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SOMMARIO

I tumori possono attivamente riuscire ad evadere il riconoscimento e la distruzione da parte delle
cellule effettrici del sistema immune attraverso 1’attivo stabilirsi della tolleranza immunologica
che coinvolge i linfociti ad attivita soppressoria (Treg).

La capacita di queste cellule di influenzare efficientemente la funzione effettrice delle cellule T
ha stimolato un grande interesse per il loro potenziale di regolare le risposte immuni durante le
infezioni, le malattie autoimmuni e il tumore.

E stato proposto che la deplezione di queste cellule possa determinare una migliore risposta alla
immunoterapia tumorale.

L’immunoterapia ¢ una promettente strategia antitumorale che viene sempre pil spesso e con
successo associata con gli attuali trattamenti antitumorali.

Nel topo la ciclofosfamide determina un aumento della risposta immune specifica contro il
tumore dopo immunoterapia adottiva, e attualmente trattamenti combinati di immunoterapia
vengono usati in numerosi trials clinici.

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di studiare gli eventi biologici indotti dalla
chemioterapia. In particolare, ci si & soffermati su: (a) effetto del trattamento della
ciclofosfamide sia sulle cellule del sistema immune che sullo sviluppo delle cellule Treg, (b)
trasferimento adottivo di cellule T naive e homing verso gli organi linfoidi secondari, (c)
attivazione e funzioni effettrici degli stessi linfociti T.

I risultati sono stati successivamente traslati su un modello tumorale murino EG7-OVA, una
linea tumorale che costitutivamente esprime OV A come antigene tumorale e che ¢ caratterizzata
da una aumentata frequenza di cellule Treg CD4" CD25".

E’ stato mostrato che un singolo inoculo del farmaco chemioterapico determina riduzione di
cellule T, B e cio che ¢ interessante di cellule Treg.

Il trattamento con ciclofosfamide promuove la sopravvivenza e I’homing di linfociti T antigene
specifici verso milza e linfonodi, rendendole quindi cellule competenti per svolgere le funzioni
effettrici volte all’eliminazione dell’antigene.

Inoltre, in presenza di massa tumorale la CTX determina aumento dei linfociti T CD4" nel
linfonodo drenante il tumore e la riduzione delle cellule Treg.

In conclusione, questi risultati rivelano un nuovo meccanismo attraverso cui la chemioterapia
pud aumentare la risposta antitumorale dopo trasferimento adottivo di linfociti T e forniscono
nuovi sviluppi per la definizione di nuove strategie di chemioterapia e immunoterapia in pazienti

con tumore.
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INTRODUZIONE
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1. IL SISTEMA IMMUNITARIO

Gli individui sani si proteggono dai microbi grazie a molti meccanismi
diversi; alcuni di questi meccanismi di protezione rientrano nella cosiddetta
immunita innata chiamata anche immunita naturale che media I’iniziale
protezione contro le infezioni.
A fianco dell’immunita innata esistono meccanismi di difesa maggiormente
evoluti che vengono stimolati dalla esposizione agli agenti infettivi e che, in
seguito a ripetute esposizioni ad un determinato microbo, accrescono la loro
intensita e il loro potenziale difensivo.
Questa forma di immunita viene definita immunita acquisita o specifica.
Le risposte immuni specifiche possono essere classificate, a seconda della
componente cellulare coinvolta, in:
v" Immunita umorale mediata da molecole circolanti responsabili del
riconoscimento specifico e della eliminazione dell’antigene,
chiamate anticorpi.

v Immunita cellulare mediata da cellule denominate linfociti T.

Il sistema immune specifico possiede numerose caratteristiche di
fondamentale importanza per il suo corretto funzionamento; tra queste, la
specificita per i singoli antigeni, la diversita del riconoscimento antigenico,
la memoria nei confronti dell’esposizione all’antigene, la capacita di auto-
limitazione, la specializzazione delle risposte verso microbi differenti, la
capacita di discriminare tra costituenti autologhi e antigeni estranei.

Tutte queste caratteristiche sono necessarie affinché il sistema immune sia
in grado di svolgere la sua normale funzione di difesa dell’organismo.La

specificita e la memoria rendono il sistema immune capace di generare

“La terapia con ciclofosfamide riduce la frequenza delle cellule T regolatorie e
promuove Pattivazione dei linfociti CD4* T helper”’ 3



risposte immuni piu intense verso stimolazioni persistenti o ricorrenti da
parte dello stesso antigene, cosi da combattere efficacemente infezioni
ripetute o prolungate. La diversificazione ¢ essenziale per la difesa degli
organismi nei confronti della miriade di possibili patogeni ambientali. La
specializzazione rende 1’ospite capaci di adattare le risposte immuni per
combattere meglio 1 molti differenti microbi in grado di infettare I’'uomo.
L’auto-limitazione consente al sistema di ritornare ad uno stato di riposo
dopo aver eliminato 1’agente estraneo, rendendo in tal modo possibile una
risposta ottimale ad altri antigeni che eventualmente si presentino. La
capacita di distinguere tra self e non self, e quindi la tolleranza al self, ¢
essenziale per prevenire risposte verso propri costituenti cellulari e tissutali,
pur mantenendo un repertorio diversificato di linfociti specifici per gli

antigeni esogeni.
2. TOLLERANZA

Le cellule effettrici del sistema immune esprimono sulla superficie un unico
recettore derivato da riarrangiamenti casuali dei geni del TCR. Nel caso dei
linfociti T questi riarrangiamenti generano un potenziale repertorio di
linfociti T maturi le cui dimensioni vengono stimate nell’ordine di 1-2 x 108
cellule nel topo e 1 x 10" nell’uomo.
Il numero totale di specificita dei linfociti T per i diversi antigeni in ogni
individuo ¢ chiamato repertorio dei linfociti T. Ogni repertorio individuale
di linfociti T helper e citotossici maturi ha almeno due caratteristiche
essenziali:

¢ Il riconoscimento e 1’eliminazione da parte dei linfociti T dei peptidi

derivanti dagli antigeni estranei si ha solo quando questi ultimi sono
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associati con molecole self codificate dal complesso maggiore di
istocompatibilita.

e I repertorio dei linfociti T maturi ¢ costituito da linfociti che non
riconoscono antigeni self, incontrati durante la loro maturazione, in
associazione a molecole MHC autologhe.

La non responsivita del sistema immune verso gli antigeni autologhi ¢
chiamata tolleranza immunologica al self. La perdita di questa caratteristica
che si traduce in risposte immuni verso 1 costituenti propri dell’organismo
genera autoimmunita. Pertanto, comprendere come si generi il repertorio
delle cellule T mature ¢ estremamente importante per capire la specificita
dei linfociti T, pu0 aiutare a scoprire la patogenesi di tali malattie e
stimolare nuovi approcci terapeutici.

Studi compiuti in numerosi modelli animali hanno permesso di identificare
il ruolo centrale delle cellule T, in particolar modo i CD4, in questo
processo.

La tolleranza al self nel repertorio dei linfociti T viene indotta attraverso due
principali meccanismi inibitori: la tolleranza centrale e la tolleranza
periferica. Solo recentemente, ¢ stato identificato un nuovo meccanismo di
salvaguardia del self mediato da una sottopopolazione di cellule T dette
regolatorie (Treg) che sopprimono I’attivazione di quelle cellule auto-

reattive che sono sfuggite dalla selezione. (1)

2.1 Tolleranza centrale

Sulla base dell’osservazione che la mancanza del timo si associava alla

comparsa di deficienze immunologiche, ¢ stato ipotizzato che questo organo

fosse il luogo principale in cui si verifica la maturazione delle cellule T.
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L’assenza congenita del timo, come avviene nella sindrome di Di George
nell’'uomo o nel ceppo di topi “nudi”, ¢ caratterizzata da un difetto di
maturazione a carico delle cellule T che si traduce nell’assenza o in una
grave riduzione numerica di tali cellule sia in circolo che nei tessuti linfoidi
periferici.

Tutte le cellule dell’organismo originano nel midollo osseo da una cellula
staminale comune che successivamente si evolve lungo particolari linee
differenziative. I precursori dei linfociti T originatesi nel midollo osseo
migrano nella zona corticale del timo dove alcune cellule sono stimolate a
proliferare mentre la maggior parte di queste, in seguito a processi selettivi,
va incontro a morte. Si stima che la massiccia proliferazione di queste
cellule generi al giorno circa 5 x 10’ cellule T, ma solo 1-2 x 10° di cellule
mature venga immessa nel torrente circolatorio. La perdita del 95% di
timociti riflette 1 processi di stringente selezione che formano il repertorio
delle cellule T mature.

Nelle successive fasi di sviluppo, il linfocita T proliferante passa attraverso
una serie di stati maturativi caratterizzati da una diversa espressione delle
molecole di membrana. La maggior parte dei precursori T altamente
immaturi nel timo del topo adulto esprime elevati livelli del recettore per un
fattore di crescita emopoietico denominato ligando di c-kit, e della molecola
di adesione glicoproteica solfatata CD44, mentre 1’espressione della catena
o del recettore dell’ IL-2 CD25 ¢ molto bassa. Alcuni dei precursori
altamente immaturi possono anche esprimere transitoriamente CD4 subito
dopo I’entrata nel timo, ma molto presto tale espressione viene perduta e la
maggior parte di queste cellule non esprime né il CD4 né il CDS8. Questa
popolazione viene quindi definita doppio negativa (DN). Nella corticale i

timociti iniziano ad esprimere molecole TCR generate casualmente dotate
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delle piu diverse specificita. Durante la maturazione i segmenti genici del
TCR vanno incontro a riarrangiamento dando luogo alla formazione di geni
funzionali della catena [ e successivamente della catena o del TCR. In
seguito al processo di riarrangiamento genico viene espresso il complesso
TCR:CD3 (complesso molecolare di trasduzione del segnale) e si verifica
I’espressione sulla superficie cellulare di molecole accessorie come CD4 e
CD8. Tali cellule sono dette doppio positive (DP). Tutti gli eventi seguenti
dopo la progressione a DP dipendono da interazioni di peptidi con molecole
di MHC sulle cellule stromali timiche.

Il successivo evento fondamentale per la maturazione intra-timica delle
cellule T, dopo I’espressione del TCR, CD4 e CDS, ¢ la selezione delle
cellule che formeranno il repertorio dei linfociti T maturi periferici. I
processi di selezione sono responsabili della sopravvivenza delle cellule T
che esprimono TCR capaci di riconoscere solo peptidi derivati da antigeni
estranei in associazione con forme alleliche delle molecole MHC self.

E stato ipotizzato che il sistema immune pud non essere tollerizzato verso
tutti gli antigeni periferici ma solo un “limitato” ma ampio spettro di
antigeni self ¢ rappresentato nel timo.

La selezione timica ¢ divisa in positiva e negativa. (1)

La selezione positiva ¢ il processo che porta alla generazione di linfociti
maturi che esprimono solo TCR ristretti per MHC self. Questo processo che
avviene a carico dei timociti CD4"CD8 " TCRo3" & dovuto ad un debole
riconoscimento, vale a dire con avidita di interazione bassa, di complessi
autologhi MHC-peptide presentati dalle cellule epiteliali timiche (TEC), in
particolar modo dalle cellule epiteliali timiche midollari (mTEC). Queste
cellule esprimono un ampio spettro di antigeni self che virtualmente

rappresentano tutti i tessuti del corpo. Questo fenomeno, unico alle TEC, ¢
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stato denominato espressione genica promiscua (pGE). Sebbene ci siano
numerosi modi attraverso cui gli antigeni possono venir presentati ai
linfociti T per la selezione intra-timica, ¢ stato proposto che le cellule
dendritiche (DC) possano acquisire gli antigeni direttamente dalle mTEC in
diversi modi. Primo, le DC cross-presentano efficientemente frammenti
antigenici derivati da cellule epiteliali timiche apoptotiche; secondo,
I’acquisizione degli antigeni sulle DC puo derivare o attraverso gli esosomi
secreti dalle mTEC o attraverso un processo denominato “nibbling”; infine
recentemente si ¢ dimostrato un flusso antigenico intercellulare attraverso le
gap junction. Tuttavia una chiara dimostrazione in vivo del meccanismo che
coinvolge le DC non ¢ stato ancora dimostrato.

Alternativamente, le rare mTEC possono esse stesse in linea di principio
contribuire alla delezione delle cellule T. (2)

Durante la selezione negativa, 1 timociti con un TCR che si lega con alta
affinita ai peptidi autologhi associati a molecole MHC self vengono
eliminati, mediante delezione clonale, o inattivati, mediante anergia clonale.
Questo processo sembra esser dovuto da interazioni ad alta avidita tra
timociti DP e complessi MHC-peptide self espressi sulle APC timiche.

Via via che i timociti DP che sopravvivono maturano, migrano verso la zona
midollare e diventano CD4"CD8 o CD4 CD8" per poi ritrovarsi nei tessuti
linfoidi periferici.

Esperimenti condotti in topi transgenici hanno rivelato che ¢ la specificita
del TCRo per le molecole MHC 1 o MHC II a dirigere le cellule
selezionate negativamente verso il fenotipo CD8" o CD4" rispettivamente.
(3) Inoltre, fattori di trascrizione e varie molecole, in diverse combinazioni
tra loro, come Notch, GATA 3 e membri della famiglia Ikaros, sono

importanti nel guidare lo sviluppo delle cellule T. (4)
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Tuttavia qualche cellula sfugge a questa selezione. Per questo motivo, oltre
alla tolleranza centrale, il sisttema immunitario ha sviluppato ulteriori
meccanismi di tollerizzazione di cloni linfocitari autoreattivi che sono attivi

nelle sedi periferiche (tolleranza periferica).

2.2 Tolleranza periferica

La tolleranza periferica ¢ il meccanismo di tolleranza T verso antigeni
tessuto-specifici non presenti nel timo; i meccanismi verso le proteine self
sono probabilmente simili a quelli della tolleranza nei confronti di antigeni
estranei € sono:

® anergia clonale dovuta al riconoscimento di antigeni self in assenza
di costimolazione. Lo stato di attivazione delle APC tissutali ¢ un
importante fattore in grado di condizionare lo sviluppo della
tolleranza al self o di fenomeni autoimmuni.

e Morte cellulare indotta da attivazione verso antigeni self. Antigeni
presenti a concentrazioni elevate possono stimolare ripetutamente
linfociti T specifici eliminandoli tramite apoptosi mediata da FAS.

¢ Indifferenza clonale sebbene non rappresenti un meccanismo di
tolleranza in quanto non viene indotto attivamente uno stato di non
responsivita immunologica.

e Soppressione di linfociti T autoreattivi da parte di cellule T ad

azione regolatoria (Treg). (1)

In tutti i casi, il meccanismo predominante che determina la tolleranza

periferica sembra essere mediato dalle cellule Treg. (5)
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3. CELLULE T REGOLATORIE

Un requisito fondamentale per ’ottimale funzionamento del sistema
immunitario consiste nella capacita di differenziare cid0 che € estraneo
all’organismo (non self) da quello che ne ¢ proprio (self). Questo viene
raggiunto nel timo attraverso la selezione negativa di cellule T auto-reattive.
Poiché una certa percentuale di queste cellule sfugge ai meccanismi di
tolleranza centrale, devono esistere meccanismi di tolleranza periferica che
controllano tali cellule. E stata identificata una popolazione di cellule T,
cellule T regolatorie (Treg), che mediante attiva soppressione
dell’attivazione e dell’espansione delle cellule reattive contro i costituenti
propri dell’organismo gioca un ruolo fondamentale nel mantenimento della
tolleranza al self e nell’omeostasi cellulare.

La prima evidenza della produzione di cellule T con capacita soppressoria
nel timo deriva da esperimenti condotti da Nishizuka Y. e Sakakura T. 1
quali mostrarono che la timectomia neonatale di topi normali, in particolar
modo tra i 2 e i 4 giorni di vita, induceva malattie auto-immunitarie ad
ampio spettro. Il trasferimento di splenociti provenienti da topi non
timectomizzati era in grado di prevenire lo sviluppo di tali disordini. Come
atteso, la popolazione di cellule responsabile della prevenzione di tali
disordini era costituita da cellule T. Lo studio dell’espressione di differenti
molecole di superficie in questa popolazione ha portato alla conclusione che
le cellule T regolatorie erano comprese nella popolazione di cellule CD5".
(6)

Esistono diverse popolazioni di cellule T con attivita regolatoria:

CD4"CD25" (natural arising, Treg), cellule Trl secernenti IL-10, cellule
Th3 secernenti TGF-B, CD8'CD28", CD8'CD122", cellule yd e cellule T
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NK. Mentre la maggioranza di queste cellule sono generate in periferia da
cellule T naive dopo attivazione antigenica, solo le cellule CD4"CD25" sono
prodotte nel timo come una popolazione distinta e funzionalmente matura di
cellule T in grado di esercitare attivita soppressoria prima dell’incontro con
I’antigene. Questa popolazione ha suscitato un grande interesse sia
nell’'uvomo che nel topo non solo per la capacita di inibire le risposte
autoimmuni ma anche per la soppressione di una vasta gamma di risposte
immuni fisiologiche e patologiche verso antigeni non self.

La prima definizione di cellule T regolatorie CD4"CD25" venne data da
Sakaguchi nel 1995 il quale dimostro che il trasferimento in topi nudi di una
popolazione di cellule T CD4" prive di una sottopopolazione che esprimeva
elevati livelli della catena o del recettore per IL-2 (CD25) causava una serie
di disordini autoimmunitari. Tali disturbi potevano essere prevenuti
ricostituendo 1’animale con CD4*CD25". (7)

Recenti ricerche hanno identificato il fattore di trascrizione Foxp3 come
marker esclusivo delle cellule CD4'CD25". Recentemente & stato
identificata una mutazione del gene Foxp3 nei topi scurfy che determina una
patologia X-linked con iperattivazione delle cellule T CD4" e con
produzione massiccia di citochine pro-infiammatorie. Nell’'uomo mutazioni
del gene Foxp3 sono la causa di una patologia letale chiamata IPEX
(Immune  dysregulation  Polyendocrinopathy  Enteropathy  X-linked
inheritance) che porta allo sviluppo di malattie autoimmunitarie organo
specifiche, ipergammaglobulinemia E, disordini ematologici, ed infezioni.
Recenti ricerche hanno dimostrato che il fattore di trascrizione Foxp3 gioca
un ruolo molto importante nello sviluppo e nelle funzioni delle Treg. La
trasduzione retrovirale del gene in cellule CD4"CD25 pud convertire queste

cellule a Treg capaci di sopprimere la proliferazione in vitro e di inibire lo
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sviluppo di malattie autoimmuni in vivo. Inoltre, il numero di queste cellule ¢
notevolmente aumentato nei topi transgenici per Foxp3, al contrario topi Ko
per il gene presentano iperattivazione delle cellule T paragonabile ai topi
scurfy. 1l fattore di trascrizione Foxp3 appartiene a un famiglia piu ampia di
fattori di trascrizione chiamati FOX; ¢ costituito da diversi domini strutturali
fra cui: zinc-finger , una struttura a cerniera di leucina e, al c-terminale, un
dominio a forcina con il quale si lega al DNA inibendo la trascrizione dei
geni a valle. Il fattore Foxp3 ¢ infatti un regolatore negativo della
trascrizione. Studi recenti hanno mostrato come questo fattore riconosce una
sequenza di DNA in prossimita di un consenso riconosciuto dal fattore
NFAT che attiva la trascrizione di geni codificanti per molte citochine
inflammatorie, fra le quali IL-2, IL-4 e TNFa. Si ritiene che la proteina
Foxp3 competa per il sito di legame al DNA con NFAT portando
all’inibizione della trascrizione dei geni per le suddette citochine. (8, 9, 10,
11,12, 13, 14)

Numerosi studi sono stati fatti in questi anni per capire il meccanismo
attraverso cui questa popolazione di cellule T determina inibizione della
proliferazione cellulare. Tutto oggi 1 meccanismi molecolari che sono alla
base dell’azione inibitoria delle Treg non sono ancora del tutto chiariti
tuttavia in letteratura sono stati proposti vari modelli. La soppressione in
vitro ¢ mediata dal contatto cellula-cellula 0 da meccanismi che prevedono la
secrezione di citochine come IL-4, IL-10, TGF-B, e solo recentemente, da
meccanismi dipendenti dal granzima B. Infatti, le cellule Treg purificate da
topi GZ-B” mostrano una compromessa capacita soppressoria. Inoltre,
questo processo risulta indipendente dalle perforine, in quanto cellule Treg
purificate da topi Ko per le perforine, dimostrano capacita soppressoria

analoga alle cellule Treg di controllo. (14)
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Come queste cellule vengano generate nel timo o in periferia e come
vengono attivate o mantenute dal sistema immune sono altri punti su cui i
ricercatori stanno cercando di dare una risposta. Lo sviluppo nel timo sembra
richiedere interazioni tra il TCR e i complessi MHC-peptide self espressi
dalle cellule stromali. Si suppone che tale sviluppo, promosso
dall’espressione di Foxp3, sia dovuto al grado di avidita tra il TCR e le
molecole di MHC II che & compreso tra il valore di avidita richiesto per la
selezione positiva e negativa. (15) Tre giorni dopo la nascita queste cellule
cominciano a migrare dal timo agli organi periferici (linfonodi e milza).
Tuttavia, si ¢ visto che le cellule Treg possono essere generate in periferia
mediante stimolazione ex vivo in presenza di citochine come IL-2 ¢ TGF-f.

E stato dimostrato che la catena o del recettore per la citochina IL-2 e la
citochina stessa rappresentano un requisito fondamentale per la
sopravvivenza delle Treg.

Topi IL-27, IL-2Ra™ o IL—ZRB'/' presentano malattie infiammatorie simili ai
disordini autoimmuni dovuti alla drastica riduzione nel timo e nella periferia
di questi topi delle cellule CD4"CD25". Inoltre, 1’assenza della catena
comune 7Y porta alla completa mancanza delle Treg. Nei topi normali Foxp3
sopprime la trascrizione del gene per IL-2 ma up-regola I’espressione del
CD25; al contrario alte dosi di IL-2 up-regolano I’espressione del CD25
convertendo le cellule T CD4"CD25Foxp3* ad un fenotipo CD25" sia in
vivo che in vitro. Quindi, IL-2 esogena puo determinare un aumento della
soppressione e le Treg sono cellule altamente dipendenti da questa citochina
per la loro sopravvivenza. Tuttavia, la completa assenza di queste cellule in
topi IL-2R y_/_, indica che anche il legame di altre citochine come IL-4, IL-7,
IL-9, e IL-15 a recettori che presentano la catena Y comune ¢ coinvolto nella

sopravvivenza periferica delle Treg. L’analisi dell’espressione del mRNA e
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di IL-2 nelle sottopopolazioni linfocitarie ha rivelato che sono le cellule
CD4*CD25™" che trascrivono attivamente il gene e producono la proteina. E
verosimile che sia attiva nel timo una popolazione simile a quella periferica
che contribuisca alla sopravvivenza delle cellule Treg generate nella
midollare timica.

IL-2 ¢ anche richiesta per la generazione de novo in periferia, a partire da
cellule T naive, di cellule Treg. La produzione locale di IL-2 nel sito di
inflammazione puo espandere le cellule Treg attive contro antigeni
microbici o antigeni self rilasciati da tessuti danneggiati.

Solo recentemente, inoltre, & stato dimostrato il ruolo della citochina IL-4
nella modulazione della attivita mediata dalle cellule Treg. L addizione di
IL-4 a co-colture di cellule T CD4", Treg e cellule presentanti I’antigene
(APC) inibisce la soppressione delle cellule T CD4" rendendole resistenti
alla attivita regolatoria esercitata dalle cellule Treg. Inoltre, IL-4 induce la
proliferazione delle cellule Treg. Tuttavia, la attivita soppressoria viene
mantenuta. (16)

Oltre alle citochine, numerose molecole accessorie espresse dalle Treg sono
coinvolte nella determinazione dell’attivazione, espansione e soppressione:

e C(CTLA-4 espresso constitutivamente sia nel timo che in periferia.
Sono stati ipotizzati diversi possibili ruoli di CTLA-4 nel
meccanismo di soppressione; uno di questi ¢ la sua interazione con
le molecole di CD80/CD86 espresse sulle APC con trasduzione di
segnali attivatori le Treg. Tuttavia numerose ricerche hanno indicato
che questa molecola potrebbe non essere dispensabile per le funzioni
delle Treg poiché topi Ko per CTLA-4 hanno cellule CD4 Foxp3*
che presentano capacita soppressoria in vitro equivalente a quella dei

topi wild type.
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e GITR, membro della famiglia del recettore del TNF, anch’esso
espresso costitutivamente sulle Treg. Da notare che il ligando del
GITR ¢ espresso dalle DC immature oltre che da cellule B e
macrofagi e viene down-regolato in seguito a maturazione delle DC.
Non ¢ noto, tuttavia, come il cambiamento nell’espressione del
GITR-L durante la maturazione delle DC possa contribuire
all’attivazione delle cellule Treg durante le risposte immuni.

¢ (D40, strutturalmente simile al GITR, necessario per lo sviluppo nel
timo delle cellule Treg. (17, 18, 19)

e [LAG-3, gene 3 di attivazione linfocitaria o CD223, proteina
transmembrana che lega le molecole di MHC II. E stato mostrato
che LAG-3 ¢ richiesto per la funzione regolatoria delle cellule T.
(20)

e [ TLRs, recettori che riconoscono complessi molecolari microbici a
largo spettro e fattori rilasciati da molecole endogene durante
I'infiammazione. Le cellule CD4"CD25" Treg esprimono alcuni
membri della famiglia dei TLRs, come TLR4. La stimolazione in
vitro delle cellule CD4"CD25" Treg con un’alta concentrazione di
lipolisaccaridi (LPS) induce la stimolazione di TLR4 che porta alla
proliferazione di queste cellule, alla loro sopravvivenza e
all’aumento della loro capacita soppressoria. (21)

Nell’uomo, da poco, ¢ stato individuato un nuovo marker indispensabile per
I’anergia e le funzioni soppressive delle cellule Treg. Si tratta della
galectina-10 che ¢ espressa sulle Treg mentre ¢ totalmente assente sia sulle
cellule T CD4" naive che attivate. A causa della sua espressione
intracellulare, la galectina-10 non sembra essere coinvolta nel meccanismo

di soppressione mediato dal contatto cellula-cellula; tuttavia, 1’inibizione
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specifica della galectina-10 rende le Treg capaci di proliferare ed incapaci di

espletare le funzioni soppressorie nei confronti delle altre cellule. (22)

4. TUMORI

I tumori o neoplasie sono I’insieme di una popolazione di cellule somatiche
che ha preso origine quasi sempre da una sola cellula dell’organismo che ha
subito una serie sequenziale di danni genomici (mutazioni) trasmissibili alla
progenie. (23)

Sulla base dei risultati forniti da ricerche sull’induzione sperimentale di
tumori negli animali con agenti chimici e fisici, ¢ noto che la cancerogenesi
nell’uomo sia un processo multifasico derivato da alterazioni genetiche che
portano alla progressiva trasformazione di cellule normali in cellule
altamente maligne. Le lesioni in differenti siti di organi sembrano
rappresentare una tappa intermedia in cui le cellule evolvono
progressivamente in tumore invasivo attraverso una serie di stadi pre-
maligni. (24)

Le cellule tumorali presentano rispetto alle cellule normali diverse
alterazioni essenziali alla fisiologia della cellula che rappresentano
caratteristiche comuni alla maggior parte se non a tutti i diversi tipi di

tumore: (Tabella 1)
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Tabella 1| Impatto delle caratteristiche intrinseche al tumore sul sistema immunitario

Caratteristica

Fattori coinvolti

Effetto sul sistema immune

Segnali di crescita
autocrini

L4 * promuove il differenziamento a Th2

IL-6 e inibisce le risposte infiammatorie
attraverso aberrante attivazione JAK-
STAT3

IL-10 * promuove il differenziamento a Th2

Insensibilita ai fattori
inibitori di crescita

resistenza al TGF-$

« inibisce la
dell’antigene

presentazione

e inibisce la proliferazione delle
cellule T

« inibisce la citotossicita delle NK
« attiva le Treg

Evasione dall’apoptosi

proteine della
famiglia di BCL-2

e antigeni tumorali
* sovverte le funzioni delle DC;

MUC1

e antigene tumorale

survivina

* promuove 1’apoptosi; antigene
tumorale

ridotta attivazione
delle caspasi

* ridotta immunogenicita tumorale

di NECL2

Potenziale illimitato di P53 mutata e antigene tumorale
proliferazione
TERT * antigene tumorale
Angiogenesi CcOox2 » promuove le risposte Th2
« inibisce la citotossicita
VEGF « inibisce I’attivazione delle cellule T
« inibisce I'attivazione di NF-xB nelle
DCs
Metastasi ridotta espressione « inibisce la citotossicita NK

« inibisce la produzione di IFN-y

alterato traffico
lisosomiale

MMPs

e aumenta I'immunogenicita

« induce rottura del CD25
« attiva il TGF-B
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4.1 Acquisizione dell’autonomia moltiplicativa

Come ¢ noto la proliferazione cellulare richiede la stimolazione da parte di
fattori di crescita solubili mitogeni prodotti da uno o diversi tipi cellulari (un
processo conosciuto come heterotypic signalling). La maggior parte delle
cellule tumorali, al contrario, acquisiscono la capacita di sintetizzare i
propri fattori di crescita rendendosi indipendenti dai segnali derivati dal
normale microambiente tessutale (stimolazione autocrina). La maggior parte
dei meccanismi che portano alla completa autonomia delle cellule tumorali
verso 1 fattori di crescita deriva da alterazioni dei componenti citoplasmatici
nel processo di trasduzione del segnale. (24)

Tuttavia, alcuni fattori di crescita prodotti dalle cellule tumorali oltre a
fornire segnali stimolatori di crescita possono simultaneamente sovvertire la
risposta immune. Per esempio, IL-4 e IL-10 sono fattori di crescita autocrini
per il carcinoma tiroideo ma entrambe le citochine possono dirigere la
risposta cellulare T dal profilo citochinico Thl a Th2 portando cosi
all’inattivazione della risposta immunitaria antitumorale che nella maggior
parte dei casi implica risposte di tipo Thl. Allo stesso modo, IL-6 che
rappresenta uno dei fattori di crescita autocrini solubili pit importanti nella
patogenesi di numerosi tipi di cancro, mediante aberrante attivazione di
STAT-3 favorisce la crescita tumorale attraverso l’inibizione delle risposte

infiammatorie. (25)

4.2 Insensibilita ai fattori inibitori di crescita

L’omeostasi cellulare, in un tessuto normale, viene mantenuta da molteplici

segnali anti-proliferativi che includono sia inibitori solubili che fattori
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presenti nella matrice extracellulare o sulla superficie delle cellule
circostanti.

Uno dei maggiori fattori inibitori della crescita cellulare ¢ il TGF-f. Molti
tumori utilizzano questa citochina per inattivarne il pathway di segnale, per
esempio mediante mutazione o perdita del proprio recettore o dalla
mutazione del fattore di trascrizione SMADA4. (24)

Inoltre, il TGF-B ¢ uno dei piu potenti agenti immunosoppresivi conosciuti.
Tra le varie funzioni, inibisce la presentazione dell’antigene da parte delle
cellule dendritiche (DCs), I’attivita del IFN-y, riduce la proliferazione delle
cellule T, sopprime Iattivita citotossica delle cellule NK (NKs). Oltre a cio,
recenti risultati indicano che uno specifico subset di DCs associate al tumore

¢ in grado di stimolare la proliferazione delle cellule T regolatorie. (25)

4.3 Evasione dall’apoptosi

La morte cellulare programmata viene attuata dalla cellula in condizioni
fisiologiche per controbilanciare gli effetti dell’eccessiva proliferazione
cellulare. (23)

Un’importante caratteristica della maggior parte dei tumori ¢ I’evasione
dall’apoptosi. La resistenza all’apoptosi pud essere acquisita attraverso una
serie di strategie. La piu comune di queste (circa il 50% dei tumori) ¢
I’inattivazione della proteina p53. (24)

E stato riportato che pazienti con il cancro hanno CTLs del sangue
periferico che riconoscono peptidi derivati dalle proteine anti-apoptotiche
appartenenti alla famiglia di BCL-2, che includono BCL-2, BCL-X; e
MCLI. Altri importanti inibitori, non appartenenti alla famiglia di BCL-2,

sono stati recentemente identificati. Tra questi, la survivina, un importante
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antigene tumorale, potrebbe indurre up-regolazione dell’espressione del
ligando del CD95. L’espressione del CD9SL sulle cellule tumorali potrebbe
cosl contribuire alla delezione di cellule T attivate esprimenti il CD95 che

invadono il sito del tumore. (25)

4.4 Potenziale illimitato di proliferazione

E noto da molto tempo che le cellule tumorali presentano in coltura un
comportamento diverso da quelle normali. Una cellula tumorale presenta,
infatti, una indefinita capacita di replicarsi (immortalizzazione). Cid dipende
o dalla perdita dell’espressione delle proteine che inducono senescenza (es.
p53) o dalla up-regolazione del gene che codifica per I’enzima telomerasi
per cui i telomeri, che vengono perduti ad ogni divisione mitotica, vengono

continuamente risintetizzati. (24)

4.5 Angiogenesi e metastasi

L’ossigeno e 1 nutrienti che vengono forniti dalle cellule attraverso la
circolazione sono cruciali per le funzioni e per la sopravvivenza della cellula
obbligando virtualmente tutte le cellule a risiedere nel tessuto entro i 100um
di un vaso sanguigno.

Tuttavia, una volta superato il diametro di 1mm la massa neoplastica non
puo piu ricevere in quantita sufficiente i nutrienti e 1’ossigeno. Le cellule
neoplastiche sintetizzano e rilasciano fattori angiogenetici che portano alla
formazione di un letto vascolare proprio attraverso cui circolano le sostanze

nutritive. (23)
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Un’ulteriore caratteristica delle cellule tumorali ¢ la loro capacita di
invadere e colonizzare 1 tessuti vicini. In questo processo sono coinvolte
numerose classi di proteine tra cui le integrine, le molecole di adesione

cellula-cellula e diverse proteasi extra-cellulari. (24)

5. IMMUNOSORVEGLIANZA

Introduzione

Il processo di trasformazione maligna sviluppa da un processo dinamico
attraverso cui le cellule, caratterizzate dalla elevata frequenza di mutazioni,
riescono ad evadere i meccanismi (intrinseci ed estrinseci) che normalmente
limitano 1’espansione incontrollata di tali cellule.

I numerosi meccanismi intriseci di soppressione della crescita tumorale
includono I’apoptosi, il riparo e la senescenza cellulare. Il maggior processo
di morte cellulare, dipendente dai mitocondri, ¢ sensibile ai segnali dei
fattori di sopravvivenza, di danno o di stress e culmina con I’attivazione
delle caspasi. Al contrario, una seconda via di morte cellulare ¢ attivata dai
recettori di morte espressi sulla membrana cellulare, come il recettore per il
TNF, Fas/CD95, e TRAIL-2, DR-5. Inoltre, anche proteine cellulari (p53,
oncogeni) sono importanti nel rilevare perturbazioni causate da danni
potenzialmente mutagenici, funzionando quindi come veri e propri
soppressori tumorali intrinseci.

Dall’altro lato, sono stati identificati almeno tre meccanismi estrinseci
attraverso cui le cellule ed 1 tessuti adiacenti rilevano la presenza di cellule
maligne. Un primo meccanismo dipendente da specifici segnali trofici nel
microambiente cellulare si basa sulla capacita delle cellule di ostacolare

I’innata tendenza al suicidio; un secondo sembra dipendere da link tra i geni
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che controllano le giunzioni cellulari e la proliferazione; il terzo comporta il
riconoscimento e 1’eliminazione, attraverso meccanismi estremamente
diversi, delle cellule trasformate da parte di leucociti del sistema immune

(immunosorveglianza). (26, 27)

Immunosorveglianza

Sebbene i tumori derivino da tessuti autologhi, il processo di trasformazione
maligna pud accompagnarsi all’espressione di molecole riconosciute come
estranee dal sistema immune. Questo avviene a causa dell’elevata frequenza
di mutazioni che caratterizza le cellule neoplastiche, o a causa
dell’espressione deregolata di geni normali. Queste molecole, chiamate
antigeni tumore associati (TAA), possono indurre una risposta immune
diretta verso le cellule tumorali che le esprimono. In effetti, molte
osservazioni cliniche e sperimentali suggeriscono che i tumori possono
stimolare la risposta immune dell’ospite. La frequente osservazione
istologica della presenza, all’interno o alla periferia della massa tumorale, di
infiltrati di cellule T, NK, macrofagi, suggerisce che i tumori possano essere
effettivamente immunogenici. Il frequente riscontro di una proliferazione
linfocitaria (iperplasia) a livello dei linfonodi drenanti la neoplasia cosi
come l’aumentata espressione di MHC-II e di ICAM-1 (manifestazioni
ascrivibili all’azione delle citochine) costituiscono un segno della capacita
dei tumori di stimolare la risposta immune. (1)

La reazione immune ed infiammatoria che ne deriva ¢ tuttavia
generalmente debole ed inefficace.

Se le cellule tumorali esprimono spesso molecole che le rendono

immunogeniche per l’ospite, ¢ possibile che una funzione del sistema
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immune possa essere quella di riconoscere (attraverso specifiche strutture
sulla superficie delle cellule tumorali stesse o da molecole solubili rilasciate
nel microambiente tumorale) i precursori del cancro e, nella maggior parte
dei casi, distruggere questi precursori prima che diventino clinicamente
visibili. Questa ipotetica funzione svolta dal sistema immune viene definita
come immunosorveglianza.

Il concetto di immunosorveglianza, proposto molti anni fa da Paul Ehrlich
(1909), ¢ stato direttamente dimostrato solo con lo sviluppo di ceppi di topi
knockout.

E ben noto, infatti, che animali che mancano dei componenti essenziali del
sistema immune innato o adattativo come gli enzimi della ricombinazione
RAG-2 che portano alla completa assenza di cellule T, B e NKT, il TCR-y
con assenza delle cellule T y8", sono pill suscettibili allo sviluppo di tumori
sia spontanei che indotti chimicamente. (25, 27)

Nonostante siano stati compiuti, nel corso degli ultimi anni, numerosi
progressi per la comprensione dei complessi meccanismi, cellulari e
molecolari, di regolazione della risposta immune nel microambiente
tumorale, la capacita di sviluppare nuove ed efficaci strategie di
immunoterapia tumorale viene impedita da meccanismi diversi di
soppressione della risposta immune.

Nonostante ci siano forti evidenze che supportano I’esistenza del processo
della sorveglianza immunologica, gli individui immunocompetenti possono
sviluppare ancora il cancro sia per la capacita del tumore di generare un
microambiente tollerante con conseguente incapacita del sistema immune
innato e acquisito di eradicare le cellule trasformate sia per lo sviluppo di

distinti meccanismi di evasione del sistema immune. (25)
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Pit recentemente, infatti, ¢ stato dimostrato il duplice ruolo del sistema
immune che, non solo pud proteggere 1’organismo dallo sviluppo del
tumore, ma ha anche la capacita paradossalmente di promuoverne la
crescita selezionando tumori con bassa immunogenicita. Questi diversi ruoli
del sistema immune hanno portato a ridefinire 1’ipotesi di sorveglianza
immunologica con il processo di immunoediting che comprende tre fasi:

eliminazione, equilibrio, evasione. (Fig. 1)
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Fig. 1 Smyth MJ, Dunn GP, Schreiber RD. Cancer immunosurveillance and
immunoediting: the roles of immunity in suppressing tumor development and shaping
tumor immunogenicity.

Adv Immunol. 2006;90:1-50.

“La terapia con ciclofosfamide riduce la frequenza delle cellule T regolatorie e
promuove Pattivazione dei linfociti CD4* T helper”’ 24



5.1 Eliminazione del tumore

La fase dell’eliminazione che include [D'originale concetto di
immunosorveglianza comprende i meccanismi effettori sia della risposta
innata che adattativa.

E stato proposto che I’inizio della risposta anti-tumorale avvenga nel
momento in cui le cellule del sistema immune innato vengono ‘“avvertite”
dalla presenza dello sviluppo del tumore derivante dalla distruzione locale
dei tessuti in conseguenza del processo di angiogenesi o di invasione
tissutale.

I cambiamenti strutturali dello stroma indotti durante questi processi
possono produrre molecole pro-infiammatorie che, in associazione alle
chemochine spesso prodotte dalle cellule tumorali stesse, richiamano cellule
del sistema immune innato nel sito di infiammazione.

E possibile che, consistente con il “danger model” postulato da Matzinger,
le cellule dendritiche rappresentino le cellule sentinella nella segnalazione
dei segnali di stress, danno e/o di trasformazione cellulare. Inoltre, gli stessi
segnali di “pericolo” possono essere rappresentati da proteine di shock
termico (HSPs) (rilasciate come risultato di necrosi), da fattori pro-
inflammatori (incluse citochine rilasciate da cellule tumorali apoptotiche o
da cellule del sistema immune innato). Alcune di queste citochine (IL-1,
TNF-a, IFN-I, GM-CSF, IL-15) possono anche promuovere la
differenziazione e le funzioni delle DC aumentando il cross-talk tra DC e
NK e, successivamente, DC e cellule T.

L’insieme delle cellule del sistema immune innato (NK, NKT, macrofagi e
linfociti T y8") che vengono richiamate nel sito di danno possono

riconoscere molecole, come ligandi per NKG2D, che vengono indotte sulle
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cellule tumorali o dalla trasformazione cellulare stessa o
dall’infiammazione. Ulteriormente, le cellule T e le NKT, possono essere in
grado di riconoscere il tumore in via di sviluppo attraverso 1’interazione tra
il TCR e complessi peptide tumorale/MHC o tra glicolipidi e complessi
CD1 sulle cellule tumorali stesse. Queste cellule effettrici possono poi
liberare molecole citotossiche allo scopo di eliminare le cellule trasformate e
secernere IFN che attraverso meccanismi diretti o indiretti controllano la
crescita tumorale e amplificano le risposte immuni.

In una fase successiva, gli antigeni tumorali liberati da diversi meccanismi
di morte cellulare attivano le risposte immuni adattative specifiche per il
tumore. Le DC attivate o dall’ambiente citochinico o dopo interazione con
le cellule NKT possono acquisire gli antigeni tumorali o direttamente
attraverso la fagocitosi di corpi apoptotici di cellule tumorali o attraverso
meccanismi indiretti che coinvolgono il trasferimento degli antigeni
tumorali. Le DC acquisendo cosi un fenotipo maturo e altamente attivato
possono migrare, in risposta a citochine e/o chemochine, ai linfonodi dove
attivano linfociti T CD4" Thl specifiche per il tumore. Queste ultime
facilitano lo sviluppo dei linfociti T CD8" CTL attraverso la cross-
presentazione dei peptidi tumorali con le molecole di MHC I sulle DC.
Nell’ultima fase, lo sviluppo dell’immunita adattativa determina la totale
capacita dell’organismo di eliminare completamente il tumore. Infatti, i
CD4" e i CD8" migrano al sito tumorale dove partecipano all’eliminazione
delle cellule tumorali.

Le CD4" attraverso la produzione dell’IL-2 e insieme alla IL-15 prodotta

dall’organismo mantengono la sopravvivenza e la funzione delle CD8".
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Queste ultime riconoscono efficacemente i loro target e determineranno la
morte cellulare attraverso meccanismi diretti o indiretti che vengono attivati

da IFN-y. (27) (Fig. 2)

Fig. 2 Smyth MJ, Dunn GP, Schreiber RD. Cancer immunosurveillance and
immunoediting: the roles of immunity in suppressing tumor development and shaping
tumor immunogenicity.

Adv Immunol. 2006,90:1-50.
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5.2 Cellule coinvolte nell’immunita al tumore

Gli antigeni tumorali evocano in vivo sia risposte umorali che cellulari. In
vitro molti meccanismi effettori immunologici sono in grado di uccidere le
cellule tumorali, ma resta ancora da stabilire quali di questi meccanismi
siano realmente importanti nell’indurre in vivo risposte immuni protettive
nei confronti dei tumori spontanei e come potenziarli in modo il piu
possibile specifico per il tumore.

Componenti cellulari sia del sistema immune innato che adattativo sono

coinvolti nell’immunita tumorale. (27, 28)

5.2.1 Cellule T

Esperimenti effettuati in modelli murini hanno dimostrato che ’assenza di
RAG-2 (0o RAG-1), con conseguente incapacita di riarrangiare i geni del
TCR e quindi completamente privi sia di linfociti T che di B e di NKT,
provoca in circa il 50% di questi animali lo sviluppo di neoplasie intestinali
gia all’eta di 18 mesi di vita. Un ampio spettro di malattie, tra cui lo
sviluppo dell’adenocarcinoma mammario o al colon, ¢ stato anche osservato
in topi RAG-2" x STAT1™. In conclusione, i linfociti svolgono un ruolo
importante nella protezione dai tumori sia indotti chimicamente che

spontanei. (28, 29)

5.2.2 Cellule NK e linfociti T y8*

Le natural killer (NK) sono cellule specializzate nella distinzione tra cellule

sane e normali da quelle anormali come cellule infettate dai virus o cellule
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tumorali trasformate. A differenza dei CTL, le NK per il riconoscimento di
cellule target, non vanno incontro a maturazione timica, non presentano
riarrangiamento del TCR e sembra che vengano attivamente inibite da
recettori che riconoscono molecole MHC 1. In generale, le cellule normali
che esprimono elevati livelli di molecole MHC I sono generalmente protette
dalla lisi, mentre cellule tumorali o infettate da virus possono esprimere
ridotti livelli di MHC I divenendo cosi suscettibili all’attacco mediato dalle
NK.

Le funzioni effettrici delle cellule NK includono la citotossicita e la capacita
di produrre una varieta di citochine infiammatorie in seguito ad attivazione.
L’esocitosi dei granuli ¢ il maggior meccanismo di uccisione mediato da
queste cellule, tuttavia esprimono anche membri della famiglia del TNF.

11 ruolo delle NK, cosi come dei linfociti T ¥8", nella sorveglianza ai tumori
rimane controverso. Entrambe le popolazioni cellulari esprimono la
perforina, mediano la citotossicita, e, dopo riconoscimento delle cellule
target, producono molte citochine anti-tumorali come IFN-y. Topi privi sia
della perforina che della B2m sviluppano spontaneamente il linfoma a
cellule B che, quando trapiantato in topi wild type singenici, puO esser

rigettato dalle NK o dai linfociti T y8".

Altre cellule coinvolte

Altre popolazioni di cellule possono esser coinvolte nelle risposte immuni ai
tumori.
Queste includono i neutrofili, gli eosinofili, le cellule NKT, le cellule Treg e

le cellule dendritiche. (27, 28)
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6. TOLLERANZA INDOTTA DALLE CELLULE TUMORALI

(meccanismi pre-esistenti)

Un importante cambiamento nel campo dell’immunologia tumorale avvenne
nei primi anni del 1990. Sorprendenti esperimenti, infatti, evidenziarono
come la maggior parte degli antigeni espressi dalle cellule tumorali non
erano necessariamente neo-antigeni presenti unicamente su quelle cellule
ma piuttosto antigeni di differenziazione tissutale espressi anche su cellule
normali. Queste importanti ma inaspettate scoperte hanno portato ad
ipotizzare 1’esistenza in vivo di complessi meccanismi di tolleranza dei
linfociti T contro gli antigeni tumorali self .

La maggior parte delle attuali conoscenze del riconoscimento di antigeni
tumorali da parte delle cellule T CD4" derivano dall’ analisi in vivo del
destino e della funzione di cellule T transgeniche specifiche per un
particolare antigene tumorale. Questo sistema che prevede il trasferimento
adottivo di cellule T CD4" naive specifiche per I’emoagglutinina (HA) in
topi con linfoma esprimenti HA come antigene tumorale determina ridotta
risposta di queste cellule dopo stimolazione in vitro e mancanza di
attivazione dopo vaccinazione in vivo con un potente immunogeno. Quindi,
il riconoscimento dell’antigene tumorale da cellule T antigene specifiche
determina come conseguenza di tale incontro uno stato di anergia.

Le stesse conclusioni sono state estese anche a cellule T CDS".

Comunque, una dettagliata analisi di queste popolazioni ha rivelato in modo
sorprendente come la maggior parte del pool delle cellule T antigene
specifiche rimane ndive o ignorante al tumore, mentre solo una minoranza ¢

resa funzionalmente anergica.
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Ci0 che rimane ancora poco chiaro ¢, tuttavia, capire se questo stato di non
risposta delle cellule T sia dovuto al tumore stesso o, specificatamente, da
cellule presentanti 1’antigene (APC). Le DC, i macrofagi, e le cellule B sono
cellule derivate dal midollo osseo che possono potenzialmente tutte
presentare gli antigeni tumorali alle cellule T. In particolare, le DC giocano
un ruolo importante e decisivo nel determinare attivazione o tolleranza verso
gli antigeni tumorali. Tale decisione viene influenzata dall’ambiente in cui
le DC incontrano I’antigene: 1’assenza di mediatori infiammatori piuttosto
che determinare attivazione dei linfociti T conduce sfortunatamente a
tolleranza. In aggiunta, con il progredire del tumore, il microambiente non
solo si impoverisce di segnali infiammatori necessari per la piena e
funzionale attivazione delle DC ma si arricchisce di ulteriori fattori
immunosoppressivi (IL-10 e VEGF) che influenzano negativamente la
maturazione e le funzioni delle DC.

Sebbene i meccanismi molecolari che determinano attivazione o tolleranza
non sono noti, solo recentemente numerose evidenze hanno evidenziato in
STAT3 giocare un critico ruolo in questo processo. STAT3 rappresenta
quindi un nuovo target molecolare per la manipolazione della tolleranza o
dell’attivazione immune con profonde implicazioni per I’immunoterapia

tumorale. (30)

6.1 Fase di equilibrio

Sebbene la fase dell’eliminazione del processo dell’immunoediting possa
eradicare una significante percentuale di cellule trasformate, esiste un
periodo di latenza in cui il sistema immune dell’organismo e le cellule

tumorali che non sono state eliminate dai meccanismi effettori del sistema

“La terapia con ciclofosfamide riduce la frequenza delle cellule T regolatorie e
promuove Pattivazione dei linfociti CD4* T helper”’ 31



immune entrano in un equilibrio dinamico. Sebbene molte cellule tumorali
vengano distrutte, in questa fase vengono generate attraverso centinaia di
mutazioni nuove varianti che determinano resistenza dall’attacco del sistema
immune. Tra queste I'instabilita genomica sembra essere il meccanismo
predominante nella generazione di nuove varianti tumorali con ridotta

immunogenicita. (27)

6.2 Fase di evasione

Le cellule tumorali presentano molti meccanismi immunosoppressivi di
evasione delle risposte immuni che includono alterazioni nei componenti del
macchinario per la presentazione antigenica, difetti nel processo di
trasduzione del segnale, secrezione di fattori immunosoppressivi e/o
proapoptotici, ed il richiamo di popolazioni con funzione regolatoria. (Fig.
3) Tutti questi meccanismi possono cooperare durante la progressione del
tumore allo scopo di limitare la capacita del sistema immune di controllarne

la crescita.
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Fig. 3 Gabriel A. Rabinovich, Dmitry Gabrilovich, and Eduardo M.
Sotomayor. Immunosuppressive strategies that are mediated by tumor cells.

Ann Rev. Immunol. 2007. 25: 267-96.

6.2.1 Difetti nella presentazione antigenica

Uno dei meccanismi meglio studiati usati dalle cellule per evitare il
riconoscimento da parte dei linfociti T € costituito da difetti nel macchinario
di presentazione dell’antigene.

La continua generazione di varianti tumorali, conseguenza dell’elevata
frequenza di mutazioni o di delezioni geniche, determina I’evasione di
queste cellule dalla distruzione mediata dai CTL. Il meccanismo
immunosoppressivo piu frequente determina ridotta espressione delle
molecole MHC I. La perdita di queste molecole ¢ un difetto frequentemente
osservato in molti tipi di cancro. Sebbene non chiari, numerosi studi
suggeriscono che diversi meccanismi siano responsabili  della
downregolazione: I’inattivazione del gene per la f2-microglobulina, o la
downregolazione di LMP-2.

In addizione alla perdita basale dell’espressione di MHC I, recenti ricerche
hanno dimostrato correlazione tra ridotta espressione di MHC I e IFN-y. Per
esempio, ¢ stato recentemente visto in una linea tumorale la assenza di
TAP1 e LMP2 come risultato di un difetto nella via di trasduzione del
segnale mediato da IFN.

E stato osservato nel linfoma delle cellule B, associato a ridotta espressione
di MHC I e MHC 11, la massiccia infiltrazione di cellule T citotossiche; al
contrario, solo poche cellule T sono state trovate nelle lesioni che

mantengono 1’espressione di tali molecole. La perdita di espressione di
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MHC 1, nei tumori umani, viene tuttavia associata con la generazione di
tumori con ridotta aggressivita. Questi risultati, danno evidenza che il
sistema immune adattativo puo modificare il fenotipo del tumore e causare
I’insorgenza di tumori che sono andati incontro a perdita di molecole

riconosciute dal sistema immune.

6.2.2 Difetti nel signaling

Nei pazienti con tumori in stato avanzato nei linfociti infiltranti il tumore si
nota una diminuzione marcata nell’espressione di proteine che portano
all’attivazione dei linfociti T: la catena { del CD3 e le chinasi tirosiniche
pS6lck e p59fyn.

Recentemente Koneru ha dimostrato che difetti nel signaling del TCR
inibiscono le funzioni litiche dei CTL e inattivano la fase effettrice della

risposta antitumorale.

6.2.3 Secrezione di fattori immunosoppressivi

Le cellule tumorali stesse o le cellule stromali esibiscono effetti soppressivi
sul sistema immune sintetizzando diversi agenti biologicamente attivi
(incluse le citochine e i fattori di crescita). In particolare, il TGF-3 & una
citochina immunosoppressiva pleiotropica che inibisce I’attivazione dei
linfociti T, la proliferazione e la differenziazione. I primi studi hanno
dimostrato che la transfezione del DNA del TGF-B; in tumori altamente
immunogenici promuove ’evasione dai meccanismi effettori della risposta
immune. Solo recentemente, Thomas e Massague hanno dimostrato il

meccanismo di azione di questa citochina che agirebbe in modo specifico
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sui CTL reprimendo 1’espressione di diversi geni, tra cui la perforina, il
granzima A e B, il ligando di FAS (FasL) e IFNg, tutti responsabili della
citotossicita tumorale mediata dai CTL.

Oltre al TGF-B, altri agenti sono presenti nel microambiente tumorale ed
inibiscono le funzioni immuni. Tra questi, IL-10 e la prostaglandina E,

(PGE»).

6.2.4 Vie di regolazione negativa

Uno dei piu studiati segnali di regolazione negativa ¢ il CTLA-4 ma
attualmente ¢ stato individuato un altro meccanismo di evasione della
risposta antitumorale che coinvolge le interazioni tra PD-1 e PD-1L.

PD-1 ¢ un recettore transmembrana di tipo I di 55 kDa che lega il PD-L1
(anche conosciuto come B7-H1) e PD-L2 (anche chiamato B7-DC).

La conseguenza di tale interazione porta all’inibizione dell’attivazione delle
cellule T.

PD-L1 ¢ espresso da diversi tipi di tumori e promuove 1’apoptosi dei CTL.
Inoltre, il blocco dell’interazione tra PD-1- PD-L1 ha effetti negativi anche
sull’attivita delle DC in vivo.

In tal modo, le terapie volte a bloccare le interazioni tra PD-1- e PD-L1

potrebbero rappresentare un’utile strategia per potenziare le risposte immuni

antitumorali.

6.2.5 Modulazione del catabolismo del triptofano

Un ulteriore meccanismo che puo contribuire alla generazione di tolleranza

verso il tumore comporta I’enzima IDO. Questo ¢ un enzima contenente
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eme che catalizza la degradazione del triptofano ed ¢ espresso da differenti
tipi di tumore. Numerosi esperimenti hanno evidenziato che tumori che over
esprimono questo enzima sono pill aggressivi; questo effetto ¢ correlato con
un ridotto numero di linfociti T nel sito del tumore.

Sebbene il preciso meccanismo che regola I’espressione di IDO rimane
ancora da essere investigato, Muller ha recentemente mostrato che IDO ¢

sotto il controllo genico del gene Binl, che ¢ attenuato in molti tumori

umani. (31)

7. CELLULE T REGOLATORIE E IMMUNITA’ TUMORALE

Sebbene le Treg siano state ampiamente studiate in modelli tumorali murini,
nell’uomo il ruolo di queste cellule nell’immunita tumorale € poco studiata.
Le cellule T regolatorie CD4°CD25" hanno un ruolo cruciale nel
mantenimento della tolleranza verso gli antigeni self e nel controllo dei
disordini autoimmuni. (32, 33)

Questa popolazione cellulare ¢ anche coinvolta nella regolazione
dell’omeostasi (34, 35) dei linfociti T e nella modulazione delle risposte
immuni ad alloantigeni e patogeni. (36)

Queste scoperte hanno aperto nuove prospettive per gli interventi di
immunoterapia in numerose malattie. Per esempio, ¢ stato dimostrato che il
trasferimento delle Treg puo controllare il diabete autoimmune (37, 38) e il
rigetto dei trapianti. (39, 40)

E stato suggerito, inoltre, che le cellule Treg possano anche contribuire alla
tolleranza verso i1 tumori (32, 41). Poiché la maggior parte degli antigeni
tumorali sono antigeni self, ¢ stato proposto che lo stabilirsi della tolleranza

immune dovuta alla popolazione di linfociti T ad azione regolatoria possa
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rappresentare un potenziale meccanismo attraverso cui le cellule tumorali
riescono ad evadere sia il riconoscimento che la loro distruzione da parte
delle cellule effettrici.

E stato proposto che una miglior risposta alla immunoterapia tumorale possa
derivare proprio dalla deplezione terapeutica di queste cellule e recenti
evidenze supportano tale ipotesi. (42, 43)

Nei tumori dell’'uomo le Treg si accumulano nei linfonodi drenanti il tumore
(DLNs) e nel circolo sanguigno. Osservazioni simili sono state anche fatte
in modelli tumorali sia nel topo che nel ratto. Tuttavia, i meccanismi che
portano al loro accumulo negli organi linfoidi rimangono poco chiari.
Laurence Zitvogel nel suo lavoro ha proposto I’esistenza di una correlazione
tra la progressione del tumore e la soppressione immune. I suoi esperimenti
indicano che I’accumulo delle cellule T CD4*CD25"Foxp3* deriva dalla
proliferazione locale di cellule Treg pre-esistenti ed il fattore di
costimolazione che ne guida la proliferazione & il TGF-f.

Le cellule tumorali producono dei fattori solubili che stimolano le cellule
dendritiche locali con fenotipo immaturo mieloide (IMDCs; CD11c*/1-Ab"),
che si accumulano durante la progressione del tumore nei linfonodi drenanti,
a produrre il TGF-B. Questo subset di DC promuove in modo selettivo la
proliferazione, dipendente dal TGF-f3, delle Treg sia nel topo che nel ratto.
(44)

Le cellule Treg sono state ampiamente studiate nei tumori umani dell’ovaio.
Sono state messe a punto molte strategie terapeutiche per aumentare
I’immunita tumorale che funzionano inibendo il traffico, il
differenziamento e la funzione di queste cellule.

Sono stati pubblicati due trials clinici in cui pazienti con tumore ad uno stato

avanzato sono stati trattati con anticorpi specifici per il CTLA-4. Anche se il
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trattamento con questo anticorpo non ¢ stato mostrato indurre la deplezione
delle Treg o delle cellule CTLA-4" periferiche, nei pazienti trattati in tal
modo si ha la riduzione drastica del tumore.

Allo stesso modo, il trattamento con anticorpi per il CD25 ha promosso, in
vari ceppi di topi, il rigetto di diverse linee tumorali come il melanoma, il
fibrosarcoma, la leucemia e il mieloma. Il trattamento dei topi con anticorpi
anti-CD25 pu0 non rappresentare comunque la via ottimale per indurre
I’immunita contro il tumore.

Infatti il CD25 non ¢ il marcatore delle sole cellule Treg, quindi c’¢ il
rischio di indurre una deplezione non solo delle cellule regolatorie, ma
anche di alcune cellule effettrici che possono essere coinvolte nel rigetto dei
tumori. (45)

Lo sviluppo di strategie antitumorali efficaci si fonda sulla combinazione
dell’ immunoterapia tradizionale con le odierne terapie, basate sul blocco
delle cellule CD4"CD25" Treg e sull’individuazione di molecole che
partecipano alla soppressione dei linfociti T come ad esempio: B7, CTLA-4,

IDO (indoleamina 2,3 dioxigenasi), TGF-f e IL-10. (45)

“La terapia con ciclofosfamide riduce la frequenza delle cellule T regolatorie e
promuove Pattivazione dei linfociti CD4* T helper”’ 38



8. CHEMIOTERAPICI

La chemioterapia ¢ una terapia effettuata con farmaci prodotti per sintesi
chimica. Il termine chemioterapia ¢ associato all'uso di agenti chimici
(naturali e sintetici) impiegati per inibire la crescita di cellule neoplastiche.

I chemioterapici vengono classificati in categorie che si differenziano per la
modalita di azione. Si distinguono farmaci citotossici i quali si suddividono
in agenti alchilanti, che hanno azione diretta sul DNA e agenti
antimetaboliti, che interagiscono con la via biosintetica dei precursori del
DNA e dell’ RNA. Inoltre si hanno ormoni e antiormoni che vengono usati

per una terapia endocrina e antimitotici.

8.1 Ciclofosfamide

La ciclofosfamide (CTX) ¢ un tipico agente chemioterapico che ha la
capacita di inibire la proliferazione delle cellule tumorali e indurre diversi
effetti immunomodulatori. Essa € in uso nella cura di linfomi, di leucemie e
in alcune forme di tumori solidi ed in alcune malattie autoimmuni come la
SLE (Systemic lupus erythematosus).

La principale funzione della CTX e in particolare del metabolita in cui essa
viene convertita nel fegato (phosphoramide), ¢ quello di arrestare o
ritardare lo sviluppo delle cellule proliferanti intercalandosi nel DNA.
Nonostante il largo uso della CTX come chemioterapico, essa causa
numerosi effetti secondari che includono anche la nausea indotta dalla
chemioterapia ed il vomito (CINV) e la diminuzione della funzionalita del

midollo osseo.
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Gia i1 primi studi su questo chemioterapico hanno dimostrato che il solo
trattamento con la CTX ha un effetto marginale sulla crescita del tumore e
che la completa scomparsa della massa neoplastica si assume solo in
seguito alla combinazione con I’immunoterapia, ad opera della azione
antitumorale di cellule T inoculate. (46)

Il trattamento con CTX e con cellule immunitarie derivate dalla milza ha
portato alla cura della maggior parte dei topi portatori di tumori metastatici
sub-cutanei o intravenosi.

Il meccanismo attraverso il quale la CTX pu0 sinergicamente agire con
I’immunoterapia ¢ ancora oggetto di studio. Finora ¢ stata osservata una
efficace risposta antitumorale quando cellule metastatiche sono state
inoculate in topi pre-trattati con CTX e linfociti provenienti dalla milza.

Ci0 implica che la CTX induce cambiamenti capaci di conferire un’attivita
anti-tumorale alle cellule immunitarie della milza da topi precedentemente
immunizzati con il tumore. Da questo stesso studio ¢ stato osservato che la
CTX induce il rilascio di fattori solubili che possono aumentare la
proliferazione, la differenziazione e I’attivita delle cellule T specifiche
contro il tumore. (47)

Da cio si ¢ dedotto che la CTX facilita I’ immunoterapia adottiva.

La CTX ¢ stata usata in molte ricerche come un agente immunomodulatore
in modelli murini ed umani di tumore. Molti studi hanno dimostrato che la
CTX puo aumentare 1’efficacia di trattamenti immunoterapici dopo la
rimozione di cellule T soppressorie indotte dal tumore.

Recenti studi hanno dimostrato che la CTX porta alla overespressione di
alcuni fattori di crescita come GM-CSF, IL-1B e IL-7, coinvolti
nell’ematopoiesi. E’ stato dimostrato inoltre che la somministrazione di

CTX induce I’espressione di citochine che regolano la proliferazione

“La terapia con ciclofosfamide riduce la frequenza delle cellule T regolatorie e
promuove Pattivazione dei linfociti CD4* T helper”’ 40



cellulare. Infatti, due giorni dopo il trattamento, si osserva una over-
espressione delle citochine IL-7, IL-2 e IL-21 nel midollo osseo dei topi
trattati e nella milza si ¢ registrato un aumento dell’espressione di 1L-7 e
IL-15. (48)

Da altri studi infine ¢ stato dimostrato che la CTX puo indurre I’espressione
di IFN di tipo I il quale rappresenta un importante mediatore degli effetti
immunomodulatori del chemioterapico. L’induzione dell’ IFN di tipo I da
parte della CTX ¢ stato dimostrato non soltanto dalla presenza della
citochina biologicamente attiva nel siero dei topi trattati, ma anche da un

accumulo progressivo di messaggero di IFN-a e IFN-B nella milza. (49)
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9. IMMUNOTERAPIA DEI TUMORI

Sebbene un tumore sia in grado di generare una risposta immunitaria,
questa spesso non ¢ sufficiente a prevenire la crescita tumorale.

La terapia dei tumori disseminati che non possono essere operati
chirurgicamente si basa attualmente sulla chemioterapia e sulla
radioterapia, che hanno spesso effetti collaterali devastanti sui tessuti
normali. Dato che la risposta immunitaria ¢ altamente specifica, si ¢ a
lungo sperato che I'immunita anti-tumorale potesse essere sfruttata per
sradicare selettivamente i tumori senza danneggiare il paziente.

Vari gruppi di ricercatori hanno dimostrato che I’'immunita antitumorale
puo essere potenziata fornendo i segnali costimolatori necessari per
I’attivazione dei precursori CTL. Vari studi suggeriscono che cellule
tumorali trasfettate con la molecola B7 possano essere utilizzate per indurre
una risposta CTL in vivo. (50)

Un altro possibile approccio, consiste nel potenziare il differenziamento e
I’attivazione delle APC, specialmente delle cellule dendritiche.
L’isolamento e la clonazione dei vari geni delle citochine ne hanno
facilitato la produzione su larga scala. Questo ha permesso lo sviluppo di
numerosi studi clinici e sperimentali basati sull’impiego di citochine
ricombinanti per potenziare la risposta immunitaria antitumorale. Tra le
citochine studiate per I’immunoterapia dei tumori si possono ricordare IFN-
a, IFN-B, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, GM-CSF e TNF. Sebbene
questi studi abbiano dato risultati incoraggianti, rimangono molti ostacoli al
loro uso clinico.

Prima di tutto, infatti, alcune citochine hanno wun’azione tra loro

antagonista. E’ possibile quindi che una citochina destinata a potenziare un
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compartimento della risposta immunitaria possa in realta determinare una
soppressione. Un’altra grave difficolta ¢ data dalla necessita di
somministrare le citochine in modo loco-regionale; infatti la
somministrazione sistemica produce in alcuni casi conseguenze gravi. (51,
52) In molte forme di cancro sono stati sperimentati anticorpi monoclonali
rivolti verso vari antigeni tumorali, spesso coniugati a potenti tossine; tali
anticorpi si legano al bersaglio cellulare, attivando i meccanismi effettori
dell’ospite (quali fagociti o il sistema del complemento), o veicolando le
tossine all’interno della cellula neoplastica. Uno di questi anticorpi, diretto
contro i prodotti dell’oncogéne HER-2/neu ( espresso in maniera abnorme
in alcune forme di carcinoma mammario), ¢ attualmente utilizzato in queste
forme di neoplasia.

Molte strategie innovative di immunoterapia dei tumori si basano sulla
stimolazione della risposta immunitaria del paziente nei confronti delle
cellule neoplastiche. Ultimamente infatti, grande attenzione ¢ stata dedicata
alla possibilita di far crescere cellule dendritiche dal paziente (isolandone i
precursori dal sangue periferico ed espandendoli in vitro in presenza di
opportuni fattori di crescita), esporle alle cellule tumorali o agli agenti
tumorali ed utilizzarle infine come vaccini: la speranza ¢ che le cellule
dendritiche possano mimare la normale via di cross-priming,
sensibilizzando 1 CTL nei confronti del tumore. (53, 54, 55)

Un altro approccio si basa sull’utilizzo di plasmidi contenenti cDNA
codificanti antigeni tumorali: I’inoculo del plasmide porta all’espressione
del cDNA nelle cellule dell’ospite, tra cui le APC che hanno internalizzato
il plasmide, che producono cosi I’antigene tumorale e lo presentano ai

linfociti T, inducendo una risposta specifica verso il tumore.
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METODI
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Topi

Topi C57B1/6 e Balb/c femmine (6-8 settimane) sono stati ottenuti dalla
Charles River Breeding Laboratories (Calco, Italia). Topi transgenici per un

epitopo di OVA (TCR/EP OVA) DOI11.10 (6-8 settimane) sono stati
acquistati dalla Jackson Service. Tutti gli animali sono stati allevati presso

la stabulario dell’Universita di Tor Vergata a Roma e trattati in accordo con

le linee guida della Comunita Europea.

Linee cellulari tumorali

La linea cellulare tumorale EL-4 H-2° ¢ la linea EG7 trasfettata con OVA

sono state ottenute da American Type Culture Collection (Manassan, VA).

Per ciascun esperimento una aliquota di EG7-OVA ¢ stata scongelata e le
cellule, mantenute in presenza di RPMI 1640 medium (Invitrogen life
technologies), 10% FCS (Invitrogen life technologies), glutammina
(Euroclone), penicillina e streptomicina (BioWhittker), sono state passate
ogni due giorni con aggiunta di 400 pg/ml di neomicina (G418) per

mantenere la selezione del transgene.

Le cellule sono state isolate per ogni esperimento durante la fase log di
crescita e 2,5 x 10° sono state inoculate sotto cute (s.c.) nel fianco destro di

topi C57BI/6 riceventi.

I tumori sono diventati visibili gia dopo una settimana dall’inoculo delle

cellule EG7-OVA.
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Misura del tumore

Ogni due giorni veniva determinata la crescita tumorale misurando 1 due
assi perpendicolari della massa tumorale con 1’utilizzo di un calibro. La
misura della grandezza del tumore & stata calcolata moltiplicando le

lunghezze misurate.

I topi con diametro tumorale maggiore di 19 mm venivano sacrificati.

Citofluorimetria

Gli antigeni di superficie cellulare sono stati caratterizzati con un protocollo

di staining standard.

Brevemente, le cellule (1 x 10°) sono state incubate con gli appropriati
mAbs coniugati ai fluorocromi per 20 min a 4°C, lavate in PBS 1X e fissate

per 5’ a temperatura ambiente con 1% di paraformaldeide.
Gli anticorpi utilizzati, tutti della BD Pharmingen, sono stati i seguenti:

anti CD-4, anti CD-8, anti CD-25, anti CD-11c e anti IL-2 ,streptavidina.
Per la caratterizzazione delle cellule T CD4"CD25Foxp3™ le sospensioni
cellulari sono state lavate e incubate con anticorpi anti CD4 e anti CD25 per
20 min a 4°C prima della permeabilizzazione ed incubazione con 1’

anticorpo anti Foxp3 (FJK-16s; Bioscience) per 30 min a 4°C, secondo il

protocollo del produttore.

Le sospensioni cellulari sono state incubate ex vivo per Sh con PMA (50

ng/mL) e ionomicina (500 ng/mL) in presenza di brefeldina A (10 pg/mL;
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Sigma-Aldrich). Successivamente sono state lavate e permeabilizzate con
saponina 0,5% , BSA 0,5% in PBS prima dello staining intracellulare con

mAb o—mouse IL-2 coniugato al fluorocromo alloficocianina (APC).

Per gli esperimenti di immunoterapia, linfociti T CD4" isolati dalla milza di
topi DO11.10 TCR/EP OVA sono stati marcati con CFSE 5uM (Molecular

Probes) per 5’ a temperatura ambiente.

Per tutti gli esperimenti, le cellule marcate sono state analizzate mediante
un FACSCalibur (BD Bioscience). L’analisi dei marker ¢ stata effettuata

utilizzando il programma CellQuest (BD Bioscience).

Chemio-immunoterapia

CTX (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ¢ stata diluita in soluzione
fisiologica ed inoculata introperitoneo (i.p.). Se non diversamente
specificato, ¢ stata usata una concentrazione di 100 mg/Kg, dose non tossica

per gli animali.

4-5 h dopo il trattamento chemioterapico i topi Balb/c o C57Bl/6 wild type
sono stati inoculati intravena (i.v.) con 200 pl di linfociti T CD4* DO11.10
TCR/EP OVA CFSE".

Purificazioni cellulari

Tutte le sottopopolazioni cellulari sono state purificate mediante un sistema

di biglie immunomagnetiche (Milteny Biotec) secondo il protocollo del
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produttore. Gli splenociti sono stati lavati in soluzione salina e privati degli
eritrociti mediante lisi osmotica.

Le cellule T CD4" sono state purificate usando un MACS MultiSort kit.
L’analisi al citofluorimetro della popolazione cosi ottenuta ¢ risultata essere

pura al 95% - 99%.

Saggio di proliferazione

Linfociti T CD4" DO11.10 TCR/EP OVA purificati da linfonodi inguinali e
ascellari sono stati messi in coltura per 3 giorni in piastre da 96 well a fondo

tondo (Corning; Costar) in presenza di concentrazioni crescenti del peptide

OVA.

La proliferazione cellulare ¢ stata misurata dopo almeno 4h di coltura in
presenza di timidina triziata [3H]TdR utilizzando il Matrix 96 Direct Beta

Counter (Packard).

Titolazione delle citochine

Le citochine sono state titolate analizzando i sopranatanti delle colture
mediante ELISA (Endogen minikit e R&D systems). E’ stata aggiunta
Avidina perossidasi (Sigma-Aldrich) e successivamente il substrato ABTS
(Kirkegaard & Perry Laboratories). L. assorbanza ¢ stata misurata a 405

nm.
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Analisi statistica

Gli esperimenti mostrati sono stati ripetuti almeno tre volte. Ogni valore
rappresenta la media di 3 punti sperimentali, per i quali ¢ stata calcolata la
deviazione standard dalla media. La deviazione standard del rapporto tra le
medie ¢ stata calcolata secondo la formula di Finney (56) ed ¢ risultata <

0.03 %.
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RISULTATI
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1. EFFETTO DELLA CICLOFOSFAMIDE SUL MICROAMBIENTE
CELLULARE

Il primo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di valutare I’effetto del
farmaco chemioterapico ciclofosfamide (CTX) sul microambiente cellulare
dell’organismo.

La CTX ¢ un pro-farmaco che in vivo deve essere metabolizzato nel fegato
in 4-idroperossiciclofosfamide per divenire attivo.

La fig. 4 illustra gli effetti di un singolo inoculo di CTX in topi C57B1/6 sul
numero assoluto di cellule nella milza a differenti intervalli di tempo dopo il
trattamento con il farmaco.

E evidente una netta diminuzione, gia solo 4-5 h dopo il trattamento, del
numero assoluto delle cellule che tende a ritornare a livelli normali 10 giorni
dopo il trattamento.

Tale effetto chiamato “fenomeno di rebound” ¢ la conseguenza della
linfopenia indotta dal farmaco ed ¢ stato ipotizzato che possa essere
accompagnato dalla produzione di fattori di crescita per le cellule

progenitrici. (47)
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Figura 4. Effetto della ciclofosfamide sul numero assoluto delle cellule.

(A) Topi femmine C57Bl/6 wild type di 6-8 settimane hanno ricevuto un singolo inoculo i,
(100mg/Kg) o PBS (O , M rispettivamente). 5h, 4,7 e 10 giorni dopo ¢ stata prelevata la milze
effettuata la conta cellulare.

(B) Rappresentazione in scala logaritmica della variazione del numero assoluto di cellule.

(M controllo, O CTX).
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2. EFFETTO DELLA CICLOFOSFAMIDE SULLE POPOLAZIONI
CELLULARI

Il passo successivo ¢ stato quello di valutare se la linfodeplezione indotta
dalla CTX potesse essere associata con un effetto di deplezione delle
popolazioni cellulari negli organi linfoidi periferici murini.

A questo scopo, topi C57Bl/6 sono stati inoculati con PBS o con CTX (100
mg/Kg) e a tempi diversi dopo il trattamento farmacologico sono stati
prelevati milza, linfonodi e timo.

La dose del farmaco chemioterapico ¢ in accordo con precedenti studi di
valutazione della tossicita.

Per esaminare quali sotto-popolazioni linfoidi fossero influenzate dal
trattamento con CTX, le sospensioni cellulari della milza, dei linfonodi e del
timo sono state analizzate usando i marker delle cellule T e B. (Fig. 5, 6)

Le cellule della milza nei topi di controllo sono il 16% dei CD4" e il 10%
dei CD8". Nei topi inoculati con CTX, dopo 4 giorni dal trattamento, la
percentuale delle cellule T CD4" e CD8" aumenta al 26% e 17%
rispettivamente.

La stessa situazione si verifica a livello dei linfonodi in cui la CTX induce,
rispetto al controllo, un aumento del 50% sia delle cellule CD4" che delle
CDS8". (Fig. 5 A, B)

Situazione opposta si osserva invece per la popolazione delle cellule B
CD19".

Infatti, si ha una riduzione a 4 giorni dal trattamento della percentuale di
questa popolazione di circa il 20% nella milza e del 70% nei linfonodi. (Fig.
50)

Anche I’analisi delle popolazioni cellulari nel timo di topi trattati ha

evidenziato un aumento della percentuale sia dei CD4"CDS8" che dei CD4
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CD8" (circa 30% e di 6,5 volte, rispettivamente) e una diminuzione dei
CD4"CD8" di circa il 47%. (Fig. 6)

La fig. 7 mostra 1 valori assoluti delle popolazioni cellulari T e B negli
organi linfoidi periferici. Il numero totale sia delle cellule T CD4" che CD8"
subisce una riduzione, ben evidente gia solo dopo 2 giorni dal trattamento
farmacologico, sia nella milza che nei linfonodi. Tuttavia una piu drastica
diminuzione si osserva per le cellule B CD19".

Situazione similare si osserva nel timo.

Quindi, la CTX influenza le tre sottopopolazioni linfoidi, suggerendo una
deplezione delle cellule T e B indotta dal farmaco dimostrabile 48h dopo un

singolo inoculo.
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Figura 5. Alterazione della distribuzione cellulare in seguito alla somministrazione della
ciclofosfamide.

Topi femmine C57BV/6 wild type di 6-8 settimane hanno ricevuto un singolo inoculo ip. di CTX
(100mg/Kg) o PBS. 2, 4, 7, 9, e 12 giorni dopo sono stati prelevati milza, linfonodi e la percentuale di
cellule T CD4* (A), T CD8*(B), B CD19* (C) ¢ stata identificata mediante analisi citofluorimetrica,
come descritto nei materiali e metodi.
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Figura 6. Alterazione della distribuzione cellulare in seguito alla somministrazione della
ciclofosfamide.

Topi femmine C57BV/6 wild type di 6-8 settimane hanno ricevuto un singolo inoculo ip. di CTX
(100mg/Kg) o PBS. 2,4,7,9, e 12 giorni dopo ¢ stato prelevato il timo e la percentuale di cellule T CD4*
CDS8(A), T CD4CD8*(B), e CD4*CD8* (C) ¢ stata identificata mediante analisi citofluorimetrica, come
descritto nei materiali e metodi.
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3.EFFETTO DELLA CICLOFOSFAMIDE SULLE CELLULE T
REGOLATORIE

La prevalenza delle cellule T linfoidi CD4" che co-esprimono la catena
o del recettore per I’interleuchina 2 (CD25) ¢ stata determinata mediante
tripla marcatura e analizzata mediante analisi citofluorimetrica.

La percentuale di tali cellule ¢ rispettivamente del 10% e del 9% nella milza
e nei linfonodi dei topi di controllo ma diminuisce del 40% nella milza e del
70% nei linfonodi raggiungendo un minimo al 4 giorno dal trattamento
farmacologico. (Fig. 8 A, B)

Situazione opposta si osserva nel timo dei topi trattati dove la percentuale
delle cellule T CD4"CD25"Foxp3* subisce un incremento di 3 volte rispetto
ai topi inoculati solo con soluzione fisiologica. (Fig. 8 C)

La fig. 9 mostra I’effettiva riduzione indotta dalla CTX del numero assoluto
delle cellule T CD4*CD25" Foxp3* riguardante gli organi linfatici periferici.
Quindi, la ciclofosfamide ha indotto la drastica deplezione delle cellule Treg
negli organi periferici. Tuttavia, in risposta a questa diminuzione si osserva

I’aumento del loro numero nel timo cosi da ristabilire I’omeostasi periferica.
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Figura 8. Alterazione della percentuale delle cellule Treg in seguito alla somministrazione della
ciclofosfamide.

Topi femmine C57BV/6 wild type di 6-8 settimane hanno ricevuto un singolo inoculo ip. di CTX
(100mg/Kg) o PBS.

La percentuale di cellule T CD4*CD25*Foxp3* ¢ stata determinata mediante analisi citofluorimetrica, come
descritto nei materiali e metodi, 2, 4, 7, 9, e12 giorni dopo. (A) milza, (B) linfonodi, (C) timo.
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4. ANALISI DELLE SOTTOPOPOLAZIONI DI CELLULE
DENDRITICHE

Le cellule dendritiche murine spleniche sono state classificate in tre subset:
CD8'CD4, CD8CD4", e CD8'CD4". Per il ruolo critico di queste cellule
nell’induzione delle risposte immuni, in questo lavoro ¢ stato analizzato
I’effetto del trattamento chemioterapico anche su questi subset cellulari.

La sospensione cellulare splenica ¢ stata marcata con gli anticorpi CDl1c,
CD4 e CD8 e la percentuale delle diverse popolazioni di cellule dendritiche
¢ stata analizzata sul totale delle CD11c".

La fig. 10 evidenzia che non esiste un sostanziale cambiamento nella
percentuale delle cellule CD4CD8 e CD4CD8" nei topi che hanno
ricevuto un singolo inoculo del farmaco. (A, B)

Solo la percentuale riguardante la popolazione delle cellule CD4"CD§
subisce una riduzione, rispetto ai topi non trattati, al 4 giorno dal

trattamento. (C)

5. RIDUZIONE DI CELLULE IL-2* DOPO TRATTAMENTO
FARMACOLOGICO

Recentemente, numerosi studi hanno dimostrato che una fondamentale
funzione dell’interleuchina 2 in vivo sia quella di mantenere I’omeostasi e le
funzioni regolatorie delle cellule T CD4"CD25" Foxp3™.

Ci siamo chiesti, quindi, se la diminuzione delle cellule Treg in topi trattati
con CTX (fig. 9) potesse esser correlata ad una diminuzione dei livelli di IL-
2.

A questo scopo, gli splenociti isolati da topi di controllo e da topi trattati con

100mg/Kg di CTX sono stati stimolati ex vivo con PMA, IONO e
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breferildina A per 5Sh a 37 °C e marcati per I’analisi in citofluorimetria della
produzione di IL-2 da parte delle cellule T CD4". (Fig. 11 A)

Il grafico in figura 11 B evidenzia una diminuzione indotta dal farmaco
(circa il 60%) della percentuale delle cellule T CD4 IL-2" evidente gia dopo
48h I’inoculo per raggiungere il valore minimo nei 5 giorni successivi.
Questi risultati possono quindi almeno in parte spiegare 1’abbassamento,
evidenziato dai precedenti risultati, del numero delle cellule Treg

CD4"CD25" Foxp3™.
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Figura 10. Analisi delle sottopopolazioni di cellule dendritiche in seguito alla somministrazione della
ciclofosfamide.

Topi femmine C57Bl/6 wild type di 6-8 settimane hanno ricevuto un singolo inoculo ip. di CTX
(100mg/Kg) o PBS. 2, 4, 7, 9 e 12 giorni dopo ¢ stata analizzata la percentuale di cellule spleniche CD4
CD8&(A), CD4CD8* (B), e CD4*CD8 (C) mediante analisi citofluorimetrica (gate su CD11c*), come
descritto nei materiali e metodi.
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Figura 11. Riduzione della percentuale di cellule IL-2* dopo trattamento farmacologico.

Gli splenociti isolati da topi trattati con 100mg/Kg di CTX o di PBS sono stati stimolati in vitro con PMA
e ionomicina per 5h ad una temperatura di 37 °C. La produzione di IL-2 secreta dai linfociti T CD4* ¢
stata effettuata mediante analisi al citofluorimetro dopo marcatura con mAb anti CD4-PerCp e IL-2 APC
(A).

(B) Riduzione della percentuale di IL-2 prodotta dai linfociti T CD4* dopo 2, 4, 7, 9 e 12 giorni dopo
I'inoculo di CTX.
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6. DESTINO DI CELLULE T ADOTTIVAMENTE TRASFERITE
DOPO TRATTAMENTO CON CTX

Numerosi studi hanno mostrato forti effetti sinergici nella combinazione
della terapia con CTX e il trasferimento adottivo di cellule T nell’inibizione
della crescita tumorale nei topi.

In questo studio, ¢ stato usato il trasferimento adottivo di una popolazione di
cellule T CD4", transgenica per un TCR specifico per un epitopo di OVA
albumina (T CD4" DO11.10, Tg TCR/EP OVA), dopo trattamento con
ciclofosfamide in topi Balb/c wild type per far luce sul destino di queste
cellule in topi trattati con il farmaco chemioterapico.

Le cellule T CD4" DO11.10 sono state isolate da topi Balb/c Tg TCR/EP
OVA mediante separazione immunomagnetica e inoculate in topi Balb/c
wild type precedentemente trattati con CTX.

La popolazione delle cellule Tg ¢ stata identificata, in tempi diversi dal
trattamento, mediante anticorpo monoclonale specifico per un determinante
antigenico del TCR. (Fig. 12)

Come illustra la fig. 13 A, la percentuale delle cellule T CD4" DO11.10 &
piu alta negli organi linfoidi periferici di topi trattati rispetto ai NT (non
trattati, cioe topi che non hanno ricevuto 1’inoculo della CTX) (milza: 0,4%,
0,1%; linfonodi: 0,7%, 0,2% rispettivamente).

Tale incremento, ben evidente 4 giorni dopo il trattamento, tende poi a
diminuire nei tempi successivi.

Se ne deduce quindi, che il trattamento con ciclofosfamide puod
efficientemente promuovere la sopravvivenza e 1’homing delle cellule
trasferite adottivamente sia nella milza che nei linfonodi. Al contrario, in
assenza del trattamento con CTX le cellule Tg sono incapaci di migrare

negli organi linfoidi secondari degli animali riceventi.
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Questo fenomeno pud essere, almeno in parte, spiegato dalla condizione di
linfopenia indotta dalla ciclofosfamide.

Interessante ¢ anche il numero totale delle cellule Tg nei topi pre-trattati che
risulta maggiore rispetto ai NT. (Fig. 13 B)

L’aumentato numero dei linfociti T DO11.10 che si osserva nella milza e
nei linfonodi dei topi trattati con ciclofosfamide potrebbe esser dovuto alla
proliferazione cellulare.

A tal fine, i linfociti Tg sono stati precedentemente marcati con CFSE e
successivamente inoculati. La proliferazione ¢ stata analizzata mediante
analisi citofluorimetrica.

La fig. 14 mostra che negli animali trattati con il farmaco chemioterapico 1
linfociti trasferiti adottivamente non presentano nessun ciclo di
proliferazione in nessun tempo preso in esame.

In conclusione, i risultati suggeriscono che 1’aumento osservato delle cellule
T Tg ¢ da attribuirsi esclusivamente al loro homing verso gli organi

secondari.
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Figura 12. Disegno sperimentale del trasferimento adottivo di linfociti antigene specifici in topi pre-
trattati con CTX.
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Figura 13. Effetto del trattamento con ciclofosfamide sull’zoming di linfociti adottivamente trasferiti

verso gliorgani linfoidi secondari.

(A) Topi Balb/c wild type sono stati trattati con PBS o con CTX e 5h dopo il trattamento sono stati inoculati
i.v.con linfociti T antigene specifici (DO11.10). La percentuale di linfociti T DO11.10 ¢ stata analizzata al
citofluorimetro in tempi diversi. (O) controllo, (@) inoculo CTX. (B) Analisi del valore assoluto dei linfociti

T antigene specifici.
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Figura 14. Proliferazione di linfociti T DO11.10.

I linfociti T DO11.10 precedentemente marcati con il CFSE sono stati trasferiti i.v. in topi riceventi Balb/c
wild type inoculati Sh prima con PBS o CTX.

La proliferazione cellulare dei linfociti antigene specifici & stata valutata dopo 1, 4,7 e 10 giorni.
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7. STIMOLAZIONE DELLE CELLULE T ANTIGENE SPECIFICHE
IN VITRO

Dopo aver osservato che la CTX promuove 1’homing verso gli organi
linfoidi periferici di cellule adottivamente trasferite, ¢ stata verificata la loro
attivazione dopo immunizzazione in vivo con 1’antigene OVA e successiva
stimolazione in vitro con il peptide 323-329 di OVA.

Solo le cellule Tg TCR/EP OVA possono riconoscere ed attivarsi in
conseguenza dell’incontro con I’antigene verso cui sono specifiche.

Come per 1’esperimento precedente, le cellule T CD4" DO11.10 sono state
isolate e inoculate in topi riceventi Balb/c wild type trattati nelle Sh
precedenti con 100mg/Kg di CTX o con soluzione fisiologica.

Dopo 2, 4 o 7 giorni 1 topi sono stati immunizzati b.t. con 1’antigene OVA
emulsionato in adiuvante incompleto di Freund (IFA) e 7 giorni successivi
all’immunizzazione & stata analizzata mediante marcatura con anticorpi
monoclonali e analisi al citofluorimetro la percentuale delle cellule
trasferite. (Fig. 15 A)

Come atteso, si osserva un aumento della percentuale delle cellule Tg, dopo
immunizzazione con OVA + IFA, nei linfonodi inguinali rispetto ai
linfonodi di controllo (ascellari) e alla milza. Tale popolazione cellulare
tende poi a decrescere nel corso del tempo, per meccanismi apoptotici, per
I’assenza dell’antigene verso cui sono responsive.

Il recupero dei linfociti T DO11.10 dai linfonodi dei topi trattati
farmacologicamente risulta maggiore rispetto ai linfonodi dei topi di
controllo. (Fig. 15 B)

Successivamente ¢ stata valutata in vitro I’attivazione delle cellule trasferite.
A questo scopo, ¢ stato effettuato un saggio di proliferazione cellulare in cui

1 linfociti T isolati dai linfonodi inguinali e ascellari di topi trattati o non
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sono stati stimolati in vitro per 3 giorni con concentrazioni diverse del
peptide OVA.

Attraverso incorporazione di timidina triziata ¢ stata valutata la
proliferazione delle cellule Tg.

Non si osservano differenze nella proliferazione dei linfociti derivanti dai
linfonodi ascellari di entrambi i gruppi sperimentali; al contrario, una
maggior proliferazione si evidenzia dopo stimolazione antigenica delle
cellule isolate dai linfonodi inguinali di topi trattati con ciclofosfamide.
(Fig. 16)

Mediante saggio ELISA ¢ stato poi possibile valutare 1’attivazione cellulare,
oltre che in termini di proliferazione, anche in termini di secrezione
citochinica.

I risultati in fig. 17 e 18 evidenziano un notevole aumento indotto dalla
CTX della secrezione sia di IL-2 (ai 2gg; pannello A) che di IFN-yin tutti i
tempi successivi all’immunizzazione antigenica.

In conclusione, si puo affermare che il pre-trattamento con ciclofosfamide
induce un ambiente che pud condizionare sia i linfociti dell’animale
ricevente che quelli del donatore ma ¢ particolarmente efficiente nel
promuovere la proliferazione/espansione dei linfociti antigene specifici.

Inoltre, in un animale trattato con CTX 1 linfociti trasferiti sono competenti

a rispondere alla stimolazione antigenica sia in vivo che ex vivo.
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Figura 15. Aumento indotto dalla CTX delle cellule transgeniche trasferite e immunizzazione
antigenica.

(A) Disegno sperimentale del trasferimento adottivo e dell’attivazione di linfociti T.

(B) 5h dopo I'inoculo di 100mg/Kg di CTX/PBS ¢ stato effettuato il trasferimento adottivo di linfociti T
DO11.10. I topi sono stati suddivisi in diversi gruppi sperimentali e sono stati immunizzati b.t. con
I’antigene OVA emulsionato in IFA a 2 (0O), 4 (W), 7 (8) giorni dal trattamento farmacologico.

Dopo 7 giorni dall’immunizzazione, sono stati prelevati gli organi linfoidi periferici, milza e linfonodi
(ascellari e inguinali) ed ¢ stata valutata la percentuale dei linfociti trasferiti dopo marcatura con mAb anti
DO11.10 PE e analisi al citofluorimetro.
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Figura 16. Proliferazione indotta dalla CTX delle cellule trasferite.

Linfociti T DO11.10 isolati dai linfonodi ascellari (B) ed inguinali (C) di topi di controllo (©0) e di topi
trattati con CTX ( @), entrambi precedentemente immunizzati con I’antigene OVA, sono stati messi in
coltura in presenza di concentrazioni diverse del peptide OVA (323-329) o in presenza del medium come
controllo (Md).Dopo 3 giorni di coltura ¢ stata valutata la proliferazione cellulare mediante incorporazione
di timidina triziata [3H] TdR.
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Figura 17. Analisi della secrezione citochinica.

In presenza o in assenza dell’antigene OVA (0,1 pg/mL el pg/mL) i sovranatanti della coltura, dei linfociti
T DO11.10 isolati dai linfonodi inguinali di topi di controllo (barra bianca) o di topi inoculati con CTX
(barra nera) sono stati saggiati per la secrezione di IL-2 attraverso saggio ELISA dopo 2 (A), 4 (B) e 7 (C)
giorni dopo il trattamento con CTX.
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Figura 18. Analisi della secrezione citochinica.

In presenza o in assenza dell’antigene OVA (0,1 pg/mL el pg/mL) i sovranatanti della coltura, dei linfociti
T DO11.10 isolati dai linfonodi inguinali di topi di controllo (barra bianca) o di topi inoculati con CTX
(barra nera) sono stati saggiati per la secrezione di IFN-y attraverso saggio ELISA dopo 2 (A), 4 (B) e 7 (C)
giorni dopo il trattamento con CTX.
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8. EFFETTO DELLA CICLOFOSFAMIDE IN PRESENZA DI
CELLULE TUMORALI

La fig. 19 A, B mostra, dopo inoculo s.c. nel fianco destro di topi C57B1/6
di2,5x 10° cellule tumorali EG7-OVA, la cinetica della crescita tumorale.
Gli effetti drammatici che risultano ben evidenti gia dopo circa una
settimana dall’unico inoculo diventano ancora pil consistenti nei 13 giorni
successivi il trattamento dove la massa tumorale raggiunge circa 1 20 mm di
diametro.

A conferma di precedenti studi, una singola iniezione i.p. di CTX (80
mg/Kg) riduce significativamente la massa tumorale di circa il 75% (20
mm’ ¢ 5 mm® la massa tumorale dei topi non trattati e inoculati con CTX
rispettivamente). Tuttavia il tumore continua a progredire. (Fig. 19 C)
Quindi, CTX da sola induce una notevole inibizione della crescita tumorale
in questo modello sperimentale, sebbene tutti i topi trattati muoiono per
metastasi.

Interessante ¢ stato valutare successivamente 1’effetto della ciclofosfamide
sulle popolazioni cellulari in presenza del tumore.

A tale scopo, 6, 12 e 16 giorni dopo I’inoculo di EG7-OVA in assenza o in
presenza di CTX (Fig. 20) 1 topi sono stati sacrificati e sono stati analizzati:
milza, linfonodi inguinali e linfonodo drenante la massa tumorale.

La percentuale delle popolazioni di cellule T CD4* e T CD4 Foxp3" & stata
valutata, come per gli esperimenti precedenti, mediante marcatura con mAb
specifici per la popolazione cellulare in esame ed analisi al citofluorimetro.
In funzione della crescita tumorale si osserva una diminuzione dei linfociti
T CD4" nel linfonodo drenante, mentre nessuna o una piccola diminuzione

si osserva nella milza e nel linfonodo inguinale opposto. (Fig. 20)
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Dopo trattamento con CTX, la percentuale dei linfociti T CD4" aumenta
fino ad arrivare livelli paragonabili al controllo in tutti gli organi presi in
esame.

L’analisi della popolazione di cellule ad attivita regolatoria non evidenzia
nessuna variazione del loro numero nella milza e nei linfonodi (opposto e
drenante). (Fig. 20) Tuttavia, in presenza di CTX se ne osserva una modesta
riduzione. (Fig. 20)

I dati riguardanti le popolazioni cellulari presenti nella massa tumorale
mostrano un consistente aumento della percentuale delle cellule CD4" in
funzione della crescita tumorale (fig. 21B), con una percentuale elevata di
cellule Treg. (Fig. 21C)

Tuttavia seppure la percentuale di cellule Treg della massa tumorale non
diminuisce dopo il trattamento con il chemioterapico, il numero assoluto

delle cellule Treg nel tumore subisce una notevole riduzione. (Fig. 21D)
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Figura 19. Effetto della ciclofosfamide sulla crescita tumorale.

Topi C57B/6 wild type di 6-8 settimane sono stati inoculati s.c. con 2,5 x 10° cellule EG7-OVA.

(A) Media della crescita tumorale di topi inoculati con cellule EG7-OVA.

(B) Crescita della massa tumorale in assenza ( ®) o dopo iniezione di CTX ( © ) al 17° giorno (18mm?)
dopo I’inoculo del tumore.
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Negli ultimi anni sono stati fatti numerosi progressi nella comprensione
delle basi molecolari e cellulari delle risposte immuni anti-tumorali mediate
dalle cellule T. Sia le cellule T CD8" che CD4" sono state identificate
come potenti effettori della risposta immune contro il tumore, tuttavia per
quest’ultima  popolazione cellulare le loro funzioni possono essere
molteplici in quanto possono sia ostacolare che aiutare le risposte immuni
anti-tumorali. (57, 58)

I recenti progressi della ricerca hanno aperto nuove prospettive per strategie
di immunoterapia del cancro innovative e piu efficaci. Tuttavia il successo
di terapie su base immunologica ¢ ancora limitato dalla bassa percentuale di
pazienti in cui si osservano risposti cliniche efficaci e durevoli. (51)

La mancanza di evidenti risposte cliniche contro le cellule tumorali
sottolinea sia la necessita di migliorare i vaccini attualmente in uso sia di
sviluppare strategie alternative immunoterapeutiche per il trattamento dei
tumori metastatici.

Negli ultimi tempi molte attenzione ¢ stata data all’immunoterapia adottiva
come possibile strategia per il trattamento dei tumori. L’interesse per questo
approccio terapeutico deriva da numerosi studi che descrivono con successo
I’immunoterapia adottiva mediata da linfociti T trasferiti adottivamente in
modelli tumorali murini.

E stato ampiamente osservato nel topo che la deplezione di cellule del
sistema immune prima del trasferimento adottivo migliora 1’efficacia anti-
tumorale delle cellule trasferite adottivamente determinando la regressione
del tumore. Numerosi studi hanno mostrato che vari trattamenti non
mieloablativi cosi come I’irradiazione (59) possano modulare la risposta
immune ed incrementare I’attivita anti-tumorale dei linfociti adottivamente

trasferiti attraverso un processo conosciuto come proliferazione omeostatica.
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E ampiamente accettato che gli agenti chemioterapici possono avere
molteplici effetti sia sulle cellule immuni che non immuni dell’ospite e
questa azione puo essere rilevante per l’induzione di una risposta anti-
tumorale. (60)

Tra queste ¢ stata ampiamente studiata la ciclofosfamide (CTX), un agente
alchilante largamente utilizzato per il trattamento di tumori cosi come per
disordini autoimmuni e linfoproliferativi. Tuttavia, i meccanismi attraverso
cui la CTX agisce non sono ben noti.

Da un lato la CTX potrebbe agire come un convenzionale farmaco anti-
tumorale influenzando la proliferazione delle cellule tumorali, dall’altro
potrebbe presentare effetti immunomodulatori che possono avere un
importante ruolo nella risposta contro il tumore. La combinazione della
linfodeplezione dovuta al trattamento chemioterapico seguita dal
trasferimento adottivo di linfociti T ¢ stata valutata nelle fasi I/II dei trials
clinici e si ¢ dimostrato mediare una consistente regressione del tumore in
pazienti con melanoma metastatico. (61, 62)

Le cellule CD4"CD25" Treg sono una sottopopolazione di linfociti T la cui
funzione ¢ quella di regolare la risposta immunitaria prevenendo i possibili
danni secondari dovuti ad un’eccessiva risposta infiammatoria.

La stretta relazione tra autoimmunita e immunita tumorale suggerisce che le
cellule Treg possano avere un ruolo cruciale nella tolleranza delle cellule T
verso gli antigeni tumorali. (63, 64)

Recenti ricerche hanno dimostrato che I’immunomodulazione mediata dalle
cellule Treg ¢ uno dei meccanismi predominanti di evasione del sistema
immune da parte del tumore ed il principale ostacolo per I’immunoterapia

tumorale. (33, 65) Le cellule CD4"CD25" Treg interferendo con la
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generazione di una duratura immunita anti-tumorale, rappresentano un
bersaglio chiave nelle nuove strategie contro il cancro. (66)

A partire da queste evidenze siamo andati a valutare in primo luogo ’effetto
del farmaco chemioterapico ciclofosfamide sulle cellule del sistema
immunitario. E stato dimostrato come questo farmaco riduce il numero
assoluto delle cellule sia nella milza che nei linfonodi: un singolo inoculo di
CTX ¢ sufficiente, gia 2 giorni dopo, ad indurre una profonda linfodeplezione
negli organi linfoidi periferici che coinvolge le cellule T CD8*, T CD4" e B
CD19*. E ben noto in letteratura che la chemioterapia, cosi come
I’irradiazione, possa indurre linfodeplezione che ¢ poi seguita dalla
espansione delle cellule restanti in periferia per il ripristino del pool originale.
(67)

Sebbene siano stati suggeriti molti meccanismi per spiegare 1 attivita
immunomodulatoria della CTX non si ¢ ancora riusciti a capire in che
maniera il farmaco possa influenzare anche la popolazione delle cellule Treg.
Dai nostri risultati si evidenzia una netta diminuzione indotta dal farmaco
chemioterapico della popolazione di cellule T CD4"CD25"Foxp3" nella
milza e nei linfonodi.

Dopo 4 giorni, tuttavia, si osserva una reazione compensativa da parte del
timo in cui una maggiore percentuale di queste cellule vengono generate in
concomitanza della loro diminuzione in periferia.

I dati mostrano quindi che il trattamento con il farmaco CTX determina un
diverso effetto citotossico su queste cellule.

Dalla letteratura € noto che uno dei principali ruoli della IL-2 in vivo sia
quella di contribuire alla produzione, omeostasi e la funzione delle cellule

Treg. Si ¢ cercato quindi di capire se la diminuzione del numero di Treg
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osservata potesse esser dovuta in qualche modo ad una alterazione nei
meccanismi di controllo omeostatici.

I risultati mostrano che una delle possibili cause della diminuzione del
numero delle cellule T CD4"CD25'Foxp3* in periferia deriva, dopo
trattamento con il farmaco, dalla diminuzione della percentuale di cellule T
CD4" che producono IL-2. Nessun cambiamento significativo si riscontra
invece per le popolazioni di cellule dendritiche.

Da cid si puo dedurre che, mentre la ciclofosfamide determina un effetto
citotossico diretto per le popolazioni di cellule T e B il suo effetto sulle
cellule ad attivita regolatoria risulta essere indiretto, per meglio dire
dipendente dalla popolazione di cellule T.

Esperimenti di deplezione aventi lo scopo di identificare le popolazioni
cellulari responsabili dell’attivita antitumorale hanno mostrato che le cellule
T CD4" sono essenziali per il completo rigetto del tumore. Questi esperimenti
forniscono la spiegazione del fallimento della maggior parte delle strategie di
chemio-immunoterapia inizialmente basate sulla infusione di cellule T CDS8".
(68)

Poco ¢ conosciuto circa il destino delle cellule adottivamente trasferite.
Dummer e colleghi (5§9) hanno mostrato che le cellule dei linfonodi trasferite
in animali singenici possono migrare negli organi linfoidi secondari e nel
tumore solo in topi irradiati.

In questo lavoro abbiamo mostrato che il trattamento con ciclofosfamide pud
efficientemente promuovere la sopravvivenza delle cellule adottivamente
trasferite e il loro homing verso la milza e i linfonodi.

I nostri esperimenti mostrano che almeno due meccanismi sono responsabili

della sopravvivenza e dell’ homing cellulare: 1’'induzione di linfopenia che
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produce ‘“‘spazio” entro il compartimento linfoide e I’indiretta attivita
citotossica delle cellule Treg. (69)

Una importante questione ¢ se le cellule trasferite adottivamente acquisiscano
funzioni effettrici che possano successivamente portare al rigetto del tumore.
Ebbene, i nostri esperimenti in vitro e in vivo mostrano che sia la
proliferazione che I’attivazione delle cellule trasferite aumenta rendendo
queste cellule competenti a rispondere alla stimolazione antigenica.
Successivamente allo studio degli effetti immunomodulatori della CTX, si ¢
passati a valutare gli effetti del farmaco anche in presenza di cellule tumorali.
Come ¢ noto dalla letteratura, il trattamento con la ciclofosfamide riduce
notevolmente le dimensioni della massa tumorale aumentando in tal modo la
sopravvivenza degli animali.

Inoltre, a conferma dei risultati precedenti, in seguito al trattamento
chemioterapico si osserva un aumento della percentuale delle cellule T CD4"
in tutti gli organi linfoidi periferici ed in particolar modo nel linfonodo
drenante il tumore stesso.

E stato recentemente riportato che le cellule T CD4'CD25'Foxp3* si
accumulano nel sangue periferico e nel microambiente tumorale di pazienti
affetti da vari tipi di tumore. Il presente studio rafforza tali osservazioni
mostrando che I’espansione delle Treg negli organi linfoidi di animali con
tumore ¢ correlata con il volume tumorale.

E’ stato poi dimostrato che la CTX induce non solo una diminuzione delle
cellule neoplastiche, ma anche una parziale diminuzione delle cellule Treg in
particolar modo nel linfonodo drenante il tumore in seguito al richiamo e
all’attivazione delle cellule CD4".

Tuttavia nella massa tumorale la ciclofosfamide induce un comportamento

diverso.
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Infatti la percentuale delle cellule Treg non subisce variazioni rispetto alle
cellule T CD4" mentre si osserva un abbassamento della percentuale dei
linfociti CD4™ totali.

I numero assoluto delle cellule Treg infiltranti il tumore si riduce
drasticamente.

Insieme, questi risultati dimostrano che 1’espansione delle cellule Treg
durante la progressione del tumore costituisce un ostacolo al rigetto del
tumore indotto dalle cellule T e un ostacolo al raggiungimento di una efficace
immunoterapia tumorale.

La deplezione delle cellule Treg pu0 esser ottenuta attraverso un singolo
inoculo di ciclofosfamide potenziando in tal modo I’efficacia di una attiva
immunoterapia specifica per il tumore.

Questi risultati rivelano un nuovo meccanismo attraverso cui la
chemioterapia puo influenzare la risposta antitumorale di linfociti trasferiti
adottivamente e apre nuove prospettive per combinare chemioterapia e
immunoterapia in pazienti con tumore allo scopo di raggiungere risposte
cliniche ottimali.

Esperimenti successivi saranno volti a valutare il modo per aumentare la
risposta immunitaria specifica contro il tumore attraverso immunoterapia
combinata e sfruttando vaccini costituiti da cellule dendritiche presentanti

antigeni tumorali.
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Parole chiave: ciclofosfamide, cellule Treg, immunoterapia adottiva, chemioterapia, tumori.

Abbreviazioni: Ag, antigene; CFSE, -carboxyfluorescein diacetate-succinimidyl ester; CTX,
ciclofosfamide; DC, cellule dendritiche; LN, linfonodi; mAb, anticorpo monoclonale; NT, animali
non trattati; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; T DO11.10 TCR/EP OVA, cellule T transgeniche
per un epitopo dell’antigene ovalbumina (OVA); Tg, transgenico; Treg, cellule T

CD4*CD25*Foxp3™.
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