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Descrizione breve attivita di ricerca

La malattia metastatica € la principale causa di morte per cancro al seno e gli attuali approcci
terapeutici hanno un successo limitato. Fattori di crescita prodotti dalle cellule tumorali nell’osso
attivano il riassorbimento osseo ma il loro targeting terapeutico é solo parzialmente efficace per la
presenza di circuiti paracrini metabolici tra cellule metastatiche e osteoclasti. Secondo nostri dati
recenti, le cellule tumorali rilasciano alti livelli di lattato che viene captato dagli osteoclasti per
supportare energeticamente il riassorbimento osseo. Nel complesso microambiente delle metastasi
ossee, il lattato pud anche essere rilasciato da monociti e macrofagi attivati nel sito del tumore,
come gia riportato nell’infiammazione, a causa della loro elevata attivita glicolitica, che a sua volta
acidifica I'ambiente extracellulare tumorale. Nel progetto quindi si intende esplorare ulteriormente
gli effetti del lattato derivato da tumore e macrofagi attivati sull'osteolisi.

Descrizione breve attivita di ricerca (in inglese)

Metastatic disease is the leading cause of death from breast cancer and current treatment
approaches have limited success. Growth factors produced by tumor cells in bone activate bone
resorption but their therapeutic targets are only partially effective due to the presence of metabolic
paracrine circuits between metastatic cells and osteoclasts. According to pur recent data, tumour
cells release lactate that is picked up by osteoclasts to energetically support bone resorption and
survival. In the complex microenvironment of bone metastases, lactate can also be released from
monocytes and macrophages activated at the tumour site, as already reported in inflammation, due
to their high glycolytic activity, which in turn acidifies the extracellular tumor environment. The
project, therefore, intends to further explore the effects of lactate derived from macrophages
activated on osteolysis.

Introduzione

L'80% dei pazienti con carcinoma mammario metastatico in stadio IV sviluppa metastasi ossee
osteolitiche (BM) [1]. La BM e associata a significativa morbilita, tra cui ipercalcemia [2], dolore
intollerabile e frattura patologica [3], con conseguente riduzione della qualita della vita. E una
malattia devastante con poche opzioni terapeutiche. Tuttavia, i progressi nella conoscenza dei
circuiti paracrini molecolari nell'ambiente della BM potrebbero offrire una nuova opzione per una
diagnosi precoce e per migliorare l'attuale scenario delle cure sia palliative che di aumento della
sopravvivenza.

L'osso fornisce un sito favorevole per il comportamento aggressivo delle cellule tumorali
metastatiche. Dopo aver superato molteplici ostacoli alla disseminazione e alla colonizzazione delle
cellule del cancro, le cellule tumorali e le cellule del microambiente osseo favoriscono la
formazione di un circolo vizioso di crescita del tumore e distruzione ossea [4]. Qui, gli osteoclasti
(OC) sono i principali attori dell'osteolisi; gli osteoclasti si formano a partire da precursori
ematopoietici della linea monocitaria in seguito alla stimolazione di due principali citochine,
I'attivatore recettoriale del ligando NF-kB (RANKL) e I'M-CSF [5]. E ben noto che nelle cellule
tumorali della nicchia metastatica la formazione degli OC é stimolata dalla secrezione paracrina di
citochine che possono appunto promuoverne il loro differenziamento. Tuttavia, questo meccanismo
non e esaustivo. In realta, recentemente abbiamo dimostrato che anche i metaboliti prodotti da



cellule aggressive di carcinoma mammario sono importanti stimolatori dell'attivita degli OC [6]. In
particolare, abbiamo dimostrato che le cellule aggressive del carcinoma rilasciano alti livelli di
lattato anche in condizioni normali di ossigeno (effetto Warburg) attraverso il trasportatore
monocarbossilico 4 (MCT4) [6; 7]. Questo lattato nel microambiente, derivato dal tumore, viene
captato dall'OC ossidativo [8] e ossidato in piruvato dalla lattato deidrogenasi (LDH) per alimentare
il ciclo dei TCA e la produzione di energia, per supportare la formazione di lesioni osteolitiche [6].
Allo stesso modo, un‘alta concentrazione di lattato potrebbe derivare dallo stroma tumorale. In
particolare, nel carcinoma mammario triplo negativo, alti livelli di MCT4 specificamente nello
stroma tumorale sono stati associati a una prognosi sfavorevole [9; 10] mentre I'espressione di
MCT4 nelle cellule tumorali del cancro non ha avuto lo stesso valore predittivo [9; 11].

Lo sviluppo del tumore é associato a una risposta inflammatoria locale che attrae diversi tipi di
cellule immunitarie, compresi i macrofagi, che secernono citochine e fattori di crescita che guidano
la crescita e la metastasi delle cellule tumorali [12].

Inoltre, secondo i nostri dati recenti, le cellule del carcinoma mammario metastatico producono
citochine pro-infiammatorie, come IL6 e IL8 [13], che facilitano ulteriormente il reclutamento di
monociti e macrofagi nel microambiente delle BM. La risposta inflammatoria concorre alla
progressione del tumore e un numero elevato di macrofagi associati al tumore € un cattivo fattore
prognostico [14; 15]. Al momento del reclutamento nel sito del tumore, i macrofagi acquisiscono il
fenotipo M1. Pertanto, i macrofagi M1 rilasciano un alto livello di lattato [16; 17] e LDH [18].
Durante la progressione del tumore, quando si verifica un‘infiammazione cronica, i macrofagi M1
possono passare ai macrofagi M2, cambiando drasticamente il loro fenotipo metabolico [19]. |
macrofagi M2 sono importanti attori cellulari nel microambiente tumorale in grado di favorire la
progressione del tumore favorendo l'invasivita e la migrazione ad altri tessuti [20]. | macrofagi M1
pro-inflammatori sono altamente glicolitici e rilasciano elevate quantita di lattato [16; 17; 21]. Al
contrario, i macrofagi M2 antiinfiammatori sono caratterizzati da alti OxPhos mitocondriali e
capacita respiratoria di riserva potenziata [22]. Tuttavia, non si puo escludere che i macrofagi
ossidativi M2 si basino anche su un metabolismo glicolitico. In questo progetto speculiamo che
monociti e macrofagi presenti nel microambiente della metastasi ossea siano principalmente
glicolitici, siano una delle cause della formazione del microambiente acido che e anche resposabile
della generazione del dolore, e alimentano l'attivita di OC nel sito della metastasi osteolitica
attraverso il rilascio di lattato, e che I'alta concentrazione di lattato, di LDH e di MCT4 sono marker
della progressione osteolitica delle BM. Abbiamo quindi in programma di valutare se i macrofagi e
i monociti attivati aumentino la differenziazione e I'attivita dell'OC attraverso il rilascio di lattato in
vitro e se la presenza di macrofagi glicolitici e di lattato sia associata a malattia osteolitica in
campioni clinici di pazienti con BM.

Si intende caratterizzare le interazioni reciproche tra cellule tumorali, macrofagi, e osteoclasti
analizzando le biopsie di metastasi ossea; inoltre, si intende valutare la presenza di un’eventuale
correlazione tra i marcatori circolanti di osteolisi e i marcatori di attivazione macrofagica nel siero
dei pazienti.
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Programma di attivita dell’assegnista

Per studiare le dinamiche alla base del processo di formazione delle lesioni nelle metastasi ossee,
verranno analizzare le interazioni reciproche tra cellule tumorali/macrofagi/osteoclasti nel sito
metastatico. In modo particolare verra analizzata la localizzazione spaziale dei macrofagi M1 o M2
rispetto all’area osteolitica, e rispetto alle cellule di carcinoma mammario in biopsie isolate da
pazienti con metastasi ossee. Le analisi verranno confermate correlando i marcatori di macrofagi
differenziati verso un fenotipo M1 o M2 (CD64, CD80 per M1, e CD11b, CD209 per M2) ed i
marcatori di osteolisi (TRACP5b, CTX), rispetto alla concentrazione di lattato o rispetto
all’espressione di MCT4 in estratti proteici da biopsie da metastasi ossee.



Inotlre, sugli stessi pazienti, verra portato avanti uno studio clinico osservazionale per correlare i
marcatori dell’attivazione macrofagica, i marcatori di osteolisi ed il lattato nel siero dei pazienti con
diagnosi di carcinoma mammario metastatico.

Materiale e Metodo

L’arruolamento di pazienti con metastasi ossee € gia in corso per lo studio METABONEPROT
avviato nel 2013. Infatti, lo studio oggetto del progetto di ricerca dell’assegno ha finalita che
rientrano nello studio METABONEPROT, e sara sufficiente un’analisi di 30 dei 400 pazienti
previsti nello studio METABONEPROT, Lo studio METABONEPROT é approvato dal comitato
etico (approvazione n. 0037602 del 14/11/2013) e sono stati richiesti tre emendamenti (il 9 luglio
2015 — Prot. Gen. 0024733, il 12/09/2019 — Prot. Gen 0018663, e il 21/12/2017 — Prot. Gen
0012900). Ad oggi sono stati arruolati 152 di 400 pazienti, e come approvato dal comitato etico, lo
studio verra protratto finché non verra raggiunto il numero di 400 pazienti.

M1 / M2 macrofagi differenziazione: cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) saranno
isolate da buffy coat come precedentemente [8] descritto e differenziate in macrofagi tramite
terreno specifico. Le cellule di origine saranno ottenute da donatori sani, arruolati dal servizio
immunoematologia e medicina trasfusionale dell’AUSL di Bologna-ospedale maggiore, grazie ad
una collaborazione per la ricerca di campioni buffy-coat, come da accordi definiti il 24/7/2018. 1l
macrofago verra attivato mediante I'aggiunta di IFN-y (50 ng/ml) e LPS (10 ng / ml) per M1-
macrofagi, o0 20 ng/ml per IL4 M2-macrofagi. | terreni di condizionamento (CM) saranno raccolti
dopo 10 giorni di coltura.

Colture OC: gli OC saranno ottenuti da PBMC da buffy coat, ottenuti come descritto sopra per le
colture di macrofagi, indotte a differenziare con RANKL e MCSF. Per valutare la differenziazione e
I'attivita dell'OC, I'espressione di MMP9 e catepsina K sara analizzata mediante gRT-PCR, il n. di
cellule TRACP + e multinucleate verra contato, e il saggio di osteolisi (Lonza) sara usato per testare
il riassorbimento osseo [6].

Analisi metaboliche: macrofagi M1/ M2 attivati o non attivati e colture di OC saranno analizzati
per i marcatori della via glicolitica (GLUT1, GAPDH, LDH) da RT-gPCR, per la capacita di
produrre lattato utilizzando kit specifico (Gentaur, Promega), e per I'espressione di marcatori
dell'attivita mitocondriale (JC-1, livelli di NAD +/NADH, Western blot di complessi OxPhos) e
produzione di ATP.

Immunofluorescenza: le biopsie isolate dal sito di metastasi ossea verranno sottoposte a taglio di
sezioni consecutive che verranno impiegate per le analisi di immunifluorescenza per identificare i
macrofagi M1 e M2 mediante marcatori specifici, che sarebbero CD64, Cd80, I1L12, IL23, INOS,
TNFalfa per M1, e CD11b, CD209, CD163, Argl, 1L10, TGFbeta per M2. Le cellule di carcinoma
mammario verranno identificate mediante citocheratina, mentre gli osteoclasti verranno identificati
mediante TRACP e colorazione nucleare. Il sito di riassorbimento osseo verra identificato mediante
blu di toluidina.

ELISA: le analisi ELISA verranno eseguite sia sulle biopsie che sui sieri. I campioni bioptici
verranno dismembrati in modo da estrarre il contentuo proteico, che sara successivamente
sottoposto ad analisi di quantificazione di diversi marcatori mediante ELISA. In particolare, verra
quantificata I’espressione di MCT4, TRAC5b, CTX, CD64, CD80, Cd11b, CD209. Sul siero verra
inoltre analizzata la concentrazione di lattato mediante kit commerciale.



Laboratorio dove saranno eseguite le prove

L'attivita dell’assegnista di ricerca sara svolta presso la SC Scienze e Tecnologie Biomediche
dell’Istituto Ortopedico Rizzoli di Bologna.

Piano di formazione dell’assegnista

La formazione del titolare dell’assegno sara integrata da nozioni di biologia cellulare e molecolare
dei tumori ossei, e del microambiente acido tumorale. Al termine del periodo di ricerca, il titolare
dovra essere in possesso inoltre di tecniche di colture di osteoclasti e stroma, di tecniche di
immunologia e microscopia, e dovra aver acquisito competenze per portare avanti studi clinici
osservazionali.

1. Partecipazione a seminari e corsi

Meeting interni:

- Progetti su microambiente e patogenesi delle metastasi ossee
- Progetti sull’interazione stroma-tumore

- Progetti sul metabolismo e cancro

- Progetti per la conduzione di studi clinici osservazionali.
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