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1. INTRODUZIONE

1.1.LE CELLULE DENDRITICHE

Le cellule dendritiche (DC) sono cellule accessorie appartenenti al
sistema immunitario (SI), il cui ruolo & la presentazione dell’antigene
per l'induzione di una risposta immunitaria. Infatti, affinché si dia
inizio alla risposta immunitaria le cellule del sistema immunitario
adattivo (linfociti T e B) devono essere istruite da particolari cellule
definite cellule presentanti l'antigene (APC) quali cellule dendritiche
(DC), monociti, macrofagi, linfociti B e in parte cellule endoteliali e
cellule staminali CD34+.

Le cellule del sistema immunitario adattivo agiscono contro agenti
patogeni insieme alle cellule del sistema immunitario innato;
quest’ultimo e rappresentato da cellule ad attivita fagocitica quali
neutrofili, macrofagi e cellule natural killer, cioe ad attivita citotossica
naturale, oltre che da fattori del complemento e da mediatori
dell’infiammazione.

Le DC sono le APC conosciute piu potenti perche in grado di indurre una
risposta immunitaria primarial, ma al tempo stesso capaci anche di
indurre tolleranza immunitaria? e di determinare il tipo di risposta
immunitaria T-mediata.

Le DC sono cellule che presentano l'antigene ”"professionali”, cosi
definite in quanto possiedono le molecole specifiche richieste per
presentare l'antigene e mostrano sulla loro superficie le molecole

accessorie necessarie per una corretta risposta immunitaria.



1.2.MORFOLOGIA DELLE CELLULE DENDRITICHE

Le DC sono di forma stellata per la presenza di lunghi prolungamenti
citoplasmatici, i dendriti; quando sono osservati al microscopio
elettronico questi dendriti sono lunghi (>10 pm), sottili e spinosi;
osservati al microscopio a contrasto di fase i dendriti sembrano
estendersi e ritrarsi dal corpo cellularel. La forma e la motilita di tali
cellule rispecchiano le loro funzioni, che sono la captazione degli
antigeni, la selezione e ’attivazione dei linfociti T antigene-specifici.

Le DC esistono in due forme diverse ognuna delle quali ha
caratteristiche fenotipiche, morfologiche e funzionali distinte: cellule
dendritiche immature e cellule dendritiche mature.

Le DC immature fenotipicamente mostrano sulla loro superficie
un’elevata espressione del CCR1, CCR5 e CCR6 e del CD68; bassa e
invece I'espressione del CCR7, CD86, CD80, CD40 e CD83; sono cellule
in grado di catturare e processare gli antigeni che incontrano. Le DC
mature invece hanno ad alti livelli di CD83, CD86, CD49, CD80, MHCII e
CD1a espressi sulla superficie; queste cellule sono in grado di
presentare gli antigeni stimolando i linfociti T. Le due diverse funzioni
non sono interscambiabili e sono segregate nel tempo. Tutto cid rende

le DC delle buone cellule presentanti I’antigene.



1.3. ETEROGENEITA’ DELLE CELLULE DENDRITICHE

Le DC rappresentano una popolazione estremamente eterogenea, da un
punto di vista ontogenetico, anatomico, fenotipico e funzionale. In
generale, le cellule dendritiche sono classificate su base ontogenetica in
mieloidi e linfoidi (queste wultime piu comunemente chiamate
plasmocitoidi). Va comunque precisato che l'origine linfoide delle DC
plasmocitoidi & ancora da dimostrare in modo definitivo.

Le DC mieloidi? (mDC) risiedono nei tessuti, sia nel contesto degli
epiteli, come le cellule di Langerhans, che indovate nello stroma, le DC
stromali, dove svolgono una funzione di sentinelle. Le mDC si dal punto
di vista fenotipico possono essere caratterizzate per l’espressione del
CD11c, CD1c (BDCA-1), CD141 (BDCA-3) Le mDC che risiedono nei
tessuti captano antigeni esogeni, li processano e li presentano nel
contesto delle molecole MHC. In presenza di stimoli ambientali di
origine patogenica (rilevati attraverso recettori specifici detti Toll Like
Receptors, TLRs o Nod Like Receptors NLR) o infiammatoria (rilevato
attraverso le molecole della famiglia del recettore del TNF, come il
CD40) le DC maturano e acquisiscono la capacita di migrare ai linfonodi
attraverso le vie linfatiche. La migrazione ai linfonodi e necessaria per
la presentazione dell’antigene ai linfociti T: le mDC mature si
localizzano infatti nelle aree T. La presentazione di antigeni da parte
delle mDC mature determina l'innesco di una risposta immunitaria
generalmente di tipo Th1l (T helper 1). In vitro le mDC sono generate
dai monociti, usati come precursori, con l’aggiunta di fattori di crescita

e di citochine specifiche; ad esempio in presenza del fattore di crescita



GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) e della
citochina IL-4 si ottengono DC immature CDla+ e CD14- che se
stimolate inducono una risposta Th13; in presenza di GM-CSF e IFN-a
(interferon-a) si ottengono cellule dendritiche parzialmente mature che
se stimolate inducono una risposta Th1l#%. In vitro quindi differenti
cocktail colturali stimolano la maturazione dei monociti a differenti
tipi di APC5. In vivo é stato evidenziato che parte dei monociti
circolanti nel sangue periferico puo differenziarsi in DC (mieloidi) al
passaggio dell’endotelio. Le caratteristiche funzionali e fenotipiche
delle cellule dendritiche generate dai monociti non sempre sono
coincidenti con quelle osservate in vivo.

Le DC plasmocitoidi® (pDC) risiedono nei linfonodi, e migrano ai tessuti
periferici solo in caso di infiammazione. Le pDC sono caratterizzate
fenotipicamente come CD11c+, CD303+ (BDCA-2), CD304+ (BDCA-4) e
CD123+. I dati in vitro suggeriscono un loro possibile ruolo
regolatorio?”.8, facilitato dal fatto che le pDC si localizzano nelle aree T
cellulari in forma immatura. Studi piu recenti pero mostrano che le pDC
possono maturare, in presenza di molecole di origine patogena,
soprattutto virale, in potenti APC capaci di iniziare risposte Thl. Le
pDC sono quindi plastiche, e possono determinare la funzione dei
linfociti T a cui presentano l'antigene a seconda degli stimoli che
ricevono dal microambiente.

Le mDC a loro volta mostrano una spiccata plasticita. E’ noto infatti che
le DC mieloidi immature sono fondamentali per il mantenimento della

tolleranza periferica®. Inoltre le mDC che maturano in presenza di



determinate sostanze, quali citochine (come I'IL-10 e il TGF-B) o
glucocorticoidi, acquisiscono proprieta tollerogeniche piuttosto che

immunogeniche.

1.4. FUNZIONI DELLE CELLULE DENDRITICHE

Le DC sono cellule estremamente versatili in grado di catturare e
processare gli antigeni ed in seguito a cio presentare i complessi MHC-

peptide a distinte sottopopolazioni di linfociti T.

1.4.1. Captazione dell’antigene

Le DC immature sono molto efficienti nell’assunzione degli antigeni? in
quanto possono impiegare differenti meccanismi quali:

a) la macropinocitosi, mediante la quale le DC formano delle ampie
vescicole pinocitosiche in cui i soluti ed i liquidi dell’ambiente
circostante sono campionati;

b) I'’endocitosi mediata dal recettore come i recettori lectinici di tipo
C (es. il recettore del mannosio e DEC-205)10-15 od i recettori che
legano Fcy di tipo I (CD64) e di tipo Il (CD32), che permettono la
captazione di immunocomplessi o di particelle opsonizzatel¢;

c) la fagocitosi, che permette l'assunzione di particelle come ad
esempio le particelle di latticel?, frammenti di cellule necrotiche o

apoptotiche mediante il CD36 e le integrine avf3 e avf5 18-20; virus e



batteri compreso il micobatterio?1-22 ed anche i parassiti intracellulari
come la Leishmania major?3.

Nelle DC I'endocitosi mediata dal recettore e la macropinocitosi sono
talmente efficienti che, affinché I’antigene sia presentato ai linfociti T,
sono sufficienti concentrazioni picomolari e nanomolari di queste
cellule rispetto alle concentrazioni micromolari necessarie delle altre
APC.

Poiché la captazione dell’antigene fornisce alle dendritiche dei segnali

di maturazione, questa loro capacita diminuisce rapidamente.

1.4.2. Processazione dell’antigene

Le DC sono in grado di processare gli antigeni attraverso vie ben
differenziate con le quali si generano i complessi tra i peptidi e le
molecole di classe I o II:

Associazione sulle molecole di classe I: 1’associazione dei peptidi sulle
molecole di classe I del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC
[) puo avvenire sia attraverso una via endogena che una via esogena.
Prendendo in considerazione la via endogena, dapprima si ha la
degradazione in peptidi delle proteine citosoliche derivanti da patogeni
intracellulari o da proteine proprie (self), ed in seguito 1’associazione
di tali peptidi sulle molecole di classe I di nuova sintesi; la formazione
del complesso MHC-peptide avviene all’interno del reticolo
endoplasmatico.

La processazione antigenica nel citoplasma inizia con la coniugazione
delle proteine con molte copie di un piccolo peptide, I'ubiquitina; le

proteine cosi “ubiquitinate” sono indirizzate al proteasoma. All’'interno



del proteasoma le proteine sono degradate in peptidi della lunghezza di
8-10 aminoacidi ed in seguito traslocati attivamente nel reticolo
endoplasmatico tramite dei trasportatori transmembrana (TAP-1 e TAP-
2) che accomodano questi peptidi nella tasca delle molecole di classe I.
Accanto a questa via classica di processazione e assemblaggio, le DC
possono bloccare sulle molecole di classe I anche peptidi derivanti da
antigeni extracellulari particolati o derivanti da immunocomplessi
provenienti direttamente dall’ambiente extracellulare. A tal proposito
sono state descritte due modalita di presentazione degli antigeni
esogeni: una via TAP indipendente ed una via TAP dipendente;
quest’ultima sembra essere coinvolta nella generazione di una risposta
immunitaria verso gli antigeni dei trapianti?4 , antigeni particolati?2s,
tumori2® e virus2’ ; sembra essere coinvolta anche nello sviluppo della
tolleranza immunitaria?8.

Associazione sulle molecole di classe 1I: gli antigeni captati tramite la
macropinocitosi, I’endocitosi mediata dal recettore e la fagocitosi sono
presentati in associazione alle molecole di classe Il del complesso
maggiore di istocompatibilita (MHC 1II). Le DC, a differenza dei
macrofagi, possiedono moltissime molecole di classe II. Queste
molecole si trovano all’interno di compartimenti specializzati noti col
nome di MIICs (compartimenti ricchi di molecole MHC di classe II). I
compartimenti MIIC sono ex strutture endosomiche di forma
multilamellare e multivescicolare2?-30 all’interno delle quali sono
contenute le molecole HLA-DM che hanno la funzione di promuovere il

legame del peptide alle molecole MHC di classe II.



Dopo la captazione dell’antigene e la sua degradazione nell’endosoma, i
peptidi cosi generati sono trasportati nei compartimenti MIIC. In
seguito alla formazione del complesso MHC-peptide, gli MIIC si
convertono in vescicole non-lisosomiali che scaricano il loro contenuto
sulla superficie cellulare. Nelle DC immature le molecole di classe II
sono rapidamente internalizzate e degradate, e in seguito ad uno
stimolo infiammatorio-maturativo si ha un aumento della sintesi e della
traslocazione in superficie dei complessi MHC-peptide, dove rimangono
stabili per diversi giorni e quindi disponibili per il riconoscimento da
parte dei linfociti T CD4+31-34, [ diversi recettori di superficie usati
dalle DC per catturare gli antigeni e le sottili differenze nei tagli
proteolitici, possono determinare la natura dei peptidi
immunodominanti presentati dalle molecole di classe II35. Queste
differenze nella processazione antigenica permettono il reclutamento di
linfociti T CD4+ con diversa specificita del TCR espandendo cosi la

risposta immunitaria.

CD4" T cell

Fig.1. Funzione delle DC (I): processazione dell’Ag.



1.4.3. Presentazione dell’antigene

Le DC hanno la capacita unica di stimolare i linfociti T CD4+ vergini
(naive) sia in vitro che in vivo. Quando si iniettano nei topi DC
precedentemente esposte ad un antigene si ha una forte risposta dei
linfociti T Ag-specifici3e.

Le DC sono importanti anche nella stimolazione dei linfociti T CD8+. In
vitro le DC possono stimolare la proliferazione di linfociti T CD8+
allogenici3” in modo diretto senza l'aiuto dei linfociti T helper38-39,
anche se spesso necessitano del loro aiuto.

La presentazione dell’antigene da parte delle cellule dendritiche ai
linfociti T avviene attraverso il riconoscimento dell’antigene stesso
associato alle molecole del complesso maggiore di istocompatibilita. Si
ha un’ interazione tra il recettore delle cellule T (TCR) ed il complesso
MHC-peptide. Questa interazione costituisce il primo segnale.
L’associazione DC-linfocita T € mediata da diverse molecole di adesione
quali le integrine B1 e B2 ed i membri della superfamiglia delle
immunoglobuline (CD2, CD50, CD54 e CD58)%0-41, Per sostenere
I’attivazione dei linfociti T & necessario quindi un secondo segnale
fornito dall’interazione tra le molecole costimolatorie presenti sulle
cellule dendritiche (CD40, CD80, CD86) ed i loro ligandi espressi sui
linfociti T. Infine esiste un terzo segnale, fornito dalle citochine, che
determina il tipo di risposta dei linfociti T (es. Thl o Th2 o Treg).
L’insieme di questi tre segnali fa si che si abbia una completa risposta

immunitaria da parte dei linfociti T.
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Fig.2: funzione delle DC (II): presentazione dell’antigene

1.5. RUOLO CLINICO DELLE CELLULE DENDRITICHE

Dato il loro ruolo nel controllo dell’immunita, le DC sono oggetto di
interesse in molte situazioni cliniche nelle quali sono coinvolti i
linfociti T: trapianti, allergie, malattie autoimmuni, immunodeficienza,
vaccinazioni e protezione verso infezioni e tumori. Nelle malattie
autoimmuni come la psoriasi e l'artrite reumatoide si € osservato un
aumento del numero e del grado di attivazione delle DC. Le DC presenti
nel polmone sembrano avere un ruolo importante nello sviluppo
dell’asma allergica. Nel trapianto e nell’allergia da contatto le DC si
sono rivelate importanti nell’induzione sia dell’immunita che della

tolleranza. In questa tesi prenderemo in considerazione il ruolo delle
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cellule dendritiche nella malattia del trapianto contro l'ospite (graft-

versus-host-disease o GVHD).

1.6. GVHD

La GVHD e la principale causa di morbidita e mortalita dopo trapianto
allogenico di cellule staminali emopoietiche. La GVHD e causata dai
linfociti T maturi del donatore che sono infusi nel ricevente insieme
alle cellule staminali. [ linfociti T riconoscono antigeni di
istocompatibilita espressi dalle cellule del ricevente. I linfociti T sono
quindi necessari allo sviluppo di GVHD, come dimostrato dal fatto che
la loro eliminazione selettiva dall’infuso di cellule staminali si associa a
marcata riduzione dell’incidenza di GVHD.

Nelle risposte alloimmunitarie (ad es. alloantigeni), che sono alla base
della GVHD, sono conosciute due possibili vie di presentazione degli
antigeni di istocompatibilita del ricevente ai linfociti T del donatore: i
linfociti T possono vedere gli antigeni direttamente sulla superficie
delle APC del ricevente (via diretta) oppure possono vedere gli stessi
antigeni dopo che sono stati processati dalle APC del donatore (via
indiretta). Se nelle risposte ad antigeni maggiori di istocompatibilita la
via diretta potrebbe essere piu rilevante, non vi sono ragioni teoriche o
sperimentali per ritenere che nelle risposte ad antigeni minori di
istocompatibilita essa prevalga su quella indiretta. Secondo questo

schema, sia le APC del ricevente che quelle del donatore contenute nel
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graft (il prodotto che contiene le cellule staminali), potrebbero
egualmente contribuire allo sviluppo di GVHD.

Il ruolo delle APC nell’innesco della GVHD acuta e stato postulato da
Ferrara et al. nel 199142 | Secondo il modello patogenetico di Ferrara
(Fig.3), la GVHD origina dalla successione di tre fasi: la fase del danno
tissutale (1) indotto dalla terapia di condizionamento; la fase afferente
(2) o di presentazione dell'antigene; e la fase efferente (3) durante le
quali le cellule effettrici determinano ulteriore danno tissutale. Le APC
hanno un ruolo essenziale nella fase di presentazione dell’antigene. Il
danno tissutale che si determina durante la fase 1 induce attivazione
delle APC mediata da citochine infiammatorie, come il Tumor Necrosis
Factor-a (TNFa), e da molecole di origine patogena, come il

lipopolisaccaride (LPS).

Tgsue Damage
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Figura 3: patogenesi della GVHD acuta.
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Il ruolo delle APC del ricevente e del donatore nella GVHD acuta é stato
definito in studi eseguiti a partire dal 1999 in modelli murini di GVHD
acuta. Questi studi hanno dimostrato formalmente che lo sviluppo di
GVHD acuta e mediato dalle APC del ricevente che sopravvivono alla
terapia di condizionamento. L’eliminazione delle APC del ricevente
prima del trapianto previene la GVHD acuta indipendentemente dal tipo
di differenza antigenica#3-44 (maggiore o minore) e dal tipo di linfocita
T responsabile della risposta*5 (CD4 o CD8).

Le APC del donatore possono contribuire allo sviluppo di GVHD acuta in
assenza di APC del ricevente® e in alcuni modelli promuovono il
mantenersi e l’espandersi della GVHD acuta, una volta che questa e
stata innescata dalle APC del ricevente*s.

Molto poco si sa invece del ruolo delle APC nella GVHD cronica,
soprattutto alla luce della mancanza di adeguati modelli murini. Uno
studio recente*’ suggerisce che i linfociti T che causano GVHD acuta
hanno bisogno di riconoscere gli antigeni di istocompatibilita sulla
superficie delle APC del donatore per potere propagare la GVHD dopo
20-30 giorni dal trapianto (un tempo compatibile, almeno nel topo, con
la definizione di GVHD cronica).

Anche se le APC includono numerose popolazioni cellulari, evidenze
sperimentale suggeriscono che le cellule dendritiche e i monociti,
capaci di differenziare a dendritiche, sono i soli in grado di attivare i
linfociti T naive. Poiché si ritiene che la GVHD sia mediata da linfociti T

naive, € possibile ipotizzare che le cellule dendritiche e i monociti siano
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le popolazioni di APC responsabili della GVHD, anche se questo non e

mai stato formalmente dimostrato.

1.7. LA VIA DI SEGNALE PI3K/Akt/mTOR

La via di segnale fosfatidilinositolo 3-kinasi (PI3K)/Akt/mammalian
target of rapamycin (mTOR) €& una via cruciale in molti processi
fisiologici, quali la progressione del ciclo cellulare, la trascrizione, la
traduzione, il differenziamento, I’apoptosi, la motilita e il metabolismo
cellulare48. Infatti, questa via rappresenta una delle vie molecolari
principali coinvolte nella sopravvivenza cellulare, che viene deregolata
in molte neoplasie maligne e che pud contribuire, se alterata, sia alla

patogenesi tumorale che all’'induzione della resistenza alle terapie.

(Fig.4).
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1.7.1. PI3K

La famiglia degli enzimi PI3K e caratterizzata dalla capacita di
fosforilare il gruppo -OH nel lipide inositolo. Comprende tre differenti
classi: I, II, III; ciascuna classe presenta caratteristiche diverse sia nella
struttura molecolare che nella specificita di substrato. Le PI3-kinasi di
classe I sono state maggiormente studiate4® in quanto collegate agli
stimoli extracellulari, come i fattori di crescita e le citochine. In seguito
al legame attraverso il recettore di membrana, le PI3K di classe I
fosforilano il substrato fosfatidil-inositolo 4,5 bifosfato [PtdIns (4,5)P2]
a fosfatidilinositolo 3,4,5 trifosfato [PtdIns (3,4,5)P3]%%. PtdIns
(3,4,5)P3 recluta sulla membrana citoplasmatica proteine contenenti il
dominio PH (pleckstrin homology), tra le quali la proteina chinasi
fosfoinositide dipendente (PDK1) e Akt. Le PI3K di classe I sono
ulteriormente suddivise in due sottotipi: A, tirosin chinasi attivate dal
recettore (RTK), Ras e dai recettori accoppiati alle proteine G (GPCR) e
B, chinasi attivate da GPCR. Le PI3K di classe IA sono enzimi
eterodimerici composti da una subunita regolatoria (p85a, p85f, p55a,
p55Y, p50a) e una subunita catalitica (p110«a, p110B, p1108). Le chinasi
PI3K di classe IB hanno la subunita regolatoria p101 e la subunita
catalitica p110y. Entrambe le subunita p110a che p110f svolgono un
ruolo fondamentale durante lo sviluppo embrionale; invece le subunita
pl10y e pl1108 sono principalmente coinvolte nelle funzioni del
sistema immunitario5!. Le PI3K chinasi di classe II fosforilano
preferenzialmente il fosfatidil-inositolo 3 fosfato, e sono espresse negli

organi e nei tessuti dei mammiferi52. L'unica chinasi di classe III e
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vps34°53 (vacuolar protein sorting 34) ed esiste come eterodimero. E’

coinvolta nel nutrimento, nell’endocitosi e nell’autofagia.

1.7.2. Akt

Akt e una proteina serina/treonina chinasi di 57-kDa®%% La famiglia
comprende tre isoforme altamente conservate5? ma con differenze
funzionali: Aktl/a, Akt2/B e Akt/y. Akt contiene un dominio PH
(pleckstrin homology) con il quale interagisce con i prodotti lipidici
fosforilati di PI3K, principalmente con il PIP3, sintetizzati a livello della
membrana. Il legame di Akt con il PIP3 induce un cambiamento
conformazionale di Akt che ne permette l'attivazione in seguito alla
fosforilazione del residuo Thr308, da parte della protein-chinasi
fosfoinositide dipendente 1 (PDK1), e del residuo Ser473, da parte della
chinasi PDK2. La fosforilazione di entrambi questi residui € necessaria
per la completa attivazione di Akt; la sua attivita € perdo modulata da
una complessa rete di proteine regolatrici che interagiscono con i
diversi domini coinvolti nell’attivazione. L’attivita di Akt e

fondamentale in molti processi cellulari che influenzano Ia

sopravvivenza e il differenziamento cellulare>+.

1.7.3. mTOR

mTOR (mammalian target of rapamycin) ¢ una chinasi serina-treonina
atipica di 289kDa, della famiglia delle chinasi correlate alle PI3K,
altamente conservata che mostra un dominio catalitico COOH-terminale

con un’alta omologia di sequenza con PI3K54; questa omologia spiega il



perché si ha una cross-inibizione di mTOR da parte di farmaci diretti
verso PI3K55. mTOR gioca un ruolo centrale nella regolazione della
crescita e della proliferazione cellulare, a livello traduzionale, e nella
progressione del ciclo cellulare.

E costituito da due complessi multiproteici, mTORC15¢6
(mTOR/raptor/mLST8/PRAS40/FKBP38) sensibile alla rapamicina e
mTORC?2 (mTOR/rictor/mLST8/SIN1/proctor) insensibile alla
rapamicina se non in seguito a trattamento prolungato®’. (Fig.5)
mTORC1 e un effettore a valle di Akt e la sua attivita e controllata da
una rete di segnali che include Ras/Raf/MEK/ERK e una cascata di
segnale LKB/ AMPK. mTORC1 e caratterizzato dall’interazione tra
mTOR e le sue proteine regolatorie associate, che ne regolano la
funzione creando come un’impalcatura per reclutare i substrati di
mTORC1. Questa subunita e sensibile alla rapamicina e ai suoi analoghi
(rapalogs). La rapamicina e i suoi analoghi sono inibitori allosterici di
mTORC1; non si legano al dominio catalitico ma si associano a FKBP-12
portando al disassemblaggio del complesso mTORC1, inducendo
I’inibizione della sua attivita. Quindi mTORC1 controlla la traduzione in
risposta a fattori di crescita e nutrienti fosforilando la chinasi p70S6
(p70S6K) e 4E-BP1. A sua volta P70S6K fosforila la proteina
ribosomiale p40, S6, che partecipa alla traduzione di mRNA, e fosforila
anche elF4B (eucariotic initiation factor 4B) che e coinvolto nella
traduzione. La fosforilazione di 4E-BP1 risulta nel rilascio di elF4E, che
in associazione con elF4G stimola l'inizio della traduzione. Infatti 4E-

BP1 non fosforilato interagisce con il fattore elF-4E e previene la
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formazione del complesso elF4F, bloccando l'interazione tra elF-4G e
elF-4E. mTORC1 regola diversi passaggi chiave della sintesi proteicas®,
controllando l'espressione di proteine che promuovono la
proliferazione e la sopravvivenza cellulare, come c-Myc, ciclina D1,
STAT3, Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 etc. Akt regola il complesso mTORC1
fosforilando e inibendo il gene TSC-2 (tuberous sclerosis 2), che ¢ una
proteina GAP (GTP-ase activating protein) che si lega a TSC-1 (tuberin)
formando un complesso e bloccando la proteina G Rheb. L’inibizione di
TSC-2 permette alla proteina Rheb di accumularsi in uno stato legato a
GTP e di attivare mTORC1.

[l meccanismo che controlla mTORC2Z non € ancora ben noto;
I’attivazione di questo complesso & comunque collegata alla via di
segnale PI3K. mTORC2 fosforila Akt sulla Ser473, studi recenti hanno
dimostrato che la subunita mTORC2 diventa sensibile alla rapamicina
dopo un trattamento prolungato?>’.

Akt e mTOR sono regolati tra loro da circuiti a feedback sia positivi che
negativi, che ne permettono una corretta attivazione. Se Akt attiva
mTORC1, quest’ultimo a sua volta regola Akt inibendolo, attraverso un
meccanismo di controllo negativo; infatti se mTORC1 viene inibito si ha

un’iperattivazione di Akt e dei suoi substrati, sia in vivo che in vitro>8.
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Fig.5. complesso di mTOR nel dettaglio

Insulin
or IGF

Rapamycin
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1.8. FARMACI IMMUNOSOPPRESSORI

L’effetto dei farmaci immunosoppressori sulle cellule effettrici ed
accessorie del sistema immunitario non ¢ completamente noto. Spesso
I’interesse dei ricercatori e rivolto all’individuazione dell’azione
specifica dei diversi trattamenti sui linfociti T, sulle cellule dendritiche
e sullo scambio di informazioni bidirezionale fra DC e linfociti T, allo
scopo di trovare il meccanismo che consenta di bloccare
completamente I’'attivazione del sistema immunitario.

Nelle malattie immunologiche i linfociti T agiscono come effettori del
danno tissutale, proprio per questo motivo sono considerati importanti
bersagli degli agenti immunosoppressori®?. Le cellule dendritiche e i
monociti sono pero responsabili della risposta primaria Ag-specifica dei
linfociti T e quindi sono il secondo bersaglio preso in considerazione.
Eliminare selettivamente o alterare la funzione delle APC, durante la
fase di condizionamento, resta infatti l'obiettivo principale per ridurre
il rischio di GVHD acuta. Ad oggi pero non ci sono dei farmaci diretti
verso queste cellule; la maggior parte dei farmaci comunemente usati in
clinica quali ad es. anticorpi monoclonali (Campath)®® o policlonali
(ATG)®! o nuovi farmaci citotossici (Bortezomib) o immunosoppressivi
(Prednisone) pur se promettenti hanno mostrato effetti pleiotropici che
hanno portato ad una aumentata soppressione immunitaria con un
aumento del rischio di infezione. Agire attraverso il blocco della via di
segnale PI3K/Akt/mTOR fondamentale per la crescita cellulare e la
proliferazione, potrebbe essere la strategia giusta. Esistono infatti

diversi farmaci capaci di alterare questa via di segnale che sono

22



utilizzati per curare neoplasie solide o nel trattamento di alcuni tipi di
leucemie che agiscono in maniera mirata su quei meccanismi che sono
alla base della trasformazione neoplastica, ma che sono anche alla base
di tutti i processi di proliferazione cellulare e apoptosi.

Per lo studio degli effetti dei farmaci immunosoppressori sulle APC in
vitro, possono essere utilizzate DC ottenute a partire da monociti
coltivati in un terreno di coltura adeguato e in presenza di differenti
stimoli proliferativi. Monociti coltivati in presenza del GM-CSF da solo
mostrano un differenziamento simil- macrofagico, le cellule che si
ottengono sono in grado di captare e presentare l'antigene®?. Monociti
coltivati in presenza di GM-CSF e IL-4 differenziano a  cellule
dendritiche immature CD14- che possono essere indotte alla
maturazione e che inducono una risposta Th13, in presenza di GM-CSF e
INF-a si ottengono cellule dendritiche piu mature ma in grado di
maturare ulteriormente inducendo una risposta Th1% Altre citochine ,
quali ad esempio I'IL-13, I'IL-15, I'IL-3 etc in aggiunta al GM-CSF,

possono indurre il differenziamento dei monociti ad APC5.

1.8.1. La rapamicina

La rapamicina €& un macrolide che deriva dall’actinomicete
“Streptomyces hygroscopicus” isolato nell’Isola di Pasqua (Rapanui) da
cui proviene il nome. La rapamicina € una molecola con attivita
antifungina e antitumorale e con proprieta immunosoppressive®3. Oggi
viene utilizzata principalmente nella profilassi del trapianto di organi

solidi, per prevenire il rigetto®*. La rapamicina agisce legandosi
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all’FKBP12, che € una isoforma dell FK-506 BP, e interagendo con il
complesso proteico mTOR, bloccandone le sue funzioni®>. La rapamicina
si lega specificamente alla subunita mTORC1 inibendone Ila
fosforilazione. Anche se inizialmente sono stati studiati solo gli effetti
immunosoppressivi sull’attivita dei linfociti T e B, con alterata
produzione di citochine infiammatorie e inibizione della proliferazione
cellulare, diversi lavori scientifici®®-¢® ne hanno dimostrato la capacita
ad eliminare o alterare la funzione delle DC. mTOR ¢ infatti una chinasi
critica nel meccanismo di sopravvivenza delle cellule dendritiche
derivate da monociti e il suo blocco inibisce diverse funzioni delle DC.
Nel 2003 Woltman®® afferma che, in vitro, la rapamicina induce
apoptosi nelle cellule dendritiche originate da monociti o CD34
attraverso l'up-regolazione di p27 e mcl-1. Inoltre e stato dimostrato
che la rapamicina inibisce la macropinocitosi e I’endocitosi mediata dal
recettore e che gli effetti sono indipendenti dalla maturazione delle
cellule dendritiche e dall’apoptosi cellulare®8. Questi dati hanno portato
a considerare la rapamicina un potenziale farmaco candidato per

I’eliminazione delle APC prima del trapianto allogenico.

1.8.2. La perifosina

La perifosina € un farmaco sintetico che appartiene alla classe degli
alchilfosfolipidi; € un analogo dei fosfolipidi di membrana. La
perifosina agisce in maniera dose-dipendente su Akt, inibendone la
fosforilazione; si lega al dominio PH di Akt, impedendo al PIP3 di
interagire e di ancorare Akt alla membrana cellulare’?. Recentemente &

stato dimostrato che la perifosina agisce sull ‘attivita sia del complesso
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mTORC1 che del complesso mTORC2 deregolando il livello di mTOR,
raptor, rictor, p70S6K e 4E-BP1, e incrementandone la loro
degradazione’!. La perifosina inoltre, e stata gia testata in diversi studi
clinici di fase I e fase IIl e non risulta tossica??-73 Questi dati rendono la
perifosina molto interessante per il ruolo che potrebbe svolgere contro

le APC, in vivo, nella fase di condizionamento prima del trapianto.
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2. OBIETTIVO DEL PROGETTO DI RICERCA

Il trapianto allogenico di cellule staminali, spesso e 1'unica soluzione
esistente per la cura di diverse malattie ematologiche; la GVHD, & la piu
grave complicazione che si puo avere a seguito del trapianto allogenico
e riduce la qualita e la durata della vita dei pazienti dopo il trapianto.
La GVHD e causata dai linfociti T del donatore che riconoscono gli
antigeni presentati dalle APC del ricevente. Le APC hanno quindi un
ruolo fondamentale nell’innescare la GVHD. Le piu importanti APC sono
le cellule dendritiche. Ad oggi non esistono dei farmaci diretti in modo
specifico contro le APC ma si conoscono i meccanismi molecolari che
regolano le funzioni cellulari fondamentali; la via di PI3K-Akt-mTOR, in
particolare, ¢ cruciale alla sopravvivenza e al differenziamento delle
cellule dendritiche. L’obiettivo di questo studio, quindi, e stato quello
di analizzare gli effetti del blocco della via di PI3K, da parte di farmaci
sperimentali, sul differenziamento, sulla maturazione e sulla funzione
di varie sottopopolazioni di DC. I farmaci valutati sono stati la
rapamicina, che provoca il blocco di mTOR, e la perifosina, un inibitore
di Akt. Per fare questo e stato utilizzato un sistema sperimentale che
prevede la generazione delle APC, a partire da monociti coltivati in
vitro con differenti fattori di crescita o dai precursori circolanti delle
DC; il fenotipo e la funzioni di queste cellule sono stati studiati in vitro
mediate analisi citofluorimetriche. Il sistema utilizzato, facilmente
riproducibile e confrontabile, potra essere utilizzato come una

piattaforma metodologica di partenza per testare nuovi farmaci in fase
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sperimentale che presenteranno buone potenzialita nell’azione diretta

contro le APC circolanti.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Reagenti

La rapamicina (Sigma) & stata utilizzata alla concentrazione di 10
ng/ml. L’ LY294002 (Sigma) e stato usato alla concentrazione di 50 pM.
La perifosina (Selleck Chemicals) & stata usata alla concentrazione di
2,5-5 pM. Tutte le molecole utilizzate sono state dissolte in DMSO e
conservate a -80°C.

[ fattori di crescita, le citochine e gli stimoli wutilizzati per le colture
cellulari sono stati: GM-CSF (Mielogen, Schering Plug) usato alla
concentrazione di 1000U/ml; IL-4 (R&D System) e IFN-a (Roche)
utilizzati alle concentrazioni 800U/ml e 1000U/ml rispettivamente; IL-
3 (Biodesign International) usata alla concentrazione di 100 ng/ml; LPS
(Sigma) e IFN-y (Pierce Endogen) usati alle concentrazioni 1ug/ml e
1000U/ml rispettivamente; CpG (HBT) usato alla concentrazione di 2
uM. Tutti questi reagenti sono stati risospesi in PBS.

La Brefeldina A (Sigma) e stata utilizzata alla concentrazione di 10

ug/ml.

3.2.5eparazione cellulare

Le cellule mononucleate (MNC) sono state prelevate da buffy coat
ottenuti da donatori sani, forniti dal centro trasfusionale dell’ospedale
S. Orsola-Malpighi di Bologna. Le MNC sono state separate mediante
centrifugazione su gradiente di densita generato con Ficoll-Lympholyte-
H (Cederlane). I monociti, i linfociti, le cellule dendritiche plasmacitoidi

e mieloidi circolanti sono stati isolati attraverso una selezione
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immunomagnetica effettuata utilizzando anticorpi specifici (anti-CD14
per separare i monociti, anti-CD3 per i linfociti, anti-BDCA-1 e anti-
BDCA-4 per le mDC e le pDC rispettivamente (Miltenyi)) coniugati a
biglie magnetiche. La separazione, come da protocollo fornito dalla
ditta di produzione, prevede la marcatura delle cellule MNC con le
biglie coniugate all’anticorpo di interesse, per 15 min a 4°C e poi il
successivo passaggio della frazione cellulare attraverso delle colonne,
posizionate in un magnete midi MACS, per la selezione positiva delle
cellule. La purezza della separazione, determinata in citofluorimetria, €

sempre stata superiore al 95%.

3.3. Colture cellulari

[ monociti purificati sono stati coltivati in terreno completo e risospesi
alla concentrazione di 106 cell/ml di terreno. Il terreno e costituito da
RPMI 1640 contenete 25 mM HEPES, 1U/ml di penicillina, 1pg/ml di
streptomicina, 100 mM di L-glutamina, 50 pM di 6B-mercaptoetanolo,
1% di amminoacidi non essenziali (tutti Invitrogen) e 10% di siero
fetale bovino (FBS), inattivato a 56 °C per 30 minuti. I monociti sono
stati differenziati ad APC in presenza di GM-CSF o di GM-CSF e IL-4 o
IFN-a per 6 giorni, a 37°C e al 5% CO:2, con atmosfera umidificata. Dopo
tre giorni di coltura sono stati sostituiti 500 pl di medium con terreno
fresco contenete le citochine di cui sopra. La rapamicina o la perifosina
sono state aggiunte all’inizio della coltura alla concentrazione di 10
ng/ml e 5uM rispettivamente; dopo 6 giorni dalla piastratura le cellule

sono state raccolte e utilizzate per lo studio dell’apoptosi e del
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fenotipo (DC immature). Per lo studio della funzione le cellule sono
state ripiastrate per 18 ore in presenza di LPS e IFN-y, alle
concentrazioni indicate precedentemente. La conta delle cellule e stata
eseguita con Trypan Blue, sono state contate solo le cellule vive.

Le mDC purificate sono state coltivate in presenza di GM-CSF e IL-4 per
2 giorni e attivate con LPS e IFN-y; le pDC sono state coltivate con IL-3
e attivate con CPG.

In alcuni esperimenti le cellule sono state preincubate con I'lFN-a o

con I'lFN-y prima della coltura alle condizioni sopra citate.

3.4. Apoptosi

L’apoptosi e stata determinata in base all’espressione della
fosfatidilserina sulla membrana e alla permeabilita a coloranti vitali
(Propidio Ioduro). E’ stato utilizzato un kit commerciale della Roche
secondo le istruzioni del produttore. Le cellule raccolte sono state
prima lavate due volte con PBS quindi incubate con un tampone
contenente Annexina V FITC per 10 minuti al buio ed infine risospese
in un secondo tampone contenente PI. L’acquisizione al citofluorimetro
¢ stata eseguita entro 20 minuti. Le cellule Annexina V negative sono
state considerate cellule vitali. Le cellule Annexina V positive e PI
negative sono state considerate in apoptosi precoce, le cellule doppio
marcate Annexina V positive-PI positive sono state considerate in
apoptosi tardiva, entrambi i tipi sono stati considerati nella

popolazione delle cellule apoptotiche. L’acquisizione e l’analisi sono
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state eseguite su FACSCantoll usando il software FACSDiva (Becton

Dickinson).

3.5. Fenotipo delle APC

Per studiare l’espressione di molecole di superficie sono stati utilizzati
i seguenti anticorpi monoclonali, tutti acquistati dalla BD: anti-CD1a,
anti-CD14, anti-CD80, anti-CD86, e anti-HLA-DR con i rispettivi
controlli isotipici. Per il processo di marcatura sono state utilizzate 10°
cellule per condizione incubate con 10 ul degli appropriati anticorpi
monoclonali per 15 minuti al buio, dopo 2 lavaggi con PBS le cellule

sono state direttamente acquisite su FACSCantoll.

3.6. Produzione di citochine infiammatorie

La produzione di citochine infiammatorie € stata valutata dopo la
stimolazione delle diverse sottopopolazioni di APC con gli adeguati
stimoli. Sono state valutate la produzione di TNF-a, IL-12 e IFN-q,
mediante una marcatura con anticorpi monoclonali coniugati a
fluorocromi e successiva analisi citofluorimetrica. Le cellule (2x10%)
sono state coltivate in terreno completo con gli stimoli, per 18 h, in
piastre da 96 pozzetti a fondo conico. Per inibire la secrezione di
citochine, e stata aggiunta la Brefeldina A insieme agli stimoli. Al
termine del tempo di incubazione le cellule sono state raccolte, fissate e
successivamente permeabilizzate con il kit FIX&PERM della Caltag,
seguendo il protocollo fornito dal produttore. Gli anticorpi utilizzati

per la marcatura sono stati: anti Human TNF-a PE (BD), anti human IL-
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12 PE (R&D); anti human IFN-a PE (BD) e IgGl PE come controllo

isotipico (BD). I campioni sono stati analizzati con il citofluorimetro.

3.7. Analisi della capacita allostimolatoria delle APC

Per studiare la capacita delle APC, coltivate nelle diverse condizioni in
presenza o meno del farmaco di interesse, e stata effettuata una coltura
mista (MLR) tra le APC e dei linfociti T CD3+ allogenici. Le APC sono
state coltivate nelle specifiche condizioni colturali in presenza o meno
del farmaco di interesse per 6 giorni, maturate a dendritiche mature
con gli adeguati stimoli, successivamente irradiate (3000 CGy CS137) e
aggiunte in rapporto 1:10 con cellule T allogeniche purificate, in piastre
da 96 pozzetti. Dopo 4 giorni di MLR € stata misurata la proliferazione
dei linfociti T utilizzando il kit della bromodeossiuridina (BrdU Flow
Kit BD Pharmingen). Le cellule dendritiche sono state marcate con la
soluzione di BrdU e incubate a temperatura ambiente per 45 minuti;
successivamente le cellule sono state fissate e permeabilizzate e
trattate con DNasi per 1 ora a 37°C per l'esposizione della BrdU
incorporata. Infine e stata fatta una marcatura di superficie con I'anti-
BrdU fluorescente e la 7-AAD. Le cellule sono state analizzate al

citofluorimetro.
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4. RISULTATI

4.1. EFFETTI DELLA RAPAMICINA

Al fine di valutare gli effetti della rapamicina sul differenziamento e la
maturazione delle DC, queste ultime sono state generate da monociti
come descritto in letteratura®. Inizialmente sono stati testati differenti
fattori di crescita quali GM-CSF, IL-4, IFN-a, IL-13, IL-15, cosi da
ottenere differenti popolazioni di APC; infatti, a seconda delle
condizioni colturali utilizzate si possono ottenere, in vitro, DC con
caratteristiche fenotipiche e funzionali diverse>. Sulla base dei lavori
scientifici presenti in letteratura®®-¢7, i fattori di crescita scelti sono
stati GM-CSF, IL-4 e INF-a perché inducevano i monociti a differenziare
a DC immature. [ monociti purificati sono stati incubati con GM-CSF con
o senza IL-4 o IFN-a in presenza o meno di rapamicina (utilizzata
sempre alla concentrazione di 10ng/ml) e sono stati coltivati per 3 e 6
giorni. L'inibizione di mTOR da parte della rapamicina provocava una
riduzione del recupero cellulare sia dopo 3 giorni (riduzione del 40% =+
1,8 p: 0,1) che dopo 6 (riduzione del 57% + 20, p:0,006) in presenza di
GM-CSF e IL-4. Se i monociti erano coltivati con GM-CSF da solo o con
GM-CSF e IFN-a la rapamicina non aveva effetti sul numero delle APC

recuperate. (fig.1.)
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Fig.1: Recupero cellulare. Il recupero cellulare e espresso come % di inibizione
rispetto al campione di controllo ed & stato determinato con Trypan Blue. Media di
12 esperimenti. (# p: 0,006).

Per valutare se il ridotto recupero dei monociti indotto dalla
rapamicina fosse avvenuto mediante apoptosi, e stata analizzata la
morfologia delle cellule raccolte. L’apoptosi € caratterizzata da picnosi
nucleare, frammentazione nucleare, frammentazione cellulare e bolle
sulla membrana. Le cellule raccolte dopo coltura con rapamicina a 3 e 6
giorni presentavano caratteristiche citologiche compatibili con
apoptosi (dati non mostrati). Inoltre e stata analizzata in
citofluorimetria la presenza di fosfatidilserina sulla membrana (segno
di apoptosi precoce) e l'ingresso del colorante vitale PI nella cellula
(segno di apoptosi tardiva). Come mostrato nella figura 2 €& stato
osservato un aumento significativo della percentuale di cellule in
apoptosi precoce (AnnV+ PI-) e in apoptosi tardiva (AnnV+PI+) tra i
monociti coltivati con GM-CSF e IL-4 in presenza di rapamicina (65% =*
13 in media (con rapamicina) vs 40% * 20 (cellule di controllo)
p= 0.023). VL’inibizione di mTOR non aveva effetti valutabili

sull’andamento dell’apoptosi nei monociti coltivati con il solo GM-CSF o
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con il GM-CSF e IFN-a (fig.2). L’inibizione di mTOR provocava un
incremento dell’apoptosi nei monociti coltivati in presenza di IL-4 per

almeno 3-4 giorni.
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Fig.2. Apoptosi. Nella figura sono riportati nella prima parte i plot di analisi
dell’apoptosi al citoflorimetro. Il grafico mette a confronto le cellule di controllo e
le cellule con rapamicina, ottenute in condizioni sperimentali diverse dopo 6 giorni
di coltura. Legenda: GM: GM-CSF; IL-4: Interleuchine-4, IFN-a: Interferon-a Rapa:
rapamicina; ANN V: annexine V. (#= p: 0,023).

Infine, I'inibizione di mTOR non aveva effetti sulla sopravvivenza e

sull’apoptosi delle cellule dendritiche mieloidi e plasmacitoidi
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circolanti purificate (fig.3). Si osservava una percentuale elevata di
cellule in apoptosi tardiva, che pero non era riconducibile alla presenza
della rapamicina ma solo alla difficolta tecnica di mantenere la vitalita

delle cellule dendritiche circolanti in vitro.
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Fig.3 Apoptosi nelle mDC e pDC. Plot di analisi che mostrano le cellule coltivate per
2 giorni in presenza o meno di rapamicina. Le cellule AnnV- PI- sono le cellule
vitali.

Successivamente sono stati studiati gli effetti della rapamicina sulla
maturazione e sul differenziamento delle APC derivate dai monociti. Le
cellule dendritiche immature sono state generate a partire da monociti
con il GM-CSF e IL-4 o [FN-a o in presenza del solo GM-CSF per 6 giorni
in presenza o assenza di rapamicina, come gia descritto; le cellule sono
state poi analizzate al citofluorimetro per l'espressione sulla loro
superficie di marcatori associati con il differenziamento e la

maturazione cellulare (fig 4.).
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GM +rapa GM/IL-4 + rapa GM/IFN-a  +rapa

Fig.4. Fenotipo delle APC. Gli istogrammi sono rappresentativi del fenotipo delle
cellule dendritiche coltivate in presenza o meno di rapamicina. Il valore riportato
sugli istogrammi corrisponde al Mean di intensita di fluorescenza. Legenda: GM:
GM-CSF; GM/IL-4: GM-CSF+IL-4; GM/IFN-a: GM-CSF+IFN-a; rapa:rapamicna.

Per rendere I’analisi piu oggettiva possibile & stata calcolata I'intensita
media di florescenza rispetto al controllo isotipico (MIF). L’analisi del
fenotipo evidenzia che i monociti coltivati con il GM-CSF mantenevano
un’espressione elevata di CD14. Il CD14 e un marcatore specifico dei
monociti che viene perso durante il differenziamento a cellula
dendritica. Inoltre la rapamicina non riduceva l'espressione del CD14
(MIF= 80+ 46 vs 6860 con rapamicina). Per quanto riguarda invece
I’espressione del CD1a, molecola espressa selettivamente dalle cellule
dendritiche immature, i valori erano confrontabili con quelli delle
cellule di controllo (cellule coltivate alle stesse condizioni ma non
trattate con rapamicina). In alcuni esperimenti & stato osservato un

piccolo aumento di CD1a con la rapamicina, anche se il CD1la ¢ poco
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espresso a conferma del differenziamento monocitico-macrofagico
(MIF= 3%1 vs 12+10 con rapamicina). I monociti coltivati con GM-CSF e
[1-4 esprimevano il fenotipo tipico delle cellule dendritiche immature.
L’espressione del CD14, bassa nelle cellule di controllo, non era alterata
dalla presenza della rapamicina nel terreno di coltura (MIF= 2,6 + 0,3
vs 3 = 2.5 con rapamicina) mentre I’espressione del CD1a, elevata nelle
cellule dendritiche immature, veniva incrementata (MIF= 23 + 17 vs 60
+38 con rapamicina). In presenza di IFN-a non si osservava una
riduzione dell’espressione del CD14 mentre anche in questo caso c’era
un lieve aumento dell’espressione del CD1a ma che comunque restava
bassa. Come mostrato nelle figura 2 I’espressione del CD86, molecola di
costimolazione, sulle cellule dendritiche derivate da monociti coltivati
con GM-CSF e IL-4 diminuiva in presenza di rapamicina rispetto al
controllo (MFI= 17+£13 vs 9%+6 con rapamicina). In presenza del solo
GM-CSF o del GM-CSF con IFN-a non & stato osservato un cambiamento
significativo dell’espressione del CD86. L’espressione dell’HLA-DR non
veniva alterata significativamente in nessuna delle condizioni
analizzate. Alla luce di questi dati, si puo affermare che l'inibizione di
mTOR da parte della rapamicina altera il fenotipo dei monociti
coltivati in presenza di IL-4 inducendo una up-regolazione del CD1la e
una riduzione del CD86, suggerendo un fenotipo piu immaturo, mentre
non provoca cambiamenti fenotipici significativi nei monociti coltivati
con GM-CSF o con GM-CSF e IFN-a.

E’ stata quindi analizzata la funzione delle DC in presenza di

rapamicina. La capacita funzionale dei monociti coltivati in presenza di
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rapamicina e stata analizzata valutando la produzione di citochine quali
[L-12 e TNF-a e la capacita di stimolare linfociti CD3+ allogenici (prove
effettuate solo nei monociti coltivati in presenza di GM-CSF da solo o
con IL-4). Per valutare la capacita di queste cellule di produrre le
citochine infiammatorie, le DC immature sono state stimolate con LPS e
IFN-y, dopo sei giorni di coltura nelle diverse condizioni sperimentali.
Come mostrato nella figura 5, la rapamicina inibiva la produzione di
TNF-a e IL-12, dopo attivazione della via di TLR4, da parte delle DC
differenziate da monociti in presenza di IL-4. L’inibizione che si
osservava era completa: 90% in media per entrambe le citochine TNF-a
e IL-12 (p:0,0001).(fig.5.)

TNF-a IL-12
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Fig.5 Produzione citochine infiammatorie: i plot raffigurano la produzione di TNF-
a e [IL-12 da parte di DC coltivate in presenza o meno di rapamicina.

La produzione di citochine, TNF-a e IL-12, non veniva invece alterata
quando ad essere stimolate erano le APC generate in presenza del solo
GM-CSF (fig.5) cosi come la produzione di IFN-a da parte delle pDC
stimolate con CpG. Nelle mDC coltivate per 2 giorni con GM-CSF e IL-4
la produzione di TNF-a, a seguito di stimolazione con LPS e IFN-y non

sembrava ridursi. I dati ottenuti dimostrano che la rapamicina regola
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la produzione di citochine infiammatorie solo nelle APC originate da
monociti e solo in presenza di IL-4. Per studiare dopo quanto tempo le
cellule diventavano sensibili alla rapamicina sono stati effettuati dei
saggi di cinetica; & stato dimostrato che gli effetti della rapamicina
sulle cellule coltivate in presenza di IL-4 sono tempo dipendenti. Erano
necessari almeno tre giorni di coltura affinché la produzione di

by

citochine venisse ridotta; la massima inibizione e stata osservata dopo

6 giorni di coltura. (fig.6).
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Fig. 6. Saggi di cinetica. I grafici riportano l'inibizione della produzione di TNF-a e
[1-12 rispetto al controllo nel tempo. (# p: 0,0001)

Per continuare a studiare gli effetti della rapamicina sulla funzione
delle APC generate da monociti, & stata valutata la loro capacita
allostimolatoria. La valutazione della proliferazione & stata effettuata
dopo una coltura mista tra linfociti CD3 allogenici e le APC mature
coltivate a partire da monociti e poi successivamente stimolate con LPS.
Le DC generate con I'IL-4 in presenza di rapamicina riducevano il loro

potenziale stimolatorio, in una MLR. (fig.7.)
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Fig.7 MLR. Il sistema con la BrdU permette si osservare le cellule in proliferazione,
che corrispondono alle cellule che cadono nel quadrante in alto a destra. I plot
sono un esempio rappresentativo di 3 esperimenti,

Nella figura 7 si puo osservare inoltre, che le APC generate in presenza
di GM-CSF erano insensibili alla rapamicina.

Questi risultati confermano che I’azione della rapamicina ¢ dipendente
dalla presenza dell’lL-4 nel terreno di coltura durante il
differenziamento dei monociti ad APC.

Per valutare se I'IL-4 e necessaria agli effetti del blocco della via di
PI3K a monte di mTOR i monociti sono stati trattati in coltura con un
inibitore di PI3K (LY294002) per sei giorni in presenza o assenza di IL-

4 (fig.8).
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Fig. 8. [Inibitori della via di segnale PI3K/Akt/mTOR. Confronto tra diversi
inibitori della via di segnale di PI3K/Akt /mTOR attraverso un saggio di apoptosi
analizzato al citofluorimetro.

Il blocco di PI3K induceva un aumento di apoptosi notevole, pari al 90% se
comparato al 50-60% che si aveva bloccando mTOR con la rapamicina nei
monociti coltivati nelle diverse condizioni. L’apoptosi in questo caso era
indipendente dall’IL-4. Di conseguenza sembra che I'IL-4 aumenti la
sensibilita dei monociti alla rapamicina ma non agli inibitori generali della
via di PI3K. Per confermare questo dato, cioé che l'attivazione del segnale
dipendente dall’lL-4 e necessario per l'induzione dell’apoptosi da parte
della rapamicina, e stato testato se il blocco della via di segnale di STATS, il
piu importante fattore di trascrizione a valle del recettore dell’IL-4,
prevenisse l'apoptosi indotta dalla rapamicina. Il trattamento con gli
interferoni (IFN-a e IFN-y) blocca la via di segnale di STAT6 riducendo la
fosforilazione di STAT6 a seguito di stimolazione del recettore’4. E’ stato

fatto un pretrattamento dei monociti per 2 h con IFN-a e con IFN-y; quindi
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sono stati coltivati in terreno di coltura contenente GM-CSF con o senza IL-4

in presenza o meno di rapamicina (fig 9).
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Fig 9: Effetto del pretrattamento con gli IFN. Analisi dell’apoptosi dopo
preincubazione delle cellule con gli IFN prima di aggiungere la rapamicina. La
percentuale di apoptosi e confrontata con il controllo (cellule non pretrattate con
gli IFNs e coltivate in presenza di rapamicina).

Come mostrato nella figura 9 la preincubazione con gli interferoni
riduceva la percentuale di apoptosi nelle DC differenziate in presenza di
IL-4 e rapamicina. Questi dati confermano che I’attivazione della via di
segnale dipendente dall’lL-4 aumenta l'induzione di apoptosi delle DC da

parte della rapamicina.

4.2. EFFETTI DELLA PERIFOSINA

La seconda molecola testata e stata la perifosina che blocca AKT,
molecola target a monte di mTOR, senza provocare tossicita. Sono stati
valutati gli effetti della perifosina nelle DC differenziate in coltura in

presenza di GM-CSF e di GM-CSF e IL-4.
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[ monociti sono stati trattati con perifosina, a partire dal primo giorno
di coltura, a due diverse concentrazioni, scelte sulla base di dati

sperimentali descritti in altri lavori scientifici?2-73(fig.10.).
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Fig.10. Apoptosi. Nella prima parte della figura sono riportati dei plot
raffigurativi dell’apoptosi delle cellule dendritiche coltivate in presenza di
diverse concentrazioni di perifosina. Il grafico esprime i valori medi in
percentuale.

Si osserva che la perifosina induceva un aumento di apoptosi sia nei

monociti coltivati con il GM-CSF (8% * 2 vs 46% * 16 con perifosina)
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che in presenza di GM-CSF e IL-4 (24%=+* 5 vs 47%=* 4 con perifosina).
L’effetto era visibile gia a partire dal giorno 2 (Fig. 11) ed era dose
dipendente (Fig. 10). Questi dati hanno dimostrato un effetto

indipendente dai fattori di crescita presenti nel terreno di coltura.

140

120 ya

100

& ///. GM+P
//‘./ - N

&0 /"' / —o— GM/IL-4+P

40

. e

-//

% APOPTOSIS

Fig. 11. Cinetica. Cinetica dell’effetto della perifosina sull’induzione dell’apoptosi
in APC derivate da monociti dopo 6 giorni di coltura.

Dal punto di vista fenotipico, le DC immature ottenute dai monociti,
coltivati con GM-CSF o con il GM-CSF e I'IL-4 in presenza di perifosina,
non sembravano diverse rispetto alle cellule di controllo; infatti
I’espressione dei marcatori di differenziamento e maturazione quali
CD1a, CD14, CD86 non ne risultava influenzata (fig 12). Come mostrato
nella figura 12, le DC derivate da monociti coltivati in presenza di
perifosina avevano un fenotipo simile alle cellule di controllo a
differenza invece delle DC ottenute in presenza di rapamicina che come
precedentemente discusso, mostravano un fenotipo alterato con

incremento del CD1a e riduzione del CD86.
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Fig.12. Valutazione citoflorimetrica dell’espressione delle molecole CD86, CD1a,
CD14 e HLA-DR in presenza o meno di perifosina e di rapamicina, da parte di DC
derivate da monociti in presenza di GM-CSF o GM-CSF e IL-4.

by

Successivamente e stata valutata la funzione la produzione di TNF-a. La
produzione di questa citochina era inibita in presenza di perifosina sia
nelle APC differenziate con GM-CSF che con GM-CSF e IL-4. (fig 13). Nei
monociti coltivati solo con il GM-CSF si osservava un’inibizione pari al
60% e nei monociti coltivati con GM-CSF e IL-4 intorno al 20%. Questi
dati dimostrano che la perifosina agisce contro le cellule dendritiche
differenziate da monociti inducendo apoptosi e alterandone la funzione
e lo fa in maniera indipendente dai fattori di crescita presenti nel

terreno di coltura.
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5. DISCUSSIONE

L’obiettivo principale di questo lavoro e stato quello di studiare
I’azione di alcuni farmaci, gia in uso clinico o sperimentale, sulla
sopravvivenza e sulla funzione delle cellule che presentano
I’antigene, in vitro. Le molecole scelte sono state la rapamicina e la
perifosina, perché entrambe colpiscono, seppur a diversi livelli, la
via di segnale PI3K/Akt/mTOR fondamentale per la sopravvivenza e
la proliferazione cellulare delle APC. [ dati ottenuti dopo aver
studiato la rapamicina, dimostrano che quest’ultima agisce sulla
sopravvivenza e sulla funzione di DC differenziate a partire da
monociti, in vitro, solo in presenza di IL-4. [ monociti coltivati in
presenza del solo GM-CSF o con IFN-a e le cellule dendritiche
circolanti risultano infatti resistenti all’effetto della rapamicina. I
nostri dati hanno confermato che la rapamicina riduce il recupero
cellulare inducendo 'apoptosi delle cellule dendritiche derivate da
monociti®7-69-75. ma in piu dimostrano che questo effetto si ho solo in
presenza dell’IL-4 e che le DC circolanti sono resistenti. Gia Woltman
nel 2003 dimostra che i monociti sono resistenti alla rapamicina;
solo in un lavoro75, si afferma che la rapamicina induce la morte
cellulare dei monociti. Questo dato sembra contrastare con i nostri
dati e con i precedenti ma in realta in questo lavoro i monociti sono
coltivati in assenza di GM-CSF, che blocca 'effetto della rapamicina.
Noi non abbiamo ritenuto utile deprivare i monociti del GM-CSF

perché la stimolazione del recettore del GM-CSF & essenziale alla
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sopravvivenza dei monociti in vitro’’. I nostri risultati evidenziano
inoltre un effetto tempo dipendente; la massima induzione di
apoptosi si osserva al giorno sei e a partire dal quarto giorno, mentre
dopo tre giorni di coltura non si ha un aumento dell’apoptosi rispetto
alle cellule coltivate in assenza di rapamicina. Woltman et al.
osservano un aumento dell’apoptosi gia a partire dal giorno due,
utilizzando pero una concentrazione di rapamicina superiore di circa
dieci volte.

La rapamicina altera il fenotipo delle APC coltivate in presenza
dell’IL-4. Come gia osservato nelle cellule dendritiche mature®’ anche
nelle cellule dendritiche differenziate in presenza di IL-4 la
rapamicina induce l'espressione del CD1a, mentre lI'espressione del
CD14 e della molecola di costimolazione CD86 diminuiscono. Le
cellule dendritiche generate in presenza di rapamicina appaiono piu
differenziate anche se meno potenti nella stimolazione dei linfociti T,
come dimostrato anche dagli studi funzionali (fig. 5-6).

Le DC derivate dai monociti coltivati in presenza di rapamicina e di
[L-4 appaiono quindi funzionalmente alterate. Diversi lavori hanno
mostrato una ridotta produzione di I1-12 e [IL-10¢7 e una ridotta
capacita stimolatoria da parte di cellule dendritiche mature esposte
alla rapamicina®7.76, [ nostri dati confermano che nelle APC
differenziate con I'IL-4 la rapamicina inibisce la produzione di TNF-a
e di IL-12 mentre i monociti coltivati col solo GM-CSF producono
elevati livelli di TNF-a e IL-12 anche se esposti alla rapamicina.

L’effetto inibitorio si osserva a partire dal giorno tre ed ¢ massimo al
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giorno sei. Solo APC ottenute da monociti coltivati con I'IL-4
presentano una ridotta capacita di stimolare linfociti allogenici.
Abbiamo confrontato l'effetto della rapamicina con [l'effetto
dell’inibizione PI3K, bersaglio a monte di mTOR, target molecolare
della rapamicina, su monociti coltivati in presenza o meno di IL-4 per
vedere se la presenza dell’IL-4 potesse influenzarne 1’azione. PI3K ¢
fondamentale per la via di segnale che porta all’attivazione di mTOR
a seguito dell’attivazione di recettori di fattori di crescita come
quello del GM-CSF. Woltman®® conferma che il blocco di PI3K induce
I’apoptosi nelle cellule dendritiche ma non nei monociti coltivati
senza GM-CSF, che potrebbe invece stimolarne la dipendenza da PI3K.
Abbiamo osservato una quasi completa induzione di apoptosi nei
monociti coltivati in presenza di GM-CSF con o senza IL-4 da parte
degli inibitori di PIK3. I dati suggeriscono quindi che I'IL-4 e
necessaria all’'induzione di apoptosi solo se ¢ mTOR ad essere
bloccato.

Questi risultati ci portano a concludere che la rapamicina agisce solo
sui monociti con un meccanismo IL-4 dipendente. La conferma €& stata
ottenuta bloccando la via di segnale dell’lL-4 attraverso il blocco di
STAT6 mediante IFNs74. Nelle cellule pretrattate con IFNs si &
osservata una riduzione di apoptosi indotta dalla rapamicina. Il ruolo
dell’lL-4 sembra quindi essere centrale nella regolazione degli effetti
del blocco di mTOR da parte della rapamicina. Anche Hackstain

osserva che l’'azione della rapamicina e associata a una down-

regolazione del recettore dell’IL-4 mediata dal recettore FKBP1268, II
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meccanismo alla base della dipendenza dell’azione della rapamicina
dall’IL-4 e ancora sconosciuto ma si potrebbe ipotizzare che I'IL-4
renda la cellula piu sensibile all’attivita di mTOR per la
sopravvivenza inibendo le via alternative a mTOR stimolate sempre
da PI3K. Questa nostra ipotesi potrebbe essere supportata
dall’osservazione che il blocco di mTOR causa apoptosi in assenza di
GM-CSF, quindi in assenza di attivazione di PI3K. Questo effetto e
comunque limitato ai monociti, in quanto la presenza di IL-4 non
aumenta la sensibilita alla rapamicina delle cellule dendritiche
mieloidi circolanti. Anche Monti®? ha dimostrato che la rapamicina
agisce sulle cellule dendritiche solo se presente durante il
differenziamento.

Le cellule dendritiche circolanti sono cellule rare difficili da studiare
in vitro. Sia le mDC circolanti che le pDC circolanti risultano
resistenti alla rapamicina. I nostri dati hanno mostrato che le mDC
gia differenziate non sono sensibili alla rapamicina nemmeno quando
esposte all’IL-4. Sulle mDC gli unici dati che ci sono ad oggi’® non
solo rafforzano l'ipotesi che le cellule mature siano insensibili alla
rapamicina ma mostrano che la rapamicina induce un aumento del
potenziale infiammatorio. L’inibizione di mTORC1 in queste cellule,
mediata dalla rapamicina, aumenta l’attivazione di NF-kB e quindi
porta ad un aumento della produzione di citochine infiammatorie e
del potenziale allostimolatorio. Riguardo agli effetti della rapamicina
sulle pDC, i nostri dati suggeriscono la resistenza di queste cellule

alla rapamicina.
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Visto il ruolo delle APC nell'induzione della aGVDH e alla luce
dell’importanza di riuscire ad eliminare o alterare queste cellule
prima del trapianto durante la fase del condizionamento la
rapamicina € stata considerata un buon farmaco candidato. Inoltre in
pazienti sottoposti a trapianto di rene il trattamento con rapamicina
induce un aumento del potenziale immunostimolatorio delle mDC
circolanti. Quindi non possono essere esclusi effetti modulatori di
tipo attivatorio sui monociti che differenziano in vivo a DC.

La perifosina € un inibitore di Akt e quindi potrebbe avere effetti piu
estesi rispetto alla rapamcina. La perifosina e stata utilizzata
sperimentalmente con cellule di mieloma umano?’3 e non ha riportato
effetti di tossicita, quindi potrebbe diventare un buon candidato in
vivo per l'eliminazione selettiva delle APC prima del trapianto
allogenico di cellule staminali, con una conseguente riduzione del
rischio di sviluppare aGVHD. In letteratura non ci sono dati riguardo
a effetti specifici verso le cellule dendritiche. I dati ottenuti
dimostrano un potenziale ruolo della perifosina nell’indurre apoptosi
nelle cellule dendritiche ottenute da monociti coltivati sia con GM-
CSF che con GM-CSF e IL-4; le cellule coltivate in presenza di
perifosina sono anche meno capaci di produrre citochine
infiammatorie. Il fatto che l'effetto della perifosina & indipendente
dai fattori di crescita presenti nel terreno di coltura € promettente;
questo farmaco potrebbe agire sulla sopravvivenza delle APC,
eliminandole durante la fase di condizionamento in vivo, nei pazienti

che si sottoporranno a trapianto di cellule staminali, riducendo il
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rischio di GVHD. Sicuramente ulteriori saggi cellulari e molecolari in

vitro sono richiesti.
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