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Come il melanoma elude e neutralizza il rilevamento immunitario

Quello che semini, raccoglierai.
La legge del Karma é inesorabile, I’evasione é impossibile.
Mahatma Gandhi

Il melanoma rappresenta un modello prototipico per I'immunoterapia del cancro. Nonostante la
presenza di antigeni tumore-associati e tumore-specifici riconosciuti dai linfociti infiltranti il
tumore nei tumori del melanoma, circa il 50% dei pazienti mostra resistenza all'immunoterapia. Il
modo in cui le cellule del melanoma riescano a eludere l'uccisione dei linfociti T, anche in presenza
di bersagli chiave, rimane un importante quesito di ricerca.

Uno studio che ha coinvolto 36 laboratori israeliani coordinato dalla Gray Faculty of Medical
& Health Sciences di tel aviv
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Analizzando biopsie di melanoma metastatico di 69 pazienti, hanno osservato che le cellule T

CD8+ nei pazienti con scarsa risposta all'immunoterapia erano pil vicine alle aree ricche di
melanina rispetto a quelle dei pazienti con buona risposta.

Questa associazione ha portato gli autori a ipotizzare che i melanosomi - grandi vescicole
extracellulari (EV) ristrette alla linea cellulare del melanoma (da 200 a 500 nm) — potessero

svolgere un ruolo che va oltre la loro tradizionale funzione di trasportatori passivi di pigmenti.

Gli autori hanno proposto che i melanosomi secreti dalle cellule di melanoma potessero
interferire attivamente con I'attivita antitumorale delle cellule T.



Utilizzando /'immunopeptidomica basata sulla spettrometria di massa, hanno scoperto che i
melanosomi mostravano antigeni tumorali legati all'MHC che interagivano direttamente con i
recettori delle cellule T CD8+ (TCR).

Le cellule di melanoma e i melanosomi condividevano un immunopeptidoma comune e
competevano per il legame al TCR da parte degli stessi cloni di cellule T CD8+.

In particolare, 'interazione tra complessi MHC-antigene tumorale sui melanosomi e le cellule T
CD8+ ha ridotto la segnalazione del TCR a causa dell'assenza di fosforilazione di ZAP70, ha indotto
un profilo trascrizionale non ottimale, ha ridotto /l'attivita mitocondriale e ha aumentato
I'apoptosi delle cellule T, tutti fattori che hanno contribuito alla ridotta efficienza delle cellule T
nell'uccidere le cellule di melanoma.

Al contrario, il blocco della secrezione dei melanosomi con il trattamento con acido cogico ha

migliorato l'infiltrazione delle cellule T CD8+ nel microambiente tumorale e ha ridotto la crescita
tumorale.
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Questi risultati riformulano I'evasione immunitaria del melanoma come intercettazione
dell'attivita delle cellule T mediata da un'esca antigenica.



| futuri approcci personalizzati dovrebbero sfruttare I'immunopeptidomica per identificare gli
epitopi esclusi dai melanosomi per la progettazione di vaccini, utilizzare la profilazione del
repertorio TCR per la stratificazione dei pazienti e sviluppare regimi di combinazione che
abbinino I'immunoterapia all'interruzione mirata della secrezione di melanosomi.

Sebbene questo meccanismo sia stato dimostrato nel melanoma, potrebbe estendersi ad altre
neoplasie secernenti vescicole, stabilendo un paradigma piu ampio che giustifichi la mappatura
sistematica dei paesaggi EV-MHC e del loro impatto sull'immunita antitumorale in tutti i tipi di
cancro.

Aspetti salienti del lavoro

L'evasione immunitaria del melanoma comporta l'interazione diretta delle cellule T CD8 + con le
grandi EV del melanoma: mentre le cellule TME internalizzano i melanosomi, le cellule T
CD8 + interagiscono con le loro superfici. Gli esosomi B16-OVA del melanoma del topo vengono
internalizzati dalle cellule T CD8 +, mentre gli esosomi del melanoma metastatico umano
rimangono associati alla superficie.

I melanosomi mascherano le cellule T CD8 +, portando a un'attivazione parziale, mentre gli
esosomi circolanti derivati dal melanoma che esprimono PD-L1 inducono risposte ai checkpoint.

Inoltre, le interazioni EV specifiche per organo sono guidate da modelli di integrina sugli esosomi
del melanoma, consentendo il targeting delle cellule polmonari.

I melanosomi aumentano la regolazione dell'mRNA dell'lFNy o del granzima B nelle cellule T
senza indurre la secrezione di IFNy, probabilmente a causa della regolazione post-trascrizionale
osservata nell'esaurimento o nell'infiammazione cronica della ritenzione nucleare dei trascritti
dell'IFNy come nelle cellule NK che richiedono una doppia stimolazione IL-12/IL-2.

La biogenesi dei melanosomi procede attraverso quattro fasi intracellulari e potrebbe
condividere percorsi con la biogenesi dell'MHC di classe Il sebbene lo stadio in cui viene
acquisito I'HLA rimanga sconosciuto. Mentre i melanosomi intracellulari sono legati alla
membrana, il loro stato di membrana dopo la secrezione non é chiaro, e possono essere rilasciati
come melanocore tramite esocitosi o come vescicole a membrana singola. Pertanto, la fonte HLA
dei melanosomi dipende probabilmente dalla modalita di secrezione e richiede ulteriori indagini.

La presenza di melanosomi e correlata a una prognosi sfavorevole, alla mancanza
di risposta all'immunoterapia e alla ridotta citotossicita delle cellule T
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(A) Sinistra: stima della rassicurazione sulla malattia per i pazienti con melanoma con livelli elevati
e bassi di espressione di 384 geni correlati alla melanogenesi. Destra: stime di sopravvivenza a 10
anni per i pazienti con melanoma raggruppati per livelli elevati o bassi di espressione di 384 geni
correlati alla melanogenesi. | dati provengono dal TCGA. Test dei ranghi logaritmici.




(B) Clustering dell'RNA-seq di TCGA di 469 campioni di melanoma (colonne della matrice) in
guattro gruppi in base ai 2.000 geni con i profili di espressione piu variabili (righe della matrice)
utilizzando I'algoritmo k-means (utilizzando k = 4 per i campioni e k = 5 per i geni).

(C) Immagine rappresentativa del metodo di quantificazione della melanina e delle dimensioni
delle cellule.

(D) In alto a sinistra: correlazione tra |'espressione media normalizzata di Melan-A (marcatore del
melanosoma) sulle cellule tumorali ( assex) e TIM-3 sulle cellule T CD8 all'interno del
macroambiente tumorale ( asse y ). n = 18 pazienti. In basso a sinistra: lo stesso metodo utilizzato
per Melan-A é stato utilizzato per SOX10 + (marcatore della cresta neurale) sulle cellule tumorali.
A destra: immagine rappresentativa di TME che esprime Melan-A (viola) con infiltrazione di cellule
T CDS8 (rosso) che esprime TIM-3 (verde). Test di correlazione di Pearson.

(E) Analisi di arricchimento GO dei geni differenzialmente espressi (2.366 geni) nei responder
rispetto ai NR al nivolumab (da Riaz et al. 27). | grafici rappresentano i principali processi biologici
(a sinistra) e componenti cellulari (a destra) per i geni downregolati nei pazienti rispondenti. |
processi correlati alla melanogenesi sono evidenziati in rosso.

(F) A destra: sovrapposizione di geni espressi in modo differenziale nei pazienti con melanoma
responder rispetto ai pazienti con risposta NR all'immunoterapia (Riaz et al. 27) e geni correlati alla
pigmentazione (Baxter et al. 126) e direzione del cambiamento nei responder per geni sovrapposti.
A sinistra: sovrapposizione di geni espressi in modo differenziale nei responder al melanoma
rispetto a NR (Hugo et al. 100) e geni correlati alla pigmentazione (Baxter et al. 126) e la direzione
del cambiamento nei rispondenti per i geni sovrapposti.

(G) Analisi NanoSight e microscopia elettronica a trasmissione dei melanosomi secreti dai pazienti
affetti da melanoma umano.

(H) Grafici FACS che mostrano la strategia di controllo per I'isolamento delle cellule T CD8 + legate
dai melanosomi (Mins) (CD8 + FITC + ) e delle cellule T CD8 + (CD8 + ) (n = 4 pazienti.

(1) Immagini rappresentative di microscopia confocale di cellule T CD8 + umane (rosse) e cellule T
CD4 + (blu) co-coltivate con melanosomi autologhi (verdi). Barra di scala, 20 uM.

(J) Immagine rappresentativa di microscopia confocale che mostra la strategia di analisi per
quantificare la percentuale di melanosomi per cellula T CD8 +. Cellule T CD8 + (rosse), cellule T
CDA4 + (blu) e melanosomi (verdi).

(K) Sinistra: grafici FACS che mostrano le cellule T CD8 + legate alle cellule del melanoma o ai
melanosomi (CD8 + FITC+) e le popolazioni di cellule T CD8 + non legate (CD8 +). Destra:
percentuale di cellule T CD8 + attaccate dai melanosomi. n = 4 pazienti. **%% p < 0,0001; test t non
accoppiato a due code .

(L) Analisi delle immagini di microscopia confocale: distribuzione dei melanosomi legati alle cellule
T CD8 + per paziente.

(M) Grafici FACS che mostrano la strategia di gating per I'isolamento delle cellule T CD8 + legate
alle cellule del melanoma o ai melanosomi e delle sole cellule T CD8 + da pazienti con melanoma
umano dopo 30 minuti e 4 ore.

(N) Tasso di secrezione di melanosomi per cellula al giorno nei pazienti umani affetti da
melanoma.

(O) Immagine di un campione di melanoma di un paziente umano colorato per CD8 (cellula T,
rosso), HMBA45 (cellule di melanoma, rosa), GPNMB (melanosomi, verde) e DAPI (nuclei, blu). Le
diverse regioni sono mostrate a maggiore ingrandimento. Barra di scala, 200 uM.

(P) Variazione della secrezione di LDH (pg/ml) da cellule di melanoma co-coltivate con TIL
autologhi isolati da biopsia di melanoma in presenza (TIL+Mel+mins) o assenza di melanosomi
(TIL+Mel). Sono rappresentate graficamente le medie + deviazioni standard di tre esperimenti
indipendenti. Analisi statistica eseguita tramite t test per dati non appaiati; barre di errore + SEM.
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(Q) Immagini di cellule di melanoma B16F10 co-coltivate con cellule CD8 + di topi gp-100 (rapporto
cellulare 1:5) con o senza melanosomi. Le aree senza cellule aderenti sono delineate in giallo e
sono state utilizzate per le misurazioni della confluenza.

(R-T) Le cellule CD8 + dei topi OT1 sono state incubate con o senza melanosomi B16F10-OVA
(MIns) e co-coltivate con cellule di melanoma B16F10-OVA (Mel) in un rapporto di 5:1.

(R) Sinistra: analisi delle cellule morte colorate con ioduro di propidio e annessina V mediante
FACS. Destra: percentuale di cellule di melanoma uccise. Analisi statistica eseguita tramite t test
per dati non appaiati < 0,001. Barre di errore + SEM.

(S) Sinistra: quantita di IFNy secreto. Destra: aumento di una volta nell'apoptosi delle cellule di
melanoma rispetto alle cellule di melanoma coltivate da sole. n = almeno 4 per gruppo. ***x p <
0,001, test t appaiati a due code . Barre di errore + SEM.

(T) Sinistra: immagini di cellule di melanoma B16F10-OVA co-coltivate con cellule CD8 + di topi
OT1 (rapporto cellulare 1:5) con o senza melanosomi per i punti temporali indicati. Destra:
confluenza, misurata come contrasto di fase relativo, in funzione del tempo per le colture
indicate. n = 3 repliche. ns indica non significativo, * p > 0,05; test t appaiati a due code . Barre di
errore + SEM.
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La coesistenza di un'immunita tumore-specifica con un tumore in progressione & osservata nella
maggior parte dei sistemi sperimentali e rimane uno dei principali paradossi dell'immunologia
tumorale. L'espressione di diverse molecole di superficie sulle cellule di melanoma, ad esempio la
molecola di adesione intercellulare 1 (ICAM-1) o il complesso maggiore di istocompatibilita (MHC)
di classe IlI, & stata associata a una crescita tumorale aggressiva e a una ridotta risposta
antitumorale dell'ospite.

Anche l'espressione dell'HLA di classe | e frequentemente alterata nel melanoma rispetto ai
melanociti. Dato il ruolo centrale di queste molecole nella restrizione del riconoscimento delle
cellule T, la regolazione dell'espressione dell'HLA di classe | tumorale potrebbe anche
rappresentare una strategia per eludere la sorveglianza immunitaria da parte delle cellule maligne.
Il fatto che sia ora possibile clonare cellule T antigene-specifiche da pazienti affetti da tumore, cosi
come le relative linee cellulari tumorali autologhe, ci ha permesso di stabilire un sistema modello
per studiare possibili meccanismi di elusione del tumore dall'immunosorveglianza.

Utilizzando questo sistema, siamo stati in grado di dimostrare che I'lCAM-1 solubile purificato o i
supernatanti di melanoma acellulare concentrati 12 volte, contenenti ICAM-1 rilasciato, erano in
grado di inibire la formazione di coniugati tra cloni di cellule T e cellule di melanoma autologhe
con la stessa efficacia degli anticorpi monoclonali contro CD11a. L'ICAM-1 solubile ha anche
annullato l'uccisione del melanoma da parte dei cloni di cellule T, limitata all'MHC.

Abbiamo inoltre osservato che diversi cloni di cellule T CD4+ e linee cellulari di melanoma, derivate
dagli stessi tumori, formano coniugati tra loro, portando a un aumento di [Ca2+]i nel clone di



cellule T; tuttavia, questa interazione non é riuscita a indurre la produzione di interleuchina-2 o la
proliferazione del clone di cellule T.

Inoltre, questa interazione ha reso il clone di cellule T non responsivo alla stimolazione successiva.
Tutti questi effetti erano limitati all'MHC di classe Il. Pertanto, il melanoma era in grado di
trasmettere segnali specifici per I'antigene al clone delle cellule T, ma non trasmetteva i segnali
costimolatori, ad esempio un'interazione B7/CD28, necessari per la completa attivazione delle
cellule T.

La trasfezione del melanoma con un vettore di espressione contenente un cDNA di B7 con
successiva espressione di B7 sulla sua superficie cellulare rende il melanoma una cellula
presentante I'antigene pienamente competente, in grado di indurre un fattore nucleare che si lega
al promotore dell'interleuchina-2 nel clone specifico delle cellule T, seguito da un aumento della
trascrizione, della sintesi e della proliferazione delle cellule T dell'interleuchina-2.



