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| meccanismi molecolari della osteolisi e neoangiogenesi delle metastasi vertebrali da carcinoma della mammella. L'utilizzo delle nuove tecniche chirugiche
percutanee per il controllo del dolore, della evoluzione locale della malattia e della stabilita vertebrale.
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2.5 Inquadramento dellaricerca proposta (in ambito nazionale ed inter nazionale)

Lo scheletro e una sede frequente di metastatizzazione del carcinoma mammario. Dai dati dell'’ American Cancer Association, circa 2/3 delle morti da tumori solidi
avvengono per un coinvolgimento scheletrico.

La localizzazione rachidea & particolarmente frequente sia per la maggiore vascolarizzazione del rachide rispetto ad altri distretti ossei, sia per uno specifico
tropismo delle cellule del carcinoma mammario per il sito vertebrale.

La metastatizzazione vertebrale produce una distruzone progressiva del tessuto osseo e la sua sostituzione con il tessuto tumorale. Cio si traduce con la comparsa di
fratture e crolli vertebrali ed una sintomatologia dominata inizialmente da un'intensa rachialgia fino alla compromissione neurologica per coinvolgimento delle
strutture mielo-radicolari nelle condizioni piu avanzate.

Una volta che la cellula metastatica ha raggiunto il sito vertebrale, per cui ha uno specifico tropismo, da awio a fenomeni di osteolisi. L'osteolisi metastatica,
fenomeno ad oggi non ancora chiarito nei suoi dettagli biologici, si base principalmente su una aumentata attivita osteoclastica.

In altre parole | tumore riuscirebbe a produrre fattori locali che stimolerebbero I'attivita osteoclastica, determinando cosi un vero e proprio riassorbimento del
tessuto osseo normale.

A tele meccanismo prevalente, tuttavia si associerebbe anche la capacita osteolitica diretta da parte delle cellule metastatiche, le quali sarebbero in grado di
degradare direttamente la matrice ossea, con meccanismo ancora non noto (Moseley JM, Proc Natl Acad Sci, 1987).

L'aumentata attivita osteoclastica e stata ampiamente dimostrata: la microscopia elettronica per esempio ha evidenziato aggregati di osteoclasti attivi adiacenti a
zolle di cellule metastatiche nel tessuto osseo vertebrale di uomo (Eilon G, Nature, 1978); inoltre lacune di osteolisi con osteoclasti attivi, si ritrovano anche a
distanza dalle cellule tumorali.

Un'altro aspetto importante e il fatto che I'utilizzo di farmaci che inibiscono |'attivita osteoclastica cosi comei bifosfonati, la plicamicina ed il gallio nitrato, sono in
grado altresi di ridurre I'ipercal cemia neoplastica nei pazienti con carcinoma della mammella.

Dalla letteratura iniziano ad emergere i dettagli del meccanismo con cui le cellule del carcinoma mammario metastatizzato nell'osso, inducono I'attivazione degli
osteoblasti in senso osteoclstico.

E' stato dimostrato, tanto in vitro che in modelli in vivo, come nel contesto del tessuto osseo, le cellule del carcinoma mammario producano un peptide detto PTHrP,
owvero il Parathormone related peptide (Powell G, Cancer Res, 1991; van der Pluijm G, J Bone Miner Res, 2001).

E' interessante sottolineare come in modelli animali, I'uso di anticorpi specifici contro il PTHrP, riduca la frequenza e |'estensione delle localizzazioni ossee e
vertebrali di cellule di carcinoma della mammella inoculate (Guise TA, J Clin Invest, 1996).

E' verosimile pensare che il microambiente osseo-vertebrale induca e faciliti 1a produzione di PTHrP da parte delle cellule metastatiche di carcinoma mammario.
Infatti secondo alcuni, I'osso sarebbe un vero e proprio deposito di fattori di crescita, che creerebbero cosi quell‘ambiente favorevole all'attecchimento delle cellule
metastatiche. Due fattori di crescita hanno dimostrato particolare importanza in questo processo: il TGF-betael'IGF 1 e 2.

Lecellule osseein lis, rilascerebbero localmente il TGF-beta, che stimolerebbe a sua volta la produzione del PTHrP (Pfeilschifter J, Proc Natl Acad Sci Usa, 1987).
Ataleriguardo, non e ancora stato del tutto chiarito attraverso quale pathway intracellulare il TGF-beta sarebbe in grado di stimolare la produzione di PTHrP: €
stato osservato sebbene sia stato i potizzato un meccanismo SMAD dipendente, sembra tuttavia che siano coinvolti due vie indipendenti, una legata alla p38 MAP
chinasi el'altra all'attivazione del fattore trascrizionale Smad3 (Kakonen S Calcif Tissue Int, 2001, Kakonen et al., J. Biol. Chem. 2002).

Una volta prodotto il PTHrP, agirebbe localmente sugli osteoblasti, stimolandone |a proliferazione e I'attivazione in senso osteoclastico. Tale attivazione sarebbe
mediata da un aumento della espressione di una proteina detta RANKL in presenza del macrophage colony stimulating factor, e da una contemporanea riduzione di
un recettore solubile per RANKL neutralizzante, |'osteoprotegerina (OPG), da parte delle cellule osteoblastiche stromali.

Le cellule metastatiche possono produrre anche altri fattori capaci di stimolare gli osteoclasti, comel'lL-11, la quale a sua volta & indotta dallo stesso PTHrP e dal
TGF-beta (Lacroix M, Cancer letter, 1999). Inoltre, si € dimostrato che le cellule tumorali sono in grado di produrreil VEGF, il quale da una parte sosterrebbe la
produzione del PTHrP, dall'altra stimolerebbe |a neovascolarizzazione neoplastica. In conclusione si creerebbe nel microambiente vertebrale un circolo vizioso
sostenuto dal rilascio di TGF-beta dalle celluleinlisi e dalla sintesi di PTHrP da parte delle cellule metastatiche.

La comprensione dei fenomeni che regolano il tropismo delle cellule metastatiche del K mammella per il tessuto osseo e dei meccanismi di osteolisi ed angiogenesi
tumorale, potrebbe aprire nuove prospettive terapeutiche mirate al controllo delle lesioni ripetitive vertebrali.

Attualmente, le metastasi vertebrali beneficiano di un trattamento che € nella stragrande maggioranza dei casi palliativo. Ad eccezione dei pochi casi in cui s riesce
ad identificare una metastasi singola, in assenza di lesioni sistemiche ulteriori e di controindicazioni ad interventi chirurgici maggiori, puo essere indicato un
intervento di vertebrectomia totale. Tuttavia tale procedura risente di una notevole morbidita intra e post-opertatoria e di lunghi periodi di riabilitazione. La
chirurgia & chiamata in causa il piu delle volte per intereventi palliativi di decompressione delle strutture mielo-radiolari e di stabilizzazione del rachide.

L'approccio terapeutico quindi il pit delle volte di tipo medico, attraverso protocolli di radioterapia associata a chemioterapia.....




Dagli anni ‘90 sono state introdotte tecniche di trattamento delle metastasi vertebrali per via percutanea mini-invasiva, sotto guida radioscopica, mediante
cementazione della vertebra la vertebroplastica e la cifoplastica. Esse si differenziano sulla possibilita nel caso della cifoplastica di ridurre la cifotizzazione
vertebrale prima della cementazione, attraverso un palloncino gonfiabile. || cemento utilizzato €l polimetilmetacrilato (PMMA), il quale, una volta introdotto nella
vertebra, durante la sua solidificazone sviluppa una reazione esoter mica che deter minerebbe un danno delle fibre sensitive dolorifiche vertebrali, con pressocché
immediata scomparsa del dolore. Inoltre, una volta solidificato il PMMA irrigidisce e rinforza la struttura ossea vertebrale danneggiata dalla metastasi,
impedendone I'ulteriore collasso. Infine secondo alcuni il PMMA avrebbe dimostrato di per sé, capacita tossiche sulle cellule, e quindi concorrerebbe direttamente al
controllo locale della malattia mediante necrosi delle cellule metastatiche. (Jakobs T.F. Eur Radiology, 2007; Weill A, Radiology, 1996).

Tali tecniche sono estremamente utili, soprattutto in caso di metastasi multiple, per laloro facilita di esecuzione, i rischi estremamente bassi di complicanze elaloro
efficacia. Attraverso lo stesso approccio percutaneo inoltre & possibile bioptizzare il tessuto metastatico vertebrale per confermare la diagnosi o eseguire prelievi utili
per laricerca.

Tali metodiche inoltre permetterebbero una inoculazione diretta intravertebrale di nuovi farmaci che si dimostrassero utili nel controllo della crescita tumorale
metastatica e nellainibizione dei processi di osteolisi e neoangiogenesi tumorale.

2.6 Sintesi del programma di ricer ca e descrizione dei compiti dei singoli partecipanti

Il progetto s awarra della partecipazione di 3 gruppi di ricerca, coordinati dal responsabile del progetto.

Il primo ed il secondo gruppo sono costituiti rispettivamente dall'Unita di Neurochirurgia Universitaria e dall'Unita di Oncologia Medica Universitaria presso
I'Ospedal e Santa Maria Goretti di Latina, Polo pontino della Sapienza Universita di Roma. |1 terzo gruppo sara invece costituito dal laboratorio di biologia cellulare
dell'Universita Roma Tre.

Saranno inclusi nello studio pazienti con diagnosi di carcinoma mammario, sottoposti 0 meno a mastectomia, che presentino lesioni ripetitive vertebrali multiple.
La presenza di una compressione delle strutture mielo-radicolari €/o di una franca instabilita vertebrale & condizione di esclusione dallo studio, poichéin questi
ultimi due casi infatti si pone d'emblé indicazione per intervento chirurgico palliativo di decompressione delle strutture nervose mielo-radicolari per via posteriore
e/o stabilizzazione con mezz di sintesi.

Saranno inoltre esclusi i pazienti con metastasi vertebrale singola, in assenza di altre lesioni sistemiche e di controindicazioni ad intervento neurochirurgico
maggiore, i quali verranno sottoposti ad intervento di vertebrectomia totale.

Tutti | pazienti arruolati saranno sottoposti a RM con sequenze STIR e RX in flesso-estensione della colonna vertebrale.

S procedera quindi a biopsia vertebrale semplice, sotto repere radiologico, prima di iniziareil trattamento medico chemioterapico e/o radioterapico.

| campioni prelevati saranno sottoposti ad indagine immunoistochimica specifica, come in seguito specificato. Inoltre una parte dei campioni raccolti, conservata
adeguatamente, sara utilizzata dall'Unita dell'Universita di Roma Tre per gli esperimenti dettagliati in seguito.

| pazienti quindi verranno awviati al trattamento chemio e radioterapico, secondo il seguente protocollo.

Nel caso di metastasi vertebrali che rischino di compromettere la stabilita vertebrale e producano sintomatologia dolorosa intensa, i pazienti saranno sottoposti a
ciclo di radioterapia sui metameri coinvolti.

Successivamente, i pazienti verranno sottoposti a ormonoterapia o a ciclo di chemioterapia con antracicline e/o taxani. In ogni caso i pazienti riceveranno terapia
con bifosfonati: Acido zoledronico 4 mg ogni 4 settimane.

Al termine del ciclo di radioterapia e chemioterapia, tutti i pazienti saranno nuovamente sottoposti a RM con sequenze STIR ed a RX in flesso-estensione della
colonna vertebrale.

S procedera quindi a trattamento percutaneo di vertebroplastica di quei metameri che mostrino una sintomaticita dolorosa ed una iperintensita alle sequenze STIRn
RM. La discontinuita del muro posteriore vertebrale sara criterio di esclusione per il trattamento di quello specifico livello vertebrale. Prima della vertebroplastica i
pazienti inoltre saranno sottoposti a test specifico per valutazione della rachialgia e del suo impatto sulla vita quotidiana.

Inoltre, prima della cementazione della vertebra, durante la stessa procedura, si procedera a nuova biopsia vertebrale ed i campioni raccolti verranno inviati, come i
precedenti, per indagini di biologia cellulare, cosi da confrontare |e caratteristiche biologiche della metastasi prima e dopo trattamento chemio e radioterapico.

Vertebroplastica

11 paziente viene posizionato prono sul tavolo radiologico. Mediante scopia si identificano i peduncoli della vertebra da trattare. Attraverso il passaggio offerto dal
peduncolo, sempre sotto guida radioscopica, si inserisce apposito ago fino ad arrivare al corpo vertebrale metastatico. S procede ad eseguire biopsia vertebrale e
prelievo di campioni di 0sso metastatizzato.

Sempre attraverso lo stesso mandrino si riempieil corpo vertebrale di polimetilmetacrilato, sotto repere radioscopico, fino ad ottenere un soddisfacente riempimento
ed evitando fughe di cemento fuori dalla vertebra. Al termine della procedura, si sfilal'ago sempre sotto controllo radioscopico. | pazienti saranno sottoposti a
profilassi antibiotica 1 ora prima del trattamento.

Compito universita Roma TRE. Sui campioni prelevati come descritto precedentemente, sara valutata |'espressione di alcuni markers (TGF-beta, RANKL, IL-11,
OPG, SMAD, MAP kinasi, NO pathway, etc.) coinvolti nel meccanismi patogenetici della malattia. Tali analisi saranno effettuate con |e tecniche appropriate scelte
caso per caso e che prevedono western blot, RT-PCR, immunoistochimica, ELISA, etc.

Dai campioni prelevati come descritto precedentemente si tentera di isolare colture primarie per indagini di tipo molecolare/cellulare. Utilizzando anche linee di
colture cellulari commerciali (cellule tumorali, cellule osteoblastiche, etc), sara indagato il possibile ruolo che pud essere svolto dall'ossido di azoto (NO) in questo
contesto. Infatti oltre a svolgere una funzione di secondo messaggero intracellulare del PTHrP, soprattutto nei meccanismi di neocangiogenesi tumorale (Kalinowski
L, Journal of Endocrinology, 2001), I'NO sembra ridurre |'espressione di geni indotti da TGF-beta e mediati da Smad in maniera cGMP dipendente (Saura M et al.,
Circ Res. 2005). Inaltre, € stato dimostrato che I'NO €' in grado di inibire I'espressione di RANKL ed aumentare quella di OPG in cellule stromali (Fan et al.,
Endocrinology 2004). Verra quindi studiato I'effetto dell'NO sulla espressione di PTHrP indotta da TGF-beta e sull'espressione di RANKL e OPG indotti da PTHrP.
In particolare, verranno studiati i meccanismi di regolazioni di vie di signalling (MAP kinase) e fattori di trascrizione come ad esempio SMAD ed altri, fornendo cosi
spunti molecolari per un possibile approccio terapeutico dell'NO. D'altra parte, la terapia con NO donors, come ad es. la nitroglicerina, sembra un approccio
efficace contro I'osteoporosi (Wimalawansa Ann N'Y Acad Sci. 2007).

Tutti i pazienti trattati verranno valutati nel follow-up in relazione alla efficacia della vertebroplastica sul controllo del dolore, sulla stabilita vertebrale e sul
controllo locale della malattia.

Successivamente all'interevento di vertebraplastica, a distanza di 1, 3, 6, 12 mesi i pazienti saranno sottoposto a RM della colonna in toto con sequenze STIR ed a RX
in flesso-estensione della colonna vertebrale. Inoltre sara loro somministrato secondo |o stesso schema temporale un test specifico per valutazione della rachialgia e
del suo impatto sulla vita quotidiana.
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