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Resisting
cell death

Inducing
angiogenesis

Sustaining proliferative
signaling

Evading growth
suppressors

Activating invasion
and metastasis

Enabling replicative
immortality

Hanahan and Weinberg, 2011



Le cellule staminali del cancro (CSC)

DOMANDE:
SVILUPPO DI UN TUMORE > TUMORIGENICITA

PROGRESSIONE TUMORALE, METASTATIZZAZIONE

FALLIMENTI DELLE CHEMIO O RADIOTERAPIE >> RECIDIVE

N

NON TUTTE LE CELLULE DI UN TUMORE SONO UGUALI

N

QUALI CELLULE DEVONO ESSERE COLPITE DALLE TERAPIE ANTI-TUMORALI?

QUALI SONO LE CARATTERISTICHE DELLE CSC?

COME S| STUDIANO LE CSC?




Eterogeneita dei tumori : La principale causa del fallimento delle terapie anti-tumorali

Cellula normale > » Cellula tumorale > » Cellula carcinomatosa

Tumori con la stessa diagnosi (classificazione) non sempre rispondono
allo stesso modo ad una terapia

Classificazione COMPLESSITA INTRINSECHE Livello molecolare:
istopatologica:
@ eDiversita genetiche
Luminale A ) (polimorfismi etc.)
Luminale B DIVERSITA' CLONALE «Mutazioni genetiche
Her2+ PLASTICITA TUMORALE eAlterazioni e.pig.enetiche;
TNBC e|Interazioni col

Grado |-l | | microambiente
Stadio TNM *Metabolismo, etc.

ETEROGENEITA




Eterogeneita inter- ed intra-tumorale: cause e conseguenze

Stesso sottotipo

Background molecolare
e fenotipico diverso

Diversita

Inter-tumorale

Evoluzione clonale
Cellule Staminali del Cancro

Plasticita /

Early-Stage

Breast Cancer:

e Surgery

e Anti-Hormone Therapy
» Radiation Therapy

e Chemotherapy

Intra-tumorale

Genetic diversity

[] Clone 1
7] Clone 2
] Clone 3
[J Clone 4

[] Clone 5 "gis
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Functional diversity

Stages of
differentiation

Diversa risposta alla terapia
Recidive
Metastasi

Kreso and Dick, 2014; Hanahan and Weinberg, 2011




Eterogeneita intra-tumorale : subcloni nello stesso tumore, gerarchia funzionale

Genetic diversity Functional diversity
Diversita genetiche | Clone 1 » s Diversita funzionali
] Clone 2 . w®
@ Clone 3 v e
! Clone 4 = e
"1 Clone 5
-

. *"o Dormant cells within
W subclones survive
=/o, chemotherapy, while
N . the remaining cells

' are lost

Tumour with
re-established
> subclonal

»  diversity

Kreso and Dick, Cell Stem Cell 2014



Tumori come organi: eterogeneita intra-tumorale

Cancer Stem Cell (CSC)

Cancer-Associated Fibroblast »” %
s ) v
(CAF) 7 i ? B e - Cancer Cell (CC)
folar 2 ke 2

Endothelial Cell (EC)

Immune
Pericyte (PC) Inflammatory Cells
(ICs)
© Local & Bone marrow-
derived Stromal Stem
& Progenitor Cells
© nvasive Cancer Cell

Core of Primary Tumor Invasive Tumor Metastatic Tumor
microenvironment microenvironment microenvironment

Non ogni cellula in un organo (o cancro) ha la stessa sensibilita ai trattamenti e
lo stesso potenziale di dare origine ad una progenie



Problematiche per la diagnosi e cura dei tumori: eterogeneita inter- ed intratumorale

Eterogeneita inter-tumorale T T
(tra tumori simili di pazienti diversi) : 2 g ¥ o o LI
> Molecolare ]“TTTT — .[Hl TT — .lxll T
» Fenotipica, p.es. Risposta alla terapie 'l"”'"' T " T

Sy xharenduons aarogerdy st weon « gy R ebae et
Eterogeneita intra-tumorale 0 240G
(allinterno dello stesso tumore) 09y O
> Genetica: Diversi cloni PCRA e 12 ele
> Gerarchica: Presenza di cellule staminali del cancro ¢/~ “hor 4
» Epigenetica: Plasticita delle cellule tumorali oy >4 cle
> Effetti del microambiente - OC
» Progressione tumorale, p.es. selezione Anticipation-based chemotherapy

Puente & Lopez-Otin, Nat Genetics 2013

Qual’ é la cellula d’origine del tumore/metastasi?
Qual’ é la mutazione dalla quale il tumore dipende?
Quali sono le alterazioni che avvengono durante la progressione tumorale?

Analisi retrospettive: come hanno reagito certi tipi di tumori a determinate cure e perché?




Le CSC possono spiegare I'eterogeneita intra-tumorale

Cancer Stem Cell [CSC] Characteristics

B Minor population in tumor : 0.1 - a few percent

H Self-renewing; infinite proliferative potential.

B Enhanced resistance to drugs, radiation, cell stress.
W Tumorigenic; give rise to other cell types in tumor.
B Associated with metastasis and relapse.

Cancer cell .
Anti-cancer

Cancer Stem Cell

Strategies to eradicate CSCs are an urgent topic in cancer research

Metastasis and relapse are involved in
more than 90% of all cancer deaths

From BioConnect Life Sciences



Definizione e proprieta delle cellule staminali

Principale proprieta:
riprodurre se stesse e contemporaneamente dare origine a cellule specializzate

l

Auto-rinnovamento o “self-renewal”: differenziamento

Capacita di effettuare molteplici cicli
riproduttivi senza perdere la propria identita

\s» adulte

\ tumorali

cellule staminali

indotte



Cellule staminali e loro proprieta

M. Bosnali et 2l

Cellule staminali
embrionali

Potency Example Developmental potential
Totipotert Fertilized oocyte Can give nise to both embryonic and extraembryonic tissues
Pluripotent ES cell Can give nise to every cell type af the body
Multipotent Hematopoeitic stem cell Can give rise to a certain limited number of cell types
Unipotent Spermatogonial stem cel Can give nise to a single cell type only
Cellule staminali
somatiche
Stem cell Indifferenziate
® non hanno un “orologio” interno
( per differenziarsi, serve un
% l programma gpigenetico per
& differenziarsi.
i e 2
’ / \ Capacita di autorinnovamento PS
L (Self-renewal) Cellule staminali
® ® _ . . pluripotenti indotte
! Alto potenziale proliferativo
i non necessariamente
ermina [ ”
f:liflfleren]tligted ‘ prOIIferantl
, , Cellule staminali
Figure 22-4. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition. w de| cancro

(unica eccezione: le ES

Totipotentl (da embrioni precoci)
Pluripotenti (dalla blastociste)
Self-renewal

Proliferative potential

Cellule staminali tissutali:

Cellule indifferenziate con proprieta

seguenti:

* Multipotenza

» Capacita di auto-rinnovamento

+ Abilita di riparare il tessuto
danneggiato

* Potenziale proliferativo

* HSC, Fegato, Intestino,
Ghiandola mammaria, Testicolo,
Muscolo scheletrico, Pelle,
Follicoli piliferi, Miocardio, Cresta
neurale

Cellule somatiche riprogrammate

Auto-rinnovamento
Potenziale proliferativo

Domande:
* Quale mutazione?
« Quale cellula?



Cellule staminali hanno la telomerasi attivata

, 1101101111011 9 & s 11141411
Germline/ES cells

Pluripotent stem cells

Normal Cells

£ Adult stem cells
g) Threshold for telomere-
e M1 | based growth arrest —__
d T enescence) 2 AR
Y| ST TTCTTIRPOON ot i, TR0, X SOOI, ... LA
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Adapted from Hiyama et al. Telomeres and Telomerase in Cancer 2009



Cellule staminali possono dividersi per divisione cellulare asimmetrica

La divisione cellulare asimmetrica & importante per mantenere un numero costante di cellule

staminali.

Durante la divisione cellulare = si generano due cellule figlie diverse con proprieta distinte

Le divisioni cellulari asimmetriche si hanno in seguito ad una segregazione polarizzata di
particolari determinanti molecolari: 1) Molecole di membrana; 2) Fattori citoplasmatici; 3)

Determinanti nucleari.

stem cell

|

SELF-RENEWAL

|
s.:)
/o \
~o @

1

1

]

]

¥
terminally
differentiated .
cell

Figure 22—-4. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Normal development

Stem cell

4.

Spindle orientation

Asymmetric division

Brat
» Pins/aPKC
Numb

Bajaj et al., Cancer Res 2015



Cellule staminali possono effettuare divisioni cellulari sia asimmetriche che simmetriche

Importante € mantenere l'identita e la capacita di auto-rinnovamento

@) Divisione asimmetrica: imortante per
4 il mantenimento del pool di cellule /ll@,, - :«-,y-n-n..«-t[Hﬁ-\-
00 staminali e progenitori | U — \U

Rinnovamento simmetrico: Serve
per espandere il pool di cellule

’O - - . ~ " TN SYMMeEtne o~ o ~
612‘) staminali durante lo sviluppo, la (l@L — Jm

B

guarigione di ferite e rigenerazione
tissutale.

Stem-cell population

Differenziamento simmetrico: :
Cellule staminali possono anche i,....l ............... e o e :

effettuare divisioni cellulari che 1 1 [ 1 [ ]
o o producono due cellule differenziate O O O O O O O O

Morrison & Kimble, Nature 2006



Cellule staminali embrionali (ES)




Staminalita e differenziamento

SEGMENTAZIONE GASTRULAZIONE ORGANOGENESI

Uovo fecondato s Blastula el Gastrula —w- Neurula s Adulto

Attiva proliferazione Formazione dei foglietti embrionali Progressiva formazione
cellulare e loro posizionamento degli organi (differenziamento
(da1cellulaa nx10°cellule) che predispone I'organizzazione cellulare e tissutale)

del corpo dell’embrione

Y Y Y

Insieme di cellule CON et INsieme di cellule in faSe et Insieme di cellule
limitato livello di organizzazione di organizzazione con elevata organizzazione

Totipotenza
Potenziale proliferativo

cellula L/ Cellula
staminale / differenziata

differenziamento




Determinanti di staminalita estrinseci ed intrinseci in cellule ES

ESTRINSECI

LIF (Leukaemia inhibitory factor)

Da lo stimolo estrinseco per il mantennimento dello stato staminale (famiglie delle citochine IL-6)
Interagisce con i recettori di membrana LIF-R e gp130 che eterodimerizzano ed attivano la via di
trasduzione JAK-STAT

-Il trattamento di ES con un DN di Stat3 causa il differenziamento delle ES!

INTRINSECI

OCT4 (POU TF)

Livelli costanti di questo fattore di trascrizione sono associati con l'identita delle cellule ES, la
modulazione di essi portano a differenziamento.

E’ espresso in cellule staminali totipotenti e germinali nel topo;

Il differenziamento delle ES inizia a partire dalla blastociste verso le linee di sviluppo somatiche e durante
la gastrulazione in concomitanza con un abassamento dei livelli di OCT4.

>>[ e cellule della ICM esprimono OCT4 solo se sono indifferenziate fornendo un MODELLO per eventi
precoci del differenziamento somatico nell’embrione.

Fattori di trascrizione col dominio POU legano il motivo ottamerico su promotori ed enhancers,
interagendo con diversi co-attivatori.

NANOG (divergent homeodomain protein)
L'espressione di NANOG & necessaria per I'auto-rinnovamento e il mantenimento della staminalita.




Modello per lo studio dei meccanismi di staminalita: Cellule ES pluripotenti

-possono essere coltivate in vitro

-possono essere indotte a differenziarsi in diversi tipi cellulari in vitro

CELLULE ES

L ]

Corpi embrioidi

N

Mesoderma
Cardiomiociti

Muscolo
scheletrico

Muscolo
liscio

Ectoderma
Neuroni

Cellule
gliali

Cellule
epiteliali

Endoderma

Cellule delle isole
pancreatiche

Epatociti

¢ FIGURA 18.4

Le potenzialita differenziative delle cellule ES. Le cel-
lule ES differenziano in vitro attraverso la formazione di
corpi embriodi in cellule dei tre foglietti embrionali.

Leukaemia inhibitory factor (LIF)

———

Fattori di differenziamento specifici

¢ TABELLA 18.2

Ditferenzilamento /n vitro delle cellule ES murine
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Cellule endoteliali
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Mast cells
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Cellule delle isole
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Muscolo liscio

Muscolo striato

Wiles and Keller, 1991
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Fairchild et al., 2000
Yamashita et al., 2000
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Strubing et al., 1995
Liu et al., 2000
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Lumelsky et al., 2001

Yamashita et al., 2000
Rohwedel et al., 1994




Cellule staminali fetali e adulte




Il differenziamento cellulare nei mammiferi e le cellule staminali fetali ed adulte

> Acquisizione progressiva e stabile di nuove caratteristiche che porta all'insorgenza di
tipi cellulari ben definiti, quali ad es. cellule adipose, muscolari etc. a partire da un
singolo uovo fecondato.

Durante gli stadi di sviluppo le cellule cambiano espressione genica a seconda del
periodo e del luogo in cui si trovano allinterno dellorganismo e questo processo €
denominato differenziamento cellulare.

Una cellula differenziata & caratterizata da specifiche proteine che contiene, che le
conferiscono le sue proprieta biochimiche, strutturali e funzionali uniche.

Durante lo sviluppo cellule embrionali interagiscono tra loro attraverso contatti cellula-
cellula e attraverso segnali extracellulari (mediati da citochine e contatti con la matrice
extracellulare-integrine). Tali interazioni regolano le successive modifiche del destino
cellulare e limitano progressivamente il potenziale differenziativo delle cellule embrionali
verso destini via via piu ristretti. Il differenziamento € quindi un processo graduale che si
realizza attraverso generazioni cellulari successive.

Gli stadi iniziali del differenziamento sono molto difficili da rilevare e consistono di
alterazioni sottili, associate all'attivazione di pochi geni, ma che determinano il
commissionamento ad una particolare linea di sviluppo.

Alcune cellule invece rimangono INDIFFERENZIATE
sono le cellule staminali (FETALI e ADULTE)




Funzione delle cellule staminali adulte:
Ripopolare i tessuti con cellule differenziate e mantenere il pool di cellule staminali

Quiescenti Altamente proliferativi Quiescenti
(ma con potenziale proliferativo)  (Amplificazione transitoria) Terminalmente differenziate

ﬂ_./c/'

Cellule staminali Precursori O/O

Es.ematopoietiche  Frogenitori

Es. cripte intestino  (committed) O 7

v

v

v

v v

v

v

»
»

Cellule differenziate




Cellule staminali e progenitori nell’epitelio mammario:

Terminal ductal lobulo-alveolar unit

Lactiferous sinus

Anatomia della ghiandola mammaria
Smalley and Ashworth, Nat Rev Cancer 2003

Bipotential breast
epithelial stem cell

CK14+, CD49f+, p63+

Bipotential
progenitor

CK14+, CDA9f+, p63+ :/ \‘

Myoepithelial Luminal
progenitors progenitors

|

Differentiated Ditferentiated luminal
myoepithelial cells epithelial cells

CD24+

CD10*, SMA*, CK14* Muci*, CD24*, CK18*




L'importanza della nicchia

“Controllo delle nascite” delle cellule staminali:
La nicchia regola la crescita ed il differenziamento di cellule staminali.

Niche cell

Adhesive
molecule

Basement
membrane

\

Osteoblast Self-renewal .
(niche cell)

Stem cell
Differentiation

Bone marrow

Lemischka et al., Nature 2003



Cellule staminali dei tumori




Dimostrazione dellimportanza della capacita di autorinnovamento nell’ iniziazione e
progressione leucemica

autorinnovamneto €& una

Loss of self-renewal potential

Long-term
repopulating
stem cell

Normal development

(a)

Initial transforming
event in self-renewing
stem cell

Leukemic development

Long-term
leukemia
stem cells

/
O — <@g —

Short-term
repopulating
stem cells

©

(b)

Restricted

progemlors

@9

nitial transforming event
reactivates stem cell
self-renewal machinery

Initial transforming
event in non-
renewmg cell

Short-term leukemia
stem cells

' @0

@8@ — 8@@

Functionally
mature blood cells

@
@@@

C

No expansion of pool
of transformed progenitors

3380 - 53t

© 9@

Leukemic
progenitors

@
®@@

Loss of transformed cells
through terminal differentiation

Leukemia

Aberrantly differentiated
leukemic blast cells;
phenotype depends on
transforming events

TRENDS in Cell Biology

@
— @@%@

L’ [
> caratteristica

di cellule staminali
sia normali che leucemiche. Sono
necessarie MENO MUTAZIONI
per trasformare cellule staminali
che possiedono la capacita di
autorinnovamento (a), rispetto a
progenitori gia determinati, nei quali
questa proprieta deve essere
riacquisita (b).

Cellule staminali vivono a lungo:
quindi la  probabilita di
accumulare cambiamenti
genetici € maggiore rispetto ai
progenitori che vivono meno a
lungo. Se tale  progenitore
acquisisce una mutazione che non
conferisce la capacita di auto-
rinnovamento (c), tale cellula sara
molto  probabilmente  eliminata
oppure differenziera terminalmente
prima di accumulare abbastanza
mutazioni per iniziare un
programma leucemico.



L'esempio del CARCINOMA INTESTINALE: quale cellula e quale mutazione?

3 Enterocyte

2 Enteroendocrine Cell
£ 2 Goblet Cell

£ Transit Amplifying Cell

/_.stem@ll / @

committed

o
. \ 8_.
transit w
amplifying cell ~

terminally
differentiated

2 Paneth Cell
2 Stem Cell

A Stem cells in the small intestine of the mouse

Intestinal
villi

Postion +4
Bmi1-positive
stem cells

cells

B Cancer formation from stem cell mutations

£y

= Transient X
L2 Amplifying Transient
& Cell Microadenoma
| = APC mutation
s ] Aggressive
AN Tumour
= Stem Cell

Firthauer & Gonzales-Gaitan, Mol. Onc. 2009
Zu et al, Nature 2009




Quale cellula e quale mutazione?

Selfrenewa

Bjerkvig et al., Nat Rev Cancer 2005



La transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) genera CSC

The Epithelial-Mesenchymal
Transition Generates Cells with
Properties of Stem Cells Ap

Sendurai A. Mani,"3.1%* Wenjun Guo,"'% Mai-Jing Liao,"' Elinor Ng. Eaton,! Ayyakkannu Ayyanan,* Alicia Y. Zhou,':2
Mary Brooks,' Ferenc Reinhard,' Cheng Cheng Zhang,' Michail Shipitsin,® Lauren L. Campbell,>7 Kornelia Polyak,*&7
Cathrin Brisken,* Jing Yang,® and Robert A. Weinberg'2:9:*

Lat
Primary fumour Circulation Dkt mwtactanis
al gl b
ancer ol ::
AFs O F /
CAF as. Bas

Larue & Bellacosa, Cancer Res 2005



La transizione epitelio-mesenchimale conferisce proprieta staminali
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Plasticita cellulare




Plasticita cellulare
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Cellule pluripotenti indotte (iPS): UN MODELLO DI PLASTICITA’ CELLULARE

The Nobel Prize for Medicine

S‘In,uv.'mn b2 of epar and Jobn Guraon of B Ronouned
0r 18 T W 00 00 JeOgranmamng

Gardon daccweed hust
mmnlng:.lrnﬂ':» P
’ regrogranmed . "
oo’:«:d . I 4
anog e
rervcwed bom al-w- L]
© estaonciy g d” 0,

D) Yormoreks dsoceared tom mce teds
ek prutul

20,0 to retumed o

sate (»: g Pt pone
== "

© Fupogranmed ey tecare 3

T oey

whech G2t te thedoped 1T '-" L
O et Of AT AR Poue

L P Paripotent cols. > Vi cocoweres ham rased Sopus

NCIrQ rerve o sapacersect basse may n e
- Tt a0 Af1re e groen S AT dassne
R rarcen, et
cTokd romy
te gorerstec P The przcean moats fe read b
fom Surars s84 them cals YoM eark-sage
ATO"08 1 1esayr
e Amatrvs mg aad -

Differentiated cells

Dormant
stem-cell gene

Reprogramming

Intermediate-stage iPS cells
cells

Continual transcriptional Gene
indecision activation

Differenziamento




