L’importanza del contesto nella dinamica dei processi di accrescimento cellulare in condizioni fisiologiche e patologiche

La formazione di un tessuto è garantita da un’interazione dinamica tra le cellule e il loro microambiente dato dalla matrice extracellulare e da altri citotipi con i quali le cellule interagiscono. In questo articolo vengono descritti due processi biologici quali l’angiogenesi, ovvero la neoformazione di vasi sanguiferi a partire da vasi preesistenti, e la formazione di una metastasi, due esempi paradigmatici del ruolo cruciale svolto dal contesto, inteso come microambiente all’interno del quale questi due processi si svolgono. Il microambiente è anche un potenziale bersaglio terapeutico per mantenere l’angiogenesi in un ambito fisiologico o per deregolare il potenziale metastatico.

La formazione di un tessuto è garantita da una interazione dinamica tra le cellule che lo costituiscono e il loro microambiente che risulta essere sostanzialmente costituito dalla matrice extracellulare e da altri citotipi (fibroblasti, macrofagi, mastociti, plasmacellule) con i quali la popolazione cellulare interagisce. 

La matrice extracellulare è composta da proteine fibrose (collagene, elastina, fibronectina, laminina, condronectina, nidogeno e osteonectina) e da glicosaminoglicani (GAG), polimeri ad alto peso molecolare che sono legati a proteine a formare i proteoglicani. Le proteine fibrose e i proteoglicani sono associati nella matrice extracellulare, la cui struttura può andare incontro a cambiamenti che dipendono dalla diverse classi di GAG, come ad esempio l’eparina e l’acido ialuronico, che entrano nella sua composizione. La diversa composizione della matrice extracellulare influenza la capacità migratoria delle cellule al suo interno. Nella matrice extracellulare sono inoltre presenti citochine e fattori di crescita, che sono generalmente complessati in forma inattiva a componenti della matrice e che possono essere resi disponibili in una forma funzionalmente attiva per azione di enzimi proteolitici.

Nel corso di un processo morfogenetico fondamentali risultano essere le interazioni che hanno luogo tra una popolazione di cellule e l'ambiente extracellulare che le circonda. Le cellule elaborano precocemente proteine specifiche della matrice extracellulare che, a loro volta, svolgono un’azione di promozione dei processi differenziativi simile a quella svolta dagli induttori embrionali. 

All’inizio della gastrulazione, l’epiblasto secerne grandi quantità di acido ialuronico che si va a localizzare tra epiblasto e ipoblasto. L’acido ialuronico favorisce la migrazione cellulare perché ha una enorme capacità di legare acqua e questo facilita i movimenti cellulari. Al termine dei processi migratori viene sintetizzato un enzima, la ialuronidasi, che digerisce l’acido ialuronico e che favorisce l’adesione intercellulare. Anche la fibronectina, che a sua volta viene riconosciuta dalle cellule mediante specifiche molecole di adesione al substrato che sono collettivamente note come integrine, favorisce i movimenti migratori, come ad esempio quelli che interessano le cellule della cresta neurale nel corso dello sviluppo embrionale. Le cellule della cresta neurale sono cellule che si differenziano in una regione dell’abbozzo dell’encefalo e che migrano verso diverse specifiche sedi del corpo, dove si differenziano in una vasta gamma di strutture come ad esempio le cellule della midollare del surrene. 

La matrice extracellulare influenza anche il fenotipo cellulare. Se si coltiva in vitro una popolazione di cellule cartilaginee, i condrociti, su una matrice extracellulare preformata da fibroblasti, si osserva come i condrociti progressivamente si trasformano in fibroblasti. Al contrario, i fibroblasti si trasformano in condrociti se vengono coltivati su una matrice extracellulare preformata dai condrociti.

I meccanismi morfogenetici fondamentali sono in numero estremamente limitato e sostanzialmente possono essere studiati esaminando la riorganizzazione e il riordinamento di tessuti epiteliali come conseguenza delle interazioni delle cellule che li costituiscono con la matrice extracellulare che li circonda e con le cellule che sono contenute al suo interno.

Saranno di seguito presi in considerazione un processo morfogenetico elementare, l’angiogenesi, che interessa una particolare popolazione di cellule epiteliali, le cellule endoteliali che entrano nella costituzione della parete di tutti i vasi sanguiferi dai capillari alle arterie e alle vene, e una condizione patologica, la formazione di una metastasi, come due esempi di due processi di accrescimento nei quali l’accrescimento differenziale di due popolazioni cellulari viene guidato e regolato dalle interazioni con il microambiente che le circonda.

I vasi sanguiferi prendono origine attraverso un processo di vasculogenesi o di angiogenesi. Per vasculogenesi si intende la formazione di vasi di tipo capillare a partire da cellule endoteliali che si differenziano in situ da gruppi di cellule mesenchimali (emangioblasti o isole sanguifere) in fasi molto precoci dello sviluppo embrionale a livello del sacco vitellino, che è un annesso extraembrionale. Dalla componente periferica delle isole prende origine l’endotelio, mentre dalla componente centrale prendono origine le cellule del sangue. Le cellule endoteliali si dividono e si fondono a formare un plesso vascolare primitivo che, con l’inizio della circolazione sanguifera, dà origine ad una rete vascolare artero-venosa. La crescita dei vasi sanguiferi negli organi in via di sviluppo ha luogo prevalentemente come risultato di un processo di invasione degli abbozzi primitivi degli organi da parte di capillari, a partire dal plesso vascolare primitivo.

L’angiogenesi è il processo che porta alla formazione di nuovi vasi sanguiferi di tipo capillare a partire da vasi preesistenti. Ha luogo durante lo sviluppo embrionale, quando integra la vasculogenesi, e nella vita postnatale, in condizioni fisiologiche, come accade ciclicamente a livello uterino durante il ciclo mestruale, e patologiche, come le infiammazioni croniche e nell’accrescimento di un tumore maligno.

L’angiogenesi ha inizio come una soluzione di continuo a livello della membrana basale che sottende una lamina continua di cellule endoteliali. Le cellule endoteliali cominciano a migrare attraverso questo varco nella matrice extracellulare circostante. Si viene così a formare dapprima un vaso immaturo che accrescendosi si allunga progressivamente senza perdere la continuità con il vaso da cui ha preso origine. Vasi neoformati contigui si fondono e danno origine ad una nuova rete vascolare.

L’angiogenesi presenta molte similitudini con il processo istogenetico attraverso il quale si formano le ghiandole esocrine, come ad esempio le ghiandole sudoripare, e quelle endocrine, come ad esempio la tiroide. Anche in questi casi esiste una lamina continua di cellule epiteliali a mutuo contatto le une con le altre che si aprono un varco nella membrana basale sottostante. Attraverso questo varco le cellule epiteliali migrano e si accrescono nella matrice extracellulare sottostante. Nel caso delle ghiandole esocrine le cellule non perdono la continuità con l’epitelio dal quale hanno preso origine, in quanto grazie a questa esse possono riversare all’esterno il proprio secreto (da qui nasce la definizione di ghiandola esocrina). Diversamente, nel caso delle ghiandole endocrine, queste perdono la continuità con l’epitelio dal quale hanno preso origine e riversano il proprio secreto, che genericamente viene definito ormone, direttamente nel torrente circolatorio (da qui nasce la definizione di ghiandola endocrina).

Tornando all’angiogenesi, affinché questo processo possa svolgersi correttamente le interazioni che hanno luogo tra le cellule endoteliali e la matrice extracellulare debbono svolgersi secondo una sequenza precisa e ordinata. Dapprima le cellule endoteliali debbono rilasciare enzimi proteolitici che digeriscono la matrice sottostante. Il rilascio degli enzimi è subordinato a una attivazione della cellula endoteliale da parte, generalmente, di un fattore di crescita che interagisce con un recettore specifico per lo stesso espresso sulla sua superficie. L’effetto della proteolisi porta oltre che alla creazione di un varco anche a una modificazione della consistenza della matrice extracellulare che diventando più “fluida” favorisce la migrazione della cellula endoteliale attraverso di essa. Ma affinché possa avere luogo la migrazione è necessario che le cellule endoteliali modifichino il loro stato di popolazione cellulare costituita da un insieme di cellule intimamente coese per passare a una condizione nella quale esse sono in movimento. Le cellule endoteliali si muovono verso un fattore chemiotattico che le richiama e che può ancora essere costituito da un fattore di crescita presente nella matrice extracellulare. Vi sono infatti fattori di crescita che sono in grado nel contempo di stimolare la moltiplicazione e la migrazione delle cellule endoteliali.

Il fronte di accrescimento del vaso in formazione è formato sia da cellule endoteliali migranti che da cellule endoteliali in attiva proliferazione e che sono sostanzialmente responsabili dell’accrescimento in lunghezza del vaso.

L’attività di un fattore di crescita angiogenico presente nella matrice extracellulare dipende, a sua volta, dalla presenza e dalla concentrazione di altri fattori di crescita angiogenici presenti nell’ambiente extracellulare immediatamente circostante le cellule endoteliali.

Fra i principali fattori angiogenici ricordiamo il fibroblast growth factor-2, il vascular endothelial growth factor, il transforming growth factor-beta e l’hepatocyte growth factor. Essi sono dotati di relativa, ma non completa specificità per le cellule endoteliali. Ad esempio, il fibroblast growth factor-2 attiva oltre le cellule endoteliali, anche i fibroblasti e le cellule muscolari lisce.

Alcuni costituenti della matrice extracellulare, quali fibronectina, laminina, collagene di tipo IV, grazie alla loro capacità di indurre la differenziazione delle cellule endoteliali, realizzano effetti stabilizzanti sul vaso neoformato, prevenendone la regressione e contribuendo così alla morfogenesi capillare.

È stato anche studiato il ruolo giocato nell’angiogenesi da alcuni GAG della matrice extracellulare, come l’acido ialuronico e l’eparina. Piccoli polimeri di acido ialuronico stimolano l’angiogenesi mentre polimeri di acido ialuronico ad alto peso molecolare inibiscono la migrazione e la proliferazione delle cellule endoteliali. Il rapporto quantitativo tra molecole di acido ialuronico a basso e ad alto peso molecolare può quindi costituire un meccanismo per controllare l’angiogenesi. L’eparina può essere coinvolta in un simile meccanismo di regolazione, in quanto alcune forme di eparina sono angiogeniche diversamente da altre che viceversa inibiscono questo processo.

L’angiogenesi viene considerata, come del resto la maggior parte dei processi biologici, come il risultato di un equilibrio tra fattori che possiamo definire in senso lato “pro-angiogenici” e fattori “anti-angiogenici”. Ancora una volta, la maggior parte di questi fattori che svolgono un’azione antagonista sono presenti nella matrice extracellulare e sono secreti dalle cellule, come macrofagi e mastociti, che entrano nella costituzione della componente cellulare della matrice.

Una delle caratteristiche fondamentali di un tumore maligno è quella di essere costituito da una popolazione cellulare eterogenea. L’eterogeneità può dipendere o da un’origine policlonale della popolazione cellulare tumorale o da una generazione costante di varianti dopo l’origine monoclonale. A sua volta, ogni selezione di subpopolazioni nell’ambito di un tumore produce instabilità fenotipica innescando automaticamente il meccanismo della generazione di nuove varianti.

Il microambiente delle cellule tumorali è importante nel determinare la loro instabilità fenotipica. La carcinogenesi è un processo multifasico nel quale la modificazione del microambiente extracellulare è necessaria per la trasformazione di una cellula normale in una cellula tumorale. Modificazioni della matrice extracellulare che circonda una popolazione di cellule tumorali possono condurre ad alterazioni nella loro espressione genica e nel loro fenotipo cellulare.

Cellule tumorali introdotte nella blastocisti possono convertirsi in cellule fenotipicamente normali che danno origine a tessuti normali. In questo senso la cellula tumorale perde tutti i caratteri di malignità e può partecipare allo sviluppo di tessuti e organi embrionali normali quando il suo potenziale viene fatto esprimere in un embrione normale. Al contrario, il trapianto di un embrione precoce normale in un sito extrauterino porta quasi sempre alla formazione di un teratocarcinoma.

Vi sono altre evidenze cliniche e sperimentali che dimostrano che in oncologia, come del resto in diverse altre discipline biomediche, il limite tra ciò che consideriamo patologico e ciò che consideriamo normale non è sempre così netto e assoluto. Possono verificarsi condizioni nelle quali, apparentemente senza alcuna spiegazione, si passa da una condizione all’altra. Probabilmente ancora una volta un ruolo importante viene giocato da cambiamenti che hanno luogo nel microambiente che circonda una popolazione cellulare. Clinicamente è stata osservata la maturazione di neuroblastomi verso forme benigne di tumore o tessuti normali. Infatti, è ben nota la storia naturale del neuroblastoma classificato come IVS, in cui la neoplasia surrenalica primitiva, anche di piccole dimensioni, può presentare imponente diffusione epatica e localizzazioni cutanee, con possibile remissione spontanea delle stesse osservabile con l’accrescimento del bambino.

Nelle neoplasie del sistema emopoietico, le diverse forme di leucemia sono caratterizzate da popolazioni neoplastiche che hanno un fenotipo simile a quello delle cellule coinvolte nelle diverse fasi differenziative dell’emopoiesi normale, tant’è che si parla proprio di “fedeltà” alla normale linea differenziativa (lineage fidelity), condizione nella quale il fenotipo delle cellule leucemiche mima fedelmente quello delle corrispondenti cellule normali. In altre parole, le cellule tumorali sono “cristallizzate” in uno o più stadi differenziativi e dotate di potenziale proliferativo illimitato.

Nelle metastasi tumorali che verosimilmente hanno un’origine monoclonale, poiché derivano da una o poche cellule contigue trapiantate a formare una nuova colonia a distanza, l’omogeneità cellulare clonale intralesionale è presente nell’80% dei casi all’inizio, fino a quando il focolaio metastatico è piccolo, e solo nel 30% dei casi al termine, quando il focolaio è completamente sviluppato.

Se cloni di fenotipi cellulari metastatici vengono isolati e studiati attraverso passaggi seriali in vitro o in vivo, si osserva una loro elevata instabilità con una conseguente rapida emergenza di subcloni diversi. Un esempio clinico che documenta questa enorme instabilità fenotipica è dato dai melanomi metastatizzanti i cui molteplici focolai si differenziano anche visivamente fra loro per una diversa quantità di pigmento melanico prodotto.

Cellule di tumore renale umano impiantate in organi diversi del topo nudo hanno differenti potenzialità metastatiche. Quando vengono impiantate nel rene danno origine con una elevata incidenza a metastasi polmonari, mentre quando vengono impiantate nel tessuto sottocutaneo non danno origine a metastasi. I tumori impiantati nel sottocutaneo sono debolmente vascolarizzati a differenza di quelli impiantati nel rene che sono riccamente vascolarizzati. Anche tumori gastrici umani impiantati nello stomaco dei topi nudi risultano essere riccamente vascolarizzati e hanno un’elevata capacità metastatica, a differenza di quelli impiantati nel tessuto sottocutaneo che sono invece scarsamente vascolarizzati. I tumori riccamente vascolarizzati esprimono anche, diversamente da quelli scarsamente vascolarizzati, elevati livelli di un fattore di crescita angiogenico, il vascular endothelial growth factor; questo fattore di crescita è anche in grado di determinare un aumento della permeabilità vascolare e per questa ragione è anche definito vascular permeability factor: l’elevata permeabilità è una delle caratteristiche fenotipiche delle cellule endoteliali dei vasi tumorali che risultano essere maggiormente permeabili dei vasi normali. Questi esperimenti dimostrano l’importanza del microambiente d’organo nel quale la cellula tumorale si accresce, in quanto alcuni sono più favorevoli allo sviluppo della sua potenzialità metastatica e altri meno. In questo caso nell’ambiente più favorevole è presente una più elevata concentrazione del fattore di crescita angiogenico che favorisce l’accrescimento del tumore in situ e anche a distanza, ovvero ne favorisce la metastatizzazione, e nel contempo ne induce l’espressione di una caratteristica fenotipica, come l’elevata permeabilità.

Infine, nella induzione del fenotipo metastatico sono stati chiamati in causa anche cambiamenti nel numero e nel tipo di varie molecole di adesione cellulare e quindi nella capacità delle cellule di aderire le une alle altre e ai costituenti della matrice extracellulare.

L’angiogenesi e la formazione di una metastasi costituiscono due esempi paradigmatici del ruolo cruciale svolto dal contesto, inteso come microambiente all’interno del quale questi due processi si svolgono, nella dinamica spazio-temporale del loro accadere. Non soltanto, ma anche, nel caso dell’angiogenesi, nella direzione che questo processo deve seguire, ovvero se debba restare confinato in un ambito fisiologico o se possa travalicare nel patologico.

Il microambiente diventa allora anche un potenziale bersaglio terapeutico per mantenere l’angiogenesi in un ambito fisiologico o per deregolare il potenziale metastatico di una popolazione cellulare. In questo senso sono allo studio molecole in grado di inibire la proteolisi, un momento fondamentale e comune all’angiogenesi e al processo che porta alla formazione di una metastasi. Ancora in questo ambito vengono impiegate molecole in grado di bloccare l’attività dei recettori per i fattori di crescita angiogenici, impedendo in questo modo a questi di interagire con le cellule endoteliali che esprimono sulla loro superficie i recettori. Infine, sono in via di perfezionamento frammenti recettoriali solubili o retrovirali che competono con il recettore e ne impediscono l’interazione con il fattore di crescita. In modelli animali in vivo questi frammenti sono dotati di attività antiangiogenica e nel contempo inibiscono la crescita neoplastica e la diffusione metastatica.

Sono state ormai acquisite prove convincenti circa l’importanza dell’angiogenesi nel favorire la progressione dei tumori solidi ed ematologici. L’angiogenesi, a sua volta, è in grado anche di favorire il processo di metastatizzazione, in quanto l’espansione della superficie endoteliale è responsabile di interazioni più frequenti tra le cellule neoplastiche e i vasi neoformati, e quindi favorisce il passaggio in circolo e la diffusione a distanza delle cellule tumorali. La matrice extracellulare e i suoi componenti possono rappresentare un bersaglio naturale per identificare nuovi possibili modelli per limitare o bloccare questi due processi, e quindi per realizzare nuove modalità di trattamento o di controllo della progressione neoplastica.

Mi piace concludere con una citazione tratta da un libro di Ryszard Kapuscinski intitolato Lapidarium che è riferita al lavoro dello storico ma che credo possa essere attribuita anche a quello del ricercatore bio-medico: “Mi interessano i fatti, niente altro che i fatti, dice lo storico.[…] Ma quest’uomo sa che, isolato dal vasto contesto dell’imponderabile, astratto dal teatro nel quale è accaduto, sfrondato del clima e dell’atmosfera che l’hanno accompagnato, il fatto in sé e per sé dice poco, significa ancora meno e spesso assume un senso sbagliato e un’eloquenza fallace. Infatti, quest’uomo malmenato dalla storia, sottoposto alle sue prove spietate e costretto alle scelte più crudeli e radicali, sa come sia importante, anzi più importante di tutto, il contesto in cui un fatto nasce e si compie, e come proprio quel contesto sia il dato più difficile da tramandare agli altri; oltre che, per gli altri, il più difficile da capire”.
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