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Le cellule dendritiche (DC) sono cellule professionali presentanti I’ antigene (APC) e come
tali sono specializzate nella “cattura” e nella processazione di antigeni (Ag) in frammenti
peptidici che sono successivamente complessati con le molecole del sistema MHC e
presentati alle cellule T per iniziare la risposta immunitaria. Le DC sono le cellule piu
potenti nell’ indurre una risposta T-linfocitaria ed hanno la peculiare capacita di stimolare
non solo cellule T-memoria ma soprattutto T-linfociti naive. Quindi, le DC hanno un ruolo
centrale (“adiuvanti naturali”) per I’ induzione di una risposta immune Ag-specifica.
Evidenze recenti in modelli sperimentali e nell’ uomo hanno mostrato il potenziale ruolo
delle DC in strategie di immunizzazione dirette a stimolare un’ immunita specifica anti-

tumorale.

Caratterizzazione biologica delle DC

Le DC sono cellule distribuite ubiquitariamente nel corpo umano, particolarmente nei
tessuti che fungono da barriera con I'ambiente circostante ( per esempio, le cellule di
Langerhans nella cute e a livello delle mucose) e negli organi linfoidi ( DC interdigitate),
dove agiscono come “sentinelle” nei confronti degli agenti patogeni con cui I’organismo
entra in contatto.Stimoli infiammatori, come TNF-a e IL-1[3, batteri, prodotti batterici (LPS)

e virus, inducono la migrazione delle cellule dendritiche, che hanno *“caricato” I’antigene,



dai tessuti periferici agli organi linfoidi secondari. Durante la migrazione, le DC subiscono
un processo di maturazione, che le porta ad incrementare enormemente la propria
capacita di attivare le cellule T. Questo processo consiste nell’aumentata espressione di
membrana di alcune molecole chiave nell’interazione tra APC e linfocita: molecole di
adesione, molecole del sistema HLA e molecole di costimolazione (1-6).

L’attivita funzionale delle DC deriva da una serie di caratteristiche peculiari di queste
cellule. La loro forma, caratterizzata da numerose estroflessioni citoplasmatiche e I’elevata
espressione di membrana di alcune molecole di adesione ed integrine (LFA-3, ICAM-1,
ICAM-3) estendono I’area di contatto con le cellule effettrici del sistema immunitario. Le
DC esprimono intensamente gli antigeni HLA di classe 1l (HLA-RD, -DQ,-DP) e le
molecole di costimolazione (CD80,CD86,CD40), le quali interagendo con il proprio ligando
presente sui linfociti T (CD28, CTLA-4, CD40L), forniscono il *“secondo segnale”,
indispensabile per indurre al momento del riconoscimento antigenico una risposta
proliferativa e non anergia (1). Inoltre, le DC producono un vasto numero di citochine, tra
cui IL-12, che ha la funzione di promuovere una risposta immunitaria di tipo citotossico
attraverso la differenziazione delle cellule THO in cellule TH1, producenti interferon (IFN)-
ye IL-2 (7, 8). Recentemente é stato dimostrato che durante il riconoscimento antigenico, i
linfociti T-helper attivano le DC mediante I'interazione CD40-CD40L e le DC cosi attivate
sono capaci di stimolare una risposta T-killer (9-11).

Le DC si trovano nei tessuti periferici in uno “stato immaturo” e sono incapaci di attivare i
linfociti T perche mancano di tutti i segnali di membrana necessari per la loro attivazione.
A questo livello di differenziazione, tuttavia, sono estremamente efficienti nel catturare
antigeni solubili, antigeni particolati e microorganismi mediante fagocitosi,

macropinocitosi e attraverso il recettore macrofagico del mannosio ed i recettori Fcy e Fce



(1). La cattura dell’antigene induce le DC a maturare e ad esprimere piu intensamente
sulla membrana cellulare le molecole MHC e quelle di costimolazione, nonché gli antigeni
associati al differenziamento in senso dendritico (CD83 e p55). Nel contempo, viene
progressivamente perduta la capacita di catturare e processare I'antigene. Tuttavia, la
completa attivazione delle DC dipende dal contatto con le cellule T attraverso I'interazione
CD40-CD40L, che induce la produzione di IL-12. Pertanto, le funzioni principali delle DC
(cattura dell’antigene, attivazione dei linfociti T) sono rigidamente associate a stadi
successivi di differenziamento. A questo proposito, € interessante notare come I1L-10 (12) e
il vascular endothelial growth factor (VEGF), secreto dalle cellule neoplastiche (13)

ostacolano la maturazione delle DC, inibendo I'efficace attivazione delle cellule T.

Generazione ex-vivo di DC

I monociti CD14+ circolanti, incubati con citochine specifiche, quali GM-CSF, IL-4 e TNF-a
(14, 15) rappresentano la fonte piu facilmente disponibile per la generazione ex-vivo di
DC. Inoltre, sono stati individuati precursori delle DC nell’lambito della frazione cellulare
CD34+ del midollo osseo (BM), del cordone ombelicale (CB) e del sangue periferico (PB)
sia in condizione di steady-state che dopo mobilizzazione (16-22). Anche in questo caso il
differenziamento delle cellule CD34+ a DC completamente funzionanti € rigidamente
condizionato dalla stimolazione con alcune citochine ben determinate, quali GM-CSF,
TNF-a, SCF, FLT-3L e IL-4. GM-CSF e IL-4 inducono il differenziamento di monociti
CD14+ non proliferanti in DC immature, non aderenti, che esprimono a bassi livelli gli
antigeni CD83 e p55 e sono scarsamente capaci di attivare linfociti T naive. Queste DC
immature non sono completamente differenziate a regrediscono ad uno stato di cellule

aderenti monocitoidi se le citochine impiegate vengono rimosse dal mezzo di coltura.



L’aggiunta di citochine inflammatorie quali TNF-a, IL-13, LPS o PGE> per 1-2 giorni al
mezzo di coltura contenente GM-CSF e IL-4 determina la maturazione delle DC ed
aumenta notevolmente la loro capacita di stimolare le cellule T.

Complessivamente, queste osservazioni portano alla conclusione che DC immature,
generate da cellule CD14+ in presenza di GM-CSF e di IL-4 si trovano in una condizione
che le rende estremamente efficienti nel catturare e nel processare antigeni solubili, tra cui
anche gli antigeni associati ai tumori (TAA). Tuttavia, tali cellule richiedono un ulteriore
stimolo maturativo (TNF-a, CD40L, LPS) per diventare capaci di attivare le cellule T. Le
DC immature sono il bersaglio ideale per la manipolazione genetica basata sull’impiego di
vettori virali o batterici, infettanti cellule non replicanti. In questo caso, gli agenti patogeni
trasformati sono di per sé capaci di indurre la completa maturazione delle DC. In
alternativa, si possono studiare protocolli di vaccinazione basati sull’utilizzo di DC
mature, che sono in grado di attivare una risposta T linfocitaria specifica per un
determinato peptide associato con un tumore, anche senza averlo precedentemente
catturato e processato, ma semplicemente complessandolo ab extrinseco alle numerose
molecole HLA presenti sulla propria membrana cellulare (23).

Come accennato in precedenza, le cellule CD34+ possono essere indotte a differenziare in
DC funzionalmente competenti, aventi caratteristiche che le fanno assomigliare alle cellule
di Langerhans della cute. Molto recentemente le caratteristiche fenotipiche e funzionali
delle DC di derivazione da precursori CD34+ mobilizzati nel sangue periferico e della loro
controparte derivante da cellule CD34+ midollari sono state oggetto di una comparazione
(29). I risultati pubblicati dimostrano che il G-CSF, usato come regime di mobilizzazione,
determina un incremento sia numerico che in termini di capacita proliferativa dei

precursori delle DC (CFU-DC) rispetto alla loro controparte midollare. Questo si traduce



nella generazione in coltura liquida di un piu elevato numero di DC mature. Nonostante il
pretrattamento con G-CSF, queste cellule mantengono la stessa capacita di attivazione su
linfociti T allogenici che caratterizza le DC di derivazione da precursori midollari. Le DC
derivanti da cellule CD34+ sono, inoltre, capaci di processare e presentare antigeni solubili
a linfociti T autologhi sia come risposta immunitaria primaria che secondaria. L’utilita del
siero autologo al posto di FCS in una prospettiva di applicazione clinica & stata
confermata anche in questo studio. Inoltre, IL-4 si & dimostrata capace di modulare il
differenziamento dendritico dalle cellule CD34+ bipotenti, durante le ultime fasi della
coltura, come osservato per le DC di derivazione dai monociti. Pertanto, per
I’immunoterapia dei tumori le cellule CD34+ mobilizzate nel sangue periferico potrebbero
rappresentare un’ottima sorgente per la generazione di DC. Inoltre, dati recenti
dimostrano la mobilizzazione di un grande numero di precursori di DC mediante GM-
CSF (24) e FLT-3L (25). In particolare, il FLT-3L somministrato in-vivo a topi ha mostrato
la capacita di stimolare la proliferazione ed il differenziamento di tutti i subsets di DC
(mieloidi, linfoidi) (26) e di indurre una risposta immunitaria DC-mediata anti-tumorale

(27).

Delivery system di antigeni associati a tumori

Sono stati descritti numerosi metodi utilizzati dalle DC per “caricare” gli antigeni tumorali
o tumor associated antigens (TAA). Il razionale e basato sull’osservazione che le cellule
tumorali sono scarsamente immunogeniche a causa di una deficiente capacita di essere
riconosciute dai linfociti T e di una ridotta espressione di membrana di molecole di
attivazione e di costimolazione, tipiche delle APC. In questa ottica, Gong et al. (28) hanno

costituito un ibrido, rappresentato dalla fusione di DC murine e cellule di una linea di



carcinoma della mammella (MC38) al fine di fornire alle cellule tumorali le caratteristiche
funzionali delle DC. Le cellule derivanti da questa fusione mostrano tutte le peculiarita
fenotipiche delle DC e si sono dimostrate capaci di prevenire la crescita tumorale quando i
topi sono stati esposti alle cellule della linea. Inoltre, il trattamento con le cellule di fusione
ha indotto una regressione di alcune metastasi polmonari. Recentemente sono stati
individuati numerosi peptidi tumorali che sono presentati ai linfociti T in associazione con
le molecole HLA di classe | e si sono dimostrati utili nell’induzione di una risposta CTL
autologa sia in vitro che in vivo. Tuttavia, stimolare le DC con peptidi potrebbe non essere
il sistema ideale per un’applicazione clinica a causa della rigida restrizione MHC della
risposta immunitaria e della loro limitata stabilita. Inoltre, il “pulsing” con i peptidi
potrebbe non essere in grado di indurre una risposta T-cellulare diretta contro le cellule
tumorali che esprimono I’antigene vero e proprio. Sebbene le DC possano essere “caricate”
con un cocktail di peptidi derivanti da diversi antigeni, tutti appartenenti allo stesso
tumore, questo approccio alla vaccinazione é limitativo in quanto rende necessaria una
selezione dei pazienti sulla base del fenotipo HLA. Un’alternativa affascinante é
rappresentata dall’impiego, quando possibile, di proteine non frazionate di derivazione
tumorale, di cellule apoptotiche (29), o lisati tumorali. Nell’'ultimo caso I'ovvio svantaggio
e costituito dalla possibilita di indurre una risposta immunitaria contro antigeni self,
espressi su tessuti diversi dalle cellule tumorali.

Una ulteriore possibilita é rappresentata dalla trasduzione delle DC con vettori genici
codificanti per TAA. Le DC possono essere ingegnerizzate in diversi modi, che si
distinguono tra di loro per la capacita di applicarsi a cellule quiescenti, per la stabilita
dell’integrazione genomica, per I'efficienza di trasfezione e per la capacita di stimolare il

sistema immune. Le DC transdotte con retrovirus esprimono in modo costitutivo la



sequenza genica codificante per l'antigene tumorale e stimolano efficacemente una
risposta T-cellulare specifica (30). Tuttavia, i vettori retrovirali sono caratterizzati da una
bassa efficienza di trasfezione, sono in grado di infettare esclusivamente cellule
attivamente replicantesi e possiedono il rischio teorico di una trasformazione oncogenica
delle cellule bersaglio. Al contrario, gli adenovirus infettano sia cellule quiescenti che
proliferanti e non si integrano nel DNA (31). Inoltre, sovranatanti con un alto titolo virale
si possono facilmente ottenere. Recentemente, le DC sono state ingegnerizzate con
adenovirus combinati con particelle liposomiali cationiche, ottenendo una efficienza di
infezione che si avvicinava al 100% (32). La principale limitazione all’uso clinico degli
adenovirus é rappresentata dalla loro alta immunogenicita che induce la produzione di
anticorpi neutralizzanti ed il rapido sviluppo di CTL diretti contro le cellule infettate.

Vettori allestiti utilizzando vaccinia virus non inducono trasformazione neoplastica, non si
integrano nel genoma e possono essere manipolati al fine di veicolare grandi frammenti di
DNA eterologo (33). Tuttavia, questi virus sono tossici per le cellule bersaglio e la vitalita
delle DC si approssima al 50%. Piu recentemente, I'infezione delle DC con vettori batterici
si e dimostrata capace di indurre la loro maturazione, in termini di nuova sintesi,
traslocazione e stabilizzazione delle molecole MHC sulla superficie cellulare ed inoltre di
attivare una risposta T-cellulare sia CD4 che CD8 (34). Di conseguenza, un antigene
modello (ovoalbumina) espresso sulla superficie di una variante ricombinante di
Streptococco Gordonii € processato dalle DC e presentato sulle molecole MHC di classe |
con una efficienza 108 volte maggiore rispetto alla proteina solubile di ovoalbumina.
Pertanto, i vettori batterici sono potenzialmente utili per veicolare antigeni esogeni
all’interno delle DC al fine di stimolare una risposta CTL tumore specifica. Molto

recentemente, batteri trasformati sono stati somministrati per os nel topo per indurre una



specifica risposta anti-tumorale in-vivo ed il meccanismo di azione si € visto essere
mediato dalle DC (35). Un approccio differente é stato seguito da Boczkowsky et al (36),
che hanno transfettato le DC con I’'RNA totale estratto dalle cellule tumorali e combinato
con lipidi cationici al fine di amplificare I’efficienza di infezione. Analogamente all’uso dei
lisati tumorali, questa strategia puo essere applicata a quei casi in cui manca un marker
antigenico tumore specifico, anche se esiste il rischio di indurre una risposta di tipo

autoimmune.

Impiego delle DC nell'immunoterapia cellulare

Il ruolo centrale delle DC nell’induzione di una risposta immunitaria tumore-specifica é
stato ampiamente dimostrato sia in vitro che in modelli animali (30, 36-41). Mentre le DC
murine “pulsate” con proteine o peptidi tumorali oppure ingegnerizzate con geni
codificanti per TAA si sono dimostrate capaci di indurre un rigetto di cellule tumorali
impiantate artificialmente e la regressione di carcinomi preformati, rimane da stabilire
quale delle numerose strategie di immunoterapia cellulare proposte risulti essere quella
piu efficace. Non e da escludere che differenti tipi di tumore possano richiedere differenti
approcci.

Nell’'uomo, studi preliminari sono stati realizzati in pazienti affetti da melanoma
utilizzando le DC “pulsate” con il peptide MAGE (42, 43). L’iniezione delle DC veicolanti
il peptide induceva la migrazione di CTL MAGE-specifici nel sito di iniezione ed
aumentava il numero di CTL tumore specifici circolanti. Piu recentemente, Nestle et al.
(44) hanno sottoposto pazienti, affetti da melanoma in stadio avanzato e tipizzati per
guanto riguarda il profilo HLA, ad iniezioni intranodali di DC “pulsate” con peptidi o

lisati tumorali. Gli autori hanno riportato I'induzione di una risposta T-cellulare peptide-



specifica in tutti i casi. Inoltre, in 5 pazienti su 16 si e verificata una risposta clinica
obiettiva. In questo studio, le DC erano state generate ex-vivo a partire da monociti in
presenza di IL-4 e GM-CSF ed iniettate direttamente in un linfonodo inguinale al fine di
raggiungere le aree T-dipendenti.

Peptidi tumorali (frammenti dell’antigene specifico della prostata, PSA) sono stati
impiegati per stimolare le DC in pazienti con carcinoma della prostata resistenti alla
terapia ormonale (45). Sette su 51 pazienti hanno mostrato una parziale risposta mentre
nessuno dei pazienti del gruppo di controllo, cui era stato iniettato il peptide da solo, ha
evidenziato alcuna risposta. Nelle neoplasie della linea B, la sequenza genica paziente-
specifica dell’idiotipo (Id) e la proteina codificata rappresentano il target ottimale per
strategie di vaccinazione, come dimostrato in precedenza in modelli murini e nell’'uomo.
Hsu et al hanno riportato il caso di 4 pazienti affetti da linfoma non-Hodgkin (NHL) a
basso grado resistenti alla chemioterapia convenzionale o ricaduti e trattati con DC “
pulsate” con lidiotipo come antigene solubile (46). Una risposta T-cellulare tumore
specifica é stata osservata in tutti i casi, associata in un caso ad una regressione della massa
tumorale. A tutt’oggi, sono stati trattati 16 pazienti ed una risposta cellulare tumore
specifica e stata osservata in 8 pazienti (R. Levy, comunicazione personale). La stessa
strategia basata sull’idiotipo é stata proposta dallo stesso gruppo per indurre una risposta
immunitaria T-cellulare in pazienti con mieloma multiplo (47). Peraltro, in quest’ ultimo
caso si &€ avuta una risposta Id-specifica solo in 2/12 pazienti. Contrariamente a Nestle, in
questi studi preliminari le DC sono state isolate direttamente dal sangue periferico
attraverso cicli successivi di arricchimento e sono state poi reinfuse per via endovenosa.
Sebbene un numero nettamente superiore di DC siano state somministrate nei pazienti con

NHL rispetto ai pazienti affetti da melanoma (3-20 x 106 DC vs 1x10%), questo approccio



presenta alcuni interrogativi sia per quanto riguarda la capacita di DC isolate direttamente
dal sangue periferico di stimolare efficacemente le cellule T sia la capacita delle APC
veicolanti I'idiotipo di raggiungere gli organi linfatici secondari, superando
I'intrappolamento da parte del filtro polmonare.

In conclusione, i pochi dati clinici disponibili tendono a dimostrare che cellule dendritiche
autologhe, generate ex-vivo e reinfuse in pazienti affetti da neoplasie, sono efficaci
nell’indurre una risposta immune anti-tumorale. Questo ¢ il risultato di una complessa
rete di relazioni tra diverse popolazioni cellulari, coinvolte nell'immunita dei tumori.
Peraltro, 'immunoterapia cellulare basata sulle DC deve essere ancora standardizzata.
Allo stadio attuale e sulla base principalmente di studi su modelli animali, possiamo dire
che I'immunoterapia dei tumori basata sulle DC potrebbe essere lo strumento per

esercitare nell’'uomo un potente effetto anti-tumore.
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