC (G). **p<0,01;***p<0,001;**** 
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IGFBP-6 e PMO determinano una riduzione della mortalità delle LAMA-84 

trattate con Dasatinib. 

 

È stato valutato l’effetto di IGFBP-6 e di PMO sulla vitalità cellulare delle LAMA-84, 

sia trattate che non trattate con Dasatinib. Le LAMA-84 pretrattate con IGFBP-6 e 

successivamente con Dasatinib, mostrano una riduzione della mortalità rispetto alle 

LAMA-84 trattate solamente con Dasatinib. Anche il pretrattamento delle LAMA-84 

con PMO e successivo trattamento con Dasatinib, ha mostrato lo stesso andamento 

sulla mortalità cellulare (Figura 9).  

 

 

 

 

Figura 9. Vitalità delle LAMA-84 dopo pretrattamento con IGFBP6 (A) e PMO (B). 

*p<0,1;**p<0,01;***p<0,001;**** 
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DISCUSSIONE 

 

Il microambiente del midollo osseo è costituito da molti tipi cellulari incluse le cellule 

mesenchimali stromali, osteoblasti, osteoclasti, cellule endoteliali e cellule neurali che 

interagiscono con le cellule staminali ematopoietiche sane attraverso diversi 

meccanismi (94-96). 

Come riportato da precedenti studi, (97) la resistenza ai farmaci e la progressione della 

malattia sono profondamente legate al microambiente tumorale e in particolar modo 

allo stroma. 

I primi esperimenti condotti, infatti, hanno dimostrato che le HS-5 non risentono del 

trattamento con Dasatinib, a differenza delle LAMA-84 che si manifestano sensibili al 

trattamento in monocoltura ma non in co-coltura con le HS-5, confermando che lo 

stroma gioca un ruolo chiave nella resistenza al Dasatinib nella LMC. 

Il cross-talk tra le cellule stromali di LMC e il microambiente è mediato da diverse 

molecole ad azione sia autocrina che paracrina. 

Tra le molecole che possiedono questa attività, un ruolo fondamentale nei processi 

tumorali è svolto dalle IGFBP. Diversi studi hanno dimostrato che le IGFBP possono 

legarsi a recettori e attivare vie di segnalazione che modulano diversi processi cellulari 

(98).  

I dati ottenuti hanno dimostrato che la co-coltura determina un incremento dei livelli 

di espressione di IGFBP-6 sia sulle HS-5 che sulle LAMA-84. 

Le LAMA-84 trattate sia con IGFBP-6 che con Dasatinib presentano una mortalità 

inferiore rispetto alle LAMA-84 trattate solamente con il Dasatinib; tale dato 

suggerisce che IGFBP-6 potrebbe essere coinvolto nei meccanismi di resistenza. 

La progressione di vari tipi di tumore e la resistenza alla terapia è associata al ruolo 

delle CAF, le quali agiscono mediante la secrezione di fattori solubili nella matrice 

extracellulare, interazioni fisiche con le cellule tumorali e regolazione 

dell’angiogenesi, dell’immunità e del metabolismo. Il trattamento con IGFBP-6 

determina nelle HS-5 l’instaurarsi di un fenotipo CAF pro-infiammatorio come 
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dimostrato dall’incremento dei livelli proteici di αSMA, FAP1 e TGFβe di MMP9, 

MMP2, CHI3L1 e TIMP2 rilasciati nell’ambiente extracellulare. 

Recentemente, la via di segnalazione di Hedgehog è stata riconosciuta come 

un’importante fattore che promuove la crescita tumorale e per tale motivo è 

ampiamente riconosciuta come target terapeutico (99). Nei Mammiferi, i fattori di 

trascrizione della cascata del segnale di Hedgehog, antigeni associati al glioma (Gli), 

hanno tre omologhi, Gli1, Gli2 e Gli3; e sulla base dell’identificazione dei geni target 

di Gli1 è stato possibile capire il coinvolgimento di questo gene nei processi di 

proliferazione, apoptosi, adesione cellulare, potenziale metastatico e angiogenesi (64, 

100, 101). Dalla letteratura è noto che le cellule di LMC hanno elevati livelli di mRNA 

codificante per proteine coinvolte nella via di Hedgehog per cui è sospettabile un loro 

possibile coinvolgimento nello sviluppo della leucemia (102). L'inibizione di SMO non 

ha effetto sulle cellule staminali ematopoietiche normali ma inibisce le cellule 

staminali leucemiche, inoltre, l’esposizione delle cellule staminali leucemiche di LMC 

alla CYC ne riduce il numero e ne inibisce la crescita (103-105). 

Gli esperimenti condotti hanno permesso di dimostrare che IGFBP-6 determina 

l’attivazione di SHH nelle HS-5 e tale attivazione è confermata dall’aumento dei livelli 

di Gli1 dimostrata mediante immunofluorescenza. 

Così come IGFBP-6, anche SHH nelle HS-5 determina un incremento dei livelli di 

proteina αSMA e TGFβe il rilascio nell’ambiente extracellulare di MMP9, CHI3L1 e 

TIMP2, confermando che entrambe le molecole sono coinvolte nei processi di 

trasformazione delle cellule stromali in CAF con fenotipo pro-infiammatorio. 

I dati ottenuti fino ad ora, hanno permesso di affermare che sia IGFBP-6 che SHH 

determinano la trasformazione delle HS-5 in CAF, e che associando il Dasatinib a 

IGFBP-6 i livelli di αSMA nella co-coltura incrementano ma tale aumento è ancora più 

marcato nelle HS-5 che sono state in co-coltura e pretrattate con IGFBP-6, suggerendo 

che quest’ultimo contribuisce in maniera sostanziale all’attivazione del fenotipo CAF. 

Inoltre, la co-coltura e il Dasatinib determinano un incremento dei livelli di SHH nelle 

HS-5, ma il dato interessante è che, indipendentemente dal trattamento con Dasatinib, 
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le HS-5 che sono state in co-coltura e trattate con IGFBP-6 mostrano livelli 

estremamente elevati di ShH suggerendo che queste due vie sono intimamente 

connesse tra loro. Anche nelle LAMA-84 che sono state in co-coltura, si ha un 

incremento dei livelli di ShH in seguito al trattamento con Dasatinib e tale aumento è 

maggiormente significativo nel pretrattamento con IGFBP-6 e successivo trattamento 

con Dasatinib. 

La co-coltura, anche in assenza di trattamento, incrementa lo stato infiammatorio, il 

quale contribuisce al mantenimento dell’ambiente ottimale per la progressione 

tumorale. L’infiammazione è uno dei fattori coinvolti nel processo di tumorigenesi, e 

il TLR4 rappresenta il pathway più studiato, infatti, diversi studi hanno dimostrato che 

l’attivazione del TLR4 incrementa i livelli di IL8 e IL6 nel tumore al seno, aumenta 

l’espressione di VEGF e TGFβ nel cancro alla prostata e molto spesso l’aumento dei 

suoi livelli di espressione è associata a una prognosi sfavorevole (106). 

Lo studio condotto ha permesso di dimostrare che la co-coltura e il Dasatinib 

determinano un incremento dello stato infiammatorio sia delle HS-5 che delle LAMA-

84, dimostrato dall’incremento dei livelli di TGFβ e IFNγ e che tale aumento si 

intensifica quando le cellule vengono pretrattate con IGFBP-6 suggerendo che IGFBP-

6 conferisce resistenza attraverso l’attivazione di processi infiammatori confermati 

dalla modulazione del TLR4 sia nelle HS-5 che nelle LAMA-84 dopo trattamento con 

IGFBP-6 e Dasatinib. 

La medesima modulazione del TLR4 è stata osservata dopo trattamento delle HS-5 con 

PMO, CYC e la combinazione PMO/CYC, suggerendo che anche SHH risulta essere 

un diretto modulatore di TLR4. I dati dimostrano inoltre, che il trattamento delle HS-5 

con PMO induce un aumento significativo di IGFPB6, e a sua volta l’aumento di SHH 

nelle HS-5 si verifica in seguito al trattamento con IGFBP-6, come visto negli 

esperimenti precedenti, dimostrando che le due vie sono interconnesse tra loro.  

L’ulteriore conferma della connessione tra IGFBP-6 e ShH e del loro ruolo nella 

modulazione di TLR4 è data dall’andamento dei livelli di espressione proteica di TLR4 

in seguito al trattamento con IGFBP-6, CYC e la combinazione IGFBP-6/CYC. Il 
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trattamento delle HS-5 con PMO, CYC e PMO/CYC o con IGFBP-6, CYC e IGFBP-

6/CYC, infatti, determina un andamento simile nella modulazione del TLR4. 

Infine, in seguito al pretrattamento con IGFBP-6 e/o PMO, si ha una ridotta mortalità 

delle LAMA-84 al Dasatinib rispetto al trattamento con il solo Dasatinib suggerendo 

che sia IGFBP-6 che ShH sono coinvolti nei meccanismi di resistenza che si instaurano 

in seguito alla modulazione del TLR4. 

In conclusione, le pathways di IGFBP-6 e ShH possono essere considerate come 

possibili target di nuovi farmaci chemioterapici in grado di superare la resistenza alle 

attuali terapie sebbene i meccanismi alla base di tale resistenza siano poco chiari e 

richiedano ulteriori indagini. 
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