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CAPITOLO 1: LINFOMI CUTANEI

1.1 - INTRODUZIONE

I linfomi cutanei rappresentano un notevole gruppo nell’ambito delle patologie
linfoproliferative e, tra i linfomi extranodali, sono al secondo posto, per ordine
di frequenza, dopo quelli del tratto gastroenterico, costituendo circa il 7% di
tutti 1 linfomi.

Con il termine di linfoma primitivo cutaneo (CPL) si intende una proliferazione
monoclonale di cellule linfoidi a primitiva insorgenza cutanea.'?

Circa il 75% dei (CPL) mostrano un fenotipo caratteristico a cellule T, mentre
meno del 25 % sono linfomi a cellule B.

Queste forme di linfoma hanno un’incidenza variabile a seconda della
posizione geografica e dell’origine etnica della popolazione: in Asia, in alcuni
stati degli USA e nel bacino del Mar dei Carabi, infatti, risultano piu diffusi
alcuni linfomi a cellule T in relazione alla diffusione endemica del virus onco-
trasformante HTLV-1.?

Il primo a parlare di linfomi fu Jean-Louis Alibert (1768-1837) che nel 1814
descrisse una strana alterazione della cute, paragonata un fungo simil tumorale,
che descrisse in dettaglio sotto il nome di “Micosi Fungoide” nel 1832.
Nonostante Alibert diede un nome alla patologia, potrebbe essere un errore

affermare che egli fu il primo a descrivere il linfoma cutaneo in quanto, a quel



tempo, I’eziologia dell’alterazione era completamente sconosciuta. LLa prima
relazione tra la Micosi Fungoide e il sistema linfoide venne intuita nel 1869,
mediante gli studi microscopici di Xavier Gillot e Louis Antoine Ranvier (1835
-1922) a Parigi. I due studiosi chiarirono che la Micosi Fungoide era causata
dalla rigenerazione del tessuto linfoide nella cute e la considerarono come la
manifestazione cutanea di un linfoma, alla quale diedero in nome di
“linfadenite cutanea”.

Nel 1876 Bazin e collaboratori definirono 1 tre stadi della malattia (chiazze,
placche e noduli).

Infine furono Lutzner e collaboratori che nel 1975 introdussero il termine
linfomi cutanei a cellule T (CTCL) per descrivere un gruppo di linfomi maligni

con primaria manifestazione cutanea.

1.2 - EPIDEMIOLOGIA E PATOGENESI

L’European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) e la
World Health Organization (WHO) hanno pubblicato una classificazione per i
linfomi cutanei nel 2005." Al contrario dei linfomi non-Hodgkin linfonodali
che sono per la maggior parte derivati da cellule B, circa il 75% dei linfomi
cutanei primitivi sono derivati da cellule T, due terzi dei quali classificati come

micosi fungoide (MF) e sindrome di Sézary. (SS).!> L’incidenza dei linfomi



cutanei T (CTCL) ¢ aumentata ed ¢ attualmente pari a 6.4 per milione di
abitanti, in base ai dati registrati dalla Surveillance Epidemiology and End
Results (SEER), con la pit alta incidenza tra i maschi e gli Afro-Americani.*
L’incidenza dei CTCL aumenta significativamente con I’eta, con una mediana
alla diagnosi di circa 50 anni e un aumento di incidenza di 4 volte in pazienti
soprai 70 anni. +°

Gli studi epidemiologici non hanno identificato fattori di rischio ambientali o
virali associate ai principali sottotipi di CTCL, con I’eccezione dell’infezione
di HTLV-1 nelle leucemie/linfomi a cellule T dell’adulto.” Recenti studi hanno
comunque suggerito che 1 farmaci possono indurre una linfoproliferazione o un
discrasia delle cellule T guidate dall’antigene.®® Un recente lavoro ha
esaminato un gruppo di pazienti con MF ipertesi in terapia con idroclorotiazide
che sono stati confrontati con pazienti affetti da MF, ipertesi che non usavano
idroclorotiazide: questi ultimi avevano piu probabilita di avere una malattia di
stadio I e avevano meno probabilita di avere un riarrangiamento clonale del
gene TCR. °

Ancora piu importante, in un sottoinsieme di questi pazienti, ¢ stata osservata
una risposta completa o parziale alla sospensione dell'idroclorotiazide. In tre
pazienti, il CTCL si e ripresentato dopo aver reintrodotto 1'idroclorotiazide, e

successivamente ¢ andato in remissione con la sua sospensione. Mentre questi



risultati potrebbero essere interpretati come una reazione a farmaco, in
particolare uno pseudolinfoma indotto da farmaci, gli autori di questo studio
suppongono che l'idroclorotiazide possa essere associata a linfoproliferazione
delle cellule T indotta dall’antigene e potrebbe servire da trigger per la MF.
Inoltre, poiche una varieta di altri farmaci puo innescare una reazione che imita
la MF, in questi pazienti dovrebbero essere eseguiti un’attenta anamnesi
farmacologica, eliminando qualsiasi farmaco sospetto. Anche le caratteristiche
genetiche individuali sono implicate nello sviluppo dei CTCL. I rari casi di MF
familiare e la rilevazione di specifici alleli HLA classe II in associazione con
casi di MF sporadici e familiari suggeriscono che 1 fattori genetici dell’ospite
possono contribuire allo sviluppo della MF.!%!> Mentre il ruolo dei fattori
genetici e ambientali nella patogenesi della CTCL non ¢ ancora chiaro, sono
stati realizzati importanti studi sull'ontogenesi della malattia, sulla patogenesi

molecolare e sulla disfunzione immunitaria associata alla malattia. '3

1.2.1 — Cellula d'origine

Le cellule T naive, quando incontrano antigeni nei linfonodi drenanti dalla cute,
esprimono inducibilmente I'antigene linfocitario cutaneo (CLA) che lega la E-
selectina e 1 recettori delle chemochine (ad es. CCR4, CCR8, CCR10) necessari

per il loro successivo reclutamento a livello cutaneo.!”! L'espansione clonale



delle cellule T attivate ¢ seguita dalla loro differenziazione in piu sottoinsiemi
di cellule effettrici e di memoria. Le cellule di memoria centrale (TCM)
mantengono la capacita di accedere al sangue periferico e ai linfonodi. Le
cellule di memoria effettrici (TEM), al contrario, migrano in siti extranodali,
compresa la cute, dove rimarra un sottogruppo, come cellule di memoria
residenti nel tessuto (TRM). La maggior parte delle cellule T nella cute sono

2l e hanno un

TRM 72, esprimono un recettore di antigene ad alta affinita
profilo distinto di espressione genica 2. Le cellule T clonali nella MF sono
comunemente TRM derivate, spiegando cosi la loro tendenza a restare
confinate alla cute *. Gli studi di immunofenotipo dimostrano che le cellule T
maligne in pazienti con varianti CTCL leucemiche (SS e MF con
coinvolgimento secondario leucemico) esprimono CCR7 e L-selectina, in
maniera simile alle TCM ?*. Questa differenza fondamentale nella cellula di
origine presunta tra SS (derivata da TCM) e MF (derivata da TRM) ¢ coerente
con il loro comportamento clinico distinto, in quanto la TCM si puo trovare sia
nel sangue periferico, nel linfonodo e nella cute e sono cellule di lunga vita
resistenti all'apoptosi, mentre le cellule TRM in sospensione non riescono a
circolare nel sangue periferico, rimanendo fisse nella cute .

Inoltre ¢ stata descritta a livello cutaneo una popolazione di re-circolazione di

cellule T di memoria migratoria CCR7 + L-selettivo (TMM). Pertanto, un



sottogruppo di pazienti con MF che mostrano un interessamento secondario
leucemico, con coinvolgimento dermico piu significativo e linfoadenopatia
dermatopatica, possono presentare un clone derivato da TMM?. La tesi
secondo cui 1 sottotipi MF e SS provengono da differenti sottogruppi di cellule
T ¢ coerente con l'ibridazione genomica comparativa (CGH) e 1 dati del profilo
dell'espressione genica che dimostrano che questi sottotipi CTCL sono
geneticamente distinti >2?°, Le cellule T regolatorie (Treg) che esprimono il
fattore di trascrizione FoxP3 sono importanti per mantenere la tolleranza verso
il self e formare un sottogruppo minore di cellule T residenti a livello cutaneo.
Heid e collaboratori hanno dimostrato che le cellule T maligne in un
sottogruppo di pazienti con Sézary possono essere derivate da cellule Treg, in
quanto il clone maligno in questi pazienti non solo ha espresso FoxP3 e
sopprime le cellule T convenzionali, ma possiede un promotore FoxP3
demetilato ?’. Rimangono incertezze sul fatto che un sottogruppo di pazienti
con Sézary abbia un clone derivato da cellule di Treg residenziali o se queste
cellule acquisiscano in modo aberrante un fenotipo Treg durante 1'evoluzione

28 Ad esempio, le cellule dendritiche immature, che sono

della malattia
prevalenti nel CTCL %, possono aumentare 1'espressione di FoxP3 nelle cellule

T maligne *. Pertanto, un sottogruppo di pazienti con SS sembra avere un clone

derivato da Treg (o "Treg-like"), anche se le implicazioni prognostiche e



terapeutiche di questa osservazione devono ancora essere chiarite.
Contrariamente alle cellule T regolatorie, che rappresentano una minoranza di
cellule T residenti cutanee, la maggior parte delle cellule T nella cute produce
citochine caratterizzate da sotto-settori differenti di effettori T, compresi Thl,
Th2 e Th17. Questa eterogeneita delle cellule T effettive aumenta la possibilita
che gli studi futuri possano sub-classificare 1 CTCL in base a questi sottogruppi
di cellule T 332, E interessante notare che la MF / SS & legata all'espressione di
geni associati a Th2 (ad es. GATA-3) e alla produzione di citochine associate
alla Th2 (ad es. IL-4, IL-5, IL-13), aumentando la possibilita che un
significativo sottoinsieme dei pazienti possa avere cloni derivanti da Th2 -7,
In alternativa, mutazioni ricorrenti che attivano percorsi di segnalazione
specifici (ad es. NFAT, NFkB, JAK / STAT) possono promuovere
l'acquisizione di un particolare fenotipo indipendente dalla cellula d'origine *.
La differenziazione delle cellule T ¢ associata a notevole plasticita. Pertanto, il
fenotipo di cellule T maligne puo essere sia eterogeneo sia altamente
dipendente dai segnali che provengono dall'interno del microambiente 3% 3% 40,
Poiché il paesaggio genetico e la cellula di origine presunta sono ulteriormente
definiti in sottoinsiemi di CTCL, incluso MF / SS, si puo prevedere che questi

dati possano avere un impatto significativo sulla classificazione, stratificazione

dei rischi e trattamento di queste malattie.



1.2.2 - Immunopatogenesi

La creazione di linee cellulari a lunga sopravvivenza derivate dai CTCL ¢
impegnativa, poiché queste cellule vanno incontro spesso a morte spontanea
durante la cultura in vitro *!**2. Pertanto, la resistenza all'apoptosi osservata in
vivo ¢ improbabile che sia dovuta solo ad una resistenza intrinseca all'apoptosi.
Piuttosto, sono 1 fattori estrinseci presenti all'interno del microambiente del
tumore che possono contribuire alla crescita e alla sopravvivenza delle cellule
T maligne, dati sostenuti dall'osservazione che l'integrazione citochinica o
I’aggiunta di segnali co-stimolatori delle cellule T supporta la crescita delle
cellule T maligne in vitro. *'*%# Sia il profilo dell'espressione genica sia gli
studi immunoistochimici hanno recentemente evidenziato 1'importante
contributo delle cellule non maligne, compresi i macrofagi, nella patogenesi dei
linfomi Hodgkin e non Hodgkin. 7 Allo stesso modo, le cellule T maligne
cutanee sono frequentemente associate a cellule dendritiche e studi su base
immunoistochimica hanno chiaramente dimostrato un'abbondanza di
macrofagi e cellule dendritiche associati a linfomi, molti dei quali possono
essere attivamente reclutati nel microambiente del tumore da chemochine

derivate dal tumore. 248



Queste cellule derivate da monociti promuovono direttamente la tumorigenesi,
attraverso la produzione di fattori che promuovono la crescita e la
sopravvivenza delle cellule tumorali, e indirettamente, sostenendo
l'angiogenesi tumorale e sopprimendo I’'immunita anti-tumorale dell’ospite. *
Ad esempio, si ¢ dimostrato che le cellule dendritiche derivate dai monociti
possono sostenere la sopravvivenza a lungo termine delle cellule T maligne
durante la cultura in vitro. ** Pill recentemente, si & dimostrato che i monociti
del sangue periferico (e la loro progenie) sono in grado di sostenere la crescita
delle cellule T maligne in vitro, conferire resistenza alla chemioterapia e
promuovere I’attecchimento tumorale nei topi immunodeficienti. *

L’IL-10 linfoma-derivata, che ¢ sovra-espressa in pazienti con malattia in
stadio avanzato e refrattaria alle terapie °°, compromette la maturazione delle
cellule dendritiche associate al linfoma, rendendole immunologicamente
incompetenti, promuovendone cosi la fuga dalla sorveglianza immunitaria
antitumorale. Inoltre, le cellule dendritiche associate ai linfomi esprimono il
ligando B7-H1 co-inibitorio della cellula T (PD-L1, CD274), che inibisce
direttamente la proliferazione delle cellule T-tumore-specifiche e
indirettamente compromette 1'immunita tumorale promuovendo 1'induzione di
cellule T regolatorie soppressive °!. Pertanto, i macrofagi associati ai linfomi e

le cellule dendritiche sembrano svolgere un ruolo importante nella linfoma-



genesi cutanea delle cellule T e contribuiscono all'evasione e alla soppressione
dell'immunita anti-tumorale dell’ ospite.

Oltre al ruolo del microambiente tumorale, I’ampia disfunzione dell'immunita
cellulare - il macro-ambiente tumorale - ¢ da tempo apprezzata nei CTCL e
contribuisce alla significativa morbilita e mortalita associata a complicanze
infettive osservate nei CTCL. Circa il 50% dei pazienti con CTCL, in
particolare quelli con malattia avanzata, muore alla fine per complicanze
infettive 2% Nel CTCL si possono osservare sia i difetti quantitativi sia
qualitativi della cellula killer (NK) >, della cellula dendritica *’ e
dell'immunita cellulare mediata dalle cellule T. °3-%° Inoltre, il CTCL ¢ associato
ad una significativa perdita di cellule T di repertorio, analogo a quello osservato
nell'infezione da HIV. In seguito ad analisi quantitative della regione beta-
variabile del recettore delle cellule T (TCR) con citometria a flusso, si ¢
osservato che nei pazienti con malattia avanzata e nella meta dei pazienti con
malattia limitata, si ha una drammatica perdita di diversita del TCR. 1 Poiché
la linfopenia € un fattore prognostico avverso in molte malattie ematologiche
6267 ¢ contribuisce indubbiamente alle complicanze infettive osservate nel
CTCL, una migliore comprensione del meccanismo causale che porta a questa

drammatica perdita di diversita delle cellule T puo avere significative

implicazioni terapeutiche.
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1.2.3 — Patogenesi molecolare

Le traslocazioni cromosomiche ricorrenti che coinvolgono il gene IgH nel
cromosoma 14 portano all'espressione aberrante di proteine anti-apoptotiche
(ad es. Bcl-2) e oncogenetiche (ad es. CiclinD1, Myc) nei linfomi a cellule B.
Ad eccezione delle translocazioni che coinvolgono il gene del fattore di
regolazione interferone 4 (IRF4) (noto anche come MUMI) presenti in un
sottogruppo di linfomi cutanei anaplastici a grandi cellule, le traslocazioni
cromosomiche ricorrenti sono raramente osservate nei CTCL.686%-70-74
Nonostante questo, un certo numero di vie che regolano la progressione e la
sopravvivenza del ciclo cellulare sono state implicate nella patogenesi dei
CTCL. La famiglia di fattori di trascrizione NF-kB (cioe c-rel, p65 / RelA,
RelB, p50 / p105, p52 / p100) svolge un ruolo importante nello sviluppo
normale delle linfociti, nell'attivazione e nella differenziazione attraverso la
regolazione dei geni bersaglio coinvolti nella crescita cellulare, la
sopravvivenza e la produzione di citochine. Vari meccanismi, ben descritti nei
linfomi a cellule B, portano all'attivazione costitutiva di NF-kB, promuovendo
la linfoma-genesi. > In modo simile, NF-kB & attivata costantemente nei
CTCL.’*" L'analisi immunoistochimica dei casi di MF ha dimostrato la

localizzazione nucleare di p65 / RelA in oltre il 90% dei casi esaminati. '
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Inoltre, l'inibizione farmacologica di NF-kB nelle linee cellulari CTCL
diminuisce l'attivita di legame del DNA di NF-kB, promuovendo cosi la morte
cellulare.”*” Mentre i meccanismi molecolari che portano all'attivazione
costitutiva di NF-kB nei CTCL sono poco compresi, l'osservazione che
lI'inibizione IKK down-regola l'attivita di NF-kB implica gli elementi di
attivazione IKK a monte. 7> 7® 1 trasduttori di segnale e gli attivatori della
trascrizione (STATs) sono una famiglia di sei fattori di trascrizione che
diventano fosforilati da una delle quattro Janus chinasi (JAKSs) associate al
recettore a monte dopo la stimolazione della citocina. La localizzazione
nucleare e il legame del DNA di STAT3 fosforilato sono stati dimostrati nei
CTCL. 38! Dopo la traslocazione nucleare, STAT3 regola direttamente un
certo numero di geni bersaglio nei CTCL, tra cui quelli regolatori dell’apoptosi
(ad esempio Bcl-2 / Bax), citochine (ad esempio IL-5, IL-13) e soppressori di
segnalazione di citochine (ad esempio SOCS). Inoltre, STAT3 regola
indirettamente 1'espressione genica inducendo l'espressione di DNA
metiltransferasi 1 (DNMT1), che promuove il silenziamento epigenetico dei
geni del soppressore tumorale.®> Non sorprende quindi che I'inibizione
farmacologica di STAT3 favorisca l'apoptosi nei CTCL. 3%%3% T meccanismi
citogenetici che coinvolgono STATSA e STATSB o la loro attivazione in

risposta alle citochine presenti all'interno del microambiente del tumore

12



suggeriscono un ruolo patogeno per altri STAT. 4% %8 [e cellule T normali
subiscono un processo controllato di morte cellulare dopo attivazione e
proliferazione dipendente dall'antigene, mantenendo cosi l'omeostasi
linfocitaria. I recettori di morte estrinseci, inclusi Fas (CD95), svolgono un
ruolo importante nella regolazione di questo processo. Un certo numero di
meccanismi, tra cui la metilazione del promotore, 3! le mutazioni del gene **
e la perdita del braccio lungo del cromosoma 10, °* determinano una
diminuzione dell'espressione di Fas in CTCL e una sensibilita ridotta
all'apoptosi. Inoltre, la metilazione del promotore e l'instabilita epigenetica che
conduce all'inattivazione di molti geni tumor soppressor, compresi quelli
coinvolti nell'induzione dell'apoptosi, sembrano essere comunemente
meccanismi convolti nella linfoma-genesi dei CTCL. ** In aggiunta ai multipli
difetti nell'apoptosi, ¢ spesso osservata nei CTCL la regolazione aberrante del
ciclo cellulare, compresa l'inattivazione del loco CDKN2A-CDKN2B. %>
Sono state descritte anche I’up-regolazione del ciclo, compreso il ciclinD1 e la
perdita di RB1.”” Con Il’avvento delle tecnologie sequenziali di ultima
generazione e dello studio dei profili di espressione genica, sono stati
identificati in un sottogruppo di CTCL ulteriori percorsi patogeni, compresi
quelli che coinvolgono fattori di trascrizione che regolano la differenziazione

delle cellule T, 3% ¢-MYC, %% RAS / RAF / MEK.!%- %3101 Ad esempio, la

13



mutazione di funzione (S345F) nel gene della fosfolipasi C, gamma 1 (PLCG1)
¢ stata recentemente osservata nel 19% dei casi di CTCL. *® Questa mutazione
¢ stata associata all'attivazione di NFAT e suggerisce che gli inibitori della
calcineurina possono essere un approccio terapeutico razionale in questi

pazienti.

1.3 - CLASSIFICAZIONE

I CPL sono singolarmente descritti nella classificazione unificata della
WHO/EORTC del 2005 che nasce dalla revisione delle 2 precedenti
classificazioni redatte rispettivamente dalla EORTC (Organizzazione Europea
per la Ricerca e il Trattamento del Cancro) nel 1997 e poi dalla WHO (World
Health Organization) nel 2001, sulla base dell’integrazione di dati clinici,
istologici, immunofenotipici e genotipici. Questa classificazione ha una
rilevanza clinica e prognostica e delinea in modo netto 1 CPL dalle corrispettive
forme nodali.!1%?

Peculiare in questa nuova classificazione ¢ I’intento di descrivere entita di
linfoma rare ed eterogenee, che presentano specifici pattern immunoistochimici

e molecolari, con conseguenti implicazioni dal punto di vista diagnostico e

terapeutico.
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Nel 2008 ¢ stata pubblicata una nuova classificazione della WHO (2008, 4th
edition) che rappresenta un aggiornamento delle entita precedentemente
descritte; ognuna di esse viene singolarmente riconosciuta ed integrata in una
classificazione generale dei linfomi nodali ed extranodali con piccole
modifiche nella terminologia (tabella 1).1%3

I CPL vengono distinti in linfomi cutanei a cellule T (CTCL), linfomi cutanei
a cellule B (CBCL) e le cosiddette “neoplasie dei precursori emopoietici”,
come la neoplasia ematodermica CD4+/CD56+ (linfoma blastico a cellule NK,
ora denominato neoplasia blastica delle cellule dendritiche plasmocitoidi-
BPDCN).

I CTCL rappresentano il 65% dei PCL e sono costituiti per il 90% dalle entita
pit conosciute, la micosi fungoide, la sindrome di Sezary e le malattie
linfoproliferative primitive cutanee CD30+.

Altre entita rare erano state precedentemente definite nella classificazione della
WHO, come il linfoma subcutaneo simil-panniculitico a cellule T (SPTL) e il
linfoma primitivo cutaneo a cellule T y/d.

Queste due forme rare di linfoma sono fra loro indipendenti; studi recenti hanno
confermato che per linfoma T subcutaneo simil-panniculitico si intende una

forma di linfoma cutaneo con fenotipo TCR o/ (B-F1+) a decorso clinico
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indolente, mentre il fenotipo Y/ caratterizza il linfoma cutaneo T y/d che ha un

comportamento molto aggressivo, simile al linfoma NK/T y/8.1%

Inoltre nel gruppo dei CTCL, vengono riconosciute singolarmente entita come
il linfoma extranodale NK/T, nasal type, e la neoplasia ematodermica
CD4+/CD56+.

I linfomi periferici T “unspecified” (PTCL/NOS, non otherwise specified;
NAS, non altrimenti specificabili), gia cosi definiti dalla WHO, rappresentano
un gruppo non specifico di linfomi non suddivisibili in ulteriori sottogruppi in
base alla morfologia, al fenotipo e alle tradizionali indagini molecolari.
Includono il linfoma primitivo cutaneo a cellule T CD8+ citotossico aggressivo
epidermotropo, il linfoma primitivo cutaneo a cellule T y/d e il linfoma
primitivo cutaneo a piccole e medie cellule T CD4+ ma studi contemporanei
hanno confermato che tali entita dovrebbero essere considerate delle entita
provvisorie e separate dal gruppo dei PTCL/NOS, come viene riconosciuto
dall’ultima classificazione della WHO. 193104

Il gruppo dei CBCLs riconosce il linfoma primitivo cutaneo del centro
follicolare come entita distinta, costituito da uno spettro di malattia che include

casi con pattern di crescita follicolare, follicolare e diffuso, e diffuso, e il

linfoma primitivo cutaneo diffuso a grandi cellule B, leg type, che comprende
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quadri clinici coinvolgenti non solo le gambe ma anche altre sedi corporee. A
questo gruppo viene affiancato anche il linfoma primitivo cutaneo a grandi
cellule B (PBLBCL) “others”, che include rari casi di linfoma a grandi cellule
B che non rientrano nella definizione di linfoma primitivo cutaneo a grandi

cellule B, leg type.
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Classificazione dei linfomi cutanei WHO/EORTC

Classificazione dei tessuti linfoidi WHO - linfomi
cutanei (ICD-O Code)

Linfomi cutanei a cellule T e NK

- Micosi fungoide (MF)

- MF varianti e sottotipi

MF follicolare

Reticulosi pagetoide

Granulomatous slack skin

- Sindrome di Sezary

- Leucemia/linfoma a cellule T dell'adulto (ATLL)
- Disordini linfoproliferativi primitivi cutanei
CD30+

Linfoma primitivo cutaneo anaplastico a grandi
cellule (C-ALCL)

Papulosi linfomatoide

- Linfoma subcutaneo simil-panniculitico a cellule
T (SPTL)

- Linfoma extranodale a cellule T/NK, nasal type
- Linfoma primitivo cutaneo a cellule T
periferiche, “unspecified”

Linfoma primitivo cutaneo a cellule T CD8+
aggressivo epidermotropo (provvisorio)

Linfoma primitivo cutaneo a cellule T _/_
(provvisorio)

Linfoma primitivo cutaneo a piccole e medie
cellule T CD4+ pleomorfo (provvisorio)

Neoplasie a cellule T e NK mature

- Micosi fungoide (MF)

- MF varianti e sottotipi

MF follicolare

Reticulosi pagetoide

Granulomatous slack skin

- Sindrome di Sezary

- Leucemia/linfoma a cellule T dell'adulto

- Disordini linfoproliferativi primitivi cutanei
CD30+

Linfoma primitivo cutaneo anaplastico a grandi
cellule

Papulosi linfomatoide

- Linfoma subcutaneo simil-panniculitico a cellule
T (fenotipo TCR a/b)

- Linfoma extranodale a cellule T/NK, nasal type
- Linfoma primitivo cutaneo a cellule T
periferiche, sottotipi rari

Linfoma primitivo cutaneo a cellule T CD8+
aggressivo epidermotropo (provvisorio)
Linfoma primitivo cutaneo a cellule T _/_
(provvisorio)

Linfoma primitivo cutaneo a piccole e medie
cellule T CD4+ pleomorfo (provvisorio)

Linfomi cutanei a cellule B

- Linfoma primitivo cutaneo a cellule B della zona
marginale

- Linfoma primitivo cutaneo del centro follicolare
- Linfoma primitivo cutaneo diffuso a grandi
cellule B, leg type

- Linfoma primitivo cutaneo diffuso a grandi
cellule B, altri

- Linfoma primitivo cutaneo a grandi cellule B
intravascolare

Neoplasie a cellule B mature

- Linfoma extranodale della zona marginale dei
tessuti linfoidi associati alla mucosa (MALT)

- Linfoma primitivo cutaneo del centro follicolare
- Linfoma primitivo cutaneo diffuso a grandi
cellule B, leg type

- Linfoma diffuso a grandi cellule B, NOS

- Linfoma primitivo cutaneo a grandi cellule B
intravascolare

Neoplasie dei precursori ematopoietici
- Neoplasia ematodermica CD4+/CD56+ (linfoma
blastico a cellule NK)

Neoplasie dei precursori
- Neoplasia a cellule blastiche dendritiche
plasmocitoidi

Tabella 1 Classificazione WHO/EORTC dei linfomi primitivi cutanei

1.4 - Micosi Fungoide
La Micosi Fungoide (MF) ¢ il piu frequente tipo tra tutti 1 linfomi cutanei

cellule T: ne rappresenta circa il 50%.
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Colpisce preferenzialmente adulti ed anziani (eta media 50 anni; rapporto M/F
2:1), sono descritti anche casi pediatrici e del giovane adulto.!®

Nella sua forma "classica" la MF ¢ caratterizzata da tre stadi progressivi,
rispettivamente stadio in chiazza (I), stadio in placca (II) e stadio tumorale (III),
con o senza eritrodermia.

Tipica della MF ¢ una storia naturale protratta, di solito associata ad una clinica
relativamente indolente. Nello stadio I 1 pazienti si presentano con chiazze
(dimensioni tra 1 e 5 cm) eritematose, non rilevate né infiltrate di solito
localizzate in zone protette dall’esposizione solare come 1 glutei, la zona
pubica, 1 fianchi, la parte bassa dell’addome, il petto e la superficie interna degli
arti. Mentre ¢ rara la localizzazione in zone foto-esposte come il viso e il dorso
delle mani. Le chiazze possono diventare atrofiche e presentare teleangectasie
e pigmentazione: in questo caso si usa il nome di poichilodermia. Un altro tipo
di forma di MF a chiazza ¢ quello ipopigmentato che colpisce in prevalenza
soggetti di pelle scura e in eta piu giovanile rispetto alla classica MF a chiazze.
Le lesioni si possono presentare come macule, chiazze o sottili placche
localizzate prevalentemente al tronco. Vanno poste in diagnosi differenziale
con la vitiligine e la tinea versicolor. Di solito tutte le lesioni della MF a chiazze
sono asintomatiche o moderatamente pruriginose anche se alcuni pazienti

possono riferire marcato prurito. Nello stadio 11 le chiazze divengono infiltrate,
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palpabili e con margini rilevati (placca); spesso 1 pazienti mostrano
contemporaneamente entrambe le lesioni (chiazze e placche), con distribuzione
asimmetrica, in aree diverse o contigue. Le sedi piu colpite sono glutei, tronco,
inguine, ascelle e la regione mammaria anche se ogni area del corpo puo0 essere
colpita. Le lesioni sono generalmente asintomatiche o moderatamente
pruriginose sebbene si possa anche presentare un prurito molto severo. Nello
stadio 111, 1a fase piu avanzata della malattia, 1 pazienti possono presentare una
seriec combinata di lesioni che, oltre a chiazze e placche, comprendono
noduli/tumori, spesso ulcerati e soggetti a complicanze settiche. Le lesioni
tumorali possono insorgere "de novo" o progredire da preesistenti lesioni in
placca. Di solito ¢ presente un eritema diffuso associato a intenso prurito
difficile da controllare e dolore per fissurazioni palmari. La differenza con la
sindrome di Sézary dipende dal coinvolgimento o meno della componente
ematologica. Il decorso della MF ¢ di solito lungo, ma I'esatta cronologia della
progressione tra le varie fasi della malattia non ¢ prevedibile. Lo stadio
tumorale si accompagna a viraggio in termini di maggiore aggressivita della
malattia, caratterizzato da un alto rischio di disseminazione extracutanea con
interessamento dei corrispondenti linfonodi loco-regionali e quindi di organi a

distanza.
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L’istologia della MF varia a seconda dello stadio, e la diagnosi delle forme
precoci rimane una delle maggiori sfide per gli anatomo-patologi.
Istologicamente la popolazione linfomatosa della MF ¢ costituita da linfociti T
con nuclei ipercromatici, convoluti (cerebriformi) e variabile tendenza
epidermotropa. Nella gran parte dei casi esiste una buona corrispondenza fra
stadio clinico lesionale e caratteristiche istopatologiche dell'infiltrato
linfomatoso. 1%

Nello stadio I (in chiazza) l'infiltrato, quantitativamente modesto, interessa il
derma superficiale. Per molti anni le lesioni che successivamente saranno
riconosciute come sede di malattia, presentano caratteristiche di aspecificita e,
nella maggioranza dei casi, viene posta la diagnosi di eczema o psoriasi. Il
periodo che intercorre tra la comparsa della lesione sulla cute e la definizione
diagnostica di linfoma a cellule T ¢ di 4-10 anni con una media di 6 anni. Le
eruzioni sono tipicamente transitorie € possono ricomparire dopo una
remissione spontanea sia nei siti gia interessati che in quelli sani.

Nello stadio 11 (in placca) 1'infiltrato diviene piu denso; oltre ai linfociti sono
presenti sparsi eosinofili, alcune plasmacellule ed istiociti. Citologicamente le
cellule neoplastiche possono essere della stessa misura o piu grandi dei normali
piccoli linfociti. Esse spesso presentano scarso citoplasma con nuclei

ipercromatici e di forma irregolare. L’architettura ¢ quella di un infiltrato
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polimorfo disposto a banda nel derma superficiale composto da istiociti,
eosinofili, normali cellule linfoidi, plasmacellule € numero variabile di cellule
CTCL. L’epidermide ¢ generalmente infiltrata da cellule singole o da piccoli
gruppi di cellule mononucleate circondate da un alone chiaro, detto
microascesso di Pautrier.

Clinicamente si evidenziano chiazze eritemato-squamose e placche infiltrate di
forma ovale o circolare con margini serpiginosi ben delimitati, generalmente a
forma discoide. Le manifestazioni cutanee dapprima presentano fasi alterne di
riacutizzazione e remissione clinica, quindi tendono ad acquisire caratteri di
fissita aumentando gradualmente di dimensioni, coinvolgendo nuove aree
cutanee ed infiltrandole maggiormente. La coalescenza di lesioni adiacenti
forma lesioni estese che conferiscono un aspetto a carta geografica. Le lesioni
tendono ad essere di colore uniforme, partendo da un eritema sino a un colore
violaceo. Occasionalmente le lesioni sono ruvide, simulanti psoriasi, 0 Sono
associate con papule, vescicole e croste. Il prurito puo essere un sintomo
prominente. Molto raramente possono essere presenti bolle e pustole. E’ stata
anche descritta una forma verrucosa localizzata soprattutto al palmo delle mant,
alla pianta dei piedi e alle pieghe cutanee. Poiché queste forme possono essere
confuse con disordini cutanei non maligni, ¢ sempre raccomandabile la biopsia

della cute in uno stadio precoce.
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Nello stadio III (tumorale) l'infiltrato linfomatoso si estende all'intero spessore
del derma e talora al sottocute con un pattern diffuso e/o grossolanamente
nodulare. Gli elementi neoplastici sono di medie e grandi dimensioni,
pleomorfi; in questa fase I'epidermotropismo puo risultare perso. Nel caso in
cui la percentuale di grandi cellule sia quantitativamente superiore al 25%
dell'intero  infiltrato, diviene concreta la  possibilita di  una
progressione/trasformazione in linfoma secondario a grandi cellule, con
prognosi sfavorevole. I noduli possono insorgere ovunque ma prediligono la
faccia e le pieghe cutanee (le ascelle, I’inguine, fossa antecubitale, il collo e
nelle donne la zona inframammaria).

Nella gran parte dei casi di MF la popolazione linfomatosa ha un
immunofenotipo T-periferico "helper" (CD2+, CD3+, BFl+, CD4+, CD5+,
CD45R0O+) spesso con perdita del CD7; sono stati segnalati anche rari casi di
MF con fenotipo "suppressor' CDS8+. Nella fase tumorale gli elementi
neoplastici, in precedenza negativi, possono esprimere I'antigene CD30 che, nel
caso specifico, assume una connotazione prognosticamente sfavorevole.

Le indagini di biologia molecolare evidenziano un riarrangiamento
monoclonale per TCR ("T-cell-receptor") nella maggioranza delle MF in stadio

in placca e tumorale; risultati variabili si ottengono invece nelle fasi iniziali di
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malattia ove la percentuale di casi "riarrangiati" puo risultare inferiore al 50%.
Al momento non sono descritte anomalie citogenetiche.

Una diagnosi di MF non pu0 prescindere da un'accurata combinazione del
quadro clinico con gli aspetti istopatologici ed immunomolecolari. Una delle
maggiori difficolta nella esatta identificazione della MF, soprattutto in fase
iniziale, risiede proprio nella storia naturale della malattia, caratterizzata da un
decorso protratto ed indolente con lesioni che possono essere facilmente
scambiate per dermatiti a diversa eziologia (dermatiti superficiali eczematose,
lichenoidi o psoriasiformi). Le recenti metodiche diagnostiche
(immunoistochimica e biologia molecolare) non si sono purtroppo rivelate in
grado, da sole, di fornire risposte conclusive. Modificazioni del profilo
antigenico della popolazione T-linfocitaria (ad esempio la perdita del CD7)
sono infatti osservabili anche in quadri flogistici. Ricordiamo che le indagini
molecolari evidenziano, con sempre maggior frequenza, la presenza di
popolazioni T oligoclonali in patologie quali il lichen planus, la pitiriasi
lichenoide, la dermatite spongiotica, etc. In sintesi, una diagnosi di MF in fase
iniziale non € sempre agevole e puo richiedere molto tempo ed una particolare
cautela, che si traducono in un prolungato "follow-up" e nella necessita di

multipli controlli bioptici sequenziali.
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La storia naturale della micosi fungoide puo avere una durata variabile da pochi
mesi a molte decadi. In un paziente con normale spettanza di vita, se non
trattato od inadeguatamente trattato, la malattia tende a progredire verso stadi
piu avanzati. Tuttavia la diffusione ai linfonodi e agli organi interni viene
osservata raramente (circa il 10-20% dei casi), poiché la maggior parte dei
pazienti muore per sepsi secondaria a lesioni dermatologiche infettate, per lo
piu da S. Aureus o da Ps. Aeruginosa, o per cause assolutamente non correlate
con la malattia. Anche in pazienti con interessamento esclusivamente cutaneo
si rileva abbastanza frequentemente in fase avanzata un coinvolgimento degli
organi interni soprattutto linfonodi, milza, fegato, polmoni. Infatti all’esame
autoptico l’incidenza dell’impegno extracutaneo ¢ del 70% e in ordine
decrescente sono interessati linfonodi (61%), milza (52%), fegato (48%),
polmoni (42%), midollo osseo (32%) e tratto gastrointestinale (31%).

I pazienti con MF sono stati divisi in tre gruppi prognostici:

- prognosi favorevole con sopravvivenza media maggiore ai 12 anni quando
la malattia ¢ allo stadio di placca senza coinvolgimento dei linfonodi, del
sangue periferico e viscerale;

- prognosi intermedia con sopravvivenza media di 5 anni nella fase di nodulo,
eritrodermia o malattia di placca con interessamento linfonodale o

coinvolgimento del sangue periferico ma senza coinvolgimento viscerale;
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- cattiva prognosi con sopravvivenza media di 2.5 anni in caso di
coinvolgimento anche viscerale.

Pazienti con stadio clinico IA non hanno una sopravvivenza differente quando
sono comparati con una popolazione controllo identica per eta, sesso e razza.
Forme varianti della Micosi Fungoide

Entrambe le classificazioni WHO ed EORTC descrivono varianti della Micosi
Fungoide:

a) Micosi Fungoide Follicolare con Mucinosi Follicolare

Clinicamente si presenta in forma di lesioni (papule e/o placche eritematose)
che coinvolgono le strutture annessiali follicolari della testa e del collo; in altre
sedi cutanee gli stessi pazienti possono comunque mostrare lesioni tipiche della
MF classica. Istologicamente l'infiltrato cellulare e' tipicamente piu
folliculotropo che epidermotropo ed € costituito da linfociti T-"helper" CD4+,
pleomorfi piu spesso di piccole e medie dimensioni. E’ frequente la deposizione
di una variabile quantita di mucina in sede intra e periannessiale.

b) Reticulosi Pagetoide

Clinicamente si presenta in forma di chiazze e/o placche di discrete dimensioni,
di aspetto verrucoso ipercheratosico; le lesioni, a lenta crescita, interessano di
solito 1'estremita inferiore degli arti. Vengono distinte una forma localizzata

(malattia di Woringer-Kolopp) a prognosi estremamente favorevole ed una
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forma disseminata (malattia di Ketron-Goodman), quest'ultima con prognosi
simile a quella della MF classica. Istologicamente l'infiltrato linfomatoso €
costituito da elementi atipici, pleomorfi, di dimensioni variabili, con fenotipo
T-periferico (CD4+4/CD8- o CD8+/CD4-) caratterizzati da un peculiare e
spiccato epidermotropismo; ¢ frequente l'espressione dell'antigene CD30

almeno in una quota della popolazione neoplastica.

La classificazione standard per stadi della MF e il sistema TNMB (T=
estensione del tumore primitivo; N= coinvolgimento linfonodale; M=
coinvolgimento di siti metastatici; B= coinvolgimento ematico); questo sistema
¢ stato proposto per la prima volta al Workshop NCI del 1978, ed ¢ il seguente:
T (Cute):

T1: chiazze/placche limitate (<10% della superficie cutanea totale)

T2: chiazze/placche generalizzate (>10% della superficie corporea)

T3: presenza di tumori

T4: eritroderma generalizzato

N (linfonodi):

NO: linfonodi non coinvolti clinicamente

N1: linfonodi aumentati di dimensioni, istologicamente negativi (linfonodi

reattivi)
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N2: linfonodi non coinvolti clinicamente ma istologicamente positivi
N3: linfonodi aumentati di dimensioni e istologicamente coinvolti
M (metastasi viscerali):

MO: assenza di coinvolgimento viscerale

MI1: coinvolgimento viscerale

B (sangue):

BO: assenza di cellule di Sézary circolanti (< 5% dei linfociti)

B1: cellule di Sézary circolanti (> 5% dei linfociti)

La stadiazione clinica complessiva ¢ definita come segue:

- Stadio IA: T1 NO MO

- Stadio IB: T2 NO MO

- Stadio ITA: T1-2 N1 MO

- Stadio IIB: T3 NO-1 MO

- Stadio IITA: T4 NO MO

- Stadio IIIB: T4 N1 MO

- Stadio IVA: T1-4 N2-3 MO

- Stadio IVB: T1-4 NO-3 M1
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1.5 - SINDROME DI SEZARY

La sindrome di Sézary (SS) rientra nel gruppo dei CTCL ed ¢ considerata una
forma di linfoma/leucemia con interessamento della cute e del sangue
periferico.

Storicamente la SS viene definita come una malattia caratterizzata dalla triade:
eritrodermia, linfoadenopatia generalizzata e la presenza di un clone
neoplastico T-cellulare con nucleo cerebriforme (cellule di Sézary) nella cute,
nei linfonodi e nel sangue periferico. '%

Dal punto di vista epidemiologico, la SS ¢ una malattia rara che colpisce
esclusivamente gli adulti. Essa rappresenta meno del 5% dei CTCL, con
un’incidenza annua intorno allo 0,3 casi per milione di abitanti. Nelle ultime
decadi si € notato un aumento dell’incidenza dei CTCL, probabilmente per un
generale miglioramento delle capacita diagnostiche e dell’accesso alle cure.
Sono pill colpiti i bianchi, i maschi e I’incidenza aumenta con I’eta.!?’

La SS ¢ caratterizzata dalla comparsa de novo o da precedente MF di
un’eritrodermia spesso intensamente pruriginosa, che puo essere associata ad
intensa esfoliazione, edema e lichenificazione.

Sono altresi comuni: linfadenopatia, alopecia, onicodistrofia e ipercheratosi
palmo-plantare. Negli stadi avanzati vi puo essere interessamento oculare, che

si manifesta con blefarocongiuntivite ed ectropion.
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Per quanto riguarda le eritrodermie la diagnosi differenziale comprende:
reazioni cutanee da farmaci, reticulosi attinica, reazioni pseudolinfomatose
indotte da farmaci, gravi reazioni di tipo eczematoso, psoriasi, dermatite
seborroica, parapsoriasi, pitiriasis rubra pilaris e stati di fotosensibilita (es.
lupus e dermatomiosite).

Le cellule di Sézary sono linfociti atipici dotati di nucleo convulto o
cerebriforme, presenti sia nella cute sia nel sangue.

La diagnosi della SS si basa su parametri clinici e strumentali (ecografia, TC e
PET), sull’esame istologico-immunoistochimico di biopsie cutanee e/o
linfonodali e sullo studio immunofenotipico (CD4+/CD26-, CD7%) e
molecolare (clonalita e citogenetica) del sangue periferico e dell’aspirato
midollare.

L’istologia nella SS puo risultare simile a quella della MF, tuttavia I’infiltrato
cellulare tende ad essere spesso monotono e 1’epidermotropismo puo a volte
essere assente.

Da sottolineare ¢ il fatto che in piu di un terzo delle biopsie di pazienti con la
SS il quadro istologico risulta non specifico, potendo riprodurre pattern presenti
nelle patologie benigne di tipo infiammatorio (perivascolare superficiale,
perivascolare superficiale e profondo, spongiotico, psoriasiforme, con infiltrato

lichenoide etc.). Questa situazione spesso rende difficoltosa una diagnosi € un
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trattamento precoci. I linfonodi coinvolti mostrano in modo caratteristico un
infiltrato di cellule di Sézary denso € monotono con perdita della normale
architettura linfonodale. Anche il midollo osseo puo a volte essere coinvolto,
ma I’infiltrato € spesso sparso € maggiormente interstiziale.

Le cellule di Sézary da un punto di vista immunofenotipico rappresentano la
proliferazione clonale di linfociti T helper CD4+ ed esprimono pertanto
antigeni associati alle cellule T: CD2+, CD3+, CD5+, circa 2/3 sono CD7-,
quasi tutte sono CD4+/CD8-, CD45R0O+, CD26-, CD60+, CD49d-.

Sono possibili anche casi CD3+, CD4-/CD8+, in questi ultimi deve pero essere
considerata la diagnosi differenziale con la reticulosi attinica.

I geni del TCR spesso mostrano un riarrangiamento clonale. Non sono state
identificate traslocazioni ricorrenti, ma il riscontro di un cariotipo alterato ¢ un
reperto comune in questa patologia.

La SS rientra nel gruppo degli E-CTCL (erythrodermic cutaneous T-cell
lymphoma), linfomi cutanei a cellule T -caratterizzati dalla presenza di
eritrodermia (eritema diffuso a piu dell’80% della superficie cutanea). In questo
gruppo rientrano: la sindrome di Sézary (fase leucemica dei ECTCL), la micosi
fungoide eritrodermica (E-MF), e gli E-CTCL NOS (not otherwise specified).
Le caratteristiche cliniche della SS si sviluppano solitamente “de novo™ nel giro

di un breve intervallo di tempo (SS variante classica), in alcuni casi invece sono
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preceduti da prodromi quali la presenza di prurito o quadri di dermatite
aspecifici, o infine possono insorgere da una tipica MF.

L’International Society for Cutaneous Lymphoma (ISCL) raccomanda che
questi ultimi casi siano indicati come “SS preceduta da MF” o “SS secondaria”,
in ragione delle possibili differenze nel comportamento clinico e nella
prognosi.

La percentuale di cellule di Sézary richiesta per la diagnosi di SS rimane una
questione controversa.

I criteri minimi per fare diagnosi sono rappresentati da eritrodermia,
un’istologia cutanea compatibile, >5% di cellule di Sézary circolanti e
I’evidenza nel sangue periferico di un clone T cellulare.

L’ISCL ha proposto per la diagnosi di SS la presenza di uno o piu dei seguenti
criteri ematologici:

(1) una conta assoluta di cellule di Sezary di almeno 1000cells/mm?,

(2) un rapporto CD4/CD8>10 dovuto ad un incremento delle cellule CD4+
circolanti e/o la presenza su di essi di un

immunofenotipo aberrante (per esempio, la perdita degli antigeni pan-T: CD2,

CD3, 0 CD35, e/o CD4 e CDS),
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(3) un’aumentata conta linfocitaria con 1’evidenza di un clone T cellulare nel
sangue periferico, evidenziato con la metodica di Southern blot o mediante
PCR,

(4) presenza di anomalie cromosomiche sul clone T cellulare.!%-112

Stratificati in base alla conta delle cellule di Sézary (SC), i1 pazienti affetti da
E-CTCL mostrano una mediana di sopravvivenza (MS) di 7,6 anni in caso di
numero minore di 1000 SC/uL, di 5,4 se compreso tra 1000 e 10.000 SC/uL, e
di 2,4 se maggiore di 10.000 SC/uL.

L’eta avanzata, livelli elevati di lattato deidrogenasi (LDH) e una conta dei
globuli bianchi (WBC)>20.000/uL alla diagnosi sono stati associati a una
cattiva prognosi.

Anche un elevato numero di CD60+ e uno basso di CD49d+ tra 1 CD4+ alla
presentazione della malattia ¢ risultano associati a minori probabilita di

sopravvivenza. 108112

1.6 - TERAPIA
Il trattamento dei linfomi primitivi cutanei richiede un intervento
multidisciplinare nel quale sono coinvolti il dermatologo, il radioterapista e

I’ematologo.
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Il dermatologo osserva per primo il paziente, pone la diagnosi, completa lo
staging della malattia e pianifica il trattamento topico o sistemico diretto alla
cute. Il radioterapista ¢ coinvolto gia nella prima fase del trattamento per
I’intervento su manifestazioni ancora limitate del linfoma o nel trattamento
delle manifestazioni estese per I'intervento su tutta la cute (total skin electron
beam). La collaborazione dell’ematologo e, in genere, richiesta per un piccolo
numero di pazienti con malattia avanzata gia ripetutamente trattati, resistenti o
in recidiva dopo terapie tradizionali topiche o sistemiche.

I linfomi primitivi cutanei nella maggioranza delle varianti istologiche
presentano infatti un decorso indolente ed una buona prognosi con una lunga
sopravvivenza.

I linfomi primitivi cutanei B presentano una buona prognosi con elevata
incidenza e lunga durata della remissione completa con le terapie locali
(chirurgia, radioterapia) o con a2-Interferone o la monochemioterapia.

La maggior parte dei pazienti dovrebbe essere trattata con la radioterapia locale
o con la sola escissione chirurgica. Terapie sistemiche piu aggressive del
Clorambucil e dell'alfa interferone sono richieste da pochissimi pazienti.
Nonostante la lunga sopravvivenza, le recidive sono frequenti (circa il 50%) e
spesso non eradicabili. In considerazione tuttavia della lunga sopravvivenza la

terapia dovrebbe mirare ad una buona palliazione con rischio minimo e con
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scarsa influenza sulla qualita di vita. A volte pero le recidive ripetute, le
localizzazioni cutanee molto estese (di problematico trattamento locale) e,
seppure rara e tardiva, la diffusione linfonodale e midollare della malattia,
possono richiedere trattamenti pitt aggressivi come gli anticorpi monoclonali
anti-CD?20, la polichemioterapia e la chemioterapia sovramassimale.

Non esistono studi controllati che attraverso I’inquadramento diagnostico o la
stratificazione prognostica sulla base di criteri clinico-biologici dimostrino
I’utilita di un approccio sistemico, con l'intervento dell’ematologo, nel
trattamento dei linfomi cutanei gia all’esordio della malattia.

In un piccolo gruppo di pazienti, il linfoma cutaneo e aggressivo gia all’esordio
ed una malattia avanzata si osserva piu frequentemente in pazienti che sono
resistenti o hanno presentato una recidiva dopo ripetuti trattamenti con terapie
tradizionali topiche o sistemiche.

In questi pazienti nessuna terapia ¢ in grado di indurre una remissione stabile
della malattia e la scelta del trattamento risulta difficile per 1’eterogeneita
clinica e biologica della patologia e per la tossicita cumulativa indotta dalle
precedenti terapie associata spesso all’eta avanzata dei pazienti.

In alcune varianti del linfoma, tuttavia, una piu precisa definizione biologica e

I’utilizzo di dati retrospettivi derivati da ampie casistiche possono permettere
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di pianificare un trattamento che possa avere come obiettivo anche
I’eradicazione della malattia linfomatosa.

I linfomi cutanei primitivi a cellule T (CTCL, Cutaneous T Cell Lymphoma),
dei quali il sottotipo piu frequente ¢ rappresentato dalla Micosi Fungoide (MF),
rispondono per lungo tempo ai trattamenti topici o sistemici di associazione con
steroidi, UV e retinoidi o all’a2-Interferone.

Altre varianti, come 1 CTCL a grandi cellule (Anaplastic Large Cell, ALC)
CD30+ presentano remissioni complete dopo il solo trattamento chirurgico e
I’aggiunta della radioterapia.

Gli stadi avanzati della MF, la Sindrome di Sezary (SS), gli ALC CD30-, e altre
varianti rare come la Subcutaneous Panniculitis-like sono refrattari o
rispondono solo per un breve periodo anche a trattamenti sistemici piu
aggressivi come la monochemioterapia, la polichemioterapia gli anticorpi
monoclonali anti-CD52 o la chemioterapia sovramassimale con reinfusione di
Cellule Staminali Emopoietiche (CSE) autologhe o il trapianto di CSE
allogeniche.

Le associazioni polichemioterapiche piu utilizzate nel trattamento dei linfomi
cutanei in fase avanzata contengono un antraciclinico associato alla
ciclofosfamide, alla vincristina e al prednisone (CHOP) o ad altri

farmaci 113,114,115
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Dopo una risposta di breve durata (in media 7 mesi) soprattutto 1 CTCL in fase
avanzata, recidivano e si presentano resistenti ad ulteriori trattamenti.

Le strategie di trattamento possono essere divise in 2 categorie: terapia locale
cutanea e terapia sistemica. La terapia locale include PUVA, chemioterapia
topica e radioterapia. La terapia sistemica include chemioterapia e altri agenti
citotossici, fotoforesi, retinoidi, IFN e altri modificatori della risposta
biologica. Nessuno studio ha dimostrato una superiorita di un trattamento
topico e la scelta terapeutica dipende in genere dalle condizioni del paziente e
dalla sua capacita di tollerare un trattamento piuttosto che un altro.

Il successo del trattamento ¢ la remissione dei sintomi e il miglioramento delle
lesioni cutanee.

Sebbene 1 pazienti trattati pill aggressivamente possono presentare una
remissione completa, questo gruppo presenta anche una maggiore tossicita. Tra
1 due gruppi non ci sono differenze significative tra la durata della
sopravvivenza libera da malattia e la sopravvivenza mediana.

La terapia con UVB (raggi ultravioletti B) ¢ efficace in pazienti con malattia
con chiazze stadio I. L'83% dei pazienti con stadio I ha ottenuto una remissione
completa a una media di 5 mesi dopo I’inizio della terapia a una frequenza di 3

volte a settimana. La durata media della remissione & di 22 mesi.'!®
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La PUVA (psoralens plus ultraviolet light) terapia ¢ un particolare tipo di
trattamento che prevede 1’uso di UV A in associazione a composti fotoattivati
(derivati furocumarinici) in grado di inibire la sintesi sia di DNA sia di RNA
mediante formazione di mono o bi-funzionali addotti alla timidina, mutazioni
genetiche o alterazioni cromatidiche. Il trattamento consiste nell’assunzione
per os di un farmaco fotosensibilizzante, 8-methoxypsoralen (8-MOP), seguita
dopo 2 ore dall’esposizione a raggi ultravioletti UVA di elevata intensita ed
ampia lunghezza d’onda. Le apparecchiature utilizzate emettono uno spettro
continuo di raggi ultravioletti di lunghezza d’onda compresa tra i 320 e 400 nm,
con picco di emissione trai 350 e 1 380 nm. Il tempo di esposizione iniziale si
basa sul grado di pigmentazione cutanea prima della terapia e viene aumentata
di seduta in seduta in base alla risposta del paziente ed alla comparsa di eritema.
La dose iniziale e di 0.6 mg/Kg ingerita 2 ore prima dell’esposizione a UVA.
La dose iniziale di UVA ¢ di circa 1,5-3 J/cm2 e pud essere aumentata
approssimativamente di 0,5 J/cm?. Normalmente la frequenza delle sedute & 2-
3 volte alla settimana fino alla completa scomparsa delle lesioni cutanee poi il
trattamento puo essere sospeso, anche se una terapia di mantenimento (1 volta
a settimana o una volta ogni 3-4 settimane) ¢ utile per prolungare la durata della
remissione. Il tempo necessario per la scomparsa delle lesioni varia dai 2 ai 6

mesi. Una remissione completa si puo ottenere nel 70-100% dei pazienti in stati

38



iniziali. Si € visto che 1 pazienti con lesioni eritematose o a placca rispondono
maggiormente rispetto ai pazienti con malattia avanzata.

Gli effetti della terapia sono ben tollerati. Gli effetti collaterali includono
nausea, dovuta allo psoralene, eritema e prurito. Un’esposizione a lungo
termine agli UVA puo inoltre aumentare I’incidenza di carcinomi cutanei e
determinare la formazione di cataratta. Nonostante cio la PUV A-terapia ¢ in
genere ben tollerata, efficace e puo essere eseguita anche in sinergia con altri
tipi di trattamento. Recentemente sono stati riportati casi di mielodisplasia
legati alla terapia e un caso di leucemia acuta.

Recentemente la PUVA-terapia ¢ stata associata all’interferone, con
percentuale elevate di remissione completa (oltre 60%) anche in pazienti
pretrattati con altre modalita terapeutiche. Il tasso di remissioni complete e la
loro durata con questo trattamento combinato sono risultati maggiori di quelle
riportate con singoli trattamenti.

La PUVA-terapia ¢ ristretta a pazienti con malattia stadio I e II.

La fotoferesi prevede 1'utilizzo degli psoraleni associati agli UVA. ' I pazienti
assumono lo psoralene 2 ore prima del trattamento e vengono successivamente
sottoposti ad una leucoaferesi con isolamento della frazione cellulare
mononucleata. Le cellule vengono esposte agli UVA all'interno di un

particolare dispositivo e poi reinfuse nel circolo ematico del paziente. Gli UVA
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sono direttamente tossici per queste cellule che sono irradiate e in piu le cellule
irradiate e reinfuse stimolano una risposta selettiva contro le cellule maligne.
Inizialmente la fotoforesi ¢ eseguita per 2 giorni consecutivi una volta al mese.
Seguono poi sei mesi di terapia mensile.

C'e una risposta del 73% in pazienti con CTCL refrattario alle terapie
precedenti, la maggior parte dei quali hanno SS. Pazienti con SS, con conta
linfocitaria di normali CD8+, rispondono bene alla terapia. La sopravvivenza
media in questa coorte di pazienti ¢ di circa 60 mesi. Un altro studio ha
confrontato un gruppo di pazienti trattati con fotoforesi con un gruppo non
trattato e ha preso in considerazione la clonalita delle cellule T. La
sopravvivenza media dei pazienti trattati con fotoforesi ¢ solo di 39 mesi e non
¢ significativamente migliore rispetto al gruppo non trattato con fotoforesi. Si
sta studiando una forma liquida di 8-MOP che ¢ introdotto direttamente nella
macchina da fotoforesi senza che il paziente debba ingerire lo psoralene. Gli
effetti collaterali sono blandi ed includono nausea, flash e febbre. '8

La chemioterapia topica puo essere usata sia con mecloretamina (NH2,
nitrogen mustard (NM) o carmustina (BCNU).!"®

La terapia topica con NM ¢ applicata quotidianamente per I’intera superficie

corporea con una soluzione di 10 mg in 50 ml di soluzione acquosa. E’ stata

dimostrata una risposta completa del 51% e una risposta totale dell’81% in 43
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pazienti con malattia allo stadio T1. Nella stesso studio c’¢ una risposta
completa del 26% e totale del 70% tra 58 pazienti con malattia T2. Dopo 1 anno
di trattamento con NM topica ¢ stata evidenziata una risposta completa del 67%
tra 41 pazienti con malattia T1 e del 40% tra 76 pazienti con T2. Il tempo medio
di remissione per questo studio ¢ di 4.4 mesi per T1 e 20.4 mesi per T2. Percio
NM topica ¢ un trattamento efficace e conveniente.

I maggiori effetti collaterali di NM topica sono dermatite irritante o da contatto
allergica, carcinomi squamocellulari e basocellulari secondari. Reazioni da
ipersensibilita ritardata occorrono in piu del 58% di pazienti. In questo caso
bisogna interrompere la somministrazione e procedere con la
desensibilizzazione.

In un follow up a lungo termine 11% di 331 pazienti trattati con NM topica ha
una completa remissione per piu di 8 anni. L’incidenza di carcinoma
squamocellulare della cute ¢ di 8.6 volte maggiore rispetto alla popolazione
generale e I’incidenza di basalioma e di 1.8 volte. Analisi di questo studio ¢
complicata dal fatto che molti pazienti sono stati anche trattati con altre
modalita tipo radiazioni locali, TSEBT, ultraviolett phototerapy e
chemioterapia sistemica.

BCNU topica ¢ stata dimostrata avere una efficacia simile a NM. BCNU 10 mg

in etanolo e poi miscelata con 60 ml di acqua. La soluzione finale ¢ applicata
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una volta al giorno su tutta la superficie corporea eccetto aree non coinvolte
della faccia, mani, genitali e pieghe cutanee. Studi hanno riportato una risposta
superiore al 92% a 3 anni tra 89 pazienti con malattia T1 e oltre 64% a 3 anni
tra 83 pazienti con T2. La sopravvivenza a 5 anni in questi 2 gruppi ¢ del 97%
e 79%, rispettivamente. Il tempo medio per ottenere una risposta completa ¢ di
9 settimane per pazienti con stadio T1 e 12 settimane per quelli T2. Le reazioni
da ipersensibilita a BCNU sono rare. Il piu comune effetto collaterale all'uso
topico di BCNU ¢ l'eritema, che puo essere seguito da teleangectasie. Tumori
secondari della cute non sono di solito osservati. La mielosoppressione ¢ rara
alla dose standard di 10 mg ed ¢ stata osservata in meno del 10% dei pazienti
trattati con una dose doppia rispetto a quella standard.

I linfomi cutanei, come la maggior parte dei linfomi maligni, sono molto
radiosensibili. La radioterapia esterna viene utilizzata con successo nei linfomi
cutanei in fase iniziale e a puro scopo palliativo nelle forme cutanee piu
avanzate ed in quelle con localizzazione viscerale. Le lesioni tumorali piu
infiltrate richiedono di solito un boost radioterapico, cio evita il danno a carico
di strutture piu profonde, compreso il tessuto emopoietico. E’ segnalata una
remissione completa in circa il 65% dei casi. Le complicanze acute includono
eritema cutaneo e alopecia temporanea. Le complicanze croniche sono

rappresentate da xerosi della cute e sviluppo di teleangectasie.
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La chemioterapia sistemica ¢ usata di solito per terapie palliative in pazienti
con malattia refrattaria dopo terapia topica cutanea o in pazienti con malattia
avanzata alla presentazione. La chemioterapia sistemica ¢ stata utilizzata nel
trattamento della Micosi Fungoide sia come monochemioterapia che come
polichemioterapia. La monochemioterapia con alcuni agenti ¢ stata usata
includendo metotrexate, glucocorticoidi, NM, ciclofosfamide, cisplatino,
etoposide, bleomicina, doxorubicina, vincristina e vinblastina.'?*® La
monochemioterapia puo ottenere una risposta completa in oltre il 30%, ma le
remissioni sono di breve durata. Il prednisone induce una remissione parziale
in approssimativamente il 50% dei pazienti e il desametasone ¢ efficace
nell’ottenere il miglioramento dei sintomi in pazienti con grave SS.

Uno studio ha riportato una risposta in oltre il 76% e una sopravvivenza a 5
anni del 71% in un gruppo di 17 pazienti trattati settimanalmente con una bassa
dose di metotrexate.

La polichemioterapia ¢ stata usata in pazienti con malattia avanzata. Vari
regimi sono stati utilizzati, tra cui: CVP, CHOP, MOPP. Sebbene sia stata
dimostrata una risposta che varia dall'80 al 100%, non ci sono significativi
benefici per la sopravvivenza.

Cosi come per 1 linfomi cutanei a cellule B, anche nel campo dei linfomi cutanei

a cellule T negli ultimi anni ¢ utilizzata I’immunoterapia.
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Alemtuzumab, un anticorpo monoclonale IgG2b di ratto, CAMPATH-I1G, ¢ in
grado di rimuovere 1 linfociti da sangue periferico, midollo osseo e milza di
pazienti con tumori linfoidi, grazie alla sua capacita di indurre citotossicita
celllulo-mediata anticorpo-dipendente (ADCC). In vitro Alemtuzumab agisce
attivando la citolisi mediata dal complemento e ADCC (citotossicita cellulo
mediata anticorpo dipendente) e inducendo 1’apoptosi anticorpo-mediata. Non
¢ chiaro quale di questi meccanismi sia piu importante per 1’attivita terapeutica
di questo anticorpo in vivo.

Una trattazione a parte spetta alla terapia con bexarotene. Gli acidi retinoici
endogeni, l'acido all-trans retinoico e il 9-cis acido retinoico (ossia composti
derivanti da vitamina A) regolano una serie diversificata di processi biologici,
che vanno dallo sviluppo embrionale alla crescita cellulare, alla
differenziazione e alla sopravvivenza, legandosi a due famiglie di recettori
ormonali steroidei ovvero 1 recettori dell’acido retinoico (RAR) e 1 recettori X
dei retinoidi (RXR). Vari retinoidi RAR sono stati utilizzati in MF / SS, sia
topici sia sistemici, con tassi di risposta superiore al 50%. Tuttavia, nel 1999 il
bexarotene "rexinoid" RXR selettivo ¢ stato approvato dalla FDA per 1 CTCL
ed ¢ stato successivamente approvato come una formulazione topica in gel. Gli
studi di laboratorio dimostrano che il bexarotene favorisce l'arresto del ciclo

cellulare e l'apoptosi nelle linee cellulari CTCL.'?'"1?2 In uno studio
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multicentrico di fase II-III, 94 pazienti con CTCL a livello avanzato
precedentemente trattati con una mediana di cinque terapie precedenti, la
maggioranza dei quali avevano una malattia refrattaria ad almeno una terapia
sistemica precedente, hanno ricevuto almeno 300 mg / m2 di bexarotene orale
giornaliero. ' Tra i pazienti trattati con la dose di 300 mg / m?, & stato osservato
un tasso di risposta globale del 45%, di cui solo il 2% era completo. Mentre ¢
stata osservata una migliore percentuale di risposta globale con I'impiego di
dosi piu elevate, questa differenza non era statisticamente significativa, e la
tossicita limitante della dose era molto pit comune (50% contro 89%) in questi
pazienti. Mentre ¢ probabile una relazione dose-risposta, la dose di 300 mg /
m? sembra fornire il rapporto ottimale di rischio / beneficio. Le tossicita pil
comuni associate alla terapia erano l'ipertrigliceridemia (nell'82%) e
l'ipotiroidismo centrale (29%). La mielosoppressione ¢ rara e di solito non
complicata. La pancreatite secondaria all'ipertrigliceridemia puo essere
raramente osservata, ma ¢ reversibile al momento della sospensione del
trattamento. Pertanto, prima di iniziare la terapia deve essere ottenuto un
pannello lipidico di base e un TSH. In uno studio retrospettivo, tutti i pazienti
trattati con bexarotene hanno sviluppato iperlipidemia e ipotiroidismo, spesso

entro alcune settimane dall'inizio del trattamento.'?*
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Di conseguenza, si raccomanda generalmente 1'uso di agenti che abbassano 1
lipidi (ad esempio fenofibrato) e levotiroxina a basso dosaggio (ad esempio 50
microgrammi) prima dell'inizio del bexarotene. '*>1*7 Nella pratica clinica, il
bexarotene viene spesso avviato ad una dose inferiore di 150 mg / m* e
successivamente titolato a dosi piene dopo 4 settimane di terapia, a seconda
della tollerabilita del paziente. La maggior parte delle risposte si verifica entro
2-3 mesi dall'inizio della terapia, ma puo essere ritardata. Pertanto, in assenza
di progressione o tossicita di malattia, il trattamento dovrebbe essere continuato
fino a 6 mesi. Per i pazienti responder, il trattamento deve essere continuato
fino alla progressione della malattia e, a seconda della qualita della risposta, si
dovrebbero considerare terapie aggiuntive per la cute (ad esempio PUVA,
interferone). '?® Sono state recentemente pubblicate linee guida che descrivono
un adeguato monitoraggio del laboratorio, una cura di supporto e una
prescrizione sicura clinica di bexarotene.!?”® Sono necessari studi futuri che
chiariscono 1'uso ottimale di bexarotene, in combinazione o0 in sequenza con

altri agenti.
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CAPITOLO 2: CELLULE ENDOTELIALI PROGENITRICI

2.1 - INTRODUZIONE

La genesi del sistema ematopoietico nell’organismo in fase di sviluppo ¢ un
processo complesso e lo sviluppo del sistema vascolare ¢ uno degli eventi piu
precoci dell’organogenesi. '

Il primo segno visibile di attivita ematopoietica nell’embrione di topo si osserva
con la formazione, intorno al giorno 6.5-7 di gestazione, delle “isole sanguigne”
(BoodlIslands), aggregati cellulari che originano dal mesoderma
extraembrionale migrato attraverso la stria primitiva nella regione del futuro
sacco vitellino.

In questi aggregati ¢ possibile distinguere due tipi cellulari: gli eritroblasti,
deputati alla produzione di eritrociti, circondati da uno strato esterno di
precursori endoteliali chiamati angioblasti. 13!

Questa stretta associazione spaziale e temporale delle filiere ematopoietica ed
endoteliale ha portato a formulare 1’ipotesi che 1 due tipi cellulari derivassero
da un precursore bipotente comune, I’emangioblasto.!¥

A questa osservazione si aggiunsero dati forniti dall’analisi molecolare che

permisero di evidenziare un pannello di geni coinvolti nella regolazione della
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differenziazione cellulare ed espressi da entrambi i tipi di precursori: CD34!33,
flk-1134, f1t-1'%, TIE-2%¢, SCL/Tal-1"%", GATA-2!3 ¢ PECAM-1.'¥

I vasi sanguigni dell’embrione nascono, quindi, dall’emangioblasto dopo la
formazione di un plesso primario di capillari secondo un processo definito
vasculogenesi.!*

Successivamente il plesso primario va incontro ad un complesso processo di
rimodellamento durante il quale la crescita e la migrazione di cellule
ematopoietiche ed endoteliali porta allo sviluppo di un sistema circolatorio
funzionale.

Questo processo definito angiogenesi inizia durante I’embriogenesi e continua
nella vita adulta.'!

Dopo la nascita, I’angiogenesi contribuisce alla crescita dell’organismo fino
alla vita adulta durante la quale la maggior parte dei vasi sanguigni rimane
quiescente e 1’angiogenesi ¢ limitata al tratto riproduttivo femminile (durante il
ciclo ovarico e nella placenta durante la gravidanza), ai siti di cicatrizzazione
delle ferite!*?, condizioni fisiologiche che richiedono un’attiva proliferazione
endoteliale.

L’endotelio non ¢ una semplice barriera passiva tra il sangue ed 1 tessuti, ma
puo essere considerato un vero e proprio “organo’ diffuso nell’organismo, in

grado di produrre, in risposta a molteplici stimoli, numerosi mediatori chimici.
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Queste sostanze, agendo in modo autocrino e paracrino, garantiscono
I’omeostasi vascolare.

In particolare I’endotelio regola I’aggregazione piastrinica, la coagulazione e la
fibrinolisi; regola la permeabilita vascolare, il tono vascolare e la stessa
struttura vasale; regola 1 processi inflammatori. Esposizioni protratte nel tempo
ai fattori di rischio cardiovascolare e I’invecchiamento stesso possono alla fine
estenuare 1’efficacia dei sistemi protettivi endogeni delle cellule endoteliali e
come conseguenza 1’endotelio diviene disfunzionale.

Data la molteplicita delle sostanze prodotte dall’endotelio, il termine
disfunzione endoteliale non configura semplicemente un’alterazione della
vasodilatazione endotelio-dipendente mediata dall’ossido nitrico, ma consiste
nella compromissione di tutta I’attivita endocrino-paracrina dell’endotelio con
conseguenze strutturali e/o funzionali su tutto il sistema vascolare.

La disfunzione endoteliale ¢ considerata il primo evento nel processo di
aterogenesi e di invecchiamento vascolare, e si manifesta tipicamente con un
fenotipo pro-infiammatorio e protrombotico.'*?

L’integrita endoteliale non dipende unicamente dalla gravita e dall’estensione
del danno, ma anche dalla capacita endogena di riparazione.

Per molti anni si ¢ ritenuto che nell’organismo adulto la rigenerazione

endoteliale fosse possibile unicamente grazie alla migrazione e alla
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proliferazione di cellule endoteliali, mature ed integre, adiacenti al sito della
lesione.

Questo processo, noto come angiogenesi, si riteneva fosse 1’unico meccanismo
possibile per la rivascolarizzazione dei tessuti ischemici nell’adulto.'*

Nel 1997 Asahara e collaboratori'® identificarono per la prima volta, nel
sangue periferico di soggetti adulti sani, una frazione di cellule mononucleate
circolanti con le -caratteristiche dei progenitori appartenenti allo stipite
endoteliale.

Queste cellule derivanti dal midollo osseo emopoietico dell’adulto e con
proprieta del tutto simili a quelle dell’emangioblasto embrionale vennero
denominate cellule endoteliali progenitrici o EPCs ( Endothelial Progenitor
Cells).

Esse erano in grado di differenziarsi e di dare origine, in vitro, a cellule
endoteliali mature ed, in vivo, di partecipare alla formazione di nuovi vasi.

La scoperta di Asahara fu di importanza fondamentale, perché per la prima
volta si affermava ’esistenza di un processo di vasculogenesi, vale a dire la
formazione di vasi ematici a partire da progenitori circolanti, non soltanto nella
vita embrionale e fetale, ma anche nella vita adulta e in risposta a specifiche
esigenze dell’organismo. Piu propriamente questo processo biologico venne

definito come vasculogenesi postnatale.
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Secondo il modello biologico attualmente accettato, 1 progenitori endoteliali
vengono mobilizzati nel sangue periferico in risposta a diversi stimoli, quali ad
esempio I’ischemia tissutale, citochine, fattori di crescita, ma anche I’esercizio
fisico ed 1 farmaci.

Una volta nel circolo sanguigno le EPCs, oltre a partecipare alla genesi di nuovi
vasi sanguigni, avrebbero il ruolo di contribuire ai meccanismi di riparazione
dell’endotelio danneggiato, interagendo con le cellule endoteliali residenti.

Il rilascio delle EPCs rappresenta un meccanismo fisiologico omeostatico
dell’integrita vascolare e di regolazione della vascolarizzazione dei tessuti.

A partire dall’articolo di Asahara comparso su Science nel 1997, I'interesse
della ricerca scientifica nei riguardi delle cellule endoteliali progenitrici ¢
sempre aumentato nel corso degli anni, focalizzandosi soprattutto sul ruolo
biologico dei progenitori endoteliali circolanti in due settori ben specifici della

medicina clinica: le malattie neoplastiche e le malattie cardiovascolari.

2.2 - IDENTIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DELLE
CELLULE ENDOTELIALI PROGENITRICI
Dal momento della loro scoperta ¢ stato pubblicato un numero crescente di

lavori scientifici riguardanti I’identificazione, la quantificazione ed il ruolo
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funzionale dei progenitori endoteliali circolanti nel mantenimento
dell’omeostasi vascolare in differenti situazioni patologiche.

Tuttavia in molti casi questi lavori hanno riportato risultati contraddittori.
Paradossalmente, rispetto alla mole della letteratura scientifica disponibile
sull’argomento, il dibattito sulla caratterizzazione, in vitro ed in vivo, delle
cellule endoteliali progenitrici € tuttora aperto, senza che sia stato raggiunto un
accordo definitivo.

Attualmente per la caratterizzazione si utilizzano due approcci metodologici,
non mutualmente esclusivi: la coltura cellulare e la caratterizzazione
immunofenotipica in citofluorimetria.'*® Quest’ultima rappresenta in via
teorica il metodo migliore per I’identificazione e la valutazione numerica delle
EPCs, soprattutto nell’ambito della diagnostica di laboratorio, infatti
I’esecuzione ¢ relativamente semplice, richiede piccole quantita di sangue
periferico, € non dipende dalle proprieta biologiche di queste cellule. Inoltre,
una volta standardizzata, la metodica dovrebbe risultare facilmente
riproducibile nei differenti laboratori. Sfortunatamente, allo stato attuale,
I’analisi dell’espressione delle proteine di superficie non ¢ sufficiente ad
identificare con certezza, in maniera specifica ed univoca, 1 progenitori
endoteliali circolanti, poiché gli antigeni di superficie piut comunemente

utilizzati per il riconoscimento di queste cellule, vale a dire il CD34, il CD133
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ed il VEGFR-2 o KDR, sono espressi anche da altre popolazioni cellulari di
derivazione emopoietica.'*’

L’immunofenotipizzazione citofluorimetrica, inoltre, non consente di ottenere
dati qualitativi relativi alle proprieta biologiche dei progenitori endoteliali,
come la capacita clonogenica, I’attivita migratoria e la produzione di fattori
angiogenetici. Se si vogliono ottenere dati funzionali € necessario utilizzare un
saggio colturale in vitro, che solitamente consiste in una fase iniziale di
adesione e in una fase successiva di selezione. Purtroppo la varieta dei
protocolli di coltura utilizzati per isolare le EPCs rende questo metodo ancora
piu intricato della citofluorimetria. Ad oggi sono stati descritti tre principali
metodi di coltura cellulare per I’isolamento e la caratterizzazione delle EPCs

(Figural).
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Figura 1: Procolli di coltura delle EPC

Il primo metodo corrisponde al metodo originale proposto da Asahara, poi

1'*® ¢ consente di ottenere abbastanza

successivamente modificato da Hil
facilmente le cosiddette CFU-EC o CFU-Hill (Colony Forming Units-
Endothelial Cells) utilizzando un mezzo di coltura disponibile in commercio
(EndoCult, StemCell Technologies, Vancouver, British Columbia, Canada).

In questo metodo le cellule mononucleate di sangue periferico vengono

seminate su una piastra ricoperta di fibronettina. Dopo una prima fase di

cosidetto “pre-plating” di circa 48h, necessaria per eliminare gli eventuali
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macrofagi aderenti e le cellule endoteliali mature, le cellule non aderenti
vengono rimosse € nuovamente piastrate, sempre su piastre coperte di
fibronettina.

In un periodo variabile tra il 5° ed il 9° giorno compaiono delle colonie ben
definite, costituite da un nucleo centrale di piccole cellule rotondeggianti, dal
quale si irradiano verso la periferia cellule allungate, dall’aspetto fusiforme.

Il secondo metodo consente di ottenere le Cellule Angiogeniche Circolanti o
CAC (Circulating Angiogenic Cells) definite anche “early EPCs”!* e consiste
innanzi tutto nel risospendere le cellule mononucleate del sangue periferico in
un mezzo specifico per la crescita delle cellule endoteliali, supplementato con
opportuni fattori di crescita.

Le cellule vengono quindi seminate su una piastra ricoperta da fibronettina e
lasciate in adesione per un tempo variabile dai 4 a1 7 giorni.

Al termine di questo periodo di incubazione, le cellule non aderenti vengono
eliminate, mentre si recuperano le cellule adese che costituiscono la
popolazione cellulare selezionata.

Queste cellule hanno un fenotipo endoteliale, come dimostrato dal legame con
una lectina ad attivita agglutinante (UEA-1 Ulex Europaeous Agglutinin-1),
dall’incorporazione di lipoproteine a bassa densita acetilate (acLDL) e da

specifici markers di superficie: il fattore di von Willebrand (vWF), il CD31 o
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PECAM-1 (Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule), il VEGFR-2 o0 KDR
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor —2), il CD144 o VE-caderina.
Le CAC, come le CFU-EC, derivano dalla frazione mononucleata delle cellule
circolanti del sangue periferico, ma a differenza di esse si sviluppano a partire
dalla frazione cellulare aderente e non formano colonie in coltura.

La successiva caratterizzazione di entrambi 1 tipi cellulari ha dimostrato che
esse non possiedono capacita di “self-renewal”, hanno una modesta attivita
proliferativa, ma soprattutto hanno un fenotipo misto endoteliale ed
emopoietico, piu precisamente appartengono alla linea monocito-
macrofagica.!>

Tuttavia le CAC sebbene non partecipino direttamente al processo di
neovasculogenesi, agiscono in maniera indiretta attraverso una funzione di tipo
paracrino, contribuendo all’omeostasi vascolare attraverso la produzione di
citochine pro-angiogeniche.!”!

Il terzo metodo consente di ottenere le cosidette ECFC (Endothelial Colony
Forming Cells) definite anche “late EPCs”, perche pur derivando dalla frazione
aderente delle cellule mononucleate del sangue periferico, appaiono in coltura

non prima di 10-12 giorni.
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Le ECFC possiedono capacita di “self-renewal”, hanno un elevato potenziale
proliferativo e sono organizzate gerarchicamente, in maniera del tutto simile ai
progenitori emopoietici.

Queste cellule sono considerate di derivazione endoteliale perche esprimono
esclusivamente marcatori di superficie di tale stipite cellulare e non del sistema
emopoietico.!>?

La loro frequenza nel sangue periferico di un organismo adulto in condizioni
basali & molto bassa, variando tra lo 0,05 e 0,2 cellule per ml di sangue intero'>?.
Le ECFC rappresentano, ad oggi, ’unico reale progenitore endoteliale
circolante identificato, capace di partecipare direttamente al processo di
angiogenesi e di neovasculogenesi e di incorporarsi nella parete delle strutture
vascolari in formazione.!>*

In questo contesto un ruolo chiave ¢ svolto indirettamente anche dalle CAC,
ma con

tutta probabilita anche dalle CFU-EC e da altre cellule di origine midollare, che
attraverso la  secrezione di  fattori paracrini promuovono la
neovascolarizzazione attraverso il reclutamento delle late EPCs ed il

coordinamento delle loro attivita.!>>
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2.3 - ALTERAZIONI ANGIOGENETICHE NEI LINFOMI CUTANEI A
CELLULET

L’angiogenesi ¢ un processo cruciale nella crescita e progressione del cancro,
correlando con il potenziale metastatico delle cellule tumorali. Alcune
osservazioni cliniche hanno mostrato come la densita dei microvasi tumorali,
misurata attraverso I’espressione del CD34, del CD31 o del fattore di von
Willebrand, ¢ aumentata in alcuni disordini linfoproliferativi. Nelle leucemia
linfatica cronica, nel mieloma multiplo, nei linfomi non-Hodgkin a cellule B e
nei linfomi cutanei a cellule T, sono stati riscontrati un’alta densita di microvasi
tumorali e un incrementato livello sierico di fattori proangiogenetici come il
vascular endothelial growth factor (VEGF) e il basic fibroblasts growth factor
(bFGF). 156157

A conferma di ci0, Kawaguchi et al, hanno valutato in un lavoro del 2014, 1
livelli sierici di angiopoietina 1 e 2 in pazienti affetti da linfoma cutaneo T. '8
Le angiopoietine sono lingandi endotelio-specifici del recettore tirosin-
chinasicoTie-2: comprendono 4 proteine diverse strutturalmente chiamate
Angiopoietina (Ang)-1, Ang-2, Ang-3 e Ang-4 . Sia I’Ang-1 sia I’Ang-2 sono
state identificate come ligandi a funzione opposta al recettore della tirosin

159,160 L’

chinasi. ang-1 ¢ espresso nei periciti e nelle cellule muscolari lisce e

agisce come agonista paracrino incrementando la fosforilazione della tirosina a
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livello del recettore Tie2, mentre 1’Ang-2 agisce primariamente con una
funzione autocrina antagonista dell’Ang-1/Tie-2. Sotto 1l profilo fisiologico,
I’Ang-1 ha wun’azione vasoprotettiva e anti-inflammatoria, media la
maturazione vasale, e mantiene I’integrita dei vasi attraverso il reclutamento
delle cellule peri-endoteliali.!6!-166

Al contrario, I’Ang-2 agisce come destabilizzante vasale giocando un ruolo
cruciale nel rimodellamento vascolare. In realta la funzione dell’Ang-2 ¢
contestuale poiché facilita 1’angiogenesi in presenza di VEGF ma induce
regressione vascolare in assenza di attivita pro-angiogenetica. I risultati dello
studio hanno evidenziato un significativo aumento dei livelli sierici di Ang-2
ma non di Ang-1 in pazienti con sindrome di Sézary rispetto ai pazienti con
micosi fungoide a chiazze o a placche o a lesioni tumorali e rispetto ai controlli
sani. Inoltre nei pazienti con CTCL, I’Ang-2 sierica correla con 1’attivita di
malattia, suggerendo un suo possibile ruolo nello sviluppo del CTCL. 16166
Un altro lavoro che suggerisce 1’interazione tra le cellule tumorali dei CTCL e
il microambiente vascolare, ¢ quello di Miyagaki e collaboratori che hanno
valutato 1 livelli sierici e cutanei dell’angiogenina in pazienti affetti da linfoma
cutaneo T.'” L’angiogenina ¢ un membro della superfamiglia delle

ribonucleasi capace di legare I’actina e portare alla attivazione dell’attivatore

tissutale del plasminogeno. Questo genera plasmina che va a degradare la
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laminina e la fibronectina della membrana basale. La distruzione della
membrana basale € considerato un pre-requisito per la migrazione delle cellule
endoteliali durante la neovascolarizzazione. Quindi 1’angiogenina ¢ correlata
con 1 processi angiogenetici. Per esempio, in vari tipi di tumore, I’angiogenina
¢ maggiormente espressa durante la crescita tumorale. Inoltre 1 pazienti con
neoplasie ematologiche che mostrano alti livelli di angiogenina hanno
generalmente una ridotta sopravvivenza. In questo studio hanno dimostrato che
1 livelli sierici di angiogenina e 1 livelli di mRNA dell’angiogenina a livello
delle lesioni cutanee, erano significativamente piu alti nei pazienti con CTCL

eritrodermici piuttosto che nei controlli sani.'®%!"!

Quindi un’aumentata
espressione dell’angiogenina puo essere correlata con lo sviluppo dei CTCL in

forma eritrodermica.
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CAPITOLO 3: MICRO RNA

3.1 - INTRODUZIONE

I micro RNA (miRNA) sono brevi sequenze di RNA non codificante costituite
da 22 nucleotidi, coinvolti nella inibizione post- trascrizionale di molecole di
mRNA bersaglio.'”? Nel genoma umano, i miRNA comprendono 1'1-5% di
tutti 1 geni rappresentando la classe piu abbondante dei regolatori. . I miRNA
sono trascritti dal DNA ma non sono tradotti in proteine e per questo fanno
parte della famiglia degli RNA non codificanti. Ogni trascritto primario,
chiamato pri-miRNA, ¢ processato in una corta struttura a forcina che prende
il nome di pre-miRNA, il quale, dopo ulteriori processi da origine ad un
filamento funzionale e maturo che si attacca al suo RNA messaggero (mRNA)
bersaglio. I miRNA hanno un ruolo nella regolazione dello sviluppo,
differenziazione, organogenesi, proliferazione di cellule germinali e staminali,
controllano la crescita e I’apoptosi. Inoltre, 1’alterata espressione dei miRNA
puo contribuire allo sviluppo di numerose patologie; in particolare, miRNA

sono espressi in maniera aberrante o mutati nel cancro.!”
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3.2 - FORMAZIONE E PROCESSAMENTO DEI MICRO RNA

I microRNA possono essere codificati da geni indipendenti, ma possono anche
essere processati (dall’enzima Dicer) da una varieta di differenti specie di RNA,
comprese le regioni introniche e le regioni 3’UTR dei mRNA, RNA long
noncoding, snoRNA e transposoni.'7#176

Sia 1 filamenti senso che quelli antisenso del DNA possono funzionare come
stampo per 1 miRNA. I miRNA sono inizialmente trascritti dalla polimerasi II
in molecole di RNA piu lunghe, detti miRNA primari (pri-miRna), che si
ripiegano in forcine, formando un loop. Cosi come gli altri trascritti della pol
IT, questi RNA sono capped, poliadenilati, e hanno solitamente una lunghezza

di diverse kilobasi (Figura 2).!”’
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Figura 2: Formazione e Processamento dei miRNA

I pri-miRNA ripiegati sono convertiti nei miRNA maturi mediante un processo

di maturazione sequenziale. Un’enzima nucleare detto Drosha taglia i pri-
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miRNA in RNA a forcina piu piccoli, detti precursori dei miRNA (pre-

miRNA), lunghi circa 70 nucleotidi (Figura 3).
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Figura 3

Questo processamento ¢ svolto negli animali da un complesso proteico noto
come il Microprecessor complex, che consiste nella nucleasi Drosha (RNAsi
M) e nella proteina legante I'RNA a doppia elica chiamata Pasha.!” 11
processamento efficace dei pri-miRNA da Drosha richiede la presenza di esteso
RNA a singolo filamento in entrambe le estremita della molecola a forcina.'”
I pre-miRNA vengono poi rapidamente esportati nel citoplasma dal fattore di

esporto nucleare 5 il quale usa Ran-GTP come cofattore.
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I pre-miRNA (a duplice filamento) sono poi processati in miRNA maturi nel
citoplasma da interazioni con I’endonucleasi Dicer (una seconda RNAsi I11), la
quale, a sua volta, inizia la formazione del complesso di silenziamento
dell’RNA (RISC)'®, il quale include come componenti di base le proteine

Argonaute (Agol-4 negli umani) (Figura 4).
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Il complesso RISC ¢ responsabile del blocco della traduzione o della
degradazione dell’RNA messaggero target del miRNA. Solo un filamento del
miRNA duplex rimane stabilmente associata con il complesso RISC.

Questo filamento che diventa il miRNA maturo ¢ conosciuto come filamento
guida ed ¢ selezionato dalle proteine argonaute sulla base della stabilita della
sequenza terminale al 5'. Il filamento opposto, conosciuto come miRNA anti-
guide o passenger strand, viene eliminato attraverso due meccanismi
alternativi.

Quando 1 miRNA vengono caricati nel complesso RISC contenente Ago-2,
I’unico Ago umano capace di tagliare I’'mRNA, il passenger strand puo essere
tagliato. Alternativamente, un complesso RISC contenente qualsiasi proteina
Ago puo rimuovere il passenger strand attraverso un meccanismo di bypass che
non richiede il clivaggio e verosimilmente comporta modificazioni
conformazionali del duplex!8!1-183,

Dopo I’integrazione nel complesso RISC, le basi del miRNA si appaiono con
le basi complementari presenti nell’mRNA target e inibiscono la traduzione o
in alcuni casi inducono la degradazione dell’mRNA da parte delle proteine
argonaute, i membri cataliticamente attivi del complesso RISC.'#*

I miRNA agiscono come guide che dirigono RISC ai mRNA target 1 quali

vengono successivamente clivati o silenziati nella traduzione.
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L’entita della complementarieta tra un miRNA e il suo target determina il
meccanismo della regolazione: la complementarieta completa induce
degradazione mentre quella parziale il blocco della traduzione.

Non ¢ ancora stato completamente chiarito come il complesso RISC localizzi 1
mRNA target nella cellula, benché sia stato dimostrato che questo processo non
¢ accoppiato con la traduzione delle proteine da Mrna.'8>

La via di processazione ¢ differente per i miRNA che derivano dalle sequenze

introniche; questi sono processati da Dicer ma non da Drosha. '3
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Figura 5: Biogenesi e meccanismo d’azione dei miRNA

3.3 - RELAZIONE TRA MICRO RNA E LINFOMI CUTANEI T
Negli ultimi anni vari lavori scientifici si sono soffermati sulla individuazione

del profilo dei miRNA in tumori solidi ma anche in neoplasie ematologiche
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rispetto ai controlli sani. Per esempio sono stati identificati 1 profili miRNA per
la leucemia linfatica acuta e cronica, per la leucemia linfoblastica acuta a
precursori delle cellule B, linfomi Hodgkin e non-Hodgkin e anche per la
micosi fungoide e per i CTCL. Ballabio e collaboratori (2010) hanno riportato
un ridotto livello di miR-342 e miR-223 nella sindrome di Sézary. Il miR-223
¢ un miRNA intergenico che si ¢ dimostrato elevato nelle neoplasie a cellule T
immature o blastiche, ma con una ridotta espressione in CTCL che ¢ una
neoplasia a cellule T mature. Nello studio di Ballabio e collaboratori si ¢
dimostrata una ridotta espressione di miR-223 sia nel sangue sia nella cute di
pazienti affetti da MF rispetto ai controlli sani e si ¢ osservato un trend in
diminuzione del miR223 all’avanzare dello stadio clinico.'®’

Ralfkiaer et al (2011) hanno identificato specifici miRNA (miR-155,-203 e -
205) nei CTCL che aiutano a differenziarli dalle dermatosi benigne. '8

I1 miR-155 ¢ uno dei piu ben descritti miRNA ed ¢ indispensabile per una
funzionale risposta immune. Valori transitoriamente elevati di miR-155 sono
stati osservati in differenti cellule immunitarie durante I’infiammazione e anche
nei fibroblasti dermici, giocando un importante ruolo nella proliferazione di
queste cellule.

L’espressione del miR-155 in CTCL ¢ guidato dalla STATS che ¢ espresso in

modo aberrante nelle lesioni cutanee della MF. 11 miR-155 oltre che venire
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sovra espresso sia nelle cellule T maligne sia in quelle non maligne della MF
come dimostrato dagli studi Kopp e collaboratori, ¢ aumentato anche nella
dermatite atopica, in alcuni pazienti con psoriasi, € nel melanoma, indicando
I’importanza del potenziale effetto del miR-155 e delle citochine negli stati di
inflammazione cronica cutanea e nella carcinogenesi.

Invece I’espressione del miR-126, che ¢ un miRNA tumor-suppressor, ¢
confinata alle cellule endoteliali € non viene espresso nelle cellule T con
morfologia neoplastica. '%°

Recentemente, si ¢ osservata una sovra-espressione del miRNA-21 nei linfomi
diffusi a grandi cellule e viene considerato come un fattore di rischio

indipendente nella prognosi.'?*1%2

miRNA-21 ¢ anche diagnostico come
biomarker nel linfoma primario diffuso di grandi cellule B del sistema nervoso
centrale. !> In un modelli murini di linfoma a cellule B, la sovraespressione del
miRNA-21 nella cellula ematopoetica ¢ stato identificato come un fattore
oncogenico. 1%

Cosi, miRNA-21 potrebbe essere considerato come un potenziale biomarker
diagnostico e prognostico per le neoplasie delle cellule B.

Quindi ¢ chiaro che i miRNA sono alterati nella micosi fungoide e nei CTCL

ma non si sa ancora quale ruolo queste alterazioni hanno nella oncogenesi e

progressione della malattia.
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Rimane ancora incerto se 1 miRNA siano degli innocenti bystanders che
seguono le mutazioni oncogeniche primarie o se essi agiscano come iniziatori

e guida della malattia.

STUDIO SPERIMENTALE

OBIETTIVO DELLO STUDIO

Il presente studio clinico prospettico caso-controllo ¢ volto a valutare la
presenza di specifici microRNA nel siero, nelle PBMC (cellule mononucleate
periferiche) e nelle CAC in soggetti con linfoma cutaneo T primario vs soggetti
sani, individuare e caratterizzare un loro possibile ruolo biologico nella
patogenesi e progressione dei linfomi cutanei T e di identificare nuovi
biomarker predittivi di progressione della malattia. Lo studio si basa sul
seguente razionale scientifico: I’angiogenesi ¢ coinvolta nello sviluppo e
progressione di una grande varieta di disordini inclusi la retinopatia diabetica,
la psoriasi, 1’artrite reumatoide, la patologia cardiovascolare. Essa rappresenta
inoltre un processo cruciale nella crescita e progressione dei tumori,
correlandosi con il potenziale metastatico delle cellule neoplastiche. Per quanto
riguarda 1’angiogenesi nei linfomi cutanei T (CTCL) e stato dimostrato che
I’aumento dell’angiogenesi e dell’espressione delle metalloproteinasi della

matrice 2 e 9 correlano con la progressione della MF. Sebbene gli esatti
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meccanismi dell’angiogenesi nei CTCL rimane ancora non chiaro, ¢ appurato
che le cellule T, 1 mastociti € 1 macrofagi sono capaci di produrre fattori
dell’angiogenesi. Quindi l'incrementa formazione di capillari puo essere
indotta sia dalle cellule stesse del linfoma sia da cellule ospite tumore-associate.
La scoperta, che 1 miRNA possano avere un ruolo centrale nella tumorigenesi
umana, risulta di fondamentale importanza per lo sviluppo di nuovi marcatori
diagnostici e bersagli terapeutici.

Quindi la valutazione di specifici miRNA e delle CAC nei linfomi cutanei T
puo essere utile per valutare quali pathway molecolari angiogenetici sono
alterati in queste neoplasie e, in futuro, come la terapia possa contribuire al

trattamento controllando I’espressione dei fattori angiogenetici.

MATERIALI E METODI

Il presente studio ha coinvolto:

. 10 pazienti con MF stadio IB, oppure stadio IIA con interessamento
della superficie cutanea maggiore del 10%.

. 10 pazienti sani comparabili per eta e sesso

La popolazione in studio sara conforme ai criteri di inclusione ed esclusione
menzionati sotto.

3.1.1 Criteri di inclusione
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. Soggetti con MF (confermata all’esame istopatologico) stadio IB,
oppure stadio ITA (secondo il sistema di stadiazione TNM) con interessamento

della superficie cutanea maggiore del 10%.

. ECOG Performance Status pari a 0 o 1 al baseline [appendice 1]

. Maschi o femmine di eta superiore ai 18 anni [inclusi]

. Consenso informato scritto firmato prima dell’inizio del protocollo di
studio.

3.1.2 Criteri di Esclusione
. Pazienti che sono gia in trattamento con farmaci per la MF. In
particolare:
o Trattamenti topici per la MF nelle 3 settimane precedenti I’inizio dello
studio.
o PUVA terapia nelle 4 settimane precedenti I’inizio dello studio.
o Altre terapie sistemiche [es. INF, alitretinoina, fotoferesi

extracorporea..] nelle 4 settimane precedenti I’inizio dello studio.

Gravidanza, allattamento

Infezioni batteriche, virali o fungine in atto.
. Processi  infiammatori, immunomediati, cardiovascolari e

cerebrovascolari in atto.
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. Altre condizioni mediche clinicamente rilevanti che possono mettere a
rischio la partecipazione del paziente allo studio [incapacita di tornare alle
visite di controllo, impossibilita di completare lo studio, condizioni psichiche
che rendono il paziente incapace di comprendere la natura, lo scopo e le

possibili conseguenze dello studio].

SEPARAZIONE DELLE CELLULE MONONUCLEATE DAL SANGUE

PERIFERICO

Le cellule mononucleate del sangue periferico, cioe linfociti € monociti, o
PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) sono state isolate mediante
stratificazione e successiva centrifugazione su gradiente di Ficoll (Ficoll-Paque
Plus, d=1,077 g/ml, GE Healthcare BioSciences, Uppsala Sweden). L’intera
metodica ¢ stata effettuata sterilmente, lavorando sotto una cappa a flusso
laminare ed utilizzando materiale e strumentazione sterile. Il metodo sfrutta la
diversa densita delle cellule mononucleate rispetto agli altri elementi del
sangue. Linfociti, monociti e piastrine, avendo una densita minore si
concentrano sopra lo strato di Ficoll, presente sul fondo di una provetta, al
contrario 1 globuli rossi (RBC) ed 1 granulociti, caratterizzati da una maggiore

densita si raccolgono sul fondo, al di sotto del Ficoll. Il sangue intero con
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anticoagulante viene dapprima diluito 1:2 con un buffer salino, come il D-PBS,
viene quindi lentamente stratificato sul Ficoll, e successimente centrifugato per
30 min. a 450g, a temperatura ambiente e senza freno. La centrifugazione causa
la separazione dei diversi tipi cellulari presenti nel sangue in base alla loro

densita.

I linfociti e 1 monociti si localizzano all’interfaccia tra il plasma ed il Ficoll,
formando un anello biancastro opaco che prende il nome di “buffy coat”

L’anello viene prelevato con cura utilizzando una pipetta Pasteur di vetro
sterile, avendo 1’accortezza di non prelevare ne il plasma contenente le
piastrine, che si trova al di sopra dell’anello, ne il Ficoll che si trova al di sotto.I
linfomonociti vengono quindi sottoposti a tre lavaggi successivi sempre con D-
PBS, precisamente un primo lavaggio di 15 min. e due lavaggi successivi di 10
min. centrifugando sempre a 450g., a temperatura ambiente e con il freno.
Questi lavaggi sono necessari per eliminare gli elementi contaminanti, come

piastrine e globuli rossi ed eventuali residui di Ficoll.
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Figura 6: Separazione delle cellule mononucleate dal sangue periferico mediante
stratificazione su gradiente di Ficoll.

Le cellule mononucleate cosi ottenute vengono risospese nel mezzo opportuno
e contate nella camera di Burker. Aliquote corrispondenti a 5 milioni vengono

utilizzate per la coltura delle cellule angiogeniche circolanti.

ISOLAMENTO DELLE CELLULE ANGIOGENETICHE CIRCOLANTI

(CAC)

Per isolare le cellule angiogeniche circolanti, aliquote di cellule mononucleate
(5x 106 cellule) sono state risospese in 1ml di un medium specifico denominato
medium endoteliale basale o EBM (Endothelial Basal Medium), supplementato
con opportuni fattori di crescita (EGM-2 SingleQuots) e siero fetale di vitello
al 20% (EBM, Clonetics-Lonza, Walkersville, MD USA; FCS Foetal Calf

Serum origin Australia, GIBCO InVitrogen, Carlsbad, California). Le cellule

76



sono state seminate in pozzetti ricoperti da fibronettina di una piastra da 24
(Fibronectin-coated plate 24 wells BD Biosciences, Mountain View, CA) e
mantenute in incubatore a 37 °C e al 5% di CO2 per 4 giorni. Dopo questo
periodo in coltura le cellule non aderenti sono state rimosse lavando ciascun
pozzetto con il D-PBS, mentre le cellule adese, previa caratterizzazione, sono

state utilizzate per I’estrazione del DNA e per ottenere il lisato proteico.

CARATTERIZZAZIONE DELLE CELLULE ANGIOGENETICHE

CIRCOLANTI

Per confermare il fenotipo endoteliale delle CAC sono stati utilizzati due
marcatori specifici: il Dil-Ac-LDL e il UEA-FITC.

I1 Dil-Ac-LDL (1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3” tetramethylindocarbocyanine—
labeled acetylated LDL -Molecular Probes, Eugene, OR) ¢ un complesso di
lipoproteine a bassa densita (LDL) acetilate e marcate con un derivato della
carbocianina (1,1'-dioctadecile-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina). Questo
complesso lipoproteico viene usato come marcatore di cellule endoteliali e di
tutti 1 tip1 cellulari che esprimono recettori specifici per le LDL modificate,
assorbe a 554 nm ed emette a 571 nm, quindi le cellule marcate appaiono rosse.

Il secondo marcatore utilizzato ¢ UEA-FITC (Ulex Europaeus Agglutinin-
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Sima, St. Louis, MO), un complesso formato da lectine con attivita
agglutinante, ricavate dall’ Ulex Europaeus, coniugate con fluorescina
1sotiocianato (FITC). La fluorescina assorbe a 490nm ed emette a 520 nm,
quindi le cellule marcate da questo complesso appaiono verdi. In breve, per
consentire la captazione delle LDL acetilate, le cellule sono state incubate con
Dil-Ac-LDL (2.5 pg/ml) per 2 ore a 37 °C e poi fissate con paraformaldeide al
2% per

15 minuti. Dopo due lavaggi successivi, le cellule sono state fatte reagire con
UEA-FITC (10pg/ml) per 1 ora. Le cellule sono state quindi osservate al
microscopio ottico a fluorescenza. Le cellule positive per entrambi 1 marcatori,
cioeé marcate sia in rosso che in verde, sono state identificate come CAC o
“early EPC”. Piu del 90% delle cellule aderenti mostravano queste

caratteristiche.

VALUTAZIONE NUMERICA DELLE EPC CIRCOLANTI IN

CITOFLUORIMETRIA

La quantificazione delle cellule endoteliali progenitrici circolanti ¢ stata

eseguita in citofluorimetria (EPICS XL Coulter, Miami, Florida) utilizzando
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anticorpi monoclonali verso il CD34 e verso il recettore-2 del fattore di crescita
dell’endotelio vascolare.

1X 10° cellule mononucleate sono state marcate contemporaneamente con 1’
anti-CD34 coniugato con isotiocianato di fluorescina (FITC-conjugated anti-
human CD34; Becton Dickinson, San Jose, California) e con I’anti-VEGR-2
coniugato con ficoeritrina (PE-conjugated anti-human VEGFR2; R&D System
Inc, Minneapolis), incubando per 40 minuti a 4 °C ed al buio. Come controlli e
per escludere eventuali legami aspecifici, sono stati utilizzate cellule marcate
con anticorpi isotipici coniugati con fluorescina e ficoeritrina.

Dopo il periodo d’incubazione le cellule sono state lavate, risopese in D-PBS
ed analizzate al citofluorimetro. Per I’acquisizione dei risultati € stato effettuato
un gate sui linfomonociti nel citogramma della popolazione, che utilizza il “side
scatter” ed 1l “forward scatter”, allo scopo di escludere elementi cellulari
contaminanti e 1 detriti. Inoltre per ciascun campione sono stati misurati
300.000 eventi e ciascuna misura ¢ stata ripetuta consecutivamente per 3 volte.
Il numero delle cellule CD34+/VEGFR2+ ¢ stato calcolato come valore medio

e quindi rapportato a 1X10° PBMC.
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ISOLAMENTO RNA DALLE CAC

L’RNA totale dalle CAC ¢ stato isolato usando un kit di purificazione
dell’RNA (Norgen Biotek, Thorold, ON, Canada )che permette di isolare sia 1
miR che una maggiore varieta di RNA. L’RNA ¢ stato conservato a -80°

prima dell’uso.

RT-PCR QUANTITATIVA DEI MICRO RNA MATURI

I valori di miR ottenuti con PCR real-time quantitativa sono stati normalizzati
usando RNA nucleolare (RNU 6B). L’espressione di miR146a e di RNU6B
umani ¢ stata quantificata usando TagMan MicroRNA assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA ), con alcune modificazioni. Brevemente,
I’RNA totale ¢ stato retrotrascritto con il kit di retrotrascrizione TagMan
MicroRNA; 5 ul di RT mix conteneva 1 ul di ogni miR-specifico dei primer ad
ansa delle cellule staminali, 1,67 ul di input RNA, 0,4 ul di 10 mM dNTPs, 0,3
ul di trascrittasi inversa, 0,5 ul di 10 x buffer, 0,6 pl di inibitore della RNasi
diluito 1:10, e 0.5 ul di acqua. La miscela ¢ stata incubata a 16° per 30 min, a
42° per 30 min, ed a 85° per 5 min. Successivamente RT-qPCR ¢ stata eseguita

in 20 pl di miscela di PCR contenente 1 pl di 20 x TagMan MicroRNA assay -
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che a sua volta conteneva primer PCR e sonde (5’-FAM)- 10 microl di 2 x
TagMan Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG ( Applied Biosystem
), € 5 ul di prodotto di trascrizione inversa. La reazione ¢ stata prima incubata
a 95° per 2 min seguita da 40 cicli a 95° per 15 s ed a 60° per 1 min. I dati sono
stati analizzati con una macchina Opticon Monitor 2 RT-PCR ( MJR, Bio-Rad
Laboratories,Hercules, CA, USA), con I’'impostazione di una soglia
comparativa automatica (C;) per I’adattamento ai valori di base. Le soglie di
rilevamento sono state fissate a 35 C;. La quantita relativa di miR-146a ¢ stata

calcolata utilizzando il metodo della C, con AC= C; ( MiR-146a)- C, (RNU6B).

ESTRAZIONE DELL’RNA DAL PLASMA

L’estrazione dell’RNA ¢ stata eseguita con Total RNA purification kit della
Norgen Biotek Corporation. Questo ¢ un metodo rapido per isolare e purificare
tutti gli RNA provenienti da culture cellulari, campioni tissutali, sangue, batteri,
lieviti, funghi, piante e virus.

Questo tipo di kit permette di isolare tutti 1 tipi di RNA: dai grandi RNA
messaggeri e ribosomiali, fino ai microRNA. I campioni di sangue venoso
periferico di tutti 1 pazienti sono stati raccolti in EDTA (Venoject, Terumo

Europe NV). In questo studio ¢ stato estratto I’RNA totale a partire da 100 ul
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di plasma congelato a -80°C. Una volta portato a temperatura ambiente e
scongelato viene centrifugato per 10 minuti a 10.000 RPM in centrifuga
refrigerata a 4°C. I 100 pl di plasma si trasferiscono in una provetta da 1,5 ml
stando attenti a non prelevare vari detriti o filamenti di fibrina che possono
trovarsi nel fondo della provetta dopo la centrifugazione. Si procede come di
seguito:

v' Ai 100 ul di plasma si aggiungono 350 ul di soluzione di lisi (Lysis
Solution) presente nel kit e si procede con la miscelazione tramite vortex
per 15 secondi;

v" Si aggiungono 200 ul di etanolo al 95-100% e si miscela ancora per altri
10 secondi;

v" Si assembla ogni colonnina con una “collection tube” presente nel kit;

v" Tutto il materiale (650 ul) viene trasferito nella colonnina e centrifugato
per 1 minuto a 13.000 RPM;

v" 1l materiale raccolto nella collection tube viene eliminato e riassemblato
con la colonnina corrispondente;

v Si aggiungono 400 ul di soluzione di lavaggio (Wash Solution) e si
centrifuga per 1 minuto a 13.000 RPM;

v" Siripete il lavaggio con la Wash Solution per altre due volte;
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v' Centrifugare per altri due minuti a 13.000 RPM con il fine di asciugare
bene la resina della colonnina;

v" Buttare la collection tube e assemblare la colonnina all’elution tube
presente nel kit;

v’ Aggiungere alla colonnina 50 pl di soluzione d’eluizione (Elution
Solution);

v" Centrifugare per 2 minuti alla velocita di 2.000 RPM in modo che la
soluzione si adagi bene sulla resina della colonnina;

v" In fine centrifugare per 1 minuto a 13.000 RPM;

v' Buttare la colonnina e mettere 1’Elution tube nel congelatore a -80°C;

Con questo procedimento si estrae in modo facile e rapido tutto I’RNA di

un campione.

ANALISI STATISTICA

I dati ottenuti sono stati analizzati mediante 1’'uso del Graph-Pad software
(versione 5.0, El Camino Real, San Diego, CA). La media e la deviazione
standard (DS) di ciascun parametro considerato sono stati valutati e confrontati

mediante test parametrici € non parametrici (Mann-Whitney test).
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Un livello di probabilita pari a 0,05 € stato scelto per valutare la significativita

statistica

RISULTATI

Il nostro studio ¢ stato effettuato su 10 pazienti di eta media pari a 58,1 + 14,79,
affetti da MF stadio IB, oppure stadio IIA (secondo il sistema di stadiazione
TNM) con interessamento della superficie cutanea maggiore del 10%, non
sottoposti a terapia topica, sistemica o a PUVA terapia. Il gruppo di controllo
¢ costituito da 10 soggetti di eta media pari a 49,8 + 12,8.

Sia nei pazienti sia nei controlli sono stati valutati nel plasma 1 miR-146a
(p=0,0192), miR-21 (p=0,0098), miR-126 (p=0,0185) e miR-155 (p=0,0378)

con differenza statisticamente significativa per tutti i miRNA.
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Sia nei pazienti sia nei controlli sono stati valutati nelle PBMC 1 miR-146a
(p=0,0464), miR-21 (p=0,4807), miR-126 (p=0,2359) e miR-155 (p=1) con

differenza statisticamente significativa solo per il miR-146a.
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Inoltre, sia nei pazienti che nei controlli, sono stati analizzati nelle CAC 1 miR-
146a (p=0,4363), miR-21 (p=0,6965), miR-126 (p= 0,8125), e il miR-155 (p=
0,0007) con differenza statisticamente significativa solo per il miR-155.

miRNA 146a CAC pazienti-controlli
3000-

miRNA 126 CAC pazienti-controlli
2000

2000-

relative expression
relative expression

relative expression

[DISCUSSIONE

La micosi fungoide ¢ la forma pit comune di linfoma cutaneo delle cellule T.
Le cellule neoplastiche presumibilmente provengono da cellule T mature di
memoria, caratterizzate da homing cutaneo, e la malattia ¢ istologicamente
caratterizzata dalla presenza di infiltrati epidermici e dermici di cellule T
atipiche con nuclei irregolari (cerebriformi). Le prime fasi sono caratterizzate

da macchie persistenti o placche, ma la malattia puo avanzare a lesioni tumorali
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e puo trasformarsi in linfomi a cellula T capaci di diffondere nei linfonodi e
negli organi interni.!*>

La patogenesi di MF ¢ in gran parte sconosciuta, ma sono stati messi in causa
la persistente stimolazione dell'antigene, 1’espressione aberrante delle chinasi
SRC, la regolazione anomala del segnale dei recettori citochinici, la
disregolazione delle vie apoptotiche e le alterazioni epigenetiche. **!® Piu
recentemente, ¢ anche stato suggerito un ruolo centrale all'espressione
aberrante dei microRNA.

I miRNA sono importanti per il normale sviluppo e manutenzione
dell'omeostasi nei tessuti adulti € numerose indagini hanno dimostrato che 1
profili miRNA modificati sono coinvolti nella patogenesi di entrambi, 1 linfomi
e i tumori solidi.'2%

Vari studi indipendenti hanno dimostrato che alcuni miRNA sono up-regolati
(miR-155, miR-21, miR-199/214) o down-regulati (miR-223, miR-150) nei
CTCL e agiscono come onco-miRNA o miRNA onco-soppressori capaci di
promuovere la proliferazione, ridurre 1'apoptosi o aumentare 1'invasione. 2°1-208

Inoltre 1 miRNA sembrano essere un potenziale strumento diagnostico nei

CTCL 203,209
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In realta, gli studi sui miRNA nei CTCL si sono focalizzati, tranne poche
eccezioni esclusivamente su forme avanzate di MF o su SS.

Attualmente sono disponibili pochi dati relativi all’espressione dei miRNA
nelle fasi precoci della MF.

Nel nostro studio abbiamo preso in esame i miR-155, miR-146a, miR-21, miR-
126, 1 quali, sono stati valutati nel plasma, nei PBMC e nelle CAC in 10 pazienti
in stadio precoce (IB e ITA) e in 10 controlli.

Si ¢ osservato che 1 valori di miRNA nel plasma e nelle PBMC risultavano tutti
piu alti nei pazienti rispetto ai controlli, in modo statisticamente significativo
solo per il plasma e per il miR-146a nelle PBMC. Un andamento opposto si ¢
osservato invece nelle CAC dove abbiamo ottenuto valori piu bassi nei pazienti
rispetto ai controlli anche se in modo non statisticamente significativo.

Gli opposti valori che si ottengono tra plasma e CAC relativamente ai miRNA
studiati puo essere il risultato di un meccanismo di feedback che regola la

produzione di tali miRNA nelle CAC in relazione ai loro livelli plasmatici.
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Figura 7: funzione dei miRNA nei linfomi cutanei T

La funzione del miR-155 ¢ stata studiata nei CTCL con considerevole dettaglio.
E noto che il miR-155 & centrale per la normale differenziazione delle cellule
T e pud agire come un onco-miRNA sia nell'induzione del linfoma murino sia
del linfoma umano, includendo in aggiunta alla sua funzione nei CTCL, anche
quella nei Linfomi di Hodgkin e diversi tipi di linfoma a cellule B. 2°32% Poiché
il miR-155 nei CTCL promuove la proliferazione, viene espresso in situ, ed ¢
guidato da un segnale trasduttore e attivatore della trascrizione 5 (STATS),
206,210

¢ concepibile che il miR-155 sia effettivamente coinvolto nella

progressione di tutti gli stadi della malattia.
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Il miR-146a ed ¢ noto per la sua attivita anti-infiammatoria in quanto alcuni dei
target molecolari fanno parte della cascata di attivazione pro-infiammatoria che
porta all’attivazione di NF-Kb. Fra i target dimostrati nelle cellule endoteliali e
nei monociti ricordiamo TRAF6 e IRAKI. Inoltre, esso e altri miRNA quali il
miR-342-3p, miR-342-5p, let-71, miR-181a, miR-425, miR-23b, let-7b, e miR-
221 sono stati identificati come down-regolati nelle forme avanzate di MF e
nella SS 29229 suggerendo un ruolo presunto di questi miRNA sia in fase
precoce di trasformazione maligna sia nella progressione della malattia. Altri
miRNAs down-regolati sono stati associati a stadi avanzati di MF o SS, quali
miR-15b, miR-17, miR-21, miR-25, miR-31, miR-92a-1*, miR-93, miR-
106b*, miR-107, miR- 191, miR-425, and miR-769-5p. 2%, A differenza dei
dati della letteratura, dove i1l miR-146a era down-regolato negli stadi avanzati
della malattia, nel nostro studio il miR-146a, nel plasma, ¢ stato trovato piu alto
nei pazienti rispetto ai controlli con una differenza statisticamente significativa.
Questo probabilmente perché tutti 1 pazienti da noi studiati erano tutti in fase
precoce di malattia. Inoltre gli aumentati livelli circolanti di miR-146a
potrebbero essere indicativi dello stato pro-infiammatorio presente nei pazienti
con fase iniziale di MF sostenuto soprattutto dall’aumento dell’attivazione IL-

dipendente di Jak3/STAT3.
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Per quanto riguarda il miR-21, ¢ stato ¢ stato dimostrato che anche esso ¢ down-
regolato negli stadi avanzati sia di MF sia di SS ed ¢ indotto dalla STAT3 213,
che & attivata costantemente nella MF. 2'* Inoltre, come per il miR-155, i suoi
valori sono associati a progressione di malattia e scarsa prognosi per 1 pazienti.
Il miR-21 ha come bersaglio un noto tumor-suppressor (PTEN) che ¢ down-
regolato nella SS e in misura minore nella MF in stadio avanzato e agisce al
fine di inibire I’apoptosi indotta dalla Fosfatidilinositolo-4,5-bisfosfato 3-
chinasi / AKT-chinasi. Nel nostro studio il miR-21 ¢ stato trovato piu alto nel
plasma dei pazienti rispetto ai controlli, sempre giustificando il risultato con il
fatto che 1 nostri pazienti erano in uno stadio precoce di malattia a differenza

degli studi della letteratura che sono stati eseguiti in stadi avanzati.

I miR-126 ¢ coinvolto nella modulazione dei processi di angiogenesi,
rigenerazione endoteliale, emostasi e inflammazione: questi meccanismi di
comunicazione intercellulare potrebbero essere importanti per 1’omeostasi
vascolare dei vari tessuti.

La riduzione dei livelli di miR-126 nelle CAC dei pazienti e la tendenza ad un
aumento dei livelli circolanti negli stessi pazienti potrebbe quindi essere
associata ad alterazioni dei fenomeni di omeostasi vascolare osservati in questi

pazienti.
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Mentre ¢ ormai ben consolidata 1'espressione del miR-126 nelle cellule
endoteliali, 1l ruolo di tale miRNA nel cancro € meno chiaro. Infatti dalla
letteratura si evince che i1l miR-126 ¢ altamente espresso nelle cellule
endoteliali mentre manca nei linfociti atipici, in linea con 1 recenti risultati che

vedono il miR-126 come soppressore tumorale nei tumori ematologici.

Target | Up/Down Regulated | Voce Nel nostro studio
in letteratura bibliograf
ica

miRNA-155 Promuove la proliferazione SHIP1  Up regulated Tagawa H  Up regulated nel plasma e
Associato a progressione e PIP3 (2013) nelle PBMC
scarsa prognosi AKT Narducci Down regulated nelle CAC

IKK MG (2011)

miRNA-146a  Effettore specifico dei Th-1 IRAK1 Down regulated nelle Narducci Up regulated nel plasma e
Regolatore della risposta TRAF6  forme avanzate MG (2011) nelle PBMC
inflammatoria (IL-8 e Van Kester  Down regulated nelle CAC
CCLS/RANTES) MS (2011)

miRNA-21 Riduce l'apoptosi PTEN Down regulated nelle Tagawa H Up regulated nel plasma e
Soppressore dell'attivazione AKT forme avanzate (2013) nelle PBMC
della via inflammatoria nelle NF-KB Narducci Down regulated nelle CAC
cellule mieloidi PDCD4 MG (2011)
Associato a progressione e Van der
scarsa prognosi Fits L

(2011)

miRNA-126 Promuove la produzione di HOXA9  Up regulatated Kopp KL Up regulated nel plasma e
progenitori a partire dalle cellule PLK2 (2013) nelle PBMC
staminali ematopoietiche IKK Down regulated nelle CAC

Coinvolto nell'angiogenesi e
rigenerazione endoteliale

Figura 8: miRNA alterati nei linfomi cutanei T

CONCLUSIONI

I miRNA presi in esame nel nostro studio sono probabilmente implicati nel

meccanismo patogenetico e nelle alterazioni infiammatorie e vascolari della
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MF testimoniato dal comune trend di modificazione di tali miRNA nel plasma,
nei PBMC e nelle CAC tra malato e controllo.

In realta sono pochissimi gli studi che hanno affrontato il potenziale valore di
profiling dei miRNA per la previsione del rischio nei CTCL. Sarebbe utile
indagare 1 miRNA in relazione allo stadio di progressione della malattia per
identificare degli elementi predittivi di progressione o meno della MF,
suggerendo un ruolo per miRNA disregolati sia nella trasformazione precoce
maligna sia nella progressione della malattia.

Sarebbe anche interessante valutare come i trattamenti sistemici possano
modificare 1 livelli det miRNA sia circolanti sia intracellulari e se questi
fenomeni siano specifici per 1 vari tipi cellulari.

La mancanza di significativita statistica per molti dei dati ottenuti nello studio
¢ probabilmente da attribuire alla ridotta numerosita campionaria.

Saranno quindi necessari ulteriori € pit ampi studi per confermare 1 nostri
risultati e per poter considerare 1 miRNNA come potenziali markers o validi

bersagli molecolari di risposta alla terapia antitumorale.
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