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SVILUPPO DI NUOVI FARMACI CAPACI DI ALTERARE
IL MICROAMBIENTE TUMORALE E RIPRISTINARE
LA RISPOSTA IMMUNE ANTI-TUMORALE
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Base di partenza e razionale

Da tempo ¢ nota la connessione fra inflammazione e cancro. Studi epidemiologici indicano
che I’inflammazione cronica predispone verso forme neoplastiche a carico del colon, prostata,
fegato e l'uso di farmaci antintiammatori non steroidei pud conferire una protezione
all’insorgenza dei tumori.

La comunicazione tra tumori e cellule inflammatorie avviene attraverso un circuito di
mediatori pro-inflammatori comprendenti citochine, chemochine e metaboliti; questa risposta
pro-infiammatoria pu® essere innescata ¢ mantenuta, nelle stesse cellule tumorali,
dall’attivazione di alcuni oncogéni.

Abbiamo di recente dimostrato che il tessuto tumorale ¢ infiltrato da linfociti T citotossici
differenziati che tuttavia non controllano la crescita tumorale e non rispondono ai classici
stimoli di attivazione a causa degli elevati livelli di perossinitriti nell’ambiente tumorale, la cui
produzione dipende dall’attivita di due enzimi, arginasi (ARG) e ossido nitrico sintetasi (NOS),
entrambi iper-espressi in diversi tumori umani, sia all’interno delle stesse cellule neoplastiche
che nell’infiltrato mielomonocitario. Inibendo I’attivita di ARG e NOS ¢ stato possibile
recuperare la funzionalita dei linfociti tumore-specifici, sia nel tessuto tumorale umano sia in
modelli tumorali murini (colon, mammella, prostata). Questo studio ha, quindi, identificato un
nuovo e cruciale meccanismo di immunosoppressione mediato dal tumore e apre la strada a
nuove strategie terapeutiche. Abbiamo quindi valutato una nuova classe di farmaci in grado di
influire sul metabolismo dell’arginina che hanno mostrato profili di sicurezza soddisfacenti nei
trials clinici di fase I-II. Al fine di ridurre la tossicita gastrointestinale dei convenzionali farmaci
anti-infiammatori non steroidei, questi ultimi sono stati coniugati con un gruppo nitro (NO). La
somministrazione orale di uno di questi nuovi composti, la nitro-aspirina, ha normalizzato lo
stato immunitario dell’ospite portatore di tumore, aumentando il numero e la funzionalita di
linfociti T tumore-antigeni specifici, e incrementando ’efficacia terapeutica della vaccinazione
antitumorale.

Questi studi hanno mostrato, per la prima volta, che un approccio farmacologico ¢ in grado
d’interferire con i meccanismi usati dai tumori per sopprimere i linfociti T, rimuovere il blocco
che li rende inattivi e ripristinare la loro capacita di reagire agli antigeni tumorali. Sulla base
della nostra scoperta, riteniamo quindi che farmaci in grado di controllare ARG e/o NOS
possano essere utili come adiuvanti in approcci immunoterapeutici contro il cancro, in quanto
capaci di ricreare un ambiente adatto per ’attivita del sistema immunitario. La nitroaspiria,
tuttavia, ha mostrato alcuni limiti che non consentono di pensare ad un suo trasferimento
clinico: non ¢ in grado, ad esempio, di correggere la mancata risposta dei linfociti T umani
infiltranti il tumore prostatico in organo-colture in vitro. Abbiamo sviluppato nuove piccole
molecole in grado di interferire con I’attivita degli enzimi indicati in precedenza e recuperare la
funzionalita dei linfociti tumore-specifici in vitro. Dopo uno screening iniziale, almeno due
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nuove molecole che hanno mostrato proprietd anti-immunosoppressive sono state testate in
esperimenti con colture d’organo prostatiche umane. E interessante notare come, in contrasto
alla NO-aspirina, che era inefficace sui tessuti neoplastici umani, almeno due dei nuovi
composti siano risultati attivi anche in colture d’organo di cancro della prostata.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Lo scopo principale del presente progetto ¢ quello di definire le attivita biologiche, i
meccanismi d’azione e le possibili sinergie fra nuove molecole di sintesi in grado di alterare lo
stato infiammatorio mantenuto dalla crescita/progressione neoplastica e responsabile
dell’inibizione della risposta antitumorale dei linfociti T tumore-specifici. In particolare,
intendiamo valutare estesamente 1’efficacia in vivo e gli eventuali effetti collaterali di queste
nuove molecole immunomodulatrici, da sole o in combinazione con farmaci attivi su oncogéni
proinfiammatori. L’obiettivo traslazionale ¢ quello di avviare i farmaci piu promettenti alla
sperimentazione clinica entro 3 anni, un obiettivo alla portata dei gruppi partecipanti. Questo
studio potrebbe definire una nuova classe di adiuvanti specifici per I’immunoterapia contro il
cancro, un’esigenza avvertita dalla comunita scientifica internazionale come fondamentale per
traghettare I’immunoterapia verso I’applicazione clinica. Accanto a questi composti, intendiamo
valutare 1’azione di inibitori di oncogéni studiati dai gruppi afferenti all’Istituto Superiore di
Oncologia (ISO), con lo scopo di valutare se, alterando programmi trascrizionali controllati da
oncogeni, sia possibile influire sullo stato infiammatorio tumore-associato ed esplorare possibili
sinergie tra questi nuovi composti. L’obiettivo principale si articola in una serie di obiettivi
secondari definiti di seguito:

— Obiettivo 1. Progettazione, sintesi ¢ modulazione strutturale di nuovi farmaci NO-
donatori e loro caratterizzazione chimico-fisica e funzionale sia in vitro che in vivo

Azione la. Valutazione dell’azione di farmaci NO-donatori sui meccanismi
soppressori indotti in modelli sperimentali murini di crescita neoplastica.

Azione 1b. Valutazione dell’azione di farmaci NO-donatori sull’attivita di linfociti T
infiltranti il tumore in colture d’organo di tumori umani (prostata e colon).

Azione lc. Caratterizzazione delle modifiche fenotipiche e funzionali apportate da
farmaci NO-donatori a popolazioni cellulari umane e murine appartenenti
all’immunita innata e acquisita.

Azione 1d. Analisi dell’azione di farmaci NO-donatori sull’angiogenesi tumore-
indotta e sulla permeabilita dei vasi tumorali a proteine plasmatiche e cellule
infiammatorie.

— Obiettivo 2. Nuove terapie biologiche integrate: studi in vitro e in vivo
Azione 2a. Valutazione in colture tumorali d’organo di inibitori di oncogéni: studio
dell’azione sul microambiente infiammatorio tumorale.
Azione 2b. Studio di inibitori sintetici di oncogéni in associazione con farmaci NO-
donatori: analisi di potenziali effetti sinergici in vitro e in modelli tumorali
sperimentali.

116



Rapporti ISTISAN 09/1

Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Scopo principale di questo studio ¢ la progettazione, sintesi ¢ modulazione strutturale di
nuovi farmaci capaci di modulare la risposta immune nel microambiente tumorale. In
particolare, abbiamo rivolto la nostra attenzione ad alcuni composti leader, con proprieta di
contrasto dell’azione immunosoppressiva esercitata dai tumori, che possano essere proposti
come candidati per successive applicazioni cliniche.

Le molecole sintetizzate portano un gruppo NO-donatore sullo scaffold dell’acido
acetilsalicilico (classe delle “NO-donor aspirins”), e si differenziano tra loro per differenziate
caratteristiche di NO-rilascio.

Fino ad oggi sono stati sottoposti a screening 78 composti differenti Sono stati eseguiti saggi
di proliferazione cellulare ¢ di valutazione delle funzioni effettrici dei linfociti T citotossici in
vitro e in vivo. Lo scopo di questi esperimenti € stato quello di valutare la capacita di ripristino
delle funzioni citolitiche dei linfociti T CD8+ in condizioni di immunosoppressione indotte da
cellule mieloidi soppressorie murine (MDSC).

Abbiamo messo a punto un iter di screening a tappe separate e progressive che prevedeva la
valutazione iniziale della capacita dei composti di ripristinare la proliferazione indotta
dall’antigene nei linfociti T citotossici, per poi proseguire con saggi di ripristino delle funzioni
citolitiche in condizioni di bassa o elevata immunosoppressione. Fino ad oggi, dei 16 composti
risultati efficaci in proliferazione 10 sono stati in grado di ripristinare le funzioni effettrici dei
linfociti T CD8+ in condizione di forte immunosoppressione. Successivamente i composti
candidati sono stati sottoposti a prove di stabilita in ambiente acido, solubilita in un veicolo non
tossico compatibile con la somministrazione in vivo e assorbimento mediante dosaggio ematico
del composto somministrato in animali sani. Grazie a queste informazioni abbiamo selezionato,
per gli esperimenti in vivo, due composti principali: AT38 e AT27. I composti scelti sono stati
somministrati per valutare la capacita di ripristinare nel topo portatore di tumore la risposta
tumore-specifica indotta dalla vaccinazione. Nessuno dei due composti € riuscito a normalizzare
la risposta immune in animali con colon-carcinoma. Inaspettatamente, infatti, questi composti
hanno mostrato un’azione negativa, dose-dipendente, sulla capacita dei linfociti T di topi
normali di rispondere ad uno stimolo antigenico.

Tuttavia, AT38 ¢ stato in grado di ridurre significativamente la produzione intratumorale di
perossinitriti, uno degli obiettivi prefissati dal progetto (vedi di seguito) e ripristinare
I’attivazione dei linfociti T intratumorali in organoculture di cancro prostatico umano. Abbiamo,
quindi, avviato uno studio di farmaco-modulazione dei sopra citati farmaci lead, attraverso
appropriate modifiche strutturali, al fine di individuare quale sia la porzione induttrice di attivita
anti-proliferativa sui linfociti T e gli eventuali modulatori dell’attivitd medesima. Questa
seconda categoria di composti sara oggetto di studio nel secondo anno del progetto. Questi
problemi hanno ritardato la presentazione di un brevetto che intendiamo, comunque, conseguire
entro i primi mesi del 2009.

Un interessante risvolto di queste ricerche ha riguardato le interazioni tra specie reattive del
nitrogeno, come i perossinitriti, € le chemochine intratumorali. La chemochina CCL2 ¢ in grado
di agire come chemoattraente per i linfociti T citotossici (i quali sopprimono la crescita
tumorale) e per le MDSC (che sopprimono, invece, la risposta antitumorale e favoriscono lo
sviluppo del tumore).

I dati sperimentali hanno dimostrato che dopo trattamento con perossinitriti, la chemochina
CCL2 perde la capacita di attrarre i linfociti T, mentre pud ancora reclutare MDSC. Per
verificare che I’incapacita dei linfociti di infiltrare la massa tumorale ¢ correlata alla presenza di
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perossinitriti nel microambiente, ¢ stato utilizzato il farmaco AT38, di cui si € detto sopra. Il
farmaco ¢ stato somministrato per 8 giorni a topi precedentemente inoculati con il colon
carcinoma C26GM. I dati indicano che il farmaco AT38 ¢ in grado di ridurre la produzione di
perossinitriti nel microambiente tumorale e di incrementare, in maniera dose-dipendente,
I’afflusso di linfociti T nel tumore stesso. Questi promettenti risultati saranno oggetto di
ulteriori studi in cui il trasferimento adottivo di linfociti T anti-tumorali sara abbinato alla
somministrazione di AT38 nei giorni che precedono il trasferimento adottivo, un protocollo che
dovrebbe minimizzare gli effetti secondari del farmaco NO-donatore.

AT38 sara anche oggetto di studio delle altre Unita che hanno messo a punto dei test di
permeabilita in vitro e in vivo con cui saggiare 1’azione dei nuovi composti NO-donatori sulla
vascolatura intratumorale. Diversi sistemi di analisi quantitativa e morfologica sono stati
perfezionati e sono adesso disponibili per lo studio di quei composti NO-donatori che sembrano
essere in grado di modificare le risposte vascolari e la migrazione dei linfociti T.

Inoltre, si ¢ messa a punto una tecnica avanzata al microscopio confocale per poter seguire in
Vvivo le modificazioni delle giunzioni intercellulari nei tumori. Avremo anche a disposizione una
serie di marcatori surrogati di attivita anti-angiogenica.

Infine, analisi citofluorimetriche avanzate condotte in collaborazione tra le diverse Unita del
progetto, hanno permesso di delineare il profilo di marcatori delle cellule MDSC umane e di
valutarne, in via preliminare, le variazioni in pazienti con diverse neoplasie, inclusi soggetti
affetti da carcinoma prostatico.

Nell’ottica di gettare le basi per possibili terapie combinate, alcuni gruppi hanno proseguito
nel loro sforzo di identificare nuove molecole che agiscano su vie di segnalazione chiave del
processo neoplastico.

In accordo con i risultati esposti finora, particolare attenzione ¢ stata rivolta ai recettori delle
chemochine; in particolare, ’attivitd di CXCR2 e CXCR4 ¢ stata bloccata utilizzando inibitori
farmacologici e RNA interference.

La sequenza Int ¢ stata utilizzata per trasportare all’interno del nucleo cellulare minianticorpi
scFv diretti contro il dominio aminoterminale di c-Myc ottenendo un’attivita antiproliferativa in
linee cellulari tumorali, in cui c-Myc € sovraespresso.

Inoltre, ¢ stato approfondito lo studio del peptide 072RB, un inibitore di Bel-XL. Quando
somministrato endovena, 072RB ha rallentato/inibito in modo significativo lo sviluppo delle
cellule leucemiche nei topi trattati, rispetto al controllo.

Un potenziale bersaglio nel secondo anno degli studi sara rappresentato dalla subunita p50
NF-kB, un elemento chiave della trascrizione genica di enzimi che portano alla produzione di
perossinitriti. Prove in vitro e in vivo hanno dimostrato che 1’assenza di pS0 NF-kB altera
significativamente il fenotipo protumorale di MDSC, ripristinando funzioni antitumorali che
sono assenti. Tali osservazioni sono state parzialmente convalidate anche in tumori umani
(carcinoma ovarico e carcinoma epatocellulare).

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.
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[e)Y] Vincenzo Bronte
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Cancer 2008;123:2222-7.

2. Avignolo C, Bagnasco L, Biasotti B, Melchiori A, Tomati V, Bauer I, Salis A, Chiossone L,
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3. Bertolini F. Chemotherapy and the tumor microenvironment: the contribution of circulating
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Cancer Res (in corso di stampa).
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