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Base di partenza e razionale

La terapia dei tumori, sviluppatasi a partire dagli anni ‘50, si basa quasi esclusivamente
sull’impiego di farmaci dotati di citotossicita diretta nei confronti della cellula tumorale.

Questo approccio riflette largamente le modalita di screenig impiegate fino a pochi anni or
sono nella ricerca di composti ad attivita antitumorale, consistenti nel testare 1’attivita
antiproliferativa di un gran numero di composti empiricamente selezionati su linee cellulari
coltivate in vitro. All’opposto, in vivo la crescita tumorale ¢ influenzata in modo determinante
dalle cellule che costituiscono il microambiente tumorale. Lo stroma co-evolve con il tumore e
concorre a formare un microambiente sfavorevole alle terapie sia dal punto di vista strutturale
sia fornendo fattori di sopravvivenza. I principali attori cellulari del microambiente tumorale
sono 1 fibroblasti dello stroma, le cellule del sistema immunitario sia innato che adattativo, e le
cellule della rete vascolare e linfatica. A questi si associano i componenti della matrice
extracellulare che hanno sia funzione strutturale che regolatoria.

La maggiore comprensione della biologia della crescita tumorale in vivo, ¢ il riconoscimento
del ruolo critico giocato dal microambiente, incoraggia oggi la ricerca di trattamenti in cui il
bersaglio non sia la cellula tumorale, ma le cellule del microambiente con funzioni di supporto.
Promettenti risultati clinici sono stati osservati in alcuni tumori umani con farmaci capaci di
inibire le cellule endoteliali (talidomide nel mieloma, bevacizumab nei tumori epiteliali) o i B
linfociti (rituximab nel linfoma di Hodgkin classico, CD20-negativo).

Queste osservazioni, anche se preliminari e perfettibili, rappresentano un’importante prova
di principio a favore di strategie terapeutiche dirette contro il microambiente. Se combinate con
la chemioterapia tradizionale possono potenziarne 1’efficacia favorendone I’attivita citotossica
e/o la biodistribuzione del farmaco al tumore.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Obiettivi generali del progetto sono:

1. identificare nel microambiente tumorale nuovi bersagli terapeutici basandosi su modelli
preclinici biologicamente ben caratterizzati,

2. identificare meccanismi responsabili di effetti biologici o efficacia terapeutica in studi
clinici in cui I’attivita sul microambiente ¢ ipotizzabile;

3. validare, in studi clinici di fase I-II, I’effettivo targeting di cellule dello stroma e loro
efficacia.
Obiettivi specifici principali del progetto sono:

1. valutare I’attivita di un anticorpo anti-SPARC (di topo > in topo) nel favorire 1’accesso al
tumore di farmaci e anticorpi terapeutici;
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. confermare [’esistenza della nicchia per la leucemia mieloide acuta e modularne

I’interazione con le cellule staminali leucemiche;

. definire il ruolo di PTX-3 (una proteina solubile di fase acuta prodotta dai macrofagi) e

dei macrofagi nel favorire la crescita tumorale dei sarcomi;
verificare in pazienti affetti da linfoma di Hodgkin D’attivita antilinfomatosa di farmaci
diretti contro cellule del microambiente (in particolare T-linfociti CD4-positivi);

. verificare Dattivita antitumorale di farmaci dotati di attivita inibitoria sull’autofagia, un

processo cellulare influenzato dal microambiente e responsabile di resistenza ai farmaci
antitumorali.

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.
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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

L’attivita delle UO coinvolte nel progetto si ¢ incentrata su due aspetti principali:

1. Studi preclinici che hanno esplorato il ruolo del microambiente tumorale nella genesi,

nella progressione e nella terapia dei tumori

Il microambiente dei tumori solidi ¢ caratterizzato dalla presenza di cellule e mediatori
inflammatori i quali contribuiscono al continuo rimodellamento tissutale, alla neo-
angiogenesi alla progressione e invasione tumorale. Pertanto, il microambiente del
tumore non soltanto pud contribuire alla genesi e alla progressione neoplastica ma
rappresenta un potenziale bersaglio terapeutico. Gli studi preclinici eseguiti nel corso del
secondo anno del progetto hanno investigato molteplici aspetti del ruolo del
microambiente.

SPARC ¢ una proteina della matrice extracellulare il cui gene ¢ differenzialmente
espresso in molti tumori. Dati ottenuti in topi knockout (KO) per SPARC e mediante
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trapianti di midollo osseo reciproci tra questi e topi wild type hanno identificato ruoli
distinti per SPARC prodotto da cellule leucocitarie e dal tumore stesso. L’anticorpo
generato in topi KO contro tessuti esprimenti SPARC, pur non riconoscendo SPARC,
interferisce con attvita biologiche di SPARC. Per esempio, cellule di carcinoma
mammario altamente metastatiche producono poche metastasi in topi SPARC KO ma
anche in topi trattati con 1’anticorpo.

Lo studio dell’interazione melanoma-stroma basato sulla valutazione dell’attivita di IL-19
sul profilo di espressione genica dei fibroblasti tumore-associati (TAF) ha dimostrato che
il cross-talk tra melanoma e stroma mediato da citochine espresse nel tumore,
contribuisce  alla  produzione, nel microambiente neoplastico, di fattori
dell’infiammazione, e che farmaci bersaglio specifici possono inibire questa interazione.
Sono stati eseguiti studi in vitro e in vivo per valutare la suscettibilita di linee cellulari
umane di melanoma metastatico all’apoptosi e/o all’autofagia in condizioni di
microambiente sfavorevole e la modulazione farmacologica di questi processi. Gli studi
in vitro hanno evidenziato che il trattamento con anti-folati, quali la pirimetamina, induce
una significativa apoptosi e inibisce il processo autofagico in cellule derivanti da
melanoma metastatico. Conferma in vivo si € ottenuta studiando topi nudi inoculati con
linee cellulari di melanoma umano altamente metastatiche.

E stata valutata la capacitd di Trabectedin di inibire la produzione di citochine,
chemochine e proteine della matrice. In linee di liposarcoma mixoide, ¢ stato dimostrato
che Trabectedin inibisce in modo significativo alcuni mediatori infiammatori (CCL2,
CCL5, CXCLS, IL-6, VEGF). In vivo, in liposarcomi mixoidi umani trapiantati come
xenograft in topi immunodeficienti, Trabectedin riduce CCL2 e CXCL8 nei tumori, cosi
come Dinfiltrazione dei macrofagi e la densita dei vasi tumorali. E stata inoltre valutata
Pattivita anti-angiogenica della cromogranina-A e della vasostatina-1 in saggi basati
sull’uso di anelli di aorta di ratto e saggi CAM (chick corioallantoic membrane assay). La
cromogranina A ¢ risultata capace di inibire la formazione di capillari indotta da FGF
mentre la vasostatina ¢ risultata essere 30 volte meno attiva. La cromogranina circolante,
ma non la vasostatina-1, potrebbe svolgere un ruolo rilevante nella regolazione
dell’angiogenesi in condizioni normali e patologiche.

E stato approfondito da un punto di vista molecolare il ruolo svolto dall’inibitore del ciclo
cellulare p21 nel processo leucemogenico e a caratterizzare le cellule leucemiche
quiescenti. Le cellule staminali (Stem Cells, CS), sia normali che leucemiche, necessitano
di una relativa quiescenza o di una “pausa” nella divisione cellulare. Questa pausa ¢
necessaria alla SC leucemica per riparare, e contenere, I’accumulo di danno al DNA
causato dallo stress proliferativo indotto da un oncogene (AML1-ETO e PML-RAR). In
assenza di p21 le SC perdono la quiescenza e non sono piu in grado di riparare il danno al
DNA che si accumula fino a portare alla loro eliminazione. I nostri dati rivelano il
potenziale oncogenico di p21, suggerendo come strategia efficace per 1’eradicazione delle
SC leucemiche poco proliferanti ’inibizione di meccanismi di riparazione del DNA.

E stato indagato il ruolo della chinasi ciclino-dipendente Cdk2 sia in cellule staminali
ematopoietiche (Hematopoietic Stem Cells, HSC) che in tumori ematopoietici. In saggi di
ripopolazione, non ¢ stato riscontrato alcun difetto/vantaggio delle HSC delete di Cdk2,
ma la perdita di Cdk2 sensibilizza vari tipi cellulari, tra i quali i linfociti B, ad una
risposta di senescenza dopo attivazione dell’oncogene c-myc. In un modello tumorale
transgenico, questo ritarda la linfomagenesi indotta da c-myc in assenza di Cdk2. Inoltre,
I’inibizione farmacologica di Cdk2 causa senescenza in cellule over-esprimenti c-myc,
suggerendo un possibile approccio terapeutico in tumori con espressione elevata di questo
oncogene.
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2. Studi clinici di chemioimmunoterapia o con farmaci antiangiogenetici aventi [’ obiettivo

di bersagliare sia le cellule neoplastiche che le cellule del microambiente tumorale.

Il linfoma di Hodgkin (LH) ¢ caratterizzato istologicamente dalla presenza di un numero
limitato di cellule tumorali (cellule di Hodgkin/Reed-Sternberg) che rappresentano meno
del 5% delle cellule del tessuto linfomatoso e sono circondate da un numero
preponderante di cellule infiammatorie, in particolare T- e B-linfociti. L’eliminazione di
queste cellule dal microambiente potrebbe sottrarre alla cellula di Hodgkin/Reed-
Sternberg fattori indispensabili alla sua sopravvivenza con conseguente arresto
maturativo e morte cellulare. E stato iniziato I’arruolamento in uno studio clinico di fase
IIT da condurre in pazienti con LH in stadio precoce che vengono randomizzati a ricevere
chemioterapia secondo lo schema ABVD seguito da radioterapia oppure ABVD
supplementato con 1’anticorpo monoclonale anti-CD20 Rituximab.
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