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1. BACKGROUND 

 

1.1 INTRODUZIONE 

 

Le integrine appartengono a una famiglia di recettori eterodimerici  transmembrana che 

mediano aderenze stabili tra le cellule e il loro ambiente extracellulare. Tali strutture 

biologiche appaiono nel corso dell’evoluzione per la prima volta a  partire dal metozoico e 

probabilmente anche prima dell'esplosione cambriana e rappresentano requisito per la 

multicellularità, permettendo l'adesione delle cellule a membrane basali fattore essenziale 

per lo sviluppo di organismi multistrato1,2. La loro scoperta risale a circa 30 anni fa quando 

il termine integrina è stato utilizzato per la prima volta da  Richard O. Hynes, un biologo 

cellulare britannico. Il termine integrina  riflette il ruolo di queste proteine integrali di 

membrana nel mantenimento dell'integrità delle connessioni tra il citoscheletro e la 

matrice extracellulare2,3. Questi recettori di adesione collegano il citoscheletro  alle 

componenti della matrice extracellulare, fra i quali  laminina, collagene, fibronectina, 

vitronectina e fibrinogeno4. Attualmente sono state identificate  18 subunità α e 8 subunità 

β nelle cellule di mammifero. Nonostante potenzialmente in grado di formare  un numero 

considerevole di eterodimeri, la selettività di molte subunità α nella loro associazione con 

una singola subunità β limita la famiglia di recettori a solo 24 paia eterodimeri unici. La 

specificità di ligando e studi su topi knockout indicano che ciascun integrina ha una 

funzione unica e non ridondante2. Le integrine sono composte da una subunità α e una β, 

entrambe le  quali sono proteine transmembrana a singolo passaggio legate insieme non 

covalentemente attraverso grandi ectodomini. Studi funzionali dimostrano che le subunità 

delle integrine troncate che mancano di dominio  transmembrana o  citoplasmatico 

riescono ancora  a costituire eterodimeri5. Molti domini citoplasmatici hanno varianti di 

splicing alternativo e, con l'eccezione della subunità β4, tutti sono relativamente brevi6. 

 

1.2 STRUTTURA 

 

In termini strutturali semplici, le integrine sono costituite da una testa globulare 

extracellulare formata da due subunità dalle quale si estendono due porzioni che 

penetrano la membrana plasmatica. Entrambe le subunità α e β sono  caratterizzate da 

un ampio numero di  legami disolfuro. L' ectodominio di ogni subunità risulta essere 

strutturalmente   complesso. A livello  N-terminale, tutte le subunità α contengono sette 

ripetizioni di segmenti ricchi in cisteina ripiegate  in una struttura tipo “seven-blade β-

elica”7. Questo dominio costituisce la porzione più grande del dominio della testa  della 
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subunità α e media l'interazione con la subunità β8. La  subunità α contiene un inserto I o  

dominio del fattore di von Willebrand A, che è posizionato all'interno della β-elica9. Questo 

dominio consta di 200 aminoacidi in lunghezza e ospita un catione bivalente (Mg++) legato 

da tre anelli di struttura secondaria aminoacidica, che costituiscono il sito di metal ion 

dependent adhesion site (MIDAS)10. Il MIDAS è critico per il legame  del metallo e, quindi, 

per la funzione delle integrine, dal momento che  cationi bivalenti sono universalmente 

richiesti per il legame delle integrine con i loro ligandi8. Le subunità β sono strutturalmente 

più complesse. La testa della subunità β consiste di un dominio PSI (plexin / semaphorin / 

integrine), un dominio ibrido, e un dominio I β. Il dominio I β è situato nel dominio PSI, che 

si trova all'interno del dominio ibrido. Lungo circa  240 amminoacidi, questo dominio I β 

altamente conservato è analogo al dominio α I, ma è composto da due segmenti 

complementari: il specificity-determining loop (SDL) coinvolto nel legame con il ligando e 

un dominio di interfaccia che interagisce con la  β  elica della subunità α8. Il dominio I β 

contiene un sito MIDAS che lega residui carichi negativamente, che a loro  volta legano il 

Mg++ nel dominio I α10. Esistono due siti di legame di metallo adiacenti denominati 

synergistic metal ion binding site (SynMBS) e   adjacent to metal ion-dependent adhesion 

site (ADMIDAS) ed entrambi legano Ca++ 8. 

 

1.3  SIGNALLING BIDIREZIONALE 

 

Gli  ectodomini integrinici sono ritenuti essere in equilibrio tra tre stati conformazionali: 

conformazione piegata con un “headpiece” chiuso, conformazione estesa con “headpiece” 

chiuso, e conformazione estesa con un “headpiece” aperto. Tali conformazioni 

corrispondono all'incirca funzionalmente rispettivamente a integrina a bassa affinità, 

attivata, attivata e legata al ligando12. Nella conformazione chiusa, l’ectodominio  della 

integrina è piegato e giustapposto alla membrana plasmatica. Questa conformazione  è 

stabilizzata debolmente dalle interazioni tra le subunità  α e β10,13. Cambiamenti 

conformazionali che producono la  destabilizzazione di queste interazioni possono essere 

indotte a seguito dell’ associazione di molecole effettrici che collegano l'integrina al 

citoscheletro cellulare, quali Talin,  Anche mutazioni della coda citoplasmatica  possono 

destabilizzare la conformazione ripiegata11,14-16. Questi eventi provocano la separazione 

delle gambe all'interno del segmento transmembrana, estensione della testa in un 

movimento simile all’apertura di un coltello a serramanico e l’esposizione  del dominio 

ibrido10. Questo cambiamento conformazionale attiva l’integrina favorendo il legame con il 

proprio ligando. Il concetto di  attivazione integrinica è considerato come un segnale 

“inside-outside”, dato che  eventi intracellulari inducono cambiamenti conformazionali 

degli ectodomini  integrinici per  facilitare il legame del ligando12. In subunità α che 
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esprimono il dominio I, questa struttura funziona come il principale dominio di legame, 

mentre il  dominio  I β regola l'attività di legame del  dominio I α. In integrine prive del 

dominio I α il dominio I β dominio MIDAS si lega direttamente al ligando. Durante 

adesione o la migrazione cellulare, forze di trazione trasmesse da una integrina ancorata 

al suo ligando  sono controbilanciate  dal citoscheletro e da molecole associate adattatrici 

legate alla coda citoplasmatica. Si forma così una resistenza che  favorisce una 

conformazione estesa su posizioni piegate o chiuse10. L’affinità di legame col proprio 

ligando e l’adesività delle integrine sono generalmente migliorate da concentrazioni 

crescenti di Mn++  extracellulare e concentrazioni decrescenti di Ca++  extracellulare10. Il 

legame con grandi ligandi multivalenti promuove l’associazione laterale di eterodimeri  

integrinici in oligomeri sulla superficie cellulare, evento noto come clustering. La 

conseguente stretta vicinanza dei domini citoplasmatici determina il  reclutamento di 

chinasi e l'attivazione di cascate di segnalazione intracellulare, spesso indicate come  vie 

di segnale  outside-in di segnalazione12. La capacità di segnalazione bidirezionale 

intrinseca alle integrine conduce ad una vasta gamma di conseguenze biologiche. Per 

esempio, la segnalazione inside-outside è critica per esercitare la forza adesiva tra 

integrine e il loro ambiente extracellulare, permettendo il trasferimento della forza di 

trazione necessaria per l'adesione cellulare mediata dalle integrine e per il rimodellamento 

della matrice extracellulare. Il segnale outside-inside, invece, conduce all'attivazione di  

cascate di segnalazione coinvolte in processi cellulari quali l'organizzazione del 

citoscheletro, l'espressione genica, e la differenziazione cellulare. Pur essendo processi 

distinti, queste due direzioni di segnalazione delle integrine sono strettamente legate e 

spesso convergono su processi cellulari complessi,  di cui un esempio chiave sono il 

coordinamento della motilità cellulare e la modulazione della capacità  proliferativa e di 

sopravvivenza. 

Le integrine espresse sulle cellule tumorali contribuiscono alla progressione tumorale e  al 

processo di metastatizzazione aumentando la migrazione cellulare, l’invasione, la 

proliferazione e la sopravvivenza (vedi figura). L’ adesione alla matrice extracellulare 

(ECM)  mediata dalle integrine fornisce la trazione necessaria per la capacità incasiva 

della cellula tumorale. Le integrine contribuiscono anche alla capacità invasiva delle 

cellule tumorali regolando la localizzazione e l'attività di proteasi specifiche, come la 

metalloproteasi di matrice 2 (MMP2) e l’urochinasi del plasminogeno (uPA). La 

migrazione integrina-mediata richiede generalmente il segnale mediato dalle chinasi di 

adesione focale (FAK)-famiglia delle chinasi Src (SFK). Tuttavia, esistono meccanismi 

integrina-specifici nelle vie di segnalazione che regolano la motilità cellulare. Per esempio, 

in cellule di neuroblastoma anche se  l'integrina α5β1 utilizza l'attivazione FAK-mediata di 

Src, l’integrina α4β1 attiva Src attraverso un meccanismo  FAK-indipendente17. Alcune 
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integrine inibiscono la motilità delle cellule tumorali, dal momento che la delezione 

dell’integrina β1 (Itgb1) è in grado di incrementare la diffusione di cellule  tumorali in  

modelli murini di neoplasia pancretica spontanea18. Anche la regolazione  del “recycling" 

delle integrine è fondamentale  per l'invasività delle cellule tumorali.  Le Rab GTPasi sono 

in grado di relocalizzare le integrine  lungo il fronte  principale di invasione tumorale19. 

Oltre al loro ruolo ben definito nella migrazione e nell’'invasione, le integrine regolano 

anche la proliferazione. Il legame integrinico  controlla l'espressione di proteine chiave del 

ciclo cellulare, tra cui ciclina D120 e la “cyclin-dependent kinase inhibitor family”, che 

regolano l'entrata in fase S del ciclo cellulare21. Nonostante il controllo della proliferazione 

cellulare adesione-dipendente sia deregolato  nelle cellule tumorali e la crescita 

ancoraggio-indipendente sia un segno distintivo di trasformazione maligna, le integrine 

hanno anche un ruolo importante nel modulare la crescita tumorale 22, 23. Ulteriori ricerche 

sono necessarie per determinare i meccanismi con cui le integrine continuano a regolare 

la proliferazione delle cellule tumorali.  

 

1.4 SEGNALE INTEGRINICO E CELLULE STAMINALI TUMORALI 

 

E’stato dimostrato inoltre un ruolo del segnale integrinico nella modulazione del fenotipo 

staminale delle cellule tumorali. 

Le cellule staminali tumorali rappresentano un sottoinsieme di cellule nel tumore primario 

ad alto potenziale oncogeno. Recenti evidenze hanno sottolineato il ruolo delle integrine 

come marcatori di popolazioni di cellule staminali sia normali che tumorali. 

In particolare, l'integrina alfavbeta3 rappresenta un marcatore di cellule progenitrici 

luminali nell’ epitelio24 duttale mammario. In un modello murino di tumorigenesi mammaria 

spontanea, espressione del proto-oncogene Wnt1 è in grado di promuovere l'espansione 

della popolazione di cellule progenitrici luminali, all’interno delle quali il marcatore luminale 

integrina β3 (noto anche come CD61) è in grado di discriminare una sottopopolazione di 

cellule staminali a più elevato potenziale oncogenico. Il segnale mediato dalle integrine 

sembra incrementare la popolazione di cellule staminali del cancro nei tumori, come 

ablazione di Ptk2 (che codifica FAK) diminuisce il pool di cellule staminali tumorali25,26. 

Inoltre, le integrine possono “upregolare”  l'espressione di marcatori specifici delle  cellule 

staminali tumorali, come il  CD44.27 

 

1.5 SEGNALE INTEGRINICO NEL MICROAMBIENTE TUMORALE 

 

Oltre al loro ruolo nelle cellule tumorali, le integrine sono anche importanti per la risposta 

cellulare dell’ospite nei confronti del  cancro. Cellule endoteliali, fibroblasti, periciti, cellule 
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derivate dal midollo osseo, cellule infiammatorie e piastrine usano  tutte specifiche  

integrine per varie funzioni, tra angiogenesi, desmoplasia e  risposta immunitaria. Oltre 

alle integrine espresse sulle cellule tumorali,  le integrine presenti su molti di questi tipi 

cellulari possono rappresentare potenziali bersagli terapeutici.  

L'angiogenesi. Il contributo dell’angiogenesi alla progressione del tumore è ben 

consolidato e il ruolo delle integrine è stato recentemente  oggetto di intenso interesse25. I 

vasi sanguigni  tumore-associati sono strutturalmente e biologicamente distinti da vasi 

non tumore-associati, ed è stato dimostrato che, i vasi associati al tumore esprimono alti 

livelli di  integrina alfavbeta326. È possibile che una maggiore espressione di integrine 

alfavbeta3 e αvβ5 consenta alle cellule endoteliali angiogeniche di legare le proteine della 

matrice come vitronectina, fibrinogeno, fattore di von Willebrand, osteopontina e 

fibronectina che si depositano nel microambiente tumorale. Attraverso la delezione 

genetica, o il trattamento con antagonisti integrinici, diverse  altre integrine sono state 

identificate come cruciali per l'angiogenesi, tra cui  α1β1, α2β1, α4β1, α5β1, α6β1, α9β1 e 

α6β425. La cooperazione  dell’integrine con particolari recettori di fattori di crescita sembra 

incrementare la risposta a specifici fattori di crescita angiogenici che sono altamente 

espressi nei tumori. Ad esempio, l’interazione fra alfavbeta3 e  FGFR induce angiogenesi, 

e quella fra αvβ5 e VEGFR2 promuove l’ angiogenesi VEGF-indotta28. 

 

1.6 CELLULE PERIVASCOLARI 

 

L’angiogenesi dipende non solo dall'endotelio ma richiede anche cellule perivascolari, 

come periciti e cellule muscolari lisce vascolari, che si  associano allo sviluppo 

dell'endotelio e promuovono la maturazione del vaso sanguigno. I tumori in genere 

esprimono vasi sanguigni immaturi con ridotta copertura perivascolare29. Questo porta a 

vasi tortuosi e gravati da notevole “leakage”, che spiegano gran parte della scarsa 

perfusione tipicamente osservata nei tumori. Le integrine regolano l'interazione tra cellule 

endoteliali e la membrana basale vascolare, e studi recenti suggeriscono che l’ integrina 

α4β1 sulle cellule endoteliali  è necessaria per una interazione con la molecola di 

adesione VCAM1 sui periciti, con conseguente stabilizzazione  dell’interazione cellula 

endotelialie-pericita30. Recenti studi hanno indicato un ruolo importante dei  periciti nel 

regolare il flusso e la pervietà dei dei vasi peritumorali31, la manipolazione delle quali può 

migliorare il delivery dei farmaci chemioterapici.  

Desmoplasia. L’abbondante deposizione di collagene è una delle caratteristiche cardine  

della reazione desmoplastica sia nei  tumori primari che nelle loro metastasi. Attraverso il 

segnale mediato dalle  integrine il collagene depositato aumenta la proliferazione cellulare 

tumorale, la sopravvivenza e la chemioresistenza32. Inoltre le  integrine espresse  sui 
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fibroblasti stromali contribuiscono alla crescita del tumore. L’integrina α11 è comunemente 

overespressa nei fibroblasti che sono associati al  carcinoma polmonare non a piccole 

cellule (NSCLC). L’espressione di α11β1 sui fibroblasti aumenta la crescita del tumore, 

stimolando il rilascio di insulina-like growth factor 2 (IGF2)33.  

 

1.7 CELLULE DI DERIVAZIONE MIDOLLARE 

 

E' stato dimostrato che cellule circolanti di derivazione midollare possono essere reclutate 

dai tumori solidi all'interno dei quali possono sopprimere la crescita del tumore o 

secernere  fattori di crescita pro-angiogenici e citochine che contribuiscono alla 

progressione del tumore. Le cellule immunitarie, compresi i macrofagi e le cellule natural 

killer, sono fondamentali per la soppressione del tumore. Ad esempio, l'infiltrazione 

macrofagica tumorale  è diminuita nei topi β3-/-  e ciò contribuisce ad aumentare il volume 

tumorale, dimostrando  che l'espressione di integrine alfavbeta3 sui macrofagi è 

importante per la loro azione antitumorale34. Alternativamente, la presenza di cellule 

derivate dal midollo osseo  all'interno del tumore può risultare in un incremento della 

progressione  tumorale aumentando l'angiogenesi. Cellule del midollo osseo che 

esprimono una integrina β3 mutante  funzionalmente inattiva non riescono ad essere 

reclutate nei siti di neovascolarizzazione, con conseguente diminuzione  dell'angiogenesi 

patologica35. L'homing di precursori endoteliali e dei monociti dal tumore richiede anche 

l'integrina α4β136. L'espressione dell'integrina α4β1 sulle cellule di derivazione midollare  

favorisce l'adesione all'endotelio tumore-associato, mentre  il blocco di integrina α4β1 

riduce la densità dei vasi sanguigni36,37 . Non è chiaro se il blocco del “tumor-homing” delle 

cellule derivate dal midollo osseo rappresenta una valida strategia terapeutica dato che  i 

loro effetti tumore-soppressivi possono superare il loro potenziale pro-angiogenico. 

 

1.8 LE PIASTRINE 

 

Molteplici studi hanno collegato le interazioni cellula tumorale-piastrine con l'aumento 

della capacità metastatica . Il fibrinogeno, infatti, è in grado di fare da ponte tra  le 

integrine αIIbβ3 sulle piastrine e  le integrine alfavbeta3 sulle cellule tumorali. Questa 

interazione facilita l'arresto delle cellule tumorali nel sistema vascolare, facilitando le 

metastasi ai vari siti, compreso il midollo osseo38-40  . Il blocco combinato dell integrina 

alfavbeta3  tumorale e integrina αIIbβ3 piastrinica produce un aumento degli effetti anti-

angiogenici e anti-tumorali rispetto al blocco singolo di una delle due integrine41, 

suggerendo che gli antagonisti che mirano a entrambe le  integrine  potrebbero avere una 

maggiore efficacia clinica nei pazienti. 
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1.9 COOPERAZIONE DEL SEGNALE INTEGRINICO CON L'ATTIVITÀ DEGLI 

ONCOGENI 

 

Sebbene le integrine non hanno la capacità di trasformare cellule, e quindi non 

funzionano come oncogeni, diverse integrine possono  cooperare con oncogeni o recettori 

tirosin-chinasici durante la tumorigenesi. Nei modelli spontanei murini di tumorigenesi, l' 

integrina α6β4 si è dimostrata in grado di  cooperare con ERBB2 nell'aumentare le 

capacità invasive del tumore mammario42. Sembra che ci sia qualche specificità nella 

capacità delle integrine di effettuare crosstalk con particolari oncogeni, come ad esempio 

il segnale integrinico  attraverso FAK è richiesto per l'oncogenesi  Ras e PI3K mediata43,44, 

mentre per tumorigenesi indotta da ERBB2 è  richiesta l' integrina α6β4. In un altro 

esempio, studi in vitro ed in vivo hanno dimostrato che l'integrina alfavbeta3 sinergizza 

con l'oncogene SRC per aumentare il potenziale tumotigenico45. Questi studi 

suggeriscono che alcuni oncogeni dipendono dal signalling integrinico, una proprietà che 

potrebbe potenzialmente essere sfruttata terapeuticamente. 

 

1.10 CROSSTALK DEL SEGNALE INTEGRINICO CON CITOCHINE  AGENTI 

COME FATTORI DI CRESCITA 

 

Crescenti evidenze supportano un ruolo centrale per la segnalazione di cooperazione tra 

integrine, recettori dei fattori di crescita e recettori delle citochine in molti aspetti della 

progressione tumorale Il crosstalk integrinico non solo regola l'adesione cellulare, la 

migrazione, l'invasione e sopravvivenza, ma anche influisce su molti aspetti della risposta 

dell'ospite al cancro. Tuttavia, non tutti i crosstalk sono  pro-cancerogeni, dal momento 

che alcune integrine possono inibire la tumorigenesi  indotta da alcuni oncogeni46. In 

alcuni casi il segnale di cooperazione, eventualmente mediato dalla formazione di un 

complesso  recettore del fattore di crescita-integrina47-50 , potenzia l'attivazione di chinasi a 

valle come MAPK51 o AKT52 e incrementa quindi la migrazione e la sopravvivenza 

cellulare. In altri esempi, integrine e fattori di crescita o recettori delle citochine regolamo  

reciprocamente l'espressione di superficie gli uni degli altri53-62, o il legame con il loro 

ligando specifico63,64 . Oltre a questi meccanismi generali, studi recenti hanno chiarito altri 

modelli di crosstalk  che potrebbero avere importanti implicazioni per il processo di 

metastatizzazione e l'acquisizione di resistenza ai farmaci. 
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1.11 EGF E I SUOI RECETTORI 

 

I membri della famiglia del fattore di crescita epidermico (EGF) recettore, tra cui  EGFR e 

ERBB2, contribuiscono alla formazione di diversi tipi di tumore, compresi quello al seno e 

al pancreas. Nelle cellule tumorali, la cooperazione tra integrine e membri della famiglia 

dei recettori EGF influenza molti aspetti della progressione del tumore, tra cui l'iniziazione, 

la proliferazione, la migrazione e l'invasione. L'integrina α6β4 risulta essere 

particolarmente importante per la formazione tumorale specialmente nel sottogruppo di 

pazienti con neoplasia mammaria che esprimono alti livelli di ERBB2 dal momento che 

quest'ultimo coopera con  integrina α6β4 nella sua attività pro-oncogenica42. Questo 

effetto cooperativo sembra essere dovuto alla formazione di un complesso integrina 

α6β4-ERBB2  che aumenta l'attivazione  di STAT3   portando alla perdita della polarità 

cellulare e iperproliferazione. Inoltre, questi studi hanno trovato che il silenziamento del 

gene  β4 è in grado di aumentare  l'efficacia di terapie mirate ERBB2-specifiche, mettendo 

in evidenza l'importanza potenziale della terapia di combinazione con antagonisti  

integrinici e membri della famiglia del recettore EGF. Nel cancro del pancreas, la via EGF 

è spesso iperattiva. EGF stimola la migrazione delle cellule del tumore pancreatico sulla 

vitronectina in vitro e le metastasi in vivo65-67, e questi effetti richiedono integrina αvβ5.  

Inoltre, αvβ5 richiede l'attivazione EGF-dipendente di Src per la sua capacità di mediare la 

migrazione cellulare.  Pertanto, il segnale EGF  nelle cellule tumorali può aumentare la 

capacità di particolari integrine di mediare la migrazione e la sopravvivenza delle cellule, 

con conseguente aumento del potenziale metastatico. Inoltre, l'attivazione integrinica  può 

indurre fosforilazione di EGFR indipendentemente da legame con EGF, con conseguente 

aumento dell' attivazione  di MAPK e della proliferazione e sopravvivenza delle cellule 

tumorali71 attraverso un pathway SRC-p130Cas mediato72. La capacità delle integrine di 

aumentare il segnale  di EGFR può essere particolarmente importante in seno a quei 

tumori che esprimono alti livelli di ERBB2. Un recente studio ha trovato che il segnale 

integrinico   aumenta il clustering  EGF e ERBB2  in cellule di cancro al seno, con 

conseguente resistenza all’ inibitore ERBB2 trastuzumab63. L'inibizione integrinica  ha 

dimostrato di revertire la resistenza a  trastuzumab, suggerendo che questo approccio 

combinato può rivelarsi terapeuticamente efficace nelle neoplasie esprimenti ERBB2. 

 

1.12 HGF E RECETTORI 

 

Il fattore di crescita degli epatociti (HGF) ed il suo recettore MET sono  implicati  nei 

processi di iniziazione e di metastasi di vari tipi di cancro. L'integrina β4 sinergizza con il 

MET per aumentare la trasformazione dei fibroblasti e aumentare il loro potenziale 
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tumorigenico75. Nelle cellule di cancro al seno, HGF  aumenta la crescita ancoraggio-

indipendente inducendo la fosforilazione di integrina β4, con conseguente reclutamento di 

proteine come Shp2 (nota anche come PTPN11) e la successiva attivazione di Src e ERK 

101. Formazione di complessi tra MET e integrina α6β4 incrementa il  segnale HGF-

indotto, aumentando le capacità invasive tumorali50. Inoltre, MET collabora con altre 

integrine, come l' integrina αvβ5 controllando l'espressione dei geni HGF indotti necessari 

per la migrazione cellulare76. Il crosstalk Integrina-MET  è anche indirettamente regolato 

da altre molecole. Ad esempio, la tetraspanina  CD82 sopprime l'attivazione  integrina-

mediata  di MET con conseguente riduzione dell'invasività delle cellule tumorali77.  

 

1.13 TGFΒ E RECETTORI 

 

Anche se generalmente noto per i suoi effetti antiproliferativi, il fattore di crescita 

trasformante-β (TGFβ) è un induttore ben noto di trasformazione epitelio-mesenchimale 

(EMT) nelle cellule tumorali. Le integrine sono strumentali all'attivazione del  segnale  

TGFβ. Il TGFβ1  è stato identificato come un ligando per l'integrina αvβ6, e l'espressione 

di integrine αvβ6 regola l'attivazione TGFβ178. È ormai noto che diverse integrine αv 

possono legare il motivo RGD  di TGFβ179. In tumori come il carcinoma basocellulare, 

l'aumento di espressione di  integrina αvβ6  correla con malattia aggressiva, forse a causa 

di una maggiore attivazione TGFβ180. Il signalling integrinico  può modulare anche 

direttamente le risposte TGFβ. L' Integrina alfavbeta3 e Src cooperano  con TGFβ per 

indurre EMT in cellule83 epiteliali mammarie, e questo richiede la fosforilazione Src-

dipendente del recettore di tipo 2 TGFβ (TGFBR2)84. Inoltre, la stimolazione TGFβ induce 

la fosforilazione del dominio citoplasmatico dell'integrina β1 con conseguente aumento 

delle capacità invasive delle cellule tumorali85. Dal momento che  TGFβ è 

prevalentemente secreto dalle cellule stromali del tumore, il crosstalk tra integrine e TGFβ 

può avere un ruolo importante nel contributo dello stroma del tumore alla progressione del 

cancro. 

 

1.14 VEGF, FGF E LORO RECETTORI 

 

Il crosstalk fra fattori di crescita e integrine si verifica non solo sulle cellule tumorali, ma ha 

anche un ruolo in vari tipi di cellule ospiti, comprese le cellule endoteliali, in cui 

contribuisce all'angiogenesi tumorale. Durante l'angiogenesi, sia integrine che fattori di 

crescita sono vitali per la migrazione, la proliferazione e sopravvivenza  delle cellule 

endoteliali. Pertanto, un notevole sforzo è stato fatto per identificare specifiche interazioni 

funzionali tra i singoli integrine e recettori per fattori di crescita. Infatti,  è stato descritto 
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che diverse coppie integrina-fattore di crescita contribuiscono all'angiogenesi attraverso 

diverse vie di segnalazione. FGFR coopera con integrina alfavbeta3 per aumentare la 

fosforilazione di Raf  a livello di ser338 e ser339 attraverso PAK con conseguente 

formazione del complesso Raf-ASK1 (noto anche come MAP3K5) nei mitocondri, 

inibendo così la via intrinseca di apoptosi 13. Per contro, VEGFR2 coopera con  integrina 

αvβ5, portando alla fosforilazione Src-dipendente di Raf  a livello di Tyr340 e Tyr341 

coducendo infine  ad una resistenza  apoptosi  che è indotta da mediatori infiammatori 

come il fattore di necrosi tumorale (TNF). Questo sottolinea l'importanza di Raf durante 

l'angiogenesi tumorale e documenta come distinte coppie di fattori di crescita-integrina 

possono influenzare in modo differenziale le vie di sopravvivenza delle cellule endoteliali. 

Ulteriori esempi di cross talk tra VEGFR2 e integrine αv sono stati descritti in cellule 

endoteliali vascolari. Ad esempio, l'attivazione di VEGFR2 promuove  il crosstalk con 

integrina αvβ3 ,e la fosforilazione Src-dipendente del dominio cito-plasmatico di integrina 

β386. Questo può essere correlato ad un aumento dei livelli di VEGFR2 in topi β3-/- che 

porta a un aumento compensatorio della angiogenesi. Un altro meccanismo attraverso il 

quale VEGF influenza il segnale di integrina alfavbeta3  è attraverso la regolazione dello 

stato di affinità o di attivazione dell' integrina88. L' attivazione dell' integrina alfavbeta3 può 

a sua volta aumentare la secrezione da parte delle cellule tumorali di VEGF, fornendo una 

retroazione con conseguente aumento della crescita tumorale. Specifiche coppie di 

integrina-fattore di crescita sono stati individuate nella angiogenesi FGF-mediata. 

Integrina β4 contribuisce all'angiogenesi  FGF-mediata, dal momento che  una delezione 

mirata della porzione di segnale  del dominio citoplasmatico dell'integrina β4 causa una 

riduzione della angiogenesi indotta da FGF e una riduzione del volume tumorale89. 

CXCR4. Anche se più caratterizzato per il suo ruolo nel reclutamento di cellule 

ematopoietiche verso siti di lesione o infezione, il recettore della chemochina CXCR4 è 

anche espresso su cellule tumorali. Il legame di CXCR4 al suo ligando (sdf1; anche noto 

come CXCL12) induce la migrazione delle cellule tumorali e contribuisce alla metastasi. 

La stimolazione attraverso sdf1  di CXCR4 sulle cellule tumorali aumenta l'espressione di 

integrine, quali α5β1 e alfavbeta3, aumentando l'adesione cellulare e l'invasione in 

vitro60,61 e metastasi in vivo  vivo90. Oltre ad aumentare l' espressione delle integrine, sdf1 

controlla l'adesione anche aumentando l'attivazione integrinica91.  

 

1.15 LE INTEGRINE COME BERSAGLI PER LA TERAPIA DEL CANCRO 

 

L'espressione delle integrine in diversi tipi di cellule che sono coinvolte nella progressione 

del tumore e la loro capacità di crosstalk con i recettori di fattore di crescita le ha rese 

attraenti bersagli terapeutici. Studi preclinici hanno dimostrato che gli antagonisti di 
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integrina inibiscono la crescita del tumore colpendo sia le cellule tumorali che le cellule 

associati al tumore, in particolare l'endotelio neoformato. Gli antagonisti integrinici 

attualmente valutati in studi clinici includono anticorpi monoclonali e peptidi mimetici RGD. 

Anni di studi preclinici e sperimentazioni cliniche iniziali sono  culminati con l'avvio di una 

sperimentazione clinica di Fase III nel glioblastoma con il peptide mimetico RGD 

Cilengitide.  

 

1.16 IL RUOLO DEL SEGNALE INTEGRINICO NELLA RESISTENZA A 

TRATTAMENTI ANTITUMORALI 

 

L’interazioni integrina-ligando della matrice extra cellulare (ECM) sembra essere un 

fenomeno generale coinvolto nella sopravvivenza cellulare e nei meccanismi di resistenza 

ad agenti chemoterapici e si verifica in diversi tipi di tumori solidi compresi seno, polmone, 

prostata, ovaio, pancreas e colon, nonché in neoplasie ematologiche. E’ stato dimostrato, 

infatti, in linee cellulari di carcinoma mammario MDA-MB-231, che l’attivazione della 

subunità integrinica  β1 inibisce l'apoptosi indotta da agenti chemioterapici ampiamente 

usati nella terapia del tumore della mammella come paclitaxel e vincristina119. E’ stato 

dimostrato, infatti che l' “attachment” di cellule MDA-MB-231 alla fibronectina e al 

collagene di tipo I rispettivamente mediante le integrine α5β1 e α2β1, è in grado di ridurre  

significativamente l'apoptosi indotta da questi farmaci antitumorali. L'effetto protettivo del 

segnale prodotto dall’integrina β1 in queste cellule tumorali è mediato attraverso 

l'attivazione della pathway PI3-kinase/AKT, che limita la down-regulation dei livelli di 

proteine Bcl-2 inibendo così il rilascio del citocromo c dai mitocondri. Questi risultati 

indicano che l'integrina β1 inibisce l'apoptosi indotta da farmaci agendo a livello dei 

mitocondri. Inoltre, laminina e fibronectina hanno  dimostrato di proteggere le cellule  

MDA-MB-231 e cellule A549 di neoplasia  polmonare dall'apoptosi indotta anche da 

radiazioni121. Più recentemente è stato dimostrato che la resistenza delle cellule di 

carcinoma mammario ErbB2-positive ad agenti anti-Erb2 può essere superata 

interrompendo l' adesione cellulare122. Infatti  l'adesione delle cellule di cancro al seno 

umane Erb2-positive a laminina-5 è in grado di fornire una significativa resistenza al 

trastuzumab e lapatinib, rispettivamente un anticorpo e una piccola molecola, che hanno 

come  bersaglio ErbB2.  Tale effetto risulta  mediato dalle integrine α3β1 e α6β4  

attivando vie di segnalazione a valle come AKT, ERK1/2 e FAK. Un altro studio ha 

riportato che l'espressione delle integrine β1 è inversamente correlata alla sensibilità di 

neoplasie mammarie  HER-2-positive al trattamento con trastuzumab, suggerendo che 

l'integrina β1 è un potenziale  biomarcatore predittivo  di risposta a trastuzumab in tumori 

HER-2-positivi in fase  metastatica124. ErbB-2 è in grado inoltre di mediare l’upregulation 
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trascrizionale del recettore α5β1 per  fibronectina, e l'adesione alla fibronectina promuove 

la sopravvivenza delle cellule in diverse condizioni tra cui l'ipossia, mancanza di siero, e la 

chemioterapia125. Inoltre, analizzando linee cellulari di cancro al seno umano e una serie 

di biopsie di cancro al seno da pazienti sottoposti a terapia con tamoxifene, è stato 

dimostrato  che l'integrina α6β4 contribuisce alla resistenza a tamoxifene tramite 

l’induzione dell’espressione di ErbB-3, che porta ad un aumento di attivazione AKT126. 

Questo sembra verificarsi soprattutto nei carcinomi mammari estrogeno negativi. In questi 

tumori, ErbB-3 inibisce la fosforilazione di AKT e induce l'apoptosi, favorendo così la 

risposta al tamoxifene. L'analisi delle biopsie di tumori umani  ha rivelato una correlazione 

significativa tra l’asse  α6β4 integrin/ErbB-3/p-AKT  in tumori al seno ERbeta1-negativi e 

una corta sopravvivenza libera da malattia. Insieme, questi studi indicano che la  funzione 

oncogenica della famiglia dei geni ErbB è strettamente regolata dal signalling integrinico. 

Fibronectina, collagene, e laminine sono importanti proteine della matrice del tumore 

microambiente tumorale al seno. L'integrina α2β1 sembra essere importante per 

l’adesione   al collagene di tipo I nelle metastasi delle cellule tumorali mammarie 

all'osso127,128 . Uno studio recente ha  tuttavia suggerito che l'integrina α2β1 possa 

sopprimere  la disseminzaione metastatica linfonodale di cellule di neoplasie mammarie129. 

L’analisi di espressione genica di cellule di tumore mammario MCF-7 multidrug-resistant 

ha rivelato che 25 geni che codificano varie proteine dell’ECM ( fra cui collagene, 

fibronectina, laminina) e subunità integriniche risultano  iperespresse130. Uno studio clinico 

ha anche mostrato che un’ aumentata espressione dell'integrina β1 è associata a ridotta 

sopravvivenza nel carcinoma invasivo della mammella131. Gli studi descritti sopra indicano 

che il segnale  integrina-ECM rappresenta uno step critico nella resistenza alla 

chemioterapia del cancro al seno. Il ruolo dell’ integrina β1 è probabile che sia dipendente 

dallo stato di differenziazione del tumore della mammella e dalla natura del farmaco 

utilizzato. Inoltre, l'effetto protettivo delle integrine β1 è mediato dall'attivazione del 

pathway PI3-kinase/AKT, che  a sua volta inibisce l’arresto del ciclo cellulare e 

l’attivazione della caspasi-3 indotti dai farmaci antitumorali133. Infatti  l'attivazione mediata 

dalle integrine del pathway PI3-kinase/AKT riduce i livelli degli inibitori del ciclo cellulare  

p21 e p27 e previene la  down-modulazione delle cicline E, A, e B. Di conseguenza, gli 

agenti chemioterapici sono incapaci di indurre l’arresto G2/M del ciclo cellulare, che è un 

passo necessario per l’apoptosi indotta da farmaci. 

Analisi immunoistochimiche  di  biopsie di neoplasie polmonari a piccole cellule  hanno 

rivelato che questi tumori producono grandi quantità di collagene IV, che potrebbe legarsi 

alle integrine  α2β1 e α3β1, e fibronectina, che è un ligando per l'integrina α5β1134,135. Uno 

studio clinico condotto utilizzando  biopsie transbronchiali ha evidenziato che una 

maggiore espressione di integrina β1 correla con chemioresistenza ed è un fattore 

Tesi di dottorato in Patologia Osteo-Oncologica, di Francesco Pantano, 
discussa presso l’Università Campus Bio-Medico di Roma in data 08/07/2013. 
La disseminazione e la riproduzione di questo documento sono consentite per scopi di didattica e ricerca, 
a condizione che ne venga citata la fonte

 



 

 

16 

prognostico negativo nel carcinoma polmonare a piccole cellule136. Inoltre, elevati livelli di 

espressione β1 e p53 si sono dimostrati essere un fattore prognostico negativo rispetto 

nel carcinoma polmonare137. L'iperespressione di integrina β1 i è stata anche associata 

alla resistenza del carcinoma polmonare non a piccole cellule a trattamento con  

gefitinib138. Insieme, questi studi sottolineano il ruolo critico delle β1 integrine nella 

malignità e chemioresistenza nel cancro del polmone.  

Anche altri tumori solidi utilizzano l’adesione all’ECM per sfuggire all’apoptosi e la 

chemioterapia. E’ stato infatti dimostrato che la fibronectina inibisce l'apoptosi ceramide e 

docetaxel indotta in linee cellulari di  cancro alla prostata DU145 tramite le  β1 integrine e 

il fattore di crescita insulino simile139. Inoltre PTHRP è stato dimostrato essere in grado di 

proteggere  le cellule tumorali prostatiche  C4-2 e PC-3 dall’apoptosi indotta da 

doxorubicina attraverso l’attivazione dell’asse  PI3-kinase/AKT mediata dall'integrina 

α6β4140. Infatti l’attivazione dll’asse α6β4 integrina/PI 3-kinase/AKT è in grado di indurre  

un aumento del rapporto dei membri antiapoptotici/ proapoptotici della famiglia Bcl-2 oltre 

che l'attivazione del fattore di trascrizione NFκB, che è noto per upregolare l'espressione 

di diverse proteine antiapoptotiche.  

E’ stato dimostrato inoltre che l’interazione  delle cellule tumorali pancreatiche con 

componenti dell’ECM tra cui fibronectina, collagene di tipo I, e il collagene di tipo IV è in 

grado di diminuire la  sensibilità ai farmaci citotossici e promuovere la proliferazione141. 

Inoltre la  chemioresistenza intrinseca alla  gemcitabina in questi tumori correla con 

l’attivazione di FAK indotta da laminina142. L’attivazione di FAK si è  dimostrata  essere 

necessaria per l'attivazione di AKT, che a sua volta è in grado di mediare  un aumento 

nell'espressione della proteina anti-apoptotica survivin, e l'inattivazione del fattore pro-

apoptotico Bad tramite fosforilazione. Un recente studio ha dimostrato che le cellule 

stellate pancreatiche possono proteggere dall’apoptosi indotta da radioterapia le cellule di 

cancro al pancreas attraverso l’attivazione di FAK mediata dall'  integrina β1143 . Inoltre, il 

legame del collagene I all’integrina α2β1 ha dimostrato di promuovere il fenotipo maligno 

di adenocarcinomi del dotto pancreatico e di limitare  l'apoptosi indotta da 5'-fluourouracil 

attraverso l’upregolazione  della proteina antiapoptotica Mcl-1, membro della famiglia  Bcl-

2 144. Il recettore α5β1 fibronectina trasduce anche l'effetto antiapoptotico della molecola 

di adesione L1CAM (CD171) [64], e L1CAM/CD171 è associata a prognosi infausta in 

diversi tumori come colon e ovaie147. Il trattamento delle cellule tumorali pancreatiche con 

farmaci chemioterapici induce l'espressione di L1CAM, che si lega a integrina α5β1 

favorendo così la resistenza alla chemioterapia. L'effetto prosurvival del legame L1CAM 

all’ integrina α5β1 sembra essere associata all'attivazione di NFκB e produzione di IL-

1β148 .  
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1.17 INTEGRINA α5β1 

 

Le integrine non hanno attività enzimatica pertanto la trasduzione del segnale è eseguita 

da proteine reclutate per la coda citoplasmatica come FAK, src, e Talin. La durata e 

l'intensità del segnale è regolata in parte da specifiche proteine regolatricii negative come 

ICAP1 o sharpin149. Integrina α5β1 ha come regolatrici due specifiche proteine 

intracellulari chiamate  nischarin150 e GIPC1151. Dopo l'attivazione, integrina α5β1 può 

essere sia ubiquitinata e degradata nei lisosomi o essere riciclata rapidamente sulla 

membrana plasmatica tramite la pathway endosomiale precoce152. L’ubiquitinazione e la 

degradazione in lisosomi di integrina α5β1 è importante per una corretta migrazione dei 

fibroblasti su fibronectina153. Le integrine α5β1 possono essere internalizzate attraverso 

pathway clathrina dipendenti o indipendenti152. L’interiorizzazione caveolare di integrina 

α5β1 e fibronectina promuove il turn-over della matrice extracellulare154. 

Interessantemente sembra che caveolin-1 sia in grado di internalizzare l’integrina α5β1 

senza fibronectina, regolando così la quantità di recettore fibronectina disponibile sulla 

superficie cellulare. Questo tipo di regolazione è stata dimostrata anche in cellule 

endoteliali con l’internalizzazione  dell’integrina α5β1 attiva o inattiva attraverso due vie 

differenti151. Il rapido riciclaggio dell’ integrina β1 sulla membrana plasmatica tramite la via 

endosomiale precoce è regolata dal legame dalla proteina  “Rab5 related GTPase Rab21” 

con una regione vicina al motivo GFFKR della coda plasmatica155. Un’altra piccola 

proteina ad attività GTPasica come Rab25 modula l’integrina α5β1 nella sua capacità di 

promuovere l'invasività delle cellule tumorali156-158. Dati recenti indicano anche un ruolo di 

integrina α5β1 come meccanosensore159,160. In risposta a forze meccaniche, integrina 

α5β1 si alterna tra stati di rilassamento e tensione  che permettono di modulare l’attività di 

adesione e di transduzione del segnale161,162. La stimolazione meccanica di integrina α5β1 

incrementa l’invasione delle cellule tumorali163,164.  

L'angiogenesi è un processo fisiologico e patologico chiave regolato in parte dalle 

integrine. Le integrine infatti sono espresse dalle cellule endoteliali, cellule muscolari lisce 

e componenti cellulari del sangue come piastrine, monociti, linfociti. Tra la grande famiglia 

delle integrine, le subunità integriniche α4, α5, αv o β1 hanno dimostrato  essere richieste 

per una corretta vascolo-angiogenesi165-167. Tuttavia, ciascuna di queste integrine hanno 

funzione specifica: topi α4 knock out mostrano una ritenzione anormale di cellule staminali 

ematopoietiche nel midollo osseo e difetti cardiaci, topi knock out αv mostrano 

prevalentemente emorragie cerebrali e intestinali con conseguente morte precoce, e il 

knock out β1 selettivo  in cellule endoteliali comporta il fenotipo più grave con 

rimodellamento vascolare e difetti causati da un alterata adesione e migrazione e relativa  

ridotta sopravvivenza delle cellule endoteliali. La delezione omozigote di α5 è associata a 
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morte embrionale precoce a causa di difetti di sviluppo tronco posteriore (difetti del tubo 

neurale e somiti) e dell'angiogenesi168,169. Anormalità angiogenesi si osservano anche in 

topi  carenti di fibronectina, il principale ligando per l'integrina α5β1170. Per comprendere 

meglio il meccanismo regolato dalla subunità integrinica  α5 subunità nell’ambito 

dell’angiogenesi, sono stati progettati modelli knock out condizionali dove topi α5flox/flox 

sono stati incrociati con topi Tie2-Cre. I topi risultanti non esprimono la subunità a5 sulle 

cellule endoteliali ed ematopoietiche. Sorprendentemente gli embrioni si sviluppano 

normalmente e non sono portatori di difetti angiogenesi171. L’analisi di adesione delle 

cellule endoteliali α5 nulle mostra che αv è presente ed è in grado di compensare la 

mancanza di α5. Il doppio knock out di α5 e αv in cellule endoteliali provoca un anormale 

rimodellamento vascolare  e difetti cardiaci nella maggior parte degli embrioni. Questi 

risultati sottolineano l'importanza di specifiche integrine nello sviluppo dell’angiogenesi, 

ma anche che esistono meccanismi di compensazione. Questi meccanismi non sono solo 

osservati durante lo sviluppo, ma anche per esempio nelle cellule endoteliali cerebrali 

ipossiche adulte172. I meccanismi di compensazione possono svolgere un ruolo 

fondamentale e devono essere presi in considerazione quando si analizzano i risultati di 

terapie target anti-integrina. Oltre al suo ruolo diretto nell'angiogenesi, l'integrina α5β1 

regola anche i segnali angiogenici in modo indiretto attraverso il legame con altri partners, 

come endostatina173, VEGFR-1174, Angiopoietina-2 e Tie-2175. Interessantemente,  i vasi 

maturi presentano livello molto basso di α5 (con l'eccezione dei sinusoidi epatici e le 

venule nei linfonodi)  mentre la neovascolarizzazione tumorale o neovasi nella cornea 

esprimono elevati livelli di α5176-179. L’espressione di  α5 nelle cellule endoteliali è regolata 

da diversi fattori angiogenici quali FGF, TNFa oIL8, ma non VEGF176. A sua volta, 

l'attivazione di α5β1 sulle cellule endoteliali tramite il legame con la  fibronectina risulta 

nella trascrizione di un gene repertorio connessi con l’ angiogenesi (HB-EGF, IL8, 

CXCL1), adesione (VCAM, E-selectina), trasduzione del segnale (RICK, NFκb) e 

coagulazione (TF)181. Una volta espresso, α5 promuove segnali di sopravvivenza e blocco 

di segnali apoptotici nelle cellule endoteliali  in vitro e in vivo182. Pertanto, il blocco 

dell’attività di α5 con peptidi o con  anticorpi risulta  in effetti anti-angiogenici e con 

conseguente riduzione della crescita183-184. 

 

1.18 TUMORI DEL COLON 

 

La controversia nel ritenere  l'integrina α5β1 come soppressore tumorale, piuttosto che 

come una integrina protumorale nasce principalmente da dati ottenuti in una linea 

cellulare di tumore del colon, l’HT29. Gli studi hanno mostrato che l'espressione de novo 

di α5  in cellule HT29 provoca l'arresto della crescita cellulare in vitro e una diminuita 
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tumorigenicità in vivo. L’arresto della crescita cellulare veniva invertita mediante il legame 

dell’ integrina α5β1 alla fibronectina185. Interessantemente, le cellule HT29 α5β1-

esprimenti hanno mostrato di resistere all’apoptosi indotta dalla deprivazione di siero186. 

La funzione soppressiva tumorale di integrina α5β1 nelle cellule HT29 è stata confermata 

in un altro studio187  ed è stata riportata anche una forte azione inibitoria di questa 

integrina sulla colonizzazione polmone e metastasi188. Questi risultati sono stati smentiti 

quando sottogruppi di linee cellulari di cancro del colon sono stati esaminati in base al loro 

stato di differenziazione189. È stato dimostrato che il livello di integrina α5β1 livello 

risultava essere aumentato nel gruppo scarsamente differenziato190. In conformità con 

questi risultati, tre linee di cellule di cancro del colon, KM20, KM12C e KML4A, quando 

trattate con un anticorpo inibitore anti-α5 di integrina, mostravano un aumento del loro 

tasso di apoptosi191. È interessante notare che l'iperespressione di integrina α5β1 è stata 

correlata con  la down-regolazione di  ADAM-15 e con una  cattiva prognosi192. In linea 

con questo, è stato dimostrato che l’ipossia è in grado di aumentare l’espressione di α5 e 

questo aumento è più evidente nel pazienti Duke D stadio C suggerendo che la 

trascrizione aumenta con la progressione del cancro del colon193. L’espressione di α5 

integrina in cellule di cancro del colon è sotto il controllo di PTHrP194 e ZEB2195 . E’ stata 

anche riportata in linee cellulari di neoplasia del colon l’attivazione di integrina α5β1 e 

corrispondenti vie di segnalazione da parte di P-selectina e CEA196,197. La soppressione 

dell’attività di  integrina α5β1 tramite peptidi inibitori ha dimostrato  potenziare l'effetto dell’ 

oxaliplatino impedendo così la crescita di metastasi di tumore del colon198. 

 

1.19 TUMORI OVARICI 

 

La diffusione peritoneale è un passo importante nella progressione dei tumori ovarici. E 

'stato dimostrato  che la fibronectina secreta dal tessuto peritoneale attiva l’integrina α5β1 

sulle cellule tumorali ovariche stimolando la loro invasività attraverso un aumento di MMP-

9 attività199. Inoltre l’integrina α5β1 regola la formazione di sferoidi multicellulari di 

carcinoma ovarico, un modello in vitro di micrometastasi200, e media l'adesione di tali 

sferoidi al monostrato di cellule mesoteliali di ascite derivati da pazienti201. È stato 

dimostrato che linee di carcinoma ovarico umane esprimono l'integrina α5β1 ed il loro 

legame con le cellule mesoteliali murine risultava essere compromesso specificamente 

dal trattamento con  anticorpi anti-integrina α5β1202,203. L'ipotesi di integrina α5β1 come 

marcatore prognostico nei tumori ovarici è confermata da altri dati tra i quali quelli 

provenienti dall’analisi di grandi coorti di pazienti205,206. In uno di questi studi, l'espressione 

delle integrine α5β1 era inversamente correlata con l'espressione E-caderina e ha 

dimostrato di essere implicata nell’ adesione delle cellule tumorali alla cavità peritoneale e 
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delle conseguenti metastasi. L’inibizione dell’ integrina α5β1 mediante anticorpi specifici 

ha portato alla soppressione della diffusione intra-peritoneale ed a una aumentata 

sopravvivenza in due modelli di xenotrapianto di carcinoma ovarico. Infatti l’interazione  

fibronectin/integrina α5β1 sulle cellule tumorali ovariche attiva l’oncogene cMet e fornisce 

importanti vie di segnalazione mitogeniche cellule207. Anche adrenomedullina è in grado di 

upregolare integrina α5β1 nei tumori dell'ovaio ed è stato dimostrato che i pazienti con 

alta espressione adrenomedullina mostrano una maggiore incidenza di metastasi, 

suggerendo ulteriormente indirettamente un ruolo dell’ integrina α5β1 nel regolare l’ 

aggressività dei tumori ovarici208. 

 

1.20 TUMORI AL SENO 

 

Analogamente a ciò che è stato mostrato in cellule tumorali del colon, i primi dati relativi 

α5β1 integrina nelle cellule di tumore del seno sono stati a favore del suo effetto di 

soppressione tumorale. È stato riportato che il trattamento della linea altamente invasiva 

carcinoma mammario MDA-MB-435 (che in seguito è stata classificata come una linea 

cellulare di melanoma) con Maspin riduceva  il loro fenotipo invasivo attraverso una 

aumentata espressione di integrina α5β1209. Dati successivi però hanno contestato questa 

opinione, ed hanno dimostrato un ruolo proinvasivo di di integrina α5β1 nelle cellule di 

cancro al seno 210-212. L'oncogene ERBB2, che risulta essere fortemente associato con la 

malattia metastatica e prognosi infausta, induce l’iperespressione di integrina α5β1 

nell’adenocarcinoma mammario promuovendo la sopravvivenza delle cellule tumorali in 

condizioni avverse e la loro capacità invasiva210,213. In un sottogruppo di tumori al seno, 

l'iperespressione del coattivatore-1 dei recettori steroidei (SRC-1) è stata associata con 

una “upregolazione” di integrina α5β1 e promozione dell’ adesione e migrazione 

cellulare214. E’ stata anche dimostrata una relazione inversa tra l'espressione dell’ 

integrina α5β1 ed espressione di  soppressori tumorali, come nischarin215 , soppressori di 

metastasi come Nm23216 o di  markers di aderenza come  ad esempio E-caderina217. 

Inoltre è stats dimostrata la perdita di E-caderina attraverso  la stimolazione delle cellule 

del cancro al seno con angiopoietina-2 attraverso un modalità α5β1 integrina-

dipendente218. I dati hanno anche dimostrato che l'integrina α5β1 controlla l'invasione 

delle cellule di cancro al seno attraverso la modulazione di MMP-1 e  MMP-2219. La 

subunità α5 risulta essere  debolmente espressa in tessuti normali e più fortemente 

espressa in campioni di neoplasia mammaria220 e che l'elevata espressione della subunitá 

integrinica α5 era associata con una diminuita sopravvivenza a lungo termine in una 

coorte di pazienti con cancro al seno221, ma non in due altre coorti222. E’ interessante 

inoltre notare che mentre l’integrina  α5 è stata proposta  essere coinvolta positivamente 
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nelle metastasi polmonari di tumori della mammella nell'uomo214, l'effetto opposto è stato 

descritto per le cellule tumorali mammarie  murine223. Infine, la radioterapia ha mostrato di 

aumentare i livelli di espressione l'integrina α5β1 nelle cellule di tumore del seno in cultura 

3D e che il  trattamento combinato con radiazioni ionizzanti e antagonisti della integrina 

α5β1 era in grado di incremetare significativamente i livelli di apoptosi221.  

 

1.21 TUMORI DEL POLMONE 

 

Il tabacco è il principale fattore di rischio per i tumori del polmone. Il principale alcaloide 

del tabacco, la nicotina, stimola la proliferazione delle cellule di neoplasia del polmone 

attraverso l’induzione della deposizione della fibronectina che a sua volta induce 

l’attivazione dell’ integrina α5β1. Nel carcinoma polmonare non microcitoma, 

l’iperspressione di integrina α5β1221-224  è risultata associata negativamente con la 

sopravvivenza. È interessante notare che l'espressione dell’ integrine α5β1 potrebbe 

distinguere tra adenocarcinoma e carcinoma a cellule squamose del polmone. Inoltre 

l’espressione delle integrine α5β1 è più frequente nei tumori con metastasi linfonodali 

rispetto a quelli senza metastasi. Il segnale fibronectina-integrina α5β1 è stata dimostrato 

essere implicato nella progressione del cancro al polmone225-228. Il pathway 

PI3K/AKT/mTOR è un mediatore fondamentale degli effetti fibronectina-integrina sulla 

proliferazione. Proteine della matrice extracellulare compreso fibronectina hanno 

dimostrato di proteggere le cellule del cancro del polmone da apoptosi attraverso 

l’attivazione dell’ integrina β1229-232 spiegarando così in parte  la resistenza ai farmaci delle 

cellule tumorali del polmone. 

 

1.22 GLIOMA 

 

L'integrina α5β1 è espressa a livello significativamente superiore nel glioblastoma (il 

glioma più aggressivo) che nel tessuto normale cerebrale adiacente suggerendo che essa 

potrebbe svolgere un ruolo nello sviluppo o nella progressione del glioma233. E’ stato 

recentemente dimostrato236-238  in grandi coorti di pazienti che una alta espressione di 

integrina α5β1 è associata a una prognosi peggiore nei pazienti affetti da glioma. Inoltre è 

stato  dimostrato che l'espressione dell'integrina α5β1 è sotto il controllo negativo di 

caveolin-1 e positivo di TGFβR in un sottogruppo di gliomi239 . Con l'uso di specifici 

antagonisti non peptidici di integrina α5β1, il suo ruolo nella proliferazione, migrazione, 

invasione e resistenza alla chemioterapia è stato messo in luce in diverse linee cellulari di 

glioma240-241. L’interazione di MMP-2 con integrina α5β1 è stata dimostrata regolare la 

segnalazione IL-6/STAT3 nel glioma242. L'espressione della proteina di riparazione del 
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DNA, O6-Methylguanine-DNA metiltransferasi (MGMT), è inversamente correlata alla 

capacità invasione di glioma e all’ espressione dell'integrina α5β1243. 

 

1.23 MELANOMA 

 

Il melanoma maligno ha un alto potenziale metastatico. Il ruolo dell’integrina α5β1 nel 

promuovere le metastasi da melanoma attraverso un aumento dell’adesione delle cellule 

alla fibronectina e della protezione contro l'apoptosi è stata ampiamente descritta244.  

Recentemente è stato dimostrato che l’espressione della subunità  integrinica  α5 è sotto 

il controllo della survivina245 o controllata dalla interazione tra caveolina 1 e Rho-GTPasi 
246. Curiosamente, il melanoma uveale sembra essere uno dei casi in cui l'espressione 

delle integrine α5β1 influisce negativamente sulla cancerogenicità. L’elevata aggressività 

delle cellule di melanoma uveale dipende dalla perdita di integrina α5β1 alla superficie 

cellulare 247-249. Tuttavia, il ripristino dell’espressione di  α5β1 aumenta la resistenza 

cellulare allo stress in vitro e la crescita in vivo248, il che appare un po 'paradossale. E 

'stato proposto che l'effetto di integrina α5β1 sulla tumorigenicità cellula dipende 

l'espressione endogena della fibronectina dalle cellule tumorali. 

 

1.24 INTEGRINA α5β1 ANTAGONISTI 

 

ANTICORPI 

La ricerca di antagonisti  specifici dell’integrina α5β1 è aumentata in questi ultimi anni. 

Dato che l’integrina α5β1 è stata ampiamente descritta come un'inequivocabile integrina 

pro-angiogenica, questi antagonisti sono generalmente presentati come potenziali agenti 

anti-angiogenici. Tre principali classi di antagonisti sono al momento stati studiati, gli 

anticorpi specifici, piccoli peptidi o piccole molecole RGD-simili non peptidici. 

Un anticorpo murino bloccante anti-α5β1, denominto IIA1, è stato utilizzato in studi pre-

clinici221. Esso si è dimostrato in  grado di inibire in vitro l'invasione delle cellule tumorali 

ovariche in Matrigel e la loro adesione a cellule mesoteliali. Inoltre in modelli murini in vivo 

ha dimostrato poter ridurre  il numero e le dimensioni delle metastasi intra-addominali e 

ha aumentato la sopravvivenza degli animali trattatti205. Questo anticorpo inibitorio inoltre  

è  in grado di indurre  apoptosi in cellule di cancro al seno in condizioni di coltura 3D221. 

Successivamente è stata generata una versione chimerica umanizzata di IIA1 chiamata 

M200 e registrata con il nome volociximab (sviluppata per prima da Pdl Biopharma, 

Fremont, CA, USA), con affinità per l'integrina α5β1 e attività simili a IIA1 nel bloccare 

l’adesione alla fibronectina250. Volociximab è un potente inibitore in vitro dell’angiogenesi 

in grado di indurre apoptosi delle cellule endoteliali in fase proliferativa. Ha dimostrato 
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essere in grado di ridurre la  densità dei vasi e la crescita tumorale in neoplasie  

xenotrapiantate nei conigli251,252. Volociximab ha dimostrato di essere sicuro e tollerabile in 

studi di fase I254,255 in pazienti affetti da tumori solidi in fase avanzata. Gli effetti avversi 

riportati includono, sintomi gastrointestinali, mal di testa, edema e ipertensione. Anche se 

l'integrina α5β1 è espressa su monociti normali, non sono state osservate complicazioni 

infettive clinicamente evidenti. Uno studio clinico di fase II ha dimostrato che nei pazienti 

con carcinoma ovarico platino-resistente ovarico in fase avanzata o carcinoma peritoneale 

primario, in monoterapia settimanale con volociximab è stato ben tollerato, ma senza 

efficacia su queste particolare popolazione di pazienti256. Nei pazienti con carcinoma a 

cellule chiare refrettario ai trattamenti convenzionali  in fase avanzata, volociximab ha 

portato alla stabilizzazione della malattia nel 80% dei pazienti 257. Un anticorpo 

monoclonale a doppia azione, PF-04605412, è stato sviluppato da Pfizer. Questo 

anticorpo è stato progettato per indurre una forte tossicità cellulare anticorpo-dipendente 
258.  

Studi preclinici hanno dimostrato che PF-04605412 è in grado di inibire potentemente le 

vie di segnale intracellulare di α5β1, l’adesione cellulare, la migrazione e l'angiogenesi. In 

studi su animali, è stata riscontrata una robusta azione anti-tumorale che correlava con un 

importante infiltrazione tumorale di  macrofagi e le cellule natural killer 258.  

Uno studio clinico di fase I è in corso di tumori solidi refrattari alle terapie disponibili. 

 

1.25 MOLECOLE RGD-SIMILI 

 

Il motivo RGD della fibronectina è riconosciuto da almeno tre principali: integrine α5β1, 

alfavbeta3 e αIIbβ3. La sfida di questi ultimi dieci anni è stata quella  di disegnare 

antagonisti con maggiore selettività per ciascuna di queste integrine. Il primo antagonista 

peptidico non selettivo di integrina α5β1 è stato SJ749259. 

SJ749 ha dimostrato essere in grado di inibire in cellule HT29 α5 integrina-esprimenti 

l’adesione delle cellule alla fibronectina e non agli altri ligandi dell’ ECM. É anche bloccata 

la funzione di α5β1 in embrioni di pollo e in  modelli murini di angiogenesi agendo come 

un potente inibitore della crescita tumorale e dell'angiogenesi tumorale indotta. Inoltre 

SJ749 inibisce potentemente la proliferazione di linee cellulari di glioma ed è in grado di 

aumentare la sensibilità alla chemioterapia modulando la via p53239-240 . 

 

1.26 PEPTIDI NON RGD-SIMILI 

 

Sequenze al di fuori del sito di RGD sono deputate a consentire la piena adesione di 

integrina α5β1 alla fibronectina. Di particolare interesse è la sequenza Pro-His-Ser-Arg-
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Asn (PHSRN) nel tipo III, 9° ripetizione della fibronectina anche chiamata il "sito sinergia". 

Il peptide PHSRN è in grado di incrementare l’invasione delle cellule tumorali prostatiche 

inducendo MMP-1274-274 e la stimolazione dell'angiogenesi275 che invece  risultano essere 

inibita dal peptide inibitore competitivo PHSCN. Una forma acetilato-amidata di PHSCN 

peptide è risultata essere  ancora più potente del peptide  PHSCN274, ed è stato 

sviluppato da Attenuon LLC (San Diego, CA, USA) con il nome di ATN-161. 

Il trattamento con ATN-161 è in grado di ridurre in modelli preclinici murini  le recidive e 

metastasi di neoplasie prostatiche276, ridurre metastasi epatiche da tumori  del colon-retto, 

migliorare la sopravvivenza se somministrato in aggiunta a chemioterapia277 e bloccare la 

crescita del cancro al seno278. Il targeting dell’integrina α5β1 con ATN-161 in 

combinazione con la radioterapia  ha dimostrato indurre maggiore apoptosi in cellule di 

cancro al seno coltivate in coltura 3D.  

Uno studio di fase I di ATN-161 ha indicato che è ben tollerato in pazienti con tumori solidi, 

e che un terzo dei pazienti manifesta malattia stabile prolungata. Nessun effetto 

collaterale è emerso o si è aggravato con la somministrazione continua di ATN-161280. 

 

1.27 METASTASI OSSEE DA NEOPLASI MAMMARIA. EPIDEMIOLOGIA 

 

Nel mondo occidentale il tumore mammario è la neoplasia a maggiore incidenza nel 

sesso femminile e la seconda causa di morte per neoplasia. Un’incidenza di 232,620 

nuovi casi e una mortalità di 39,970 (in entrambi i sessi) sono stimate per il 2011 negli 

Stati Uniti d’America281. 

Al momento della diagnosi di neoplasia mammaria, circa il 5-6% di donne presenta lesioni 

a distanza282,283 e l'osso rappresenta la sede più comune di metastasi. Più della metà delle 

donne affette da carcinoma mammario ad esordio metastatico svilupperanno lesioni 

secondarie ossee284. 

La sopravvivenza è influenzata dalla presenza o meno di altre metastasi al di fuori dello 

scheletro. Le casistiche più numerose considerano una sopravvivenza mediana di 20-30 

mesi dalla comparsa di metastasi ossee, mentre la sopravvivenza mediana dei pazienti 

con metastasi viscerali è di circa 2-3 mesi285. Le lesioni osteoaddensanti sono associate a 

un’aumentata sopravvivenza a causa di una lenta crescita tumorale. L’80% delle 

metastasi ossee nel carcinoma della mammella sono osteolitiche, sebbene le due 

componenti, addensante e litica, spesso coesistano. Infatti, la comparsa di osteosclerosi 

nelle sedi di lesioni osteolitiche pre-esistenti può essere dovuta al trattamento 

antitumorale ed indica una regressione del tumore associata a rigenerazione dell’osso, 

con conseguente miglioramento della prognosi286. La presenza di aree osteolitiche è 

associata ad aumentato rischio di eventi scheletrici correlati (SREs), definiti come fratture 
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patologiche, compressione del midollo spinale, dolore osseo che richiede cure palliative 

radioterapiche e/o chirurgia ortopedica 287. Da trials clinici è emerso che l’incidenza di 

SRE ed il tempo mediano di comparsa del primo SRE tra i pazienti appartenti al gruppo 

placebo varia da 5 a 15 mesi, a seconda del tipo tumorale. Tumori della mammella con 

recettore per gli estrogeni (ER) positivo sviluppano più frequentemente metastasi ossee 

rispetto a quelli con recettori negativi e presentano una sopravvivenza generalmente più 

lunga. Altri fattori clinici associati a maggiore tendenza allo sviluppo di metastasi ossee 

nel carcinoma della mammella sono: basso grading istologico, aumentata angiogenesi ed 

aumentata attività dell’attivatore del plasminogeno. I dati pubblicati sui tassi di incidenza di 

metastasi ossee e SREs dopo la diagnosi primaria di neoplasia mammaria con metastasi 

ossee successive sono scarsi. 

Uno studio canadese ha valutato le caratteristiche della malattia metastatica in 180 

pazienti affette da neoplasie mammarie triplo-negative (mancanza di espressione di ER, 

del recettore per il progesterone (PgR) e Human Epidermal growth factor Receptor 2 

(HER2/neu)-negative) rispetto ad altri sottotipi di neoplasia mammaria (N = 1,428)288. Il 

rischio di sviluppare metastasi ossee entro 10 anni dopo la diagnosi era del 7-9% per tutti 

i sottogruppi. 

Hortobagyi e colleghi hanno analizzato l'efficacia dei bisfosfonati nel ridurre le 

complicanze scheletriche nei pazienti con metastasi ossee e neoplasia mammaria 

nell’ambito di studi clinici e hanno scoperto che il tempo mediano alla comparsa del primo 

SRE era di 13.9 mesi in donne trattate con bifosfonati e 7.0 mesi nel gruppo placebo (P = 

0.001)289,290. 

Un gruppo danese ha stimato l’incidenza di metastasi ossee e SREs in una coorte 

numerosa di patienti (population based-cohort) con nuova diagnosi di neoplasia 

mammaria in Danimarca dal 1990 al 2007291. Questa analisi ha registrato un’elevata 

incidenza di SREs particolarmente nel primo anno dopo la diagnosi di metastasi ossee. 

Tali evidenze sottolineano la necessità di diagnosticare precocemente la lesione primitiva 

ed utilizzare tutti i mezzi terapeutici efficaci disponibili che possano ritardare la comparsa 

dell’evento scheletrico. 

 

1.28 INTEGRINA α5β1 NEL PROCESSO DI METASTATIZZAZIONE OSSEA 

 

Dopo il distacco dal tumore primitivo, la cellula neoplastica accede, attraverso la 

neovascolarizzazione tumorale, tramite molecole di adesione come E-caderina o laminina, 

alla circolazione sistemica; si arresta a livello dei capillari ossei e fuoriesce dal letto 

capillare cominciando ad invadere la matrice tissutale292. Affinchè questa “cascata 

metastastica” si realizzi la cellula deve disporre di enzimi proteolitici che le permettano di 
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distaccarsi dalla massa tumorale primitiva, deve sopravvivere al sistema immunitario ed 

agli attriti meccanici nel circolo ematico e deve sviluppare un profilo recettoriale di 

membrana che le consenta di aderire al sito metastatico293,294. 

Per la formazione delle metastasi all’interno del tessuto osseo sono necessarie interazioni 

reciproche tra le cellule tumorali, le cellule ospiti ed il microambiente. Questo percorso 

della cellula tumorale, già noto nell’ambito dell’ipotesi del “seed and soil” (“seme e terreno 

fertile”) formulata da Stephen Paget alla fine del 1800295. 

Sono molti gli studi in letteratura che descrivono una vasta gamma di fattori “soil” prodotti 

dalle cellule residenti nell’osso o immagazzinati nella matrice ossea, che una volta 

rilasciati e attivati, possono influenzare la crescita della metastasi296, così come sono noti i 

fattori “seed” espressi dalle cellule tumorali mammarie che favoriscono le interazioni con il 

microambiente osseo e quindi con la matrice extracellulare (ECM) e le cellule residenti 

(osteoblasti, osteoclasti e cellule endoteliali del midollo osseo). 

L’integrina α5β1 è lo specifico recettore per la fibronectina (FN) che risulta essere 

iperespresso nelle cellule tumorali che vanno incontro a  transizione epitelio-

mesenchimale (EMT) principalmente stimolata dal TGF-β. La transizione epitelio-

mesenchimale (EMT) è definita dalla perdita delle caratteristiche epiteliali e l'acquisizione 

di un fenotipo mesenchimale. Nelle cellule di carcinoma, l’EMT è generalmente associata  

all’aquisizione di  maggiore aggressività con un aumento del potenziale invasivo e 

metastatico306.  

E’ stato dimostrato che l’espressione di α5β1 in cellule  leucemiche, di tumore della 

prostata e in cellule di neoplasia mammaria  facilita l'interazione con lo stroma a livello  

del midollo osseo303-305. Studi in vitro su diverse linee cellulari tumorali hanno mostrato 

che l'espressione di α5β1 può facilitare l'interazione delle cellule tumorali con lo stroma 

midollare  ricco di FN e permettere la sopravvivenza delle cellule tumorali nel midollo 

osseo307-309.  

È stato dimostrato che l'attivazione α5β1 è un regolatore chiave nel passaggio dalla 

dormienza cellulare alla crescita metastatica. E’ stato infatti dimostrato in vitro usando un 

sistema di coltura a 3 dimensioni (3D), che la supplementazione della membrana basale 

con fibronectina provaca l’attivazione delle vie di segnalzaione a valle  α5β1 come FAK e 

Src. 

Ciò provoca l'attivazione della chinasi ERK, un regolatore chiave nel ciclo cellulare e della 

riorganizzazione del citoscheletro. ERK, a sua volta, induce la fosforilazione della catena 

leggera della miosina (MLC) da  parte della MLC chinasi (MLCK), determinando  la 

riorganizzazione delle fibre di  f-actina, seguita dalla traslocazione della chinasi ciclina-

dipendente p27  nel citoplasma. La  seguente cascata conduce al passaggio dalla 

dormienza (quiescenza) alla proliferazione. L'inibizione della subunità beta1, o le sue 
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molecole di segnalazione a valle come Src, p-FAK, p-ERK, e MLCK, determina una 

ridotta  fosforilazione di MLC contribuendo a mantenere le cellule in uno stato inattivo310-

311. 

Inoltre, studi condotti  in cellule di neoplasia del testa-collo e della mammella hanno 

dimostrato l'importanza del cross-talk tra integrine α5β1, recettore urochinasi (uPAR) e 

recettore del fattore di crescita dell'epidermide (EGFR) nel regolare il processo di 

dormienza cellulare in vivo303,313.  

La downregolazione di uPAR  determina una riduzione  del crosstalk con integrina α5β1 e, 

a sua volta, riduce l’attivazione di  FAK , ERK e contemporaneamente aumenta l’attività 

della “stess activated protein kinase p38”. Il ridotto rapporto di ERK/p- p38SAPK conduce in 

ultimo all’induzione della dormienza cellulare312-313. . E’ possibile dunque che l'interazione 

tra α5β1 sulle cellule maligne e FN sulle cellule stromali midollari  potrebbe rappresentare 

un potenziale meccanismo attraverso cui le CTC (cellule tumorali circolanti) potrebbero 

essere  sequestrate all'interno della cavità del midollo osseo in grado successivamente 

anche di attivare vie di  segnalazione di sopravvivenza e proliferazione  contribuendo  alla 

formazione di metastasi scheletriche clinicamente evidenti308. . 

Fino ad ora il ruolo dell’ integrina α5β1 come bersaglio terapeutico è stato studiato 

concentrandosi solo sulle sue proprietà proangiogenetiche. 

Il presente lavoro è rivolto a valutare per la prima volta la potenziale attività di un 

approccio terapeutico mirante al blocco dell’attività dell’integrina α5β1 in un modello 

preclinico progettato per dimostrare il suo impatto nello sviluppo di metastasi ossee. 

Questo progetto di ricerca è finalizzato a fornire il razionale per permettere di testare 

agenti anti α5β1 in un setting completamente inesplorato e clinicamente rilevante, come 

l’osteoncologia. 
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2. OBIETTIVI DELLO STUDIO 

 

Il presente studio si prefigge l’obiettivo di valutare se α5 possa rappresentare un target 

terapeutico nelle metastasi ossee da neoplasia mammaria fornendo un background 

preclinico ed un razionale per testare in futuro agenti anti α5  in setting clinici di ambito 

osteoncologico 

Obiettivi primari 

Determinare se l’integrina α5 possa essere considerata un fattore prognostico 

indipendente in grado di predirre la propensione alla metastatizzazione ossea da parte 

della neoplasia mammaria. 

 

Elucidare il reale ruolo biologico di tale  molecola nell’ambito del processo di 

metastatizzazione ossea e l’impatto di un approccio terapeutico basato sull’uso di un 

anticorpo monoclonale (M200) bloccante la sua attività. 

 

Obiettivi secondari 

Indagare la correlazione tra l’espressione di α5 ed i fattori prognostici validati per la 

neoplasia mammaria  

Indagare il legame tra l’espressione di α5 e le caratteristiche di quiescienza e staminalità 

delle cellule tumorali 
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3. PAZIENTI E METODI 

 

3.1 ANALISI DI DATASET PUBBLICI DI ESPRESSIONE GENICA 

 

Per condurre la prima parte del nostro studio abbiamo selezionato il dataset di microarray 

pubblico della coorte del Nederlands Kanker Instituut (NKI) ad Amsterdam, contenente 

295 pazienti affette da neoplasia mammaria primitiva. I cosiddetti “raw data” (dati grezzi) 

ed i dati clinici completi sono stati ottenuti dal Rosetta Website (http://www.rii.com). Le 

caratteristiche clinico-molecolari dei pazienti sono mostrate in Tabella. 
 

 
 

Caratteristiche clinico-patologiche della coorte NKI 

 

I raw data sono stati importati nel software Partek Genomic Suite 6.4 (Partek Inc., St. 

Louis, MO), transformati in scala log2 e sottoposti a normalizzazione quantile. La qualità 

dei dati è stata verificata utilizzando la cosiddetta “Principal Component Analysis” (PCA) 

ed i dati trasformati in in log2 riguardanti il seguente probeset sono stati valutati: ITGA5. 

La popolazione è stata stratificata sulla base dei principali fattori prognostici standard 

utilizzati per la neoplasiamammaria: lo stato ER, la dimensione tumorale (T) ed il grading 

istologico (G). Inoltre, la popolazione è stata divisa in base all’espressione del profilo 

prognostico dei “70-gene” (van’t Veer signature) in 2 gruppi (good prognosis e poor 

prognosis) ed in base alla classificazione in sottotipi molecolari di Sorlie. 

 

 

Tesi di dottorato in Patologia Osteo-Oncologica, di Francesco Pantano, 
discussa presso l’Università Campus Bio-Medico di Roma in data 08/07/2013. 
La disseminazione e la riproduzione di questo documento sono consentite per scopi di didattica e ricerca, 
a condizione che ne venga citata la fonte

 



 

 

30 

3.2 PAZIENTI DELLA FASE SPERIMENTALE 

 

Abbiamo studiato l’espressione della subunità integrinica α5 nei tumori primivi mammari 

mediante tecnica qRT-PCR ed abbiamo correlato i risultati alle caratteristiche clinico-

patologiche, alla recidiva ossea ed alla sopravvivenza. Lo studio ha retrospettivamente 

arruolato donne con diagnosi istologica di neoplasia mammaria sottoposta ad 

asportazione chirurgica. In dettaglio, campioni di biopsie chirurgiche di 427 pazienti affette 

da carcinoma intraduttale (IDC) o intralobulare (ILC) sono stati ottenuti dagli archivi 

chirurgici dei dipartimenti di istopatologia delle seguenti strutture: Curie Institutee René 

Huguenin Hospital (Parigi, Francia). Il consenso informato scritto per ciascuna delle 

pazienti è stato ottenuto. I comitati etici istituzionali hanno approvato questa procedura. 

I principali criteri di inclusione erano: follow-up minimo di 24 mesi dalla chirurgia e 

assenza di malattia metastatica alla diagnosi di neoplasia primitiva. Criteri di esclusione 

erano: terapia neodiuvante e assenza di materiale disponibile sufficiente per analisi di 

biologia molecolare. Tutti i dati dei pazienti sono stati inseriti in un database comune 

includente: caratteristiche clinico-patologiche, siti di recidiva, SDFS e OS. Le informazioni 

clinico-patologiche sono state ottenute dalle cartelle mediche e dall’archivio dei referti 

istologici. Le caratteristiche cliniche di queste pazienti sono mostrate in Tabella. L’età 

media delle pazienti era  60.7 anni (range = 25–91) e il follow-up mediano è stato 120.5 

mesi (range = 13–347). 

 

Patients characteristics No. (%) of 
patients 

Age 
≤60 y 
>60 y 
 

 
199 (46.5) 
228 (53.5) 
 

Grading 
1-2 
3 
 

 
278 (65.1) 
149 (34.8) 

Estrogen receptor status 
Negative 
Positive 
 

 
108 (25.2) 
319 (74.8) 

Lymphnode status 
Negative 
Positive 

 
121 (28.3) 
306 (71.7) 
 

 
Macroscopic tumor size 

 
 

≤25mm  
>25mm 
 

216 (50.7) 
211 (49.3)  

 

Caratteristiche clinico-patologiche della coorte sperimentale 
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3.3 ANALISI QRT-PCR 

 

L’RNA totale è stato isolato utilizzando il metodo standard acido fenol-guanidio. La 

concentrazione e la purezza dell’RNA sono state misurate misurato su Nanodrop ND-

1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE). Il “first-strand” cDNA è stato sintetizzato 

usando il SuperScriptII Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) secondo le indicazini 

dell’azienda produttrice. Tutte le reazioni sono state eseguite PCR  con ABI Prism 7700 

Sequence Detection System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) e SYBR Green PCR 

Core Reagents kit (Applied Biosystems). Trascritti TATA box–binding protein (TBP) sono 

stati usati come controlli endogeni ed ogni campione è stato normalizzato sulla base del 

suo contenuto  di TBP. 

I primer specifici per α5 utilizzati sono : forward 5'  -ACAGACGGGGTCAGTGTGCT- 3'; 

reverse 5' -CGAGAGCCTTTGCTGTCAAA- 3'. Per ogni coppia di primer è stata realizzata 

una curva standard utilizzando diluizioni seriali di un pool di cDNAs consistenti di differenti 

tessuti normali. La linearità della curve standard è stata verficata con  tutti i coefficienti di 

variazione fra 0.96 e 0.99. 

 

3.4 LINEA CELLULARE 

 

La linea cellulare MDA-MB-231/B02 (B02) è stata isolata da metastasi ossee causate 

della linea cellulare di neoplasia mammaria umana MDA-MB-231. Topi atimici sono stati 

inoculati con una sospensione di MDA-MB-231 direttamente nel ventricolo cardiaco 

sinistro. Tre settimane dopo le cellule metastatiche sono state raccolte dai siti metastatici 

ossei, mantenute in coltura fino a confluenza e nuovamente inoculate nel ventricolo 

cardiaco sinistro. La sottopopulazione B02 è stata ottenuta dopo sei passaggi di MDA-

MB-231  in vivo e sono caratterizzata da una altissima efficienza  e selettività di 

metastatizzazione a livello osseo. 

Le cellule MDA-MB-231/B02 (B02)  sono state stabilmente transfettatte con il gene della 

luciferasi per permetterne il tracking in vivo attraverso la rilevazione della bioluminescenza. 

 

3.5 ANTICORPO 

 

L’anticorpo bloccante l’integrina α5β1 (M200) è stato provvisto da Abbvie Inc. (Illinois, 

USA). M200 è un IgG4 monoclonale chimerica (85% umana, 15% murina) dotata di 

selettività specifica per la subunità α5 umana. Tale selettività consente nel corso degli 

esperimenti in vivo in modelli murini di valutare l’effetto diretto del blocco α5β1 senza 

effetti confondenti dovuti al targeting del microambiente tumorale. 
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3.6 SAGGI DI ADESIONE 

 

I saggi di adesione sono stati eseguiti  su piastre da coltura a 96 pozzetti. Tali pozzetti 

sono stati ricoperti alternativamente con fibronectina, collagene di tipo I, vitronectina e 

osteopontina (10 µg/ml overnight a 4°C). Cellule di B02 (105) sono state preincubate con 

M200 o IgG umane di controllo (Chrompure, Jackson ImmunoResearch) a differenti 

concentrazioni (50, 150, 250 µg\ml) per 30 minuti a temperatura ambiente e 

successivamente seminate in triplicato lasciandole aderire per 1 ora a 37°C in assenza di 

siero. La significatività statistica è stato determinata tramite iltest ANOVA ad una via 

seguito dal test di Tukey. 

 

3.7 SAGGI DI MIGRAZIONE 

 

I saggi di migrazione aptotatica sono stati eseguiti  su piastre da coltura a 96 pozzetti 

Transwell (Corning Costar, Corning, NY) provvisti di inserti con membrane in 

policorbonato dotate di pori da 5-µm. Gli inserti  sono stati ricoperti nel lato inferiore con 

fibronectina. (10 µg/ml overnight a 4°C). Cellule di B02 (103) sono state preincubate con 

M200 o IgG umane di controllo (Chrompure, Jackson ImmunoResearch) a differenti 

concentrazioni (50, 150, 250 µg\ml) per 30 minuti a temperatura ambiente e 

successivamente seminate in triplicato lasciandole migrare  ora a 37°C in assenza di siero. 

La significatività statistica è stato determinata tramite il test ANOVA ad una via seguito dal 

test di Tukey. 

 

3.8 SAGGI DI INVASIONE 

 

I saggi di invasione  sono stati eseguiti  su camere di migrazione Bio-Coat ((Becton 

Dickinson), NY) provviste di filtri da 8-µm ricoperti di Matrigel. Cellule di B02 (5x104) sono 

state preincubate con M200 o IgG umane di controllo (Chrompure , Jackson 

ImmunoResearch) a differenti concentrazioni (50, 150, 250 µg\ml) per 30 minuti a 

temperatura ambiente e successivamente seminate in triplicato nella camera superiore 

lasciandole migrare per 24 ore a 37°C dopo aver posto il chemoattrattante (10% FBS) 

nella camera inferiore. 

La significatività statistica è stato determinata tramite il test ANOVA ad una via seguito dal 

test di Tukey. 

 

 

 

Tesi di dottorato in Patologia Osteo-Oncologica, di Francesco Pantano, 
discussa presso l’Università Campus Bio-Medico di Roma in data 08/07/2013. 
La disseminazione e la riproduzione di questo documento sono consentite per scopi di didattica e ricerca, 
a condizione che ne venga citata la fonte

 



 

 

33 

3.9 SILENZIAMENTO STABILE 

 

Per realizzare il silenziamento stabile del gene α5, la linea cellulare B02 è stata transdotta 

con α5 short hairpin RNA (shRNA) (5 diversi shRNA sono stati testati) o con uno short 

hairpin RNA control  (shRNA) utlizzando particelle lentivirali (shRNA MISSION RNA, 

Sigma- Aldrich). Queste particelle lentivirali sono state prodotte transfetttando la linea 

cellulare 293T con hairpinpLKO. Il titolo virale è stato calcolato infettando  cellule HeLa 

con volumi crescenti di preparazione virale e contando il numero di cellule vitali dopo 

selezione con puromicina. Le cellule B02 sono state infettate con gli short hairpin RNA 

lentivirali e successivamente poste sotto selezione antibiotica con puromicina (2.5 µg/ml). 

L’efficienza del silenziamento è stata misurata a 7 giorni dall’infezione  con analisi 

Western Blot comparando i livelli di espressione di α5 nelle cellule trandotte con α5 short 

hairpin RNA e short hairpin RNA control.  

 

3.10 ANALISI DEL CICLO CELLULARE 

 

I saggi di ciclo cellulare sono stati eseguiti  su piastre da coltura a 12 pozzetti. Tali 

pozzetti sono stati ricoperti con fibronectina (10 µg/ml overnight a 4°C). Cellule di B02 

(3x105) sono state preincubate con M200 o IgG umane di controllo (Chrompure, Jackson 

ImmunoResearch) alla  concentrazione di 250 µg\ml per 30 minuti a temperatura 

ambiente e successivamente seminate in triplicato lasciandole crescere per 72 ore a 37°C 

in assenza di siero. Dopo  il  distacco  con 

Tripsina/EDTA  dalla  piastra,  le  cellule    sono  state  lavate  per  due  volte  con  PBS  I

X erisospese  in  200  µl  di  soluzione  ipotonica  contenente  Ioduro  di  Propidio  (50 

µg/ml di PI,  0,1% di Sodio  Citrato,  e  0,1%  di  Triton-X-100).   

In  questo  modo  lo  ioduro  dipropidio  può  entrare  in  tutte  le  cellule  analizzate,  perch

è  permeabilizzate  con detergente.  

I  campioni  sono  stati  incubati  per  15  minuti  a  37°C  e  poi  trasferiti  a+4°C  al  buio  

per  un'ora.  Il  contenuto  di  DNA  delle  cellule  è  stato  poi  misuratotramite  citofluorime

tro  FACScantoII  (Becton  and  Dickinson,  Lincoln  park  NJ.  U.S.A.). 

I  detriti  cellulari  vengono  esclusi  dall'analisi  alzando  la  soglia  del  forward  scatter. 

La  curva  di  fluorescenza  ottenuta  dall'elaborazione  dei  dati,  detta  Histogram  Plot, 

presenta due picchi, il primo dei quali rappresenta la fase G1 del ciclo cellulare, interposta 

tra la fine della mitosi e l'inizio della sintesi del DNA, ed il secondo 

picco  è  indicativo  della  fase  G2  premitotica.  La  depressione  tra  i  due  picchi 

rappresenta  la  fase  di  sintesi  del  DNA  0  fase  S.    
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3.11 SAGGIO DI FORMAZIONE MAMMOSPHERE 

 

Cellule B02 silenziate per α5 e cellule B02 transdotte con shRNA di controllo  (scramble)  

sono state risospese in MammoCult medium (StemCell Technologies) e seminate in 

triplicato in camere  ad adesione ultra bassa (Cytocapture, PAA) alla densità di 3x105 
\ml.  

Le cellule sono sono state coltivate per 7 giorni a 37°C e successivamente contate e 

misurate in dimensione utilizzando il software Imagej. Sono state considerate 

mammosfere aggregati cellulari di diametro maggiore di 70 micron.La componente 

staminale all’interno degli sferoidi è stata analizzata tramite marcatura con il kit 

ALDEFLUOR (StemCell). 

 

3.12 MODELLI IN VIVO 

 

L’esperimento di tumorigenesi è stato condotto inoculando 106 cellule B02 risospese in 

100µl di PBS nel sottocute di topi BALB/c nude (Charles River) di 4 settimane di età. La 

crescita del tumore nel singolo animale è stata seguita tramite misurazione con calibro 

fino a  quando il tumore ha raggiunto il volume 30mm3.  

Al raggiungimento di tale volume l’animale è stato randomizzato a ricevere M200 

(15mg\kg tre volte a settimana) o Vehicle (PBS). Al termine della randomizzazione 7 

animali hanno ricevuto trattamento con M200 e 7 con Vehicle. Gli animali sono stati 

seguiti con misurazioni con calibro e con analisi del segnale di bioluminescenza (NightOwl, 

Berthold) due volte a settimana per tutta la durata del trattamento (36 giorni). 

L’esperimento di sviluppo di metastasi ossee è stato condotto inoculando 106 cellule B02 

risospese in 100µl di PBS nella vena principale della coda  di topi BALB/c nude (Charles 

River) di 4 settimane di età. Il giorno precedente all’inoculazione l’animale è stato 

randomizzato a ricevere M200 (15mg\kg tre volte a settimana) o Vehicle (PBS) ed è stato 

sottoposto alla prima somministrazione di trattamento. Al termine della randomizzazione 

13 animali hanno ricevuto trattamento con M200 e 12 con Vehicle. Gli animali sono stati 

seguiti con misurazioni con analisi del segnale di bioluminescenza (NightOwl, Berthold) e 

radiografie degli arti inferiori (MX-20; Faxitron X-ray Corporation) due volte a settimana 

(fino al giorno 18) e al giorno finale del protocollo (giorno 28). Dopo il sacrificio gli arti 

inferiori sono stati raccolti per permettere di effettuare analisi di istomorfometria. 

L’esperimento di colonizzazione del midollo osseo  è stato condotto inoculando 106 cellule 

B02 risospese in 100µl di PBS nella vena principale della coda  di topi BALB/c nude 

(Charles River) di 4 settimane di età. Il giorno precedente all’inoculazione l’animale è stato 

randomizzato a ricevere M200 (15mg\kg tre volte a settimana) o Vehicle (PBS) ed è stato 

sottoposto alla prima somministrazione di trattamento. Al termine della randomizzazione 9 
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animali hanno ricevuto trattamento con M200 e 9 con Vehicle. Al giorno 7 tutti gli animali 

sono stati sacrificati e il midollo osseo proveniente dagli arti inferiori è stato raccolto e 

posto in coltura sotto selezione antibiotica con puromicina per 15 giorni. Al termine della 

selezione le colonie formate dalle cellule tumorali disseminate nel midollo (DTC) sono 

state colorate con cristal violet e contate. 

 

3.13 ANALISI STATISTICA 

 

Gli esperimenti in vitro sono stati analizzati utilizzando test di Student o test ANOVA 

seguito dal test di Tukey per comparazioni multiple. Per gli esperimenti in vivo sono stati 

utilizzati il test U di Mann-Whitney o il test ANOVA a 2 vie seguito dal test di Bonferroni 

per comparzione multiple. Per l’analisi delle coorti di pazienti affette da neoplasia 

mammaria la sopravvivenza libera da malattia ossea è stata determinata utilizzando il 

metodo di Kaplan-Meier. Le differenze in termini di sopravvivenza secondo le variabili 

prognostiche sono state determinate log-rank test. L’Hazard ratio e gli intervalli di 

confidenza al 95% sono stati calcolati con la regressione di Cox stratificata. Il modello di 

rischio Cox proportionale è stato applicato all’analisi multivariata. Le variabili continue 

come i livelli di espressione del gene α5 sono state dicotomizzate utilizzando il metodo 

“receiver operating characteristic" (ROC). L’analisi statistica è stata effettuata con 

GraphPad Prism versione 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) e SPSS 

versione 20.00 (SPSS, Inc., Chicago). Un P-value a due code <0.05 è stato considerato 

statisticamente significativo. 
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4. RISULTATI 

 

4.1 ANALISI UNIVARIATA DELLA SOPRAVVIVENZA NEGLI STUDI DI 

MICROARRAY 

 

Le curve di Kaplan-Meier mostrano una correlazione significativa tra elevati livelli di 

mRNA di α5 e prognosi ossea peggiore (bone metastasis free survival) sia nella coorte 

NKI  (p=0.00044) che nella piccola coorte di controllo “MSKCC” (Memorial Sloan-Kettering 

Cancer Center; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE2603) (n = 82) 

formata da tumori localmente avanzati (66% positività linfonodale). 
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Analisi univariata della sopravvivenza libera da metastasi ossee nella coorte NKI. 
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Analisi univariata della sopravvivenza libera da metastasi ossee nella coorte MSKCC 
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4.2 FASE SPERIMENTALE: ESPRESSIONE DI Α5 E CARATTERISTICHE CLINICO-

PATOLOGICHE IN PAZIENTI AFFETTE DA NEOPLASIA MAMMARIA 

 

Abbiamo quindi deciso di effettuare analisi qRT-PCR di α5 nella nostra casistica 

indipendente costituita da 427 campioni di neoplasia mammaria radicalmente asportate. 

Characteristics All patients 
(n=427) 

High α5  
(n=90) 

Low α5 
(n=337) 

p (χ2) 

Metastasis 163 (38%) 47 (52%) 116 (34%) 0.002 

Age (>50y) 340 (80%) 67 (74%) 273 (81%) NS 

Macroscopic tumor 
size (>25mm) 

210 (50%) 45 (50%) 165 (50%) NS 

Grade 3  148 (35%) 44 (49%) 104 (32%) 0.002 

ER negative 109 (25.5%) 35 (47%) 74 (22%) 0.001 

PR negative 184 (43%) 50 (55.5%) 134 (38%) 0.007 

ERBB2 positive 90 (21%) 34 (38%) 56 (17%) < 0.001 

Lymph node status 
(>3 node) 

92 (22%) 20 (22%) 72 (21%) NS 

 
 

Correlazione tra fattori prognostici clinico-molecolari ed espressione di α5 nella coorte di 427 pazienti della 

fase sperimentale. 

 

    

Overespressione di α5 è stata riscontrata nel 21% delle pazienti. Il 52%  delle pazienti con 

overespressione ha sviluppato metastasi contro il 34%  delle pazienti con bassa 

espressione (p=0.002 ) Inoltre l’iperespressione α5 correla con un grading elevato (49% 

vs 32%; p=0.002 ), con negatività per recettore per gli estrogeni (47% vs 22%; p=0.001 ), 

negatività del recettore per il progesterone (55,5% vs 38%; p=0.002 ) e positività per 

recettore ERBB2 (38% vs 17%; p<0,0001). Non ci sono correlazioni significative con il 

volume tumorale, l’interessamento linfonodale e l’età delle pazienti. 

4.3 CORRELAZIONE TRA DATI CLINICO-PATOLOGICI E SOPRAVVIVENZA 

LIBERA DA MALATTIA SCHELETRICA (SDFS) (ANALISI UNIVARIATA) 

 

I dati di follow-up erano disponibili per tutti i casi, con un follow-up mediano di 

120,5 mesi. L’analisi univariata non ha mostrato alcuna correlazione tra fattori 

prognostici come etaà, volume tumorale, grading e stato HER2/neu, ER e PGR 

con SDFS (dati non mostrati). Soltanto il coivolgimento linfonodale è risultato 

essere significativamnete associato con una precoce recidiva ossea (p<0.001). 
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4.4 CORRELAZIONE TRA ESPRESSIONE DI RANK E SOPRAVVIVENZA 

LIBERA DA MALATTIA SCHELETRICA (SDFS) (ANALISI UNIVARIATA) 

 

Per stabilire il ruolo di α5 nel determinare la prognosi scheletrica, i casi sono stati 

stratificati in base all’espressione qRT-PCR utilizzando il  metodo ROC : α5-

positivi (espressione elevata) versus α5-negativi (bassa espressione). L’analisi 

univariata ha mostrato un’associazione tra espressione di α5 e SDFS (skeletal 

disease free survival). In particolare, nelle pazienti con over-espressione di α5 la 

SDFS è risultata essere più breve  di quella delle pazienti affette da neoplasie α5-

negative (P=0.024). 

 

	α5	low	expression	(n=337)	

	α5	high	expression	(n=90)	
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Analisi univariata della sopravvivenza libera da metastasi ossee nella coorte nella coorte di 427 pazienti della 

fase sperimentale. 

 

4.5 ANALISI MULTIVARIATA 

 

L’analisi multivariata secondo il modello di rischio Cox proportionale ha dimostrato che sia 

lo stato linfonodale che l’espressione di α5 sono fattori prognostici indipendenti per 

sviluppo precoce di metastasi ossee (p= 0.0003 e 0.04, rispettivamente). 

 
 

Tesi di dottorato in Patologia Osteo-Oncologica, di Francesco Pantano, 
discussa presso l’Università Campus Bio-Medico di Roma in data 08/07/2013. 
La disseminazione e la riproduzione di questo documento sono consentite per scopi di didattica e ricerca, 
a condizione che ne venga citata la fonte

 



 

 

39 

Covariable Hazard Ratio 95% C.I p 

Lymph node 2.32 1.47 - 3.66 0.0003 

α5 expression 1.65 1.02 - 2.67 0.04 

Tumor size   NS 

Grading   NS 

Age   NS 

RE   NS  
 

Analisi multivariata della SDFS nella coorte nella coorte di 427 pazienti della fase sperimentale 

 

4.6 MODELLI IN VIVO 

 

Per stabilire il ruolo di un trattamento con anticorpi bloccanti la subunità integrinica α5 

(M200) nello sviluppo di metastasi ossee da neoplasia mammaria  sono stati condotti 3 

differenti protocolli miranti ad elucidare differenti aspetti del processo di metastatizzazione 

ossea. 

 

Modello 1: Trattamento preventivo con flushing del midollo precoce (7giorni) 

 

L’esperimento di colonizzazione del midollo osseo  è stato condotto inoculando 106 cellule 

B02 risospese in 100µl di PBS nella vena principale della coda  di topi BALB/c nude  di 4 

settimane di età. Il giorno precedente all’inoculazione l’animale è stato randomizzato a 

ricevere M200 (15mg\kg tre volte a settimana) o Vehicle (PBS) ed è stato sottoposto alla 

prima somministrazione di trattamento. Al termine della randomizzazione 9 animali hanno 

ricevuto trattamento con M200 e 9 con Vehicle. Al giorno 7 tutti gli animali sono stati 

sacrificati e il midollo osseo proveniente dagli arti inferiori è stato raccolto e posto in 

coltura sotto selezione antibiotica con puromicina per 15 giorni. Al termine della selezione 

le colonie formate dalle cellule tumorali disseminate nel midollo (disseminated tumor 

cells :DTC) sono state colorate con cristal violet e contate. 

Tale protocollo è stato in grado di fornire informazione sul coinvolgimento di α5 nelle 

prime fasi della disseminazione delle cellule tumorali circolanti (homing)  nel midollo 

osseo.  
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vehicle or M200 injection  

tumor	i.v.	injec on		

(day	0)		

sacrifice 
(day7) 

puromicyn selection 

day -1 day 21 

 
Modello 1: Trattamento preventivo con flushing del midollo precoce (7giorni) 
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Numero di animali con micrometastasi midollari nei due gruppi di trattamento. La significatività statistica è 

stata determinata tramite test  Fisher; ** p<0,001 
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Numero di micrometastasi (colonie) midollari nei due gruppi di trattamento.I dati sono rappresentati come 

media ± SEM. La significatività statistica è stata determinata tramite test  U di Mann-Whitney; *** p<0,0001 

 

 

 

M200 vehicle B"

 
 

Immagini rappresentative di micrometastasi (colonie) midollari nei due gruppi di trattamento. 

 

 

 

La forte diminuizione della colonizzazione midollare da parte delle cellule tumorali 

registrata in questo protocollo “in vivo”  è stato imputato ad un effetto diretto del blocco 

integrina sull’efficienza dei processi di adesione, migrazione e invasione. 

Per averne conferma sono stati condotti specifici esperimenti “in vitro”. I saggi di adesione 

condotti con concentrazioni crescenti di M200 su differenti componenti ECM (collagene di 

tipo I, vitronectina, osteopontina e fibronectina) hanno confermato che M200 è in grado di 

inibire l’adesione alla fibronectina (ligando specifico dell’integrina α5β1) delle cellule 

tumorali B02 selettivamente ed in maniera dose dipendente 
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Immagini rappresentative di micrometastasi (colonie) midollari nei due gruppi di trattamento. Effetto 

sull’adesione del trattamento con M200 delle cellule tumorali B02 a differsi costituenti dell’ ECM (A) collagene 

di tipo I (B) vitronectina (C) osteopontina (D) fibronectina. I dati sono presentati come media ± SEM. La 

significatività statistica è stata determinata tramite test ANOVA ad 1 via seguito del test di Tukey per 

comparazioni multiple; *** p<0001 
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Allo stesso modo è stata testata in vitro la capacità dell’anticorpo M200 di inibire la 

migrazione e l’invasione. 
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Effetto sulla migrazione (A) e invasione (B) del trattamento con M200 delle cellule tumorali. I dati sono 

presentati come media ± SEM. La significatività statistica è stata determinata tramite test ANOVA ad 1 via 

seguito del test di Tukey per comparazioni multiple; * p<0.01; **p<0.001; *** p<0.0001 

 

 

M200 è risultato in grado di inibire in maniera dose dipendente la migrazione delle cellule 

tumorali B02, ed essere in grado di ridurre la capacità di invasione attraverso Matrigel 

solo a concentrazioni elevate. 

Tale differenza va valutata alla luce del fatto che la composizione del Matrigel è 

praticamente priva di fibronectina 

 

Modello 2: Trattamento long term delle metastasi ossee 

L’esperimento di trattamento a lungo termine è stato condotto inoculando 106 cellule B02 

risospese in 100µl di PBS nella vena principale della coda  di topi BALB/c nude (Charles 

River) di 4 settimane di età. Il giorno precedente all’inoculazione l’animale è stato 

randomizzato a ricevere M200 (15mg\kg tre volte a settimana) o Vehicle (PBS) ed è stato 

sottoposto alla prima somministrazione di trattamento. Al termine della randomizzazione 

13 animali hanno ricevuto trattamento con M200 e 12 con Vehicle. Gli animali sono stati 

seguiti con misurazioni con analisi del segnale di bioluminescenza e radiografie degli arti 

inferiori (due volte a settimana (fino al giorno 18) e al giorno finale del protocollo (giorno 

28). Dopo il sacrificio gli arti inferiori sono stati raccolti per permettere di effettuare analisi 

di istomorfometria. 

Tesi di dottorato in Patologia Osteo-Oncologica, di Francesco Pantano, 
discussa presso l’Università Campus Bio-Medico di Roma in data 08/07/2013. 
La disseminazione e la riproduzione di questo documento sono consentite per scopi di didattica e ricerca, 
a condizione che ne venga citata la fonte

 



 

 

44 

Tale protocollo è stato in grado di fornire informazioni sull’impatto del blocco α5 durante 

tutte le fasi di sviluppo della lesione metastatica ossea, in particolare fornendo 

informazioni sul tempo alla comparsa di lesioni rilevabili e sulla loro estensione  al termine 

del protocollo. 

 

vehicle	or	M200	injec on		

day	-1	 day	28	

tumor	i.v.	injec on	(day	0)		 sacrifice	

xray	and	bioluminescence	imaging	

 
 

Modello 2: Trattamento long term delle metastasi ossee 
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Percentuale di animali liberi da segnali di bioluminescenza a carico degli ari inferiori rappresentata tramite 

curve di   Kaplan–Meier. La significatività statistica è stata valutata tramitelog-rank test; * p=0.0180 (HR = 

4.648; 95% CI of ratio = 1.301 to 16.61) 
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Percentuale di animali liberi da segnali aree di osteolisi  a carico degli ari inferiori rappresentata tramite curve 

di   Kaplan–Meier. La significatività statistica è stata valutata tramite log-rank test; p=0.0036 (HR = 8.435   ; 

95% CI of ratio = 2.007 to 35.43) 
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Intensità del segnale di bioluminescenza espressa in fotoni per secondo. I dati sono presentati come media ± 

SEM. La significatività statistica è stata determinata tramite test  ANOVA  a 2 vie seguito da test di Bonferroni 

per comparazioni multiple; **   p<0.001 

 

 

 

 

 

 

Tesi di dottorato in Patologia Osteo-Oncologica, di Francesco Pantano, 
discussa presso l’Università Campus Bio-Medico di Roma in data 08/07/2013. 
La disseminazione e la riproduzione di questo documento sono consentite per scopi di didattica e ricerca, 
a condizione che ne venga citata la fonte

 



 

 

46 

0 10 20 30
0

5

10

15

vehicle

M200

*

days

m
m

2

 
 

Estensione delle aree di osteolisi espressa in mm2. I dati sono presentati come media ± SEM. La 

significatività statistica è stata determinata tramite test  ANOVA  a 2 vie seguito da test di Bonferroni per 

comparazioni multiple; **   p<0.01 

 

 

 

 

 
 

 

Analisi istomorfometrica. I dati sono presentati come media ± SEM. La significatività statistica è stata 

determinata tramite test U di Mann Whitney.*p<0.01;BV|TV (bone volume\tumor volume);TB\STV(tumor 

burde\soft tissue volume) 
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Immagini rappresentative delle analisi di bioluminescenza, radiografiche e istomorfometriche nei due gruppi di 

trattamento 

 

M200 è risultato essere in grado di aumentare in maniera statisticamente significativa il 

tempo all’insorgenza di metastasi ossee rilevabili con modalità non invasive 

(bioluminescenza e radiografie) e di ridurre il volume tumorale rilevato tramite modalità 

non invasive (bioluminescenza e radiografie) e mediante analisi istomorfometriche. In 

merito a quest’ultime in particolare si è registrato un aumento del rapporto BV\TV (bone 

volume\tumor volume ) indice di una ridotta distruzione ossea d un contestuale aumento 

del rapporto TB\STV(tumor burde\soft tissue volume) che indice di un ridotto volume 

tumorale all’interno della cavità midollare. 
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Modello 3: Protocollo di tumorigenesi  

L’esperimento di tumorigenesi è stato condotto inoculando 106 cellule B02 

risospese in 100µl di PBS nel sottocute di topi BALB/c nude di 4 settimane 

di età. La crescita del tumore nel singolo animale è stata seguita tramite 

misurazione con calibro fino a  quando il tumore ha raggiunto il volume 

30mm3 . Al raggiungimento di tale volume l’animale è stato randomizzato 

a ricevere M200 (15mg\kg tre volte a settimana) o Vehicle (PBS). Al 

termine della randomizzazione 7 animali hanno ricevuto trattamento con 

M200 e 7 con Vehicle. Gli animali sono stati seguiti con misurazioni con 

calibro e con analisi del segnale di bioluminescenza due volte a settimana 

per tutta la durata del trattamento (35 giorni). 

Tale protocollo è stato in grado di fornirci informazioni riguardo l’impatto 

del blocco α5 sulla crescita tumorale in un modello disegnato per non 

risentire degli effetti di altri processi (homing).  
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Peso tumorale misurato al termine del protocollo espresso in mg I dati sono presentati come media 
± SEM.  
La significatività statistica è stata determinata tramite test U di Mann Whitney; * p<0.001;*** 
p<0.0001 
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Alla luce della significativa riduzione delle a crescita tumorale registrata negli 

animali trattati con M200 è stata eseguita una analisi del ciclo cellulare in vitro. 

 

 

 
Analisi della percentuale di cellule nelle varie fasi del ciclo cellulare I dati sono presentati come 
media ± SEM. La significatività statistica è stata determinata tramite test di Student; ** p<0.001 

 
 
 

L’analisi del ciclo cellulare ha mostrato che il trattamento con M200 è in grado di 

incrementare in maniera significativa la percentuale di cellule in fase di 

quiescenza (G0+G1) e contestualmente ridurre le cellule in fase proliferativa 

(S\G2\M) 

 

4.7 SILENZIAMENTO STABILE DEL GENE E ANALISI 

DELL’EFFICIENZA DI FORMAZIONE  DI MAMMOSFERE 

 

Il silenziamento stabile del gene, la linea cellulare B02 è stata transdotta con α5 

short hairpin RNA (α5 silenced) o con uno short hairpin RNA control  (Scramble) 

utlizzando particelle lentivirali 
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Immagini rappresentative dell’analisi di espressione proteica di α5 Western Blot delle due linee 
cellulari generata 
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Analisi in citometria a flusso del profilo di espressione delle principali subunità integriniche nelle due 
linee cellulari generate  

 
 

Dopo aver  dimostrato l’efficienza e ed aver escluso fenomeni di upregolazione di 

altre subunità integriniche, si è provveduto a valutare la  loro efficacia nel formare 

mammosfere. 

Tale saggio ci ha permesso di ottenere informazioni sul ruolo di  α5 in un 

modello in vitro disegnato per dare  origine ad aggregati sferoidi arricchiti in 

cellule a potenziale staminale 
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Analisi dell’efficienza di formazione di mammosfere espressa in termine di resa (panel sinistro) e 
dimensioni (panel destro) I dati sono presentati come media ± SEM. La significatività statistica è 
stata determinata tramite test di Student; ** p<0.01 
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Immagini dell’efficienza di formazione di sferoidi delle due linee cellulari  

 
 

Il silenziamento del gene α5 è in grado di ridurre l’efficienza di crescita di sferoidi 

arricchite di cellule a fenotipo staminale. 

Tale dato è stato successivamente dimostrato tramite l’analisi in citometria a 

flusso del comparto staminale (cellule ALDH positive) all’interno della 

popolazione cellulare degli sferoidi. 

Nello specifico la linea cellulare silenziata per α5 mostrava una ridotta 

percentuale di tale fenotipo cellulare 0,4% vs 0,1 della linea controllo. 
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Immagini rappresentativa dello scatterplot di citometria a flusso per positività ALDH nelle due linee 
cellulari generate 
 
 
 

Infine è stato osservato che gli sferoidi formati da cellule silenziate per α5 

esprimono livelli più alti dell’inibitore del ciclo cellulare p-p38. 
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Immagini rappresentative dell’analisi di espressione proteica di p38 e p-p38 Western Blot delle due 
linee cellulari generata 
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5. DISCUSSIONE 
 

Le strategie attualmente disponibili per il trattamento delle metastasi osse sono mirate 

esclusivamente a ridurre il riassorbimento osseo di una lesione già clinicamente evidente. 

Per esempio  i bifosfonati e primariamente gli  aminobifosfonati (Zometa; Novartis) hanno 

ampiamente dimostrato la loro efficacia clinica nel prevenire i cosiddetti Skeletal Related 

Events (SREs). Più recentemente  l’anticorpo monoclonale anti-RANKL Denosumab 

(Amgen) ha dimostrato di essere un’ alternativa dotata di efficacia addirittura superiore 

all’acido zoledronico in alcuni setting. Tuttavia entrambe queste classi di trattamenti “bone 

target” in realtà agiscono esclusivamente riducendo il grado di distruzione ossea operato 

da un eccesso di attivazione osteoclastica nell’ambito di un circlo vizioso innescato dalla 

presenza di cellule tumorali in fase proliferante nell’ambito del midollo osseo. Pertanto 

rimane vacante una finestra di intervento terapeutico che riguarda le fasi più precoci del 

processo di metastatizzazione ossea come la fase dell’homing e la fase del passaggio da 

una fase di dormienza (quiescenza) ad una fase di attività e proliferazione. 

Nel presente studio è stato dimostrato come, mediante analisi dei dati provenienti da 

microarray datasets e dallo studio ex novo di un’ampia coorte di pazienti, l’integrina α5 

possa essere considerata un fattore prognostico indipendente in grado di predirre la 

propensione alla metastatizzazione ossea da parte della neoplasia mammaria. 

Tale evidenze sono state il punto di partenza per uno studio  di tipo preclinico volto ad 

elucidare il reale ruolo biologico di tale  molecola nell’ambito del processo di 

metastatizzazione ossea e l’impatto di un approccio terapeutico basato sull’uso di un 

anticorpo monoclonale (M200) bloccante la sua attività. 

In tal modo  stato dimostrato in modelli murini che il blocco dell’attività di α5 mediante la 

somministrazione di M200 è in grado di ridurre drasticamente la colonizzazione midollare 

da parte di cellule circolanti della linea cellulare di  neoplasia mammaria altamente 

osteotropica MDA-MB-231(B02). 

Tale effetto è principalmente mediato dalla forte inibizione dell’adesione, della migrazione 

e dell’ invasione come attestato dai saggi specifici “in vitro” condotti. 

Inoltre il trattamento continuato è stato in grado negli animali trattati di ritardare 

l’insorgenza di metastasi ossee rilevabili e di ridurre il “tumor burden” all’interno delle 

stesse. 

In un modello di tumorigenesi sottocutanea  il trattamento continuo per  35 giorni ha 

deteminato una netta riduzione della crescita tumorale dato confermato da concomitante  

una riduzione “in vitro” della frazione cellulare proliferante e da un’ aumento della quota in 

quiescienza (G0-G1). 

Infine il silenziamento stabile del gene α5 è in grado di  ridurre significativamente la 
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crescita della cosidette mammosfere dando un’ indicazione indiretta del potenziale 

coinvolgimento di tale molecola nella propagazione della comparto staminale della 

neoplasia. 

Tale indicazione è stata confermata dall’ analisi della quota cellulare ALDH+ (marcatore 

delle cancer stem cells) all’interno delle sfere  risultando notevolmente diminuita nel caso 

di Knock out di α5. 

Parallelamente si è registrato un aumento della forma fosforilata di p-38 negli sferoidi  α5 

silenziati suggerendo che il meccanismo con cui si determina in vivo l’inibizione della 

proliferazione potrebbe essere legato ad un blocco del ciclo cellulare p38 mediato anche 

nel comparto più staminale del tumore. 

La possibilità di sviluppare una “target therapy” per l’osso che inibisca le fasi più precoce 

della metastatizzazione potrebbe cambiare drammaticamente la storia naturale della 

malattia. 

In particolare questo approccio terapeutico potrebbe determinare un’efficacia antitumorale 

nelle primissime fasi del processo metastatico a carico dell’osso conducendo, 

potenzialmente, ad un aumento del tempo al primo SRE e di conseguanza ad una 

riduzione delle disabilità indivuali del singolo pazieno, ad un miglioramento della qualità 

della vità ed a una riduzione dei costi connessi alla gestione delle complicanze 

scheletriche. 

Data la disponibilità di agenti α5 (attualmente nelle prime fasi di sviluppo clinico come 

agenti anti-angiogenetici) l’approccio proposto potrebbe essere oggetto in tempi 

relativamente brevi di studi translazionali e\o clinici di validazione. 
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