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RIASSUNTO

II Mieloma Multiplo (MM) ¢ una neoplasia ematologica maligna causata dalla
trasformazione neoplastica di una cellula della linea B linfocitaria, detta plasmacellula
(PC), dovuta al progressivo accumulo di mutazioni genetiche nel suo DNA.

La fisiopatologia del MM comprende un'evoluzione a piu stadi attraverso la
gammopatia monoclonale di significato indeterminato (Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance, MGUS), lo Smoldering Mieloma (Smouldering Multiple
Myeloma, SMM) asintomatico, il MM sintomatico (intramidollare, "attivo") e la
leucemia plasmacellulare che differisce dal MM per la presenza di plasmacellule
monoclonali circolanti.

I1 MM ¢ una malattia incurabile, altamente resistente ai farmaci. Nel corso degli ultimi
vent’anni la prognosi delle persone affette da MM ¢ notevolmente migliorata, con un
netto incremento delle possibilita di ottenere una remissione della malattia prolungata
e lunghe sopravvivenze. Quasi sempre, pero, il MM tende a ripresentarsi, ovvero
recidiva. Nuove evidenze supportano un ruolo essenziale del microambiente nella
tumorigenesi e nell’avanzamento della neoplasia. Sono pertanto necessari nuovi
bersagli terapeutici che interferiscano sia con PCs tumorali che con il microambiente

midollare.

In questo progetto di dottorato, sulla base dei pannelli anticorpali EuroFlow, ci si €
concentrati sulla immunofenotipizzazione citofluorimetrica delle cellule del
microambiente midollare al fine di identificare nuove molecole coinvolte nella
progressione della neoplasia, dalle fasi pre-maligne asintomatiche alla malattia
conclamata. E stata riscontrata la rilevanza dell’espressione del marcatore CD36, un
recettore scavanger espresso da piu subset cellulari e coinvolto in diversi pathway
cellulari; in particolar modo tale recettore effettua uptake di acidi grassi. Il nostro
studio ha evidenziato un profilo immunofenotipico specifico nelle cellule T CD8" dei
pazienti con MM rispetto a quelli con MGUS, caratterizzato da una maggiore
espressione del marcatore CD36 e da un aumento dell’assorbimento lipidico. L’uptake
lipidico CD36 mediato si associa ad una condizione di senescenza delle cellule
citotossiche, caratterizzata da una progressiva riduzione della loro capacita di produrre
IFN-y e di eliminare le cellule tumorali, da accumulo di perossidi e morte cellulare per
ferroptosi. L’inibizione di CD36 si ¢ dimostrata efficace nel ridurre la perossidazione

lipidica e ripristinare la funzionalita delle cellule T CD8" in vitro, aprendo nuove
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prospettive per interventi mirati che potrebbero migliorare la risposta immunitaria nel
MM. Inoltre, il ruolo del metabolismo lipidico e della ferroptosi nelle cellule T CD8"
senescenti suggerisce che la modulazione dell’uptake lipidico e della perossidazione
potrebbe rappresentare un’importante strategia per prevenire o rallentare la
progressione neoplastica. I risultati ottenuti permettono quindi di identificare il CD36

come un nuovo potenziale target terapeutico per il MM.

INTRODUZIONE
IL MIELOMA MULTIPLO

I1 Mieloma Multiplo (MM) ¢ una neoplasia maligna caratterizzata dalla proliferazione
di cloni di plasmacellule nel midollo osseo, tipicamente accompagnata dalla
secrezione di immunoglobuline monoclonali che sono rilevabili nel sangue e nelle
urine. Le plasmacellule di MM presentano un’elevata longevita ed un forte tropismo
verso 1’osso ed il midollo osseo. Tra le discrasie plasmacellulari, il MM ¢ la seconda
piu frequente patologia ematologica con un’incidenza di 6 su 100 000 per anno in USA
e in Europa. L’incidenza del MM ¢ dalle 2 alle 3 volte piu alta negli Afro-Americani,
manifestandosi come la piu comune patologia ematologica in questo gruppo etnico.
L’eta media alla diagnosi ¢ 69 anni; i tre quarti dei pazienti con diagnosi di MM
presentano eta superiore a 55 anni e 2 pazienti su 3 sono di sesso maschile. Con
I’avvento delle nuove strategie terapeutiche, la sopravvivenza media ¢ salitada 3 a 6
anni negli ultimi due decenni (Roéllig C. et al., 2015) La fisiopatologia del MM
comprende un'evoluzione a piu stadi attraverso la gammopatia di significato
indeterminato (Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance, MGUS), lo
Smoldering Mieloma (Smouldering Multiple Myeloma, SMM) asintomatico, il MM
sintomatico (intramidollare, "attivo") e la leucemia plasmacellulare che differisce dal

MM per la presenza di plasmacellule monoclonali circolati.

PATOGENESI

L’eziologia del MM ¢ sconosciuta. Probabili fattori di rischio sono rappresentati
dall’esposizione a sostanze tossiche ambientali e/o professionali (es. radiazioni
ionizzanti, pesticidi, derivati del petrolio) e dall’obesitd. Un’ipotesi interessante
potrebbe essere quella di una stimolazione immunitaria cronica che porterebbe
all’insorgenza del MM. Sono stati riportati anche casi familiari di comparsa della

neoplasia in cui sembrerebbe essere presente il “fenomeno dell’anticipazione”, ovvero



insorgenza precoce e spesso in forma piu aggressiva nei figli rispetto ai genitori (Kyle
R.A. etal., 2007)

I1 clone neoplastico localizzandosi nel midollo osseo tende ad invadere e danneggiare
l'osso determinando le principali manifestazioni cliniche tipiche della malattia
avanzata: ipercalcemia, anemia, lesioni ossee generalmente multiple e dall’aspetto
radiologico a “stampino” ed insufficienza renale, riassunte dall'acronimo CRAB
(hypercalcemia, renal insufficiency, anemia, bone lesions) (Tabella 1) (Liu W.M. et
al., 2004). Altre caratteristiche cliniche possono essere iperviscosita, letargia,
neuropatia ed infezioni ricorrenti. Nelle fasi precoci della malattia prevalgono
infezioni del tratto respiratorio; nelle fasi piu avanzate predominano invece le infezioni
del tratto urinario e setticemia.

Le plasmacellule di mieloma sono simili alle plasmacellule post-germinali e sono
caratterizzate da una forte dipendenza dal midollo osseo, un’estesa mutazione
somatica dei geni delle immunoglobuline e assenza di espressione delle IgM
(Immunoglobuline M). In particolare, le plasmacellule di mieloma differiscono dalle
plasmacellule sane perché conservano la potenzialita di tornare ad uno stato

proliferativo inferiore (Rollig C. et al., 2015).

TABELLA 1. CRITERI CRAB

CRITERIO DEFINIZIONE

o >0,25 mmol/L sopra il limite massimo della
Calcio sierico ‘
norma, o in genere >2.75 mmol/L

Insufficienza renale Creatinina >173 mmol/L

) Emoglobina <2 g/dL sotto il limite minimo della
Anemia )
norma, o in genere <10 g/dL

o Lesioni litiche o osteoporosi con fratture da
Lesioni ossee )
compressione

. Iperviscosita sintomatica, amiloidosi, infezioni
Altrl . . . . . . .
batteriche ricorrenti, con >2 episodi in 12 mesi




La diagnosi delle discrasie plasmacellulari si basa sui criteri diagnostici revisionati
dall’International Myeloma Working Group nel 2014 e riportati nella Tabella 2
(Rajkumar S.V. et al., 2014). Le novita sostanziali dei criteri diagnostici del 2014 sono
rappresentate dall’introduzione dei tre biomarcatori di malignita, indicativi di
imminente rischio di sviluppo di danno d’organo (stimato del 70-90% a due anni per
singolo fattore) e da una migliore definizione dei criteri CRAB. Infatti, ¢ stata precisata
la definizione di insufficienza renale attraverso 1’aggiunta del valore di clearance della
creatinina < 40/ml accanto al valore di creatininemia > 2 mg/dl e inoltre nella
valutazione delle lesioni ossee, sono state aggiunte alla radiografia convenzionale la
tomografia computerizzata (TC) e la tomografia ad emissione di positroni (PET-TC).
La MGUS ¢ caratterizzata da un numero leggermente elevato di plasmacellule clonali
(<10%), dalla minima presenza di proteina M (<30g/L) e dall’assenza dei criteri
CRAB. Talvolta puo presentarsi un ulteriore stadio intermedio detto Smoldering MM,
che ¢ caratterizzato da una percentuale di plasmacellule midollari > al 10%, una

componente monoclonale sierica > 30 g/L e nessuna evidenza di danno d’organo

(Tabella 2) (Rajkumar S.V. et al., 2014).



TABELLA 2. CRITERI DIAGNOSTICI (International Myeloma Working
Group).

Plasmacellule midollari < 10%
MGUS Componente monoclonale sierica <30 g/L

No evidenza di danno d’organo
g

Plasmacellule midollari > 10%
Mieloma Smouldering Componente monoclonale sierica > 30g/L

No evidenza di danno d’organo
g

Plasmacellule midollari > 60%

Componente monoclonale sierica > 30g/L

Evidenza di danno d’organo

Presenza di uno o piu dei seguenti biomarcatori di
malignita:

Mieloma Multiplo
— Plasmacellule midollari > 60%

—serum free light chain (sFLC) ratio
(involved/uninvolved) > 100
—> 1 lesione focale alla Risonanza Magnetica

(diametro almeno 5 mm)

Le basi patogenetiche del MM e della trasformazione della MGUS in MM sono in
larga misura ancora sconosciute. L’evoluzione della MGUS e lo sviluppo del MM
sembrano dipendere dalla diminuita efficacia delle cellule T citotossiche e dalla
capacita delle plasmacellule tumorali di eluderne [Dattivita di sorveglianza
antitumorale (Kyle R.A. et al., 2003). E stato dimostrato, infatti, che le cellule T CD8"
ad attivita citotossica tumore-specifica, presenti nel midollo osseo di pazienti con MM,
siano meno efficienti di quelle presenti nel midollo osseo di pazienti con MGUS.
L’espressione delle diverse componenti molecolari del sistema di processazione e
presentazione antigenica ristretta per le molecole HLA di classe I delle plasmacellule
viene, infatti, progressivamente ridotta nel corso dell’evoluzione della MGUS in MM,
con conseguente compromissione del riconoscimento e dell’eliminazione delle stesse

plasmacellule da parte delle cellule T CD8" citotossiche (Racanelli V. et al., 2010)



Oggigiorno ¢ possibile diagnosticare il MM ad uno stadio precedente rispetto al
passato. Fenomeni di mal di schiena acuti, in particolare nei soggetti piu anziani, o di
ambigua anemia dovrebbero indurre il soggetto ad eseguire test di screening per il
MM. Le tecniche standard di screening includono 1’analisi delle proteine totali nel
siero, ’elettroforesi a carico di campioni di siero ed urina come la SPEP (Serum
protein  electrophoresis)y e la UPEP (Urine protein electrophoresis),
I’immunofissazione nel siero e nell’urina, la detection delle catene leggere di Ig nel
siero e 1’analisi di parametri addizionali: emocromo completo, creatinina sierica,
analisi di elettroliti incluso il calcio, la lattato deidrogenasi, la B2 microglobulina. In
un soggetto con sospetto di MM il campione di midollo viene prelevato tramite
aspirazione o tramite biopsia. I pazienti affetti da MM dovranno sottoporsi ad
un’analisi radiografica totale dello scheletro, per rilevare eventuali lesioni litiche,
osteopenia severa, fratture patologiche. E comune I’utilizzo di tecniche quali MRI
(Magnetic Resonance Imaging) o PET-CT. Disordini come la sindrome nefrosica,
malfunzionamento cardiovascolare, neuropatia in pazienti non diabetici, ipertrofia
ventricolare  sinistra  all’ecocardiogramma  senza  consistenti  evidenze
elettrocardiografiche, epatomegalia con imaging normale o albuminuria devono essere
valutate attentamente per non trascurare fenomeni di amiloidosi da catene leggere,
causata dalla loro secrezione.

Per misurare la risposta terapeutica e monitorare lo stato della malattia, il marker
preferenziale ¢ determinato dalla IgM sierica. In pazienti con secrezione di catene
leggere ¢ usata la proteinuria di Bence-Jones nei campioni di urina delle 24h, per
pazienti con mieloma oligosecretorio il monitoraggio della patologia € eseguito tramite
il test FLC (Free Light Chains), valutando eventuale anormalita del rapporto sapendo
che il valore deve essere almeno di 100 mg/L. Altre tecniche come la citofluorimetria,
I’ibridazione fluorescente in-situ, o la PCR (Polymerase Chain Reaction) con
oligonucleotidi specifici, possono contribuire a rilevare informazioni sulla malattia
residua minima, raffinare la definizione di remissione completa e distinguere due
gruppi responsive, positivi e negativi alla malattia minima residua, con chiare
distinzioni nell’assenza di progressione e di sopravvivenza totale (Rollig C. et al.,

2016)



EVOLUZIONE CLONALE DEL MIELOMA MULTIPLO

Finora non ¢ stata raggiunta la comprensione di una chiara struttura della cellula
staminale e del progenitore cellulare del MM, conoscenza indispensabile per 1’utilizzo
di terapie che possiedano come target proprio le cellule staminali. Da studi in vitro ¢
stato ipotizzato che la cellula staminale di mieloma ¢ parte di un sottoinsieme di
precursori di cellule B CD38 CD19" CD27", che non esprimono i classici markers di
mieloma CD38 e CD138. Studi genomici hanno dimostrato la composizione clonale
del MM alla diagnosi e durante la progressione della malattia. In contrasto con quanto
si affermava nei decenni precedenti, i tumori, incluso il MM, non derivano da una
singola cellula staminale tumorale, ma sono costituiti da un’espressione clonale di
cellule che possiedono un’immensa diversita genetica. Questa teoria ¢ supportata
dall’evento clinico di malattia biclonale o dall’attivazione verso una classe
monoclonale di immunoglobuline nei pazienti con mieloma recidivante (Figura 1)

(Rollig C. et al., 2016).
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Figura 1. Sviluppo dei subcloni con un’unica mutazione x durante il progresso dalla
MGUS a MM. (A) Nei casi ad alto rischio, i subcloni minori che sono difficilmente
rilevabili nella diagnosi iniziale, possono acquisire delle mutazioni xy durante la
terapia, dando origine alla recidiva. (B) I subcloni derivanti dalle cellule tumorali
iniziali non rilevabili nella prima diagnosi potrebbero uscire dallo stato quiescente ed
evolvere come cloni dominanti nella recidiva con una differente mutazione z. (C)
Laddove i cloni con solo mutazioni non lineari x o z sono piu suscettibili alla terapia,
i subcloni che hanno acquisito le nuove mutazioni xy sono resistenti alle terapie
convenzionali (Rollig C. et al., 2014).



Uno degli aspetti fondamentali nel cancro ¢ la sequenza temporale in cui si verificano
le aberrazioni genetiche. Il modello clinico che descrive la progressione tra MGUS,
SMM e MM permette di comprendere la gerarchia genomica e l'evoluzione clonale
del MM. Le aberrazioni genetiche iniziano con eventi predisponenti a livello
germinale, seguiti da eventi precoci che innescano la malattia, fino a modifiche
genetiche successive che portano alla progressione e alla resistenza ai trattamenti. Gli
eventi genetici rilevati nello stadio di MGUS sono primari, mentre quelli presenti solo
nello stadio di MM sono secondari e legati alla progressione tumorale. Strumenti
analitici possono rilevare 1'eterogeneita clonale per comprendere meglio la sequenza
temporale delle alterazioni genomiche. Studi recenti di sequenziamento dell'esoma
hanno migliorato la comprensione del panorama genomico della malattia. Gli eventi
primari consistono nell’acquisizione di iperdiploidia, generalmente caratterizzata dalla
presenza di trisomie a carico di differenti cromosomi (cromosomi 3, 5, 7,9, 11, 15, 19,
e/o 21) e di traslocazioni a carico dei geni che codificano per la catena pesante delle
immunoglobuline (/IGH), t(4;14), t(6;14), t(11;14), t(14;16) and t(14;20). Gli eventi
secondari includono le traslocazioni cromosomiche a carico del gene MYC, le
variazioni nel numero di copie e le mutazioni somatiche a carico di importanti
pathways quali MAPK, NF-kB, e di riparo del DNA. Gli eventi secondari permettono
ad un subclone tumorale di acquisire un particolare vantaggio e sono indispensabili

per la progressione tumorale (Manier S. et al., 2016).

Le informazioni genetiche ereditarie contribuiscono significativamente al rischio di
sviluppare il cancro, con variazioni tra i diversi tipi di tumori. I familiari di pazienti
con MM hanno un rischio 2-4 volte maggiore di sviluppare la malattia, indicando un
forte contributo genetico ereditario. Studi su varianti genomiche su larga scala, come
gli studi di associazione sull’intero genoma (GWAS), hanno identificato sette loci
genetici associati a un rischio aumentato di MM, che spiegano circa il 13% del rischio
familiare. Questi loci sono collegati anche a un maggior rischio di sviluppare MGUS
suggerendo un ruolo precoce di queste suscettibilita genetiche. Alcuni loci di rischio
sono associati a specifici sottotipi molecolari di MM e a caratteristiche cliniche, come
le lesioni osteolitiche. Studi futuri potrebbero identificare ulteriori loci di suscettibilita,

utili per individuare pazienti a rischio (Chubb D. et al., 2013), (Manier S. et al., 2016).

La ipermutazione somatica e la ricombinazione del cambio di classe, processi cruciali

nello sviluppo delle cellule B, sono coinvolti anche nella patogenesi del MM. Entrambi



1 processi richiedono l'espressione di citosina deaminasi a filamento singolo di DNA
(codificato da AICDA, comunemente denominata AID) e coinvolgono la generazione
di rotture del DNA a doppio filamento nei loci codifica Ig. Nel MM, oltre il 90% delle
traslocazioni coinvolgono il locus IGH sul cromosoma 14, con la conseguente
sovraregolazione di oncogeni come MMSET/FGFR3 e CCNDI (ciclina D1). Queste
traslocazioni, presenti gia nello stadio di MGUS, promuovono la deregolazione delle
cicline D e la transizione cellulare G1/S. Inoltre, alcuni studi mostrano una
correlazione tra l'invecchiamento e una diminuzione delle traslocazioni IGH, mentre
aumenta la frequenza di iperdiploidia (HRD) (Gonzélez D. et al., 2007), (Manier S. et
al., 2016). La traslocazione t(11;14) ¢ una delle alterazioni pit comuni nei pazienti con
MM, con una prevalenza del 15-20%. Questa traslocazione porta a una
sovraregolazione dell'espressione di CCND1, dovuta alla sua vicinanza all'enhancer di
IGH. Normalmente, le cellule B esprimono le cicline D2 e D3, ma non la ciclina D1.
Sebbene la t(11;14) sia considerata prognosticamente neutra, uno studio del 2015 ha
rilevato che il 10% dei pazienti presenta una mutazione attivante in CCNDI, e la
coesistenza di queste alterazioni genetiche ¢ associata a una prognosi sfavorevole

(Walker B.A. et al., 2015), (Manier S. et al., 2016).

La traslocazione t(4;14) ¢ presente in circa il 15% dei pazienti con MM ed ¢ associata
a una prognosi sfavorevole. Questa traslocazione porta alla deregolazione di FGFR3 e
MMSET, con sovraespressione di MMSET in tutti i pazienti e di FGFR3 nel 70% dei
casi. MMSET ¢ una metiltransferasi che aumenta la metilazione di H3K36, modulando
I'espressione genica, ¢ di H4K20, influenzando la riparazione del DNA tramite il
reclutamento della proteina 53BP1. FGFR3, invece, ¢ un recettore tirosin-chinasico
attivato da mutazioni oncogeniche, presenti nel 17% dei pazienti con t(4;14).
Nonostante la prognosi negativa, trattamenti precoci con l'inibitore del proteasoma,
bortezomib, migliorano la sopravvivenza (Avet-Loiseau H. et al., 2007), (Manier S. et

a., 2016).

La traslocazione t(14;16) ¢ presente in circa il 5% dei pazienti con MM e causa la
sovraespressione della variante oncogenica c-MAF, un fattore di trascrizione che
regola l'espressione di diversi geni, tra cui CCND2. I punti di rottura cromosomica si
trovano a valle del gene MAF, nel gene soppressore tumorale WWOX. Mutazioni in
MAF sono rilevate nel 13% dei pazienti con t(14;16). Uno studio del 2015 ha
evidenziato che MAF aumenta I'espressione degli enzimi APOBEC3A ¢ APOBEC3B,



generando una firma mutazionale denominata "firma APOBEC". La traslocazione
t(14;16) ¢ stata spesso associata a una prognosi sfavorevole, sebbene un'analisi su larga
scala non abbia confermato questa correlazione (Walker B.A. et al., 2015), (Manier S.

et al., 2016).

La traslocazione t(6;14), presente solo nell'l1-2% dei pazienti con MM, comporta la
fusione di CCND3 con gli enhancer di IGH, risultando in una sovraregolazione
dell'espressione di CCND3. I punti di rottura si trovano all'estremita 5' di CCND3.
Attualmente, non sono state riportate mutazioni specifiche in CCND3 per i pazienti
con t(6;14). L'implicazione prognostica complessiva di questa traslocazione ¢
considerata neutra (Prideaux S.M. et al., 2014), (Walker B.A. et al., 2015), (Manier S.
etal., 2016).

La traslocazione t(14;20), la piu rara tra le principali traslocazioni rilevate nei pazienti
con MM (circa 1% dei casi), comporta la sovraregolazione dell'espressione di MAFB,
un paralogo del gene MAF. Studi su microarray indicano che l'iperespressione di
MAFB produce un profilo di espressione genica simile a quello associato
all'iperespressione di MAF, suggerendo target comuni come CCND?2. Il gene MAFB
¢ mutato nel 25% dei pazienti con t(14;20). I tumori con t(14;20) mostrano una firma
mutazionale APOBEC, probabilmente dovuta all'aumento dell'espressione di
APOBECA4. La traslocazione t(14;20) ¢ associata a una prognosi sfavorevole se rilevata
dopo l'insorgenza del MM, ma, paradossalmente, a una malattia stabile a lungo termine
se presente nelle fasi MGUS e SMM (Ross F.M. et al., 2010), (Walker B.A. et al.,
2015), (Manier S. et al., 2016).

Le traslocazioni che coinvolgono MYC sono considerate eventi genomici secondari.
Sebbene presenti solo nel 3-4% dei pazienti con MGUS o SMM, si riscontrano nel 15-
20% dei pazienti con MM recentemente diagnosticato. Queste traslocazioni sono
spesso associate a kataegis, un modello di ipermutazione localizzata dovuto alla
deregolazione dell'attivita APOBEC vicino ai punti di rottura della traslocazione. I loci
partner pit comuni nelle traslocazioni che coinvolgono MYC includono i geni IGH,
IGL, IGK, FAM46C, FOXO3 ¢ BMP6. Queste traslocazioni causano
un'iperespressione significativa di MYC, probabilmente a causa della vicinanza dei
super-enhancer del gene partner al locus MYC. Le traslocazioni che coinvolgono
MY C sono frequenti nei tumori iperdiploidi (circa il 65% dei casi) e sono inversamente

correlate con la traslocazione t(4;14). Sono associate a una prognosi sfavorevole,
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specialmente quando coinvolgono un partner immunoglobulinico (Weinhold N. et al.,

2016), (Manier S. et al., 2016).

Le variazioni del numero di copie (CNVs) nel MM variano notevolmente in termini di
dimensioni, da delezioni o amplificazioni focali a eventi su bracci cromosomici o
sull'intero genoma HRD. Come le mutazioni a singolo nucleotide, le CN'Vs possono
agire sia come eventi driver sia come eventi passeggeri. Le CNVs altamente frequenti
e ricorrenti sono probabilmente eventi driver, suggerendo che le regioni minimamente
amplificate o delete contengano geni cruciali per lo sviluppo e la progressione del MM
(Keats J.J. et al., 2007), (Manier S. et al., 2017).

L'iperdiploidia (HRD) negli esseri umani ¢ definita come un numero di cromosomi
compreso tra 48 e 74. E presente circa nel 50% dei pazienti con MGUS, SMM o MM
al momento della diagnosi ed ¢ caratterizzata da numerosi guadagni cromosomici, in
particolare la trisomia dei cromosomi 3, 5,7, 9, 11, 15, 19 e/o 21. La causa di queste
ampie alterazioni genomiche non ¢ ben compresa, ma si ipotizza che possano derivare
da un singolo evento mitotico catastrofico piuttosto che da un guadagno graduale dei
cromosomi nel tempo. Solo una percentuale limitata di tumori iperdiploidi (<10%)
presenta traslocazioni primarie che coinvolgono IGH, ma esiste una correlazione
positiva tra I’HRD e traslocazioni che interessano MYC. L’HRD puo precedere le
traslocazioni primarie che coinvolgono IGH in alcuni pazienti. I tumori iperdiploidi
mostrano eterogeneita biologica nelle vie di segnalazione, con espressioni variabili di
geni associati alla proliferazione, al segnale NF-xB, o a HGF e IL-6. I pazienti con
HRD hanno generalmente una sopravvivenza migliore rispetto a quelli con
ipodiploidia (<45 cromosomi), ma una prognosi peggiore se presentano anche lesioni
citogenetiche avverse come del(17p) e t(4;14). Tra i pazienti con HRD, solo quelli con
trisomia 3 o 5 mostrano una sopravvivenza globale significativamente migliore,
mentre la trisomia 21 ¢ associata a una prognosi sfavorevole (Chng W.J. et al., 2005),

(Manier S. etal., 2017).

Le alterazioni che coinvolgono interi bracci cromosomici sono frequentemente
osservate nei pazienti con MM. L'analisi approfondita delle amplificazioni o delezioni
focali e delle regioni minimamente amplificate o delete nello stesso locus contribuisce
alla comprensione dei meccanismi oncogenici sottostanti alle variazioni del numero di

copie (CNVs) che interessano i bracci cromosomici (Manier S. et al., 2017).
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L'acquisizione del braccio lungo del cromosoma 1 (1q gain) ¢ presente nel 35-40% dei
pazienti con MM e sembra avere un effetto avverso sulla sopravvivenza globale.
Questo fenomeno ¢ associato a instabilita nella regione pericentromerica 1ql12 e a
traslocazioni del braccio intero 1q, che potrebbero essere collegate a una specifica
ipometilazione e quindi a una cromatina pericentromerica altamente decondensata.
L'acquisizione della regione 1q21, rilevabile con un’apposita sonda per CKS1B, ¢ un
fattore prognostico indipendente da altre lesioni citogenetiche avverse e spesso
associata a esiti sfavorevoli. Anche se 1 geni driver rilevanti su 1q non sono
completamente esplorati, ¢ stata identificata una regione minimamente amplificata tra
1g21.1 e 1g23.3 contenente 679 geni, tra cui oncogeni candidati come CKSIB,
ANP32E, BCL9 e PDZK 1. ANP32E, un inibitore della proteina fosfatasi 2A coinvolto
nel rimodellamento della cromatina e nella regolazione trascrizionale, ¢
particolarmente degno di nota poiché ¢ associato indipendentemente a esiti negativi.
Inoltre, il numero di copie di 1q sembra correlato con I'outcome clinico: i pazienti con
almeno quattro copie di 1q hanno una prognosi meno favorevole rispetto a quelli con

tre copie (Sawyer J.R. etal., 2014), (Fournier A. et al., 2010), (Manier S. et al., 2016).

Circa 1l 30% dei pazienti con MM presenta delezioni del braccio corto del cromosoma
1 (1p), associate a una prognosi sfavorevole. Due regioni di interesse, 1p12 e 1p32.3,
sono particolarmente rilevanti nella patogenesi del MM. La regione 1p12 contiene il
gene candidato oncosoppressore FAM46C, il cui livello di espressione € positivamente
correlato con proteine ribosomiali e fattori di iniziazione ed allungamento eucariotici
coinvolti nella traduzione proteica. Questo gene ¢ frequentemente mutato nei pazienti
con MM (~10%) ed ¢ indipendentemente associato a una prognosi negativa. La
regione 1p32.3 puo essere deleta emizigoticamente o omozigoticamente e contiene due
geni, CDKN2C e FAF1. CDKN2C ¢ un inibitore della ciclina dipendente chinasi 6,
coinvolto nella regolazione negativa del ciclo cellulare, mentre FAF1 codifica per una
proteina che promuove I'apoptosi tramite la via FAS. CDKN2C ¢ deleta
omozigoticamente nell’ 1,5% dei pazienti con MM (Boyd K.D. et al., 2011), (Manier
S. etal., 2017).

La delezione del braccio lungo del cromosoma 13 (del(13q)) € presente nel 45-50%
dei pazienti con MM ed ¢ comunemente associata a tumori non iperdiploidi. Questa
delezione ¢ anche osservata nei pazienti con MGUS, suggerendo la sua importanza

come evento primario nella fase iniziale dell’oncogenesi. Nell’ 85% dei pazienti con
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del(13q), la delezione interessa l'intero braccio q, mentre nel restante 15% si
riscontrano delezioni interstiziali. La regione minimamente deleta si estende tra
13q14.11 e 13q14.3 e contiene 68 geni, tra cui RB1, EBPL, RNASEH2B, RCBTB2 ¢
1 microRNA miR-16-1 e miR-15a. Gli studi molecolari hanno mostrato che i pazienti
con queste delezioni hanno livelli significativamente piu bassi del gene
oncosoppressore RBI1, il che potrebbe ridurre la loro capacita di regolare
negativamente il ciclo cellulare. Stabilire il significato prognostico della del(13q) ¢
complicato, poiché questa alterazione ¢ spesso associata ad altre lesioni citogenetiche
ad alto rischio, come t(4;14). Pertanto, la connessione storica tra del(13q) e prognosi
negativa potrebbe essere un indicatore della sua associazione con tali lesioni (Fonseca
R. et al., 2001), (Chiecchio L. et al., 2006), (Manier S. et al., 2017).

Le delezioni del cromosoma 17 sono principalmente emizigoti, interessano l'intero
braccio p e sono osservate circa nel 10% dei pazienti con MM di nuova diagnosi, con
una frequenza che aumenta fino all'80% nelle fasi piu avanzate della malattia. La
regione minimamente deleta include 1’oncosoppressore TP53, e mutazioni in questo
gene sono presenti nel 25-40% dei pazienti con del(17p). Il gene TP53, localizzato sul
cromosoma 17p13, funge da regolatore trascrizionale che influenza l'arresto del ciclo
cellulare, la riparazione del DNA e l'apoptosi in risposta ai danni del DNA. Nei
pazienti con MM, la perdita di 17p € associata a esiti prognostici negativi e allo

sviluppo di malattia extramidollare (Palumbo A. et al., 2015), (Manier S. et al., 2016).

Le anomalie citogenetiche nel MM possono essere studiate mediante la
cariotipizzazione convenzionale (CK) o l'ibridazione in situ fluorescente (FISH), e piu
recentemente mediante ibridazione genomica comparativa su array (Array-CGH) e
array di polimorfismi a singolo nucleotide (SNP-array). Sebbene la cariotipizzazione
possa idealmente descrivere tutte le aberrazioni cromosomiche del clone neoplastico,
ad eccezione di alcune traslocazioni criptiche, la quantita di cellule proliferanti
necessarie ha limitato l'uso routinario della CK. Per questo motivo, nelle ultime linee
guida dello European Myeloma Network (EMN), ¢ raccomandata 1'analisi FISH sulle
plasmacellule, che dovrebbe includere almeno le anomalie t(4;14) e 17p—, con t(14;16)
e +1g. Il mieloma iperdiploide (HRD MM), invece, non viene investigato
routinariamente perché sono necessarie piu sonde rispetto ai marcatori convenzionali.
Tuttavia, nell'era dei nuovi agenti, 1'identificazione dell'iperdiploidia si € rivelata utile

nella prognosi del MM, poiché il mieloma trisomico pud beneficiare maggiormente
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del trattamento con lenalidomide e mantiene un esito favorevole (Barila G. et al.,

2020).

L'applicazione intensiva del sequenziamento massivo parallelo ha permesso il
completamento di diversi studi di sequenziamento dell'intero esoma (WES),
generando un compendio completo di geni driver nel MM. Finora, tre coorti di pazienti
con MM sono state studiate utilizzando WES. Il primo studio ha incluso 203 pazienti,
con WES eseguito sia alla diagnosi che alla recidiva; 23 di questi pazienti sono stati
analizzati anche mediante sequenziamento dell'intero genoma. Un'altra coorte ha
coinvolto 67 pazienti alla diagnosi o alla recidiva, con campioni sequenziali (prima del
trattamento e alla recidiva) disponibili per 15 pazienti. L'ultimo studio di WES
pubblicato ha compreso campioni ottenuti al momento della diagnosi da 463 pazienti
con MM iscritti al trial Myeloma XI del National Cancer Research Institute (Chapman
M.A. etal., 2011), (Bolli N. et al., 2014), (Walker B.A. et al., 2015), (Manier S. et al.,
2016). Le mutazioni in geni come KRAS, NRAS, ¢ BRAF sono tra le pit comuni nel
MM, riscontrate nel 40% circa dei pazienti. Queste mutazioni sono spesso subclonali
e associate alla progressione della malattia. Tuttavia, non sembrano influenzare
significativamente la sopravvivenza libera da progressione o la sopravvivenza
complessiva (Walker B.A. et al., 2015). Geni della via NF-xB come TRAF3, CYLD,
e LTB mostrano mutazioni ricorrenti nel MM. Altre mutazioni in IKBKB, BIRC2,
BIRC3, CARDI1, e TRAF3IP1 sono meno significative statisticamente. Questa via €
arricchita di geni mutati, ma, come la via MAPK, non influisce sugli esiti di
sopravvivenza nei pazienti con MM di nuova diagnosi. Le mutazioni nei geni TP53,
ATM, e ATR sono presenti in circa il 15% dei pazienti con MM. Questi geni sono
cruciali per la riparazione del DNA e la risposta ai danni del DNA (Walker B.A. et al.,
2015) (Keats J.J. et al., 2007). Le mutazioni in questi geni sono associate a esiti
sfavorevoli nei pazienti con MM. DIS3, noto anche come RRP44, codifica per una
RNA esonucleasi altamente conservata, che ¢ parte del complesso esosomico
coinvolto nella regolazione dell’elaborazione e abbondanza di RNA (Dziembowski A.
etal., 2007), (Schmid M. et al., 2008) e partecipa all'eliminazione del'mRNA instabile
e nell'elaborazione di snoRNA, tRNA o rRNA stabili (Weber A.M. et al., 2014). Le
mutazioni in DIS3 tendono a concentrarsi nella regione catalitica dell'enzima.
FAM46C ¢ considerato un gene oncosoppressore coinvolto nella regolazione della
traduzione, ma il suo ruolo specifico nel MM ¢ ancora poco chiaro (Manier S. et al.,
2016).
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Altri geni significativamente mutati nel MM, come PRDM1, IRF4, LTB e SP140, sono
coinvolti nella differenziazione della linea cellulare B. PRDM1 (noto anche come
BLIMP1) codifica un repressore trascrizionale essenziale per la differenziazione delle
plasmacellule. Mutazioni a perdita di funzione di PRDMI1 sono state osservate in
pazienti con linfoma diffuso a grandi cellule B (Pasqualucci L. et al., 2006), (Tam W.
et al., 2006). Nel MM, il profilo mutazionale di PRDM1 (incluse mutazioni frameshift
e mutazioni dei siti di splicing) suggerisce anche un ruolo di oncosoppressore. IRF4
codifica un regolatore trascrizionale di PRDM1 ed ¢ anch'esso ricorrentemente mutato
nel MM. Insieme a PRDMI, IRF4 rappresenta un regolatore chiave della
differenziazione delle cellule B. Nei pazienti con MM, le mutazioni in IRF4 colpiscono
preferenzialmente un hotspot nel sito K123R all'interno del dominio del fattore
regolatorio dell'interferone. Le mutazioni oncogeniche di IRF4 sono associate a una
prognosi favorevole per i pazienti con MM di nuova diagnosi (Walker B.A. et al.,
2015), (Manier S. et al., 2016).

In sintesi, le mutazioni driver nel MM coinvolgono vie di segnalazione critiche e
processi di riparazione del DNA, con implicazioni variabili per la prognosi e la risposta
al trattamento. La comprensione di queste alterazioni genetiche ¢ fondamentale per il
miglioramento delle strategie terapeutiche e per l'ottimizzazione del trattamento

personalizzato (Manier S. et al., 2016).

Le cellule di mieloma mostrano varie morfologie e sono classificate in quattro tipi:
mature, immature, pleomorfe e plasmablastiche. Le cellule mature (Figura 2A) sono
di solito indistinguibili dalle cellule normali, con un nucleo eccentrico e assenza di
nucleoli, abbondante citoplasma basofilo. Le cellule immature (Figura 2B) invece
presentano un nucleo irregolare con cromatina piu dispersa e solitamente nucleoli
prominenti. Le cellule di mieloma pleomorfo (Figura 2C) hanno un aumentato
polimorfismo nucleare, un nucleo polilobato e nucleoli prominenti. Le cellule del
mieloma plasmablastico (Figura 2D) sono grandi, con aumento del polimorfismo

nucleare (AMICR 2018).

Le cellule mielomatose hanno una maggiore espressione di CD138 (Sydecan-1), una
glicoproteina di eparan solfato transmembrana, che ne regola la sopravvivenza e
proliferazione. Il CD138 ¢ usato come marcatore standard per 1'identificazione delle

plasmacellule tumorali in immunoistochimica ed in citofluorimetria.
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Figura 2. Caratteristiche citologiche delle cellule mielomatose (2A) mature, (2B)
immature, (2C) pleomorfe, (2D) plasmablastiche.

TERAPIA

Trattamento del mieloma multiplo di nuova diagnosi

I1 MM resta una neoplasia incurabile. Le diverse strategie di trattamento dei pazienti
dipendono essenzialmente dallo stato della malattia e dall’eta dei soggetti.

I pazienti con diagnosi di MGUS non necessitano di trattamento ma di regolari
controlli per valutare la potenziale progressione della patologia verso il MM (il rischio
di progressione ¢ di solo I’l% per anno di vita). I pazienti affetti dalla forma
smoldering non hanno indicazioni terapeutiche e dovranno sottoporsi a regolari
controlli per valutare I’eventuale stato di progressione della malattia dato che i
trattamenti precoci con le terapie convenzionali non hanno fornito benefici. Il rischio
di progressione ¢ piu alto nei primi 5 anni e decresce successivamente. Il rischio totale
di progressione ¢ del 10% per anno nei primi 5 anni e dell’ 1% per anno per i successivi
10 anni (Roéllig C. et al., 2015).

Fino all’inizio degli anni 90 del secolo scorso il bagaglio terapeutico del MM
prevedeva 1’utilizzo di agenti chemioterapici classici e la prognosi era infausta. |
regimi polichemioterapici determinavano un piu alto rate di risposta, senza tuttavia

aumentare la sopravvivenza, che si attestava comunque intorno ai 3 anni (Myeloma
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Trialists' Collaborative Group. J Clin Oncol. 1998), (Samson D. et al., 1989), (Cavo
M. et al., 2002), (Rajkumar S.V. et al., 2022).

La prima rivoluzione nel trattamento del mieloma ¢ sopraggiunta a meta degli anni
’90, con I’introduzione del trapianto autologo di cellule staminali (ASCT), che ha
permesso di incrementare i tassi di risposta e la sopravvivenza globale nei pazienti di
eta inferiore ai 60 anni (Attal M. et al., 1997), (Child J.A. et al., 2003).

Negli ultimi 15 anni, si ¢ assistito a una seconda rivoluzione. La sopravvivenza al MM
¢ migliorata significativamente grazie all'introduzione di farmaci come agenti
immunomodulatori (IMiDs), inibitori del proteasoma e anticorpi monoclonali, basati
su una piu profonda conoscenza della biologia del mieloma e del microambiente in cui
le cellule tumorali proliferano. Piu recentemente, la FDA ha approvato per il
trattamento del MM recidivante altre terapie come carfilzomib, pomalidomide,
ixazomib, elotuzumab, daratumumab, isatuximab, selinexor, belantamab mafodotin e
le terapie con cellule CAR-T, che promettono ulteriori miglioramenti negli esiti
terapeutici (Kumar S.K. et al., 2014), (Rajkumar S.V. et al., 2022). Questi farmaci
agiscono attraverso meccanismi diversi, alcuni dei quali non completamente compresi.
Talidomide, lenalidomide e pomalidomide appartengono agli IMiDs che si legano alla
proteina cereblon, attivando l'attivita ligasica E3 e portando alla degradazione di fattori
di trascrizione specifici delle cellule B, come le proteine ikaros (IKZF1) e aiolos
(IKZF3). Oltre a cio, possono indurre citotossicita diretta attraverso danno al DNA
mediato dai radicali liberi e hanno proprieta antiangiogeniche, immunomodulatorie e
inibitorie del fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-a)) (Lu G. et al., 2014), (Lonial S.
etal., 2019), (Rajkumar S.V. et al., 2022).

Gli inibitori del proteasoma piu utilizzati sono bortezomib, carfilzomib e ixazomib.
Gli anticorpi monoclonali sono elotuzumab e daratumumab che agiscono
rispettivamente sui target SLAMF7 e CD38; belantamab mafodotin che ¢ un anticorpo
umanizzato diretto contro I'agente di maturazione delle cellule B (BCMA), coniugato
con monometil auristatina F, un agente che interrompe i microtubuli.

Recentemente per il trattamento del mieloma refrattario e recidivante ¢ stata approvata
la terapia con CAR-T, cellule T ingegnerizzate con recettore chimerico per gli antigeni
associati al mieloma, ad esempio BCMA (Ito T. et al., 2010), (Kronke J. Et al., 2014),

(Lu G. et al., 2014), (Lonial S. et al., 2019). In pazienti ad alto rischio con mieloma
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smoldering, il trattamento precoce con lenalidomide e desametasone o con

lenalidomide in monoterapia ha dimostrato benefici (Lonial S. et al., 2019).

Esiste un dibattito tra approcci di cura aggressivi, mirati alla risposta completa (CR),
e strategie di controllo della malattia che privilegiano la qualita della vita e la
sopravvivenza globale (OS). Recenti studi dimostrano che lo stato di malattia minima
residua (MRD) negativa, misurato con metodi molecolari di nuova generazione o
citometria a flusso, ha un valore prognostico favorevole, sebbene siano necessari
ulteriori studi per determinare eventuali modifiche del trattamento basate sullo stato di
MRD, che attualmente ¢ utilizzato principalmente come parametro prognostico.
Oggigiorno, 1 risultati relativi MRD sono raccomandati principalmente come
parametro prognostico € non vengono utilizzati per prendere decisioni terapeutiche.
Sono necessari ulteriori dati per stabilire se la negativita alla MRD possa essere
utilizzata come endpoint surrogato per l'approvazione regolatoria e se una negativita
prolungata alla MRD possa rappresentare un indicatore di cura in almeno un

sottogruppo di pazienti (Kumar S. et al., 2016), (Rajkumar S.V. et al., 2022).

Trattamento iniziale nei pazienti eleggibili per il trapianto autologo di cellule
staminali (ASCT)

Il trattamento del MM di nuova diagnosi e sintomatico dipende dalla idoneita al
trapianto autologo ASCT, che dipende dall’eta della persona e dalla presenza di
malattie concomitanti, e dalla stratificazione del rischio. Il trapianto autologo
rappresenta infatti la terapia d’elezione per le persone con eta (fino ai 70-75 anni) e
condizioni fisiche generali ottimali. I pazienti candidabili ricevono anzitutto una
terapia di induzione cosi da ridurre al minimo la quantita di malattia e migliorare il piu
possibile il danno d’organo. Di norma, i pazienti ricevono 3-4 cicli di terapia di
induzione prima della raccolta delle cellule staminali. Dopo la raccolta, si puo eseguire
il trapianto ASCT oppure continuare la terapia di induzione, posticipando il trapianto
fino alla prima recidiva. Le opzioni terapeutiche iniziali pit comuni sono trattamenti
triplici e quadrupli, efficaci anche in caso di recidiva. Tra queste, la combinazione di
bortezomib, lenalidomide e desametasone (VRd) e quella con daratumumab,
lenalidomide e desametasone (DRd) rappresentano gli standard terapeutici (Rajkumar
S.V. et al., 2010), che assicurano un migliore tasso di risposta in termini di

sopravvivenza libera da progressione (PFS) e sopravvivenza globale (OS). Tuttavia,
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I’uso prolungato della lenalidomide (>4-6 cicli) puo richiedere 1’uso di plerixafor per
la mobilizzazione delle cellule staminali. Tutti i pazienti trattati con lenalidomide
richiedono profilassi antitrombotica (aspirina o, per pazienti a rischio, anticoagulanti).
In alternativa, in presenza di insufficienza renale acuta o se la lenalidomide non ¢
disponibile, si possono usare regimi contenenti bortezomib, come bortezomib-
talidomide-desametasone (VTd) o bortezomib-ciclofosfamide-desametasone (VCd)
(Moreau P. et al., 2016). I regimi quadrupli con daratumumab, in particolare,
daratumumab con VRd (Dara-VRd) hanno dimostrato una maggiore efficacia rispetto
al solo VRd, specialmente nei pazienti a rischio standard. Tuttavia, si consiglia di
riservare questi regimi quadrupli ai pazienti con mieloma ad alto rischio fino a quando
non saranno disponibili dati definitivi sulla sopravvivenza globale (Leung N. et al.,
2019), (Rajkumar S.V. et al., 2022).

Il ruolo del trapianto allogenico, sia mieloablativo che non mieloablativo, ¢
controverso. | tassi di mortalita legata al trattamento (10-20%) e di malattia da
trapianto contro l'ospite (GVHD) sono elevati. Sebbene 1'allotrapianto sia considerato
sperimentale, puo essere preso in considerazione per pazienti giovani con malattia ad
alto rischio disposti ad accettare I'alto rischio di mortalita e la natura non comprovata
di questa terapia per un potenziale miglioramento della sopravvivenza a lungo termine

(Stewart A.K. et al., 2009), (Rajkumar S.V. et al., 2022).

Dopo il trapianto ¢ prevista una terapia di mantenimento con un immunomodulante in
grado di prolungare la durata di remissione della malattia. La lenalidomide ¢ lo
standard di cura per la terapia di mantenimento nella maggior parte dei pazienti. Per i
pazienti con mieloma ad alto rischio, si raccomanda la terapia di mantenimento

combinata di bortezomib e lenalidomide (Benboubker L. et al; 2014).

Trattamento iniziale nei pazienti non eleggibili per il trapianto autologo di cellule
staminali (ASCT)

Nei pazienti con MM di nuova diagnosi che non possono sottoporsi a ASCT per eta
avanzata o presenza di comorbidita, le principali opzioni terapeutiche iniziali
includono VRd (bortezomib, lenalidomide, desametasone) e DRd (daratumumab,
lenalidomide, desametasone). I regimi basati su melfalan non sono raccomandati a
causa dei rischi di danno alle cellule staminali e sindrome mielodisplastica secondaria

(Rajkumar S.V. et al., 2022). Il regime basato su bortezomib (VRd) ha mostrato un
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beneficio in termini di sopravvivenza rispetto a Rd (lenalidomide, desametasone) ed ¢
considerato la scelta preferita per la terapia iniziale. Viene somministrato per circa 8-
12 cicli, seguito da terapia di mantenimento. In caso di difficolta logistiche (come
problemi di somministrazione parenterale), ixazomib puo sostituire bortezomib. Nei
pazienti anziani fragili, si consiglia una dose ridotta di lenalidomide e desametasone
inizialmente a 20 mg settimanali, riducendo il dosaggio dopo i primi 4-6 cicli e
sospendendo eventualmente il farmaco dopo il primo anno (Durie B.G.M. et al., 2017),
(Facon T. et al., 2021).

Il regime DRd (daratumumab, lenalidomide, desametasone) ¢ stato recentemente
approvato per i pazienti con nuova diagnosi di mieloma, grazie ai risultati di un trial
internazionale che ha dimostrato una PFS superiore rispetto a quella ottenuta con il
regime Rd (70,6% vs 55,6% a 30 mesi). Tuttavia, a differenza di VRd, che ha una
durata limitata, DRd richiede 1'uso continuato di tutti e tre i farmaci fino alla
progressione, aumentando i costi e la tossicita a lungo termine (Facon T. et al., 2019),
(Kapoor P. et al., 2019).

Regimi basati su alchilanti (VCd) come melfalan vengono considerati solo in caso di
problemi di accesso alla lenalidomide, e anche in questi casi si puo preferire la
ciclofosfamide, che non compromette la mobilizzazione delle cellule staminali. Il
regime VCd (bortezomib, ciclofosfamide, desametasone) rappresenta un'alternativa al
VMP (bortezomib, melfalan, prednisone), con risultati simili in termini di efficacia ma

con meno effetti collaterali (Mateos M. V. et al., 2020).
Trattamento del mieloma multiplo recidivante

Quasi tutti 1 pazienti con MM alla fine recidivano, e la durata della remissione
diminuisce progressivamente con ogni nuovo regime terapeutico. Per i1 pazienti
refrattari a lenalidomide e bortezomib, la prognosi ¢ generalmente sfavorevole, con
una PFS mediana di 5 mesi e una OS di 9 mesi. La scelta della terapia dipende da
diversi fattori, tra cui il momento della recidiva, la risposta ai trattamenti precedenti,
l'aggressivita della malattia e le condizioni generali del paziente. Quando si verifica
una recidiva, ¢ raccomandato 1'uso di regimi terapeutici contenenti almeno due farmaci
nuovi ai quali il paziente non ¢ refrattario. Se il paziente ¢ idoneo per un ASCT questa
opzione dovrebbe essere considerata (Moreau P. et al., 2021), (Dimopoulos M.A. et

al., 2021).
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Le terapie disponibili comprendono bortezomib, che puo essere ripreso se il paziente
ha ottenuto una risposta positiva iniziale e successivamente ha avuto una recidiva dopo
un periodo di remissione (Richardson P.G. et al., 2009). Daratumumab, che ¢ efficace
in pazienti pretrattati € pud essere combinato con lenalidomide, bortezomib o
pomalidomide (Mateos M.V. et al., 2020). Carfilzomib, un inibitore del proteasoma, ¢
utile soprattutto nei pazienti refrattari a bortezomib e presenta un rischio minore di
neurotossicita, sebbene possa causare effetti collaterali cardiaci in alcuni pazienti
(Bringhen S. et al., 2019). Pomalidomide, un analogo della lenalidomide, ¢ attivo
anche nei pazienti che non rispondono piu a lenalidomide e bortezomib. Puo essere
usato in combinazione con altri farmaci per ottenere un'efficacia significativa
(Bringhen S. et al., 2018). Elotuzumab, un anticorpo che si combina bene con
pomalidomide o lenalidomide, ¢ stato approvato per pazienti con almeno due terapie
precedenti (Lonial S. et al., 2015). Ixazomib, un inibitore del proteasoma orale, ¢
efficace e pratico da somministrare settimanalmente (Moreau P. et al., 2016).
Selinexor, che blocca I'exportina 1, ha mostrato efficacia in pazienti con molte linee
terapeutiche precedenti, sebbene possa provocare effetti collaterali rilevanti (Grosicki
S. etal., 2020). Isatuximab, simile a daratumumab, puo essere usato con pomalidomide
o carfilzomib e offre un'alternativa valida (Moreau P. et al., 2021). Doxorubicina e
soxorubicina liposomiale sono antracicline e presentano un'attivita marginale come
singolo agente nel trattamento del mieloma multiplo. Uno studio clinico di fase I1I ha
mostrato che il tempo mediano alla progressione (TTP) era superiore con bortezomib
piu doxorubicina liposomiale pegilata rispetto al solo bortezomib, rispettivamente 9,3
mesi contro 6,5 mesi e la sopravvivenza globale a 15 mesi era anch'essa superiore,
76% contro 65%. Nonostante questi risultati, la doxorubicina liposomiale ¢ raramente
utilizzata nel trattamento del mieloma multiplo recidivato a causa della disponibilita
di altri agenti attivi. I regimi che includono doxorubicina, come PAD o VDT-PACE,
possono essere utili per pazienti con mieloma multiplo aggressivo refrattario ad altri
trattamenti standard (Orlowski R.Z. et al., 2007). Il venetoclax non ¢ approvato per il
mieloma multiplo, ma ¢ disponibile commercialmente e ha un'attivita specifica nei
pazienti con sottotipo t(11;14). Tuttavia, in uno studio clinico randomizzato, ¢ stata
osservata una mortalita significativamente piu alta con il venetoclax nei pazienti con
mieloma recidivato, nonostante risposte piu profonde e una migliore sopravvivenza
libera da progressione. Pertanto, questo farmaco € considerato un'opzione investigativa

e dovrebbe essere riservato ai soggetti con mieloma recidivato e sottotipo t(11;14) che
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hanno scelte terapeutiche limitate (Kumar S. et al., 2017), (Kumar S. et al., 2019).
Opzioni emergenti includono la terapia CAR-T, come idecabtagene vicleucel e
ciltacabtagene autoleucel, che hanno mostrato significativi benefici clinici e sono
approvate per pazienti con recidiva refrattaria. Anche gli anticorpi bispecifici e nuovi
farmaci sperimentali come 1’iberdomide e il modakafusp alpha stanno mostrando
promettenti risultati in diversi studi clinici (Raje N. et al., 2019), (Rajkumar S.V. et
al., 2022).

IMMUNOSORVEGLIANZA

Il sistema immunitario svolge principalmente tre distinti ruoli nella prevenzione del
cancro: 1) protegge 1’ospite dalle infezioni virali cercando di impedire lo sviluppo di
tumori indotti da virus; 2) evita la creazione di un ambiente infiammatorio che possa
favorire il processo di tumorigenesi; 3) elimina cellule tumorali in alcuni tessuti perché
le nascenti cellule trasformate possono esprimere ligandi che attivano i recettori
presenti sulle cellule del sistema immunitario innato ed adattativo (Vesely M.D. et al.,

2011).

La continua interazione del sistema immunitario con lo sviluppo di un tumore ¢ il
risultato di uno stato dinamico di equilibrio. Questo equilibrio dipende dal
bilanciamento tra i compartimenti T effettori e T regolatori. Laddove le cellule T
regolatorie possono infiltrarsi ed accumularsi all’interno del tumore, le cellule T
effetrici falliscono nel farlo. Il risultato di questo bilanciamento ¢ critico per la
sopravvivenza; in alcuni casi I’equilibrio puo rapidamente sfociare nell’eliminazione
delle cellule trasformate (neoplastiche); in molti altri casi 1’equilibrio puod sfociare
nella sopravvivenza del tumore che si adatta per sfuggire al controllo da parte del
sistema immunitario (Quezada S.A. et al., 2011) Inizialmente ¢ stato proposto da
Burnet ¢ Thomas un concetto di immunosorveglianza secondo il quale il sistema
immunitario fisiologicamente riconosce ed elimina cloni di cellule trasformate.
Secondo tale teoria il sistema immunitario fornisce una sorveglianza continua
all’organismo distruggendo le cellule che hanno subito mutazioni o modificazioni
fenotipiche. Tale concetto in realta ¢ limitato poiché il sistema immunitario sembra
avere da un lato un ruolo di contrasto dello sviluppo tumorale e dall’altro un ruolo di
rimodellamento del clone neoplastico nel corso della sua progressione (Quezada S.A.

etal., 2011).
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Studi su modelli murini hanno dimostrato che somministrando cancerogeni chimici
come ad esempio il 3’-metilcolantrene (MCA) a topi immunocompetenti e
immunodeficienti, la probabilita di avere in questi animali I’insorgenza di tumore ¢
nettamente superiore nei topi immunodeficienti. I topi immunodeficienti sono tali in
quanto non esprimono il gene RAG-2 e di conseguenza, non potendo produrre cellule
NKT, Tap e Tyd, risultano essere deficitari della risposta immune sia innata che
adattativa. Questi studi hanno evidenziato come 1 soggetti che presentano
immunodeficienza siano piu predisposti all’insorgenza del tumore, confermando il
ruolo chiave del sistema immunitario nel contrastare lo sviluppo e la crescita tumorale
(Vesely M.D. et al., 2011). Ulteriori studi condotti su modelli murini hanno dimostrato
come 1 tumori sviluppati in topi immunocompetenti siano qualitativamente differenti
da quelli sviluppati in topi immunodeficienti. Sono state utilizzate in questi
esperimenti cellule tumorali di tumori cresciuti in topi immunocompetenti ed in topi
immunodeficienti. Queste cellule tumorali, una volta prelevate e coltivate in vitro,
sono state inoculate in topi wilde-type. Nel caso in cui le cellule inoculate provenissero
da un tumore cresciuto in un topo immunocompetente si osservava la crescita del
tumore in tutti i topi che erano stati sottoposti all’inoculo, quindi crescita del 100%.
Nel caso in cui le cellule inoculate derivassero da tumori cresciuti in topi
immunodeficienti il 50% dei topi inoculati sviluppava il tumore e il 50% no. Quindi
nel primo caso si parla di tumori modificati da un punto di vista immunologico, nel
secondo caso si parla di tumori modificati e non. I tumori modificati sono tumori in
grado di ridurre la propria immunogenicita, sfuggire al controllo del sistema
immunitario e continuare a crescere. | tumori non modificati invece sono riconosciuti
dal sistema immunitario dell’ospite ed attaccati. Pertanto, ¢ stato introdotto il termine
piu ampio di “immunoediting”, per sottolineare la capacita del sistema immunitario
non solo di riconoscere ed eliminare il tumore, ma anche di modificarlo, favorendone
la sopravvivenza. Il processo di immunoediting consta di tre fasi sequenziali:
eliminazione, equilibrio, evasione o escape (Figura 3) (Dunn G.P. et al., 2004). La
fase di eliminazione coincide con I’originale concetto di immunosorveglianza ed ¢ una
fase in cui il sistema immunitario innato ed adattativo lavorano insieme per riconoscere
1 cloni trasformati e distruggere il tumore prima che possa diventare clinicamente
evidente. Il meccanismo attraverso il quale il sistema immunitario ¢ allertato dalla
presenza del clone neoplastico non ¢ completamente chiaro. Sono coinvolti diversi

elementi: produzione di interferone (IFN) di tipo I che attiva le cellule dendritiche e
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promuove I’induzione di risposte adattative contro il tumore; il rilascio di citochine
pro-infiammatorie da parte delle cellule tumorali apoptotiche e da parte delle cellule
dell’immunita innata; il rilascio di DAMPs (damage-associated molecular pattern) da
parte delle cellule tumorali in necrosi o in seguito a danni tissutali determinati
dall’invasione tumorale; 1’espressione sulla superficie delle cellule tumorali dei ligandi
di stress che si legano ai recettori di attivazione sulle cellule dell’immunita innata,
inducendo il rilascio di citochine pro-infiammatorie € immunomodulatorie che creano
un microambiente che facilita lo sviluppo della risposta immunitaria adattativa tumore
specifica. In questa fase ¢ necessaria quindi una coordinata e bilanciata attivazione del
sistema immunitario innato e del sistema immunitario adattativo per proteggere

I’ospite dalla progressione tumorale (Dunn G.P. et al., 2004).

La fase di equilibrio ¢ dovuta alla capacita di alcune cellule neoplastiche di
sopravvivere alla fase di eliminazione e di essere funzionalmente quiescenti. Si crea
un equilibrio dinamico tra il sistema immunitario adattativo dell’ospite (in questa fase
il sistema immunitario innato non agisce) e le cellule tumorali; questo equilibrio che
si instaura mantiene in uno stato di quiescenza le cellule tumorali stesse. Tale fase puo
durare anche delle decadi ed ¢ caratterizzata dalla formazione di nuove varianti
cellulari determinate dalle centinaia di nuove mutazioni che durante questo periodo
coinvolgono il clone neoplastico. Questo permette al clone di acquisire un fenotipo
tale da determinare una immunoresistenza. L’instabilita genomica sembra possa essere
il meccanismo predominante nella generazione di queste nuove varianti tumorali con

ridotta immunogenicita (Smyth M.J. et al., 2006).

La fase di escape ¢ una fase in cui avviene la selezione delle cellule tumorali mutate
in grado di resistere e/o evadere la risposta immunitaria. Il sistema immunitario
durante la fase di escape non ¢ piu in grado di controllare il clone neoplastico con
conseguente proliferazione incontrollata e formazione di un tumore clinicamente
evidente. I meccanismi con i quali avviene I’immunoevasione sono molteplici e
comprendono sia alterazione dei meccanismi effettori immunitari sia acquisizione da
parte delle cellule tumorali di resistenza immunitaria come per esempio 1’espressione
persistente di fattori pro-oncogenici come STAT3 oppure 1’espressione di molecole
effettrici anti-apoptotiche come BCL-2. Altri meccanismi importanti sono: cellule T
antigene-specifiche funzionalmente deficienti, incapaci di migrare al sito tumorale

(deficit di chemiotassi), o anergiche poiché prive del segnale costimolatorio, o incapaci
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di differenziarsi nel microambiente tumorale; invisibilita del tumore al sistema
immunitario a causa della ridotta e/o assente espressione di molecole MHC di classe I
associata spesso a quella di componenti del sistema di processazione e presentazione
dell’antigene; perdita di espressione di antigeni tumorali specie quelli piu
immunogenici (Bottino C. et al., 2006) formazione di uno stato immunosoppressivo
nel microambiente tumorale; resistenza delle cellule tumorali alla lisi da parte dei
linfociti T citotossici (CTL) (Medema J.P. et al., 2001); induzione da parte delle cellule
tumorali dell’apoptosi nei linfociti T mediante la via del recettore FAS (Zitvogel L. et
al., 2006) o ancora produzione di citochine e fattori inibitori della risposta T cellulare

quali TNF-a, IL-10, GALECTINA-1, IDO (indoleamina 2,3-diossigenasi);

reclutamento da parte del tumore di cellule Treg CD4t CD25% con attivita
immunosoppressiva. Una volta stimolate, le Treg inibiscono la funzione dei linfociti
T tumore-specifici attraverso la produzione di citochine immunosoppressive, quali
I’IL-10 e TGF-B, attraverso 1’espressione di molecole costimolatorie ad azione
inibente, quali CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4), PD-1
(Programmed death 1) ed il PD-L1 (Programmed death ligand 1) e attraverso il

consumo di IL-2, citochina importante per il mantenimento della funzione dei CTL.

Non sempre si manifestano tutte e tre le fasi (eliminazione, equilibrio, escape), spesso
si entra direttamente nella fase di equilibrio bypassando la fase iniziale di
eliminazione. 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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RUOLO DEL MICROAMBIENTE

Le recenti ricerche riguardo I’interazione tra le cellule di MM ed il loro microambiente
midollare si focalizzano sull’interazione cellula-cellula e cellula-matrice; inoltre ¢ di
estrema importanza la funzionalita di molecole quali fattori di crescita, citochine e
chemochine (Figura 4). La componente cellulare del microambiente comprende le
cellule stromali midollari, osteoblasti, cellule endoteliali e le cellule dell’immunita
innata ed adattativa, incluse le cellule T regolatorie. L’interazione tra il MM ed il suo
microambiente sembra essere bidirezionale: ad esempio, da un lato le cellule di
derivazione mieloide inducono la crescita delle cellule tumorali tramite la
soppressione degli effetti del sistema immune, dall’altro sono stimolate nella
proliferazione dalle stesse cellule di mieloma (Réllig C. et al., 2015). Il compartimento
non cellulare include la matrice extracellulare, gas tra cui 1‘ossigeno e l'ambiente
liquido (citochine, fattori di crescita e chemochine), che sono prodotti dal
compartimento cellulare all'interno del microambiente midollare. Tutti questi elementi
modulano in modo differenziale la progressione del tumore e possono anche

funzionare sinergicamente (Liu W.M. et al., 2004). La stabilita clinica delle lesioni di
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tipo MGUS, nonostante l'evoluzione del clone tumorale, suggerisce che 'avanzamento
della malattia pud dipendere anche dalla comunicazione tra cellule tumorali e
microambiente tumorale (Leone P. et al., 2020). Le proteine ed i recettori della
membrana cellulare rappresentano molecole che regolano la migrazione, la
permeabilita cellulare, 1'angiogenesi e la progressione neoplastica (Rollig C. et al.,
2015). Le complesse interazioni tra cancro e sistema immunitario producono effetti sia
pro che antitumorali, il cui equilibrio pud essere spostato a favore di un ambiente
immunosoppressivo che promuove la progressione del tumore. Da un lato, le
plasmacellule tumorali possono essere rilevate da cellule dell’immunita innata ed
adattativa ed in particolare le cellule T citotossiche tumore-specifiche possono essere
osservate nel bone marrow dei pazienti con MGUS e MM (Leone P. et al., 2020);
dall’altro, le PCs hanno la capacita di sviluppare un microambiente tollerante e di
attivare sistemi immunosoppressivi al fine di bloccare risposte immunitarie efficaci.
Meccanismi importanti di evasione della risposta immunitaria sono 1’alterazione del
fenomeno di processazione e presentazione dell'antigene e della risposta delle cellule
T, la disfunzione delle cellule Natural Killer (NK) e T Natural Killer (NKT), il
reclutamento locale, I'espansione e l'attivazione di cellule immunosoppressive come le
cellule T regolatorie e le cellule soppressorie di derivazione mieloide (Myeloid-
Derived Suppressor Cells, MDSCs) e la differenziazione pro-tumorale dei macrofagi

associati al tumore e delle cellule T-helper 17 (Th17) (Leone P. et al., 2020).

Svolgono un ruolo cruciale numerose citochine prodotte dalle cellule mielomatose e
dalle cellule stromali come IL-6 (interleuchina 6), TNF-a (Tumor necrosis factor o),
VEGF (vascular endothelial growh factor). Per quanto riguarda 1’IL-6 la trascrizione
¢ mediata da NF-kB (nuclear factor kB) e dalla secrezione delle cellule mielomatose.
In condizioni normali IL-6 ¢ capace di stimolare la differenziazione dei linfociti B in
plasmacellule ma non la loro proliferazione. Al contrario, nelle cellule di mieloma, IL-
6 innesca la proliferazione cellulare (via RAS-MAPK), promuove la sopravvivenza
(sistema JAK-STAT), aumenta la resistenza all’apoptosi (attivazione della via di

segnale PI3K-AKT), stimola la secrezione di VEGF (Musolino C. et al., 2017)

TNF-a ¢ una citochina prodotta da cellule mielomatose e cellule stromali del midollo
osseo, attiva il fattore nucleare kB e up-regola I’espressione di molecole di adesione,

favorendo le interazioni delle cellule mielomatose con le cellule stromali e
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promuovendo la sopravvivenza delle cellule tumorali e la protezione da stimoli

apoptotici (Musolino C. et al., 2017).

Esiste anche un loop paracrino tra cellule endoteliali del microambiente midollare e
cellule mielomatose. Le plasmacellule tumorali overesprimono e secernono VEGF il
quale, interagendo con il recettore di tipo 2 per VEGF espresso sulle cellule endoteliali,
stimola la proliferazione e la chemiotassi delle stesse, favorendo quindi il processo di
angiogenesi ovvero di formazione di nuovi vasi a partire da vasi preesistenti (Ribatti
D. et al., 2014). Le cellule endoteliali dei neovasi presentano alterazioni fenotipiche
con alterata espressione di molecole coinvolte nella presentazione antigenica, quindi
acquisiscono la capacita di modulare in senso negativo 1’attivita antitumorale delle

cellule T CDS8" con cui vengono in contatto (Leone P. et al., 2018).

Un’aumentata densita microvascolare nel midollo osseo sembra correlare con la

progressione di malattia e con una prognosi sfavorevole (Moschetta M. et al., 2016).

Le cellule mielomatose promuovono I’aumento dell’attivita osteoclastica attraverso la
produzione di fattori che attivano e stimolano gli osteoclasti quali TNF-0, MIP1-a
(Macrophage Inflammatory Proteinsl-a), 1L-3, 1L-6, VEGF e RANKL e che
inibiscono la produzione di OPG (osteoprotegerina) (Moschetta M. et al., 2016).
L’OPG in condizioni normali sequestra RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor
KB ligand), espresso dalle cellule stromali e dagli osteoblasti, impedendone il legame
con RANK (Receptor Activator of Nuclear factor KB) espresso sulla membrana
cellulare dei precursori degli osteoclasti, inibendone quindi la maturazione e di
conseguenza anche 1’attivita di riassorbimento osseo. In corso di MM [I’espressione di
RANKL aumenta, mentre quella di OPG diminuisce, si ha quindi un incremento del
numero e dell’attivita degli osteoclasti, con conseguente erosione ossea. Una diretta
conseguenza del rimodellamento osteoclastico ¢ I’ipercalcemia. Le cellule
mielomatose secernono fattori che inibiscono il differenziamento degli osteoblasti. In
particolare, il pathway WNT (Wingless-type MMTV integration site family member)
gioca un ruolo fondamentale nel differenziamento degli osteoblasti. La molecola
DKK1 (Dickkopf-related protein 1) ¢ un inibitore del pathway WNT e risulta essere
up-regolata nelle cellule mielomatose soprattutto dei pazienti con lesioni litiche.
DKK1, in particolare, blocca il meccanismo di osteoblastogenesi, e favorisce quello di
osteoclastogenesi incrementando 1’espressione di RANKL e riducendo ’espressione

di OPG (Sugiura H. et al., 2018).
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Figura 4. Ruolo del microambiente tumorale. 1l microambiente midollare del MM e
altamente arricchito di fattori che sostengono la proliferazione delle cellule residenti
nel midollo osseo, comprese le plasmacellule di mieloma, le cellule endoteliali e le
cellule stromali del midollo osseo (BMSC), attori di due importanti circoli viziosi. Da
un lato, le BMSC rilasciano il fattore di crescita dell endotelio vascolare (VEGF), il
fattore di crescita degli epatociti (HGF), il fattore di crescita trasformante-ff (TGF-
p), il fattore di attivazione delle cellule B (BAFF), [interleuchina (IL)-6, le
metalloproteinasi della matrice (MMP),l’IL-1p, il fattore 1 alfa derivato dalle cellule
stromali (SDFla), il fattore di necrosi tumorale o (TNF-a) che stimolano la
proliferazione delle plasmacellule del mieloma. D'altra parte, le plasmacellule del
mieloma producono VEGF, TGF-p, TNF-o. che sostengono la crescita e l'attivazione
delle BMSC e stimolatori delle cellule endoteliali come chemochine VEGF, FGF2,
MMP, CXC che promuovono la neo-angiogenesi. Le cellule endoteliali stimolate
rilasciano anche VEGF, FGF?2, angiopoietina 1 (ANG1), MMP, HGF, TGF-f, TNF-a
che assicurano l’apporto nutrizionale per la crescita del mieloma. Inoltre, le cellule
staminali mesenchimali (MSC) presenti nel midollo di pazienti con MM rilasciano
esosomi con maggiore espressione di proteine oncogene, citochine, proteina chinasi e
microRNA (miRNA) che vengono trasferiti alle plasmacellule mielomatose con
conseguente evoluzione della malattia. La progressione ¢ favorita anche
dall’ambiente fortemente immunosoppressore del midollo osseo. Le plasmacellule di
MM inducono l'attivazione delle cellule T regolatorie (Treg) e delle cellule
soppressive di derivazione mieloide (MDSC) e l'aumento dell'espressione della morte
cellulare programmata-1 (PD-1) sulle cellule T gamma delta (yd), sulle cellule T CD4,
sulle cellule natural killer (NK) e sulle cellule T CDS. I neutrofili secernono arginasi
1 coinvolta nella disfunzione delle cellule T CDS8 a causa dell'aumentata espressione
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di PD-1, GI, CD57, CD160 e della ridotta secrezione di IFNy, TNF-a, perforina e
granzima (B). Anche le cellule dendritiche subiscono inattivazione e aumentano i
livelli di marcatori inibitori come il ligando di morte programmata 1 (PD-LI)
(Solimando A.G. et al., 2022).

IMMUNOGENICITA DELLE PLASMACELLULE NEL MIELOMA

La caratteristica distintiva delle plasmacellule di MGUS e MM ¢ la produzione e
l'espressione superficiale di un'immunoglobulina monoclonale (Ig) che trasporta
determinanti antigenici (idiotipici o Id) unici nella variabile pesante (VH) (Mellstedt
H. et al., 1984). Pertanto, la struttura idiotipica Ig ¢ un antigene tumore-specifico del
clone cellulare del mieloma, distinto dalle cellule normali o dalle plasmacellule
normali, che pud presentarsi come molecola intera sulla superficie cellulare o come
peptidi nel solco delle molecole del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC)
(Bogen B. et al., 1993), (Weiss S. et al., 1989). Diversi studi hanno descritto linfociti
T citotossici idiotipo-specifici nei pazienti con MM con la capacitda di lisare
plasmacellule tumorali primarie autologhe. Molti potenziali epitopi di cellule T sono
stati identificati all'interno della regione Ig-VH derivata dal tumore, tuttavia, la
maggior parte di essi non ha innescato risposte di cellule T ad alta affinita (Brown R.D.
et al., 2002). Due algoritmi di previsione dei peptidi, BIMAS e SYFPEITHI, hanno
anche confermato la scarsa immunogenicita degli idiotipi umani con una bassa emivita
legante (BIMAS) e un punteggio basso/intermedio (SYFPEITHI) sulla maggior parte
dei moduli dell'antigene leucocitario umano (HLA) di interazione delle cellule T
(Hansson L. et al., 2003), (Sze D.M. et al., 2003). Inoltre, la vaccinazione idiotipica
nel MM ¢ stata esaminata in studi clinici in cui si sono verificate risposte
immunologiche in <50% dei pazienti e le risposte cliniche sono state poco frequenti
(Bogen B. et al., 20006).

All'interno degli antigeni tumorali universali, molti antigeni associati al mieloma (ad
esempio la trascrittasi inversa della telomerasi umana (hTERT) (Maecker B. et al.,
2005), il surviving (Grube M. et al.,, 2007), I’antigene del carcinoma a cellule
squamose esofagee di New York 1 (NY-ESO1) (Szmania S. et al., 2007), mucina-1
(MUC- 1) (Treon S.P. et al., 2000), la molecola di adesione giunzionale A (JAM-A)
(Kelly K.R. et al., 2015), (Solimando A.G. et al., 2017) ed il recettore per la motilita
mediata dall'acido ialuronico (RHAMM) (Schmitt M. et al., 2008) sono stati
identificati come bersagli riconosciuti dai linfociti T e utilizzati in molte strategie

vaccinali, ma nella maggior parte dei casi queste ultime non sono riuscite a produrre
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risposte clinicamente significative. Tuttavia, ¢ necessario superare molti ostacoli, il piu
importante dei quali ¢ I’escape delle plasmacellule di mieloma dalla risposta
immunitaria specifica del tumore. Il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato che le
plasmacellule con i suoi ligandi CD80/CD86 espressi sulle cellule dendritiche (DC)
del midollo osseo determinano una sottoregolazione dell'espressione delle subunita del
proteasoma, un'alterazione del repertorio antigenico visualizzato sulla superficie delle
plasmacellule tumorali e un ridotto riconoscimento delle plasmacellule mielomatose
da parte delle cellule T citotossiche CD8" (Leone P. et al., 2015), (Leone P. et al.,
2020).

CELLULE T CD8* CITOTOSSICHE TUMORE-SPECIFICHE

I meccanismi alla base della progressione da MGUS a MM non sono completamente
compresi. Cellule T CDS8" specifiche per le plasmacellule tumorali sono state rilevate
sia in pazienti con MGUS che in pazienti con MM (Racanelli V. et al., 2010),
(Dhodapkar M. V. et al., 2003), (Dhodapkar M.V. et al., 2002), stabilendo cosi che non
esiste tolleranza ai tumori plasmacellulari. Tuttavia, nel MM, la proliferazione delle
plasmacellule non & contrastata dalle cellule T CD8". Queste osservazioni hanno
riacceso l'interesse per i meccanismi di immunosorveglianza della crescita tumorale
(Finn O.J. et al., 2003). Sebbene le plasmacellule mielomatose non differiscano
significativamente dai loro precursori MGUS precancerosi per quanto riguarda le
anomalie citogenetiche (Fonseca R. et al., 2002), (Kuehl W.M. et al., 2002) e i profili
di espressione genica (Zhan F. et al., 2002), ¢ stato scoperto che le cellule T CD8" non
riescono a limitare 1'espansione clonale delle plasmacellule tumorali nel MM. I nostri
studi hanno dimostrato che la trasformazione maligna delle plasmacellule ¢ associata
ad un'espressione alterata dei componenti del macchinario di presentazione e
dell'elaborazione dell'antigene HLA di classe I (APM). Queste alterazioni sono
rilevabili ex vivo, si verificano a livello trascrizionale e, in alcuni casi, sono potenziate
dall'lL-6, una citochina essenziale in questa patologia. Per alcuni componenti
dell’APM, i cambiamenti sono correlati all’entita della lisi delle plasmacellule da parte
delle cellule T CD8" e alle variazioni del livello sierico della componente M nei
pazienti con MGUS (Racanelli V. et al., 2010). La sottoregolazione delle subunita del
proteasoma, in particolare, ¢ maggiore nelle plasmacellule di pazienti con MM rispetto
a quelle di pazienti con MGUS e le plasmacellule di MM vengono lisate meno

facilmente dalle cellule T CD8" citotossiche autologhe espanse in vitro rispetto alle
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plasmacellule di MGUS. Questa differenza nella citotossicita ¢ evidente a livello
dell'epitopo e non € dovuta alle caratteristiche intrinseche delle cellule T CD8", dato
che non si osserva alcuna differenza quando le cellule T CD8" vengono testate contro
cellule bersaglio HLA-compatibili diverse dalle plasmacellule (Racanelli V. et al.,
2010).

Questi risultati supportano l'ipotesi che la sottoregolazione della subunita del
proteasoma diminuisce l'espressione dei peptidi dell'antigene tumorale sulle
plasmacellule tumorali, consentendo loro di eludere il riconoscimento e l'uccisione
delle cellule T CD8" (Leone P. et al., 2015). Inoltre, queste alterazioni nell'espressione
dei componenti APM sono specifiche di ciascun clone di plasmacellule precancerose
e maligne, suggerendo che la risposta delle cellule T specifica del mieloma puod
differire da un paziente all'altro. Infatti, le cellule T CDS8" isolate da pazienti con
MGUS e MM possono essere attivate ex vivo da cellule dendritiche (DC) caricate con
lisati tumorali autologhi ma non allogenici (Dhodapkar M. V. et al., 2003), (Dhodapkar
M.V. et al., 2002), (Wen Y.J. et al., 2002). La scoperta che la compromissione della
risposta delle cellule T ¢ limitata agli antigeni del mieloma ¢ supportata anche
dall'assenza di un'immunodeficienza clinica delle cellule T. I pazienti affetti da
mieloma mostrano un'adeguata immunita delle cellule T contro gli antigeni esterni e
non mostrano un'aumentata incidenza di infezioni micobatteriche o di seconde
neoplasie associate a virus (Joshua D. et al., 2016).

Alcuni antigeni condivisi sono stati identificati come bersagli di una risposta
immunitaria spontanea nei pazienti con MGUS ma non con MM, suggerendo la
capacita del sistema immunitario di riconoscere lesioni precancerose. Ad esempio, il
compartimento clonogenico CD138 nei pazienti con MGUS esprime SOX2, una
proteina delle cellule staminali embrionali coinvolta nel potenziale di inizio del tumore
e nell'autorinnovamento delle cellule tumorali. L'espressione di questo antigene
identifica eventuali progenitori del MM e il rilevamento di cellule T anti-SOX2 ¢
associato a un miglioramento dell'esito clinico in pazienti con disturbi asintomatici
delle plasmacellule. SOX2 ¢ espresso anche dalle cellule CD138" nei pazienti con MM
attivo, che non sviluppano immunita anti-SOX2 (Spisek R. et al., 2007).

Studi recenti indicano anche che le cellule T citotossiche CD8" specifiche per il MM
non esprimono CD28 ed esprimono bassi livelli di proteina di morte cellulare
programmata-1 (PD-1), antigene-4 dei linfociti T citotossici (CTLA-4), gene di
attivazione dei linfociti 3 (LAG3) e immunoglobulina-3 delle cellule T (TIM-3) (Suen
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H. et al., 2016). Queste caratteristiche rafforzano ulteriormente I’idea che le cellule T
CD8" specifiche per il MM non sono anergiche o esaurite. Sembrano invece
“senescenti” dato che esprimono alti livelli di CD57, CD160 e del recettore G1 simile
alla lectina delle cellule killer (KLRG1), non esprimono CD27 e CD28 e mostrano una
debole proliferazione dopo la stimolazione dell'antigene (Suen H. et al., 2016). Quindi,
fondamentalmente, le cellule T CD8" specifiche per il MM appaiono differenziate
tardivamente e sospese in uno stato iporesponsivo e non proliferativo. E interessante
notare che questo stato ¢ indipendente dai telomeri e potenzialmente reversibile (Suen
H. et al., 2016) poiché le cellule T CD8" specifiche per il MM presentano lunghezze
dei telomeri normali per eta e i pazienti con lunga sopravvivenza al MM possiedono
cloni di cellule T citotossiche con capacita proliferativa conservata (Bryant C. et al.,

2013), (Leone P. et al., 2020).

CD4" T HELPER CELLS

Il ruolo delle cellule T helper CD4" nel MM non ¢ ancora chiaro; dati controversi
possono essere giustificati da differenze tra midollo osseo e sangue periferico, o da un
diverso metodo di quantificazione (conteggio assoluto rispetto a percentuale), o da
cambiamenti nella polarizzazione Th1/Th2 durante il decorso della malattia. Mentre
alcuni autori hanno riportato un alterato equilibrio Th1/Th2 fortemente supportato da
IL-6, con un aumento della produzione di citochine Th2, come IL-10 e IL-4 e una
diminuzione della produzione di citochine Thl, come IL-2 e IFN-y (Frassanito M.A.
et al., 2001), (Sharma A. et al., 2010), altri hanno descritto un elevato rapporto
Th1/Th2 nei pazienti con MM alla diagnosi e in fase refrattaria, indicando una stretta
correlazione con le caratteristiche cliniche (Feng P. et al., 2015), (Murakami H. et al.,
2004), (Ogawara H. et al., 2005). Inoltre, livelli aumentati di PD-1 sulle cellule CD4"
sono stati osservati nei pazienti con MM con malattia minima residua persistente
(MRD) e in caso di recidiva rispetto alle cellule T dei pazienti con MGUS e MM
diagnosticati per la prima volta (Paiva B. et al., 2015). Le cellule CD4" nel midollo
osseo mielomatoso esprimenti PD1, interagiscono con le plasmacellule e le DC che
mostrano sulla loro superficie il ligando di morte programmata 1 (PD-L1)
promuovendo la soppressione delle cellule T e la progressione del MM (Dhodapkar
M.V. et al., 2015).

Livelli elevati di interleuchina (IL)-6, fattore di crescita trasformante (TGF)-p3 e IL-1P

nel microambiente del midollo osseo del mieloma promuovono la polarizzazione delle
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cellule T helper produttrici di IL-17 (Th17) con conseguente aumento dei livelli di IL-
17 nel midollo osseo e sangue periferico di pazienti con MM (Bryant C. et al., 2013),
(Noonan K. et al., 2010), (Prabhala R.H. et al., 2010), (Shen C.J. et al., 2012). IL-17
induce la crescita delle plasmacellule tumorali e la formazione di colonie tramite il
recettore di IL-17 e inibisce la risposta immunitaria Th1 (Prabhala R.H. et al., 2010).
La quantita di cellule Th17 nel midollo osseo ¢ correlata positivamente con le
caratteristiche clinicopatologiche del MM, come lo stadio clinico del tumore, la
concentrazione sierica di lattato deidrogenasi e la concentrazione di creatinina sierica
(Shen C.J. et al., 2012). Inoltre, IL-17 svolge un ruolo nella malattia litica dell'osso
mediata dagli osteoclasti (Noonan K. et al., 2010). Recentemente ¢ stata proposta
l'esistenza di un legame immunologico diretto tra I'intestino e il midollo osseo nel MM
che coinvolge le cellule Th17. Utilizzando un modello murino Vk*MYC, ¢ stato
dimostrato che il microbiota intestinale induce la differenziazione delle cellule Th17
nell'intestino che sono in grado di migrare nel midollo osseo, dove promuovono la
progressione del MM (Calcinotto A. et al., 2018). IL-17 attiva anche gli eosinofili
coinvolti nell'homing delle plasmacellule nel midollo osseo e nel loro accumulo nella
nicchia del midollo osseo (Calcinotto A. et al., 2018), (Chu V.T. et al., 2011), (Leone
P. et al., 2020).

CELLULE T REGOLATORIE

Esiste una notevole controversia riguardo alla frequenza e alla funzione delle cellule
T regolatorie (7reg) nel MM a causa della loro fonte (sangue periferico rispetto a
midollo osseo), delle differenze nei test, nelle tecniche di purificazione e nei marcatori
utilizzati per identificare queste cellule. La popolazione Treg ¢ descritta come ridotta
e/o disfunzionale (Feng P. et al., 2015), (Ganeshan P. et al., 2011), (Prabhala R.H. et
al., 2006) o aumentata e/o funzionale (Bryant C. et al., 2013), (Beyer M. et al., 20006),
(Braga W.M. et al., 2014), (Feyler S. et al., 2009), (Frassanito M.A. et al., 2015)
(Giannopoulos K. et al., 2012), (Muthu Raja K.R. etal., 2012), (Wang J.N. et al., 2018)
nei pazienti con MM rispetto ai pazienti con MGUS o ai controlli normali. Inoltre,
I’aumento della frequenza delle cellule Treg CD4" ¢ CD8" nei pazienti con MM ¢
correlato alla fase attiva (Frassanito M.A. et al., 2015) e ad una ridotta sopravvivenza
(Frassanito M.A. et al., 2015), (Alrasheed N. et al., 2020). Le plasmacellule di MM
possono indurre direttamente Treg funzionali in modo contatto-dipendente agendo

come cellule presentanti l'antigene (APC) immature e tollerogeniche (Frassanito M.A.
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et al., 2015), nonché in modo indipendente dalle APC mediante 1'espressione del
ligando costimolatore inducibile delle cellule T (ICOSL) (Feyler S. et al., 2012).

E possibile che le interazioni reciproche e dinamiche tra le cellule del microambiente
del midollo osseo insieme al rilascio di citochine modulino la frequenza e l'attivita
soppressiva delle cellule Treg. Negli esperimenti di cocoltura, citochine come IL-10 e
TGF-B ¢ DC immature mieloidi umane sono le piu efficaci per l'induzione e
I'espansione della popolazione 7reg (Banerjee D.K. et al., 2006), (Levings M.K. et al.,
2005). L'interazione cellula tumorale-DC immatura stimola la produzione di TGF-$3
da parte delle DC inducendo la proliferazione delle cellule 7reg (Ghiringhelli F. et al.,
2005). 1l nostro studio ha dimostrato che la cellula endoteliale (EC) puo agire come
APC semi-professionale stimolando una popolazione di cellule T CD8" tumore-
specifiche con funzione soppressiva all'interno del midollo osseo dei pazienti con MM
(Leone P. et al., 2018). Inoltre, le cellule T antigene leucocitario umano G (HLA-G")
con un'attivita inibitoria paragonabile alle 7reg naturali possono essere generate nel
midollo osseo di pazienti con MM dopo l'interazione plasmacellule tumorali-cellule T
mediante trogocitosi di molecole immunosoppressive come HLA-G (Brown R. et al.,

2012).

CELLULE NATURAL KILLER (NK)

La differenziazione, l'attivazione e la capacita citotossica delle cellule natural killer
(NK) sono fortemente compromesse durante la progressione del MM (Dosani T. et al.,
2015). Le plasmacellule di mieloma di pazienti in stadio iniziale mostrano bassi livelli
di molecole MHC di classe I e alti livelli di catena A (MICA) correlata a MHC di
classe I e sono facilmente riconosciute dalle cellule NK (Carbone E. et al., 2005).
Tuttavia, un numero elevato di cellule NK nel midollo osseo e nel sangue dei pazienti
con MM ¢ associato a prognosi peggiori (Garcia-Sanz R. et al.,, 1996). Il
riconoscimento e l'uccisione delle cellule del mieloma da parte delle cellule NK
coinvolge un'ampia gamma di recettori attivanti tra cui il gruppo natural killer 2D
(NKG2D), la molecola accessoria del DNAX-1 (DNAM-1) e 1 recettori naturali della
citotossicita (NCR) NKp46, NKp30 e NKp44 (Carbone E. et al., 2005), (El-Sherbiny
Y.M. et al., 2007). Cambiamenti nell'espressione di questi recettori NK e dei ligandi
dei recettori delle cellule NK sono stati osservati in campioni di midollo osseo di
pazienti con MGUS e MM, suggerendo un ruolo della disfunzione delle cellule NK
durante la progressione da MGUS a MM (Costello R.T. et al., 2013). Inoltre, a seguito
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di un'ampia interazione con le cellule T citotossiche e NK, le plasmacellule del
mieloma ottenute da pazienti con malattia attiva mostrano I'immunofenotipo della
classe MHC I*igh/MICAdim /CD95dim’™ che compromette la funzione delle cellule
NK (Carbone E. et al., 2005), (Bernal M. et al., 2009), (Jinushi M. et al., 2008). Allo
stesso modo, il numero di cellule NK effettrici localizzate nel midollo osseo
diminuisce progressivamente durante la crescita del MM ed ¢ correlato alla ridotta
degranulazione delle cellule NK nel midollo osseo nei topi portatori di MM (Ponzetta
A. et al., 2015). Inoltre, la perdita di MICA dalla superficie delle plasmacellule del
mieloma pud promuovere la sottoregolazione dell'espressione di NKG2D sulla
superficie delle cellule NK indebolendo la risposta antitumorale mediata da NK
(Jinushi M. et al., 2008), (von Lilienfeld-Toal M. et al., 2010). Le funzioni difettose
delle cellule NK possono essere spiegate anche dall'espressione di PD-1 sulle cellule
NK dei pazienti con MM che interagiscono con i suoi ligandi PD-L1 sulle
plasmacellule tumorali riducendo la funzione delle cellule NK (Benson D.M. Jr et al.,
2010). Inoltre, il rilascio di fattori solubili nel microambiente del midollo osseo puo
influenzare l'attivita delle cellule NK. Ad esempio, un ambiente infiammatorio ricco
di IFN-y secreto dalle cellule immunitarie aumenta fortemente 1'espressione di PD-L1
(Garcia-Diaz A. et al., 2019). Inoltre, le plasmacellule del mieloma primario
esprimono alti livelli di molecole HLA-E che si legano al recettore inibitorio delle
cellule NK NKG2A ostacolando le funzioni effettrici delle cellule NK (EI-Sherbiny
Y.M. et al., 2007 ), (Fauriat C. et al., 2007), (Sarkar S. et al., 2015) (Tognarelli S. et
al., 2018), (Leone P. et al., 2020).

CELLULE T NATURAL KILLER (NKT)

La disfunzione delle cellule NKT ¢ stata riconosciuta come potenzialmente importante
nella predisposizione e progressione della malattia (Dhodapkar M. V. etal., 2016). Una
progressiva diminuzione delle cellule NKT e una perdita di attivita delle cellule NKT
sia del sangue periferico che del midollo osseo nei pazienti con MM sono state
descritte da molti gruppi, con la progressione della malattia correlata a una riduzione
della produzione di IFN-y da parte delle cellule NKT (Dhodapkar M.V. et al., 2003),
(Nur H. et al., 2013), (Pasiarski M. et al., 2015). Allo stesso modo, ¢ stata dimostrata
una perdita di espressione di CD1d da parte delle plasmacellule del mieloma durante
la progressione della malattia con conseguente disfunzione delle cellule NKT

(Dhodapkar M.V. et al., 2003), (Nur H. et al., 2013), (Chan A.C. et al., 2014),
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(Spanoudakis E. et al., 2009). Uno studio recente ha dimostrato un arricchimento delle
molecole di lisofosfatidilcolina associate all'infiammazione nel siero di pazienti con
MM rispetto a donatori sani insieme ad un aumento della frequenza delle cellule NKT
di tipo II limitate a CDI1d che riconoscono la lisofosfatidilcolina. Queste cellule
rilasciano elevate quantitd di IL-13, una citochina immunosoppressiva coinvolta
nell'infiammazione e nell'angiogenesi che promuovono il tumore, supportando cosi il
loro ruolo nella progressione della malattia (Chang D.H. et al., 2008). Inoltre, le cellule
NKT di tipo I possono anche promuovere la differenziazione delle plasmacellule e

svolgere un ruolo nell'inizio del MM (Nair S. et al., 2015), (Nair S. et al., 2018).

CELLULE DENDRITICHE (DC)

I1 ruolo delle DC nella progressione del MM ¢ controverso. Alcuni ricercatori hanno
riportato funzionalita e profilo fenotipico compromessi, mentre altri hanno rilevato che
queste cellule sono normali (Guillerey C. et al., 2016). Abbiamo dimostrato che le DC
nel midollo osseo sono funzionali e svolgono un ruolo duplice, ma opposto, nel MM.
Le DC sono concentrate nel midollo osseo durante la progressione da MGUS a MM e
interagiscono sia con le cellule T che con le plasmacellule del mieloma. Da un lato, le
DC sono in grado di captare le plasmacellule apoptotiche di mieloma, maturare ed
elaborare gli antigeni di mieloma, presentarli in modo incrociato e attivare con
successo le cellule T CDS8" infiltranti il midollo osseo specifiche; d'altra parte,
utilizzando le loro molecole CD80/86 di superficie, le DC interagiscono con le
plasmacellule tumorali non apoptotiche mediante il recettore CD28 che ¢
sovraregolato sulla loro superficie, promuovendo una downregolazione
dell'espressione della subunita del proteasoma e una conseguente fuga delle
plasmacellule di mieloma dal riconoscimento e dalla citotossicita delle cellule T CD8*
(Leone P. et al., 2015). Inoltre, le DC plasmacitoidi promuovono la crescita delle
plasmacellule tumorali, la sopravvivenza e la resistenza ai farmaci (Chauhan D. et al.,
2009) ed esprimono elevati livelli superficiali di ligando di morte programmata 1 (PD-
L1) che conferisce la soppressione immunitaria delle cellule T e delle cellule NK
coinvolgendo i checkpoints immunitari (ICP) tramite 1’asse di segnalazione PD1-PD-
L1 (Ray A. et al., 2015), (Sponaas A.M. et al., 2015). Le DC mieloidi CD141"
esprimono anche PD-L1 e la proporzione di queste cellule ¢ correlata alla percentuale
di plasmacellule PD-L1", suggerendo che entrambi i sottogruppi di cellule supportano

l'inibizione della risposta delle cellule T antitumorali nel MM (Sponaas A.M. et al.,
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2015). Le DC possono anche favorire indirettamente il processo di osteoclastogenesi
inducendo 1'espansione delle cellule Th17 nel microambiente midollare del mieloma
(Dhodapkar K.M. et al., 2008) seguita dall'accumulo di IL-17, un potente fattore pro-
osteoclastogenico (Kotake S. et al., 1999), (Leone P. et al., 2020).

CELLULE SOPPRESSIVE DI DERIVAZIONE MIELOIDE

Negli esseri umani, due sottoinsiemi principali di cellule soppressive di derivazione
mieloide (MDSC) con lo stesso livello di attivita soppressiva possono essere
identificati in base alla positivita al CD14, MDSC granulocitiche (G-MDSC) che sono
CD11b"CD14 CD33*CD15"HLA-DR % ¢ MDSC monocitiche (M-MDSC) che
sono CD11b"CD14"CD33"HLA-DR ¥ (Peranzoni E. et al., 2010). Il coinvolgimento
di questi sottogruppi nella patogenesi del MM non ¢ ancora chiaro. Diversi studi hanno
riscontrato un aumento significativo delle G-MDSC nel sangue periferico e nel
midollo osseo di pazienti con MM di nuova diagnosi, recidivante e
recidivante/refrattario rispetto ai donatori sani (Favaloro J. et al., 2014), (Gorgiin G.T.
etal., 2013), (Ramachandran I.R. et al., 2013), mentre altri hanno descritto un aumento
delle M-MDSC nei soggetti con prima diagnosi e pazienti con MM recidivante rispetto
a quelli in remissione e ai donatori sani (Brimnes M.K. et al., 2010), (Wang Z. et al.,
2015). Inoltre, il livello di M-MDSC ¢ correlato alla progressione della malattia (Wang
Z. et al., 2015). A causa della loro capacita di sopprimere I’'immunita mediata dalle
cellule T, le MDSC svolgono un ruolo importante nel favorire la fuga del tumore
dall’immunosorveglianza (Gorgiin G.T. et al., 2013), (Ramachandran L.R. et al., 2013).
Le MDSC secernono elevate quantita di arginasi che sequestra la L-arginina, un
amminoacido essenziale per l'attivita delle cellule T (Rodriguez P.C. et al., 2004).
Inoltre, le MDSC possono inibire il recettore delle cellule T mediante nitrosilazione e
rilascio di specie reattive dell'ossigeno (Serafini P. et al., 2006) ed esprimere sulla loro
superficie elevati livelli di PD-L1 che puo interagire con PD-1 espresso sulle cellule T
(Castella B. et al., 2015). Inoltre, le MDSC inducono la differenziazione delle 7reg
attraverso meccanismi TGF-B-dipendenti e indipendenti che coinvolgono
rispettivamente CD40 o IL-10 e IFN-y (Favaloro J. et al., 2014), (Serafini P. et al.,
2006), inducono l'anergia delle cellule NK attraverso il legame di TGF-B1 alla
membrana (Lazarova M. et al., 2019), (Li H. et al., 2009), promuovono 1'angiogenesi
tumorale mediante la secrezione di MMP-9 o la differenziazione diretta in cellula

endoteliale (EC) (Yang L. et al., 2004) e stimolano la crescita del tumore attraverso il
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rilascio di citochine e fattori di crescita (Gorgiin G.T. et al., 2013). Utilizzando modelli
murini immunocompetenti, & stato dimostrato che I'immunosoppressione delle MDSC
si verifica precocemente nel MM. In tale esperimento ¢ stato dimostrato che le MDSC
si accumulavano nel midollo osseo dei topi gia una settimana dopo 1'inoculazione del
tumore e quando questi topi furono progettati per perdere la capacita di accumulare
MDSC, la crescita delle plasmacellule tumorali era significativamente ridotta,
confermando il ruolo critico dell'accumulo di MDSC nelle fasi iniziali della

progressione della malattia (Ramachandran L.R. et al., 2013), (Leone P. et al., 2020).

CHECKPOINTS IMMUNOLOGICI (ICP) NEL MIELOMA MULTIPLO

I principali ICP, CTLA-4 ¢ PD-1/PD-L1, sono emersi come i pitt comuni meccanismi
di fuga immunitaria nel MM. Questi pathway sono cruciali nel contesto fisiologico per
mantenere 1’equilibrio immunitario dopo la risposta iniziale delle cellule T e prevenire
I’eccessiva attivazione del sistema immunitario e il danno tissutale. Le cellule tumorali
sovraregolano questi meccanismi biologici di tolleranza e li sfruttano per eludere
I'immunita dell'ospite (Gajewski T.F. et al., 2013). Per quanto riguarda il MM, esistono
risultati contraddittori in questo campo, dovuti principalmente alle diverse fonti
analizzate (sangue periferico rispetto al midollo osseo) che suggeriscono un ruolo
fondamentale dell'ambiente locale nella regolazione dell'espressione delle cellule
immunitarie. Diversi studi hanno riscontrato un aumento del numero di cellule 7Treg
CTLA4" nel midollo osseo dei pazienti con MM rispetto ai pazienti con MGUS e ai
donatori sani (Braga W.M. et al., 2014), (Muthu Raja K.R. et al., 2012), (Zelle-Rieser
C.etal., 2016), con una correlazione tra la proporzione di cellule contemporaneamente
positive per CTLA4 e FoxP3 e lo stadio della malattia (Frassanito M.A. et al., 2015).
L'espressione di PD-1 ¢ aumentata sulle cellule T NK e yo isolate da pazienti con MM
ed ¢ correlata alla perdita della funzione delle cellule effettrici (Castella B. et al., 2015),
(Benson D.M. Jr et al., 2010). Le cellule T CD4" e CD8" esprimono bassi livelli di PD-
1 nei pazienti con MGUS e MM di nuova diagnosi, suggerendo che la sottoregolazione
della loro funzione effettrice ¢ in parte dovuta alla senescenza piuttosto che
all'esaurimento mediato da PD-1 (Suen H. et al., 2016), (Zelle-Rieser C. et al., 2016),
(Suen H. et al., 2015). Paiva et al. hanno riportato un aumento dei livelli di espressione
di PD-1 sulle cellule T CD4" e CD8" solo nel MM recidivante o recidivante/refrattario
e in pazienti con malattia residua minima (Paiva B. et al., 2015). PD-L1 ¢ fortemente

espresso sulle plasmacellule ottenute da pazienti con MM con malattia attiva,
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recidivante e refrattaria, mentre ¢ stata riscontrata una bassa espressione su
plasmacellule di pazienti con MGUS o donatori sani, suggerendo che l'espressione di
PD-LI ¢ associata alla progressione del MM e resistenza ai farmaci (Paiva B. et al.,
2015), (Sponaas A.M. et al., 2015), (Liu J. et al., 2007), (Tamura H. et al., 2013),
(Yousef S. et al., 2015). Inoltre, fattori solubili come I’IFN-y, I’IL-6 e I’indoleamina
2,3-diossigenasi (IDO), rilevati ad alti livelli nel microambiente del midollo osseo del
mieloma, sovraregolano I’espressione di PD-L1 sulle plasmacellule del mieloma (Liu
J. etal., 2007), (Tamura H. et al., 2013), (An G. et al., 2016). PD-L1 ¢ espresso anche
da altre cellule del microambiente del midollo osseo del mieloma, comprese le DC
plasmacitoidi, le cellule NK e le MDSC, in base alle loro funzioni immunoregolatorie
(Ray A. et al., 2015), (Sponaas A.M. et al., 2015), (Benson D.M. Jr et al., 2010),
(Favaloro J. et al., 2014), (Tamura H. et al., 2013), (Leone P. et al., 2020).

FATTORI IMMUNOSOPPRESSIVI

Insieme alla comunicazione tra plasmacellule tumorali e cellule della nicchia del
midollo osseo, un'elevata concentrazione di fattori immunosoppressivi tra cui TGF-f,
IL-10, IL-6 e prostaglandina E2 nel microambiente del midollo osseo promuove la
propagazione e la sopravvivenza del tumore e allo stesso tempo genera una grande
disfunzione immunitaria (Pratt G. et al., 2007). Inoltre, il contatto tra le plasmacellule
di mieloma e le DC immature del midollo osseo, attraverso l'interazione CD47-
trombospondina-1, porta alla fusione spontanea delle DC e alla trans-differenziazione
in osteoclasti (Kukreja A. et al., 2009), (Tucci M. et al.,2011), che, oltre al loro ruolo
nelle lesioni ossee, promuovono un microambiente immunitario soppressivo che
induce l'apoptosi delle cellule T mediante la sovraespressione di molecole ICP e il
rilascio di IDO e APRIL (An G. etal., 2016). Inoltre, IDO provoca anergia nelle cellule
T attivate, le induce a diventare Treg e genera una nicchia nutrizionalmente impoverita
favorendo la sopravvivenza delle cellule di mieloma che hanno un basso indice
proliferativo e sono meno sensibili alla deplezione di triptofano (An G. et al., 2016);
APRIL incrementa l'espressione di PD-L1 sulle cellule di MM fornendo la
soppressione immunitaria (An G. et al., 2016). Allo stesso tempo, I’instaurarsi di uno
stato inflammatorio cronico contribuisce anche alla progressione della malattia (Botta
C. et al., 2016). Sono stati rilevati livelli aumentati di citochine inflammatorie, come
IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-22, IL-23, TNF-a e IFN-y rilevati nel siero

midollare di pazienti con MM (Musolino C. et al., 2017) ed ¢ stata descritta una firma
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di otto geni (IL-8, IL-10, IL-17, CCL3, CCLS5, VEGFA, EBI3 e NOS2) coinvolti
nell'infiammazione delle cellule B in grado di distinguere le diverse fasi della
progressione della malattia (MGUS/smoldering/symptomatic-MM) con una
precisione dell'84% (Botta C. et al., 2016). Inoltre, I'inflammazione puod portare a
livelli elevati di lipidi bioattivi, come diverse specie di lisofosfatidilcolina, che
possono legarsi alle molecole CD1d con conseguente disregolazione delle cellule
immunitarie reattive ai lipidi, attivazione delle cellule NKT di tipo II ristrette a CD1d
e produzione di quantita elevate di lipidi bioattivi della citochina immunosoppressiva

IL-13 (Chang D.H. et al., 2008).

I SISTEMA IMMUNITARIO COME TARGET
TERAPEUTICO: UN APPROCCIO EFFICACE PER IL
TRATTAMENTO DEL MIELOMA MULTIPLO

Considerando il grande impatto immunosoppressivo del microambiente midollare nel
MM, sono state elaborate molte strategie per superarlo e ripristinare
I'immunosorveglianza (Figura 5). 1l trapianto di cellule staminali (SCT) autologo
successivo al trattamento mieloablativo consente 1'introduzione di un nuovo sistema
immunitario ¢ ha contribuito significativamente a migliorare la sopravvivenza dei
pazienti con MM negli ultimi 15 anni (Rajkumar S.V. et al., 2020). Sfortunatamente,
la risposta del trapianto contro il mieloma (graft versus myeloma- GvM) ¢ solitamente
debole e la maggior parte dei pazienti presenta recidive. Un’alternativa ¢ la terapia
adottiva con linfociti infiltranti il midollo osseo arricchiti in cellule T specifiche per il
mieloma che potenzia I’immunita antitumorale, ma ha una scarsa durabilita della
risposta clinica (Noonan K.A. et al., 2015), o il SCT allogenico che fornisce un nuovo
repertorio di cellule T, innesca una potente risposta GvM, ma che ¢ limitata
dall’elevata mortalita correlata al trapianto (Bensinger W. Et al., 2014). L’emergere di
terapie di blocco degli immuno-checkpoint (ICP) nell’ultimo decennio ha suscitato
grande interesse anche per il MM. Nonostante inizialmente, studi in vitro e in vivo
abbiano dimostrato che il blocco di PD-1/PD-L1 ha potenziato le risposte immunitarie
anti-micloma mediate dalle cellule T e NK (Paiva B. et al., 2015), (Castella B. et al.,
2015), (Benson D.M. Jr et al., 2010), (Gorgiin G. et al., 2015), (Hallett W.H. et al.,
2011), (Kearl T.J. et al., 2013), suggerendo che 1'inibizione dell'ICP potrebbe essere

una promettente strategia terapeutica, gli studi clinici hanno fornito risultati
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insoddisfacenti (Suen H. et al., 2015). Una possibile spiegazione ¢ che le cellule T
specifiche del mieloma abbiano un fenotipo anergico o senescente piuttosto che un
fenotipo esaurito, un prerequisito per il successo delle terapie di blocco dell’ICP. Le
attuali linee di evidenza indicano che il fenotipo senescente potrebbe essere invertito
da farmaci immunomodulatori (IMiD), talidomide e dai suoi analoghi lenalidomide e
pomalidomide, o inibitori dell'istone deacetilasi (Suen H. et al., 2016). Oltre ai loro
effetti antitumorali diretti (Hideshima T. et al., 2000), gli IMiD promuovono
l'attivazione immunitaria compreso il miglioramento funzionale delle cellule T, NK e
NKT, I'aumento della produzione di citochine Th1, la riduzione dell'attivita delle Treg,
il miglioramento della maturazione e delle funzioni delle DC e il potenziamento degli
anticorpi anti-tumorali (Hideshima T. et al., 2000), la citotossicita cellulo-mediata
dipendente da anticorpi anti-MM (ADCC) (Costa F. et al., 2017), (Galustian C. et al.,
2009), (Luptakova K. et al., 2013). Pertanto, gli IMiD esercitano effetti anti-
angiogenici e antinflammatori e possono interrompere le interazioni tra plasmacellule
e microambiente del midollo osseo (Quach H. et al., 2010). E interessante notare che
studi in vitro hanno dimostrato che il trattamento con lenalidomide riduce
I’espressione di PD-1 sulle cellule T e NK e I’espressione di PD-L1 sulle plasmacellule
tumorali e sulle MDSC (Benson D.M. Jr et al., 2010), suggerendo che gli IMiD
potrebbero potenziare 1’effetto dell’inibitore dell’ICP (Gorgiin G. et al., 2015). In
effetti, le strategie terapeutiche combinate con IMiD e inibitori dell’ICP hanno
ottenuto risultati promettenti con sicurezza accettabile e risposte durature. Uno studio
di fase II (NCTO02289222) che ha combinato I’anti-PD-1 pembrolizumab con
pomalidomide e desametasone a basso dosaggio in 48 pazienti con MM
recidivante/refrattario ha prodotto una risposta obiettiva del 60%, inclusa una risposta
completa rigorosa/risposta completa dell’8%, una risposta parziale molto buona del
19% e una risposta parziale del 33%, con una durata mediana della risposta di 14,7
mesi (Badros A. et al., 2017). I successivi studi di fase III su pembrolizumab in
combinazione con pomalidomide e desametasone (NCT02576977) o lenalidomide e
desametasone (NCTO02579863) sono stati interrotti dalla Food and Drug
Administration statunitense a causa di risultati insoddisfacenti in termini di risposta
obiettiva e elevata mortalita (Costa F. et al., 2018). Uno studio di fase I sull’anti-PD-
1 nivolumab in combinazione con IMiD, daratumumab e inibitori del proteasoma ha
rivelato che questa terapia combinata ¢ efficace con un basso profilo di tossicita in

pazienti con MM altamente pretrattati e refrattari. Sono in corso ulteriori studi clinici
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per valutare I’efficacia e la tossicita di nivolumab in combinazione con altri farmaci
anti-mieloma negli stadi iniziali della malattia e nei pazienti con MM a basso rischio.
Inoltre, sono altamente attesi studi clinici sugli anticorpi monoclonali (mAb) anti-PD-
L1 (atezolizumab e durvalumab) da soli o in combinazione con altri agenti anti-
mieloma (Soekojo C.Y. et al., 2020). Lo studio di fase III ICARIA-MM che ha
confrontato la combinazione di isatuximab, pomalidomide e desametasone rispetto a
pomalidomide e desametasone da soli in pazienti con MM recidivante/refrattario ha
rivelato che isatuximab nel regime di combinazione ha aumentato il numero di pazienti
che hanno ottenuto una risposta e ha migliorato significativamente 1’intensita della
risposta e la sopravvivenza libera da progressione mediana (Attal M. et al., 2019).
Strategie alternative includono I’uso di agenti per interrompere le interazioni tra cellule
del midollo osseo e mieloma. Uno di questi agenti ¢ elotuzumab, un mAb umanizzato
che si lega a SLAMF7 (membro 7 della famiglia delle molecole di segnalazione di
attivazione linfocitaria), un recettore immunomodulatore espresso su diverse cellule
ematopoietiche, comprese le cellule di mieloma e le cellule NK (Balasa B. et al., 2015),
(Cannons J.L. et al., 2011), (Collins S.M. et al., 2013). Uno studio di fase I,
multicentrico, in aperto, con incremento della dose di elotuzumab ha mostrato un
profilo di tossicitd favorevole ma nessuna risposta obiettiva con malattia stabile
riportata nel 26% dei pazienti (Zonder J.A. et al., 2012). Tuttavia, la combinazione di
elotuzumab con pomalidomide e desametasone ha rivelato un miglioramento
significativo rispetto a pomalidomide e desametasone da soli negli esiti del trattamento
dei pazienti con MM recidivante/refrattario. Nello specifico, il tasso di risposta globale
¢ stato piu elevato nel gruppo elotuzumab (53%) rispetto al gruppo di controllo (26%)
con una migliore sopravvivenza libera da progressione osservata principalmente nei
pazienti pretrattati con almeno quattro linee terapeutiche precedenti o nei pazienti
considerati affetti da malattia ad alto rischio sulla base dei criteri dell’ International
Myeloma Working Group (Dimopoulos M.A. et al., 2018).

L’immunoterapia con cellule T ingegnerizzate con recettore chimerico per I’antigene
(CAR-T) di mieloma, ad esempio CAR-T anti-antigene di maturazione delle cellule B
(BCMA), ¢ usata per il trattamento del mieloma refrattario e recidivante. Tuttavia, la
durata di risposta ¢ limitata e anche i pazienti con una risposta iniziale completa alla
fine vanno incontro ad una ricaduta. Inoltre, gli effetti collaterali includono la sindrome
darilascio di citochine e neurotossicita (Cohen A.D. etal., 2019), (Raje N. etal., 2019).

I1 principale meccanismo di resistenza alla terapia con cellule CAR-T ¢ I’evasione di
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cellule tumorali completamente differenziate che esprimono livelli piu bassi di
BCMA. Recentemente, il recettore SLAM CD229/LY9 ¢ stato utilizzato come
potenziale bersaglio per la terapia con cellule CAR-T nel MM grazie alla sua forte e
piu ampia espressione sulla superficie delle plasmacellule del midollo osseo di pazienti
con MM e MGUS e su cellule precursori delle cellule di mieloma resistenti alla
chemioterapia (Carulli G. et al., 2016), (Muccio V.E. et al., 2016), (Yousef S. et al.,
2015). Le cellule CAR-T CD229 hanno mostrato un'attivita forte e persistente contro
il MM 1in vitro e in vivo, colpendo in modo efficiente non solo le plasmacellule di MM
differenziate terminalmente, ma anche le cellule B della memoria e le cellule di
propagazione mielomatose (Radhakrishnan S.V. et al., 2020).

Altre immunoterapie, inclusi nuovi anticorpi bi-specifici, che mettono le cellule
tumorali in contatto con le cellule effettrici immunitarie, ad esempio, le cellule T e le
cellule NK, e i vaccini in combinazione con mAb o inibitori del checkpoint sono
ancora in studi clinici in fase iniziale (Soekojo C.Y. et al., 2020). Ad oggi, gli anticorpi
bi-specifici sono stati valutati in pazienti con MM recidivante/refrattario con risultati

promettenti (Soekojo C.Y. et al., 2020), (Leone P. et al., 2020).
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Figura 5. Il sistema immunitario come target terapeutico. Il microambiente
immunosoppressore del MM rimane il principale ostacolo all ottenere una risposta
terapeutica duratura insieme ad una bassa tossicita. Le strategie di vaccinazione non
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hanno mostrato una chiara efficacia clinica. 1l trapianto autologo e allogenico di
cellule staminali (SCT) successivo al trattamento mieloablativo consente
l'introduzione di un nuovo sistema immunitario, ma genera una risposta immunitaria
antitumorale molto debole. Gli inibitori del checkpoint immunitario, i farmaci
immunomodulatori (IMiD) e gli anticorpi monoclonali (mAb) utilizzati come agenti
singoli hanno fornito risultati insoddisfacenti. L’ immunoterapia con cellule T del
recettore chimerico dell’antigene (CAR-T) trasferite adottivamente e nuovi anticorpi
bi-specifici é attualmente in fase di sperimentazione in studi clinici, e i risultati iniziali
sono stati incoraggianti. Inoltre, approcci piu recenti basati sulla combinazione di
Strategie immunoterapeutiche stanno ottenendo risultati promettenti con sicurezza
accettabile e risposte durature. DC, cellule dendritiche; yo, cellule T gamma delta;
MDSC, cellule soppressive di derivazione mieloide; MHC-I, complesso maggiore di
istocompatibilita di classe I; NK, cellule natural killer; NKT, cellule T natural killer;
PC, plasmacellule; PD-1, morte cellulare programmata-1; PD-LI, ligando di morte
programmata 1; SLAMF7, membro 7 della famiglia delle molecole di segnalazione
di attivazione linfocitaria; TCR, recettore delle cellule T, Treg, cellule T regolatorie
(Leone P. et al., 2020).

CD36

CD36 ¢ una proteina multifunzionale coinvolta in diverse patologie tra cui cancro,
malattie metaboliche ed infezioni. E espressa sulla superficie di cellule tumorali,
stromali e immunitarie, e svolge un ruolo fondamentale nell'assorbimento dei lipidi,
nel riconoscimento immunologico, nell'inflammazione, nell'angiogenesi, nell'adesione
e nell'apoptosi; processi che influenzano 1'inizio, lo sviluppo e la progressione del
cancro.

CD36 ¢ una glicoproteina transmembrana nota anche come FAT (fatty acids
translocase- traslocasi degli acidi grassi), GPIV (glicoproteina IV) piastrinica, GP88
e SR-B2 (scavenger receptor class B protein- recettore scavenger di proteine di classe
B); ¢ localizzata sul cromosoma 7q11.2 ed ¢ correlata alla famiglia del gene GP. Il
CD36 umano contiene 472 aminoacidi e ospita due domini transmembrana, una grande
regione extracellulare contenente siti di legame con il ligando e una singola coda
citoplasmatica corta su ciascun terminale. Il dominio extracellulare della proteina
forma due cavita idrofobiche che mediano I'assorbimento di acidi grassi essenziali,
fosfolipidi e colesterolo. Inoltre i residui del dominio CLESH (sequenza omologa
CD36 Emp) possono interagire con il dominio ripetuto 2 (TSR) di TSP-1 per regolare
l'aggregazione piastrinica e I'angiogenesi tumorale (Wang J. et al., 2019). Studi recenti

hanno rivelato che CD36 lega gli acidi grassi per agevolare il loro traffico nelle cellule,
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preparando il processo di utilizzo dei lipidi (Pepino M.Y. et al., 2014), e regola lo
sviluppo tumorale tramite la riprogrammazione del metabolismo del glucosio e degli
acidi grassi (Pascual G. et al., 2021). Questa molecola media anche un'interazione
complessa tra cellule tumorali e cellule immunitarie all'interno del microambiente
tumorale (TME) per influenzare i comportamenti maligni delle cellule tumorali. CD36
contribuisce alla tumorigenesi e allo sviluppo di molteplici tipi di cancro, tra cui
leucemia mieloide acuta (LMA), cancro al seno, cancro del colon retto, cancro gastrico

e altre neoplasie (Pascual G. et al., 2021).
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Figura 6. Recettore CD36 (Wang J. et al., 2019).

REGOLAZIONE DELL'ESPRESSIONE E DELL'ATTIVITA DEL CD36

Il livello di espressione di CD36 ¢ regolato da vari fattori, tra cui stimoli ambientali e
fattori trascrizionali. Numerose biomolecole, tra cui acidi grassi e low density
lipoprotein (LDL) ossidate (ox-LDL), potrebbero sovraregolare trascrizionalmente
l'espressione di CD36 per attivare ulteriormente la segnalazione oncogenica a valle e
aumentare le capacita di traffico. ox-LDL pud aumentare la fosforilazione mediata da
CD36 dell'attivazione di JAK2 e STAT3 per migliorare i1 fenotipi di staminalita del
cancro alla vescica (Ma X. et al., 2021). Una serie di fattori trascrizionali puo legarsi
al promotore di CD36 per aumentarne 1'espressione. Negli epatociti, la stimolazione

degli acidi grassi ambientali potrebbe guidare la sovraespressione di SOX2, quindi la
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sovraregolazione trascrizionale di CD36 per guidare la steatosi epatica e persino il
carcinoma epatocellulare (HCC). E stato scoperto un ciclo positivo tra STAT3 e CD36
nelle cellule del cancro al seno per mediare la progressione del tumore. STAT3
potrebbe legarsi direttamente al promotore di CD36 per aumentare la sua espressione
(Gyamfi J. et al.,, 2021). CD36 potrebbe anche attivare l'asse di segnalazione
STAT3/NF-kB per promuovere l'angiogenesi tumorale e la staminalitd. Anche la
modifica post-traduzionale ¢ fondamentale per I'aumento trascrizionale
dell'espressione di questo marcatore (Jiang M. et al., 2019). L'idrofobicita della
proteina CD36 viene compromessa a causa della mancanza di palmitoilazione
riducendone la distribuzione sulla membrana plasmatica, sottoregolando cosi
l'assorbimento di acidi grassi nelle cellule dell'epatoma (Zhao L. et al., 2018). E stato
scoperto che le palmitoil aciltransferasi contenenti il motivo Asp—His—His—Cys
(DHHC), DHHC4 ¢ DHHCS, mediano la palmitoilazione di CD36, aumentando cosi
l'assorbimento degli acidi grassi (Wang J. et al., 2019). Meccanicisticamente CD36
potrebbe legarsi agli acidi grassi per essere depalmitoilato e reclutare la tirosina chinasi
per fosforilare JNK e VAV in modo da mediare 1'assorbimento endocitotico di questi

lipidi (Hao J.W. et al., 2020).

IL CD36 REGOLA LO SVILUPPO DEL CANCRO: CD36 E METABOLISMO
DEGLI ACIDI GRASSI

Sebbene la biosintesi degli acidi grassi sia considerata essenziale per lo sviluppo del
tumore, le cellule tumorali fanno ancora molto affidamento sull'assorbimento dei lipidi
dal microambiente tumorale per sostenere la loro richiesta di energia. L'assorbimento
degli acidi grassi indotto da CD36 agisce come un processo chiave che prepara alla
successiva ossidazione degli acidi grassi (FAO), contribuendo ai fenotipi maligni delle
cellule tumorali (Ladanyi A. et al., 2018). Hanno caratterizzato un gruppo di cellule
tumorali della mucosa orale CD36" con elevata capacita metastatica evidenziando un
ruolo chiave del metabolismo lipidico mediato da CD36 nella colonizzazione

metastatica (Pascual G. et al., 2017).
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ESPRESSIONE E RUOLO DEL CD36 IN ALCUNI TIPI DI CANCRO

Cancro al seno

Il tumore al seno ¢ al primo posto per incidenza di casi di cancro a livello mondiale e
al quinto per mortalita entro il 2020 (Ferlay J. et al., 2021). La proteina CD36 ¢
sovraespressa nei tumori al seno rispetto ai tessuti normali. L'analisi tramite
immunoistochimica ha mostrato che nei campioni di tessuto normale 'espressione di
CD36 ¢ minima o assente, mentre nel 35% dei campioni di tumore al seno vi € una
forte espressione di CD36, nel 46,7% una moderata espressione e solo nel 18,3%
un'espressione bassa o nulla. La maggior parte dei tessuti tumorali con alta espressione
di CD36 presenta anche una forte infiltrazione di adipociti (Gyamfi J. et al., 2021),
suggerendo che CD36 contribuisca alla ristrutturazione del microambiente tumorale
(TME).

Nei pazienti con tumore al seno HER2", 1'alta espressione di CD36 ¢ correlata a una
prognosi sfavorevole. In un modello murino di tumore mammario HER/neu,
l'espressione di CD36 ¢ indotta dalla terapia anti-HER2 (lapatinib o trastuzumab), e la
delezione specifica di CD36 nella ghiandola mammaria sopprime la crescita tumorale
e prolunga la sopravvivenza (Feng W.W. et al., 2019). Coerentemente, 1 geni associati
al metabolismo lipidico sono arricchiti nelle cellule di cancro al seno HER2" resistenti
al lapatinib. In queste cellule, CD36 ¢ altamente espresso sia a livello di RNA che di
proteina, e la sua riduzione tramite siRNA induce la morte cellulare per apoptosi.
Inoltre, gli xenotrapianti di cellule resistenti al lapatinib trattati con un anticorpo anti-
CD36 sono stati sensibilizzati al lapatinib (Feng W.W. et al., 2020), dimostrando un
ruolo chiave di CD36 nello sviluppo e nella risposta alla terapia dei tumori al seno
HER2" (Guerrero-Rodriguez S.L. et al., 2022).

L'espressione di CD36 ¢ stata riportata in linee cellulari tumorali appartenenti a diversi
sottotipi intrinseci: luminali (Liang Y. Et al., 2018), basali, (Gyamfi J. et al., 2021) ed
HER2-enriched (arricchite della mutazione HER2), (Feng W.W. et al., 2020), ma sono
necessari ulteriori studi per analizzarne il ruolo funzionale in questi sottotipi. (Gyamfi
J. et al., 2021) hanno utilizzato diverse linee cellulari di tumore al seno (BT-483,
HCC2218, MCF-7 e MDA-MB-468) co-coltivate con adipociti per analizzare il ruolo
di CD36 nel cancro al seno. L'interazione tra adipociti e cellule tumorali che
sovraesprimono CD36 aumenta: 1) la formazione di gocce lipidiche (LD) e I'accumulo

di acidi grassi (FA); 2) la proliferazione; 3) la migrazione e invasione; 4) la
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tumorigenesi in topi nude Balb/c xenotrapiantati; 5) 'assorbimento di acidi grassi,
correlato all'attivazione del programma di transizione epitelio-mesenchimale (EMT);
e 6) l'espressione di marcatori associati alle cellule staminali tumorali (CSC), come
CD44, CD133, ALDH, OCT4 e SOX2. La co-coltura promuove anche l'attivazione
delle vie di segnalazione ERK1/2 e STAT3, con un incremento concomitante della
popolazione di cellule tumorali con fenotipo staminale (CD44'/CD36"). In linea con
ci0, la riduzione dell'espressione di CD36 diminuisce le caratteristiche proliferative,
migratorie e invasive delle cellule tumorali e riduce l'espressione dei fattori di
trascrizione regolatori dell'lEMT, cosi come i marcatori di EMT e staminalita. Questa
evidenza dimostra il ruolo di CD36 nelle caratteristiche cellulari chiave per la
progressione del tumore al seno e sottolinea la speciale influenza degli adipociti
nell'induzione dell'EMT e della staminalita nelle cellule tumorali CD36" (Guerrero-

Rodriguez S.L. et al., 2022).

Carcinoma epatocellulare

Il carcinoma epatocellulare (HCC) ¢ il tumore primario piu comune del fegato, essendo
il sesto tumore pit comune per incidenza e la terza causa di morte per cancro a livello
mondiale (Ferlay J. et al., 2021). I dati del The Cancer Genome Atlas Program (TCGA)
e del Gene Expression Omnibus (GEO) mostrano che 'mRNA di CD36 ¢ altamente
espresso nei tessuti di HCC rispetto ai tessuti epatici normali; analogamente, le linee
cellulari di HCC (SMMC-7721, PLC/PRF/5 e HepG2) mostrano alti livelli di mRNA
e proteina CD36 (Luo X. et al., 2021). Nei campioni di HCC vi ¢ una correlazione
positiva tra I’espressione dei marcatori EMT (Vimentin, SNAIL1, ZEB1, ZEB2,
TGFB e PORCN) e I'espressione di CD36 (Nath A. et al., 2015). La sovraespressione
forzata di CD36 nelle linee cellulari di HCC (SK-Hep-1 e Huh7) promuove la
proliferazione, la migrazione e I’invasione cellulare. Le cellule mostrano un aumento
della glicolisi e della capacita glicolitica, con una maggiore produzione di acido lattico.
In vivo, la sovraespressione di CD36 induce una maggiore incidenza tumorale con
metastasi epatiche arricchite di cellule CD36". A livello meccanicistico, CD36 attiva
la via Src e 1 suoi effettori a valle PI3K/AKT nelle cellule di HCC; di conseguenza,
inibitori di PI3K o AKT o l'inibizione della via glicolitica invertono I'aumento della
proliferazione e migrazione cellulare (Luo X. et al., 2021). D'altra parte, la riduzione
dell’espressione di CD36 nelle cellule di HCC (SMMC-7721 e HepG2) aumenta la [3-

ossidazione degli acidi grassi, attiva la via della lipofagia, riduce 1'accumulo di lipidi
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epatici (Wang J. et al., 2019), inibisce la proliferazione cellulare e riduce la migrazione
e I’invasione (Luo X. et al., 2021). Questi risultati indicano che la riprogrammazione
metabolica mediata da CD36 potrebbe essere cruciale per lo sviluppo del'HCC.

CD36 ¢ anche coinvolto nella staminalita dellHCC. Le cellule HepG2 ¢ Huh7
resistenti al sorafenib mostrano una maggiore capacita clonogenica e tumorigenica e
un'espressione aumentata del trasportatore ABCB1A e dei fattori di trascrizione OCT4
e NANOG (Bort A. et al., 2020). Queste cellule accumulano piu lipidi neutri e
presentano una maggiore espressione degli enzimi coinvolti nella sintesi di trigliceridi
e acidi grassi: ATP-citrato liasi, acetil-CoA carbossilasi e sintasi degli acidi grassi; di
conseguenza, mostrano una lipogenesi de novo attiva. L’aumento dell’espressione di
CD36 media un maggiore assorbimento di acidi grassi, riducendo la B-ossidazione
attraverso un meccanismo mediato da AMPK (Bort A. et al., 2020). Come per altri tipi

mantenimento della staminalita (Guerrero-Rodriguez S.L. et al., 2022).

Carcinoma a cellule squamose orali

I1 carcinoma a cellule squamose orali (OSCC) si origina nella cavita orale ed ¢ uno dei
tipi pit comuni di cancro della testa e del collo (Ali, 2022). CD36 ¢ fortemente
espresso nei tessuti OSCC invasivi, mentre l'epitelio orale normale presenta
un'espressione debole di CD36 (Sakurai K. et al., 2020). In uno studio di coorte
retrospettivo su pazienti con OSCC diagnosticato primariamente, quelli con alta
espressione di CD36 mostravano una minore probabilita di sopravvivenza libera da
progressione, con solo il 34% dei pazienti vivi o senza recidiva a 60 mesi. Lo studio
ha anche dimostrato un aumento di 45 volte del rischio di metastasi ai linfonodi nel
gruppo con alta espressione di CD36 (Haidari S. et al., 2020). In varie linee cellulari
OSCC (HSC-1, HSC-3, HSC-4 e Ca9-22), l'espressione di CD36 ¢ correlata con Ki-
67, PDGFRP e una bassa espressione di E-caderina (Sakurai K. et al., 2020),
suggerendo che CD36 partecipi alla proliferazione e migrazione cellulare.
Coerentemente, le cellule CD36" mostrano un'attivita migratoria maggiore rispetto alle
cellule CD36 (Sakurai K. et al., 2020), e la sovraespressione forzata di CD36 in linee
cellulari OSCC (SCC-25, VDH-00 e JHU-029) o in cellule derivate da pazienti
aumenta [’espressione di geni associati alla metastasi e la loro capacita di

metastatizzare ai linfonodi (Pascual G. et al., 2017).

50



La B-ossidazione degli acidi grassi (FAO) ¢ cruciale per la formazione di metastasi da
parte delle cellule CD36". La sottopopolazione di cellule OSCC con il fenotipo
immunitario CD36/CD44¢" esprime livelli piu elevati di enzimi coinvolti nella B-
ossidazione dei FA. L'alimentazione ricca di grassi nei topi transgenici (NGS) o
l'esposizione ex vivo delle cellule tumorali all'acido palmitico (PA) aumenta la
dimensione e la frequenza delle metastasi linfonodali negli xenotrapianti di OSCC
(Pascual G. et al., 2017). Al contrario, le cellule CD36" isolate tramite FACS non
generano metastasi linfonodali, e la riduzione dell’espressione di CD36 tramite short-
hairpin RNA (shRNA) diminuisce il carico metastatico. Sebbene le cellule con una
mutazione in CD36 (CD36-K164A) possano generare alcune metastasi linfonodali, le
lesioni presentano cellule con un maggiore contenuto di gocce lipidiche (Pascual G. et
al., 2017), indicando che CD36 ¢ essenziale per la riprogrammazione metabolica e
I’adattamento alla nicchia metastatica. Inoltre, le cellule CD36/CD44%€" mostrano

un potenziale metastatico dieci volte maggiore rispetto alla popolazione CD44°eht

e
generano lesioni metastatiche che riproducono I'eterogeneita molecolare e cellulare dei
tumori originali (Pascual G. et al., 2017), suggerendo che CD36 possa essere un

marcatore delle cellule iniziatrici di metastasi (Guerrero-Rodriguez S.L. et al., 2022).

Cancro della vescica

Il cancro della vescica ¢ la neoplasia piu comune delle vie urinarie e si suddivide in
due tipi con caratteristiche molecolari diverse: nel 75% dei casi ¢ confinato alla
mucosa ed ¢ chiamato cancro della vescica non muscolo-invasivo (NMIBC), mentre
gli altri casi corrispondono al cancro della vescica muscolo-invasivo (MIBC)
(Dobruch J. etal., 2021), (Jeong H. et al., 2021). I campioni tumorali NMIBC mostrano
un’aumentata espressione dei trasportatori di acidi grassi FATP4, CD36 ¢ ACSL1
(Jeong H. et al., 2021). Nel cancro della vescica di tipo MIBC, 1'espressione di CD36
¢ correlata a una maggiore profondita di invasione tumorale (stadio pT) e agli stadi
avanzati della malattia (pT3b-T4) (Pardo J.C. et al., 2022). L'espressione di CD36 ¢
importante nella biologia della popolazione di cellule staminali tumorali (CSC) nei
tumori della vescica. Il silenziamento di CD36 nelle cellule di cancro alla vescica
umane riduce la clonogenicita e I'espressione dei marcatori di staminalita (ALDHAI,
CD44, KLF4 e Nanog) indotti dall'esposizione a oxLDL. Coerentemente, la riduzione
di CD36 diminuisce la crescita tumorale negli xenotrapianti, l'effetto pro-tumorale di

una dieta ricca di grassi e colesterolo e l'espressione tumorale dei marcatori di
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staminalita (Yang L. et al., 2021). Queste evidenze dimostrano che CD36 partecipa al
mantenimento della staminalitd e alla progressione della crescita tumorale e che
oxLDL, non solo gli acidi grassi come riportato per altri tipi cellulari tumorali,
potrebbe innescare segnali rilevanti mediati da CD36 (Guerrero-Rodriguez S.L. et al.,

2022).

Glioblastoma

I1 glioblastoma (GBM) ¢ il tumore cerebrale maligno piu aggressivo e frequente negli
adulti (DeAngelis L.M. et al., 2001). Dati raccolti da Liang et al. e analizzati da Hale
et al. mostrano che l'espressione di CD36 a livello di mRNA e proteina ¢ correlata a
una prognosi sfavorevole per i pazienti con GBM, indicando CD36 come un marcatore
prognostico per la sopravvivenza dei pazienti (Liang Y. et al., 2005), (Hale J. S. et al.,
2014). I GBM umani sono tumori altamente vascolarizzati che dipendono dalla
formazione di nuovi vasi sanguigni per la crescita (Jain R. K. et al., 2007). Pertanto,
sono state impiegate terapie antiangiogeniche per colpire i GBM, che hanno, tuttavia,
portato alla promozione dell'invasione tumorale e delle recidive (Paez-Ribes M. et al.,
2009), (Keunen O. et al., 2011). TSP-1 ¢ una proteina antiangiogenica che esercita i
suoi effetti attraverso le sue tre ripetizioni di tipo 1 (3TSR). Le 3TSR inducono
apoptosi nelle cellule endoteliali interagendo con CD36, attivando cosi l'apoptosi
mediata da p59fyn/p39/caspasi-3 o sovraregolando i recettori di morte TRAIL DR4 e
DRS5 (Jiménez B. et al., 2000), (Ren B. et al., 2009). Poiché¢ CD36 ¢ espresso anche in
un sottogruppo di cellule di GBM, sono state utilizzate cellule staminali mesenchimali
ingegnerizzate che esprimono TSR3 per sensibilizzare le cellule di GBM all'apoptosi
mediata da TRAIL attraverso l'attivazione della segnalazione di CD36 ¢ la
sovraregolazione dei recettori TRAIL DR4/DR5 (Choi S. H. et al., 2015).

CD36 ¢ espresso nelle cellule staminali tumorali (CSC) del GBM, dove aiuta a
mantenere la staminalita. L'analisi multidimensionale dei marcatori di staminalita ha
identificato che il fenotipo immunitario CD44"/CD133*/ITGA6/CD36" ¢ utile per
arricchire cellule con caratteristiche staminali da diverse fonti, ¢ la combinazione
dell'espressione di CD44, CD133, ITGA6 e CD36 identifica tumori di pazienti con una
sopravvivenza significativamente piu breve (Erhart F. et al., 2019). La riduzione
dell’espressione di CD36 tramite siRNA in vari xenotrapianti di GBM impatta sullo
stato CSC 1) riducendo I'espressione di integrina a6; 2) attenuando la formazione di

cellule tumorali; 3) diminuendo la frequenza di cellule staminali; 4) abrogando la
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capacita di inizio tumorale; e 5) diminuendo le principali vie di segnalazione per il
mantenimento delle CSC come SOX2, AKT fosforilato ¢ STAT3 fosforilato (Hale J.
S. et al., 2014). Inoltre, l'attivazione della segnalazione di CD36 tramite oxLDL
aumenta la proliferazione della popolazione di CSC (Hale et al., 2014), dimostrando
che l'espansione del pool di CSC associata a una prognosi sfavorevole ¢ parzialmente
mediata dal riconoscimento di oxLDL da parte di CD36 (Guerrero-Rodriguez S. L. et
al., 2022).

Cancro del colon-retto

Il cancro del colon-retto (CRC) ¢ la terza causa di incidenza e la seconda causa
principale di morte legata al cancro (Ferlay J. et al., 2021), (Sung H. et al., 2021).
L'analisi dei microarray dei tessuti CRC ha mostrato che 1 livelli di CD36 sono
significativamente piu alti rispetto alla mucosa normale, e I'espressione di CD36 ¢
aumentata nelle metastasi epatiche e polmonari del CRC (Drury J. et al., 2022). Dati
dall'Human Protein Atlas indicano che alti livelli di mRNA di CD36 sono associati a
una ridotta sopravvivenza a 5 anni nei pazienti con CRC. Tuttavia, i livelli di mRNA
di CD36 sono significativamente piu bassi nei tessuti cancerosi del CRC nel database
TCGA (Drury J. et al., 2020) o negli studi disponibili in GEO (Zhang X. et al., 2019).
Per affrontare questa discrepanza, Drury et al. (2020) hanno studiato I'espressione della
proteina CD36 nei tumori primari del CRC, scoprendo che puod essere simile o
superiore a quella nella mucosa normale, mentre la forma glicosilata di CD36 ¢ piu
alta nelle metastasi epatiche del CRC rispetto al fegato normale o alla mucosa colica.
L'analisi dei tumori derivati da xenotrapianti di pazienti con CRC ha dimostrato che
l'espressione di CD36 glicosilato ¢ associata ai tumori metastatici. Studi meccanistici
sul ruolo di CD36 sono stati condotti in modelli di CRC. L'overespressione di CD36
nelle linee cellulari CRC (HCT116, HT29, HT29LuM3) porta a: 1) sovraregolazione
della proliferazione cellulare mediante I'aumento dell'espressione di survivin e una
diminuzione del clivaggio di caspasi-3 ¢ PARP; 2) aumento della capacita invasiva; e
3) aumento della formazione e del diametro delle colonie (Drury J. et al., 2020). Effetti
opposti sono stati generati dalla riduzione forzata dell'espressione di CD36 tramite
siRNA. Le cellule con sovraespressione di CD36 mostrano una maggiore frequenza di
tumori ortotopici e formano piu noduli metastatici rispetto alle cellule controllo (Drury
J. etal., 2022), mentre le cellule con knockdown di CD36 formano significativamente

meno metastasi polmonari dopo iniezione nella vena coda, suggerendo che questa
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molecola promuove l'espansione delle cellule tumorali e/o iniziatrici di metastasi.
Inoltre, le cellule CD36M&" isolate da xenotrapianti derivati da pazienti con CRC
presentano un'elevata espressione di survivin e formano tumori piu grandi rispetto alle
cellule CD36!°" derivate dallo stesso tumore (Drury J et al., 2022), indicando che
CD36 gioca anche un ruolo nella sopravvivenza e/o proliferazione delle cellule CRC.
D'altra parte, Fang et al. hanno riscontrato come 1'espressione della proteina CD36 ¢
assente o debole nei campioni umani di CRC e hanno associato il segnale negativo di
CD36 a una sopravvivenza complessiva peggiore (Fang Y. et al., 2019). Pertanto, sono
necessari ulteriori studi utilizzando metodi e reagenti standardizzati per chiarire se
l'espressione della proteina CD36 possa essere prognostica nel CRC.

CD36 potrebbe anche partecipare alla resistenza alla radioterapia (RT) delle cellule
CRC. Nelle cellule HCT116, I'espressione di JAK2 aumenta dopo RT, portando
all'attivazione di STAT3, che causa una limitata apoptosi indotta da RT e un aumento
del potenziale clonogenico (Park S. Y. et al., 2019). CD36 ¢ sovraregolato da RT e il
silenziamento di JAK2 abolisce tale effetto (Park et al., 2019), dimostrando che CD36
¢ un gene bersaglio della via JAK2/STAT3 nelle cellule CRC (Guerrero-Rodriguez S.
L. et al., 2022).

Cancro alla prostata

Il cancro alla prostata (PC) ¢ il piu diagnosticato e la seconda causa principale di morte
tra gli uomini (Siegel R.L. et al., 2022). I pazienti con PC che consumano elevate
quantita di grassi saturi nella dieta aumentano il rischio di mortalita (Epstein M.M. et
al., 2012), (Richman E. L. et al., 2013) e I'assorbimento di glucosio, la lipogenesi de
novo, l'assorbimento e 1'immagazzinamento di acidi grassi (FA) risultano aumentati
nei tessuti prostatici maligni (Watt M. J. et al., 2019), suggerendo che il metabolismo
lipidico favorisca la progressione del tumore. Di conseguenza, un'espressione elevata
del gene CD36 ¢ associata a una ridotta sopravvivenza libera da recidive e a una
maggiore incidenza di metastasi nel gruppo di pazienti con PC del TCGA (Watt M. J.
etal., 2019).

L'esposizione di linee cellulari di tumore prostatico umano (PC3 e LNCaP) agli acidi
grassi (FA) aumenta 'assorbimento di questi e favorisce la proliferazione cellulare. Al
contrario, la riduzione di CD36 mediante shRNA riduce: 1) l'assorbimento e
l'ossidazione degli acidi grassi liberi; 2) l'incorporazione degli acidi grassi nei lipidi

complessi; 3) la proliferazione cellulare; e 4) la migrazione in risposta agli acidi grassi
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liberi. La ri-espressione di CD36 nelle cellule in cui era stato soppresso ripristina i
livelli di assorbimento di acidi grassi e la proliferazione a livelli basali rispetto alle
linee cellulari di tumore prostatico originarie (Watt M. J. et al., 2019). Queste evidenze
concordano con il fatto che il tessuto adiposo periprostatico puo fornire acidi grassi
per sostenere la progressione del tumore alla prostata (Taylor R. A. et al., 2015), (Lo
J. C. et al., 2016). Negli xenotrapianti formati da cellule di tumore prostatico con
riduzione di CD36, l'assorbimento di acidi grassi dal microambiente tumorale (TME)
¢ compromesso, riducendo la biosintesi lipidica, 'attivazione delle vie oncogeniche di
segnalazione lipidica e attenuando la crescita tumorale (Watt et al., 2019). Pertanto, il
metabolismo lipidico mediato da CD36 promuove la progressione del tumore

prostatico (Guerrero-Rodriguez S. L. et al., 2022).

Cancro ovarico

I1 cancro ovarico (OvCa) ¢ il quinto tumore pitt comune e uno dei piu letali tra le donne
(Siegel R. L. et al., 2022). L'espressione di CD36 ¢ aumentata nel tumore ovarico
umano primario ¢ nelle metastasi viscerali (Wang S. et al., 2016). CD36 potrebbe
mediare la stimolazione paracrina della crescita tumorale da parte degli adipociti,
poiché questi ultimi promuovono la crescita e le metastasi del tumore ovarico fornendo
acidi grassi (FA) (Nieman K. M. et al., 2011), (Nieman K. M. et al., 2013). La co-
coltura di adipociti umani primari (HPA) con linee cellulari di OvCa (SKOV3ipl,
HeyA8 o OVCAR-5) induce nelle cellule tumorali: 1) I'espressione di CD36 a livello
di mRNA e proteine; 2) I'assorbimento di FA e un aumento del contenuto intracellulare
di colesterolo; 3) l'accumulo di gocce lipidiche (LD); e 4) cambiamenti nel
trascrittoma, caratterizzati dall'induzione di un profilo citochinico pro-infiammatorio,
dallo stress ossidativo e dall'attivazione di vie che regolano la sintesi di lipidi e
colesterolo (Ladanyi et al., 2018). La soppressione di CD36 tramite shRNA nelle
cellule SKOV3ipl ha ridotto: 1) l'espressione di CD36 indotta dagli adipociti; 2)
I'assorbimento di FA e il contenuto intracellulare di colesterolo, anche con stimoli
HPA; 3) I'accumulo di LD; 4) lI'invasione e la migrazione stimolate dagli adipociti; 5)
il metabolismo anaerobico del glucosio, aumentando invece l'ossidazione del glucosio;
e 6) la tumorigenesi in vivo nei topi nude e il numero di noduli metastatici (Ladanyi
A. et al., 2018). II ruolo di CD36 nella popolazione di cellule staminali tumorali
ovariche (CSC) ¢ stato recentemente descritto. L'analisi del trascrittoma delle CSC

della linea cellulare OVCAR3 mostra un aumento significativo dell’'mRNA di CD36,
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insieme alle carbossilasi coinvolte nella biosintesi degli acidi grassi. Le CSC ovariche
mostrano una correlazione positiva tra I'espressione di CD36 e quella degli enzimi del
metabolismo lipidico e del marcatore di staminalita OCT4 (Ghoneum A. et al., 2020).
Tuttavia, ulteriori studi sono necessari per chiarire le implicazioni funzionali di CD36
nelle CSC dei tumori ovarici.

Nel cancro della cervice avanzato, l'espressione di CD36 ¢ correlata a una scarsa
differenziazione tumorale, all'espressione dei marcatori di transizione epitelio-
mesenchimale (EMT) e alla positivita delle metastasi linfonodali. Pertanto, un'elevata
espressione di CD36 ¢ stata proposta come biomarcatore di prognosi sfavorevole.
CD36 ¢ espresso nelle linee cellulari di cancro della cervice (C33a, Heel, Hela e
SiHa). Il trattamento delle cellule con TGF-B, un classico induttore di EMT, promuove
I'espressione di CD36, suggerendo un legame tra l'attivazione di EMT e I'espressione
di questa molecola. La riduzione di CD36 tramite siRNA in queste linee cellulari: 1)
inibisce la migrazione cellulare; 2) diminuisce la capacita di invasione; 3) attenua la
formazione di colonie; 4) aumenta il tasso di apoptosi; e 5) modifica la morfologia e
l'espressione proteica associate a EMT (Deng M. et al., 2019). Allo stesso modo, la
sovraespressione forzata di CD36 nelle cellule del cancro della cervice promuove la
proliferazione, la migrazione e l'invasione cellulare (Yang P. et al., 2018), (Deng M.
et al., 2019). Inoltre, la sovraespressione di CD36 favorisce la formazione di colonie
in vitro, promuove EMT (Deng et al., 2019) e attiva la via di segnalazione Src/ERK1/2
(Yang P. et al., 2018). In vivo, le cellule con sovraespressione di CD36 mostrano una
crescita tumorale e una capacita metastatica aumentate (Yang P. et al., 2018), (Deng

M. et al., 2019), (Guerrero-Rodriguez S. L. et al., 2022).

Leucemie e linfomi

La leucemia ¢ caratterizzata dalla proliferazione anomala delle cellule del sangue nel
midollo osseo e negli organi ematopoietici. Nei pazienti con leucemia mieloide acuta
(AML), l'espressione di CD36 ¢ alta nei tumori in stadio avanzato e si correla a una
citogenetica sfavorevole, una ridotta sopravvivenza globale e una minore
sopravvivenza libera da malattia (Guerrero-Rodriguez S. L. et al., 2022). In AML,
CD36 collabora con segnali solubili del microambiente tumorale (TME) per
promuovere la progressione del cancro e la resistenza alla chemioterapia. Le cellule
AML trattate con IL-6 mostrano un aumento dell'accumulo di lipidi, un maggiore

assorbimento di acidi grassi (FA) e un incremento dell'espressione di CD36 a livello
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di mRNA e proteina (Zhang Y. et al., 2022). I pazienti con AML con alta espressione
di IL-6R mostrano resistenza alla chemioterapia e metabolismo lipidico alterato (Zhou
J. et al., 2009), (Tse C. et al., 2020). La segnalazione indotta da IL-6 attiva STATS3,
potenziando la tumorigenesi e la resistenza alla chemioterapia (Mauer J. et al., 2015).
La riduzione dell'assorbimento di FA tramite l'inibizione di CD36 reprime la resistenza
indotta da IL-6 ai farmaci citotossici. In modo simile, il knockdown di CD36 riduce
I'assorbimento di FA e aumenta l'apoptosi indotta dalla chemioterapia, anche in
presenza di IL-6, dimostrando che CD36 ¢ coinvolto nell'induzione della resistenza
alla chemioterapia nelle cellule leucemiche. Il knockdown di STAT3 riduce
l'espressione di CD36 e l'assorbimento di FA, ma aumenta I'apoptosi, mostrando che
la resistenza indotta da IL-6 dipende da STAT3, che a sua volta promuove I'espressione
di CD36 regolando l'attivazione di STAT3 (Zhang Y. et al., 2022). Insieme a CD36,
l'apolipoproteina C2 (APOC2) ¢ altamente espressa nei campioni di pazienti con
AML. Utilizzando cellule HEK293T, ¢ stato dimostrato che APOC2 co-
immunoprecipita con CD36 (Zhang T. et al., 2020). L'overespressione simultanea di
APOC2 e CD36 nelle linee cellulari AML THP-1 o MOLM-13 aumenta la
proliferazione cellulare, attivata dalla fosforilazione di ERK e LYN, in confronto
all'overespressione singola di APOC2 o CD36. Il knockdown di CD36 tramite short
hairpin RNA (shRNA) provoca una diminuzione dei livelli proteici di p-ERK anche
nelle cellule con sovraespressione di APOC2, suggerendo un ruolo cruciale di CD36
nell'attivazione di ERK. In vivo, il knockdown di APOC2 e CD36 riduce il carico
leucemico e l'innesto nel midollo osseo, nella milza e nel sangue periferico (Zhang T.
et al., 2020); quindi, la segnalazione APOC2-CD36 potrebbe essere un obiettivo
terapeutico interessante.

Il linfoma a cellule mantellari (MCL) ¢ un sottotipo aggressivo di linfoma non-
Hodgkin con la peggior prognosi, una scarsa risposta alla chemioterapia e un'alta
incidenza di resistenza ai farmaci (Zaja F. et al., 2014). I pazienti con MCL con la
massima espressione di CD36 hanno una sopravvivenza globale piu breve
(Luanpitpong S. et al., 2019). Nel MCL, il Bortezomib (BTZ) ¢ combinato con
chemioterapia citotossica per ottenere un tasso di risposta piu elevato (Yazbeck V. et
al., 2018). Le cellule MCL resistenti al BTZ hanno un contenuto lipidico cellulare
aumentato e un'upregolazione della proteina CD36 sulla superficie cellulare e nei
compartimenti intracellulari. L'overespressione di CD36 porta all'accumulo di gocce

lipidiche (LD) e a una diminuzione dell'apoptosi. Di conseguenza, l'inibizione di CD36
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nelle stesse cellule le sensibilizza all'apoptosi indotta da BTZ (Luanpitpong S. et al.,
2019). Questi risultati suggeriscono l'utilita dell'inibizione di CD36 nella terapia
combinata per trattare il MCL resistente ai farmaci e propongono l'espressione di
CD36 come predittiva della risposta terapeutica.

Anche nella biologia della leucemia linfoblastica a cellule B (B-LL) e della leucemia
linfatica cronica (CLL) CD36 sembra giocare un ruolo importante. Nei campioni
pediatrici di B-LL del Children’s Health of Atlanta, I'espressione di CD36 si correla
con un cattivo esito. I campioni di pazienti con cellule B-LL positive per CD36
mostrano una sopravvivenza libera da eventi ridotta e una sopravvivenza globale
inferiore rispetto ai pazienti CD36~ (Newton J. G. et al, 2017). Nella CLL,
l'espressione di CD36 ¢ piu alta nei campioni tumorali rispetto a quelli di individui
sani. Le cellule CLL immagazzinano lipidi in vacuoli e attivano le vie metaboliche
tramite cui adipociti e miociti producono energia, un processo che potrebbe dipendere
da CD36. Come nelle cellule AML, la sottoregolazione di STAT-3 nelle cellule CLL
tramite siRNA riduce l'espressione di CD36 (Rozovski U. et al., 2018). Anche se gli
inibitori delle tirosina chinasi sono trattamenti altamente efficaci per le leucemie, la
malattia non ¢ completamente curabile poiché la sottopopolazione di cellule staminali
leucemiche (LSC) ¢ parzialmente resistente a questi farmaci (Jiang X. et al., 2007). Le
LSC possono sfruttare il loro TME, come il tessuto adiposo, per supportare le loro
uniche necessita metaboliche e promuovere la loro sopravvivenza e crescita (Ye H. et
al., 2016). 1l tessuto adiposo gonadico (GAT) funge da serbatoio per le LSC e aiuta ad
attivare il metabolismo degli acidi grassi in una sottopopolazione di LSC che esprime
CD36 ed effettua un'elevata ossidazione degli acidi grassi (FAO). Sebbene le cellule
CD36" abbiano caratteristiche metaboliche simili a quelle delle cellule staminali
ematopoietiche quiescenti, l'espressione di CD36 non ¢ stata rilevata nelle popolazioni
normali di staminali/progenitrici. La sottopopolazione di LSC CD36" ¢ meno sensibile
ai chemioterapici rispetto alle LSC CD36  in seguito alla somministrazione ex vivo
di diversi farmaci. Questi risultati sono stati corroborati in vivo in un modello murino
di AML, dove le LSC CD36" nel midollo osseo € nel GAT risultavano arricchite dopo
la chemioterapia. Il knockout di CD36 ha ridotto l'assorbimento di FA e FAO,
diminuendo il carico leucemico nel GAT e aumentando la risposta ai farmaci
chemioterapici nei topi leucemici, indicando che CD36 potenzia la colonizzazione
leucemica del GAT e contribuisce alla chemio-resistenza delle LSC. Risultati simili

sono stati trovati in almeno quattro degli otto campioni umani primari di leucemia
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mieloide cronica (CML) o campioni di AML (Ye H. et al., 2016). Questo studio: 1)
propone l'esistenza di eterogeneita metabolica nelle LSC; 2) indica un ruolo delle LSC
CD36" nella progressione tumorale; e 3) suggerisce che la modulazione del
metabolismo degli acidi grassi potrebbe contribuire all'eradicazione delle LCS.

Le cellule tumorali possono coordinare e rimodellare in modo robusto gli acidi grassi
esogeni in lipidi di segnalazione oncogenici, come glicerofosfolipidi, sfingolipidi e
lipidi eterei (Louie et al. 2013 ). E importante sottolineare che I'assorbimento degli
acidi grassi indotto da CD36 ¢ cruciale per il lipidoma alterato e la produzione di lipidi
di segnalazione oncogenici, come lisofosfolipidi acilici ed eterei. Nei tumori della
prostata PTEN-/-, l'inibizione di CD36 compromette 'assorbimento degli acidi grassi
dalle cellule stromali adiacenti, riduce 1'accumulo di lipidi di segnalazione oncogenici
e diminuisce la biosintesi dei lipidi dai precursori degli acidi grassi. La terapia con
anticorpi monoclonali anti-CD36 potrebbe decrementare la crescita del cancro della
prostata PTEN-/-, indicando potenziali effetti terapeutici dell'inibizione di questa
molecola nel trattamento del cancro (Watt M. J. et al., 2019 ). Nel complesso, CD36
contribuisce all'accumulo di lipidi di segnalazione oncogenica per regolare
l'insorgenza e la progressione del tumore.

Gli LD sono un tipo di organello responsabile dell'immagazzinamento dei lipidi.
Condividono una struttura comune costituita da un nucleo idrofobico di lipidi neutri,
che comprende principalmente triacilglicerolo ed estere del colesterolo e un
monostrato di fosfolipidi (Olzmann J. A. et al., 2019). Gli LD possono essere
interpretati come interruttori che regolano l'accumulo e il consumo di lipidi per la
funzione cellulare, tra cui la produzione di ATP, la protezione contro lo stress
ossidativo o la biogenesi della membrana per supportare la sopravvivenza e la crescita
delle cellule tumorali (Petan T. et al., 2018 ). Pertanto, gli LD sono strettamente
collegati al metabolismo dei lipidi e all'attivazione della segnalazione, che contribuisce
alla proliferazione delle cellule tumorali, alla staminalita, alle metastasi e alla
resistenza ai farmaci. Nel cancro ovarico, la sovraespressione di CD36 aumenta il
numero ¢ le dimensioni degli LD e il contenuto di colesterolo intracellulare per ridurre
il contenuto di specie reattive dell'ossigeno (ROS) intracellulare. Al contrario,
l'inibizione di CD36 compromette efficacemente 1'assorbimento degli acidi grassi dal
TME nelle cellule del cancro ovarico, sopprimendo quindi la crescita, l'invasione e la
migrazione del tumore (Ladanyi A. et al., 2018). E stato scoperto che REDDI, un

attore metabolico mediato dallo stress, riprogramma il metabolismo degli acidi grassi
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e migliora lo sviluppo di tumori mutanti RAS a seconda dell'assorbimento dei lipidi
mediato da CD36. Nelle cellule mutanti RAS, la perdita di REDD1 induce I'accumulo
di lipidi mediato da HIFla tramite PPARy e CD36, portando a un aumento
dell'accumulo di lipidi e a un'elevata ossidazione degli acidi grassi. Nel complesso,
questo asse HIF1a/PPARY/CD36 fornisce opportunita terapeutiche essenziali per i
tumori mutanti RAS/REDDI1 (Qiao S. et al., 2020).

INTERAZIONE TRA CD36 E CELLULE IMMUNITARIE

CD36 ha un ruolo nella promozione tumorale influenzando il comportamento di altri
componenti del TME. I macrofagi associati al tumore (TAM) mostrano un'elevata
espressione di CD36, che aumenta ulteriormente I'OXPHOS mitocondriale,
I'accumulo delle specie reattive dell’ossigeno ROS, la fosforilazione di JAKI e la
defosforilazione di SHP1, migliorando la differenziazione e la funzione dei TAM. (Su
P. et al., 2020). E interessante notare che CD36 facilita anche 1'assorbimento di miR-
375 di derivazione tumorale, procurandone I’accumulo nei TAM. miR-375 puo agire
su TNS3 e PXN favorendo il livello di infiltrazione dei TAM (Frank A. C. etal., 2019).
Le cellule soppressive di derivazione mieloide (MDSC) compromettono le risposte
delle cellule T antitumorali e promuovono la trasformazione maligna. II CD36
espresso a livello delle MDSC puo indurre l'assorbimento di acidi grassi da un
abbondante pool di lipidi all'interno del TME. Al contrario, l'inibizione di CD36
potrebbe compromettere significativamente ['assorbimento degli acidi grassi e
l'accumulo di lipidi, inibire OXPHOS e sopprimere la proliferazione tumorale
attraverso una risposta dipendente dalle cellule T CD8". E stato scoperto che
lI'inibizione farmacologica di FAO nelle MDSC blocca 1 segnali inibitori immunitari
MDSC-mediati ed inibisce la produzione di citochine inibitorie (Hossain F. et al.,
2015). Pertanto, l'inibizione di FAO ¢ stata considerata un nuovo approccio per
bloccare le MDSC. Le cellule 7Treg mostrano una maggiore espressione di CD36, che
puo aumentare la flessibilita mitocondriale per riprogrammare queste cellule in modo
che siano piu adattate al TME acido. L'inibizione di CD36 a livello delle Treg
compromette la loro funzione aumentando gli effetti antitumorali nel cancro alla
mammella (Hao J. W. et al., 2020). Inoltre, I'inibizione di CD36 aumenta anche gli
effetti antitumorali della terapia anti-proteina 1 della morte cellulare programmata
(anti-PD1). Nel cancro pancreatico ortotopico, durante la presentazione dell'antigene

tumorale apoptotico da parte delle cellule dendritiche, CD36 potenzia la fagocitosi

60



delle cellule tumorali apoptotiche, compromettendo l'innesco delle cellule T CD4" (Oh
D. S. et al., 2019). Al contrario, il blocco di CD36 compromette la fagocitosi delle
cellule tumorali apoptotiche, aumenta l'innesco delle cellule T CD4" nelle cellule
dendritiche carenti di Atg5 e compromette la crescita tumorale (Oh D. S. et al., 2019).
Nel melanoma CD36 regola anche I'assorbimento degli acidi grassi da parte delle
cellule T CD8" inducendo la perossidazione lipidica e la ferroptosi, inibendo cosi la
produzione di citochine citotossiche e l'anti-immunita (Ma X. et al., 2021). Inoltre, in
linee cellulari murine di cancro al colon retto (MC38) e di melanoma (B16), Xu et al.
hanno rilevato il ruolo di CD36 nell'assorbimento di oxLLDL a carico delle cellule T
CD8" per aumentare la perossidazione lipidica e la sovraregolazione della chinasi p38,
mettendo in risalto I'asse oxLDL-CD36 nella regolazione dell'immunita antitumorale
(Xu S. et al., 2021). Pertanto, CD36 ¢ importante per la regolazione dei fenotipi
metabolici delle cellule immunitarie stromali per modulare la risposta immunitaria e
lo sviluppo del tumore, manifestandosi come potenziale bersaglio terapeutico per la
gestione del cancro. In effetti la deregolazione di CD36 ¢ comunemente osservata in
varie cellule tumorali, tra cui leucemia mieloide acuta, cancro al seno, cancro del
colon-retto, cancro gastrico (Farge T et al., 2017), (Jiang M. et al., 2019), (Fang Y. et
al., 2019), (Zaoui M. et al., 2019).

I RECETTORI ATTIVATI DAI PROLIFERATORI DEI
PEROSSISOMI (PPAR)

I fattori di trascrizione chiamati Recettori Attivati dai Proliferatori dei Perossisomi
(PPAR) furono scoperti 30 anni fa nei roditori (Issemann . et al., 1990) e appartengono
alla sottofamiglia 1 della super-famiglia dei recettori nucleari degli ormoni (Nuclear
Receptors Nomenclature Committee, 1999). I PPAR sono i recettori nucleari attivati
dagli acidi grassi e comprendono tre sottotipi: PPARa, PPARy e PPARS (anche
designato come PPARP) (Grygiel-Gorniak B. et al., 2014). Sebbene tutti i PPAR
svolgano un ruolo regolatore fondamentale nell'omeostasi energetica, ciascuno di essi
ha funzioni e siti di espressione specifici (Grygiel-Goérniak B. et al., 2014). Tutti i
PPAR condividono le proprieta strutturali di base della maggior parte dei recettori
nucleari, consistendo in quattro domini funzionali denominati A/B, C, D ed E/F
(Nielsen R. et al., 2006). Il dominio N-terminale A/B contiene una funzione di

attivazione indipendente dal ligando (AF-1), responsabile della fosforilazione di
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PPAR. 1l dominio centrale conservato di legame al DNA (DBD), chiamato anche
dominio C, ¢ composto da due dita di zinco ed ¢ responsabile del legame di PPAR
all'elemento di risposta dei proliferatori dei perossisomi (PPRE) nel promotore dei geni
bersaglio. Il dominio D ¢ un sito di ancoraggio per vari cofattori. Il dominio E ¢ anche
chiamato dominio di legame al ligando (LBD). Questo ¢ composto da 12 eliche che
formano una grande tasca di legame idrofobica a forma di Y, che permette alla
molecola di legare ligandi lipofili endogeni o esogeni, conferendo specificita al
ligando. Il legame del ligando stabilizza il LBD e promuove cambiamenti
conformazionali che abilitano l'interazione con complessi coattivatori. Il reclutamento
di cofattori di PPAR che partecipano al processo di trascrizione ¢ mediato dalla
funzione di attivazione dipendente dal ligando-2 (AF-2), situato nel dominio E/F
(Christofides A. et al., 2020). La piena attivita trascrizionale dei PPAR richiede il
legame con ligandi lipidici specifici, I'eterodimerizzazione con un altro recettore
nucleare (recettore X dei retinoidi, RXR), l'interazione con un certo numero di
coattivatori trascrizionali, tra cui 1 coattivatori PGC-1a e PGC-1B, e il legame del
complesso agli elementi di risposta dei PPAR (PPRE) nel promotore dei geni bersaglio
(Nagy L. et al., 2004). Ogni membro dei PPAR ha una diversa preferenza di ligando
che potrebbe essere spiegata dalle differenze nelle dimensioni o nella lipofilia delle
loro tasche di legame (Michalik L. et al., 2006). Studi dettagliati con spettrometria di
massa di scambio idrogeno-deuterio hanno identificato come stati strutturalmente e
funzionalmente distinti dei PPAR siano indotti dal legame di agonisti rispetto ad
antagonisti o agonisti inversi (Heidari Z. et al., 2019). I PPAR sono codificati da geni
separati con sequenze specifiche ma sovrapposte tra le diverse specie. Il gene umano
PPARa ¢ situato sul cromosoma 22, mentre il gene PPARY, per il quale sono state
identificate tre isoforme (Fajas L. et al., 1998), si trova sul cromosoma 3, e PPAR/o
¢ localizzato sul cromosoma 6 (Moreno M. et al., 2010). I ligandi naturali dei PPAR
includono metaboliti derivati dai lipidi come acidi grassi, acil-CoA, glicerofosfolipidi
ed eicosanoidi. I lipidi alimentari attivano i PPAR, come dimostrato dall'aumento
dell'espressione dei geni bersaglio di PPARa nel fegato e dei geni bersaglio di
PPARP/S nel muscolo scheletrico, indotto da una dieta ricca di grassi (HFD) nei topi
(Garcia-Roves P. et al., 2007).
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FUNZIONE DEI PPARpB/6 NEL METABOLISMO LIPIDICO

E noto che PPARB/S promuove il catabolismo lipidico in vari tessuti e funge da
mediatore dell'ossidazione degli acidi grassi e della combustione dei grassi (Coll T. et
al., 2009). PPARP/S attiva enzimi disaccoppianti che producono calore nei tessuti
adiposi bruni e nei muscoli, e protegge contro 1'obesita e il fegato grasso (Wolf G. et
al., 2003). In alternativa, o in parallelo, PPAR-B/d potrebbe mediare i suoi effetti sul
metabolismo dei grassi regolando 1'espressione delle adipochine (Choi K. C. et al.,
2007) e sopprimendo l'attivazione della STAT3 indotta da IL-6 (Serrano-Marco L. et
al., 2011). Questo effetto potrebbe contribuire alla prevenzione della resistenza
insulinica indotta da IL-6 negli adipociti. Pertanto, la modulazione terapeutica di
PPAR-B/d potrebbe rappresentare un approccio promettente per il trattamento
dell'obesita e della sindrome metabolica. Va tuttavia notato che ¢ necessaria cautela
nell'uso di modulatori farmacologici dei PPAR, poiché molti di questi composti
possono agire su piu sottotipi di PPAR, sebbene a concentrazioni efficaci diverse
(EC50) (Nandhikonda P. et al., 2013). Alcuni studi suggeriscono che 1’attivazione di
PPARP/6 promuove la formazione di cellule schiumose e I’accumulo di lipidi
attraverso l’alterazione dell’espressione di geni coinvolti nell’assorbimento, nella
conservazione, nel metabolismo e nell’efflusso dei lipidi, compresi i recettori
scavenger di classe A e CD36 (Vosper H. et al., 2001), (Shi H. et al., 2016). In accordo
con questi studi, la delezione genetica di PPARP/0 nelle cellule ematopoietiche di topi
con deficit di LDLR determina una significativa riduzione delle lesioni
aterosclerotiche aortiche, dell’espressione genica proinfiammatoria e dell’infiltrazione

macrofagica delle lesioni aterosclerotiche (Li G. et al., 2016).

63



OBIETTIVI DELLO STUDIO

Questo progetto di dottorato ¢ focalizzato sullo studio del microambiente midollare e
sull’analisi delle interazioni plasmacellula tumorale — microambiente e plasmacellula
tumorale — cellule del sistema immunitario nei pazienti con MGUS e MM.
L’immunofenotipizzazione citofluorimetrica delle cellule del microambiente
midollare ¢ stata eseguita sulla base dell’espressione di marcatori scelti dal pannello

anticorpale EuroFlow (Figura 7) (van Dongen J.J. et al., 2012).

Tube V450 BV510 FITC PE PerCPCy5.5 PECY7
0-B (MO) CD3§ *** D27 cylgM+ cylgA cylgGHoylgA cDas cD19
(vaso, BD, (BV510,Biclegen (3 uL+20uL) (SuL+2uL) (PerCPcys.5, (PECy7, Be
Ref.646851 d, Ref.302836) Biolegend, coulter, Re
(2,5uL) (0,5uL) ref.304028) IM3628)
(0,5 uL) (5 uL)
1-B (SP) CD38 *** D27 sulgM+ sulghA sulgG+sulgA cD4as cD19
(va4s0, 8D, (BV510,Biolegen (3 uL + 20 uL) (5 uL+2uL) (PerCPcys.5, (PECY7, Be
Ref.646851 d, Ref.302836) Biolegend, coulter, Re
(2,5 uL) (0,5uL) Ref.304028) IM3628)
(0,5 ul) (5 ul)
2-T TIGIT c€D127 CcD25 CcD39 cpg PD-1
(Bv4a21, (BD:563086) (8D, Ref.345796) (PE, Clone: BD, (PerCPcy5.5,8D,C (PEcy7, Be
Clone:A15153G, (2.5uL) (10 uL) Ref.555464) lone: SK1 Coulter,
Biolegend, (10uL) Ref.341050) Ref.A7888
Ref.372709) (2uL) (10uL)
(1ul)
3~ cD27 CDASRA cD62L CXCR3 cp8 CCRAa
(8D, Ref.562513) | (BD, Ref.563031) | (FITC, BD, (BD, Ref. 557185) | (PercPcys.5,8D. (Biolegend
(2,5uL) {2,5uL) Ref.347443) (15uL) Ref.341050) 9409}
(2,5uL) (2 uL} (2.5uL)
4-NK D27 CD56 cD62L D39 HLADR CD16 (PEC
(8D, Ref.562513) (8D, Ref.563041) (FITC, 8D, (PE, 8D, (PerCPcys.5,8D. BD,Ref.553
(2,5uL) (2,5uL) Ref.347443) ref.555464) Ref.552764) (1 uLde dil
(2,5uL) (10uL) (10 uL) + TCRgd
(PECy7,BD
Ref655411
(1 ul)
5-G/M-MDSCs HLADR cD4as cD36 SLAN D34 CD16
(PB, Biolegend, (OC515, (FITC, SANQUIN, (PE, MACs, Ref. (PerCPcys.5, BD, (PECy7, BC
Ref.307633) Cytognos, Ref.M1613) 130-093-029) Ref.347222) Ref55774.
(1 uLde dil. 1:5) Ref.450C2-100T) {(5uL) (15uL) (5uL) (2uL)
(Sul)

Figura7. Pannello anticorpale Euroflow (van Dongen J.J. et al., 2012).

L’analisi citofluorimetrica ha evidenziato che il recettore scavenger CD36, coinvolto
in numerose funzioni cellulari tra cui I'uptake di acidi grassi, ¢ diversamente espresso
tra le popolazioni cellulari del midollo di pazienti con MGUS e MM. In particolare,
nei pazienti con MM, la sua espressione ¢ significativamente ridotta nelle cellule
soppressive di derivazione mieloide (MDSC), mentre ¢ significativamente aumentata
nelle cellule T CD8' citotossiche. Questi risultati suggeriscono che la ridotta
espressione a carico delle MDSC possa favorire un ambiente pro-tumorale, mentre
I’aumento di CD36 a livello delle cellule T CD8" potrebbe contribuire alla inefficace
risposta antitumorale. Studi recenti su neoplasie solide evidenziano che gli adipociti
associati ai tumori (CAA) possono agevolare la proliferazione neoplastica attraverso
la secrezione di molecole che influenzano il microambiente immunitario e il

metabolismo tumorale (Zhao Y. et al., 2020). Anche nel midollo osseo, ricco di
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adipociti, I'abbondanza di tessuto adiposo appare correlata con I'avanzamento del MM
regolano l'attivazione metabolica delle cellule tumorali ed immunitarie (Chang Y. et
al., 2017). Negli ultimi anni ¢ stato dimostrato che, in modelli animali, una obesita
indotta dalla dieta produce una sindrome simil-mielomatosa (Lwin S.T. et al., 2015) e
recentemente uno studio del profilo lipidomico e metabolomico ha evidenziato
un’alterazione in pazienti con MM rispetto ai pazienti con MGUS (Gonsalves W.I. et
al., 2020).

Comprendere i meccanismi alla base della disfunzione delle cellule T citotossiche nel
microambiente midollare ¢ fondamentale per migliorare le strategie terapeutiche
contro questa neoplasia.

Gli obiettivi dello studio sono stati valutare:

- L’espressione del CD36 nella popolazione CD8", isolata a partire da sangue
midollare e periferico di pazienti con MM e MGUS

- L’espressione dei marcatori di exhaustion (PD1 e TIM3) e di senescenza
(CD57 ¢ KLRG1) a carico della popolazione CD8", proveniente da sangue
midollare di pazienti con MM e con MGUS

- L’uptake lipidico mediante stimolazione con il lipide sintetico fluorescente
Bodipy FL Cjs, nei pazienti con MM e con MGUS, analizzando la correlazione
di espressione di CDS8, CD36, CD57/KLRGI1 e Bodipy FL Cis

- Mediante citofluorimetria ed immunofluorscenza, la variazione dell’uptake
lipidico in questa popolazione CD8" senescente in seguito al trattamento delle
cellule con I’inibitore di CD36

- Mediante citofluorimetria, la variazione della produzione di IFN-y e
dell’espressione di 7AAD, un marker di mortalita cellulare, da parte delle
CDB8", isolate da sangue midollare di pazienti MM, in seguito a stimolazione
con inibitore di CD36 e supplemento di acido grasso

- Lo stato di perossidazione delle cellule CD8", isolate da sangue midollare di
pazienti con MM, in seguito a stimolazione con inibitore di CD36 e
supplemento di acido grasso, per valutare se la ridotta vitalita sia dovuta al
meccanismo di morte regolata della ferroptosi

- La variazione della produzione di IFN-y e dell’espressione di 7AAD nelle
CD8"isolate da sangue midollare di pazienti con MM, in seguito al trattamento
con l’inibitore della ferroptosi, la ferrostatina-1

- Laproduzione di IFN-y e I’espressione di marcatori di exhaustion e senescenza
dopo il trattamento delle CD8", provenienti da campioni di sangue midollare
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di pazienti con MM e con MGUS, con 1’agonista e I’inibitore di un ulteriore
recettore di acidi grassi PPARP/6 a confronto con ’inibitore di CD36

La variazione dell’uptake lipidico mediante Bodipy FL C)s a carico delle CDS8",
provenienti da campioni di sangue midollare di pazienti con MM e con MGUS,
in seguito al trattamento di queste cellule con 1’agonista e ’inibitore di un
ulteriore recettore di acidi grassi PPARP/S a confronto con I’inibitore di CD36
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MATERIALI E METODI

RECLUTAMENTO DEI PAZIENTI

I campioni di sangue di midollo osseo, di sangue periferico e di siero sono stati

prelevati da 35 pazienti con MGUS e 35 con MM, seguiti presso il reparto di medicina

interna del Policlinico di Bari tra il 2021 e il 2024, previo consenso informato. La

stadiazione e lo stato della malattia sono stati effettuati secondo i criteri diagnostici

dell'International Myeloma Working Group, previa valutazione clinica, esami

radiologici e di laboratorio (Tabella. 3).

TABELLA 3. DATI CLINICI

Characteristic Controls MGUS MM
No. patients 10 35 35
Median age, years (range) 65 (52 -77) 62 (49 - 75) 66 (47 - 81)
Sex

Male, n (%) 6 (60) 20 (60) 18 (52)

Female, n (%) 4 (40) 15 (40) 17 (48)
Iron deficiency anemia, n (%) 7 (70) N.A. N.A.
Thrombocytopenia, n (%) 3 (30) N.A. N.A.
Immunoglobulin subtype, n (%)

IeG k N.A. 22 (80) 25(72)

IgG A N.A. 5(10) 5(12)

IgA k N.A. 50) 3(12)

IgA A N.A. 30 2(4)
International Staging System, n (%)

I N.A. N.A. 8 (16)

I N.A. N.A. 16 (40)

11 N.A. N.A. 11 (44)

Abbreviazioni: MGUS = monoclonal gammopathy of undetermined significance;

MM = multiple myeloma; Ig = immunoglobulin; N.A. = not applicable.
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ISOLAMENTO DEI LINFOMONOCITI
I linfomonociti sono stati isolati dai campioni di agoaspirato midollare (BMMCs) e
periferico (PBMCs) dei pazienti affetti da MGUS e MM tramite centrifugazione basata

sulla densita con un gradiente di Ficoll-paque plus (GE Healthcare Life Sciences).

CITOFLUORIMETRIA

I linfomonociti isolati sono stati marcati con vari anticorpi monoclonali coniugati a
fluorocromi a seconda della popolazione cellulare da identificare: anti-CD36 PE
(Ficoeritrina) (Miltenyi); anti-CD3 PerCP CyS5.5 (Complesso proteico-peridinina-
clorofilla) (Becton dickinson BD) e FITC (Isotiocianato di Fluoresceina); anti-CDS8
PerCP Cy5.5 (BD); anti-PD1 FITC (Miltenyi biotec); anti-TIM3 PE (Miltenyi Biotec);
anti-KLRG1 APC (Alloficocianina) (Miltenyi Biotec); anti-CD57 APC (BD) anti-
CD45 APC (BD); anti-CD14 FITC (Miltenyi Biotec); anti-HLA-DR PerCP Cy5.5
(BD); anti-IFN-y FITC (Miltenyi Biotec); anti-7AAD (7-amino actinomicina) APC
(BD).

I campioni sono stati incubati a 4 °C per 30 e sottoposti a un lavaggio con PBS freddo
contente BSA allo 0,1%. Successivamente i1 campioni sono stati acquisiti al
citofluorimetro BD Accuri™ C6 Plus. L’analisi ¢ stata eseguita mediante il software
C6 Plus Analysis.

Per la valutazione della produzione intracellulare di IFN-y, le cellule marcate in
superficie sono state fissate e permeabilizzate con la soluzione Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences), lavate con la soluzione Perm/Wash (BD Biosciences) e immuno-marcate
con ’anticorpo monoclonale specifico per IFN-y. Le cellule sono state incubate a 4°C

per 30°, lavate con la soluzione Perm/Wash e con PBS, ed acquisite al citofluorimetro.

SEPARAZIONE IMMUNOMAGNETICA

I linfomonociti sono stati sottoposti a separazione immunomagnetica per I’isolamento
delle T CD8" con biglie immunomagnetiche CD8 MicroBeads human (Miltenyi
Biotec).

IMMUNOFLUORESCENZA
L’uptake lipidico eseguito dai linfociti T CD8" precedentemente isolati mediante

separazione immunomagnetica ¢ stato rilevato in immunofluorescenza, tramite
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microscopio Nikon 550L. Le CD8" sono state trattate con 50 uM Bodipy FL C;s green
(D3821, Invitrogen) per 20h. Le cellule sono state raccolte, e trasferite in tubi di
citofluorimetria; sono stati effettuati 3 lavaggi con PBS freddo contenente BSA allo
0,1%; le cellule sono state trattate con I’anticorpo primario CD36 (TA500921,
Origene) (diluizione 1:100) e sono state incubate a 4 °C per 30°. Dopo I’incubazione
¢ stato effettuato il lavaggio con PBS freddo contenente BSA allo 0,1%; e le cellule
sono state trattate con 1’anticorpo secondario Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Alexa
Fluor™ 546 (A11003, Invitrogen), con una concentrazione finale di 4 pg/mL. Le
cellule marcate con I’anticorpo secondario sono state incubate a 4 °C per 30°. Dopo
I’incubazione ed il successivo lavaggio con PBS freddo contenente BSA allo 0,1%, le
cellule sono state trattate con 0,1 mg/mL dapi (D9542, Sigma-aldrich), incubate al buio
a temperatura ambiente per 10’ e lavate con PBS freddo contenente BSA allo 0,1%. Il
pellet cellulare ¢ stato risospeso in 20 pl e deposto sul vetrino per I’analisi al

microscopio a fluorescenza Nikon 550L.

STIMOLAZIONE CELLULARE E COLTURE

I BMMC:s dei pazienti con MGUS e MM sono stati coltivati su piastre U-bottom da
96 well (Falcon; BD Bioscences) in terreno RPMI-1640 integrato con siero fetale
bovino al 10% (FBS), L-glutammina 2 mM, penicillina 100 U/mL e streptomicina 100
pg/mL (tutti Sigma-Aldrich), e sono state stimolate con uno dei seguenti stimoli: (i)
10pg/mL PHA (L890, Sigma-Aldrich); (ii) 2ug/mL CD36.1 (JC63.1, inibitore di
CD36, Cayman); (iii) 1uM GSK3787 (inibitore di PPARP/S, Selleckchem); (iv) 10uM
GW501516 (agonista di PPARP/S, Selleckchem); (v) 2uM Bodipy FL Cis green
(D3821, Invitrogen); (vi) S-F 7050 (supplemento di acido grasso), (diluizione 1:10
della soluzione madre); (vii) SuM SML0583-5MG (ferrostatina-1).

Per ogni pozzetto sono state piastrate 5 x 10° cellule in un volume finale di 200 pl.

Le cellule sono state inizialmente stimolate con 10pug/mL PHA e dopo 6h sono stati
aggiunti gli altri stimoli. Per 1’analisi fenotipica e per la valutazione della produzione
di interferone gamma (IFN-y) le cellule sono state incubate a 37°C in un’atmosfera
umidificata contenente il 5% di CO2 con gli appropriati stimoli per 20h. Per la
valutazione della produzione intracellulare di citochine, ¢ stata bloccata la secrezione
di IFN-y a livello dell’apparato del Golgi attraverso I’aggiunta nelle ultime 5h del
Golgi Plug (1 ul/ml; BD Biosciences).
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PEROSSIDAZIONE LIPIDICA
E stata valutata la perossidazione lipidica a carico delle cellule T CD8", seguendo le

indicazioni del kit /ipid peroxidation assay (cell-based) (abcam, ab243377).

ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica ¢ stata condotta utilizzando il software Prism (GraphPad Software).
Sono stati utilizzati test statistici non parametrici a causa di non normale distribuzione
dei dati. Il test Kruskal-Wallis ¢ stato usato per l'analisi della varianza; il Mann-
Whitney U test ¢ stato usato per i campioni indipendenti; il Wilcoxon test ¢ stato usato

per i campioni non indipendenti.
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RISULTATI

Espressione del CD36 a livello della popolazione immunosoppressiva MDSCs e di
quella citotossica T CD8" nei pazienti con MGUS e con MM.

Facendo riferimento al pannello anticorpale Euroflow, abbiamo valutato 1’espressione
citofluorimetrica di diversi marcatori di attivazione a carico delle popolazioni cellulari
che compongono il microambiente midollare. Tra tutti i marcatori analizzati, abbiamo
ottenuto una differenza significativa di espressione tra pazienti con MGUS e pazienti
con MM, solo per il marcatore CD36 a carico della popolazione immunosoppressiva
delle MDSCs e della popolazione citotossica dei linfociti T CD8". Nell’ambito della
popolazione MDSCs, abbiamo identificato le cellule M-MDSCs (monocytic myeloid
derived suppressor cells) come cellule CD45°'CD14 " HLA-DR, ¢ le cellule G-MDSCs
(granulocytic myeloid derived suppressor cells) come cellule CD45"'CD14HLA-DR".
In entrambe le sottopopolazioni I’espressione del CD36 risulta essere
significativamente ridotta nei pazienti con MM rispetto ai pazienti con MGUS (Figura
8A-B).

Nei linfociti T CD8", identificati come cellule CD3"CDS8", il CD36 presenta un trend
di espressione opposta rispetto alla popolazione immunosoppressiva delle MDSCs. In
effetti I’espressione del marcatore risulta significativamente aumentata nelle T CD8"
di pazienti con MM piuttosto che nelle T CD8" di pazienti con MGUS (Figura 8C).
Questo pattern di espressione opposto tra la popolazione immunosoppressiva e quella
citotossica ha suggerito il potenziale ruolo del CD36 nella progressione neoplastica.
Abbiamo, quindi, focalizzato il nostro studio prettamente sull’espressione del
marcatore CD36 sulla popolazione di cellule T CD8 positive al fine di comprendere il
ruolo di tale recettore nella disfunzione della popolazione citotossica e quindi nella

progressione neoplastica.
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Figura 8. Valutazione in citofluorimetria dell’espressione del CD36 nelle M-MDSCs
(Figura 84), nelle G-MDSCs (Figura 8B) e nei linfociti T-CD8" (Figura 8C) dei
pazienti con MGUS e MM.
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La percentuale di cellule T CD8" ¢ significativamente piu elevata nel midollo dei
pazienti con MM rispetto ai pazienti con MGUS

Allo scopo di valutare la percentuale di cellule T CD8" nel midollo, sede della
neoplasia, abbiamo isolato 1 linfomonociti da campioni di sangue midollare di 35
pazienti con MGUS e di 35 pazienti con MM, e abbiamo valutato in citofluorimetria
la percentuale di cellule T CD8" marcando le cellule con gli anticorpi monoclonali
anti-CD3 FITC e anti-CD8 PerCP Cy5.5. E stata osservata una maggiore percentuale
di T CD8" nel midollo dei pazienti con MM (Figura 9).
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Figura 9. Valutazione in citofluorimetria della percentuale di cellule T CDS8" nel
sangue midollare di 35 pazienti con MGUS e 35 con MM.

La valutazione dell’espressione del CD36 sulle T CD8 provenienti dal sangue
midollare di 35 pazienti con MGUS e 35 pazienti con MM conferma ’aumento
significativo dell’espressione del marcatore sulle T CD8" di pazienti con MM.

Per validare il dato di partenza relativo all’espressione del CD36 nei linfociti T CD8"
dei pazienti con MGUS e con MM, abbiamo isolato i linfomonociti da un numero
incrementato di campioni di sangue midollare: 35 campioni di sangue midollare
provenienti da pazienti con MGUS e 35 provenienti da pazienti con MM. E abbiamo
valutato in citofluorimetria I’espressione del CD36 sulle T CD8" di questi pazienti. I
dati ottenuti hanno rilevato I’aumento significativo dell’espressione del CD36 sulle T
CD8" dei pazienti con la malattia conclamata (MM) rispetto alla controparte pre-

neoplastica (MGUS) (Figura 10), validando i risultati ottenuti in precedenza.
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Figura 10. Valutazione in citofluorimetria dell’espressione del CD36 sulle T CD8"
provenienti dal sangue midollare di 35 pazienti con MGUS e 35 pazienti con MM.

Nei pazienti con MM le cellule T CD8" migrano dal sangue periferico al midollo
osseo sede della neoplasia ed aumentano I’espressione del CD36

Per 10 dei pazienti con MM ¢ stata valutata in citofluorimetria la percentuale di cellule
T CD8'CD36" a partire dai linfomonociti isolati dai campioni di sangue midollare a
confronto con i1 linfomonociti isolati dai campioni di sangue periferico. Abbiamo
osservato una maggiore percentuale di cellule CD8'CD36" nel midollo di pazienti con
MM rispetto al sangue periferico (Figura 11), indicando che nei pazienti con MM le
cellule T CD8" migrano dal sangue periferico al midollo, sede della neoplasia, ed

aumentano 1’espressione del CD36.
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Figurall. Valutazione in citofluorimetria della percentuale di cellule T CD8 CD36"
nel sangue midollare a confronto con il sangue periferico di 10 pazienti con MM.

74



Le cellule T CD8" di pazienti con MM hanno un fenotipo senescente

Mediante citofluorimetria abbiamo valutato 1’espressione dei marcatori di exhaustion
ossia PD1 (Figura 12A) e TIM3 (Figura 12B) e di senescenza ossia KLRG1 (Figura
12C) e CD57 (Figura 12D), sulle cellule CD8" appartenenti alla popolazione di
linfomonociti isolata da campioni di sangue midollare di 35 pazienti con MGUS e 35
pazienti con MM. I dati ottenuti rilevano una significativita solo per I’aumentata
espressione dei marcatori di senesceza sulle T CD8" di pazienti con MM rispetto ai
pazienti con MGUS (Figura 12C-D). Non ¢ stata osservata una differenza
statisticamente significativa tra 1 due gruppi di pazienti per quanto riguarda
I’espressione di PD1 e TIM3 (Figura 12A-B). In seguito, a partire dai linfomonociti
isolati dal sangue midollare di 30 pazienti con MGUS e 30 pazienti con MM, abbiamo
effettuato la valutazione citofluorimetrica della percentuale di cellule T CD8"
appartenenti alla popolazione doppia postiva per i marcatori di exhaustion PD1"TIM3"
(Figura 13A) e tripla positiva per i1 marcatori di exhaustion e senesceza
PDI1'TIM3"CD57"/KLRG1" (Figura 13B/C), ottenendo una significativita solo per la
maggiore percentuale di cellule T CD8" positive per PD1"TIM3"CD57"/KLRG1" nei
pazienti con MM. Quest’ultima popolazione tripla positiva rappresenta le late
differentiated senescent cells, ossia le cellule senescenti differenziate tardivamente.
Quindi le cellule T CD8" dei pazienti con MM sembrano esprimere prioritariamente

un immunofenotipo senescente piuttosto che exhauted.
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Figural2. Valutazione mediante citofluorimetria dell’espressione dei marcatori di
exhaustion PD1 (Figura 124) e TIM3 (Figura 12B) e di senescenza KLRG1 (Figura
12C) e CD57 (Figura 12D), sulle cellule T CD8" di campioni di sangue midollare di
pazienti MGUS ed MM.
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Figura 13. Valutazione mediante citofluorimetria della percentuale di cellule T CD8*
doppie positive per i marcatori di exhaustion PDI1"TIM3" (Figura 13A) e triple
positive per i marcatori di exhaustion e senescenza PDI"TIM3"CD57"/KLRGI"
(Figura 13B-C) (le late differentiated senescent cells) nei pazienti con MGUS e con
MM.

Le cellule CD8*CD57" senescenti dei pazienti con MM eseguono uptake lipidico

Allo scopo di valutare ’uptake lipidico in citofluorimetria, i linfomonociti isolati da

pazienti con MGUS e pazienti con MM sono stati stimolati con un lipide sintetico
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fluorescente Bodipy FL Cis. Dopo 20 ore, ¢ stato eseguito lo staining con anticorpi
anti-CD8 PercyP 5.5, anti-CD36 PE, anti-CD57/KLRG1 APC.

L’analisi citofluorimetrica ha dimostrato una maggiore capacita di inglobare 1 lipidi
delle cellule T senescenti CD8" CD57" nei campioni di pazienti con MM piuttosto che
in quelle di pazienti con MGUS (Figura 14A). Non ¢ stata osservata una differenza
statisticamente significativa tra i due gruppi di pazienti per quanto riguarda le cellule
T CD8'KLRGI1" (Figura 14B).
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Figural4. Valutazione mediante citofluorimetria dell uptake lipidico da parte delle
CD8"CD36"CD57" (Figura 14A) e delle CD8"CD36'KLRG1" (Figura 14B) di
pazienti con MGUS e MM.

11 CD36 é coinvolto nell’uptake lipidico

Per dimostrare il coinvolgimento del CD36 nell’uptake lipidico abbiamo isolato le
cellule T CD8" dai linfomonociti ottenuti dall’agoaspirato midollare dei pazienti con
MM, mediante separazione immunomagnetica, le abbiamo trattate con 1’inibitore di
CD36 (JC63.1) e abbiamo valutato I’uptake lipidico mediante immunofluorescenza.
Nell’immagine riportata in Figura 15 si puo notare in verde 1’espressione del Bodipy
FL Cis, in rosso I’espressione del CD36 ¢ in blu il dapi. Nella cellula trattata con
I’inibitore di CD36 si riduce drasticamente I’espressione del segnale rosso relativo
all’espressione del CD36 e del segnale verde relativo al Bodipy, indicando una

riduzione dell’uptake lipidico da parte della cellula.
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Figura 15. Valutazione dell 'uptake lipidico delle T CD8" controllo (CTR) e inibite
con l’inibitore di CD36 (iCD36) isolate dal sangue midollare di paziente con MM.

11 coinvolgimento del CD36 nell’uptake lipidico é confermato in citofluorimetria

Per avere un’ulteriore conferma del coinvolgimento dell’uptake lipidico da parte del
recettore CD36, abbiamo analizzato questo dato anche mediante citofluorimetria,
identificando nel contesto delle cellule CD8"CD36 Bodipy" la popolazione CD57"
senescente (Figura 16). I risultati mostrano una riduzione significativa dell’uptake
lipidico da parte delle cellule trattate con I’inibitore di CD36 rispetto alle cellule

controllo, confermando il ruolo del CD36 nell” uptake lipidico.
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Figura 16. Valutazione mediante citofluorimetria dell uptake lipidico da parte delle
cellule CD8*CD36*CD57" di pazienti con MM.
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L’aumento dell’espressione del CD36, incrementando [’uptake lipidico, riduce

Dattivita citotossica di linfociti T CD8" nei pazienti con MM

Le cellule T CD8" isolate dai linfomonociti dei pazienti con MM sono state trattate in
vitro con I’inibitore di CD36 e il supplemento di acido grasso (FA) (S-F 7050) e
abbiamo valutato in citofluorimetria la produzione di IFN-y. I dati ottenuti dimostrano
come nella popolazione controllo (CTR), ossia non trattata, la produzione di IFN- vy
risulta piu elevata rispetto alla popolazione controllo trattata con il supplemento di
acido grasso (CTR + FA) ad indicare come 'uptake di acidi grassi riduca I’attivita
citotossica delle cellule T CD8". L’inibizione del CD36 (iCD36), inibendo il CD36 ¢
quindi ’uptake lipidico, aumenta notevolmente la produzione di IFN-y da parte delle
T CDS8", mentre la copresenza dell’inibitore di CD36 e del supplemento dell’acido
grasso (iICD36 + FA) determina nuovamente la riduzione della produzione della

citochina citotossica, anche se quest’ultima risulta piu elevata che nella condizione

CTR + FA (Figura 17).
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Figura 17. Valutazione in citofluorimetria della variazione della produzione di IFN-
y, da parte delle cellule T CDS8", isolate dai linfomonociti di pazienti con MM, in

seguito a stimolazione con l’inibitore di CD36 (iCd36) e il supplemento di acido
grasso (FA).
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PPARp/6 modula espressione del CD36 e la produzione di IFN-y nelle cellule di
pazienti con MGUS e MM

Dallo studio della letteratura sappiamo che PPARP/S ¢ coinvolto nella regolazione
dell’uptake lipidico, del metabolismo lipidico e nella regolazione dell’espressione del
CD36. Abbiamo quindi analizzato in citofluorimetria la variazione dell’espressione
del CD36 ¢ la produzione di IFN-y dopo il trattamento delle T CD8" isolate dal sangue
midollare di pazienti sia con MGUS che con MM con I’agonista e I’inibitore di
PPARP/, valutando le condizioni: controllo (CTR); inibizione del CD36 (ICD36),
stimolazione con 1’agonista di PPARPB/6 (APPAR) e inibizione di PPARB/6 (IPPAR)
(Figura 18). Dal grafico si pud notare I’aumento della produzione di IFN-y nella
condizione di sola inibizione delle cellule con I’inibitore di CD36, come gia dimostrato
PPARJ/6 rispetto alle cellule controllo, nonché 1’abbassamento della produzione della
citochina nella condizione di stimolazione con 1’agonista di PPAR /9 rispetto alle
cellule controllo. Questi dati dimostrano che PPARB/6 modula I’espressione del CD36
e la produzione di IFN-y, per cui la produzione di IFN-y viene incrementata in presenza
dell’inibitore di PPAR/0, che riduce I’espressione del CD36; viceversa la produzione
di IFN-y viene ridotta in presenza dell’agonista di PPAR [/d, che incrementa
I’espressione del CD36 (Figura 18). In seguito, abbiamo valutato in
immunofluorescenza la variazione dell’uptake lipidico mediante 1’utilizzo del lipide
sintetico fluorescente Bodipy FL Csa carico delle cellule T CDS8", isolate mediante
separazione immunomagnetica dalla popolazione di linfomonociti ottenuta da
campioni di sangue midollare di pazienti con MGUS e MM, in correlazione con
I’espressione del CD36. Abbiamo analizzato le condizioni controllo (CTR); cellule
inibite con I’inibitore del CD36 (iCD36), cellule stimolate con 1’agonista di PPAR/o
(aPPARP/d) e cellule inibite con I’inibitore di PPARPB/d (iPPARPB/J). Dall’immagine
(Figura 19) si puo notare I’incremento del segnale rosso relativo all’espressione del
CD36 in presenza dell’agonista di PPARP/S e la riduzione di tale segnale in presenza
dell’inibitore di PPAR/3. Questo trend ¢ correlato ad un aumento dell’uptake lipidico,
indicato dal Bodipy, visibile in verde, in presenza dell’agonista di PPARp/6 ed ad una
riduzione dell’uptake lipidico in presenza dell’inibitore di PPAR[/3; questa variazione
¢ visibile sia nelle cellule di pazienti con MM che in quelle di pazienti con MGUS.

Inoltre si pud notare come I’espressione del CD36 e quindi anche ’uptake lipidico sia
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maggiore nelle T CD8" dei pazienti con MM, piuttosto che in quelle dei pazienti con

MGUS, come gia dimostrato precedentemente.
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Figural8. Valutazione mediante citofluorimetria dell’espressione del CD36 e della
produzione di IFN-y da parte delle T CDS8" isolate da campioni di sangue midollare
di pazienti con MGUS (Figura 184- B) e con MM (Figura 18C- D), nelle condizioni
CTR; ICD36, AGONISTA PPAR e IPPAR.
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Figura 19. Valutazione dell’uptake lipidico in immunofluorescenza, mediante
lutilizzo del lipide sintetico fluorescente Bodipy FL Cis, in correlazione con
’espressione del CD36 nelle cellule T CD8", isolate dal sangue midollare di pazienti
con MGUS e MM, nelle condizioni: CTR; iCD36,; aPPARp/6 e iPPARp/o.

L’aumento dell’espressione del CD36, incrementando ’uptake lipidico, aumenta la

mortalita dei linfociti T CD8" nei pazienti con MM

Allo scopo di determinare se I’uptake lipidico aumentasse la mortalita delle cellule T
CD8", abbiamo analizzato, mediante citofluorimetria, la variazione di un marker di
mortalita, il 7AAD, nelle cellule di pazienti con MM stimolate e non con FA e iCD36,
valutando le condizioni: CTR; CTR + FA; iCD36; iCD36 + FA. L’analisi
citofluorimetrica ha evidenziato un aumento dell’espressione del 7AAD e quindi della
mortalita cellulare, nella condizione CTR + FA rispetto alla condizione CTR.
L’inibizione di CD36 (iCD36) procura una significativa riduzione della mortalita di
queste cellule, che si ripresenta in seguito alla combinazione dell’inibitore di CD36
con il supplemento dell’acido grasso (1ICD36 + FA) (Figura 20), suggerendo un ruolo
del CD36 e dell’uptake lipidico nella mortalita delle cellule T CDS".
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Figura 20. Valutazione mediante citofluorimetria della variazione della mortalita
delle cellule T CD8", isolate dai linfomonociti di pazienti con MM, nelle condizioni
CTR; CTR + FA, iCD36, iCD36 + FA.

L’espressione del CD36 modula lo stato di perossidazione lipidica dei linfociti T

CD8* nei pazienti con MM

Per comprendere se la mortalita di queste cellule fosse dovuta ad un accumulo di
valutato lo stato di perossidazione lipidica a carico della popolazione CD8" isolata dai
linfomonociti di pazienti con MM e trattata con I’inibitore di CD36 utilizzando un kit
specifico. Questo kit sfrutta una sonda fluorescente che cambia emissione da rosso a
verde in base alla presenza di prodotti della perossidazione lipidica, in particolare i
normali, la sonda emette fluorescenza rossa, quando reagisce con i1 prodotti della
perossidazione lipidica, cambia conformazione chimica, modificando il suo spettro di
emissione verso il verde. La riduzione del rapporto tra colorazione fluorescente in
rosso PE e quella fluorescente in verde FITC, ¢ indicativa dell’aumento dello stato di
perossidazione lipidica nelle cellule. Nella condizione controllo (CTR) il rapporto
PE/FITC risulta ridotto rispetto alla condizione di inibizione con iCD36, ad indicare
che ’inibizione del recettore CD36, diminuendo 1’uptake di acidi grassi, decrementa
anche lo stato di perossidazione lipidica di queste cellule (Figura 21A). Questa

condizione puo essere osservata anche valutando lo spostamento del picco di segnale
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piu a destra nella condizione iCD36, indicativo di minor grado di perossidazione

lipidica, rispetto alla condizione CTR (Figura 21B).
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Figura 21. Valutazione dello stato di perossidazione lipidica delle T CD8" di pazienti
con MM, mediante la valutazione del rapporto PE/FITC (Figura 21A) e del picco di
segnale (Figura 21 B) nelle condizioni controllo (CTR) e inibizione del CD36
(iCD36).

1l supplemento di acido grasso (FA) incrementa lo stato di perossidazione lipidica

nelle T CD8" di pazienti con MM

Lo stato di perossidazione lipidica ¢ stato valutato in seguito all’aggiunta con il
supplemento di acido grasso (FA), ossia nelle condizioni: cellule controllo, non
trattate, cellule trattate solo con FA (CTR + FA), cellule trattate con iCD36 e cellule
trattate con iCD36 ed FA (iCD36 + FA). Sia nella condizione CTR + FA che nella
condizione iCD36 + FA si puo notare la riduzione del rapporto PE/FITC, ad indicare
che il supplemento di acido grasso determina I’aumento dello stato di perossidazione
lipidica delle cellule T CD8" dei pazienti con MM (Figura 22A). Questa evidenza pud
essere confermata anche dalla valutazione dello shift a sinistra del picco di segnale

nelle condizioni CTR + FA e iCD36 + FA (Figura 22B)
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Figura 22. Valutazione dello stato di perossidazione lipidica nelle cellule T CD8" di
pazienti con MM, nelle condizioni CTR; CTR + FA; iCD36; iCD36 + FA, mediante
I’analisi del rapporto PE/FITC (Figura 22A) e del picco di segnale (Figura 22B).

La stimolazione con Dinibitore della ferroptosi, la ferrostatina-1, ripristina la

produzione di IFN-y nelle cellule T CD8" di pazienti MM

Successivamente abbiamo ripetuto gli esperimenti di stimolazione in vitro, trattando
le cellule CD8" di pazienti con MM anche con I’inibitore della ferroptosi, la
ferrostatina-1 (Fe), ed abbiamo valutato in citofluorimetria la produzione di IFN-y
(Figura 23). Nelle cellule controllo trattate con FA (CTR+FA) si nota una riduzione
della produzione di IFN-y rispetto alle cellule non trattate (CTR) che viene ripristinata
in parte con I’aggiunta dell’inibitore della ferrostatina-1 (Fe). Nelle cellule trattate con
1CD36, la produzione di IFN-y aumenta significativamente rispetto alla condizione
CTR; si riduce drasticamente con ’aggiunta di FA e viene in parte ripristinata con

I’inibitore Fe.
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Figura 23. Valutazione della produzione di IFN-y, da parte delle T CD8" di pazienti
con MM, mediante citofluorimetria, nelle condizioni controllo (CTR); controllo piu
supplemento di acido grasso (CTR + FA), controllo piu supplemento di acido grasso
ed inibitore della ferroptosi (ferrostatina-1) (CIR + FA + Fe), inibitore di CD36
(iCD36), inibitore di CD36 piu supplemento di acido grasso (iCD36 + FA), inibitore
di CD36 piu supplemento di acido grasso ed inibitore della ferroptosi (ferrostatina-1)
(CTR + FA + Fe).

La stimolazione con inibitore della ferroptosi, la ferrostatina-1, riduce

Despressione del marcatore di senescenza (CD57) nelle T CD8" di pazienti MM

A livello delle cellule stimolate in vitro, abbiamo analizzato in citofluorimetria
I’espressione del marcatore di senescenza (CD57) (Figura 24A) e di exhaustion (PD1)
(Figura 24B). L’espressione di entrambi i marcatori aumenta notevolmente sia nella
condizione controllo pitu supplemento di acido grasso (CTR + FA), che nella
condizione inibitore di CD36 piu supplemento di acido grasso (iCD36 + FA). Tale
espressione tende a diminuire con [’aggiunta dell’inibitore della ferroptosi, la
ferrostatina-1 (Fe), nelle condizioni CTR + FA + Fe e iCD36 + FA + Fe per quanto
riguarda le cellule T CD8'CD36'CD57'. Per quanto riguarda le cellule T
CD8'CD36'PDI1", questo trend & confermato solo per le cellule inibite con I’inibitore
del CD36.
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Figura 24. Valutazione mediante citofluorimetria dell’espressione dei marcatori di
senescenza (CD57) (Figura 24A) ed exhaustion (PD1) (Figura 24B), sulle cellule T
CDS8" di pazienti con MM, nelle condizioni CTR; CTR + FA; CTR + FA + Fe, iCD36,
iCD36 + FA; iCD36 + FA + Fe.

1l supplemento di acido grasso determina la morte delle T CD8" per ferroptosi nei

pazienti con MM

Si ¢ valutata, quindi, la mortalita delle T CD8", provenienti dai campioni di sangue
midollare di pazienti con MM, anche in presenza dell’inibitore della ferroptosi, Fe,
nelle condizioni CTR; CTR + FA; CTR + FA + Fe; iCD36; iCD36 + FA; iCD36 + FA
+ Fe, analizzando 1’espressione del marker 7AAD in citofluorimetria (Figura 25A). |
dati dimostrano una significativa riduzione della mortalita delle cellule in presenza
dell’inibitore della ferroptosi, Fe, sia nelle cellule controllo, che nelle cellule inibite
con Dl’inibitore del CD36, indicando che ’acido grasso determina la morte delle T
CD8" tramite ferroptosi nei pazienti con MM. Abbiamo quindi valutato nuovamente
lo stato di perossidazione lipidica nelle T CD8" isolate da campioni di sangue
midollare di pazienti con MM, con I’aggiunta della condizione di inibizione della

ferroptosi con la ferrostatina-1, sia per il controllo (CTR + FA + Fe) che per le cellule
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trattate con I’inibitore di CD36 (iCD36 + FA + Fe). In entrambi i casi si ha un aumento
del rapporto PE/FITC rispetto alle condizioni di sola stimolazione con il supplemento
di acido grasso (CTR + FA e iCD36 + FA) (Figura 25B), ad indicare che la
ferrostatina-1 inibendo il meccanismo di ferroptosi va a modulare il processo di
perossidazione lipidica e a ridurre lo stato di perossidazione di queste cellule. Tale dato
puo essere validato anche tramite 1’osservazione dello shift verso destra dei picchi di
segnale nelle condizioni CTR + FA + Fe e iCd36 + FA + Fe rispetto alle condizioni

con il solo supplemento di acido grasso (CTR + FA ¢ iCD36 + FA) (Figura 25C).
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Figura 25. Valutazione della mortalita delle cellule T CD8" provenienti da campioni
di sangue midollare di pazienti con MM, mediante [’analisi citofluorimetrica
dell’espressione del marcatore 7AAD, nelle condizioni: CTR;, CTR + FA; CTR + FA
+ Fe; iCD36, iCD36 + FA; iCD36 + FA + Fe (Figura 25A). Valutazione dello stato
di perossidazione lipidica delle cellule T CDS8", derivanti dai campioni di sangue
midollare dei pazienti con MM, nelle condizioni: CTR; CTR + FA; CTR + FA + Fe;
iCD36, iCD36 + FA; iCD36 + FA + Fe, mediante [’analisi del rapporto PE/FITC

(Figura 25B) e del picco di segnale (Figura 25C).
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L’aumento dell’espressione del CD36 correla con ’aumentata mortalita delle T
CD8* nei pazienti con MM, Dinibizione della ferroptosi riduce gradualmente la

mortalita di queste cellule

Successivamente abbiamo analizzato la correlazione tra la mortalita delle cellule T
CDS8" e I’espressione del CD36, nelle condizioni CTR; CTR + FA; iCD36; iCD36 +
FA, in 10 campioni di sangue midollare di pazienti con MM (Figura 26). I risultati
ottenuti rilevano come la mortalita delle cellule T CD8" correli con 1’espressione del
CD36, infatti all’aumentata espressione del CD36 corrisponde [’aumento della
mortalita delle T CD8". L’aggiunta dell’acido grasso FA, determina il decremento

dell’espressione di CD36 sulle CD8", comportando 1’aumento della mortalita di queste

cellule.
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Figura 26. Valutazione, nelle cellule T CD8", isolate dal sangue midollare di 10
pazienti con MM, della correlazione tra espressione del CD36 e mortalita cellulare,
mediante analisi dell’espressione del marker 7AAD in citofluorimetria, nelle
condizioni: CTR (Figura 26A); CTR + FA (Figura 26B); iCD36 (Figura 26C);
iCD36 + FA (Figura 26D).
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DISCUSSIONE

Trattandosi di una glicoproteina di membrana, il recettore CD36 ¢ stato studiato in
molti tipi di cellule di mammifero, come adipociti, macrofagi ed epatociti (Silverstein
et Febbraio, 2009), (Pepino et al., 2014). Tuttavia, il suo ruolo nelle cellule T ¢ poco
conosciuto. In questo studio, abbiamo scoperto che il CD36 incrementa 1’uptake
lipidico nelle cellule T CD8" midollari di pazienti con MM, attivando il meccanismo
di perossidazione lipidica ed inducendo il meccanismo di morte regolata per ferroptosi.
Questo processo smorza la funzione effettrice delle cellule T CD8" e compromette la
loro capacita antitumorale. Recentemente Manzo et al. (Manzo T. et al., 2020) hanno
scoperto che le cellule T intrapancreatiche CD8" accumulano progressivamente
specifici acidi grassi a catena lunga (LCFA), che, invece di fornire una fonte di
carburante, compromettono la loro funzione mitocondriale e innescano un’importante
riprogrammazione trascrizionale dei pathway coinvolti nel metabolismo lipidico, con
la conseguente riduzione del catabolismo degli acidi grassi. In particolare, le cellule T
CD8" intrapancreatiche mostrano specificamente una down-regolazione dell’enzima
acil-CoA deidrogenasi a catena molto lunga (VLCAD), che esacerba I’accumulo di
LCFA e acidi grassi a catena molto lunga (VLCFA) che mediano la lipotossicita. La
riprogrammazione metabolica delle cellule T tumore-specifiche attraverso
l'espressione forzata di acil- CoA deidrogenasi a catena molto lunga (acyl-CoA
dehydrogenase very long chain- ACADVL) consente una maggiore sopravvivenza e
persistenza delle cellule T intratumorali in un modello murino ingegnerizzato di
adenocarcinoma duttale pancreatico (PDA), superando uno dei principali ostacoli
all'immunoterapia per il PDA.

La ferroptosi ¢ un tipo specifico di morte cellulare programmata, caratterizzata
principalmente da perossidazione lipidica non controllata e dipendente dal ferro. E un
processo che coinvolge stress ossidativo e I’accumulo di prodotti tossici derivanti dai
lipidi. II ruolo del ferro ¢ cruciale nella ferroptosi perché facilita la generazione di
specie reattive dell'ossigeno (ROS) tramite reazioni come la reazione di Fenton, che
porta alla formazione di radicali liberi altamente reattivi. Questi radicali possono
attaccare 1 lipidi nelle membrane cellulari iniziando la perossidazione lipidica. Quando
questi lipidi vengono perossidati si formano prodotti tossici come i malondialdeidi
(MDA) e 4-idrossinonenali (4-HNE), che danneggiano ulteriormente le strutture

cellulari e compromettono la funzionalita della membrana. Una volta che inizia la

92



perossidazione lipidica, si crea un ciclo di feedback positivo: i prodotti tossici derivati
dai lipidi perossidati danneggiano ulteriormente la membrana e rilasciano piu radicali
liberi, che a loro volta promuovono ulteriore perossidazione lipidica e alimentano la
ferroptosi (Jiang X. et al., 2021).

Wang et al. hanno recentemente dimostrato che le cellule T CDS8' attivate
dall'immunoterapia attivano la perossidazione lipidica specifica della ferroptosi nelle
cellule tumorali, contribuendo all'efficacia antitumorale dell'immunoterapia. L'TFN-y
rilasciato dalle cellule T CD8" riduce l'espressione di SLC3A2 e SLC7A11, due
subunita del sistema antiporto glutammato-cistina Xxc-, compromettendo
l'assorbimento della cistina da parte delle cellule tumorali e, di conseguenza, favorendo
la perossidazione lipidica e la ferroptosi nelle cellule tumorali. (Wang H. et al., 2019).
Matsushita et al. hanno dimostrato che Gpx4, un gene soppressore della ferroptosi, €
fondamentale per l'espansione delle cellule T e la protezione dalle infezioni virali e
parassitarie (Matsushita M. et al., 2015). Ma X. et al., hanno dimostrato che 1'inibizione
della ferroptosi nelle cellule T CD8" intratumorali di melanoma migliora la funzione
antitumorale delle cellule, mentre l'induzione della ferroptosi nelle cellule T
compromette la loro funzione antitumorale. Inoltre, hanno scoperto che la delezione
di CD36 nelle cellule T CD8" in combinazione con anticorpi anti-PD-1 determina

effetti antitumorali migliori rispetto a ciascuno dei due da solo (Ma X, et al., 2021).

I nostri risultati mostrano un’interessante differenza nel profilo immunofenotipico
delle cellule CD8" tra pazienti affetti da MGUS e MM. In particolare, I’aumentata
espressione del marcatore CD36 sui linfociti CD8" nei pazienti con MM suggerisce un
ruolo chiave di questo recettore nell’assorbimento lipidico, nell’indurre la senescenza
cellulare e la perdita della funzione citotossica. L’analisi dell’espressione di marcatori
di senescenza (CD57, KLRG1) e di exhaustion (PD1, TIM3) ha evidenziato che la
popolazione CD8" nei pazienti con MM tende a presentare un fenotipo piu senescente
che exhausted, in linea con studi che correlano la senescenza alla progressione
tumorale (Suen H. et al, 2016). L’analisi della co-espressione di marcatori di
senescenza e di exhaustion ha evidenziato una maggiore prevalenza di cellule triple
positive (PD1*, TIM3", CD57"/KLRG1") nei pazienti con MM rispetto a quelli con
MGUS. Queste “late differentiated senescent cells” rappresentano uno stadio
avanzato di differenziamento e senescenza, che ¢ stato associato ad un'espressione

alterata di citochine e a una compromissione della funzionalitd immunitaria. La

93



presenza di questa popolazione tripla positiva potrebbe rappresentare un marker
prognostico significativo, indicativo di una progressione della malattia e di un
microambiente tumorale ostile. L’analisi dell’interazione tra questi marcatori potrebbe
fornire ulteriori spunti sul meccanismo di disfunzione delle cellule T nella patogenesi

del mieloma multiplo.

L’aumento dell’uptake lipidico, osservato mediante il tracciante fluorescente Bodipy
FL Cjs, supporta I’ipotesi che ’accumulo lipidico nelle cellule CD8" senescenti
influenzi il loro stato funzionale. L’inibizione di CD36 riduce significativamente
I’assorbimento lipidico e aumenta la produzione di IFN-y, indicando che il blocco di
CD36 puo parzialmente ripristinare la funzionalita delle cellule CD8" senescenti. Tali
effetti sono ulteriormente confermati dall’aggiunta dell’acido grasso FA, che
determina una riduzione della produzione di IFN-y e un aumento della perossidazione
lipidica, fenomeni che suggeriscono un’associazione tra accumulo lipidico e

disfunzione immunitaria delle cellule T CDS§".

I risultati ottenuti dalla valutazione dell’espressione del marcatore di mortalita 7AAD
nelle cellule CD8" hanno fornito ulteriori indicazioni sulla funzionalita di queste
popolazioni linfocitarie nei pazienti con MM. Il marcatore 7AAD ¢ un colorante
impermeabile alla membrana che ¢ generalmente escluso dalle cellule vitali, mentre
penetra in quelle morte o danneggiate e si intercala al DNA, permettendo di valutare

la mortalita cellulare in condizioni di stress metabolico e infiammatorio.

Nelle nostre analisi, abbiamo osservato un aumento dell'espressione di 7AAD nelle
cellule CD8" dei pazienti con MM, in particolare nelle condizioni in cui si era
verificato un accumulo di acidi grassi. Questo incremento suggerisce che 1’accumulo
lipidico, associato a un profilo metabolico alterato, contribuisce ad un aumento della
mortalita di queste cellule. L’inibizione di CD36 ha mostrato un effetto protettivo

significativo, riducendo 1’espressione di 7AAD e quindi la mortalita cellulare.

L’aumento dell’espressione di marcatori di senescenza e della perossidazione lipidica
in presenza di FA e il loro decremento in seguito al trattamento con ferrostatina-1
(inibitore della ferroptosi) rafforza I’ipotesi di un meccanismo di morte regolata per
ferroptosi indotta dagli acidi grassi in questa popolazione CD8". Inoltre, la valutazione
delle cellule CD8" in presenza di ferrostatina-1 (Fe), ha dimostrato un aumento della

produzione di IFN-y da parte delle T CD8', indicativo di un ripristino della
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funzionalita di queste cellule, nonché un decremento della mortalita cellulare: le
condizioni sperimentali hanno rivelato come il trattamento con Fe, sia da solo che in
combinazione con l'inibitore di CD36, conduca a una diminuzione della percentuale di
cellule CD8" positive per 7AAD, avvalorando ’ipotesi che la ferroptosi potrebbe

giocare un ruolo importante nella mortalita di queste cellule.

Infine, la sperimentazione con agonista e inibitore del recettore di acidi grassi
PPARP/d ha mostrato come I’inibizione di PPARPB/d riduca 1’espressione del CD36 a
carico della popolazione CDS8 citotossica, favorisca la produzione di IFN-y da parte
delle cellule T CD8" e riduca 1’uptake lipidico da parte delle stesse cellule, mentre
’attivazione di PPARP/S causa effetti opposti. Questi dati suggeriscono che PPARPB/3
stimola I’espressione di CD36 e la sua modulazione puo rappresentare un potenziale
target terapeutico per limitare la disfunzione lipidica e migliorare la risposta

immunitaria nei pazienti con MM.

Questi risultati evidenziano come la modulazione dell’espressione di CD36 possa
svolgere un ruolo fondamentale nel preservare la vitalita e la funzionalita delle cellule
CDS8", suggerendo che il blocco di questo recettore potrebbe contrastare gli effetti
deleteri dell’accumulo lipidico e migliorare la risposta immunitaria delle cellule T nei

pazienti con MM
CONCLUSIONI

Il nostro studio ha evidenziato un profilo immunofenotipico specifico nelle cellule
CD8" dei pazienti con MM rispetto a quelli con MGUS, caratterizzato da una maggiore
espressione del marcatore CD36 e da un aumento dell’assorbimento lipidico. Questo
meccanismo sembra contribuire alla senescenza delle cellule citotossiche, con una
progressiva riduzione della loro capacita di produrre IFN-y e combattere le cellule
tumorali. L’inibizione di CD36 si ¢ dimostrata efficace nel ridurre la perossidazione
lipidica e ripristinare parzialmente la funzionalita delle cellule CD8" in vitro, aprendo
nuove prospettive per interventi mirati che potrebbero migliorare la risposta
immunitaria nel mieloma multiplo. Inoltre, il ruolo del metabolismo lipidico e della
ferroptosi nelle cellule CD8" senescenti suggerisce che la modulazione dell’uptake
lipidico e della perossidazione potrebbe rappresentare un’importante strategia per

prevenire o rallentare la progressione neoplastica. Questi risultati delineano i1 CD36
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come target terapeutico innovativo per migliorare la vitalita e la funzione citotossica

delle cellule CD8" nei pazienti con mieloma multiplo.
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