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clinico

Una nuova promessa terapeutica arriva dall'utilizzo di cellule umane ca-
paci di indurre la morte delle cellule tumorali tramite il rilascio di composti

tossici.

Lo sviluppo del cancro ¢ un proces-
so multifattoriale che genera mu-
tazioni in cellule sane. Il tumore &
una malattia che non dipende solo
dalle qualita intrinseche alle cellule
tumorali, ma anche da fattori ester-
ni a esse come il sistema endocrino
e immunitario, i vasi e il metabo-
lismo dell’organismo. Cosi come i
tessuti normali, i tumori integrano
due componenti distinte, ma inte-
ragenti: il parenchima, costituito
dalle stesse cellule tumorali, e lo
stroma composto da un insieme di
cellule non trasformate e connetti-
vali come cellule dei vasi, fibroblasti
e cellule infiammatorie.

In condizioni non patologiche, il
normale funzionamento del tessuto
¢ strettamente governato dalla comu-
nicazione tra questi due comparti. Al
contrario, in presenza di un tumore,
le cellule alterate danno risposte ano-
male ai segnali regolatori con conse-
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guente alterazione della crescita e
un costante rimodellamento dello
stroma, in grado di favorire una ul-
teriore espansione tumorale.

Tale rimodellamento diventa rile-
vante nel carcinoma pancreatico, il
tumore del pancreas pil frequente
la cui caratteristica peculiare ¢ una
crescita eccessiva dello stroma infil-
trante che arriva a rappresentare fino
al 90% dell'intero tumore. Questo
microambiente fibrotico ¢ il risul-
tato dell’interazione reciproca che
le cellule tumorali instaurano con
cellule dello stroma. Lorigine di tali
cellule & tuttora dibattuta e vari studi
sostengono che queste possano deri-
vare sia da cellule stromali residenti
nel pancreas (dette cellule stellate),
sia da progenitori mesenchimali cir-
colanti provenienti da midollo osseo
e da tessuto adiposo, definiti anche
cellule staminali mesenchimali.
Questo denso stroma rappresenta
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non solo una barriera fisica, ma un
compartimento dinamico che gio-
ca un ruolo fondamentale nell’ini-
ziazione e nello sviluppo tumorale,
oltre che nella formazione di un
microambiente fortemente immu-
nosoppressivo e scarsamente vasco-
larizzato.

Tale microambiente contribuisce
alla resistenza del tumore limitando
I'azione del sistema immunitario e
ostacolando la diffusione di agenti
chemioterapici.

La ricerca di approcci alternativi
caratterizzati da una migliore ef-
ficacia e scarsa tossicita ha intro-
dotto, quale nuova promessa tera-
peutica, l'utilizzo di cellule umane
capaci di indurre la morte delle cel-
lule tumorali tramite il rilascio di
composti tossici. Tra queste le cel-
lule staminali mesenchimali, quali
ipotetiche precursori dello stroma
tumorale, hanno suscitato interesse
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per la loro applicazione come vei-

colo di terapia anti-tumorale.

Le cellule staminali mesenchimali
sono una popolazione di progeni-
tori multipotenti identificati per la
prima volta nel 1966 nel midollo
osseo e successivamente isolati da
numerosi altri tessuti. In vitro si ca-
ratterizzano per la forma allungata,
una spiccata capacita di crescita e la
capacitd di trasformarsi in cellule
dell’osso, del grasso e della cartilagi-
ne. Il loro utilizzo come veicoli per
la terapia genica nasce dall’evidenza
che cellule staminali mesenchimali
somministrate per via endovenosa

vengano reclutate preferenzialmen-
te laddove vi sia un danno o un
tumore, secondo meccanismi di at-
trazione non ancora del tutto chia-
ri. In questi siti le cellule staminali
mesenchimali vengono incorporate
nello stroma tumorale dove eserci-
tano una funzione di supporto alla
crescita tumorale ostacolando la ri-
sposta del sistema immunitario e
stimolando la nascita di nuovi vasi,
I'invasivita e la metastasi del tumore.
Nonostante, come riportato, mol-
ti studi mostrino come le cellule
possano
cancro, altri hanno

staminali mesenchimali

supportare il

evidenziato un effetto opposto,
che porta all'inibizione della cre-
scita tumorale. Basandosi su queste
evidenze, si ¢ fatta strada l'idea di
sfruttare la qualitd delle cellule sta-
minali mesenchimali di integrarsi
nel microambiente tumorale, come
se fossero un cavallo di Troia, e in-
gegnerizzatle per aumentare il loro
potenziale inibitorio. I primi studi
in questo senso hanno confermato
la factibilicd della strategia e le cel-
lule staminali mesenchimali sono
state usate come veicoli per il tra-
sporto mirato di fattori immuno-
stimolanti. Lo spettro di possibili
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strategie terapeutiche si ¢ ampliato
grazie all’introduzione di virus on-
colitici (ovvero virus in grado di in-
fettare selettivamente e uccidere le
cellule tumorali), enzimi attivanti
farmaci e ligandi di morte, come ad
esempio TRAIL.

TRAIL ¢ una proteina normalmen-
te espressa da alcune cellule del
sistema immunitario identificata
nel 1995. La sua espressione cir-
coscritta alle cellule dellimmunita
suggerisce che possa contribuire alla
maturazione del sistema immunita-
rio e alla regolazione della risposta.
TRAIL viene espresso in una forma
legata alla membrana e una solubi-
le, entrambe in grado di innescare
la morte sulla cellula bersaglio. Per
la terapia antitumorale si ¢ rivelato
un candidato promettente in virth
della sua capacita di indurre morte
cellulare in svariati tipi di tumore

Cellule tumorali & AD-MSC TRAIL

senza dimostrare una significativa
tossicitd nei confronti delle cellule
sane.

Ad oggi, diversi composti sintetici
in grado di legarsi ai recettori per
TRAIL e provocare la morte del-
le cellule tumorali si sono rivelati
efficaci in studi preclinici e sono
passati alla fase clinica. Sebbene tali
composti si siano dimostrati ben
tollerati dai pazienti, la loro effica-
cia antitumorale ¢ stata al di sotto
delle aspettative.

Da queste basi ¢ nata la nostra idea
di modificare geneticamente le cel-
lule staminali mesenchimali da tes-
suto adiposo per la produzione di
TRAIL, in sostanza per generare
un cavallo di Troia in grado di rag-
giungere lo stroma tumorale e av-
velenarlo. Grazie a questo approc-
cio, la molecola viene veicolata alla
neoplasia in maniera continuativa e

mirata consentendo il superamento
di alcune importanti criticitd dimo-
strate dalle terapie con i composti
sintetici, come l'eccessiva diluizione
della molecola nel flusso sanguigno.
I nostri studi pre-clinici hanno di-
mostrato come questa strategia sia
efficace nei confronti di tumori a
elevata mortalita come il carcinoma
della cervice uterina, sarcomi, tu-
mori al colon e al pancreas. Usando
due differenti modalitd di sommi-
nistrazione, ¢ stato dimostrato che
le cellule staminali mesenchimali
esprimenti TRAIL sono in grado
di migrare e integrarsi nello stroma
tumorale senza generare effetti col-
laterali nel tessuto sano circostante.
La citotossicita selettiva per le cellu-
le tumorali & dovuta essenzialmen-
te a un loro contatto diretto con le
cellule staminali mesenchimali che,
esprimendo TRAIL, innescano una
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Cellule tumorali & AD-MSC

Figura. Co-coltura tra la linea pancreatica BxPC3 e le AD-MSC esprimenti solo la proteina fluorescente verde GFP (a destra) o esprimenti GFP e TRAIL

(a sinistra). Ingrandimento originale X100
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cascata che porta alla morte della
cellula tumorale.

Nello specifico del carcinoma pan-
creatico, ci siamo occupati in primo
luogo dello studio dell’interazione
stroma-tumore, indagando leffetto
esercitato in vitro dalle staminali
sulla proliferazione di diversi tipi
di tumore del pancreas, per meglio
capire il ruolo delle staminali nella
progressione tumorale e sviluppare
nuovi approcci terapeutici. I risul-
tati ottenuti hanno dimostrato che
le citochine e i fattori di crescita
normalmente secreti dalle staminali
non influenzano significativamente
la proliferazione delle cellule tumo-
rali pancreatiche. Al contrario, il
contatto diretto (cellula-cellula) tra
le staminali e le cellule tumorali ha
prodotto risultati diversi a seconda
del tipo di tumore pancreatico, che
richiedono ulteriori approfondi-
menti.

Questi studi preliminari hanno
messo in luce la capacita della com-
ponente stromale di interagire con
le cellule tumorali, suggerendo il
loro possibile impiego come vetto-
ri per veicolare molecole ad attivitd
abbiamo
testato lattivitd di cellule staminali

antitumorale. Pertanto,
mesenchimali geneticamente modi-
ficate per la proteina antitumorale
TRAIL al fine di creare le premesse
per un trattamento del tumore del
pancreas. Le cellule tumorali pan-
creatiche sono state quindi selezio-
nate sulla base dell’espressione dei
recettori di TRAIL, ed ¢ stata con-
fermata la loro sensibilitd a questa
molecola antitumorale tramite trat-
tamento con la forma ricombinante
umana di TRAIL. Sono stati quindi
allestiti altri esperimenti per verifi-
care lefficacia del nostro approccio
di terapia cellulare basato su cellule
staminali mesenchimali esprimenti
TRAIL, dimostrando un potente
effetto tossico su entrambe le linee
tumorali pancreatiche e in parti-
colare sul tipo di tumore mostrato
nella Figura.

In conclusione, dai nostri studi
si evince che una terapia cellulare
con staminali esprimenti TRAIL
potrebbe superare i limiti dei trat-
tamenti chemioterapici attuali,
aprendo la strada a nuove prospet-
tive terapeutiche basate sulla mani-
polazione cellulare. Le fasi succes-
sive prevedono nuove validazioni
del nostro approccio per poi seguire
un iter autorizzativo presso gli enti
regolatori per linizio delle fasi cli-
niche in pazienti che hanno ancora

purtroppo una pessima prognosi.

Questi studi sono finanziati dall’As-
sociazione Italiana Ricerca Cancro
(AIRC), dal’ASEOP e dal Ministe-
ro della Salute-Bando Giovani Ri-
cercatori 2008. e
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