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Background

Le cellule NK sono regolate nella loro funzione effettrice da recettori inibitori, quali i KIR, specifici per gruppi di alleli
HLA di classe I, e da CD94/NKG2A che riconosce HLA-E. La funzione delle cellule NK & poi regolata positivamente da
diversi recettori attivatori (NCR, NKG2D, 2B4, DNAM-1), che, qualora stimolati da opportuni ligandi, possono
promuovere la citolisi delle cellule che li esprimono. Grazie a una serie di anticorpi monoclonali, prodotti anche dal
nostro gruppo di ricerca, abbiamo potuto studiare la regolazione della suscettibilita alla lisi NK di diverse cellule
tumorali, sia linee tumorali di diverso istotipo sia cellule tumorali fresche, quali leucemie mieloidi e linfoblastiche,
neuroblastomi e mieloma multiplo. Numerose evidenze cliniche e sperimentali hanno dimostrato che il trapianto
allogenico di cellule staminali emopoietiche (allo-TCSE) deve larga parte della sua efficacia ad un‘azione immunologica
svolta dai linfociti NK del donatore verso la leucemia, detta attivita GvL. Questo si spiega con il fatto che, se i linfociti
NK interagiscono con cellule allogeniche, & possibile che uno o piu KIR non riconoscano il loro ligando (KIR/HLA
mismatch) e quindi risultino alloreattivi. La sottopopolazione "alloreattiva" di cellule NK del donatore, capace di
uccidere la leucemia, puo essere predetta analizzando gli aplotipi HLA-classe | sia nel donatore che nel ricevente, ed e
possibile identificarla sulle NK tramite analisi citofluorimetrica combinando opportunamente diversi anticorpi
monoclonali. Abbiamo recentemente dimostrato che la grandezza della sottopopolazione alloreattiva NK &
proporzionale al grado di citotossicita delle NK contro le cellule leucemiche. Dall'analisi di humerose leucemie si &
dimostrata la rilevanza dell'espressione di PVR e Nectina-2 (ligandi di DNAM-1) per la suscettibilita alla lisi NK.

Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari

Obiettivo generale del progetto consiste nell’applicare le nostre acquisizioni sulle interazioni recettore-ligando che
regolano la citotossicita NK nei confronti di cellule tumorali per compiere una ricerca traslazionale di immunoterapia
basata su cellule NK. Tre sono i principali campi di ricerca.

- Caratterizzazione fenotipica di cellule tumorali valutando I'espressione di molecole che vengono up-regolate in
seguito a stress, quale trasformazione neoplastica e infezione virale, e rappresentano ligandi dei recettori attivatori
NK. In particolare abbiamo prodotto mAb anti-MICA (un ligando di NKG2D) e mAb anti-PVR e -Nectina-2 (i ligandi di
DNAM-1) che possono rappresentare rilevanti marcatori della cellula tumorale. Inoltre, cercheremo di identificare nuovi
marcatori di cellule tumorali, in particolare molecole funzionalmente rilevanti, quali nuovi ligandi di recettori attivatori
dei linfociti NK. Al momento sono ad esempio ancora non noti i ligandi degli NCR, che rappresentano recettori NK
specifici cruciali nell'induzione della lisi della maggioranza delle cellule tumorali.

- Valutazione di casi di pazienti leucemici dell'eta pediatrica che ricevono allo-TCSE in particolare da donatore
aploidentico. Nei casi con KIR/HLA mismatch verra identificata la sottopopolazione NK alloreattiva presente nel
donatore e valutando se questa viene mantenuta anche nel paziente dopo ricostituzione immunologica dal trapianto.
Parallelamente sara possibile analizzare la capacita litica delle cellule NK nei confronti sia dei blasti leucemici che di
linee cellulari B-EBV esprimenti lo stesso aplotipo HLA del paziente. | blasti leucemici saranno anche studiati
fenotipicamente sia per l'espressione di HLA-classe | che dei ligandi noti dei recettori attivatori. Infatti, abbiamo
precedentemente dimostrato che la down-regolazione di HLA-classe | e I'up-regolazione dei ligandi di DNAM-1 (PVR e
Nectina-2) e/o di NKG2D (ULBP), come osservato in diversi casi, correlano con la suscettibilita alla lisi NK-mediata.
Queste analisi saranno correlate con il decorso clinico dei pazienti per valutare I'impatto della presenza di cellule NK
alloreattive originate dalle cellule staminali del donatore nel prevenire la ricaduta leucemica. Se favorevole, si valutera
I'opportunita d'indirizzare, quando praticabile, la scelta del donatore verso un individuo NK "incompatibile” con il
ricevente. Inoltre, qualora i linfociti NK del donatore di midollo risulti favorevole come alloreattivita e attivita anti-
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leucemica, sara possibile utilizzare queste cellule attivate in vitro con IL-2 per approcci immunoterapici finalizzati a
contrastare eventuali recidive leucemiche.

- Un altro obiettivo di questo progetto & lo studio di pazienti affetti da linfoistiocitosi emofagocitica familiare (FHL) in
cui € costantemente riportato un difetto dell'attivita citotossica. Per una parte dei casi questo difetto € stato dimostrato
dipendere da deficit di perforina (mutazioni del gene PRF1), definendo il sottogruppo FHL2, oppure da anomala
esocitosi dei granuli (mutazioni del gene Muncl13-4), definendo il sottogruppo FHL3. Il contributo del nostro gruppo
consistera nella messa a punto di test diagnostici che possano prontamente indirizzare verso l'identificazione del tipo di
anomalia e quindi del gene da studiare per le mutazioni. Inoltre studieremo linfociti NK derivati dai casi con difetti
ancora non noti, nel tentativo di rivelare anomalie nelle loro funzioni e quindi suggerire I'analisi di particolari geni alla
scoperta di nuove mutazioni. In questi pazienti la risposta immune € disregolata, perché mentre c'é¢ un deficit di
attivita citotossica c'é una produzione eccessiva di citochine che portano a reazione infiammatoria e iperattivazione
macrofagica. In alcuni casi di FHL si riscontra anche l'insorgenza di linfomi o leucemie, che analizzeremo sia
fenotipicamente, come espressione di ligandi dei recettori NK, sia funzionalmente, come suscettibilita alla lisi NK-
mediata. La terapia dei pazienti con FHL €& rappresentata da allo-TCSE per poter ripristinare una corretta risposta
citotossica. In attesa del trapianto & possibile prospettare una immunoterapia basata su cellule NK di supporto a
questa immunodeficienza.

Beneficiari

La ricaduta di queste ricerche in campo clinico-assistenziale & sicuramente di grande impatto. Sulla base delle analisi
del repertorio NK di potenziali donatori di cellule staminali emopoietiche e possibile selezionare quello che ha
caratteristiche piu favorevoli per un’attivita NK anti-leucemica e quindi attuare una GvL in seguito al trapianto. Questo
approccio € gia in atto nel’Oncoematologia Pediatrica dell'IRCCS S. Matteo di Pavia, per cui forniamo una consulenza
per la scelta del donatore in specifici casi. Seguiamo tutti i casi di aplo-TCSE da donatore alloreattivo nei vari tempi
post-trapianto, per valutare nel paziente la cinetica di espressione dei vari recettori NK e della grandezza del subset
alloreattivo al fine di capire per quanto tempo viene mantenuto.

Abbiamo a disposizione anticorpi monoclonali, da noi prodotti, che possono avere una valenza diagnostica nelle
classificazioni di leucemie.

Tramite opportuni test immunologici, siamo coinvolti nella diagnostica della FHL orientando verso specifici test
genetici.

Tutte queste attivita rientrano in una diagnostica avanzata e la nostra collaborazione con i clinici, specialmente
nell’lambito della onco-ematologia, € intensa e costante.

Inoltre, si sta cercando di mettere a punto le procedure per una immunoterapia basata sulle cellule NK di supporto al
trapianto per i pazienti leucemici e per i pazienti FHL

Consuntivo attivita e risultati del progetto a fine 2008

- Grazie all'utilizzo di mAb ottenuti dal mio gruppo di ricerca, € stato possibile analizzare il ruolo di recettori
caratteristici delle cellule NK nell'interazione con specifici ligandi espressi da cellule tumorali (melanoma, carcinoma
renale e altri carcinomi), cellule infettate da virus (HIV) e altre cellule del sistema immunitario (cellule dendritiche,
macrofagi). Nel 2008, & stato pubblicato uno studio in collaborazione che ha dimostrato che gli inibitori dell’istone
diacetilasi (HDI), che stanno emergendo come potenti agenti anti-tumorali, sensibilizzano cellule tumorali per gli effetti
citotossici delle cellule NK. Questo dipende dal fatto che HDI determinano, sulla superficie delle cellule tumorali, un
aumento dell’espressione di ligandi per i recettori NK attivatori NKG2D e DNAM-1 quindi facilitando il riconoscimento
delle cellule tumorali (linee di carcinoma della prostata e medulloblastoma) da parte delle cellule NK. Questi risultati
suggeriscono che la combinazione di HDI e immunoterapia pud essere un’efficace strategia per terapia anti-cancro
(Schmudde et al., Cancer Letters, 2008). Inoltre, la collaborazione con il gruppo di A.S. Fauci al’NIH di Bethesda ha
portato alla dimostrazione che la replicazione virale cronica di HIV-1 in individui infetti risulta in varie aberrazioni
fenotipiche e funzionali che interferiscono con l'uccisione NK-mediata di blasti autologhi p24P° derivati da cellule T
primarie. Infatti, I'uccisione di questi blasti & principalmente NKG2D-dipendente, ma la collaborazione degli NCR &
difettiva ed esiste un’alta frequenza di NK anergiche in questi pazienti (Fogli M. et al., PLoS Pathog., 2008).

- L’analisi di trapianti aploidentici di cellule staminali emopoietiche (aplo-TCSE) in pazienti affetti da leucemia acuta ha
rivelato che esiste un evidente vantaggio se il donatore & NK-alloreattivo. Questo vantaggio si osserva sia in termini di
minor incidenza di relapse leucemico sia di sopravvivenza con cura della malattia. 1l mio gruppo si occupa di valutare
I'alloreattivita NK nel donatore e nel ricevente post-trapianto, sia dal punto di vista fenotipico che funzionale valutando
la capacita delle cellule NK di uccidere la leucemia o cellule quali le B-EBV con aplotipo HLA-I correlato. In questo
progetto forniamo una consulenza al gruppo di A. Velardi (Perugia) per lo studio di trapianti in pazienti leucemici
adulti, mentre collaboriamo con il gruppo di F. Locatelli (Pavia) per i trapianti in pazienti pediatrici. | dati della prima
casistica sono stati pubblicati nel 2007, mentre il nostro studio sui pazienti pediatrici & stato pubblicato quest’anno
(Pende D. et al., Blood, 2008). In quest'ultimo studio abbiamo rivelato nuove acquisizioni sulle interazioni molecolari
che regolano la capacita dei linfociti NK di uccidere blasti leucemici e sui criteri per poter selezionare ottimali donatori
di cellule staminali emopoietiche. Inoltre, abbiamo dimostrato che linfociti NK alloreattivi persistono per tempi lunghi
post-trapianto. Inoltre, si sta cercando di mettere a punto le procedure per una immunoterapia basata sulle cellule NK
di supporto al trapianto. Per i pazienti leucemici, questa immunoterapia effettuata in fase pre-trapianto permetterebbe
di ridurre il condizionamento del paziente, in fase post-trapianto avrebbe la finalita di ridurre la ricaduta leucemica.

- | pazienti con mutazioni del gene della perforina (FHL2) e i pazienti con mutazioni del gene Munc13-4 (FHL3) sono
caratterizzati da una grave immunodeficienza dovuta a una diminuita capacita delle cellule T CD8 ed NK di uccidere
cellule infettate da virus e tumorali (in particolare leucemie e linfomi). Il mio gruppo ha partecipato ad uno studio
multi-centrico in cui si € potuto studiare un ampio pannello di pazienti valutando la correlazione genotipo-fenotipo. 1l
nostro contributo & consistito nell’analisi dell’attivita NK per valutare il grado di deficit citotossico in relazione al tipo di
mutazione (Trizzino et al., J Med Genet., 2008; Santoro et al., Haematologica, 2008). Partecipiamo anche ad un
progetto europeo (FP7, CureHLH) e siamo in particolare coinvolti nel mettere a punto test immunologici di diagnostica
avanzata che indirizzino verso specifiche analisi genetiche, seguendo quanto dimostrato nella nostra pubblicazione
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Marcenaro et al., Blood, 2006. L’attivita di ricerca e poi focalizzata su quei casi che rivelino un deficit della citotossicita
in mancanza di mutazioni dei geni noti, alla scoperta di nuovi geni-malattia. Inoltre, si sta valutando la possibilita di
inoculare, nei pazienti FHL in attesa del trapianto di midollo, linfociti NK da donatore allogenico per poter vicariare
all'immunodeficienza, fornendo cellule con normale attivita citotossica che possano affrontare infezioni virali.
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