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Il Ruolo delléAnalisi Citometrica nella Diagnostica
delle Leucemie Linfoblastiche Acute

Giovanni Faggin!:2, Francesca Cavagnero3, Elena Varotto3, Barbara Buldinil3
IIstituto di Ricerca Pediatrica (IRP) - Citta della Speranza, Padova
2Dipartimento di Medicina Molecolare, Universita degli Studi di Padova, Padova
3Dipartimento di Salute della Donna e del Bambino, Universita degli Studi di Padova, Padova

e-mail: barbara.buldini@unipd.it

Abstract

Acute leukemias (AL) are the most common malignan-
cies in pediatric patients. Since the ‘60s, the treatment of
AL has considerably improved, thanks to the increasing
knowledge about the tumor biology, the optimization in
the use of chemotherapy and the introduction of novel
approaches such as hematopoietic stem cells transplanta-
tion (HSCT) and immunotherapy. Multiparametric flow
cytometry plays a critical role in AL diagnosis, together
with clinical features, morphology, cytogenetics and
molecular biology. The use of flow cytometry allows a
more precise definition of AL immunophenotype (IF),
thanks to which it is possible to correctly describe blast
population and identify the correct lineage. The evalua-
tion of minimal residual disease (MRD) allows to early
stratify patients into risk groups, allowing to choose the
correct treatment. Moreover, the clinician is able to mon-
itor the efficacy of the adopted therapy, identifying
potential immunophenotypic shifts or early relapses.
Multiparametric flow cytometry relies on being a very
quick and specific technique, easy to be standardized and
able to evaluate an increasing number of fluorophores, in
a constant technical improvement. In the present work,
we revise the role of flow cytometry in the settings of AL
diagnosis, according to the latest indication from WHO
and international consensus.

Introduzione

Le leucemie acute (LA) sono le neoplasie maligne pit
frequenti in eta pediatrica, costituendo circa il 30% di
tutti i tumori nei pazienti di etd inferiore ai 15 anni.
L’80% delle LA pediatriche ¢ rappresentato dalle leuce-
mie linfoblastiche acute (LLA). La sopravvivenza nelle
LLA pediatriche ¢ passata dal 20% a cinque anni dalla
diagnosi negli anni Sessanta all’attuale, maggiore al
90%, in coorti selezionate di pazienti. Questo risultato
rappresenta un esempio emblematico dello straordinario
progresso raggiunto negli ultimi decenni in ambito
oncoematologico grazie al miglioramento nell’uso della
chemioterapia, alla gestione delle complicanze ad essa
legate e all’introduzione dell’immunonoterapia, incluso
il trapianto di cellule staminali ematopoietiche.
Fondamentali si sono inoltre dimostrati 1’avanzamento
nella conoscenza della biologia delle LLA, con I’identi-
ficazione di un numero sempre maggiore di sottogruppi
associati a prognosi differenti, cosi come nella valutazio-
ne della risposta alla terapia attraverso il monitoraggio
della malattia residua minima. La diagnosi di LLA
richiede un approccio multidisciplinare, come previsto
dalla classificazione WHO dei tumori dei tessuti emato-
poietici e linfoidi pubblicata per la prima volta nel 2001
e seguita da multiple edizioni e revisioni, fino all’ultima,

1 0 ATTIVITA SCIENTIFICA

quinta, pubblicata nel 20241, Al giorno d’oggi, la cito-
morfologia, la citometria a flusso multiparametrica, la
citogenetica e la genetica molecolare, vengono affianca-
te a tecniche piu innovative, come il sequenziamento
globale (genome-wide sequencing) ¢ la MLPA (Multiple
Ligation dependent Probe Amplification).

La classificazione French-American-British (FAB) pub-
blicata nel 1976, che distingue diversi sottotipi di leuce-
mia acuta sulla base dell’aspetto morfologico<, reca con
sé i limiti di essere estremamente operatore-dipendente e
di non riuscire a distinguere il preciso /ineage di appar-
tenenza.

La successiva introduzione della citometria a flusso
multiparametrica ha permesso di valutare 1’espressione
differenziale di diversi marker immunologici, alcuni dei
quali caratteristici di lineage, altri di step maturativi,
nonché di profili immunofenotipici potenzialmente asso-
ciati a particolari genotipi o con possibile significato pro-
gnostico. La valutazione in citometria a flusso di marca-
tori a livello della superficie e del citoplasma delle cellu-
le leucemiche prende il nome di immunofenotipo (IF).
L’analisi dell’IF mediante citofluorimetria multiparame-
trica ¢ oggi procedura standard nella valutazione di
pazienti con neoplasia ematologica.

Diagnosi Immunofenotipo

Le LLA si distinguono a seconda del lineage in forme a
precursori B e a precursori T, che nel pediatrico si manife-
stano rispettivamente nell’80-85% e nel 15-20% dei casi.
La definizione del lineage ¢é essenziale nella corretta dia-
gnosi di un paziente e costituisce il primo step per un
corretto iter terapeutico.

La valutazione immunofenotipica in citometria a flusso
prevede la marcatura del campione di sangue midollare
(o periferico nel caso di iperleucocitosi con impossibili-
ta ad eseguire un aspirato midollare) con un ampio pan-
nello di anticorpi monoclonali diretti verso antigeni di
superficie ed intracitoplasmatici in grado di definire
espressioni antigeniche aberranti per lineage e/o livello
maturativo. Nella diagnosi tramite IF, il primo step con-
siste nell’isolamento della popolazione blastica dalle cel-
lule normali tramite gate immunologico. Le caratteristi-
che morfologiche, definite mediante i parametri di for-
ward scatter (FSC) e side scatter (SSC) sono insuffi-
cienti per riconoscere in modo adeguato le popolazioni
blastiche, soprattutto se presenti in basse percentuali.
L’antigene pan-leucocitario CD45 (LCA, leukocyte-com-
mon antigen) ¢ una glicoproteina integrale di membrana
coinvolta nei processi di attivazione dei linfociti B e T. Il
CD45 in associazione al SSC rappresenta il modo piu
semplice per discriminare le cellule normali da quelle
neoplastiche. Tale combinazione permette infatti di iden-
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tificare le principali popolazioni presenti nel campione di
sangue midollare e/o periferico nei differenti stadi matu-
rativi (Figura 1).

Figura 1. Normale espressione del CD4S in un campione di
midollo osseo (A) o di sangue periferico (B). Il CD45 ¢ un
antigene pan-leucocitario che viene espresso da tutte le cellule
ematopoietiche (linfociti, monociti, cellule della linea mieloi-
de), ad eccezione della linea eritroide. L’espressione del CD45
diventa gradualmente piu intensa nel corso della maturazione
dei precursori ematopoietici midollari.

L’utilizzo di un approccio esclusivamente quantitativo
(percentuale) per la descrizione dell’espressione antigeni-
ca nella popolazione selezionata, generalmente ¢ insuffi-
ciente per definire il fenotipo della popolazione neopla-
stica, nonché spesso si rivela arbitrario e limitante per
I’interpretazione finale dei risultati. Si preferisce 1’utiliz-
zo di un sistema semi-quantitativo, in cui si valuta lo shift
di fluorescenza e il pattern di distribuzione nella popola-
zione di interesse in confronto a controlli interni appro-
priati (popolazioni di riferimento, quali ad esempio popo-
lazioni linfoidi normali). Nei pannelli che vengono utiliz-
zati € importante, percio, includere combinazioni in grado
di distinguere i blasti dalle normali cellule residue, che
serviranno da controlli interni per la definizione del-
I’espressione antigenica nelle cellule patologiche.

Nel 2006, il Bethesda International Consensus ha propo-
sto un sistema tripartito di valutazione dell’espressione
antigenica. Esso suggerisce di riportare la distribuzione
di fluorescenza per singolo anticorpo come “positivo”,
“negativo” o “espresso parzialmente”, utilizzando come
riferimento le normali popolazioni linfoidi residue nel
campione. Oltre alla definizione di negativita o positivi-
ta per un determinato antigene, 1’intensita di espressione
viene definita come dim (espressione debole), bright
(espressione forte) o heterogeneous (eterogeneita nella
distribuzione di fluorescenza). ->

La classificazione WHO per le neoplasie ematologiche
prevede una definizione di positivita antigenica come
“debole” (weak) o “forte” (strong), a seconda della
deviazione dal controllo negativo". Per una standardiz-
zazione tra i laboratori, il gruppo europeo AIEOP-BFM?
nel 2016 ha elaborato una piu precisa descrizione della
distribuzione e dell’intensita dell’espressione antigenica
in accordo con il sistema tripartito (negative-weak-
strong) previsto dal wHO!. L’espressione antigenica ¢
definita dallo shift fenotipico e dal pattern di distribuzio-
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ne della popolazione leucemica rispetto al controllo,
come precedente descritto dalla Consensus di Bethesda.
L’espressione antigenica viene pertanto definita come
“debole” (dim), “media” (medium), “forte” (bright) ed
“eterogenea” (heterogeneous). La parziale positivita,
qualora per un determinato antigene la popolazione di
interesse presentasse due chiare popolazioni, negativa e
positiva, viene classificata in due tipologie, a seconda
che la popolazione negativa sia preponderante sulla posi-
tiva (partial positive I) o viceversa (partial positive 2).
Secondo i criteri AIEOP-BFM vi ¢ corrispondenza tra
espressione strong, secondo i criteri WHO, ed espressio-
ne bright, heterogeneous, medium e partial positive 2,
cosi come tra espressione weak secondo WHO e partial
positive 1 e dim secondo AIEOP-BFM?.

Costruzione dei pannelli

Nella costruzione dei pannelli di diagnosi immunofenoti-
pica da applicare alla diagnosi, ogni combinazione anti-
corpale deve essere creata al fine di rispondere ad una
domanda o per uno scopo preciso, seguendo una serie di
considerazioni generali. Il vantaggio di tale approccio
consiste nella capacita di utilizzare una metodica multi-
parametrica, in cui I’utilizzo contemporaneo di almeno 6
fluorescenza ¢ consigliabile. I pannelli devono includere
un backbone contenente il CD45 e un marker di linea che
insieme concorrono all’identificazione dei blasti e di
popolazioni di riferimento che fungano da controllo nel-
I’attribuzione delle positivita per i marcatori. All’interno
dei pannelli, inoltre, ¢ necessario includere marker di
linea, come previsti dai criteri classificativi utilizzati per
la diagnosi di LA ed essenziali per la corretta assegnazio-
ne dell’lF del paziente. Per le leucemie di linea B, il
CD19 ¢ il principale marker di linea (Figura 2A), insieme
al CD22 e al CD79a intracitoplasmatici, e al CD10 di
superficie. Nelle leucemie di linea T, il CD7 viene gene-

Figura 2. Esempi di dot plot citofluorimetrici in leucemie
linfoblastiche acute all’esordio. L’utilizzo del CD45 insieme a
marker di linea nei pannelli citofluorimetrici permette la corret-
ta valutazione dell’IF. L’assegnazione del lineage dipende dal-
I’espressione di determinati antigeni, quali CD19, CDI10,
iCD79a e iCD22 per le leucemie di linea B (A), e CD7, CD5 e
iCD3 per le leucemie di linea T (B).
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ralmente utilizzato come marker di linea (Figura 2B).
Sebbene sia espresso nella quasi totalita di leucemie lin-
foblastiche di linea T, il CD7 puo essere espresso anche
da una quota di leucemie mieloidi acute, configurandosi
pertanto come marker non completamente specifico di
linea T. La concomitante positivita per il marker CD3, sia
esso intracitoplasmatico o di superficie rappresenta, per-
tanto, condizione necessaria per la definizione di lineage
T. 11 CD5 ¢ generalmente espresso dalle LLA di linea T
(negativo o positivo basso soltanto nel 10% dei casi).

La definizione dell’IF permette una classificazione piu
precisa delle leucemie acute linfoblastiche rispetto a
quella originale FAB, che distingueva le forme L1-L2-
L3 sulla base della sola citomorfologia.

Secondo il livello di differenziazione dei blasti e, di con-
seguenza, dell’espressione di determinati marcatori, la
classificazione EGIL (Group for the Immunological
Characterization of Leukemias) distingue le LLA di
linea B e T in ulteriori sottogruppi®.

Le LLA B vengono classificate in quattro sottocategorie:
B-1I (pro-B), caratterizzate dall’assenza di espressione
del CD10; B-1I (common), CD10 positive e negative per
I’espressione intracitoplasmatica di IgM; B-III (pre-B),
caratterizzate dall’espressione delle IgM intracitopla-
smatiche; B-IV (mature), tipicamente CD20 positive e
caratterizzata da clonalita per catene leggere k o A.

Le T-ALL si classificano in tre gruppi: T-I/1I (early T); T-
I (intermediate), caratterizzate dall’espressione del
CDla; T-IV (mature), tipicamente CD3+ ¢ con clonalita
per il recettore T af o yo. In Tabella 1 sono schematizza-
ti i diversi sottogruppi di LLA di lineaBe T.

Nel 20097 ¢ stato descritto un sottogruppo di LLA di linea
T definito ETP (early T-cell precursor), associato a pro-
gnosi infausta. La prognosi delle ETP-ALL ¢ stata succes-
sivamente rivista nel 2016 da uno studio AIEOP8 dimo-
strando che questo sottogruppo di LLA-T ha prognosi
sovrapponibile alle altre T-ALL se trattato con terapie a
blocchi come da schema BFM, previste per le forme ad
alto rischio. Le ETP si caratterizzano oltre all’espressione
di CD7 di superficie e CD3 intracitoplasmatico, dall’as-
senza o debole espressione di CDS5, negativita per CDS e
CDla, e positivita forte per almeno due fra i marcatori
mieloidi o di immaturita CD34, CD117, CD33, HLA-DR,
CD13, CD11b e CD65. Nel 2023 ¢ stato descritto un ulte-
riore sottogruppo di LLA-T “near ETP”, caratterizzato dal
punto di vista fenotipico da una aumentata espressione del
CDS rispetto alle ETP, ma con bassa risposta alla terapia
di induzione e prognosi simile alle classiche ETP, se trat-
tate con protocolli MRM-based’.

Esistono, inoltre, casi di LA in cui 1’assenza di espres-
sione di marker di linea o la co-espressione di antigeni
linfoidi e mieloidi rendono I’assegnazione del fenotipo
finale particolarmente complessa.

I1 WHO ha introdotto le definizioni di leucemia acuta
indifferenziata (AUL) e leucemia acute a fenotipo misto
(MPAL). Le AUL sono leucemie acute che non raggiun-
gono alcun criterio di linea. Le MPAL includono sia le
leucemie descritte in passato come “bifenotipiche”, che
esprimono antigeni linfoidi e mieloidi sulla superficie
della stessa popolazione cellulare, sia “bilineari”, che si
configurano per la presenza di due diverse popolazioni
una linfoide e una mieloide !9,

Nei pannelli di immunofenotipizzazione, devono essere
inclusi anche marcatori utili alla identificazione dei bla-
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sti durante il monitoraggio della malattia residua minima
(per esempio il CD58 e il CD123 per le leucemie di linea
Bll, oppure il CD99 e il CD48 per le leucemie di linea
T+4), o che siano associati a specifiche anomalie geneti-
che e/o con potenziale significato prognostico per il
paziente. L’ immunofenotipo alla diagnosi ¢ infatti utile,
in casi selezionati, nel suggerire la %ossibile associazio-
ne a specifiche anomalie genetiche1 .

La positivita per il marcatore NG2 (o CD7.1), ad esem-
pio, ¢ suggestiva di riarrangiamenti che coinvolgono il
gene KMT2A4 localizzato sul cromosoma 11q2314.
Questo gruppo di riarrangiamenti ¢ presente in circa il
10% dei pazienti pediatrici e, quando associato ad alcuni
geni di fusione, come AFFI, ¢ indicativo di prognosi piu
severa.

L’overespressione della proteina CRLF2, ¢ suggestiva di
un riarrangiamento del gene omonimo, presente in circa
il 7% delle LLA pediatriche di linea B. E identificabile in
citofluorimetria e spesso associata a mutazioni del gene
IKZF11516,

L’espressione della proteina GPI-80 (o VNN2) ¢ stata
descritta in associazione al trascritto di fusione
TCF3::HLF, che definisce una rara forma di leucemia
caratterizzata da aumentata resistenza alla chemioterapia
e maggiore sensibilita alla immunoterapia- /.

La citofluorimetria nello studio della malattia residua
minima (MRM)

La risposta alla terapia costituisce uno dei principali fat-
tori prognostici nel trattamento delle LLA pediatriche.
La definizione precoce del gruppo di rischio (standard,
intermedio o alto) permette un approccio terapeutico per-
sonalizzato, che ha 1’obiettivo di modulare I’intensita del
trattamento a seconda del possibile rischio di recidiva.
La remissione completa morfologica, di solito raggiunta
al termine del primo mese di chemioterapia, prevede
meno del 5% di cellule blastiche in un midollo rigene-
rante valutato in citomorfologia. Questo approccio non
¢ tuttavia sufficientemente sensibile per individuare
eventuali cellule neoplastiche residue presenti in percen-
tuale inferiore all’1%. La quota blastica che non ¢ indi-
viduabile tramite morfologia viene chiamata malattia
residua minima (MRM) e viene determinata tramite PCR
(analisi sequenze /G/TR) o citofluorimetria. In particola-
re, diversi studi si sono concentrati sull’analisi della
MRM mediante citofluorimetria in punti di rivalutazione
precoci della terapia, per ottimizzare la definizione del
gruppo di rischio ed il successivo trattamento ! 8:19. E
stato dimostrato che la valutazione della MRM al giorno
15 della terapia di induzione permette di stratificare i
pazienti affetti da LLA pediatrica in tre gruppi di rischio,
alto (MRM>10%), medio (0,1%<MRM<10%) ¢ basso
(MRM<0,1%), in quanto associata a diversa relapse-free
survival (RFS), rispettivamente del 7,5%, 17,5% e
47,2%19.

Oltre ai protocolli di terapia di prima linea, la citofluori-
metria € critica nella identificazione delle ricadute, inclu-
se le forme extramidollari, nonché per confermare la
natura di una linfocitosi.

In considerazione dell’avanzamento tecnologico per
I’identificazione della malattia residua minima nelle
LLA, il gruppo internazionale Ponte-di-Legno ha pubbli-
cato nel 2022 un consensus tra i maggiori consorzi inter-
nazionali, con i nuovi criteri per la definizione di remis-
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sione completa, fallimento del trattamento e ricaduta.

In particolare, una volta ottenuta la remissione completa
(RC), la ricaduta viene definita con la presenza di malat-
tia residua minima a livello midollare maggiore del’ 1%,
con necessita di conferma in due prelievi diversi o con
due metodiche diverse (MFC/PCR/NGS-based MRM o
FISH/cariotipo/PCR) 20,

La valutazione della MRM in citofluorimetria prevede
I’acquisizione di almeno 500,000 eventi, per raggiunge-
re una sensibilita di 104 (1 cellula su 10,000). Per eli-
minare potenziali rumori di fondo, vengono considerati
reali, e pertanto refertabili, cluster di almeno 10 cellule
nucleate. L'utilizzo di un numero elevato di fluorescenze
(almeno otto) e di una nuclear dye (come il SYTO16)
permette una migliore “pulizia” del dato e lo scarto di
ulteriori artefatti. Nell’analisi di MRM, si crea general-
mente il gate immunologico principale sul marker di
linea, selezionando quindi le cellule CD19 positive su
SSC per le leucemie di linea B e quelle CD7 positive su
SSC per le leucemie di linea T (Figura 3A-B). In molti
casi, la terapia modula I’espressione di alcuni marcatori,
come il CD10, CD34, il CD19, ed il CD2021. Negli ulti-
mi anni, con I’introduzione di approcci immunoterapici
abbiamo assistito alla possibile perdita di espressione di

importanti antigeni espressi dalle cellule tumorali
(Figura 3C), in particolare il CD19 in seguito a terapia
con Blinatumomab e cellule CAR T dirette verso il
CD19 nelle LLA a precursori B22.23 | pertanto essen-
ziale I’introduzione di ulteriori marker di linea che pos-
sano sopperire alla down-regolazione dei marker usati
per il gate immunologico. In particolare, per il monito-
raggio delle LLA B in seguito a immunoterapia anti-
CD19 ¢ stato recentemente proposto il CD72 come mar—
ker di linea B alternativo in caso di perdita del CD192
Grazie al monitoraggio MRM in citofluorimetria, & 1nol-
tre possibile 1dent1ﬁcare possibili switch di fenotipo da
linfoide a mieloide?3. Generalmente gli switch di linea
sono permanenti, tuttavia esiste un sottogruppo di LLA a
precursori B CD371-positive alla diagnosi, caratterizza-
to da uno switch mielo-monocitario transitorio durante la
fase di induzione, lenta risposta alla terapia, ma progno-
si migliore rispetto alle LLA a precursori B CD371-
negative

In generale, due sono gli approcci principali per la ricer-
ca di cellule neoplastiche in citofluorimetria durante il
follow-up. Iapproccio maggiormente adottato € 1’utiliz-
zo di marcatori specifici per le cellule tumorali, o LAIP
(Leukemia-Associated ImmunoPhenotype). Per esempio,

Figura 3. Analisi della malattia minima residua (MRM) in pazienti affetti da leucemie linfoblastiche acute di linea B (A) e T
(B). Nei dot plot riportati sono evidenziate in rosso le cellule neoplastiche. L’utilizzo dei marcatori di linea per i primi gate immuno-

logici puo essere limitante per particolari casi di leucemie linfoblastiche caratterizzate dalla perdita di espressione degli stessi, come

per il CD19 (C), occasionalmente riscontrata nei pazienti che stanno ricevendo o hanno ricevuto trattamento con immunoterapia anti-

CD19.
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il marker CD58 ¢ over-espresso nella maggior parte delle
LLA di linea B ed ¢ fondamentale per I’identificazione
delle cellule blastiche in MRM. 1II secondo approccio
consiste nell’analisi del DN (Different-from-Normal). 11
midollo osseo ¢ la principale sede dell’ematopoiesi, ove
le cellule staminali ematopoietiche si differenziano in
linfociti B, monociti e cellule della linea mielo-monoci-
taria. In citofluorimetria ¢ possibile lo studio di curve
maturative di ogni serie cellulare grazie alla diversa
espressione antigenica. Qualsiasi popolazione aberrante
rispetto alle normali curve maturative rappresenta un
fenotipo anomalo (DfN) potenzialmente compatibile con
quello di popolazioni blastiche. I linfociti T maturano nel
timo, pertanto 1’espressione di marcatori di immaturita di
linea T sulla superficie di cellule T a livello del sangue
midollare e/o del sangue periferico, sono suggestivi di
immunofenotipo blastico.

Il monitoraggio della MRM in citofluorimetria richiede
personale con esperienza e in continua formazione, fon-
damentale, dal momento che ’interpretazione del risul-
tato ¢, in una certa misura, operatore-dipendente. E inol-
tre indispensabile I’impegno sulla standardizzazione di
ogni procedura, con appropriati controlli qualita (QC)
intra- e inter-laboratorio e partecipazione a circuiti di
valutazione esterna, come quelli forniti da UK NEQAS
(UK National External Quality Assessment Service).
Inoltre, consorzi quali AIEOP-BFM ed EuroFlow lavo-
rano costantemente per la standardizzazione dell’intero
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processo di monitoraggio della MRM, dalla manipola-
zione dei campioni alle strumentazioni e reagenti utiliz-
zati per ’acquisizione, fino allo step finale di interpreta-
zione dei risultati<®

Conclusioni

L’incremento nell’utilizzo della citofluorimetria negli
ultimi anni ha permesso una definizione sempre piu
accurata dell’immunofenotipo alla diagnosi, con I’identi-
ficazione del /ineage e una precisa caratterizzazione dei
blasti, fondamentali per una corretta gestione clinica dei
pazienti affetti da LLA.

Il monitoraggio della MRM ha inoltre permesso una
migliore stratificazione in fase di induzione con possibi-
lita di distinguere pazienti ad alto rischio da quelli a
basso rischio con programmi terapeutici differenziali.
Durante il trattamento, la citofluorimetria permette di
verificare I’efficacia della strategia terapeutica, identifi-
care shift immunofenotipici o perdita di antigeni target,
nonché precocemente la ricaduta.

Metodica molto sensibile e specifica, rapida e poco
costosa, utilizzabile nella maggioranza dei pazienti, faci-
le nella standardizzazione, la citofluorimetria permette
non solo la quantifica delle cellule blastiche ma anche la
visualizzazione dello status della normale emopoiesi
residua ed il grado di emodiluizione del campione, non-
ché potenziali caratteristiche importanti nella popolazio-
ne di interesse.
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Il continuo progresso tecnologico e I’introduzione di un
numero sempre maggiore di fluorescenze, il perfeziona-
mento delle procedure di standardizzazione, rafforzano
I’applicazione della valutazione in citofluorimetria nelle
LLA pediatriche per un approccio sempre pit accurato per
I’ottimizzazione del trattamento delle LA pediatriche.
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Introduction: Glioblastoma multiforme (GBM) is an
extremely aggressive brain tumor, characterized by
remarkable intratumoral genetic and phenotypic hetero-
geneity. Several studies have shown that GBM cells are
hierarchically organized, with a subpopulation of cancer
stem cells (GSCs) at the apex, responsible for tumor ini-
tiation, progression, resistance to conventional thera-
pies and recurrence. GSCs are typically isolated from
patient biopsies using a culture technique that produces
“neurospheres” (NS) in serum-free medium supplement-
ed with EGF and FGF2. The current methodology most-
ly relies on tissue samples of limited size, which may not
fully capture the entire range of GBM heterogeneity
(including subclones with different RTK expressions that
can be located in separate GBM regions). Moreover,
standard culture conditions may select for a limited num-
ber of subclones that have the highest fitness under those
conditions, potentially leading to an incomplete picture
of the multiple subclones composing the tumor. We
developed a new methodology for GSC isolation aimed
at better capturing GBM heterogeneity.

Material and Methods: We collected a cohort of
human GBMs surgically removed as ultrasonic aspirates
(UA; n=31), virtually allowing the recovery of the entire
tumor mass. We identified UA GBM cells (by discrimi-
nating the CD451¢8/CD56P9S population of cells of neu-
roendocrine origin from residual CD45P0S leukocytes),
and we established multiple parallel cultures of NS (“NS
families”) by applying different positive selective pres-
sures, represented by different cocktails of growth fac-
tors (EFG, FGF2, PDGFB, and HGF). Four representa-
tive NS families were characterized by transcriptional
profiling and by flow-cytometry for expression of
Receptor Tyrosine Kinase (RTK) and markers associated
with different transcriptional profiles.

Results and Discussions: Starting from 31 patients, we
derived 19 different GSC families, defining “family” the
set of NS derived from a single GBM, and “family mem-
ber” each NS culture belonging to the same family.
Within each family, the members, although sharing the
same driver genetic lesions are highly transcriptionally
and Dbiologically heterogencous. Interestingly, we
observed that features coexisting in original GBMs, such
as concomitant expression of multiple RTKs, were seg-
regated in different GSC family members, in association
with different GBM transcriptional profiles and biologi-
cal properties.

Conclusion: We designed a new methodology to derive
multiple GSCs from single GBMs, each segregating dis-
tinctive molecular and biological aspects coexisting in
the original tumor. RTK expression is consistently asso-
ciated with different GBM molecular subtypes.
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Tra piu di 100 diverse neoplasie del sistema nervoso cen-
trale (Louis D.N., 2021), il glioblastoma (GBM) ¢ la
forma piu aggressiva e comune di tumore al cervello nel-
I’adulto. E’ caratterizzato da una scarsa sopravvivenza
(Ohgaki H., 2005), da un’eterogeneita tumorale notevol-
mente elevata (Patel A.P., 2014; Neftel C., 2019;
Nicholson J.G., 2021) e dalla mancanza di terapie effica-
ci (Zong H., 2012). Diversi studi hanno dimostrato che le
cellule del GBM sono organizzate in modo gerarchico,
con una sottopopolazione di cellule staminali tumorali
(GSCs) all’apice, in grado di auto-rinnovarsi e dare ori-
gine a una progenie pseudo-differenziata (Singh S.K.,
2003; Galli R., 2004). L’interesse suscitato dalle GSCs e
la focalizzazione delle ricerche sulla loro caratterizzazio-
ne derivano dal fatto che esse sono ritenute essere vero-
similmente responsabili dell’inizio, della progressione e
della resistenza alle terapie convenzionali, favorendo
I’emergere della recidiva (fig.1).

La citometria svolge un ruolo essenziale per I’identifica-
zione delle GSCs, conducendo al tempo stesso a una
migliore comprensione della biologia del tumore, al fine
di sviluppare nuove terapie mirate. Le GSCs possono
essere isolate mediante 1’applicazione di due differenti
approcci. Nel primo caso, le cellule staminali tumorali

Figura 1. Le cellule del GBM sono organizzate gerarchicamen-
te, con una sottopopolazione di cellule all’apice, in grado di
auto-rinnovarsi e di dare origine a una progenie pseudo-diffe-
renziata. La somma di queste popolazioni forma la massa
tumorale. Le terapie antitumorali convenzionali sono efficaci
nel ridurre la massa tumorale, ma molto spesso una parte della
sottopopolazione di GSCs sopravvive alle terapie e conduce
infine alla recidiva del tumore. [Figura creata con
Biorender.com]
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vengono isolate mediante cell sorting, scegliendo speci-
fici marcatori di superficie. Questa metodologia ¢ stata
spesso scelta in passato, soprattutto utilizzando la prefe-
renziale espressione del CD133 sulla superficie delle cel-
lule staminali tumorali rispetto alle cellule differenziate
(Singh S.K., 2003; Brescia P., 2013; Lathia J.D., 2011;
Zeppernick F., 2008; Pallini R., 2011). Sebbene questa
tecnica si sia dimostrata estremamente efficace nelle
neoplasie ematologiche, studi successivi hanno mostrato
che la stessa non ¢ altrettanto utile nei tumori solidi,
compreso il GBM: ¢ stato infatti dimostrato che anche le
cellule che non esprimono il CD133, né talvolta altri
marcatori di sottopopolazioni staminali, possono presen-
tare le caratteristiche di staminalita (Beier D., 2007,
Clément V., 2009; Lottaz C., 2010; Chen R., 2010; Beier
C.P., 2011). Il secondo approccio prevede invece la
messa in coltura di tutta la risospensione cellulare otte-
nuta dalla dissociazione del reperto chirurgico: la sotto-
popolazione staminale tumorale risulta selezionata dalle
condizioni di coltura, in particolare dall’assenza di ade-
sione e di siero e dalla sola presenza di EGF ed FGF2,
condizioni permissive per le cellule staminali, dotate di
capacita di autorinnovamento, ma non per le cellule stro-
mali e differenziate (Galli R., 2004).

E’ pero necessario tenere presente che il campione chi-
rurgico di partenza ¢ di dimensioni limitate, e probabil-
mente non rappresenta completamente 1’intera gamma di
eterogeneitd genetica e fenotipica intratumorale del
GBM, descritta soprattutto a livello dei recettori tirosin
chinasici (RTKs), i quali sembrano distribuirsi in regioni
separate del tumore (Snuderl M., 2011; Szerlip N.J.,
2012). Inoltre, le condizioni di coltura standard riescono
a selezionare solo i sottocloni di GSC che si adeguano a

quelle condizioni, isolando potenzialmente un quadro
incompleto dei molteplici sottocloni che compongono il
tumore. Pertanto, nel nostro laboratorio abbiamo deciso
di modificare il protocollo di derivazione, partendo da
tumori rimossi mediante aspiratore ultrasonico, in modo
da raccogliere la maggior parte delle cellule tumorali, e
introducendo nuovi fattori di crescita, al fine di favorire
la selezione dei diversi sottocloni di GSCs (fig.2).

Una volta ottenute colture multiple da uno stesso tumore
di partenza, la loro caratterizzazione fenotipica diventa
essenziale per I’identificazione dei diversi sottotipi cel-
lulari inizialmente coesistenti nel tumore e separati dalle
condizioni di coltura. In questo, la citometria ¢ di fonda-
mentale importanza perché permette di analizzare
I’espressione di specifici marcatori molecolari associati a
profili trascrizionali diversi e a fenotipi pit o meno
aggressivi, i quali potrebbero presentare una diversa
risposta ai trattamenti standard favorendo la recidiva.

Raccolta dei campioni. Tenendo in considerazione 1’al-
to grado di eterogeneita intratumorale, abbiamo raccolto
una coorte di GBM umani (n=31) rimossi chirurgica-
mente come aspirati ultrasonici (UA), preferendoli a
reperti bioptici in quanto consentono virtualmente il
recupero dell’intera massa tumorale, salvaguardandone
I’eterogeneita intrinseca (Snuderl M., 2011; Kim H.,
2020). I frammenti di tessuto tumorale e il mezzo di
sospensione ottenuti sono stati centrifugati a 270g al fine
di concentrare il campione, che ¢ stato quindi sottoposto
a lisi eritrocitaria in tampone ACK, composto da cloruro
di ammonio (150 mM), bicarbonato di potassio (10 mM)
e sale bisodico di EDTA (0.1 mM ) in acqua distillata.

Figura 2. La procedura standard prevede la selezione in condizioni di bassa aderenza e in un terreno privo di siero e fornito di EGF e
FGF2. Tuttavia, il GBM presenta una vasta eterogeneita genetica, principalmente a livello di recettori tirosin chinasici. Arricchendo
il terreno di coltura con diversi fattori di crescita, ¢ favorita la selezione di differenti sottocloni staminali (GSCs) presenti nel tumore

di partenza. [Figura creata con Biorender.com]
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Dopo un’incubazione a + 4 °C per 10 minuti, il campio-
ne ¢ stato lavato, dissociato dapprima enzimaticamente
in collagenasi, e quindi meccanicamente con aghi 18G.
Infine ¢ stato sottoposto a successive filtrazioni, utiliz-
zando filtri di dimensioni gradualmente ridotte (100 um-
70 pum) (De Bacco, Cell Rep. 2023; De Bacco, STAR
Prot. 2023).

Verifica del quantitativo di cellule tumorali ottenute.
Dopo una prima conta cellulare in vitale in camera di
Burker, ¢ importante determinare la percentuale e la vita-
lita delle GSCs appena ottenute, valutando, mediante
citometria a flusso, il fenotipo di una porzione di riso-
spensione cellulare. Questo dato ¢ essenziale per norma-
lizzare le successive analisi di caratterizzazione del cam-
pione di partenza, dal momento che diventa mandatorio
conoscere la quantita di cellule tumorali iniziali presenti
nella risospensione cellulare. Per ottenere un’analisi
attendibile, ¢ consigliabile utilizzare una concentrazione
non inferiore a 2x10° cellule per ogni tubo, risospese in
100 pl di PBS 1X arricchito con 1% di BSA, che evita il
legame aspecifico dell’anticorpo attraverso i recettori Fc.
Le cellule di origine tumorale neuroendocrina possono
essere discriminate come popolazione
CD451€8/CD56POS dalle cellule residue di derivazione
ematica (considerando i leucociti CD45P%S/CD561¢€ ¢
le cellule Natural Killer CD45P9S/CD56P©S). La scelta
di questi marcatori (CD45: marcatore pan-leucocitario;
CD56: molecola di adesione delle cellule neurali) ¢ stata
validata dall’analisi fenotipica svolta in un gruppo di
linee cellulari immortalizzate, tra cui tumori epiteliali
(carcinoma polmonare: EBC-1; carcinoma ovarico:

A2780), tumori neuroectodermici (GBM: SNBI19,
U87MG e U251; melanoma: UACC257), e linee cellula-
ri astrocitarie umane normali (NHA e SVGp12). Come si
osserva in figura 3, il CD56 riconosce praticamente il
100% dei GBM umani (e le cellule di melanoma), essen-
do molto espresso in tumori di origine neuroectodermi-
ca, mentre non ¢ rilevabile negli altri tipi di tumori soli-
di né nelle linee neurali normali, garantendo 1’effettivo
riconoscimento delle cellule di GBM all’interno della
risospensione cellulare iniziale.

Le cellule della risospensione cellulare iniziale sono
quindi state incubate per 20 minuti al buio con gli anti-
corpi anti-CD45 (CD45 FITC, clone ALBI12, # IM0647,
Beckman Coulter) e anti-CD56 (CD56 PE-Cy7, clone
N901-NKH-1, #A21692, Beckman Coulter), accurata-
mente titolati per questa concentrazione cellulare. Per
favorire una colorazione omogenea del campione, 1’in-
cubazione ¢ stata svolta su una piattaforma basculante, al
fine di evitare la precipitazione delle cellule tumorali, pit
pesanti, e la formazione di aggregati tra cellule natural-
mente piu vischiose. Tutta la procedura ¢ avvenuta a
temperatura ambiente, in considerazione del fatto che era
stato precedentemente osservato che le cellule di GBM
perdono in vitalita quando sottoposte a incubazioni svol-
te a basse temperature; avevamo peraltro verificato con
prove ripetute che tempi ridotti di incubazione degli anti-
corpi abbattono il rischio di colorazioni aspecifiche.
E’stato previsto un controllo negativo, costituito da sole
cellule non colorate, per determinare il livello di auto-
fluorescenza delle cellule tumorali e per impostare in
modo appropriato la gating strategy. Si ¢ provveduto ad
allestire una singola incubazione per ogni anticorpo, al

Figura 3. L’analisi tramite citometria a flusso dell’espressione del CD56 su diverse linee cellulari immortalizzate indica che il CD56
¢ ampiamente espresso, approssimativamente al 100%, nelle cellule di GBM come SNB19, U87MG e U251 (e sulle cellule di mela-
noma UACC257, essendo anche loro di origine neuroectodermica). Al contrario, non ¢ rilevabile su altre linee tumorali come il car-
cinoma polmonare EBC-1 e il carcinoma ovarico A2780. Inoltre, non viene rilevato su linee cellulari umane normali di astrociti come

NHA e SVG.
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fine di rilevare il livello di spillover di ciascun fluorofo-
ro (secondo il metodo “Fluorescence Minus One”,
FMO). Infine, tramite la doppia colorazione, abbiamo
potuto  distinguere la  popolazione tumorale
CD451¢8/CD56POS (fig.4). Onde evitare artefatti, even-
tuali eccessi di anticorpo sono stati lavati in PBS 1X al
termine dell’incubazione. Al fine di escludere dall’anali-
si le cellule morte, il campione ¢ stato risospeso in una
soluzione DAPI 0,2X (in PBS 1X), per rilevare la popo-
lazione vitale (DAPI"®8). Prima dell’acquisizione al
citofluorimetro, eventuali aggregati sono stati eliminati
tramite passaggio in filtro da 50 pm.

& prirsnle Collulg o CEM
GBI

CO4E5 FITC

(De Bacco, 2012). In considerazione della capacita delle
cellule staminali tumorali altamente aggressive di essere
selezionate anche in assenza completa di fattori di cre-
scita, ¢ stato impiegato anche un terreno privo di fattori
di crescita (NO GF) (De Bacco, Cell Rep. 2023; De
Bacco, STAR Prot. 2023). Il tempo di derivazione ¢ alta-
mente variabile tra le famiglie di GSCs. Si prevede che i
membri della famiglia selezionati dai mezzi piu ricchi
(EF o EFPH20) si stabiliscano entro 6 mesi; i membri
selezionati dagli altri mezzi potrebbero richiedere tempi
piu lunghi (De Bacco, STAR Prot. 2023).

st el g

CO56 PE-CyT

Figura 4. Citometria a flusso di due campioni di aspirati ultrasonici rappresentativi (GBM19, bassa cellularita e alta vitalita; GBM18,
alta cellularita e vitalitd). Sono riportate le percentuali di cellule GBM totali CD45"€8/CD56POS (a sinistra) e di cellule GBM vitali
CD451€8/CD56POS (a destra: colorazione DAPIN®E delle cellule vitali). Le cellule CD45P9S corrispondono ai leucociti e, tra queste,
le cellule CD45P9S/CD56POS corrispondono ai linfociti Natural Killer.

Colture cellulari selettive. Le cellule ottenute dai cam-
pioni freschi sono state immediatamente coltivate in fia-
sche da 75cm? a basso livello di aderenza, utilizzando
terreno di coltura DMEM/F12 arricchito con eparina (2
ug/ml) e B-27, senza 1’aggiunta di siero. In questo modo,
sono state identificate e selezionate le cellule che mostra-
vano caratteristiche piu verosimilmente staminali, le
quali crescono in sospensione sotto forma di neurosfere
(NS) (Galli R., 2004). Come pressioni selettive, sono
stati impiegati i fattori di crescita EGF, FGF2, PDGFB e
HGF, sia singolarmente (condizioni E, F, P, H) che in
diverse combinazioni (EF, EFPH20, EFPH2). Questi fat-
tori di crescita, che supportano la proliferazione e la pro-
pagazione a lungo termine delle GSCs, sono fortemente
espressi nel microambiente del GBM, e i corrispondenti
RTKs sono espressi in modo mutualmente esclusivo nei
tumori e nelle GSCs. La concentrazione standard dei fat-
tori nel terreno di coltura ¢ stata di 20 ng/ml quando uti-
lizzati singolarmente o nelle combinazioni EF ed
EFPH20. Nella condizione EFPH2, ¢ stata utilizzata una
concentrazione ridotta (2 ng/ml) di ciascun fattore per
evitare la controselezione dell’amplificazione di EGFR e
PDGFRA, fenomeno osservato nelle NS convenzionali
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Caratterizzazione immunofenotipica delle cellule sta-
minali isolate. Abbiamo osservato che, a causa dell’uso
della collagenasi in fase di dissociazione della risospen-
sione tumorale inziale, € impossibile rilevare tutti gli epi-
topi presenti sulle membrane cellulari immediatamente
dopo la messa in coltura. Tuttavia, pochi giorni dopo la
messa in coltura, quando ancora la selezione indotta
dalle condizioni colturali non ¢ cominciata, ¢ possibile
effettuare un fenotipo completo delle cellule mediante
citometria a flusso. Allo scopo, le NS sono state raccolte
mediante centrifugazione a 150g per 5 minuti, quindi
sono state disgregate meccanicamente mediante 1’uso di
una pipetta elettronica. La dissociazione enzimatica in
tripsina/EDTA ¢ stata quanto piu possibile evitata, al fine
di ridurre il rischio di perdita di epitopi di superficie.
Dopo aver verificato al microscopio 1’effettiva dissocia-
zione delle NS a singola cellula ed aver proceduto alla
conta vitale, le cellule sono state risospese, come in pre-
cedenza, in concentrazione pari a 2x100 cell/ml in PBS
1X arricchito con 1% di BSA, e incubate con gli anticor-
pi prescelti per 20 minuti, al riparo dalla luce, a tempe-
ratura ambiente e su piattaforma basculante.
Nuovamente, le cellule morte sono state escluse median-
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Tabella 1. Selezione degli anticorpi per I’immunofenotipizzazione dei campioni, utilizzati nella diluizione indicata, raccomandata per
2x10° cellule in 100 ml totali. Vimentina, Nestina, Sox-2, Oct-4, Bmi-1,0lig-2, O4, MBP, Sox-10, GFAP, beta-III Tubulin (Tuj-1)
richiedono sempre una colorazione intracellulare. Ms: Mouse; Gt: Goat; Rb: Rabbit; Rt: Rat; mAb: anticorpo monoclonale; poAB:

anticorpo policlonale.

te I’uso del DAPI. Per la rilevazione dei marcatori intra-
cellulari, le cellule dissociate sono state innanzitutto
incubate con LIVE/DEAD (ThermoFisher), in concen-
trazione pari a 1 pl/ 1x100 cellule risospese in 1 ml PBS
1X, per discriminare la frazione vitale. Quindi i campio-
ni sono stati fissati e permeabilizzati mediante 1’uso di
FIX & PERM® (ADG), secondo le istruzioni del pro-
duttore. Il pannello anticorpale ¢ stato allestito includen-
do marcatori che caratterizzano le GSCs (CD133/2,
CD44, CDI15, Notch-1, CD271, Vimentina, Nestina,
Sox-2, ABCG2) e la loro capacita di autorinnovamento
(Oct-4, Bmi-1), e marcatori che ne evidenziano lo pseu-
dodifferenziamento (04, MBP, Sox-10, GFAP, Tuj-1,
CD24). E’ stata poi considerata 1’espressione di RTKs
genericamente coinvolti nella proliferazione e sopravvi-
venza delle GSCs (famiglia ErbB, PDGFRA, PDGFRB,
MET, FGFRs); questi ultimi sono stati analizzati avendo
osservato in NS convenzionali e rappresentative di diver-
si GBM come siano spesso mutualmente esclusivi e
quindi adatti all’identificazione di popolazioni distinte
all’interno di uno stesso tumore (fig.5; De Bacco Cell
Rep. 2023).

In tabella 1 sono riportati gli anticorpi utilizzati nelle
diluizioni indicate. Queste prove sono state ripetute nel
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tempo, verificando il mantenimento del fenotipo espres-
so nel corso di successivi passaggi. Oltre al consueto
controllo negativo, costituito da cellule non incubate con
anticorpi, per I’analisi multiparametrica sono stati alle-
stiti i controlli di FMO. L’acquisizione del campione ¢
stata eseguita, previa filtrazione con filtri Filcons (50
pm, BD Biosciences), su un CyAn ADP (Beckman
Coulter) dotato di laser a stato solido 488 nM, 405 nM e
642 nM. I dati sono stati raccolti ed elaborati tramite il
software Summit 4.3 (Beckman Coulter), applicando le
matrici di compensazione disponibili, compreso 1’algo-
ritmo di scalatura VisiComp per evitare errori di over-
compensazione.

Risultati e discussioni. Partendo da GBM raccolti
mediante aspirato ultrasonico, abbiamo applicato le diver-
se pressioni selettive descritte in precedenza (diversi cock-
tails di fattori di crescita) ottenendo colture multiple paral-
lele di NS. Non tutte le condizioni utilizzate ci hanno per-
messo di ottenere una coltura soddisfacente dal punto di
vista qualitativo e quantitativo. I terreni contenenti i fatto-
ri di derivazione standard EGF e FGF2 a 20 ng/ml (EF e
EFPH20) hanno mostrato un tasso di derivazione compa-
rabile e pari a ~61%. I terreni contenenti EGF o FGF2 da
soli o i quattro fattori di crescita selezionati a una concen-
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Figura 5. L’espressione degli RTKs EGFR (comunemente associata al fenotipo classico del GBM), PDGFRA (associata al fenotipo
proneurale) e MET (associata al fenotipo mesenchimale) evidenzia la variabilita intertumorale delle GSCs nelle NS derivate da pazien-
ti diversi, sebbene coltivate nelle stesse condizioni e nello stesso terreno di coltura (EF).

trazione inferiore (EFPH2) hanno avuto un tasso di deri-
vazione ridotto (~48%), ma sono risultati importanti per
preservare amplificazioni geniche e profili trascrizionali
eterogenei (De Bacco, Cell Rep. 2023). Infine, i terreni
privi di EGF e FGF2 (NO GF, H e P) hanno mostrato un
tasso di derivazione significativamente ridotto (~13%),
ma si sono dimostrati utili per selezionare le GSCs piu
aggressive (De Bacco, Cell Rep. 2023).

Da 31 GBM processati, abbiamo ottenuto 19 diverse
famiglie di GSCs, definendo «famiglia» ’insieme di NS
derivate da un singolo GBM e «membro della famiglia»
ogni coltura di NS appartenente alla stessa famiglia (De
Bacco, Cell Rep. 2023). All’interno di ogni famiglia, i
membri sono risultati condividere le stesse lesioni gene-
tiche principali, con evidente eterogeneita solo a livello
delle amplificazioni. Ciononostante, sono risultati etero-
genei dal punto di vista trascrizionale, soprattutto quan-

do stratificati in classico, mesenchimale e proneurale tra-
mite il classificatore attualmente in uso (Wang Q., 2018).
E interessante notare che questa eterogeneita trascrizio-
nale si ¢ poi riflessa anche in una significativa eteroge-
neita biologica (De Bacco Cell Rep. 2023).

Mediante la citometria a flusso, quattro famiglie rappre-
sentative di eterogenita genetica, fenotipica e biologica
sono state caratterizzate per I’espressione di marcatori di
staminalita e marcatori associati ai diversi profili trascri-
zionali, e per I’espressione dei diversi RTKs (De Bacco,
Cell Rep. 2023, fig.6-7). Nonostante i dati biologici
abbiano mostrato simili proprietda staminali in tutti i
membri derivanti da una stessa famiglia, i marcatori di
staminalita piu frequentemente usati, CD15, CD133 ¢
CD44, sono risultati espressi in modo eterogeneo e cor-
relabile alla classificazione secondo profilo trascrittomi-
co (fig.6).

Figura 6. Sebbene le cellule derivino dallo stesso paziente, questo pannello citometrico evidenzia I’eterogeneita intratumorale quando si
valuta la variabilita dell’espressione dei marcatori staminali in membri della stessa famiglia selezionati in diverse condizioni di coltura.
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Figura 7. L’eterogeneita intratumorale ¢ evidente anche nell’espressione dei recettori tirosin chinasici (RTKSs), i quali sono legati ai
differenti fenotipi tumorali: proneurale (PDGFRA), classico (EGFR) e mesenchimale (MET).

Di maggiore interesse, gli RTKs analizzati, in particola-
re EGFR, MET e PDGFRA, scelti perché piu frequente-
mente alterati nel GBM, sono risultati coespressi nel
tumore originario (De Bacco, Cell Rep. 2023), ma segre-
gati in diversi membri della famiglia di GSCs, in base
alle cellule prevalenti al momento della stabilizzazione
(tendenza all’esclusione reciproca tra EGFR e MET:
p=0,7, tra EGFR e PDGFR: p=0,4; tendenza alla co-
occorrenza tra MET e PDGFR: p=0,1) (fig.7).

Questi dati hanno permesso di concludere che gli aspetti
eterogenei coesistenti nei tessuti di GBM sono singolar-
mente ricapitolati da distinti sottogruppi di GSCs, grazie
a pressioni selettive differenziali esercitate su marcatori
funzionali critici, in primis proprio gli RTKs. Questi
sono stati e sono ancora oggi oggetto di innumerevoli
studi in quanto possibili bersagli di farmaci mirati, per
cui la loro distribuzione nei diversi sottocloni di GSCs
diventa rilevante per il corretto disegno di possibili tera-
pie sperimentali.

Conclusioni. Sebbene ulteriori studi siano necessari per
approfondire la comprensione dei meccanismi molecola-
ri legati all’eterogeneita del GBM, I'uso di modelli in
vitro come le GSC derivate da singoli tumori offre un
prezioso strumento per perseguire questo obiettivo e per
sviluppare nuove strategie terapeutiche per migliorare
I’esito clinico dei pazienti affetti da questa malattia.
Tuttavia, i protocolli convenzionali di derivazione delle
GSC non riescono a preservare la loro eterogeneita. Il
prelievo eseguito in UA ci ha fornito un campione mag-
giormente rappresentativo dal punto di vista dell’etero-
geneita intratumorale in partenza, oltre ad aver consenti-
to una migliore conservazione della vitalita cellulare, sia
durante 1’espianto sia durante le successive procedure
per la messa in coltura. In questo modo abbiamo ottenu-
to un tasso di derivazione di circa il 60%, superiore a
quello ottenuto con il protocollo standard da singola
biopsia (Galli, 2004). Abbiamo quindi sviluppato una
nuova metodologia al fine di derivare GSC multiple da
singoli GBM, ciascuna delle quali segrega aspetti mole-
colari e biologici distintivi che coesistono nel tumore ori-

22 ATTIVITA SCIENTIFICA

ginale. La derivazione di GSC multiple da singoli cam-
pioni di tumore cerebrale apre la strada alla ricerca di
terapie personalizzate: dall’analisi citometrica fenotipi-
ca, infatti, I’espressione di RTK ¢ risultata coerentemen-
te associata a diversi sottotipi molecolari di GBM. Questi
risultati aprono la strada allo sviluppo di terapie mirate
specificamente contro i sottotipi di tumore pitt comuni e
aggressivi: la capacita di derivare GSC multiple e di
caratterizzare i loro profili molecolari offre una prospet-
tiva promettente per la medicina personalizzata nel trat-
tamento del GBM, conducendo alla selezione di terapie
piu efficaci in base alle caratteristiche molecolari speci-
fiche di ciascun paziente.
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11 linfoma di Hodgkin (HL) ¢ una neoplasia rara con una
incidenza stimata di circa 3 casi per 100.000 individui
per anno ed un caratteristico picco bimodale di distribu-
zione per quanto riguarda ’eta di insorgenza, un primo
tra 120 e 1 35 anni ed un secondo oltre i 55 anni. Piu di
un terzo dei pazienti, all’esordio di malattia, presenta
non solo una linfadenopatia indolente ma anche i cosid-
detti sintomi B (febbre superiore a 38°C senza causa
infettiva, sudorazioni profuse notturne, perdita di peso
del 10% del peso corporeo negli ultimi sei mesi).

L’HL viene generalmente distinto in una forma classica
(cHL), che costituisce circa il 95% dei casi, e una forma
nodulare a predominanza linfocitaria (NLPHL), che ne
rappresenta il rimanente 5%.

Una peculiarita unica del cHL ¢ rappresentata dal fatto
che le cellule neoplastiche, le cosiddette cellule di
Hodgkin ¢ Reed-Sternberg (HRS), che lo caratterizzano
e ne consentono, in buona sostanza, la diagnosi, costitui-
scono dall’1% al 3%. della popolazione cellulare totale
e sono immerse in quello che viene definito microam-
biente tumorale le cui caratteristiche, tra I’altro, ne defi-
niscono i vari sottotipi istologici: sclerosi nodulare (80%
dei casi), cellularita mista (15%), ricco in linfociti e a
deplezione linfocitaria (tutte e due circa il 5%) (Fig.1,
Tab. 1)

Le cellule HRS hanno ampie dimensioni e citoplasma
eosinofilo, sono in genere binucleate e macronucleolate,
con aspetto caratteristico a “occhi di civetta”.
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E’ ormai dimostrato che nel HL le cellule neoplastiche
prendono origine dalle cellule B del centro germinativo.
Esse esprimono sulla loro superficie il CD30 (Fig. 2), il
CD40 ¢ spesso il CD15 mentre generalmente sono nega-
tive per il CD45 e il CD20. Ci sono delle differenze
significative tra il cHL e la forma nodulare a predomi-
nanza linfocitaria non solo per quel che riguarda I’onto-
genesi ma anche per I’'immunofenotipo, la morfologia, la
composizione del microambiente tumorale e la presenta-

Fig. 1. Cellula di Hodgkin e Reed-Sternberg
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zione clinica, tanto ¢ vero che ¢ molto dibattuto se que-
st’ultimo debba essere ridefinito come una entita a se
stante: linfoma nodulare con predominanza dei linfociti
B. Al contrario delle cellule neoplastiche del cHL, quel-
le del NLPHL esprimono il CD45, il CD20, il CD19 e il
CD79a.

11 CD30 ¢ un biomarker chiave nella diagnostica del lin-
foma di Hodgkin, evidenziando positivita di membrana,
seppure non esclusivamente, nelle cellule HRS e negli
elementi cellulari pre-Sternberghiani.

In Tab. 2 ¢ riportato I’immunofenotipo delle cellule di
HRS nelle varie sottoclassi di HL.

In Tab. 3 sono schematizzate le caratteristiche morfolo-
giche, immunofenotipiche e genotipiche delle cellule
neoplastiche e di quelle del microambiente tumorale che
aiutano nella diagnosi differenziale del cHL ¢ NLPHL
rispetto ad altre forme quali il linfoma a grandi cellule B
ricco in linfociti T ed istiociti, il linfoma anaplastico a
grandi cellule ed alcuni linfomi T periferici.

Fig. 2. Positivita per il CD30 delle cellule HRS

Tah, 2

Legenda: SN: sclerosi nodulare; CM: cellularita mista; DL; deplezione linfocitaria; RL: ricco in linfociti; NLPHL: linfoma non-

Hodgkin a predominanza linfocitaria nodulare; EBV: virus di Epstein-Barr.
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Legenda: cHL: linfoma di
Hodgkin classico; NLPHL:
linfoma di Hodgkin nodulare
a predominanza linfocitaria;
THRLBCL: linfoma a grandi
cellule B ricco in linfociti T e
istiociti; ALCL: linfoma ana-
plastico a grandi cellule; NS:
sclerosi nodulare; LR: lym-
hocyte rich; LRCHL: linfo-
ma di Hodgkin classico,
ricco in linfociti; CM: cellu-
larita mista; RS: cellule di
Reed-Sternberg; FDC: cellu-
le dendritiche follicolari;
EBYV: Epstein-Barr virus.
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Nel HL il microambiente tumorale ¢ costituito da cellule
non neoplastiche, per lo piu appartenenti al sistema
immunitario (neutrofili, eosinofili, mastociti, macrofagi,
linfociti B e T, plasmacellule e cellule natural killer) nel
cui ambito sono disperse le poche cellule tumorali che
influenzano la funzione cellulare (Fig. 3 e Fig. 4) ¢ la

Fig. 3 Cellula di Hodgkin e Reed-Sternberg e
microambiente tumorale *

*Da Masel R et al, 2023

composizione del microambiente stesso inducendo uno
stato di immunosoppressione che consente la cosiddetta
“cancer immune evasion”. Questo stato di sostanziale
immunoparalisi ¢ inoltre alimentato dal reclutamento di
cellule quali i macrofagi e i mastociti attraverso la produ-
zione di citochine, chemochine e fattori di crescita.

Il microambiente tumorale ¢ costituito da cellule non neo-
plastiche, per lo piu appartenenti al sistema immunitario,
nel cui ambito sono disperse le poche cellule di HRS.

Fig. 4 Microambiente tumorale nel cHL
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In questo caso si repertano linfociti di piccola taglia,
eosinofili, centrociti e centroblasti, questi ultimi due tipi
a destra nella foto.

Sebbene le cellule di HRS costituiscano una piccola
minoranza del tessuto tumorale esse sono in grado di
reclutare, attraverso la secrezione di citochine, chemo-

chine e fattori di crescita, varie cellule del sistema immu-
nitario inibendone al contempo la loro funzione di
immunosorveglianza.

Un ruolo particolare nel fenomeno della immune evasion
¢ svolto dai macrofagi associati al tumore presenti nel
microambiente tumorale. I macrofagi sono frutto dell’at-
tivazione dei monociti che si trovano nel torrente circo-
latorio in forma inattiva e, una volta stimolati da citochi-
ne prodotte in seguito ad uno stimolo infiammatorio
migrano nella sede del processo flogistico differenzian-
dosi in cellule funzionalmente attive ad azione macrofa-
gica. Sono state descritte due sottopopolazioni di macro-
fagi: M1, attivati per la via classica, ¢ M2, attivati per via
alternativa, con una sorta di polarizzazione della risposta
immunitaria ed una sostanziale plasticita tra le due
forme. Dal punto di vista citofluorimetrico queste due
sottpopolazioni possono essere distinte dalla espressione
dei markers CD80 e CD163, per il fenotipo M1 e M2,
rispettivamente. In breve, i macrofagi M1 possono indur-
re D’apoptosi delle cellule maligne mentre quelli M2
hanno un’azione inibente il sistema immune adattativo
attraverso la secrezione di citochine e fattori di crescita
che inducono resistenza all’apoptosi. Le cellule linfo-
matose sono in grado di attrarre nel microambiente
tumorale i monociti circolanti del sangue periferico e di
secernere citochine che, in ultima analisi, sono in grado
di determinare uno shift verso la polarizzazione M2 (Fig.
5). Un outcome sfavorevole ¢ tra I’altro associato a una
aumentata presenza di macrofagi tumor-associated con
una maggiore rappresentazione di M2.
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Fig. 5 Polarizzazione M2 dei macrofagi del microambiente
tumorale*

Spiegazione nel testo.

*Da Masel R et al, 2023 (modificato)

La maggior parte dei linfociti T del microambiente tumo-
rale ¢ costituita dai linfociti CD4+ helper e dalle cellule
T regolatorie con una azione immunosoppressiva che
influenza la sopravvivenza delle cellule HRS stesse.

Un altro meccanismo noto della immune evasion ¢ la
cosiddetta T cell exhaustion, attraverso il quale le cellu-
le T citotossiche vengono rese non funzionali. Le cellule
di HRS presentano sulla propria superficie il ligando del
PD-1 (programmed cell death protein) che ¢ iperespres-
so sui linfociti T presenti nel microambiente tumorale.
Dal legame tra PD-1 e PDL-1 ne consegue un fenotipo
exhausted dei linfociti T citotossici. Inoltre 1’Epstein
Barr virus (EBV) induce una iperespressione dei ligandi
PDL-1 e PDL-2 sulla superficie della cellula di HRS ed
¢ ben noto che ’EBV ¢ frequentemente associato all’HL
influenzando lo sviluppo della forma classica attraverso
I’amplificazione del gene 9p24.1. Di questo herpesvirus
¢ stato suggerito un ruolo patogenetico quale evento pre-
coce nello sviluppo dell’HL. Infatti, la dimostrazione
della presenza di genoma monoclonale EBV nelle cellu-
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le HRS indica proprio che I’infezione
si ¢ verificata prima della espansione
clonale della malattia.
L’espressione sulla superficie della
cellula HRS del CD30 e la disponibi-
lita di un anticorpo monoclonale in
grado di legarsi specificamente ad
esso ha portato alla realizzazione del
brentuximab vedotin (BV) un anticor-
po monoclonale anti CD30 coniugato
con monometilauristatina E (MMAE).
L’agente antimicrotubulare MMAE ¢
legato in modo covalente all’anti
CD30. L’anticorpo coniugato viene
rapidamente internalizzato dalla cel-
lula, dopo il legame con il CD30, e
trasportato ai lisosomi dove il peptide
linker ¢ selettivamente clivato. La tos-
sina ¢ quindi rilasciata nella cellula e
legata alla tubulina provocando ’arre-
sto del ciclo cellulare tra G2/M. Cio
conduce, infine, all’apoptosi. L’anti-
CD30 ¢ stato introdotto in terapia dap-
prima nei pazienti che avevano effet-
tuato 1’autotrapianto di cellule staminali (approccio tera-
peutico di “salvataggio”) ed erano recidivati/refrattari,
poi come consolidamento post trapianto ed infine in
prima linea in associazione alla chemioterapia con ottimi
risultati in un campo gia caratterizzato da eccellenti
risultati (piu dell’85% dei pazienti in fase precoce di
malattia e piu del 75% di quelli in fase avanzata vengo-
no letteralmente guariti con la chemioterapia associata o
meno alla radioterapia standard). Piu recentemente si
stanno utilizzando gli inibitori di PD-1 (nivolumab e
pembrulizumab) che sono anticorpi in grado di legarsi a
tale recettore impedendo il legame PD-1/PDL-1 in tal
modo liberando il linfocita T dalla sua morsa inibente e
ripristinando ’azione di sorveglianza immunologica nor-
malmente espletata da tali cellule nei confronti delle cel-
lule neoplastiche con risultati davvero esaltanti (Fig. 6).

L’antigene di superficie CD30 e il legame del PD-1 al
suo recettore PDL-1 costituiscono il target, rispettiva-
mente, delle terapie con brentuximab vedotin e inibitori
di PD-1.

Infine, nuovi approcci terapeutici centrati sulla immuno-
terapia si stanno sperimentando nel setting dei pazienti
recidivati/refrattari combinando tra di
loro vari farmaci con diversi target e i
risultati sembrano davvero interessan-
ti facendo intravedere possibilita fino-
ra impensabili nel trattamento di que-
sta patologia. Inoltre, ulteriori trial
attualmente in corso stanno esploran-
do la possibilita di utilizzzare in prima
linea anti-CD30 e/o anti-PD-1 sia in
stadi precoci che avanzati di malattia e
in particolari setting, quali pazienti
anziani o fragili (Tab. 4). Interessanti

Fig. 6
Target molecolari delle terapia del cHL

*Da Masel R et al, 2023 (modificato)

ATTIVITA SCIENTIFICA 27



ma ancora molto preliminari sono anche i risultati che si
ottengono, in pazienti pesantemente pre-trattati, con le
CAR-T e con gli anticorpi bi specifici.

effetti collaterali rispetto alla chemioterapia convenzio-
nale, migliorando la qualita di vita dei pazienti.

Legenda: ORR: risposte globali; CRR: risposte complete; PFS: progressione libera da malattia.

In conclusione, negli ultimi anni il panorama terapeutico
del linfoma di Hodgkin ¢ stato rivoluzionato dalla intro-
duzione in terapia dell’anticorpo monoclonale anti-CD30
e dagli anticorpi anti-PD-1. Dapprima utilizzati quale
approccio di “salvataggio” nei pazienti recidivati o
refrattari alle prime linee di terapia essi sono stati anche
valutati in studi randomizzati come approccio di prima
linea come ad esempio nello studio ECHELON-1 che ha
portato alla registrazione dell’associazione BV-AVD
(Brentuximab Vedotin — Adriablastina, Vinblastina,
Dacarbazina) per i pazienti in IV stadio. Un altro studio
randomizzato recentissimo ha confrontato questo nuovo
standard BV-AVD con 1’associazione Nivolumab AVD
(N-AVD) e sono di recente pubblicazione i dati, a due
anni di follow-up, che evidenziano un notevole migliora-
mento dei risultati in termini di Progression Free
Survival (PFS) per i pazienti trattati con N-AVD. Tutto
cio portera probabilmente a tassi di guarigione ancora
piu elevati di quelli, gia brillanti, in questo peculiare isto-
tipo di linfoma. Queste nuove prospettive terapeutiche
non solo rappresentano, quindi, un’evoluzione significa-
tiva nel trattamento del linfoma di Hodgkin, ma offrono
anche un vantaggio importante in termini di risparmio di
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mediante autocertificazione contestualmente alltinvio della quota annuale.
Fiduciosi della tua collaborazione e partecipazione, cogliamo léoccasione per inviarti i
nostri piu cari saluti.
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News In Bibliografia

Peer Review Journal

Guidelines for establishing a cytometry laboratory.
Cytometry A. 2024 Feb;105(2):88-111. doi: 10.1002/cyto.a.24807.

Automation in flow cytometry: Guidelines and review of systems.
Cytometry B Clin Cytom. 2024 Jul;106(4):308-320. doi: 10.1002/cyto.b.22125.

Standardization of flow cytometric detection of antigen expression.
Cytometry B Clin Cytom. 2024 Jan;106(1):25-34. doi: 10.1002/cyto.b.22155.

Recommendations for using artificial intelligence in clinical flow cytometry.
Cytometry B Clin Cytom. 2024 Jul;106(4):228-238. doi: 10.1002/cyto.b.22166.

Optimization and intra-assay validation of a multiparametric flow cytometric test for monitoring
circulating TREGs.
Methods Cell Biol. 2024;189:169-188. doi: 10.1016/bs.mcb.2024.06.005.

European flow cytometry quality assurance guidelines for the diagnosis of primary immune deficiencies and
assessment of immune reconstitution following B cell depletion therapies and transplantation.
Cytometry B Clin Cytom. 2024 Jun 28. doi: 10.1002/cyto.b.22195.

Autofluorescence: From burden to benefit.
Cytometry A. 2024 Aug;105(8):563-567. doi: 10.1002/cyto.a.24885.

Label-free cell detection of acute leukemia using ghost cytometry.
Cytometry A. 2024 Mar;105(3):196-202. doi: 10.1002/cyto.a.24821.

The challenge of standardizing CAR-T cell monitoring: A comparison of two flow-cytometry methods
and correlation with gPCR technique.
Cytometry A. 2024 May;105(5):368-375. doi: 10.1002/cyto.a.24825.

The impact of exosomes derived from B-cell acute lymphoblastic leukemia as a growth factor on bone marrow
mesenchymal stromal cells.
Mol Biol Rep. 2024 Jun 14;51(1):749. doi: 10.1007/s11033-024-09674-4.

Per rimanere sempre aggiornato sulle iniziative del GIC seguici sui nostri canali social
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Il GIC promuove un nuovo supporto didattico e di aggiornamento “Quaderni GIC”. Analogamente allo storico
Manuale, i “Quaderni” rappresentano anche un valido strumento di studio ed approfondimento; nella realizzazione
di questa iniziativa & stato dato molto risalto sin dall'inizio alle “conoscenze di base” che un Citometrista Esperto
deve conoscere. Questo bagaglio di conoscenze non € inteso semplicemente come valore culturale, ma € prima di
tutto una condizione indispensabile, che porta il Citometrista dal semplice livello di operatore esecutivo a quello di
protagonista. Egli e infatti responsabile dell'intero ciclo analitico di un campione e deve saper valutare criticamente
il risultato del proprio lavoro. Il Quaderno “I fondamenti della Citometria” & dedicato ai concetti di base delle tecniche
citometriche e fra questi, particolare rilievo € stato dato ai concetti di interazione fra luce e materia e quindi ai
fenomeni di “scattering” e di fluorescenza che stanno veramente alla base di ogni analisi citometrica. L'obiettivo del
GIC ¢ infatti anche quello di curare scrupolosamente la formazione delle nuove generazioni di Citometristi a garanzia
della qualita dei risultati, con particolare riferimento alle applicazioni citometriche in ambito clinico. | Quaderni sono
disponibili per i Soci GIC e per i Partecipanti alla Conferenza e ai Corsi GIC e possono essere richiesti anche con-
testualmente all'iscrizione:http://www.citometriagic.it// e http://www.conferenzadicitometriagic.it//
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NOW AVAILABLE

CytoFLEX SRT
THE NEW BENCHTOP SORTER

Ready to take control of your cell purification workflows?
Want a dedicated instrument for your unusual cells?
Interested in a benchtop sorter but not willing to trade on performance?

Want all this, in a footprint that doesn’t take up the room?
We’ve got you covered.

Built on the CytoFLEX platform, we’ve kept the APD detectors,
the high sensitivity and ease-of-use you know and love in our analyzers,
and put it in a benchtop sorter. Introducing: CytoFLEX SRT.

More info at: becls.co/cytoflexSRT
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