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Background 
Le cellule Natural Killer (NK) sono linfociti capaci di uccidere cellule tumorali e cellule infettate da virus. La loro 
funzione è regolata in maniera complessa da un nutrito gruppo di recettori di superficie. Fra questi, NKG2A e alcuni 
Killer Ig-like Receptors (KIR), specifici per alleli HLA di classe I, controllano negativamente l’attività NK, mentre 
NKp46, NKp30, NKp44, DNAM-1 e NKG2D svolgono un ruolo di attivazione e sono coinvolti nel riconoscimento di 
cellule tumorali e/o ligandi di origine virale. Le cellule NK svolgono anche un ruolo nella regolazione della risposta 
immune specifica. Attraverso i propri recettori (in particolare NKp30) le cellule NK interagiscono con le DC, 
contribuiscono alla loro maturazione e, in ultima analisi favoriscono una risposta specifica polarizzata di tipo Th1. La 
loro azione si svolge sia attraverso la secrezione di citochine pro-infiammatorie (IFN-gamma e TNF-alpha), che 
attraverso il killing di quelle DC che non vanno incontro ad adeguata maturazione. Le DC, a loro volta, inducono le 
cellule NK a proliferare e a produrre citochine. Alterazioni del fenotipo e/o della funzionalità delle cellule NK, 
potrebbero quindi rappresentare nuovi meccanismi di “tumor escape” o giocare un ruolo nella patogenesi di malattie 
caratterizzate da squilibri immunologici. I nostri obiettivi erano quindi quelli di identificare possibili meccanismi di 
modulazione dell’attività NK e di condurre un’analisi fenotipico-funzionale in malattie caratterizzate da squilibri 
immunologici quali le allergie o patologie, come nella Malattia Linfoproliferativa dei Linfociti Granulati di tipo NK (NK-
LDGL), in cui le stesse cellule NK erano oggetto di attiva ed abnorme proliferazione (spesso oligo- o poli-clonale). I 
meccanismi eziopatogenetici alla base questa malattia sono tuttora oggetto di intensi studi che si basano fra l'altro 
sull'analisi fenotipica e funzionale delle popolazioni cellulari oggetto dell'espansione. 
 
Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari 
- Identificazione dei fenomeni di modulazione dell'attività effettrice e regolatoria delle cellule NK come meccanismi di 
“tumor escape” o coinvolti nella patogenesi di malattie caratterizzate da squilibri immunologici. 
- Caratterizzazione delle interazioni molecolari coinvolte nelle interazioni regolatorie delle cellule NK con altre cellule 
del sistema dell'immunità innata (in particolare cellule dendritiche) e con cellule tumorali. 
 
Beneficiari 
Servizio Sanitario Nazionale e comunità scientifica. 
 
Consuntivo attività e risultati del progetto a fine 2008 
A) Identificazione di fattori capaci di modulare l’attività NK. 
- IDO. I nostri studi si sono focalizzati prevalentemente sull’analisi di possibili fenomeni di modulazione dell’attività NK 
mediati dall’enzima IDO. Abbiamo dimostrato che L-kinurenina, un catabolita del triptofano prodotto in seguito 
all’attività enzimatica di IDO, influenza il processo di attivazione delle cellule NK indotto da diverse citochine. In 
particolare L-kinurenina interferisce specificamente con l’incremento di espressione e di funzione di NKp46 e NKG2D 
indotta da IL-2. L’up-regolazione di recettori attivatori quali NKp46, NKp44, NKp30 e NKG2D rappresenta uno dei 
meccanismi attraverso i quali le cellule NK, in risposta a IL-2, acquisiscono un alto potenziale citotossico ed ampliano il 
proprio spettro d’azione nei confronti di target tumorali. IDO quindi può essere sfruttato da cellule neoplastiche (che 
spesso lo esprimono costitutivamente) per sopprimere l’attività NK anti-tumorale, ma può anche essere indotto su 
cellule del sistema immune (macrofagi, eosinofili, DC) come meccanismo di regolazione. A tal proposito sono in corso 
studi per caratterizzare il ruolo di IDO nelle interazioni regolatorie che possono favorire l’instaurarsi della tolleranza 
materno/fetale in cellule immunitarie che popolano la decidua quali le DC e cellule NK. 
- Ruolo del microambiente tumorale nella modulazione dell’attività NK. Gli studi sono in corso. Risultati preliminari 
indicano che i fibroblasti derivati da melanomi possono inibire la funzione NK.  
 
B) Analisi molecolare e funzionale del cross-talk NK/DC in patologie caratterizzate da squilibri immunologici.  
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- Allergie respiratorie. Questo studio ci ha permesso di valutare il “cross talk” NK/DC in patologie con forte 
componente TH2. I dati ottenuti possono essere così riassunti: 1) in pazienti allergici vi è una significativa riduzione in 
circolo di quella popolazione di cellule NK (a fenotipo CD56++CD16+/-) capaci di produrre grosse quantità di IFN-
gamma in risposta ad interazione con DC; 2) le cellule NK da pazienti allergici mostrano una ridotta capacità di 
promuovere maturazione delle DC e di eliminare (attraverso il killing) le DC immature. Queste osservazioni, indicano 
nei pazienti allergici, un deficit nella capacità della popolazione NK di promuovere, attraverso una corretta interazione 
con le DC, un’adeguata polarizzazione della risposta di tipo TH1.  
- Analisi fenotipica e funzionale dei GL proliferanti in corso di NK-LDGL. I nostri studi hanno permesso di identificare 
nei pazienti LDGL da noi analizzati un deficit nella capacità delle NK GL nel regolare il processo di maturazione delle 
DC. Ciò sembra determinato dal fatto che le cellule NK dei pazienti mostrano una ridotta espressione di NKp30 (il 
recettore maggiormente coinvolto nell’interazione NK/DC) ed una diminuita capacità di uccidere DC immature. Questo 
fenomeno potrebbe giocare un ruolo nella patogenesi in quanto le DC promuovono la proliferazione delle cellule NK, ed 
il loro accumularsi potrebbe sostenere l’espansione cronica di NK GL. Questo studio ci ha anche permesso d’identificare 
DNAM-1 come recettore capace di cooperare con NKp30 nelle interazioni NK/DC che favoriscono la maturazione delle 
DC (manoscritto sottomesso). 
 
C) Analisi ed identificazione delle molecole coinvolte nelle interazioni delle cellule NK con altre cellule del sistema 
dell'immunità innata e con cellule tumorali. 
- Identificazione di DNAM-1 come recettore che coopera con NKp30 nell’indurre rilascio da parte delle cellule NK di 
TNF-alfa, citochina che favorisce la maturazione delle DC (vedi sopra). 
- Identificazione e caratterizzazione funzionale di KIR2DS5, un membro della famiglia dei KIR. Grazie alla generazione 
di un nuovo mAb è stato possibile dimostrare che il recettore codificato dal gene KIR2DS5 è espresso da una 
sottopopolazione di cellule NK ed è funzionale in quanto, se ingaggiato dal mAb, attiva la funzione effettrice delle 
cellule NK.  
- Sono attualmente in corso studi atti ad individuare nuovi marcatori di cellule tumorali possibilmente coinvolti in 
interazioni con cellule NK. 
 
Prodotti biotecnologici. Nel corso del 2008 è stato stipulato un contratto con la ditta “Miltenyi Biotec” per la vendita 
dell’ibridoma FM95 che produce il mAb anti-CD86, da noi generato. 
 
Elenco pubblicazioni: 
 
Della Chiesa M.-Carlomagno S.-Frumento G.-Balsamo M.-Cantoni C.-Conte R.-Moretta L.-Moretta A.-Vitale M.  
The tryptophan catabolite L/kynurenine inhibits the surface expression of NKp46 and NKG2D activating receptors and 
regulates NK cell function.  
Blood 108:4118/4125, 2006 
 
Moretta L.-Ferlazzo G.-Bottino C.-Vitale M.-Pende D.-Mingari M.C.-Moretta A. 
Effector and regulatory events during natural killer dendritic cell interactions. 
Immunol. Rev. 214:219/228, 2006 
 
Della Chiesa M.-Romeo E.-Falco M.-Balsamo M.-Augugliaro R.-Moretta L.-Bottino C.-Moretta A.-Vitale M. 
Evidence that the KIR2DS5 gene codes for a surface receptor triggering natural killer cell function. 
Eur. J. Immunol. 38:2284/2289, 2008 
 
Scordamaglia F.-Balsamo M.-Scordamaglia A.-Moretta A.-Mingari M.C.-Canonica G.-Moretta L.-Vitale M. 
Perturbations of natural killer cell regulatory functions in respiratory allergic diseases. 
J. Allergy Clin. Immunol. 121:479/485, 2008 
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Background 
Le cellule NK possono esercitare un potente effetto anti-tumorale nelle fasi precoci della risposta immune contro i 
tumori. Le cellule NK infiltranti il tumore infatti, possono mediare un effetto citotossico diretto contro le cellule tumorali 
ed inoltre sono in grado di produrre citochine come IL8, IFN-gamma, TNF-alfa che giocano un ruolo importante per la 
chemiotassi e l'attivazione dei linfociti T e più in generale sono molecole primarie nei processi infiammatori anche 
legati alla trasformazione tumorale. Recentemente è stato dimostrato che le cellule NK possono giocare un ruolo 
chiave nel controllo delle recidive leucemiche che si hanno dopo il trapianto di cellule staminali ematopoietiche 
allogeniche. In base a queste premesse sono in corso studi preclinici atti a valutare la possibilità di utilizzo di cellule NK 
attivate in vitro in protocolli sperimentali di immunoterapia, specie nel caso di patologie emato-oncologiche. E' 
importante valutare situazioni in vivo in cui i trattamenti farmacologici possano alterare l'attività funzionale delle 
cellule NK. Recentemente infatti abbiamo analizzato la ricostituzione immunologica in pazienti sottoposti a trapianto di 
midollo osseo per malattie emato-oncologiche: i risultati hanno evidenziato che i pazienti trattati con 
metilprednisolone, in seguito ad insorgenza di GvHD, avevano un repertorio NK alterato sia dal punto di vista 
fenotipico che funzionale. Questi dati sono confortati anche da analisi in vitro su cellule NK isolate da donatori sani e 
coltivate in presenza di metilprednisolone. I farmaci steroidei sono utilizzati in moltissimi campi della clinica e sono 
caratterizzati da un generale effetto immunosoppressorio: diventa importante verificare se questo alteri le 
caratteristiche anti-tumorali delle cellule NK. 
 
Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari 
Poiché in letteratura ci sono pochi e contrastanti dati che riguardano gli effetti del trattamento con steroidi sulle cellule 
NK ci proponiamo di: 
1. Valutare la suscettibilità delle cellule NK al trattamento con farmaci steroidei attraverso il confronto tra dati acquisiti 
ex-vivo da pazienti sottoposti a questi trattamenti farmacologici e dati ottenuti trattando in vitro con farmaci steroidei 
cellule NK isolate da donatori sani. 
2. Caratterizzare dal punto di vista fenotipico, funzionale (attività citotossica, produzione di citochine) e molecolare 
(trasduzione del segnale) gli effetti, sulle cellule NK, di steroidi diversi (metilprednisolone e idrocortisone).  
3. Dato che l'effetto inibitorio sulle cellule NK da parte dei farmaci steroidei potrebbe alterare anche la loro capacità di 
migrazione dal sangue periferico ai tessuti, intendiamo verificare anche quest'aspetto poiché l'incapacità di migrare 
potrebbe impedire a queste cellule di infiltrare i tessuti infiammati e il tumore. 
 
Beneficiari 
Pazienti oncologici ed emato-oncologici sottoposti a trattamenti immunosopressivi tali da poter creare complicazioni al 
decorso clinico in termini di repertorio linfocitario e riduzione della immunosorveglianza. 
 
Consuntivo attività e risultati del progetto a fine 2008 
Abbiamo verificato che esiste una diversa suscettibilità all'effetto del Metilprednisolone (MePDN) da parte di cellule NK 
coltivate in presenza di IL-2 o IL-15. Infatti, il blocco proliferativo e l’induzione di apoptosi mediante trattamento con 
MePDN, è superiore in presenza di IL-2. Questo correla  con una maggior efficacia dello steroide di inibire la 
fosforilazione di molecole cruciali per la trasduzione intracitoplasmatica dei segnali d’attivazione cellulare come STAT-1, 
STAT-3 e STAT-5. Dal punto di vista funzionale l’effetto dello steroide era simile sia in presenza di IL-15 che IL-2. Il 
MePDN inbisce l'attività citotossica modulando l'espressione dei recettori attivatori NKp44 ed NKp30. Altri importanti 
recettori attivatori (NKG2D, DNAM, 2B4), pur rimanendo ben espressi in membrana, in presenza dello steroide non 
attivano la citolisi NK-mediata. La quantità di granuli contenenti Perforina, Granzyme A e B non varia tra le cellule 
trattate e non, ma lo steroide inibisce la fosforilazione delle molecole ERK 1 e 2, responsabile dell’esocitosi dei granuli 
litici stessi. Quindi l’inibizione dell’attività citotossica parrebbe dovuta alla modulazione di recettori di membrana ed al 
blocco dell’esocitosi dei granuli. 
Confrontando i dati precedentemente acquisiti sui pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali ematopoietiche 
allogeniche e i risultati ottenuti in vitro abbiamo ritenuto importante verificare se MePDN potesse alterare il normale 
differenziamento in vitro di cellule NK a partire da precursori  ematopoietici CD34+ .  
La presenza di MePDN a dosi farmacologiche è capace di accelerare il differenziamento dei precursori emopoietici in 
cellule Natural Killer. Infatti, in presenza dello steroide, i precursori linfoidi acquisiscono più velocemente l’espressione 
dei recettori attivatori NKp46, 2B4, DNAM-1 ed NKG2D rispetto ai precursori coltivati in terreno di controllo. Inoltre, 
alte percentuali dei precursori differenziatesi in presenza di MePDN esprimono la molecola LFA-1 e ciò correla con un 
incremento dell’attività citotossica. Il MePDN esercita invece un effetto inibitorio sulla produzione di qualsiasi citochina 
da parte delle cellule NK immature. In particolare il trattamento steroideo inibisce la produzione di IL-13 ed IL-8. 
L’analisi delle sottopopolazioni di precursori purificati ha confermato che le NK immature producono alte quantità di IL-
8 in assenza di steroide. IL-8 è un importante citochina con attività chemotattiche, pro-angiogeniche e modulatorie del 
differenziamento mieloide: il fatto che MePDN ne inbisca la produzione potrebbe essere legato alla sua attività 
farmacologica anti-infiammatoria  o potrebbe essere correlabile al processo di differenziamento NK. Un altro importante 
effetto svolto dal MePDN sui precursori emopoietici è l’inibizione del differenziamento dei precursori mieloidi. Infatti, 
l’aggiunta del MePDN comporta la conversione di precursori mieloidi in precursori linfocitari di tipo NK. Questo 
fenomeno potrebbe avere risvolti importanti in vivo: ci riferiamo ai pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali 
emopoietiche che spesso vengono trattati con farmaci immunosoppressori come MePDN per curare la “Graft versus 
Host Disease”. Un simile blocco del differenziamento dei precursori mieloidi potrebbe avere conseguenze importanti sul 
ripopolamento leucocitario del paziente e sul suo decorso clinico. 
Lo steroide ha evidenziato un attività dicotomica nei confronti delle NK mature ed immature. Unico punto in comune 
tra le due popolazioni è l’inibizione indotta dal MePDN della produzione di citochine e la modulazione di alcune 
importanti recettori di superficie come CD161 e CD31 mentre quella di LFA-1 non veniva alterata. Queste molecole 
sono coinvolte nei processi di adesione e migrazione attraverso l’endoltelio da parte delle cellule NK. Infatti l’endotelio 
può esprimere entrambi i ligandi (CD31 legame omofilico con CD31, LLT-1 ligando CD161)  per queste molecole, oltre 
che per LFA-1 (ICAM-1 o CD54). Tuttavia nei nostri esperimenti le cellule NK attivate, sia  mature che immature, 
hanno evidenziato una limitata capacità di  migrare. I risultati comunque suggerirebbero che CD161 possa giocare un 
ruolo nell’adesione e migrazione transendoteliale, soprattutto delle cellule  di cellule NK immature. Inoltre la presenza 
di farmaci steroidei sembra inibire pesantemente il processo di migrazione.  
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Background 
E' stato dimostrato che il sistema immunitario contribuisce a limitare l'insorgenza di neoplasie sia attraverso gli 
effettori della immunità naturale, tra cui i linfociti natural killer (NK), sia attraverso gli effettori della immunità 
acquisita (linfociti T specifici). Tuttavia, numerose evidenze cliniche e sperimentali indicano che le neoplasie sfuggono 
al controllo del sistema immunitario e che questo è dipendente, almeno in parte, dalla liberazione da parte del tumore 
di fattori solubili quali citochine immunoregolatorie o dalla assenza sul tumore del corretto repertorio dei ligandi per i 
recettori espressi dai linfociti implicati nel riconoscimento della neoplasia stessa. Le cellule neoplastiche possono 
produrre fattori solubili come il TGF-beta inibenti l'attività citolitica degli effettori anti-tumorali o il Fas ligando che 
interagendo con Fas alla superficie del linfocita ne induce la morte cellulare programmata (PCD). E’ stato dimostrato 
che i linfociti effettori  T alfabeta CD8+,  T gammadelta CD8+  e le cellule NK vengono indotti alla PCD dagli antigeni di 
istocompatibilità (HLA-I) solubili tramite l'ingaggio dei suoi specifici recettori rappresentati dal CD8 o dalle isoforme di 
tipo attivatorio di membri della famiglia degli IRS. Inoltre, l'ingaggio, da parte della cellula tumorale, di recettori di tipo 
stimolatorio denominati Natural Cytotoxicity Receptors (NCR) espressi alla superficie dell'effettore citotossico NK ne 
inducono la PCD sempre tramite la liberazione di FasL. Questi dati suggeriscono che anche l'HLA-I solubile e/o la 
attivazione della cellula effettrice potrebbe essere rilevante per la cellula tumorale alfine di eludere il controllo del 
sistema immunitario. E’ noto che lo stroma del tessuto in cui il tumore si sta sviluppando può svolgere un ruolo 
immunoregolatorio. Infatti, esso è ricco di cellule mesenchimali staminali (MSC) che in vitro esercitano un potente 
effetto immunosoppressivo, il cui meccanismo molecolare non è ancora completamente chiarito. Un ruolo è stato 
attribuito sia a fattori solubili (TGF-beta, HGF, IDO, e PGE2) che al contatto diretto tra linfocita e MSC. Non è ancora 
stato definito con certezza se la attività immunosoppressiva sia una peculiarità di cellule indifferenziate quali le MSC o 
una caratteristica comune con le cellule stromali mature presenti nei differenti tessuti connettivi originati dalle MSC. 
 
Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari 
Definizione delle strutture molecolari e dei meccanismi biochimici coinvolti nell'induzione di apoptosi degli effettori 
citotossici da parte delle cellule tumorali e analisi del ruolo immunosoppressivo delle cellule mesenchimali stromali. 
Scopo finale del progetto è quello di identificare meccanismi sui quali sia possibile intervenire farmacologicamente per 
inibire la immunosoppressione che accompagna la maggior parte delle neoplasie. 
Il progetto si articola in diversi obiettivi secondari: 
i) misurazione di sHLA-I, sFasL e in seguito di sMIC-A nei sieri di pazienti affetti da AML, CLL e NHL e verifica della 
funzione in vitro di tali fattori solubili; ii) definizione della capacità di HLA-I e di molecole MHC-correlate quali MIC-A 
espresse alla superficie delle cellule neoplastiche di indurre apoptosi delle cellule effettrici in vitro ed ex-vivo, tramite 
l'analisi dei linfociti isolati dal sangue periferico, midollo osseo e linfonodi dei pazienti sopra menzionati; iii) analisi dei 
possibili meccanismi di inibizione degli effettori e della loro apoptosi indotta dalle cellule stromali (normali o derivate 
dal tessuto neoplastico); iv) definizione delle vie biochimiche di induzione di apoptosi; v) regolazione farmacologica. 
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Beneficiari 
Pazienti affetti da diverse malattie mielo e linfoproliferative che possono avvalersi della stimolazione del sistema 
immunitario per limitare la espansione della neoplasia. 
La definizione dei bersagli molecolari coinvolti nella induzione della apoptosi dei linfociti anti-tumorali come anche la 
identificazione dei fattori responsabili della immunosoppressione esercitata dalle cellule mesenchimali stromali 
dovrebbe fornire le basi per la formulazione di protocolli di immunoterapia atti ad evitare o a limitare i meccanismi di 
sfuggita dal controllo del sistema immunitario messi in atto dal tumore nel corso di leucemia mieloide acuta, leucemia 
linfoide cronica e linfomi non-Hodgkin. 
 
Consuntivo attività e risultati del progetto a fine 2008 
Abbiamo valutato la presenza di antigeni di classe I solubili (sHLA-I) nel siero di pazienti affetti da AML (n=20) o da 
CLL (n=40) e in donatori sani (n=20). Nelle AML abbiamo riscontrato un forte aumento del sHLA-I  rispetto ai donatori 
sani (ambito di variazione 0.7-1.7mcg/ml nelle AML rispetto a 0.1-0.6 mcg/ml nei sani). Al contrario i pazienti BCLL 
non presentavano un aumento significativo del sHLA-I nel siero. Il sHLA-I isolato dai pazienti AML era in grado di 
indurre apoptosi in effettori citotossici CD8+ tramite la liberazione di Fas ligando (FasL). Inoltre, le caspasi 3 e 9 
risultavano attivate ed il DNA frammentato negli effettori citotossici CD8+ in vivo indicando che queste cellule stavano 
morendo mediante morte cellulare programmata (PCD). Lo studio delle cellule stromali isolate da diversi tessuti 
normali (midollo osseo, linfonodi, timo, tonsille, cute) o da biopsie chirurgiche di linfonodi di pazienti affetti da linfoma 
non-Hodgkin o da neoplasia polmonari (n=4) o neoplasie mammarie (n=3) ha dimostrato che queste esprimono una 
serie di marcatori (SH2, SH3, SH4, ICAM1, LFA3, MICA, ULBP1, ULPB2, ULBP3, CD44, CD29, HLA-I) comuni indicando 
che se delle differenze tra le diverse popolazioni stromali esistono, queste non riguardano i marcatori analizzati. 
Esperimenti preliminari inoltre dimostrano che sia le popolazioni isolate da biopsie tumorali che da tessuto sano, a 
rapporti equivalenti con i linfociti, sono in grado di inibire la proliferazione linfocitaria in MLR come quella indotta da 
anticorpi monoclonali anti-CD3 o da superantigeni quali TSST1 SEB e SEC. Ciò suggerisce che ogni popolazione 
stromale è in grado di esercitare un effetto immunosoppressivo.  L'immunosoppressione viene esercitata anche sulla 
generazione di linfociti LAK (lymphokine activated killer) grazie ad un blocco della traduzione del segnale indotto da 
IL2 o IL15 su linfociti natural killer (NK) che previene la espressione ad alti livelli di molecole coinvolte nella uccisione 
di cellule neoplastiche (blocco dell'aumento di espressione di NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, e CD69). Infine abbiamo 
dimostrato che la co-coltura di cellule stromali derivate da midollo osseo con linfociti isolati dal sangue periferico 
determina la generazione di cellule regolatorie CD4+ o CD8+ che possono esprimere o no il fattore di trascrizione 
Foxp3. Ciò potrebbe amplificare l'effetto immunosoppressivo che si evidenzia in vivo dopo somministrazione di cellule 
stromali da midollo osseo impiegato nel trattamento della reazione del trapianto contro l’ospite. Il trattamento con 
inibitori della sintesi del colesterolo quali le statine, che sono applicati già in clinica nella terapia del mieloma multiplo, 
determina una riduzione dell’effetto inibitorio sulla proliferazione e attivazione linfocitaria esercitata dallo stroma. L’uso 
in clinica di tali inibitori potrebbe quindi avere un ruolo nella riduzione dell’effetto immunosoppressivo mediato dallo 
stroma. Dato che lo stroma è in grado di produrre collageno ci siamo focalizzati sulla molecola LAIR-1 (lLeukocyte 
Associated Ig-Like Receptor 1) che è un potenziale ligando del collageno ed abbiamo dimostrato che  l'ingaggio di 
LAIR-1 evoca un segnale inibitorio. Questo determina una forte inibizione della attivazione linfocitaria che esita nel 
blocco della proliferazione o nella inibizione della attività secretoria. La espressione di tale marcatore risulta fortemente 
ridotta o assente nelle CLL ad alto rischio mentre è espressa a livelli simili al soggetto sano nei pazienti a basso rischio. 
Nelle CLL che non esprimono LAIR-1 non si ha, dopo il suo ingaggio, un blocco della proliferazione allo stimolo mediato 
dal recettore per l’antigene. La riduzione od assenza di LAIR-1 sulle cellule neoplastiche potrebbe ridurre l'effetto 
immunosoppressivo esercitato dallo stroma nei confronti della cellula neoplastica. La analisi citofluorimetrica di una 
serie di linfomi non Hodgkin ha confermato che LAIR-1 non è espresso sulla cellula B neoplastica rinforzando l’ipotesi 
che le cellule neoplastiche possano sfuggire al controllo della proliferazione esercitato dallo stroma.   
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Background 
I tumori non sono costituiti da masse omogenee di cellule, bensì sono formati da un assortimento eterogeneo di 
cellule differenziate in modo anomalo che derivano da un pool “clonale” di cellule staminali. L’esistenza delle cellule 
staminali tumorali è stata dimostrata nelle leucemie ed in alcuni tumori solidi (tumori del cervello, carcinomi della 
mammella e del colon). Le attuali terapie anti-neoplastiche convenzionali sono rivolte contro la frazione di cellule 
tumorali più “differenziata” e “highly cycling” e non contro le cellule staminali tumorali capaci, dopo il trattamento, di 
riprodurre il tumore localmente (recidiva tumorale) e/o di dare luogo a metastasi. Le CST infatti, sono naturalmente 
resistenti alla chemioterapia perchè sono quiescenti (slow cycling), possono riparare efficientemente il DNA 
danneggiato ed over-esprimono proteine anti-apoptotiche o geni MDR (multidrug resistence genes). Quindi, 
l’isolamento e lo studio delle cellule staminali del cancro presenti nei tumori solidi può portare all’identificazione e allo 
sviluppo di nuove terapie farmacologiche ed immunoterapiche rivolte specificamente contro questa sottopopolazione 
cellulare altamente tumorigenica. In particolare, immunoterapie rivolte specificamente contro CST potrebbero indurre 
risposte anti-tumorali più durature o addirittura essere efficaci contro i tumori metastatici. Le principali cellule 
effettrici che possono svolgere un’attività anti-tumorale sono le cellule NK e i linfociti T citotossici (CTL). Negli ultimi 
anni nel nostro laboratorio sono stati identificati i recettori attivatori espressi dalle cellule NK coinvolti nella lisi delle 
cellule tumorali. Le molecole NKp46, NKp30, NKp44, NKG2D e DNAM1 sono alcuni dei recettori attivatori espressi 
dalle cellule NK che hanno un ruolo importante nell’indurre la lisi delle cellule neoplastiche in seguito alla loro 
interazione con i ligandi tumorali (alcuni dei quali non ancora noti).  
 
Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari 
Dal momento che recenti studi hanno dimostrato l’esistenza di cellule con caratteristiche staminali nei melanomi, gli 
obiettivi principali del nostro progetto sono stati quelli di: 1) isolare e caratterizzare le cellule staminali tumorali nel 
melanoma; 2) analizzare la loro suscettibilità alla lisi NK-mediata.  
 
Beneficiari 
L’applicazione delle nuove conoscenze potrà essere utile per l’identificazione di nuovi target molecolari del tumore e 
per lo sviluppo di nuove terapie anti-tumorali selettive.  
 
Consuntivo attività e risultati del progetto a fine 2008 
In dettaglio la nostra ricerca si è articolata nei seguenti punti: 
 
1) Al fine di studiare le cellule staminali di melanoma abbiamo fatto crescere le cellule tumorali, derivate sia da linee 
cellulari stabilizzate che da biopsie fresche, in un particolare terreno di coltura (SCM) già utilizzato per favorire la 
crescita in vitro delle cellule staminali derivate da tumori cerebrali. Abbiamo analizzato 10 linee di melanoma e di 
queste 3 erano in grado di crescere in sospensione sotto forma di sfere (melanosfere) se coltivate in SCM. Abbiamo 
inoltre caratterizzato dal punto di vista fenotipico le melanosfere espanse in vitro. In particolare abbiamo valutato 
l’espressione su tali cellule delle molecole MICA, ULBPs (ligandi del recettore attivatorio NKG2D), PVR e Nectina-2 
(ligandi del recettore attivatorio DNAM-1) e dei ligandi dei recettori attivatori NKp46, NKp30 e NKp44 mediante 
l’utilizzo di anticorpi specifici o delle rispettive molecole chimeriche solubili. Infine, abbiamo valutato se tali cellule 
fossero suscettibili alla lisi NK-mediata. I nostri risultati suggeriscono che le cellule NK sono in grado di lisare le 
melanosfere e che il riconoscimento è mediato da differenti recettori attivatori (e.g. NCRs, NKG2D e DNAM-1).  
 
2) Al fine di ottenere una caratterizzazione molecolare delle proteine di superficie selettivamente espresse dalle cellule 
staminali tumorali di melanoma, abbiamo seguito l’approccio sperimentale “classico” che prevede l’immunizzazione di 
ceppi murini balb/c con “melanosfere” e la produzione di mAbs. Gli anticorpi monoclonali ottenuti sono tuttora oggetto 
di screening. In particolare stiamo approfondendo lo studio di un anticorpo monoclonale (MS131, IgG1) che riconosce 
alcune linee di melanoma, mentre non reagisce con melanociti normali, fibroblasti, linfociti, monociti e cellule 
dendritiche.  
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3) Poiché recentemente alcuni autori hanno identificato nel melanoma una sottopopolazione di cellule tumorigeniche 
caratterizzata dalla co-espressione dei marcatori ABCB5 e CD133, nel corso del presente progetto abbiamo analizzato 
l'espressione dell’antigene CD133 in linee di melanoma stabilizzate in vitro. Le linee analizzate esprimevano il 
marcatore CD133 in maniera molto eterogenea. In particolare mediante analisi citofluorimetrica abbiamo potuto 
rilevare la presenza di tale antigene in 3 su 10 linee analizzate. Infine abbiamo valutato se le linee di melanoma, 
caratterizzate da una differente espressione del marcatore CD133, fossero ugualmente suscettibili alla lisi NK-mediata. 
I nostri dati funzionali suggeriscono che le cellule NK sono in grado di lisare in maniera efficiente sia linee di melanoma 
CD133-positive che linee CD133-negative. 
 
4) Dal momento che uno studio recente (Bao S., et al. 2006) ha dimostrato che nei glioblastomi le cellule stamimali 
tumorali CD133+ sono più radio-resistenti rispetto al subset CD133 negativo,  abbiamo valutato se anche in linee 
stabilizzate di melanoma le cellule CD133+ rappresentano la sottopopolazione cellulare che conferisce al tumore una 
maggiore resistenza alle radiazioni ionizzanti. A questo scopo abbiamo analizzato la suscettibilità all’irradiamento di 
una linea cellulare stabilizzata di melanoma che esprimeva in maniera bimodale il marcatore CD133. I nostri risultati 
indicano che dopo trattamento con basse dosi di radiazioni ionizzanti (2-5 Gy) una maggiore percentuale di cellule 
esprime l’antigene CD133. Inoltre, dopo irradiamento, la frazione CD133+ esprime bassi livelli di caspasi-3 attivata 
rispetto alla frazione CD133-. Questi risultati suggeriscono che la frazione CD133+ è più resistente all’apoptosi indotta 
dalle radiazioni.  
I risultati ottenuti ai punti 1, 3 e 4 sono attualmente in fase di pubblicazione. 
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Background 
Il neuroblastoma è il più comune tumore solido extracranico dell' infanzia e con il più alto rischio di morte, la 
probabilità di sopravvivenza al quarto stadio della malattia ad oltre il terzo anno di vita, è inferiore al 15%. Studi 
preliminari di immunoistochimica su neuroblastomi umani di vario grado hanno dimostrato che alcuni componenti della 
matrice extracellulare dei tumori solidi, come ad esempio l'isoforma oncofetale della Fibronettina (B-FN) e l'isoforma 
della Tenascina C contenente la repeat di tipo III, c (cTN-C), sono espressi in questi tumori (Carnemolla et al. Am. J. 
Pathol. 1999). Recentemente abbiamo dimostrato che anticorpi ricombinanti umani (come ad esempio L19) con alta 
affinità per l’isoforma B-FN si localizzano selettivamente a livello della matrice extracellulare dei tumori, in vivo. 
Questo è stato dimostrato sia con studi preclinici che clinici (Neri et al. 1997; Tarli et al. 1999;  Borsi et al. 2002; 
Santimaria et al. 2003). Inoltre questi ligandi possono selettivamente veicolare sostanze terapeutiche nei tumori, es. 
citochine (Carnemolla et al. 2002; Borsi et al. 2003; Halin et al, 2003). Infine le sostanze terapeutiche, incluse le 
citochine, veicolate selettivamente dai ligandi vengono concentrate a livello della matrice extracellulare del tumore 
dove esplicano la propria attività con il risultato di aumentare drammaticamente l’efficacia terapeutica dei farmaci 
(Carnemolla et al., 2002; Borsi et al., 2003; Halin et al., 2003). Nell’ ambito di questo progetto abbiamo dimostrato 
che l’isoforma B-FN è molto espressa anche nello stroma del neuroblastoma ed abbiamo eseguito studi preclinici di 
“tumor targeting” e terapia in topi singenici iniettati con neuroblastoma murino. I risultati ottenuti indicano che L19-
IL2 e L19-TNF-alpha, iniettati per via sistemica nel topo con varie combinazioni terapeutiche, esplicano la loro efficacia 
terapeutica in modelli sperimentali di neuroblastoma. Abbiamo inoltre studiato la memoria immunitaria indotta dal 
trattamento con L19mTNalpha e L19-IL2. 
 
Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari 
Studi sull’ attività terapeutica e sui meccanismi d’azione di immunoproteine quali L19mTNalpha e L19-IL2, in modelli 
sperimentali murini di neuroblastoma. 
 
Beneficiari 
Servizio Sanitario Nazionale e comunità scientifica. 
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Consuntivo attività e risultati del progetto a fine 2008 
Nell'ambito di questo progetto, dopo aver dimostrato, con esperimenti di immunoistochimica, che l'isoforma oncofetale 
della Fibronettina (B-FN) è espressa nello stroma del neuroblastoma, abbiamo  effettuato studi preclinici di ''tumor 
targeting'' e terapia in modelli murini di neuroblastoma. Più in dettaglio abbiamo per prima cosa stabilito le curve di 
crescita di varie linee di neurobastoma umano (IMR-32, SKNBE, LAN-5, SKNF1 e SKNAS) e murino (Neuro2A e NIE-
115) rispettivamente in topi SCID o singenici (A/J) e valutato la reattività di questi tumori sperimentali con l'anticorpo 
ricombinante L19. 
Per gli esperimenti di immunoterapia abbiamo utilizzato i modelli sperimentali Neuro 2A e NIE-115, positivi per 
l'espressione della B-FN in topi singenici A/J. 
Gruppi di 10 topi A/J con tumore Neuro2A indotto sotto cute sono stati trattati con diversi protocolli di combinazioni 
terapeutiche di immunocitochine (L19IL2, L19TNF alpha) e chemioterapici (melphalan). La miglior combinazione 
terapeutica è risultata quella con L19mTNFalpha ed L19-IL2 con guarigione dell'80% (8/10) degli animali trattati. Lo 
stesso tipo di trattamento in gruppi di topi A/J con tumore NIE-115 ha dato un esito terapeutico inferiore con il 30% 
(3/10) di guarigioni complete. La terapia con L19mTNF alpha e L19-IL2 è inoltre risultata meno tossica (perdita di peso 
medio degli animali ≤5%) della terapia con le citochine mTNFalpha e IL2 non veicolate dall' anticorpo ricombinante 
L19 e somministrate in dosi equimolari (perdita di peso medio dei topi di >10%). 
Nell’ ultimo anno di questo progetto (2008) abbiamo eseguito esperimenti per studiare la memoria immunitaria indotta 
dal trattamento con L19mTNFalpha e L19-IL2: gli animali guariti da entrambi i tipi di tumore hanno rigettato il tumore 
omologo almeno fino a 3 mesi dopo la guarigione. Studi in vitro (CRA, Chromium Release Assay, ed ELISPOT), 
effettuati su splenociti di animali a 3 mesi dalla guarigione, hanno evidenziato una cospicua componente effettrice 
CD8+ insieme ad una componente CD4+ con risposta di tipo prevalentemente Th1 (ELISPOT x IFN gamma). Dopo 
aver verificato in esperimenti di transfer adottivo di immunità (Winn assay) che gli immunosplenociti totali di topi 
guariti da Neuro2A, in un rapporto E/T (Effector/Target) uguale a 5/1, proteggono dal tumore il 100% dei topi A/J 
“naive”, abbiamo  valutato l’effetto protettivo dopo deplezione in vitro di vari subsets cellulari. E’ risultato che la 
protezione in Winn assay diminuisce di circa il 50% depletando gli splenociti dei CD4+ o dei CD8+. Questo indica una 
doppia responsabilità nel processo di guarigione e di memoria immunitaria antitumorale. La deplezione di cellule B ed 
NK non modifica sostanzialmente la sopravvivenza rispetto agli  immunosplenociti totali. Le cellule T regolatorie 
CD4+CD25+ diminuiscono nei linfonodi drenanti il tumore in termini sia relativi (%) che assoluti dopo la terapia 
combinata.  
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Background 
E' sempre più evidente che lo stroma tumorale, ed in particolare i componenti della sua matrice extracellulare (ECM), 
hanno un ruolo determinante per la crescita e la progressione di un tumore solido. I tumori non possono crescere 
senza un rimodellamento della ECM del tessuto normale circostante nel quale il tumore cresce con la formazione di 
componenti dello stroma tumorale che sono qualitativamente e quantitativamente differenti rispetto a quelli dei tessuti 
normali.  
Uno dei componenti della ECM dello stroma tumorale è l' isoforma della fibronettina contenente l'extradominio ED-B 
(B-FN, marker di angiogenesi). Negli ultimi anni la nostra ricerca ha dimostrato che reagenti (anticorpi ricombinanti 
umani) con alta affinità per questo antigene si localizzano selettivamente a livello della matrice extracellulare dei 
tumori, in vivo. Questo è stato dimostrato sia con studi preclinici che clinici (Neri et al. Nature Biotechnology 15, 1271-
1275, 1997; Tarli et al. Blood, 94:192-198, 1999; Borsi et al. Int. J. Cancer., 102:75-85, 2002; Santimaria et al., 
Clin.Cancer Res., 9:571-9, 2003). I ligandi di questi antigeni possono selettivamente veicolare sostanze terapeutiche 
nei tumori, es. citochine (Carnemolla et al. Blood, 99: 1659-65, 2002; Borsi et al., Blood, 102: 4384-92 , 2003; Halin 
et al, Cancer Res. 63: 3202-3210, 2003). Le sostanze terapeutiche veicolate selettivamente dai ligandi vengono 
concentrate a livello della matrice extracellulare del tumore dove esplicano la propria attività con il risultato di 
aumentare drammaticamente l'efficacia terapeutica dei farmaci (Carnemolla et al. Blood, 99: 1659-65, 2002; Borsi et 
al., Blood, 102, 4384-92, 2003; Halin et al, Cancer Res. 63: 3202-3210, 2003). 
Sono attualmente in corso trials clinici di fasi I/II che utilizzano uno di questi immunoterapici (L19 IL2, Carnemolla et 
al. Blood 2002). L'obiettivo della nostra ricerca è stato quello di identificare nuovi antigeni associati alla ECM tumorale 
con lo scopo di aumentare i "targets" dove veicolare selettivamente differenti sostanze terapeutiche.  
 
Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari 
L'obiettivo della nostra ricerca è quello di identificare nuovi antigeni associati sia alla ECM tumorale che alla membrana 
plasmatica di cellule tumorali, con lo scopo di aumentare i "targets" dove veicolare selettivamente differenti sostanze 
terapeutiche.  
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Consuntivo attività e risultati del progetto a fine 2008 
L'approccio proteomico per l'analisi differenziale delle proteine espresse in un tessuto tumorale e nella controparte 
normale, permette l'identificazione di antigeni tumore-associati. A questo scopo abbiamo separato la ECM di carcinomi 
squamosi del polmone e dei corrispondenti tessuti normali, dalla componente cellulare. Nei carcinomi squamosi del 
polmone abbiamo identificato un certo numero di antigeni espressi in diversa quantità rispetto al corrispondente 
tessuto normale, come ad esempio la periostina e proteine appartenenti alla famiglia dei collageni e delle Heat Shock 
Proteins. Abbiamo focalizzato i nostri studi sulla periostina, una proteina della ECM coinvolta nella adesione cellulare e 
nella formazione del tumore.  
La periostina è overespressa nel carcinoma mammario umano e sembra indurre un significativo aumento dell' 
angiogenesi. Nel cancro alla vescica sono state descritte alcune isoforme di periostina umana che derivano da splicing 
alternativo del pre-mRNA, mentre  nulla è stato pubblicato sull’espressione di specifiche isoforme di periostina nel 
melanoma.  
Per studiare le isoforme di periostina come nuovi potenziali markers del melanoma, nell’ultimo anno di questo progetto 
(2008) abbiamo analizzato lo “alternative splicing” del trascritto primario della periostina umana in cellule tumorali e 
fibroblasti isolati da melanoma cutaneo metastatico e da tessuto di melanoma uveale. Risultati preliminari indicano che 
entrambi i tipi cellulari derivanti dal tumore esprimono mRNA della periostina, ma solo nelle cellule del melanoma è 
possibile evidenziare una isoforma contenente un particolare esone. L’espressione di questa isoforma è evidenziabile 
nel  50% dei casi nelle cellule tumorali purificate da melanoma cutaneo metastatico e nel 100% dei casi di melanoma 
uveale. Abbiamo espresso in E. Coli la periostina umana sia come proteina completa che come frammenti utilizzando 
sequenze sottoposte a splicing alternativo del pre-mRNA. Abbiamo prodotto anticorpi monoclonali murini e anticorpi 
ricombinanti umani specifici per la periostina e con reattività positiva in ELISA, Western Blot e Immunoistochimica.  
Nel 2008 abbiamo anche intrapreso uno studio sulla caratterizzazione delle proteine espresse sulla superficie di cellule 
di melanoma umano cresciute nel normale terreno di coltura o in un particolare terreno di coltura per ottenere le 
cosiddette “melanosfere” che potrebbero mimare, in vitro, le Cancer Stem Cells. La comparazione differenziale delle 
proteine di superficie espresse nei due tipi cellulari può condurre all’identificazione di nuovi marcatori tumorali. Per il 
raggiungimento di questo scopo abbiamo seguito un approccio di tipo proteomico in collaborazione con il CNR di 
Milano. L’analisi dei digeriti triptici delle proteine di membrana è stata effettuata in triplicato attraverso cromatografia 
bidimensionale accoppiata a “Tandem Mass Spectrometry” denominata Multidimensional Protein Identification 
Technology (MudPIT). Le proteine identificate sia nei campioni di cellule di melanoma che nelle melanosfere sono in 
numero elevato (tra 550 e 600). Inoltre, confrontando l’espressione delle proteine di membrana tra i due campioni di 
cellule, si evidenzia che alcune proteine sono “up-regolate” nelle cellule di melanoma (circa il 9% delle proteine 
identificate) altre sono “up-regolate” nelle melanosfere (circa il 10% delle proteine identificate).  
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