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 CAPITOLO 1  

 

INTRODUZIONE  

 

 

  

1.1 Diabete e Cancro 

Secondo la definizione dell’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), il diabete 

mellito è un gruppo di disordini metabolici a diversa eziologia caratterizzati da 

iperglicemia cronica associata ad alterazioni del metabolismo glucidico, lipidico e 

proteico, secondaria a difetti di secrezione e/o azione insulinica. La diffusione del 

diabete è tale da aver raggiunto proporzioni epidemiche; secondo l’International 

Diabetes Federation (IDF) 463 milioni di persone di età compresa tra 20 e 79 anni 

sono attualmente affette da diabete e si prevede che entro il 2045 oltre 700 milioni di 

individui svilupperanno tale condizione (1).  

 

 

 

Figura 1. Stime e proiezioni a livello mondiale di soggetti diabetici secondo 

l’International Diabetes Federation 2019 
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Secondo l’American Diabetes Association (ADA), le due più ampie categorie in cui 

sono classificabili la maggior parte dei casi di diabete sono: il diabete mellito di tipo 

1 (DM1) e il diabete mellito di tipo 2 (DM2). 

Il DM1 comprende il 5-10% di tutti i pazienti diabetici ed è il risultato di una 

distruzione autoimmune e cellulo-mediata delle β-cellule pancreatiche che porta ad 

un deficit di insulina con tendenza alla chetoacidosi; risulta essere legato a fattori 

genetici ed ambientali.  Il DM2 in genere compare dopo la pubertà e riguarda circa il 

90-95% dei pazienti diabetici caratterizzati dalla presenza di insulino-resistenza; per 

questo motivo tale forma non prevede, se non in alcuni casi, il trattamento insulinico. 

Un’apprezzabile parte di soggetti affetti da DM2 risulta obesa, ed è la stessa obesità a 

rappresentare una causa di insulino-resistenza. Spesso il DM2 è dovuto ad una 

predisposizione genetica ma anche ad una forte componente ambientale. Queste 

cause tuttavia necessitano di ulteriori studi per essere chiaramente definite (2). 

I pazienti diabetici presentano un aumentato rischio di sviluppare altre gravi 

patologie. In particolare, l’iperglicemia cronica che caratterizza il diabete, può 

indurre danni a lungo termine e disfunzioni a livello di vari organi come occhi, reni, 

nervi, cuore e vasi sanguigni (3). Il diabete è attualmente la causa principale di cecità, 

insufficienza renale ed amputazione non traumatica degli arti inferiori; rappresenta 

poi la causa predominante di malattia coronarica, ictus ed insufficienza vascolare 

periferica (4). 

Inoltre la deregolazione metabolica e l’iperglicemia cronica associata al diabete 

possono, sia direttamente che indirettamente, contribuire all’insorgenza ed alla 

progressione del cancro (5,6). 

1.1.1 Diabete e cancro: meccanismi molecolari 

Diversi studi hanno indicato che soggetti affetti da diabete mellito presentano un 

aumentato rischio di sviluppare vari tipi di tumori (fegato, pancreas, rene, 

endometrio, colon-retto, vescica, mammella e linfoma di Hodgkin). L’aumento del 

rischio oscilla tra il 20% per il carcinoma della mammella sino al 250% per il 

carcinoma del fegato e dell’endometrio, suggerendo quindi una notevole variabilità 
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nell’associazione tra diabete e le varie forme di tumore (7). 

Indipendentemente dalla relazione tra diabete e rischio di neoplasia, vi è un effetto 

della malattia diabetica sulla prognosi del tumore (8,9). Una metanalisi eseguita su 

21 studi ha calcolato infatti un possibile aumento del 40% del rischio di mortalità da 

neoplasia in soggetti con preesistente malattia diabetica (10).  

I potenziali meccanismi coinvolti nella correlazione diabete-cancro sono: 

iperglicemia, obesità, insulino-resistenza e infiammazione cronica: (Figura 2) 

- Iperglicemia 

Il diabete è caratterizzato da un patologico e progressivo incremento della 

glicemia e il peggioramento della tolleranza glucidica sembra correlare con il 

rischio neoplastico (11,12). Pertanto, l’aumento delle concentrazioni circolanti di 

glucosio potrebbe favorire la crescita della cellula cancerosa. Diversi meccanismi 

sembrano essere coinvolti in questo processo. Secondo l’ipotesi di Warburg, la 

cellula neoplastica è ampiamente dipendente dall’energia generata dal 

metabolismo glicolitico (13); l’utilizzazione incompleta del glucosio nella 

glicolisi aerobica è un processo poco efficiente poiché produce una quantità 

minore di ATP rispetto a quella prodotta con il ciclo di Krebs. Tuttavia, la 

glicolisi aerobica fa risparmiare alla cellula neoplastica substrati che utilizzerà per 

la sintesi di molecole coinvolte nella duplicazione cellulare, quali i lipidi per le 

membrane cellulari e i nucleotidi per la sintesi del DNA. Quindi la 

sovrabbondanza di nutrienti può favorire la proliferazione cellulare, al contrario le 

condizioni che abbassano la glicemia o che attivano l’AMP-activated kinase 

activity (AMPK), sensore dell’energia, come la metformina, sono efficaci nel 

ridurre l’incidenza di tumori (14). L’iperglicemia si associa anche a un aumento 

dei prodotti di glicazione avanzata (advanced glycation endproducts, AGE) e 

attivazione di processi infiammatori che possono favorire la trasformazione 

cellulare in senso neoplastico (15). Oltre a un effetto metabolico, l’iperglicemia è 

in grado di modulare la trascrizione di segnali intracellulari come la thioredoxin-

interacting protein (TXNIP) che aumentano la sintesi delle specie reattive 
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dell’ossigeno (16) e, quindi generare un potenziale danno a livello del DNA. 

 

- Obesità  

Oltre l’80% dei pazienti con diabete di tipo 2 è obeso. L’eccesso di adiposità è 

tipicamente associato a una marcata attivazione della risposta infiammatoria e a 

un elevato rilascio di adipochine. (17) In soggetti obesi, inoltre, aumenta il 

rilascio di acidi grassi liberi con peggioramento della sensibilità insulinica, 

concomitante iperinsulinemia e aumento dello stress ossidativo. L’aumento del 

tessuto adiposo si associa anche a una maggiore espressione e attività delle 

aromatasi con conseguente attivazione della conversione degli androgeni in 

estrogeni che a loro volta sono correlati con il rischio di cancro alla mammella 

(18). 

 

- Infiammazione cronica e stress ossidativo 

Le alterazioni metaboliche che caratterizzano i pazienti diabetici, aumentano lo 

stress ossidativo e causano una condizione pro-infiammatoria permanente. 

Quest’ultima se diviene cronica riduce le capacità antiossidanti, inducendo le 

cellule più suscettibili a trasformazione neoplastica. Infatti, l’elevata produzione 

di diversi radicali liberi generano potenti specie reattive dell’ossigeno (ROS) che 

possono danneggiare il DNA tramite ossidazione diretta o alterando i meccanismi 

di riparazione dell’acido nucleico (19).  Un potenziale fattore correlato 

all’insulino-resistenza che genera infiammazione cronica in soggetti diabetici è la  

presenza di alti livelli della citochina proinfiammatoria TNFα (tumor necrosis 

factor) prodotta dal tessuto adiposo. Essa infatti è associata allo sviluppo e 

progressione di molti tumori attraverso l’attivazione di NFkappaB (nuclear 

factor-kappa B) che media molti degli effetti pro-tumorigenici del TNFα (20) 

 

- Insulina e insulino-resistenza 

L’insulina, legandosi al proprio recettore di membrana (IR) esplica azioni 

metaboliche e mitogene attivando due vie intra-cellulari principali: la via 
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prevalentemente metabolica, mediata dalla fosfo-inositol- 3 chinasi (PI3-K) e la 

via prevalentemente mitogena, mediata dalla MAP-chinasi (MAPK). L’insulino-

resistenza, presente nel diabete di tipo 2 e obesità, è caratterizzata da un difetto 

selettivo della via metabolica, mentre la via mitogena è relativamente integra e 

quindi capace di rispondere allo stimolo insulinico. L’iperinsulinemia 

compensatoria che si instaura nelle condizioni di insulino-resistenza cronica 

induce un’attivazione anche della via mitogena, favorendo la crescita cellulare e 

potenzialmente quella tumorale (21). L’insulina esplica inoltre un’azione indiretta 

sullo sviluppo neoplastico attraverso l’incremento dell’attività dell’IGF1, 

anch’esso importante agente mitogeno (22). L’IGF1 esprime la sua azione 

mediante l’interazione col suo recettore ed è regolato da un gruppo di proteine, le 

IGF1 Binding Proteins (IGF1BPs), le quali stabilizzano l’IGF1 circolante 

rendendolo disponibile per il legame col suo recettore (23). L’aumento cronico 

dei livelli insulinici porta ad una riduzione della sintesi e quindi dei livelli ematici 

di IGF1BPs determinando un incremento della biodisponibilità di IGF1 (24). 

Inoltre, l’aumento delle concentrazioni di insulina e di IGF1 riduce la sintesi di 

globuline che legano gli ormoni sessuali, causando così un incremento dei livelli 

di estradiolo e testosterone (nelle donne). L’aumento degli ormoni sessuali, in 

particolare degli estrogeni, è fortemente associato al tumore al seno e 

all’endometrio nel periodo post-menopausa (25). 

 

Figura 2. I potenziali meccanismi coinvolti nella correlazione diabete-cancro 
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1.1.2 Carcinoma mammario e Iperglicemia  

Il cancro alla mammella è la più comune neoplasia maligna femminile con la più alta 

incidenza nei paesi industrializzati (26) e rappresenta la prima causa di morte per 

cancro nelle donne e la terza (tra uomini e donne) dopo il tumore polmonare e al 

colon. Nel 2018 sono stati diagnosticati circa 2,1 milioni di casi di tumori al seno e 

circa 600.000 morti con tale malattia (27) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Stima mondiale del 2018 dei casi di cancro e della mortalità ad esso 

associato (Globocan 2018) 

 

 

Un gran numero di studi di coorte (28-32) e caso-controllo (33,34) hanno riportato 

che pazienti con DM2 presentano un aumento del rischio di sviluppare il carcinoma 

mammario (35) e che oltre il 16% di soggetti affetti da cancro al seno presenta DM2 

o alterata tolleranza al glucosio (36,37). Alcuni studi epidemiologici hanno mostrato 

anche una diretta associazione tra rischio di tumore alla mammella ed il consumo di 

cibi dolci ad alto indice glicemico (38-41) ed è stato inoltre dimostrato che un’elevata 

assunzione di carboidrati è associata ad una riduzione della sopravvivenza nelle 

donne in cui è stato diagnosticato un carcinoma mammario nello stadio iniziale (42). 

La mortalità dovuta al cancro è geograficamente correlata con un elevato consumo di 

zuccheri nella dieta. Infatti, i paesi caratterizzati dal più alto consumo di zuccheri 

presentano i tassi di mortalità più elevati per il carcinoma mammario, 

indipendentemente dalle altre variabili (43,44). 
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Sebbene il cancro al seno rappresenti la più comune forma di tumore nelle donne 

(45), e numerosi studi ne supportino fortemente l’associazione con il diabete, gli 

effetti diretti ed indiretti del glucosio sulle cellule cancerose sono ancora in parte 

inesplorati ed ulteriori studi sono necessari per chiarire le vie di segnalazione che 

sono coinvolte ed il loro meccanismi di regolazione (46). 

1.2 CANCER STEM CELLS (CSC) 

Nonostante gli enormi progressi relativi alla conoscenza della biologia tumorale, 

alcuni quesiti rimangono ancora irrisolti e tra esse vi è la questione della genesi del 

cancro. Il tumore si origina, quando eventi genetici ed epigenetici determinano la 

perdita dei sistemi di controllo del ciclo cellulare interferendo con il suo corretto 

svolgimento e determinando il passaggio dallo stato di integrità allo stato di 

instabilità genomica. Questa condizione è basilare per la trasformazione cellulare 

poiché favorisce l’acquisizione progressiva di nuove mutazioni. Meccanismi cellulari 

che intervengono nel mantenimento dell’integrità del genoma, sia a livello di 

controllo del danno del DNA, sia a livello del controllo della distribuzione dei 

cromosomi durante la mitosi, contrastano costantemente il processo neoplastico. A 

tale riguardo sono stati proposti diversi modelli.  

Per gran parte del ventesimo secolo, l’iniziazione e la progressione dei tumori è stata 

spiegata attraverso il modello stocastico. Esso sostiene che nell’ambito di un tessuto 

tutte le cellule siano in grado potenzialmente di dar luogo alla formazione di un 

tumore in seguito all’acquisizione di mutazioni, impedendo così di poter prevedere 

quale cellula sia responsabile dell’iniziazione.  

Il modello dell’evoluzione clonale ipotizza invece che un tumore derivi da una 

singola cellula, la quale continua nel tempo ad acquisire nuove mutazioni, originando 

cloni a proliferazione rapida che hanno la meglio sugli altri. Questo processo 

seleziona i tipi cellulari più adatti alla crescita illimitata in un determinato ambiente, 

pertanto i cloni predominanti mantengono il tumore e possiedono la capacità di 

iniziare la tumorigenesi se impiantati in topi immunodepressi. 
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Le due ipotesi potrebbero fondersi supponendo che la cellula di origine vada incontro 

ad una evoluzione clonale e acquisendo una serie di mutazioni, inizi a sviluppare il 

tumore, con la potenziale collaborazione di elementi stromali, che promuovono la 

crescita neoplastica. 

Negli ultimi anni è stato proposto un altro modello, il modello gerarchico, che al 

contrario di quello stocastico, sostiene che il cancro si sviluppi a partire da una 

sottopopolazione cellulare rappresentata da cellule staminali normali mutate. Tale 

pool cellulare consiste in cellule staminali del cancro (cancer stem cells, CSCs) o 

cellule iniziatrici del tumore. Le CSC possiedono la capacità di auto-rinnovarsi (self-

renewal), che garantisce l’eterogeneità gerarchica di alcuni tumori e gioca un ruolo 

cruciale nello sviluppo, nella progressione e nel mantenimento della neoplasia (47). 

Inoltre, le CSC sarebbero responsabili non solo dello sviluppo neoplastico ma anche 

dell’aumento dell’aggressività, della recidività e delle metastasi (48).  

 

Figura 4. Genesi del cancro: il modello stocastico e il modello delle CSC.  (49) 
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Le CSC condividono con le cellule staminali normali alcune caratteristiche come la 

presenza di marcatori di superficie cellulare, la capacità di auto-rinnovarsi e di 

proliferare indefinitamente, e possono dare origine a progenie diverse utilizzando 

stesse vie di segnalazioni (50).  

Analogamente alle cellule staminali normali, le CSC mostrano elevati livelli dei 

fattoti trascrizionali Oct4, Sox2 e Nanog, regolatori chiave del mantenimento della 

multipotenza e del self-renewal delle cellule staminali normali. Tali geni regolano la 

loro stessa espressione e sono implicati nella progressione del cancro, oltre che essere 

biomarcatori di CSC (51). È stato infatti dimostrato in carcinoma mammari che 

l’elevata espressione di OCT4 induce l’attivazione a valle dei geni bersaglio 

NANOG e SOX2, promuovendo il self-renewal delle CSC favorendo così la 

tumorigenesi (52). 

Le CSC sono estremamente resistenti alla chemioterapia e alla radioterapia e 

costituiscono in tal modo una piccola riserva di cellule responsabili delle recidive 

tumorali e della formazione di metastasi. Tale farmaco-resistenza sarebbe legata ad 

una maggiore espressione di pompe di membrana implicate nell’espellere gli agenti 

chemioterapici dalle cellule, a meccanismi di riparazione del DNA molto attivi e a 

vie di inattivazione dei farmaci più sviluppate (53). 

Alcuni autori hanno dimostrato che le CSC derivino da cellule staminali adulte 

mutate (54) sostenendo che, tali cellule, possono causare tumorigenesi alterando i 

pathways che regolano l’autorinnovamento. Esse infatti impiegano, nel processo 

oncogenico, gli stessi pathways coinvolti nel self-renewal delle cellule staminali 

adulte, le quali sono normalmente presenti nei tessuti e sono responsabili del loro 

regolare rinnovamento.   

Come le cellule staminali adulte, anche le CSC sono state originariamente 

identificate nel sistema ematopoietico. Le prime evidenze sulla loro esistenza sono 

state ottenute negli anni ‘90, grazie a studi sulla leucemia mieloide acuta (AML). 

Lapidot e i suoi colleghi dimostrarono che solo una piccola popolazione di cellule 

tumorali leucemiche, con fenotipo CD34+/CD38-, aveva la capacità di formare il 

tumore una volta inoculata in un topo NOD/SCID (non-obese diabetic, severe 

combined immunodeficient) (55). Il fenotipo di queste cellule era simile a quello delle 
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cellule staminali normali ematopoietiche e suggerdo quindi, che esse potevano 

derivare da cellule staminali adulte mutate (56). 

Successivamente, le CSC sono state individuate anche nei tumori solidi mediante 

l’identificazione di marcatori di superfici differenti, in particolare nel carcinoma alla 

mammella (CD44highCD24-/low) (57), nei tumori cerebrali (CD133+) (58), nel 

carcinoma a cellule squamose orale (CD44high) (59) nel cancro del pancreas 

(CD44+CD24+ ESA+) (60) e nel cancro alla prostata (CD44+) (61). 

Al-Hajj e i suoi collaboratori furono i primi nel 2007 a identificare e isolare una 

particolare sottopopolazione tumorale nel carcinoma mammario. Tali cellule avevano 

la capacità, in vivo, di formare il tumore in topi immunocompromessi, mentre la 

restante popolazione cellulare del tumore possedeva tale capacità solo quando 

iniettata ad alte dosi. Inoculando infatti circa 100 cellule con fenotipo 

CD44high/CD24-/low si generava il tumore, al contrario mediante lo stesso approccio la 

popolazione tumorale con fenotipo differente non era in grado di formarlo (57). 

Risultati simili sono stati ottenuti nei tumori cerebrali positive per il marcatore 

CD133 (57), tumore polmonare (62), il tumore del colon (63), dell’ovaio (64), del 

pancreas (60) e della prostata (65).  

L’insieme di tutti questi risultati ha quindi portato attualmente a favorire il modello 

delle CSC rispetto al modello stocastico. Mentre, il modello stocastico prevede che 

tutte le cellule del tumore siano capaci, teoricamente, di dare origine e promuovere la 

crescita tumorale, il modello della CSC propone, invece, che solo una rara 

popolazione di cellule ne sia capace, ma i due modelli non sono necessariamente 

mutualmente esclusivi e caratteristiche del modello stocastico possono essere 

introdotte nelle proprietà delle CSC (66). 

Data l’ampia diversità delle proprietà attribuite alle cellule staminali tumorali, 

l’Associazione Americana per la Ricerca sul Cancro (AACR), nel 2006, ha pensato 

di uniformare il concetto definendo la cellula staminale tumorale come “una cellula 

all’ interno del tumore che possiede la capacità di self-renewal e causa l’eterogeneità 

cellulare all’interno della massa tumorale” (67).  
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Un'altra caratteristica delle CSC, che le accomuna alle normali cellule staminali, è la 

divisione cellulare. Entrambe possono andare incontro a due tipi differenti: 

simmetrica o asimmetrica. Mediante la divisione asimmetrica la cellula staminale dà  

origine a due cellule figlie diverse, una staminale e l’altra che invece procede verso la 

differenziazione per mantenere l’omeostasi del tessuto. Tale strategia permette, con 

un'unica divisione, di gestire sia il comparto staminale che quello delle cellule 

differenziate. 

In situazioni particolari, quali danno tissutale, le cellule staminali vanno incontro a 

divisione simmetrica, la quale darà origine a due cellule figlie uguali che saranno 

entrambi staminali oppure andranno incontro a differenziazione, perdendo di 

conseguenza le caratteristiche di staminalità (68). I meccanismi che mantengono 

l’equilibrio tra queste due strategie o che permettono la scelta di una rispetto l’altra 

sono stati finora poco indagati bensì rappresenti un punto critico e fondamentale nella 

differenza tra CS e una CSC. Uno studio sostiene che la decisione sia regolata da 

coattivatori della catenina, dalla proteina CBP (CREB-binding protein) e dalla p300. 

Un incremento di trascrizione di CBP/catenina a discapito di quella di p300/catenina 

incrementa il numero delle divisioni simmetriche e questa opzione sembra essere 

favorita dalle CSC rispetto alle CS adulte (69). 

Un’altra caratteristica peculiare delle CSC è la capacità di formare in vitro le 

cosiddette sfere. L' identificazione e isolamento dei CSC attraverso la coltivazione 

della sfera tumorale non richiede una conoscenza di base sulle distintive molecole di 

superficie cellulare o altri marcatori specifici, ma consiste nell’ osservare in vitro la 

tendenza delle cellule tumorali a crescere in sospensione in piastre Ultra-Low-

Attachment e tale metodica è considerata un utile test per valutare la capacità delle 

cellule cancerose di auto-rinnovarsi (70). 

Nel 2003 Dontu e colleghi hanno appunto sviluppato una nuova tecnica che ha 

permesso, per la prima volta, di coltivare cellule staminali mammarie in un sistema di 

coltura tridimensionale per ottenere aggregati sferici chiamati “mammosfere”. È stato 

dimostrato che le mammosfere sono altamente arricchite di cellule indifferenziate, 

come dimostrato dalla capacità delle singole cellule, isolate dalle mammosfere, di 

generare colonie di diversi tipi cellulari (71).  
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La tecnica delle colture 3D è oggi ampiamente utilizzata in quanto ritenuta una 

metodica in vitro più fisiologica e che può meglio mimare la struttura tumorale in  

vivo, è così rendere più efficiente lo studio delle CSC e dei tumori in generale 

compreso il carcinoma alla mammella. 

1.3 Microambiente Tumorale: Tessuto Adiposo 

Negli ultimi anni è stato dimostrato il tumore oltre a svilupparsi in seguito a 

cambiamenti epigenetici e genetici può dipendere anche dalla comunicazione tra 

cellule epiteliali tumorali e cellule stromali circostanti che costituiscono il 

microambiente tumorale (72). Il tessuto adiposo rappresenta una componente 

importante del microambiente canceroso, in particolare per il cancro al seno (73,74). 

Esso è un tessuto connettivo lasso, ampiamente vascolarizzato ed innervato, 

caratterizzato da un’ampia eterogeneità cellulare; è composto per circa un terzo da 

adipociti maturi e, per i restanti due terzi, dalla frazione vasculo-stromale che 

comprende cellule staminali mesenchimali (Ad-MSCs; Adipose-derived 

Mesenchymal Stem Cells), cellule T regolatorie, precursori delle cellule endoteliali, 

fibroblasti, cellule muscolari lisce, periciti, macrofagi e preadipociti in vari stadi di 

maturazione (75-77) (Figura 5).  

Il tessuto adiposo è un organo endocrino bioattivo che secerne fattori solubili e 

contribuisce in modo significativo alla composizione della matrice extracellulare 

(ECM) (78). È coinvolto inoltre nella regolazione delle funzioni cellulari attraverso 

una complessa rete di segnali endocrini, paracrini e autocrini che inducono la risposta 

di molti tessuti, inclusi l'ipotalamo, il pancreas, il fegato, il muscolo scheletrico, i 

reni, l'endotelio e il sistema immunitario. Dunque, il tessuto adiposo influenza 

l'attività dell'intero organismo intervenendo sia in processi fisiologici, quali 

regolazione del fabbisogno energetico, mantenimento dell’omeostasi metabolica e 

risposta immunitaria, che patologici, quali malattie cardio-vascolari, infiammazione 

cronica e cancro (79,80). Vari studi dimostrano che il tessuto adiposo ha un impatto 

significativo sulla progressione del cancro al seno mediante la secrezione di fattori di 

crescita e citochine (81,82) i quali influenzerebbero molti aspetti della tumorigenesi,  
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dall’invasione locale all’insorgenza di metastasi in siti distanti ricchi di grasso (come 

il midollo osseo), all’alterata risposta ai farmaci (83). Ad oggi, sono stati identificati 

almeno 100 fattori diversi secreti dagli adipociti, tra i quali citochine, chemochine, 

ormoni proteici, come adiponectina e resistina, componenti del sistema renina-

angiotensina e della via del complemento, prostaglandine e ormoni steroidei e tale 

meccanismo che vede protagonista il tessuto adiposo nella crescita e nello sviluppo di 

metastasi, è chiamato “Adiponcosi” (84) (Figura 6).  

 

 

 

Figura 5. Componenti e Fattori rilasciati dal tessuto adiposo (modificata da 85) 

 

 

È stato dimostrato che il tessuto adiposo risente delle alterazioni metaboliche 

associate al DM2 e all’obesità con conseguente risposta secretoria di fattori che 

possono contribuire alla progressione tumorale. Infatti, recenti studi in vitro hanno 

dimostrato che gli adipociti rispondono ad elevate concentrazioni di glucosio e acidi 

grassi e rilasciano una varietà di molecole, come l’IGF-1, la chemochina CCL5 e  

l’interleuchina 8 (IL-8), promuovendo la proliferazione, la migrazione, l’invasività e 

la resistenza ai farmaci di cellule di carcinoma mammario (86-88) (Figura 6). 
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Figura 6: Risposta adipocitaria agli stimoli metabolici  

 

1.3.1 Cellule Mesenchimali Staminali (MSC): ruolo nella progressione 

tumorale 

Le cellule staminali mesenchimali (MSC) costituiscono un’altra componente 

importante del tessuto adiposo. Sono precursori non ematopoietici e furono isolati 

inizialmente dal midollo osseo come elementi aderenti, altamente proliferanti, dotati 

di potenziale di self-renewal a lungo termine e di differenziazione multilineare in 

diversi tessuti di origine mesenchimali (89,90). La loro facilità nell’isolarle e 

coltivarle ed il loro elevato potenziale di espansione ex vivo fanno delle MSC una 

interessante risorsa utilizzabile in una vasta gamma di applicazioni cliniche nel 

contesto della terapia cellulare e genica ed in medicina rigenerativa (91); è stato 

infatti riportato che le MSC contribuiscono alla riparazione dei tessuti attraverso la 

differenziazione, fusione cellulare o la secrezione di citochine e fattori di crescita 

(92). Le MSC derivano dal mesoderma, il foglietto embrionale intermedio, che si 

differenzia intorno al terzo mese di gestazione e da cui originano i tessuti connettivi 

di tutto l’organismo, tra cui il mesenchima. Quest’ultimo è composto da  

un’abbondante matrice extracellulare in cui sono immerse le cellule mesenchimali. Il 

tessuto mesenchimale è presente in tutti gli organi per garantire supporto strutturale e 

per regolare il traffico cellulare attraverso i tessuti. Le MSC possono originare anche 

da alcune porzioni di ectoderma della cresta neurale e di endoderma della placca 

precordale. Esso sono in grado di differenziare non solo in tessuti di origine 

mesenchimale, tra cui stroma midollare, tessuto adiposo, osseo, cartilagineo, tendineo 
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e muscolare scheletrico, mesoderma viscerale e cellule endoteliali ma anche in 

cellule di origine non mesodermica quali neuroni, cellule epiteliali di cute e tubo 

digerente, fegato e polmone (93-96). (Figura 7). 

 

 

Figura 7: Isolamento, espansione e differenziamento delle MSC. (modificata da 97) 

 

Dalla frazione vasculo-stromale del tessuto adiposo è possibile estrarre cellule che 

presentano caratteristiche fenotipiche e plastiche, quali la morfologia simil-

fibroblastica, l’immunofenotipo, la capacità di isolamento, la frequenza di unità 

formanti colonie, e capacità differenziative simili alle cellule staminali mesenchimali 

estratte da midollo osseo (98). A differenza del midollo osseo, il grasso è 

abbondantemente disponibile e facilmente accessibile e può produrre quantità 

significativamente più elevate di cellule, il che rende le MSC del tessuto adiposo 

molto attraenti per la medicina rigenerativa (99). Una fonte adiposa di MSC è 

sicuramente rappresentata dal tessuto adiposo della ghiandola mammaria ed è stato 

osservato che le MSC isolate da tale adipe esprimono marcatori di superficie simili 
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alle MSC addominali (CD29, CD73, CD90 e CD105-positive e CD14, CD31, CD34 

e CD45-negative) (100) oltre che condividere profili genetici simili (101). 

Le MSC sono in grado di ospitare siti di lesioni e infiammazioni dei tessuti (102), 

nonché il microambiente tumorale (103,104). Tuttavia, anche se la letteratura mostra 

un effetto controverso delle MSC sul fenotipo canceroso (105-107), molte evidenze 

dimostrano che esse promuovono lo sviluppo e la progressione del tumore, nonché la 

recidiva in diversi tipi di cancro incluso il carcinoma alla mammella (108-113).  

Cellule tumorali e MSC stabiliscono interazioni reciproche che causano 

modificazioni trascrizionali, secretorie e fenotipiche, responsabili della progressione 

neoplatica.  

Le MSC possono esercitare effetti protumorigenici in modo paracrino, secernendo 

fattori che agiscono direttamente con i rispettivi recettori espressi sulle cellule 

maligne. I fattori maggiormente coinvolti sono CXCL1, CXCL2, CXCL12, IL-6, IL-

8, TGF-b1 e fattori di crescita come l’EGF (114,115). L’asse CXCL12/CXCR4 

contribuisce alla formazione del tumore, MSC-mediato, su diversi modelli 

sperimentali, tra cui il melanoma, il cancro al seno e alla prostata (116). Le MSC  

inoltre sono a loro volta stimolate dalle cellule tumorali a secernere fattori 

responsabili della progressione tumorale. Una molecola particolarmente implicate è 

la chemochina CCL5/RANTES, la cui secrezione de novo, guidata dalle cellule 

cancerose, è responsabile dell’induzione e dell’aumento della motilità, invasione e 

capacità metastatica delle cellule neoplastiche nel carcinoma mammario (117).  
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Figura 8. Fattori rilasciati dalle MSC che favoriscono la crescita tumorale 

(modificato da 118) 

 

1.3.2 Fibroblasti Associati al Tumore (CAF) nel carcinoma mammario  

I fibroblasti sono cellule specializzate che formano la componente cellulare di base 

del tessuto connettivo e contribuiscono alla sua integrità strutturale (119). Essi 

svolgono un ruolo importante nella guarigione delle ferite, nella regolazione della 

differenziazione epiteliale e dell'infiammazione (120). Negli organi sani, i fibroblasti 

hanno un basso indice di proliferazione e una bassa capacità metabolica. Al contrario, 

durante la guarigione delle ferite e nei tumori, i fibroblasti si attivano, iniziano a 

proliferare, e secernono maggiori quantità di componenti della matrice extra-cellulare 

(ECM) acquisendo caratteristiche contrattili (121). Nei tumori, questi fibroblasti 

modificati sono noti come Fibroblasti Associati al Cancro (CAF). 

I CAF presentano una struttura mesenchimale a forma di fuso con nuclei dentellati e 

miofilamenti periferici (122). Essi furono identificati per la prima volta da Gabbiani 

et al., attraverso studi sulla guarigione delle ferite (123) e definite da Kalluri e 

Zeisberg come “fibroblasti attivati all'interno di lesioni desmoplastiche”, le quali 

sono associati a tumori maligni ed esprimono un marcatore specifico quale α -SMA 
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(Alpha-Smooth Muscle Actin) (124). La maggior parte dei CAF sono fibroblasti 

attivi e solo una piccola parte resta inattiva; infatti nei tumori mammari l'80% dei 

fibroblasti è in forma attiva (125). I CAF svolgono nel tessuto tumorale ruoli simili ai 

normali fibroblasti attivati durante i processi di guarigione delle ferite, pertanto il 

cancro è considerato una ferita che non guarisce (126). Ciò che li differenzia è che i 

fibroblasti normali diventano attivi in maniera transitoria, i CAF invece nel 

microambiente tumorale risultano persistenti.  

Analisi di microarray e proteomica hanno rivelato che i CAF presentano profili 

d’espressione genica e proteica distinti rispetto ai fibroblasti normali isolati in seguito 

a mastoplastica riduttiva, mostrando alterazioni genetiche e/o epigenetiche (127-129). 

Coerentemente con ciò, i CAF presentano alcune modifiche cancro-specifiche, tra cui 

un’alterazione del signaling p53 p21-dipendente in risposta ai raggi γ, un aumento 

dei livelli di survivina, aumento della resistenza al cisplatino e ai raggi UV e una 

forte espressione dei marcatori di proliferazione Ki-67 e PCNA (130). Tuttavia, 

queste cellule non sono neoplastiche perché senescenti in coltura e sono 

impossibilitate a crescere in vivo negli xenotrapianti tumorali (131). 

Esistono prove sostanziali del fatto che i CAF contribuiscono attivamente alla 

crescita tumorale mediante la formazione di un terreno fertile favorevole 

all’espansione delle cellule cancerose (132). Tali osservazioni sono state confermate 

a livello cellulare, in cui Shekhar e i suoi collaboratori, utilizzando un modello in 

vitro tridimensionale di interazione cellula-cellula, hanno dimostrato il ruolo 

mitogeno dei CAF sulle cellule epiteliali del seno, favorendo in tal modo la 

progressione tumorale (133). Questo effetto è stato rivelato anche in vivo quando la 

linea cellulare di carcinoma mammario MCF-7, debolmente tumorigenica nei topi 

SCID, risultava altamente proliferante quando inoculata con fibroblasti attivi (134), 

accelerando così la crescita neoplastica e riducendo il periodo di latenza dei tumori 

umani nei topi (135). Altri studi che utilizzano modelli di xenotrapianto tumorale 

hanno dimostrato che i CAF accelerano la progressione tumorale e aumentano 

l’angiogenesi nel carcinoma mammario attraverso la mobilitazione e il reclutamento 

di cellule endoteliali (136, 137). Tutte queste osservazioni forniscono una chiara 

evidenza del ruolo attivo dei CAF nelle varie fasi della carcinogenesi mammaria. 
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Durante lo sviluppo dei tumori al seno, le componenti epiteliali e stromali 

comunicano attraverso interazioni eterotipiche che non richiedono necessariamente il 

contatto cellula-cellula, ma possono essere influenzati reciprocamente da effettori 

solubili secreti. È stato infatti dimostrato, mediante analisi di microarray, che cellule 

di carcinoma mammario MDA-MB231 co-coltivate con i CAF in un sistema in 

transwell (che consente lo scambio di fattori diffusibili), , mostrano numerosi geni 

differenzialmente espressi rispetto alle MCF-10 coltivate con CAF e rispetto alle 

monocolture (138). 

I CAF promuovono lo sviluppo neoplastico mediante la secrezione di molecole 

solubili come fattori pro-angiogenici, metallo-proteinasi (MMP), citochine, 

chemochine e fattori di crescita. SDF-1 (CXCL12) rappresenta una molecola 

ampiamente coinvolta nel crosstalk tra CAF e cellule tumorali, in quanto aumenta la 

proliferazione, la migrazione e l'invasione delle cellule cancerose (127), oltre che 

indurre un aumento dell’angiogenesi reclutando cellule progenitrici endoteliali nei 

carcinomi (137). I CAF promuovono anche la proliferazione delle cellule staminali 

CD44+CD24- nelle mammosfere, in maniera SDF-1-dipendente migliorando in vivo 

la tumorigenicità nei topi (139).  

Si ritiene che i fibroblasti associati al carcinoma mammario abbiano tre importanti 

origini distinte:  

a) dalla trasformazione all'interno del tumore dei fibroblasti stromali normali. È 

stata osservata la conversione di fibroblasti normali residenti in CAF nel corso 

della progressione del tumore in un modello di xenotrapianto di tumore 

mammario e si ritiene che tale trasformazione sia influenzata dall’impatto 

paracrino del carcinoma; uno studio infatti dimostra che il TGF-b (il cui rilascio 

da parte delle cellule cancerosa è ampiamente noto) può indurre la produzione di 

a-SMA nei fibroblasti mammari in vitro e indurre la loro trasformazione in CAF 

(140). 
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b) dalla trans-differenziazione di diversi tipi di cellule presenti nel seno come cellule 

epiteliali, endoteliali, adipociti e periciti. Alcuni studi dimostrano che la 

transizione epiteliale mesenchimale (EMT), meccanismo importante della 

progressione neoplastica, possa dare origine a CAF con una maggiore capacità 

migratoria, invasività e una maggiore espressione di proteine della matrice extra-

cellulare (124, 141).  Allo stesso modo, anche la transizione endoteliale a 

mesenchimale (EndMT), caratterizzata dalla perdita di marcatori endoteliali come 

CD31, e acquisizione di marcatori mesenchimali come α-SMA è in grado di 

generare CAF (142, 143). È interessante notare che sia le transizioni EMT che 

EndMT possono avvenire dopo l'esposizione al TGF-b (144,145), suggerendo 

quindi il peculiare ruolo del tumore nell’origine dei CAF. 

c) dalla trans-differenziazione delle MSC. È noto che le MSC migrano verso siti 

tumorali (146, 147) e possono trans-differenziare in CAF esprimendo elevati 

livelli di α-SMA e mostrando caratteristiche fenotipiche fibroblastoidi (148, 149). 

È stato dimostrato che, la presenza di acido lisofosfatidico (LPA) induce 

l'espressione di a-SMA e SDF-1 nelle MSC, stimolando la loro trasformazione in 

CAF (150). Inoltre proprio come i CAF, le MSC attivate dall'esposizione 

prolungata dei mezzi condizionati dalle cellule tumorali, esprimono alti livelli di 

SDF-1, un segno distintivo dei fibroblasti tumorali e di induzione alla 

progressione neoplastica (149). Questi studi suggeriscono fortemente che le MSC 

costituiscono una fonte importante di CAF nei carcinomi alla mammella (Figura 

9). 
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Figura 9: I CAF promuovono la crescita del cancro e l’angiogenesi attraverso fattori 

secreti.  (modificato da 150) 

L'interazione funzionale esistente tra le cellule epiteliali e microambiente tumorale 

suppone che i CAF possano costituire un prezioso marcatore prognostico e predittivo 

per i pazienti con tumore al seno. In effetti, numerosi studi hanno osservato una 

correlazione tra l'espressione genica di marcatori di CAF mammari e l'outcome di 

tumori alla mammella (151), oltre che un’associazione con la resistenza a 

chemioterapia neoadiuvante con 5-fluorouracile, epirubicina e ciclofosfamide (152). 

È stato dimostrato che lo stato della proteina soppressoria del tumore p53, presente 

nei CAF, può essere un marker predittivo per i carcinomi mammari invasivi, in 

quanto evidenze scientifiche dimostrato che la sua espressione nei fibroblasti 

tumorali, ma non nelle cellule cancerose, è associato al numero di metastasi nodali in 

pazienti con carcinoma duttale invasivo (153). Inoltre, un’analisi multivariata ha 

dimostrato che anche l’espressione di SDF-1 possa rappresentare un fattore correlato 

alla sopravvivenza di pazienti con carcinomi mammari ER-positivi. Pertanto SDF-1  

prodotto dai CAF potrebbe avere un significativo valore prognostico ed essere 

clinicamente utile per l’individuazione di una terapia adiuvante in pazienti con 

tumori al seno ER-positivi (154). È stato anche dimostrato che l'espressione dell'altro 

importante marcatore di CAF, a-SMA, è correlata ad una maggiore crescita e 

invasività tumorale oltre che ad una prognosi clinica sfavorevole (155).  
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Queste evidenze forniscono prove chiare del fatto che, nel prossimo futuro, i CAF 

stromali possano essere di grande valore per la diagnostica e prognostica dei tumori 

al seno al fine dello sviluppo di nuovi trattamenti individualizzati che terranno conto 

dello stato e degli effetti del microambiente tumorale. 
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CAPITOLO 2 

SCOPO DELLA TESI  

 

Diabete e cancro sono patologie epidemiologicamente e statisticamente correlate 

(20). In particolare, pazienti affetti da diabete di tipo 2 mostrano un aumento del 

rischio di carcinoma mammario del 20% (33) ed un aumento del rischio di mortalità 

ad esso associata del 50%. 

La ricerca scientifica dimostra che la progressione del tumore oltre a svilupparsi in 

seguito a cambiamenti epigenetici e genetici può dipendere anche dalla 

comunicazione tra cellule tumorali e cellule stromali circostanti che costituiscono il 

microambiente tumorale (72), il quale rappresenta un importante promotore dello 

sviluppo neoplastico in particolar modo nel tumore alla mammella (73,74).  

Il tessuto adiposo, rappresenta una componente importante del microambiente 

tumorale, soprattutto nel carcinoma mammario (46) e interviene attivamente 

nell’associazione tra diabete e cancro (72, 78). Esso risponde infatti alle alterazioni 

metaboliche, che si verificano nel diabete e nell’obesità rilasciando una varietà di 

molecole in grado di promuovere la proliferazione, la migrazione, l’invasività e la 

resistenza ai farmaci di cellule di carcinoma mammario (84-86).  

Oltre agli adipociti, il tessuto adiposo comprende numerosi tipi cellulari, tra cui 

cellule mesenchimali staminali (MSC), le quali in seguito a stimoli metabolici, 

infiammatori e tumorali possono rilasciare molecole che favoriscono la progressione 

neoplastica (118). Nel microambiente tumorale sono anche presenti i cosiddetti 

Fibroblasti Associati al Cancro (CAF). La loro origine può dipendere da una trans-

differenziazione delle MSC che, influenzate dal tumore, perdono proprietà specifiche 

delle cellule staminali acquisendo caratteristiche fibroblastoidi e contribuiscono 

attivamente alla crescita tumorale (132).  

Si instaura dunque una vera e propria comunicazione bidirezionale tra cellule 

tumorali e componente stromale del microambiente e in questa interazione il tumore  

può modificare il suo microambiente e quest’ultimo può influire sulle modalità con 

cui un tumore stesso cresce e si diffonde.  
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Se da un lato l’impatto delle alterazioni metaboliche come l’iperglicemia (principale 

alterazione associata al diabete) sulle cellule cancerose e sul microambiente stromale 

è ampiamente dimostrato, al contrario il suo effetto sull’interazione tumore-stroma 

risulta quasi inesplorato. Ed è verosimile che l’iperglicemia, influenzando sia le 

cellule cancerose che il microambiente tumorale, possa interferire con il cross-talk 

cellulare e sostenere così lo sviluppo neoplastico. 

A tal proposito, lo scopo di questo lavoro di dottorato è comprendere l’impatto del 

glucosio sull’interazione tra cellule di carcinoma mammario e MSC isolate da tessuto 

adiposo e valutare il suo effetto nella comunicazione tumore-stroma, al fine di 

comprendere il suo ruolo nella progressione e aggressività tumorale.  
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CAPITOLO 3 

RISULTATI 

 

3.1  Caratteristiche delle pazienti sottoposte a mastoplastica riduttiva 

Biopsie di tessuto adiposo mammario utilizzate per isolare le cellule mesenchimali 

staminali, sono state ottenute da 38 pazienti sottoposte a mastoplastica riduttiva, le 

quali non presentavano al momento dell’intervento nessuna patologia infiammatoria 

acuta, endocrino-metabolica o neoplastica.  

Come mostrato dalla Tabella 1, l’età media delle pazienti è 40,3 ± 13,9 anni, la media 

del peso corporeo espresso in Kg è 75,1 ± 12,9; quella dell’altezza espressa in metri è 

1,6 ± 0,1 mentre la media dell’indice di massa corporea (BMI) è 28,3 ± 5. 

In seguito agli esami biochimici plasmatici eseguiti prima dell’intervento chirurgico 

risulta che la media dei livelli di glicemia, colesterolemia e trigliceridemia espressi in 

mg/dl sono rispettivamente 86,8 ± 17,1, 191,3 ± 29,2 and 90,1 ± 36,9.  

 

PARAMETERS PATIENTS (N=38) 

 

Age 

 

40,3 ± 13,9 

Wheight (kg) 75,1 ± 12,9  

Height (m) 1,6 ± 0,1 

BMI 28,3 ± 4,9 

Glycaemia (mg/dl) 86,8 ± 17,1 

Cholesterolemia (mg/dl) 192,1 ± 28,7 

Triglyceridemia (mg/dl) 90,1 ± 37,3 

  

 

Tabella1. Caratteristiche delle pazienti. I dati sono mostrati come valori della media ± la 

deviazione standard 
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3.2  Caratterizzazione delle Ad-MSC isolate da biopsie di tessuto adiposo 

mammario 

Le biopsie di tessuto adiposo sono state utilizzate per ottenere la frazione vasculo- 

stromale da cui sono state isolate le cellule mesenchimali staminali mediante uno 

specifico protocollo come descritto in Materiali e Metodi. Le cellule sono state tenute 

in piastra grazie alla loro capacità di attecchire e moltiplicarsi in aderenza, una 

proprietà che le differenzia dagli altri tipi cellulari contenuti nella frazione vasculo-

stromale (cellule endoteliali, fibroblasti, cellule immunitarie, cellule muscolari). Per 

validare la natura staminale di tali cellule esse sono state caratterizzate in base a 

caratteristiche immunofenotipiche e alla capacità differenziativa. 

 

 

a) Immunofenotipo 

Le Ad-MSC sono caratterizzate dalla presenza di specifici marcatori cellulari 

definiti clusters di differenziazione (CD). Mediante un’analisi citofluorimetrica è 

stata valutata l’espressione degli antigeni di superficie CD90, CD29, CD106 e 

CD45. Come mostrato dalla figura 10, le cellule mostrano una positività per 

CD90 e CD29 (99,2% e 99,9% rispettivamente) e un’espressione negativa di 

CD106 e CD45. Questa caratterizzazione conferma la natura staminale delle 

cellule isolate dal tessuto adiposo in quanto risultano fortemente positive per i 

marcatori di cellule mesenchimali staminali e negative per marcatori specifici di 

cellule endoteliali e cellule immunitarie (CD106 e CD45 rispettivamente). 
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Figura 10. Immunofenotipo delle Ad-MSC. Analisi citofruorimetrica per l’identificazione di 

specifici marcatori di superficie (CD 90+, CD29+, CD106-, CD45-). 

 

b) Differenziamento adipocitario e osteogenico 

Una peculiarità della cellula mesenchimale staminale è la sua potenzialità a 

differenziare in altri tipi cellulari. A tal scopo le Ad-MSC isolate da tessuto 

adiposo mammario sono state stimolate con specifiche mix di differenziamento 

mediante un preciso protocollo, come descritto in Materiali e Metodi. È stata 

quindi valutata la loro capacità differenziativa verso la linea adipocitaria e 

osteogenica mediante colorazione Oil-Red-O e Alizarin-Red rispettivamente. 

Come mostrato dalle immagini, le Ad-MSC sono in grado di accumulare sia 

depositi di lipidi che di calcio (Figura 11) a seconda dello stimolo differenziativo 

indotto, confermando che dall’isolamento si è ottenuto un pool di cellule che 

corrisponde esattamente alle cellule mesenchimali staminali. 
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Figura 11. Differenziamento adipocitario ed osteogenico. a) Ad-MSC differenziate 

in adipociti; b) colorazione Oil-Red-O, c) Ad-MSC differenziate in osteoblasti; d) 

colorazione Alizarin red 

 

 

3.3 Effetto del glucosio sull’interazione tra cellule di carcinoma mammario e 

cellule mesenchimali staminali 

Per studiare il ruolo del glucosio nell’interazione tra carcinoma mammario e 

microambiente adiposo, sono state allestite colture in 2D. Tale metodica prevede 

l’utilizzo di inserti posizionati in piastre multi-pozzetto dotati di una membrana la cui 

porosità impedisce l’attraversamento delle cellule su di essa piastrate, ma favorisce il 

passaggio dei prodotti secreti. Si ottiene pertanto un sistema che permette lo scambio 

di metaboliti tra le cellule di carcinoma mammario MCF7 e le cellule mesenchimali 

staminali (Ad-MSC) influenzandosi così reciprocamente. In questo sistema di co-

colture le cellule MCF7 sono state piastrate all’interno dell’inserto poroso, mentre le 

Ad-MSC all’interno della piastra multi-pozzetto e sono state tenute in alte o basse 

concentrazioni di glucosio (25 mM;HG, high glucose o 5,5mM; LG, low glucose) per  

mimare rispettivamente una condizione di iperglicemia e normoglicemia nell’uomo. 

Dopo tre giorni di coltura è stata valutata la multipotenza delle Ad-MSC, essendo 

essa una caratteristica peculiare e indispensabile per assicurare il corretto 

rinnovamento tissutale, e la staminalità delle cellule cancerose la cui alterazione 
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fornisce informazioni sull’aggressività tumorale in quanto indice di farmaco-

resistenza. A tal fine sono stati misurati i livelli di espressione genica di tre marcatori 

di staminalità e “master regulators” della multipotenza, Oct4, Sox2, Nanog in 

entrambi i tipi cellulari mediante qReal-Time PCR. 

In primo luogo è stato esaminato l’effetto del glucosio sull’espressione genica dei tre 

geni in esame e come mostrato dai grafici, sia le cellule tumorali MCF7 che le Ad-

MSC non subiscono variazioni dei trascritti quando poste in alte concentrazioni di 

glucosio rispetto alla condizione di normo-glicemia (Figura 12).  

In seguito, è stato valutato l’impatto di ciascun tipo cellulare sull’altro e il ruolo del 

glucosio in tale interazione. I risultati ottenuti mostrano che in basse concentrazioni 

di glucosio, le cellule MCF7 non subiscono variazioni dell’espressione genica in 

presenza delle Ad-MSC; quest’ultime invece quando co-coltivate con le cellule 

MCF7 mostrano una riduzione significativa dei livelli d’espressione di Nanog di 1,5 

volte rispetto alle Ad-MSC in monocoltura. Contrariamente a ciò, quando il sistema 

in 2D è posto in alte concentrazioni di glucosio, si osserva nelle cellule MCF7 un 

aumento significativo dei livelli di espressione di Oct4 di 1,6 volte rispetto al proprio 

controllo in monocoltura, mentre l’espressione dei geni Sox2 e Nanog resta 

inalterata. Diversamente, le Ad-MSC co-coltivate con le MCF7 mostrano una 

riduzione significativa di Oct4, Sox2 e Nanog di 2, 2,7 e 2,5 volte rispettivamente 

rispetto alle stesse cellule in monocoltura poste in HG (Figura 13). 

Riassumendo, questi risultati suggeriscono che il glucosio non altera la staminalità 

delle cellule MCF7 né la multipotenza delle Ad-MSC, ma la presenza delle cellule 

tumorali anche in basse concentrazioni di glucosio induce un lieve cambiamento 

fenotipico delle cellule stromali mediante la riduzione dei livelli d’espressione di 

Nanog. L’informazione più interessante è che in qualche modo il glucosio influenza  

il cross-talk tra cellule tumorali e microambiente adiposo, inducendo verosimilmente 

cambiamenti fenotipici in entrambi tipi cellulari, più specificamente portando ad una 

possibile acquisizione di staminalità delle cellule di carcinoma mammario MCF7 

(aumento dei livelli d’espressione genica di Oct4) e al contempo una perdita di  

multipotenza delle cellule mesenchimali staminali (riduzione dei livelli d’espressione 

di Oct4, Sox2 e Nanog). 
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a) 

 

 

 
b) 

 

Figura 12. Effetto del glucosio sulla staminalità e multipotenza della MCF7 e Ad-MSC 

rispettivamente. Le MCF7 (a) e le Ad-MSC (b) sono state poste in LG e HG. Dopo 3 giorni 

sono stati analizzati i livelli di espressione genica di Oct4, Sox2, Nanog mediante qReal-

Time PCR. I valori ottenuti sono stati normalizzati rispetto al gene housekeeping 

(ciclofilina). Ciascun valore è relativo ai valori ottenuti dal campione di riferimento MCF7 

LG/Ad-MSC LG. 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPITOLO 3 | RISULTATI 

 

 
32 

 

 

 

 

a) 

 

 

b) 

Figura 13. Impatto delle MCF7 sulla multipotenza delle Ad-MSC ed effetto delle Ad-MSC 

sulla staminalità delle MCF7 in diverse concentrazioni di glucosio. Le MCF7 e Ad-MSC 

sono state co-coltivate in LG o HG. Dopo 3 giorni è stata valutata l’espressione dei geni 

Oct4, Sox2 e Nanog mediante qReal time PCR. I valori ottenuti sono stati normalizzati 

rispetto al gene housekeeping (ciclofilina). Ciascun valore è relativo ai valori ottenuti dal 

campione di riferimento MCF7 LG/MCF7 HG (a) e Ad-MSC LG/Ad-MSC HG b). * pvalue< 

0,05 e ** pvalue ≤ 0,01 indica la significatività statistica. 
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3.4  Impatto del glucosio e delle Ad-MSC sulla staminalità delle cellule tumorali 

I risultati mostrati nel Paragrafo 3.3 suggeriscono una possibile acquisizione di 

staminalità delle MCF7 quando co-coltivate con le cellule mesenchimali staminali in 

presenza di alte concentrazioni di glucosio. Per confermare tale cambiamento 

fenotipico è stata esaminata la presenza delle cosiddette “Cancer Stem Cells” (CSC), 

all’interno della popolazione tumorale; tale sottopopolazione è caratterizzata dalla 

presenza di specifici marcatori di superficie CD44high/CD24-/low. Mediante il 

medesimo approccio delle colture in 2D, le cellule MCF7 e le Ad-MSC sono state 

poste in LG o HG e dopo 3 giorni le cellule tumorali sono state raccolte e sottoposte 

ad analisi citofluorimetrica per valutare la quota di CSC. 

Come mostrato dalla figura 14, le cellule MCF7 non manifestano variazioni 

fenotipiche né se poste in alte concentrazioni di glucosio né in presenza delle cellule 

stromali in LG. Al contrario si osserva un arricchimento della sottopopolazione con 

proprietà staminali (CSC) quando le cellule tumorali sono co-coltivate con le Ad-

MSC in alte concentrazioni di glucosio; si verifica infatti un aumento statisticamente 

significativo della percentuale di popolazione CD44high/CD24 -/low di 2,7 e 2,2 volte 

rispetto alle cellule MCF7 in LG e HG rispettivamente. 

Questo risultato supporta l’ipotesi che le cellule di carcinoma mammario MCF7 co-

coltivate con le Ad-MSC subiscano un potenziale cambiamento fenotipico indotto 

dal glucosio, portando all’acquisizione di caratteristiche simil-staminali e rendendole 

pertanto più aggressive. 
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Figura 14. Impatto del glucosio e delle Ad-MSC sulle CSC. Le MCF7 sono state poste in 

LG o HG in presenza o in assenza delle Ad-MSC (sistema di colture 2D) e dopo 3 giorni è 

stata valutata mediante FACS la percentuale di cellule MCF7 - CD44high/CD2 -/low (CSC). Il 

grafico a barre è una rappresentazione delle percentuali di CSC mostrate nel pannello 

inferiore (quadrante evidenziato in blu). * pvalue< 0,05 indica la significatività statistica. 

 

 

3.5 Impatto del glucosio e delle MCF7 sulla transdifferenziazione delle Ad-MSC 

I risultati mostrati nel Paragrafo 3.3, indicano che la presenza delle cellule di 

carcinoma mammario MCF7 causi una piccola perdita di multipotenza delle Ad-

MSC (riduzione dei livelli di espressione di Nanog) quando sono tenute in basse 

concentrazioni di glucosio, ma tale riduzione diventa considerevole se il sistema 2D è 

posto in alte concentrazioni di glucosio (riduzione dei livelli d’espressione di Oct4, 

Sox2 e Nanog).  Per comprendere meglio le alterazioni fenotipiche subite dalle 

cellule stromali è stata esaminata la possibiltà che esse potessero aver acquisito 

caratteristiche fibrotiche e che quindi potessero transdifferenziare in “Fibroblasti 

Associati al Cancro” (CAF). Al tal fine, le Ad-MSC tenute per 3 giorni in LG o HG 

con o senza le cellule MCF7, sono state raccolte per valutare l’espressione di un 
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marcatore selettivo di fibrosi, α-Sma (alpha smooth muscle actin) nonché indicativo 

di CAF mediante qReal-Time PCR. Come mostrato dal grafico in Figura 15, il 

glucosio non modifica l’espressione del gene in questione ma la presenza delle 

cellule tumorali, indipendentemente dalle concentrazioni di glucosio, induce un 

aumento dei livelli d’espressione genica di α-Sma. Più specificamente si osserva un 

incremento statisticamente significativo di 2,1 e 2,2 volte rispettivamente in LG e 

HG, rispetto ai propri controlli in monocoltura. 

 

 

Figura 15. Impatto delle MCF7 sulla trans-differenziazione delle Ad-MSC in CAF. Le Ad-

MSC sono state tenute in LG o HG in presenza o assenza delle MCF7 (sistema di colture 

2D). Dopo 3 giorni è stata valutato il livello d’espressione del gene α-Sma mediante qReal 

time PCR. I valori d’espressione sono normalizzati rispetto al gene housekeeping 

(ciclofilina). ** pvalue ≤ 0,01 e ** pvalue ≤ 0,001 indica la significatività statistica. 

 

 

3.6 Ruolo del glucosio e delle Ad-MSC nella formazione delle Mammosfere 

Per avvalorare l’ipotesi dell’acquisizione di un fenotipo “staminale” da parte delle 

cellule di carcinoma mammario MCF7 quando co-coltivate con le cellule stromali 

adipose in un ambiente iper-glucidico, è stata valutata la capacità delle cellule 

tumorali di crescere in maniera ancoraggio-indipendente e formare strutture 

tridimensionali di forma sferica definite "mammosfere". Le cellule MCF7 sono state 

poste in piastre multi-pozzetto con e senza le Ad-MSC in una quantità cellulare 

numericamente bassa essendo questo un requisito fondamentale per confermare la  

natura staminale di una cellula tumorale (4 cellule MCF7 e 1 Ad-MSC). Dopo 10 
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giorni di coltura (tempo necessario per apprezzare la formazione delle mammosfere) 

in LG o HG è stata valutata la capacità di aggregazione in maniera ancoraggio 

indipendente osservando il numero di mammosfere formatesi in ogni condizione 

sperimentale.  

Come si osserva dal grafico (Figura 16), le cellule MCF7 mostrano caratteristiche 

staminale maggiori quando poste in alte concentrazioni di glucosio; la percentuale 

del numero di mammosfere risulta infatti più elevata in maniera statisticamente 

significativa di 1,8 volte rispetto a quella formatasi in LG. Diversamente, le Ad-

MSC non modificano la capacità delle cellule tumorali di crescere in superficie, ma 

se il sistema di col-coltura in 3D è tenuto in HG, le cellule mesenchimali staminali 

sembrano potenziare l’effetto del glucosio, aumentando infatti la capacità delle 

cellule tumorali di generare un maggior numero di mammosfere. Si verifica pertanto 

un incremento statisticamente significativo della percentuale di mammosfere di 2,5 

volte rispetto al numero generatosi in HG e di 2,7 volte rispetto a quello ottenuto 

dalle sole MCF7 in LG. 

 

 

 

Figura 16. Impatto del glucosio e delle Ad-MSC sulla formazione di mammosfere. Le 

MCF7 sono state coltivate in piastre multi-pozzetto con e senza le Ad-MSC in LG o HG. 

Dopo 10 giorni è stata valutata la capacità di formare mammosfere. A sinistra vi è la 

raffigurazione della mammosfera osservata al microscopio. A destra è mostrata la 

percentuale di mammosfere formatesi in ogni condizione sperimentale. * pvalue < 0,05, ** 

pvalue ≤ 0,01 e ** pvalue ≤ 0,001 indica la significatività statistica. 
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3.7 Il glucosio modifica il cross-talk tra tumore-stroma nelle colture in 3D  

Il sistema delle colture 3D è un approccio sperimentale in vitro capace di mimare, 

non solo le interazioni intercellulari, ma anche le condizioni chimico-fisiche presenti 

nei tumori in vivo. Pertanto, al fine di valutare il ruolo del glucosio nell’interazione 

tumore-stroma è stato utilizzato anche l’approccio delle colture tridimensionali in 

quanto più fisiologico e all’avanguardia. In tale sistema, le cellule di carcinoma 

mammario MCF7 sono state poste in piastre “ultra-low-attachment” (ULA) per 

impedire l’adesione alla loro superficie, con o senza le cellule mesenchimali 

staminali e tenute in basse e alte concentrazioni di glucosio. Dopo 3 giorni è stata 

verificata l’avvenuta formazione delle mammosfere e in seguito ad un’accurata 

disgregazione meccanica, sono state sottoposte ad analisi citofluorimetrica per 

valutare da un lato, l’espressione proteica di Oct4 nelle cellule tumorali MCF7 e 

dall’altra l’espressione α-Sma nelle Ad-MSC. Dopo la disgregazione, le due diverse 

popolazioni cellulari costituenti la mammosfera sono state discriminate mediante 

l’utilizzo dell’anticorpo anti-citocheratina, marcatore specifico di cellule epiteliali 

ottendendo così la separazione delle MCF7 (citocheratina-positive) dalle Ad-MSC 

(citocheratina-negative) (Figura 17a). 

Come mostrato nella Figura 17b, l’HG induce nelle cellule MCF7 un lieve ma 

significativo incremento della quantità proteica di Oct4 di 1,2 volte rispetto alle 

cellule tumorali tenute in LG. Quando le cellule tumorali interagiscono con le cellule 

stromali mostrano un incremento maggiore dei livelli proteici di Oct4 di 1,8 volte 

rispetto alle cellule MCF7 in LG. A conferma dei risultati precedentemente mostrati, 

le cellule MCF7 risultano maggiormente indotti verso la staminalità quando 

interagiscono con le cellule mesenchimali staminali in un ambiente iper-glucidico; si 

osserva infatti un aumento statisticamente significativo dei livelli proteici di Oct4 di 

3 volte rispetto alle cellule MCF7 da sole in HG e di 2 volte rispetto alle cellule 

tumorali co-coltivate con le Ad-MSC in LG.  

Per quanto riguarda le Ad-MSC, l’analisi citofluorimetria rivela che il glucosio non 

modifica l’espressione proteica di α-Sma. Quando entrano invece in contatto con le 

cellule tumorale MCF7 in LG si verifica un lieve ma significativo aumento di circa 

1,2 volte rispetto alle cellule stromali da sole in LG. Al contrario, quando la 
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mammosfera è posta in HG, l’incremento di α-Sma è considerevole, aumenta infatti 

in maniera statisticamente significativa di 1,8 volte rispetto alle sole Ad-MSC in HG. 

(Figura 17c). Anche questo risultato conferma l’assunto che il glucosio sia in grado 

di modificare l’interazione tumore-stroma adiposo inducendo cambiamenti fenotipici 

delle Ad-MSC, le quali in presenza delle cellule tumorali tenderebbero a trans-

differenziare in CAF cosicché possano sostenere il fenotipo cancerose rendendolo 

finanche più staminale e quindi potenzialmente più aggressivo.  

 

 

 

 

 
a) 

 
b) 
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c) 

 

Figura 17. Espressione proteica di Oct4 e α-Sma nelle cellule MCF7 e Ad-MSC 

rispettivamente (colture 3D) mediante FACS. Le cellule tumorali MCF7 e le Ad-MSC sono 

state tenute in piastre ULA per favorire la formazione di mammosfere. Dopo 3 giorni di 

coltura in LG o HG le mammosfere sono state disgregate meccanicamente e le 2 

popolazioni cellulari sono state discriminate con l’anticorpo anti-citocheratina (a) per 

valutare i livelli di espressione proteica di Oct4 nelle MCF7 e di α-Sma nelle Ad-MSC in 

termini di Intensità Media di Fluorescenza (MFI) mediante analisi citofluorimetrica. * pvalue 

< 0,05 indica la significatività statistica. 

 

 

 

 



CAPITOLO 4 | MATERIALI E METODI 

 

 
40 

 

CAPITOLO 4 

 

MATERIALI E METODI 

 

  

4.1 Isolamento cellule mesenchimali staminali 

Le cellule della frazione vasculo-stromale (SVF) sono state isolate da biopsie di 

tessuto adiposo mammario di 38 donne sottoposte a mastoplastica riduttiva. I tessuti 

sono stati processati sotto una cappa a flusso laminare. Dopo aver eliminato i residui 

di sangue medianti lavaggi con terreno di coltura DMEM (Dulbecco’s Modified 

Essenzial Medium) F12(1:1) 10% siero fetale bovino (FBS), 2 mM L-Glutammina, 

Pennicillina 100 (U/ml), Streptomicina (50 μg/ml) ed Amfotericina B (1.5 μg/ml), il 

tessuto è stato processato meccanicamente mediante l’uso di forbici sterili fino ad 

ottenere piccoli frammenti a cui è stata aggiunta la Collagenasi (1 mg/ml). La 

digestione enzimatica è stata condotta per 45 minuti in agitazione a 37° C.  Il tessuto 

così digerito è stato filtrato con filtri da 250 μm. Dopo circa 10min si è ottenuta una 

separazione di fasi, una fase superiore gialla più densa e una inferiore più liquida. 

Dalla prima è stato possibile isolare adipociti maturi e dalla seconda, cellule della 

frazione vasculo-stromale (SVF) contenenti le MSC. Le cellule SVF sono state 

centrifugate per 5 minuti a 1300 rpm. Dopo aver eliminato il sovranatante, il pellet è 

stato risospeso in DMEM-F12 10% FBS e piastrato in flask da 25 cm2. 

 

 

4.2 Colture cellulari  

Le cellule di carcinoma mammario MCF-7 sono state isolate nel 1970 da un tumore 

alla mammella di una donna americana Caucasica di 69 anni. MCF-7 è l’acronimo 

del Michigan Cancer Foundation -7, istituto di Detroit (USA) dove la linea cellulare è 

stata coltivata e linearizzata nel 1973 da Herbert Soule e dai suoi collaboratori (156). 

Tali cellule originano da effusione pleurale, sono positive per i recettori degli 

estrogeni e i recettori progestinici (157,158) (Figura 18).  
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Le MCF-7 sono state coltivate in piastre da 100 mm di diametro, utilizzando il 

terreno di coltura DMEM FBS (GIBCO), 2 mM L-Glutammina (SIGMA), penicillina 

(100 U/ml), streptomicina (50 μg/ml) ed amfotericina B (1.5 μg/ml) (SIGMA) e 

contenente una concentrazione di glucosio pari a 5.5mM (Low glucose; LG). 

 

 

 Figura 18: Immagine al microscopio della linea di adenocarcinoma mammario MCF7 

 

Sia le MCF-7 che le SVF sono state mantenute a 37°C in atmosfera umidificata 

contenente il 95% di aria ed il 5% di CO2. Le cellule giunte alla confluenza richiesta 

sono state staccate dalla piastra alla quale aderivano tramite l’uso di una soluzione di 

Tripsina (0.3%), Glucosio (0.1%) ed EGTA (2 mM) disciolta in PBS pH 7.3 (13.7 

mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, 8.06 mM Na2HPO4, H2O), centrifugate in tubi da 15 

ml per 5’ a 1300 rpm ed infine risospese in terreno fresco di coltura e piastrate alla 

concentrazione desiderata. Dopo 4 passaggi in coltura, le MSC sono state 

caratterizzate la valutazione del potenziale differenziativo (Paragrafo 4.3) e mediante 

analisi citofluorimetrica (Paragrafo 4.6). 

 

 

Figura 19: Immagine al microscopio di cellule mesenchimali staminali isolate da biopsie 

di tessuto adiposo mammario 
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4.3 Differenziamento adipocitario e osteogenico 

➢ Differenziamento adipocitario. Le MSC sono state piastrate in multiwell da 

24 pozzetti in numero di 6 x 105 cellule per pozzetto. Le cellule sono state 

mantenute in coltura in DMEM-F12 (1:1) 10% FBS fino alla confluenza del 

100%. Il giorno seguente, alle cellule è stato aggiunto una mix di 

differenziamento composta da: DMEM F12 3% FBS con aggiunta di Insulina 

850 nM, Pantotenato 17 μM, Biotina 33 μM, IBMX (3-isobutil-1-

metilxantine) 0,5 mM, Desametasone 10 μM e Rosiglitazone 1 μM. Dopo due 

giorni il mezzo di coltura è stato sostituito con il mezzo di mantenimento 

(DMEM F12 1:1 10% FBS) con aggiunta di Insulina 850 nM e Rosiglitazone 

1 μM. In seguito, ogni due giorni è stato fornito alle cellule terreno di coltura 

sempre fresco fino al completo differenziamento adipocitario. Dopo circa 14 

giorni è stato valutato l’accumulo di lipidi intracellulari mediante colorazione 

Oil Red-O. Il colorante Oil-Red-O è in grado di legare i lipidi neutri contenuti 

nelle vescicole grasse degli adipociti maturi e di evidenziarli in rosso. Dopo 

aver eliminato il mezzo di coltura, gli adipociti sono stati lavati due volte con 

PBS 1X. Successivamente, le cellule sono state fissate con formaldeide 4%, ed 

incubate a temperatura ambiente per 5 minuti. Dopo due lavaggi con PBS 1X 

le piastre sono state lavate rapidamente con alcool isopropilico 60% e poi 

incubate per 30 minuti a temperatura ambiente con il colorante OilRed-O. Le 

cellule sono state nuovamente lavate 2 volte con PBS 1X per rimuovere il 

colorante non incorporato ed osservate al microscopio ottico. 

➢  Differenziamento osteogenico: Le cellule sono state piastrate in multiwell da 

24 pozzetti in numero di 6 x 105 cellule per pozzetto in DMEM-F12 (1:1) 10% 

FBS fino alla confluenza del 100%.  Il giorno seguente, alle cellule è stato 

aggiunto una mix di differenziamento composta da: 0,1 μM di Desametasone, 

10 mM di β-Glicerofosfato, 0,05mM di L-Acido Ascorbico, 0,05 mM di 

CaCl2, supplementata con FBS 10%, le cellule sono state mantenute in coltura 

per 21 giorni, cambiando la mix ogni 2-3 giorni. Dopo 21 giorni è stato 

valutato l’accumulo di calcio intracellulare mediante colorazione specifica con 

Alizarin Red S (ARS) L’ARS, un derivato di un antrachinone, è un 
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intercalante in grado di legare granuli di calcio. Dopo 21 giorni di 

differenziamento, le cellule sono state lavate con PBS 1X, fissate con il 4% di 

paraformaldeide per 20 minuti e successivamente lavate con acqua bidistillata 

(bdH2O) e colorate con 500μl di Alizarin Red S Work Solution 40mM a pH 

4,1. Dopo 15 minuti di incubazione al buio, su agitatore a temperatura 

ambiente, il colorante non incorporato è stato rimosso lavando con bdH2O. I 

depositi di calcio colorati in rosso sono stati visualizzati mediante microscopio 

ottico (159). 

 

 

4.4 Colture 2D 

Le co-colture in 2D sono state preparate utilizzando un sistema in transwell costituito 

da Permeable Supports ovvero canestrini alloggiati all’interno di una piastra da 6 

pozzetti per colture cellulari. Il canestrino presenta alla base una membrana di 

Polietilene tereftalato (PET) con pori delle dimensioni di 0.4 μm (Figura 20). 

Al tempo t=0, le MSC (2x104 cells/well) sono state piastrate nella parte inferiore del 

sistema, mentre il giorno successivo le cellule MCF-7 (3 x 104 cellule/pozzetto) sono 

state piastrate all’ interno del cestello. La co-coltura è stata posta in terreno DMEM 

10%FBS con due diverse concentrazioni di glucosio: 5,5mM e 25mM (LG; HG) che 

simulano una condizione di normoglicemia e iperglicemia nell’uomo, 

rispettivamente. Dopo 3 giorni le cellule sono state raccolte per indagini successive. 

  

 

Figura 20: Riproduzione schematica di un modello di coltura 2D. 
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4.5 Colture 3D: Mammosfere 

Per valutare la capacità delle MCF7 di formare mammosfere sono state utilizzate 

multiwell da 96 pozzetti Ultra-Low Attachment (Corning, NY, USA). In ogni 

pozzetto sono state piastrate 1 MSC e 4 cellule MCF7 (rapporto 1:5), in DMEM LG e 

HG supplementato con il 5% di MAMMOCULT MEDIUM (stem cell technology). 

Dopo 10 giorni è stata osservata la formazione delle mammosfere e la 

quantificazione del numero di sfere è stata ottenuta dalla seguente formula: (numero 

di sfere formate/numero di pozzetti contenenti le cellule) *100.  

Per valutare i livelli proteici di Oct4 e α-Sma, le cellule sono state piastrate in piastre 

100mm x20mm Ultra-Low Attachment (CORNING, NY, USA) in particolare 1X105 

MSC e 4x105 cellule MCF7 (rapporto 1:5). La coltura 3D è stata posta in DMEM 5% 

FBS LG o HG e dopo 3 giorni le mammosfere formate sono state disgregate 

meccanicamente per ottenere singole cellule sottoposte successivamente ad analisi 

citofluorimetrica. 

 

 

4.6 Citofluorimetria 

L’analisi dei marcatori mesenchimali sulle superficie delle MSC, isolate dalle biopsie 

di tessuto adiposo mammario, l’identificazione del pool CD44high/CD24-/low, e la 

valutazione dell’espressione di proteica di Oct4 e α-Sma è stata effettuata mediante 

citofluorimetria. Le cellule sono state raccolte in FALCON da 15 ml e centrifugate a 

1300 rpm per 5 minuti. Il sedimento ottenuto è stato risospeso in 1ml di PBS 1X 

filtrato freddo. Dopo aver centrifugato a 350 rcf per 5 minuti a 4°C, le cellule sono 

state poi incubate a 4°C per 30 minuti al buio con specifici anticorpi o isotipi. Per i 

marcatori di superficie, le MSC sono state incubate con anticorpi anti-CD90 FITC, 

anti-CD29 PE, anti-CD106 FITC e anti-CD45 APC-Cy7 (BD Biosciences, USA). Per 

definire il pool di CSC, le MCF7 sono state incubate con gli anticorpi anti-CD44 

APC e anti-CD24 PE (BD Biosciences, USA). Per la valutazione di Oct4 e α-Sma, 

rispettivamente nelle MCF7 e MSC, le cellule ottenute dalla disgregazione delle 

mammosfere sono state incubate con gli anticorpi anti-citocheratina FITC, anti-Oct4 

PE e anti-α-Sma PE (Cell Signaling Technology, USA), previa permeabilizzazione 
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con Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, USA). I campioni sono stati poi 

centrifugati a 350 rcf per 5 minuti a 4 C°, lavati con 1 ml di PBS 1X e poi risospesi in 

300 μl di PBS 1X. Le cellule sono state processate al FACS BD LSR Fortessa (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA) acquisendo 104 eventi per campione e analizzate 

utilizzando il software BD FACS Diva. 

 

 

4.7 Estrazione RNA  

Le MCF7 e MSC raccolte dalle colture 2D sono state centrifugate e il pellet 

ottenuto è stato lisato utilizzando QIAzol reagent (Qiagen Science, USA), una 

soluzione monofase di fenolo e guanidina isotiocianato. Il lisato è stato lasciato 5 min 

a temperatura ambiente per permettere la completa dissociazione dei complessi 

nucleoproteici conservando l’integrità dell’RNA Successivamente, è stato aggiunto 

cloroformio (200 μL per ogni mL di Trizol) ed è stata effettuata una centrifugazione 

a 4°C per 15 minuti a 12.000 g. È stata ottenuta una separazione di fasi di cui quella 

superiore, acquosa, contenente l’RNA. Recuperata tale fase, l’RNA totale è stato 

precipitato mediante l’aggiunta di isopropanolo (500 μL per ogni mL di QIAzol), 

un’incubazione a temperatura ambiente per 10 minuti ed una successiva 

centrifugazione a 4°C per 10’ a 12.000 g. Il pellet di RNA è stato poi lavato con 75% 

etanolo (1mL per ogni mL di QIAzol) e nuovamente centrifugato a 4°C per 10’ a 

12.000 g. Eliminato il surnatante, il pellet di RNA, dopo una fase di asciugatura, è 

stato risospeso in acqua RNasi-free. Per la determinazione della concentrazione dei 

campioni (ng/μL) è stata misurata l’assorbanza a 260 nm (NanoDrop Technologies, 

USA); inoltre, è stato analizzato il loro grado di purezza in base al rapporto tra le 

assorbanze A260/A280 e A260/230 (di norma tra i valori 1,8-2,0). 
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4.8 RT-PCR ed elettroforesi su gel di agarosio 

L’RNA totale estratto è stato retrotrascritto in cDNA utilizzando la Trascrittasi 

Inversa Superscript III ed oligo dT primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). In 

particolare, a ciascun campione di RNA (1000 ng diluiti in acqua in un volume di 10 

μL) sono stati aggiunti: dNTP Mix (10 mM; 1μL), oligo dT primers (1μL), RTBuffer 

5x (4μL), DTT (2μL), RNase OUT (1μL) e Trascrittasi Inversa Superscript III (1μL). 

I campioni sono stati posti in termociclatore (Biorad T100) e sottoposti a variazioni 

di temperatura controllate: 25°C per 5 minuti, 50° C per 60 minuti e 70°C per 15 

minuti. L’integrità e la qualità dei campioni di cDNA ottenuti, è stata valutata 

amplificando una piccola regione trascritta (156 bp) di un gene housekeeping 

(ciclofilina; PPIA) mediante reazione a catena della polimerasi (PCR) ed utilizzo di 

primers specifici (Forward: TACGGGTCCTGGCATCTTGT; Reverse: 

GGTGATCTTCTTGCTGGTCT). 

Ciascuna reazione di amplificazione è stata effettuata utilizzando la Wonder Taq 

(EuroClone). La reazione è stata effettuata in un volume finale di 25μL utilizzando: 

acqua (16,7 μL), 5X Wonder Taq Reaction buffer (5 μL) (contenente 5mM di dNTP, 

15mM MgCl2), reverse primer e forward primer 10 μM (1 μL) e Wonder Taq (0,3 

μL). Dopo una fase di attivazione iniziale (95° C per 1 minuto), la reazione di 

amplificazione è stata ottenuta mediante: una fase di denaturazione della doppia elica 

(95° C per 15 secondi), una successiva fase di appaiamento degli oligonucleotidi (ad 

una temperatura dipendente dalla lunghezza e dalla sequenza dei primers (2°C(A+T) 

+ 4°C(G+C)) e per un tempo pari a 15 secondi) ed una fase di estensione per la 

sintesi della una nuova elica di DNA (72°C per un tempo scelto in base alla 

lunghezza dell’amplificato atteso, tenendo conto della processività della DNA 

polimerasi che nel caso della Wonder Taq è pari a 10-30 sec/kb). Il ciclo di 

denaturazione-appaiamento-estensione è stato ripetuto 30-40 volte in modo da 

raggiungere un’amplificazione soddisfacente della sequenza bersaglio. I campioni di 

RNA non retrotrascritti (ma sottoposti alle stesse condizioni ed alla stessa reazione di 

retrotrascrizione in assenza della retrotrascrittasi), sono stati utilizzati come stampo 

nelle reazioni di PCR per evidenziare l’eventuale presenza di amplificazioni “false 

positive” derivanti dal DNA e non dal cDNA. Inoltre, i campioni sottoposti alle 
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stesse condizioni di amplificazione, ma mancanti del cDNA stampo, sono stati 

utilizzati come controlli negativi di reazione. Gli amplificati ottenuti sono stati 

analizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio, preparato disciogliendo l’agarosio 

in tampone 1x Tris HCL-acido Acetico-EDTA (TAE), ad una concentrazione 

compresa tra 1,2 e 2%. Alla miscela è stato aggiunto il bromuro di etidio, un agente 

che si intercala tra le basi nucleotidiche cariche negativamente del DNA ed emette 

luce per fluorescenza se colpito da raggi UV a corta o media lunghezza d’onda. Il gel 

d’agarosio è stato posto in una cameretta elettroforetica contenente soluzione 

tampone (1% TAE) capace di condurre la corrente elettrica. I prodotti di PCR (5 μL) 

sono stati addizionati con due coloranti (xilene cianolo e blu di bromofenolo) - per 

seguire la corsa elettroforetica dei campioni - e glicerolo - per la precipitazione dei 

campioni nei pozzetti del gel durante il caricamento. Oltre ai campioni, è stato 

caricato nel gel di agarosio anche un marcatore di peso molecolare noto. II confronto 

tra la migrazione delle bande del marcatore con quelle dei campioni ha consentito di 

determinare il peso molecolare dei frammenti amplificati. Alla cella elettroforetica, è 

stato applicato un voltaggio costante tra i 70 e i 100 mV per un minino di 20 minuti 

ad un massimo di 1 ora. I prodotti sono stati poi visualizzati ponendo il gel al 

transilluminatore, grazie al quale è stato possibile osservare le bande fluorescenti. 

 

 

4.9 Quantitative Real Time PCR (qReal Time PCR) 

Le reazioni di qReal-Time PCR sono effettuate utilizzando la mix iTaq Universal 

SYBR Green (Biorad, Hercules, CA, USA), molecola che si intercala nel solco 

minore di molecole di DNA a doppia elica (dsDNA) ed è in grado di emettere 

fluorescenza se opportunamente stimolata. L’emissione di fluorescenza, direttamente 

proporzionale alla concentrazione di amplificato nella reazione è stata rilevata 

mediante l’uso di un termociclatore (CFX Connect Real Time System, Biorad) 

avente un rilevatore a fluorescenza che permette l’acquisizione in tempo reale della 

fluorescenza emessa dalle molecole sintetizzate. La miscela di reazione utilizzata è 

stata ottenuta aggiungendo a 2 μL dei campioni di cDNA precedentemente ottenuti, i 

seguenti reagenti: iTaq Universal SYBR Green mix (5 μL), primers di innesco (160 
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nM di ciascuno) ed acqua, in un volume finale di reazione di 10 μL. Le sequenze dei 

primers utilizzati sono indicate in Tabella 2. 

 

 

PPIA F 5’-TACGGGTCCTGGCATCTTGT R 5’-GGTGATCTTCTTGCTGGTCT 

SOX2 F 5'-CAACCAGAAAAACAGCCC G R 5'-CAGCCGCTTAGCCTCGTC 

NANOG F 5'-CCTGAAGAAAACTATCCATCC  R 5'-GTTCTGGTCTTCTGTTTCTTG 

OCT4 F 5'-TCAGCCACATCGCCCAGC A R 5'-AGGGAAAGGGACCGAGGA G 

Α-Sma F 5’-AGAACATGGCATCATCACCA R 5’-GAGTCATTTTCTCCCGGTTG 

 

Tabella 2: Oligonucleotidi di innesco utilizzati per le reazioni di PCR e qRT-PCR 

 

 

In particolare, la specificità e la funzionalità delle coppie di primers sono state 

precedentemente testate mediante PCR ed elettroforesi su gel d’agarosio, come 

descritto nel paragrafo 4.8. I campioni sono stati sottoposti al seguente programma di 

amplificazione: (1) 95° C per 10 minuti, (2) 95° C per 15 secondi, (3) 60° C per 1 

minuto. Gli stadi 2 e 3 sono stati ripetuti per 40 cicli. Immediatamente dopo, è stato 

eseguito un programma addizionale per determinare le curve di dissociazione degli 

ampliconi, usando parametri di default. Nel dettaglio, i prodotti finali sono stati 

esposti ad un gradiente di temperatura compresa tra 55° C e 90° C, tale da consentire 

la dissociazione dei prodotti attesi. Per ciascun campione, le curve di dissociazione 

hanno indicato amplificazione specifica dei prodotti di lunghezza attesa e assenza di 

prodotti multipli e contaminazioni, confermando quindi la correttezza e la specificità 

della reazione di amplificazione. L’espressione relativa dei geni in esame è stata 

misurata mediante l’applicazione del parametro 2-ΔΔCt. I livelli di espressione sono 

stati normalizzati utilizzando l’espressione del gene housekeeping PPIA come 

controllo interno. 
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4.10 Procedimenti statistici 

I dati sono stati riportati come valori medi di almeno 3 esperimenti indipendenti. I 

risultati sono stati analizzati mediante mediante test t di student per valutarne la 

significatività statistica. È stato considerato statisticamente significativo ogni valore 

con p-value minore di 0,05. 
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CAPITOLO 5 

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

 

Il diabete mellito (DM) è una malattia molto comune, caratterizzata da iperglicemia 

cronica dovuta a difetti della secrezione e/o azione insulinica. Secondo l’International 

Diabetes Federation (IDF) attualmente 463 milioni di persone tra i 20 e 79 anni ne 

sono affette e si prevede che oltre 700 milioni di individui svilupperanno tale 

condizione entro il 2045(1). 

 L'iperglicemia persistente in tale patologia oltre a provocare danno e disfunzione di 

vari organi (reni, cuore, occhi, vasi sanguigni o nervi) risulta fortemente associata 

alla carcinogenesi (160-163). È stato infatti dimostrato che il DM (principalmente 

DM2) aumenta il rischio di insorgenza di numerosi tipi di cancro incluso il 

carcinoma alla mammella (160,5,7,8). È stato osservato, che pazienti affetti da DM2 

mostrano un aumentato rischio di sviluppare il cancro al seno del 20% (33) e della 

mortalità ad esso associata del 50%. 

Il tumore rappresenta la seconda causa di morte nel mondo e il cancro alla mammella 

risulta essere la prima causa di morte per cancro nelle donne e la terza (compresi gli 

uomini) dopo il tumore polmonare e al colon (26). 

Considerata la forte incidenza di neoplasie nei soggetti diabetici, è di rilevante 

importanza comprendere i possibili fattori che collegano queste due patologie. 

Questa correlazione nonostante rappresenti un punto cruciale della ricerca necessita 

ancora di ulteriori studi. 

La letteratura scientifica spiega ampiamente gli effetti diretti del glucosio sul fenotipo 

canceroso; esso rappresenta infatti un importante stimolo per l’insorgenza e la 

progressione neoplastica, ma la conoscenza degli effetti indiretti risulta attualmente 

lacunosa. In tal senso numerosi studi rivelano che il tumore possa generarsi e 

progredire non solo in risposta a cambiamenti genetici ed epigenetici, ma potrebbe 

generarsi “indirettamente” attraverso il microambiente che rappresenta l’ecosistema 

nel quale il tumore si sviluppa. Il microambiente 
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comprende cellule e tessuti adiacenti la massa cancerosa (72) e nel caso del 

carcinoma alla mammella è ampiamente rappresentato dal tessuto adiposo (73,74). È 

stato dimostrato il forte impatto della componente adiposa sullo sviluppo dei tumori 

al seno, poiché, mediante la secrezione di fattori di crescita e citochine (81,82), 

influenza vari aspetti della tumorigenesi, dall’invasione locale, all’insorgenza di 

metastasi e farmaco-resistenza (83). Infatti, recenti studi in vitro dimostrano che gli 

adipociti rispondono ad elevate concentrazioni di glucosio e acidi grassi (condizioni 

che si verificano in patologie come diabete ed obesità) e rilasciando alcune molecole, 

come l’IGF-1, la chemochina CCL5 e l’interleuchina 8 (IL-8), promuovono la 

proliferazione, la migrazione, l’invasività e la resistenza ai farmaci di cellule di 

carcinoma mammario (86-88). 

Il tessuto adiposo oltre agli adipociti è sede della cosiddetta frazione vasculo-

stromale che contiene numerosi tipi di cellule tra cui le cellule mesenchimali 

staminali (MSC) (75-77). Le MSC oltre ad intervenire nel rimodellamento tissutale 

grazie alla capacità di autorinnovarsi, potrebbero contribuire alla progressione 

neoplastica. 

Sulla base delle attuali conoscenze che ancora non chiariscono gli effetti indiretti del 

glucosio sul fenotipo canceroso nelle neoplasie mammarie, il presente lavoro ha 

come scopo quello di comprendere l’impatto del glucosio sull’interazione tra cellule 

di carcinoma mammario e MSC al fine di valutare il suo potenziale ruolo nella 

progressione neoplastica considerando l’influenza del microambiente circostante. 

Per questo studio sono state utilizzate cellule di carcinoma mammario positive per il 

recettore degli estrogeni (ER+) MCF7 e MSC isolate da biopsie di tessuto adiposo 

mammario (Ad-MSC) di donne prive di alterazioni metaboliche, sottoposte a 

mastoplastica riduttiva. Ottenute le Ad-MSC mediante una specifica metodica di 

isolamento, come descritto in Materiali e Metodi, esse sono state opportunamente 

caratterizzate valutando l’immunofenotipo e la capacità differenziativa. 

L’espressione di CD29 e CD90 e l’assenza di marcatori specifici di cellule 

endoteliali e immunitarie, CD106 e CD45 rispettivamente, sommata al potenziale 

differenziativo sia verso la linea adipocitaria che quella osteoblastica, ha confermato 

la natura staminale di tali cellule. 
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Per comprendere l’impatto del glucosio sull’interazione tra cellule MCF7 e Ad-MSC 

sono state esaminate due importanti caratteristiche; la multipotenza nelle Ad-MSC, e 

la staminalità delle cellule tumorali in quanto indice di aggressività. Le due 

popolazioni cellulari sono state poste in basse o alte concentrazioni di glucosio 

(LG/HG) assimilabili ad una condizione di normoglicemia e iperglicemia nell’uomo 

rispettivamente, in un sistema di colture 2D per favorire la comunicazione mediante 

lo scambio di metaboliti da loro stesse secreti. Dopo 3 giorni è stata valutata 

l’espressione di 3 geni di staminalità Oct4, Sox2 e Nanog, definiti anche “master 

regulator” della multipotenza. 

I risultati hanno rivelato che il glucosio non modifica l’espressione dei geni analizzati 

in entrambe le popolazioni cellulari. Si osserva invece una riduzione dei livelli 

d’espressione di Nanog nelle Ad-MSC quando co-coltivate con le cellule tumorali in 

LG. L’informazione interessante è che solo nella co-coltura in HG si verifica una 

alterazione fenotipica di entrambi tipi cellulari, indicata da una riduzione 

dell’espressione dei 3 geni nelle Ad-MSC e da un aumento di Oct4 nelle MCF7, 

suggerendo una possibile perdita di multipotenza delle cellule stromali adipose e 

un’acquisizione di staminalità delle cellule di carcinoma mammario. 

Per chiarire tali cambiamenti sono state effettuate ulteriori valutazioni:  

1) è stata esaminata la possibilità che le Ad-MSC, potessero aver acquisito nello 

specifico proprietà dei cosiddetti “Fibroblasti Associati al Cancro” (CAF), 

caratterizzati dalla presenza di una elevata espressione di α-Sma; pertanto sono stati 

valutati i livelli d’espressione genica di tale marcatore; 

2) è stato ricercato all’interno della popolazione tumorale il pool di MCF7 

CD44high/CD24-/low, essendo tale fenotipo rappresentativo delle cosiddette “Cancer 

stem cells” (CSC) nel carcinoma alla mammella. Le CSC oltre a mostrare proprietà 

analoghe alle normali cellule staminali, come la capacità di auto-rinnovarsi in 

maniera indefinita; presentano specifiche caratteristiche che li predispongono alla 

farmacoresistenza, di conseguenza generano un fenotipo neoplastico più aggressivo. 

I risultati rivelano che l’interazione con le cellule tumorali, indipendentemente dalle 

concentrazioni di glucosio, genera un aumento di espressione di α-Sma nelle Ad-
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MSC, acquisendo così caratteristiche fibroblastiche. Al contrario nelle MCF7, il pool 

di CSC aumenta in maniera significativa solo nella co-coltura in HG. 

Il ruolo del glucosio nell’interazione tra tumore e stroma è stato confermato da 

ulteriori indagini. È stata utilizzata la tecnica delle colture 3D mediante la quale è 

possibile valutare la capacità delle cellule tumorali di crescere in maniera 

ancoraggio-indipendente formando strutture tridimensionali definite mammosfere. 

Tale metodica permette di definire in vitro il potenziale staminale di una cellula 

cancerosa che in vivo è effettivamente abile a crescere e sopravvivere anche se 

staccata dal tessuto di ancoraggio, contribuendo in tal modo alla formazione di 

metastasi. 

È stato dunque osservato che le cellule MCF7 formano più mammosfere sia in HG 

che a contatto con le Ad-MSC; ma la combinazione di entrambe le condizioni 

potenzia fortemente tale capacità, esibendo così un fenotipo canceroso più 

“staminale” e potenzialmente più aggressivo. 

Le mammosfere sono state successivamente disgregate e sulle singole cellule 

ottenute è stata effettuata un’analisi citofluorimetrica per valutare i livelli proteici di 

α-Sma nelle Ad-MSC e di Oct4 nelle MCF7. I risultati rivelano una 

transdifferenziazione delle Ad-MSC in CAF quando sono in contatto con le cellule 

tumorali, sebbene i livelli della proteina α-Sma risultino più elevati in HG.  

L’espressione di Oct4 invece aumenta sia quando le MCF7 sono poste in HG che 

quando sono a contatto con le Ad-MSC, ma aumenta notevolmente in presenza di 

entrambe le condizioni. 

Questo studio rivela quindi che indipendentemente dalle concentrazioni di glucosio, 

le cellule di carcinoma mammario sono capaci di modificare le cellule stromali 

adipose con le quali interagiscono al fine di favorire il loro stesso sostentamento. Ma 

la presenza di elevate concentrazioni di glucosio non solo potenzia tale effetto ma 

genera alterazioni che impattano sul microambiente in modo che possa non solo 

sostenere il fenotipo canceroso bensì renderlo più “staminale” e di conseguenza più 

aggressivo. 

Alla luce di queste osservazioni, l’obiettivo finale è identificare i meccanismi 
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molecolari che correlano l’iperglicemia (principale caratteristica del diabete) con lo 

sviluppo di un fenotipo più aggressivo (mediato dal microambiente adiposo). 

Sono ormai noti i fattori che correlano diabete e cancro, tra i quali fattori ormonali 

(insulina, IGF-1, adipochine, ecc.), la risposta immunitaria (infiammazione) o 

caratteristiche metaboliche (iperglicemia) (164,165).  

Un numero crescente di evidenze suggerisce che il pathway di Wnt, modulato dalla 

β-catenina, rappresenti un potenziale link tra l’aumentato rischio di cancro (compreso 

il tumore alla mammella) e la presenza di uno stato metabolico alterato (166-172).  

Uno studio dimostra che elevate concentrazioni di glucosio favoriscono la 

localizzazione nucleare della β-catenina, di conseguenza il signaling canonico di Wnt 

potrebbe spiegare l'aumentata frequenza del cancro associata al diabete (173). Il 

pathway rappresenta inoltre un importante segnale per l’induzione e il mantenimento 

della staminalità di cellule tumorali comprese quelle di mammella, in quanto agisce a 

vari livelli, ovvero attivando l’espressione di geni di staminalità quali Oct4, c-Myc, 

Nanog, Sox2, marcatori di CSC quali CD44, inducendo la formazione di sfere in 

vitro, promuovendo la proliferazione, invasività e transizione epitelio-mesenchimale 

(174-176). La letteratura ci fornisce informazioni relative anche al microambiente, un 

esempio è dato dai CAF. Essi infatti favoriscono l’attività delle CSC nel cancro alla 

mammella; possono secernere varie molecole inclusi i ligandi di Wnt all’interno di 

esosomi che agendo sulle cellule tumorali attivano la transizione epitelio-

mesenchimale, l’insorgenza di metastasi e aumento di staminalità (176-178). Anche 

le cellule di carcinoma mammario mediante specifici ligandi di Wnt, possono indurre 

la transdifferenziazione di cellule stromali residenti in CAF in maniera TGF-β 

dipendente (177).  

In base a queste evidenze ed a esperimenti preliminari, è verosimile che la via di 

segnalazione Wnt/β-catenina rappresenti un possibile meccanismo che possa spiegare 

l’impatto del glucosio sull’interazione tra cellule di carcinoma mammario e Ad-

MSC. I risultati preliminari hanno infatti rivelato che nelle colture 2D, l’attività del 

pathway risulta aumentata nelle MCF7 solo quando co-coltivate con le Ad-MSC in  

HG.  
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Queste osservazioni necessitano di ulteriori indagini a supporto, ma consentono di 

ipotizzare che il glucosio, presumibilmente mediante la via di segnalazione Wnt/β-

catenina, possa alterare l’interazione tra cellule di carcinoma mammario e MSC del 

microambiente adiposo, inducendo modifiche fenotipiche in entrambi tipi cellulari 

che oltre a favorire e sostenere il fenotipo tumorale lo rendono più aggressivo. 

Quindi, sfruttare le evidenze di questo lavoro di dottorato per identificare i 

meccanismi molecolari potenzialmente implicati nella correlazione tra diabete e 

cancro, potrebbe fornire ulteriori conoscenze al fine di individuare nuove terapie per 

il trattamento di soggetti diabetici affetti da carcinoma mammario, o di identificare 

nuovi marcatori nel tessuto adiposo peri-neoplastico che possano predire 

l’evoluzione della neoplasia. 
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