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Programmazione diretta delle cellule immunitarie in vivo per implementare le
terapie mieloidi CAR per i tumori solidi

Molte cose che sono difficili da progettare
si dimostrano facili da realizzare.
Samuel Johnson

E’ lungo il cammino dal progetto alla cosa.
Moliere

La terapia con cellule T con recettore chimerico per l'antigene (CAR) ha mostrato risultati
promettenti nelle neoplasie ematologiche, ma la sua applicazione ai tumori solidi si e rivelata
complessa .
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Date le peculiari funzioni effettrici dei macrofagi e la loro capacita di penetrare nei tumori,
sono stati modificati geneticamente i macrofagi umani con CAR per indirizzare la loro attivita
fagocitica contro i tumori.

I macrofagi CAR (CAR-M) hanno dimostrato fagocitosi antigene-specifica e clearance tumorale in
vitro. In due modelli murini di xenotrapianto di tumore solido, una singola infusione di CAR-M
umani ha ridotto il carico tumorale e prolungato la sopravvivenza complessiva.

La caratterizzazione dell'attivita delle cellule CAR-M ha dimostrato che queste esprimono citochine
e chemochine pro-infiammatorie, convertono i macrofagi M2 circostanti in macrofagi M1,
potenziano il meccanismo di presentazione dell'antigene, reclutano e presentano l'antigene alle
cellule T e resistono agli effetti delle citochine immunosoppressive.

In modelli murini umanizzati, & stato inoltre dimostrato che le cellule CAR-M inducono un

microambiente tumorale pro-inflammatorio e potenziano I'attivita antitumorale delle cellule T.
Klichinsky M det al. chimeric antigen receptor macrophages for cancer immunotherapy. Nat Biotechnol. 2020
Aug;38(8):947-953.

Pertanto le cellule mieloidi modificate con recettori chimerici per I'antigene (CAR) si sono
affermate come promettenti candidate per I'immunoterapia dei tumori solidi,
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Hanno sviluppato una piattaforma per la somministrazione di RNA messaggero (mRNA) mediata
dagli eritrociti, denominata

MRNA-LNP-Ery
in cui nanoparticelle lipidiche (LNP) caricate
con mRNA sono ancorate covalentemente agli eritrociti.

Sfruttando l'intrinseca capacita di migrazione splenica degli eritrociti e la loro peculiare
biocompatibilita. mRNA-LNP-Ery consente una somministrazione di mRNA altamente selettiva ed
efficiente alle cellule mieloidi CD11b + nella milza, con un assorbimento minimo da parte degli
epatociti.

E’ stato cosi dimostrato che mRNA-LNP-Ery viene internalizzato tramite fagocitosi ed evita la
degradazione lisosomiale, con conseguente miglioramento della traduzione dell'mRNA citosolico.



La somministrazione di mRNA codificanti CAR diretti contro il

HER2 /CD19
recettore 2 del fattore di crescita epidermico umano

ha generato in vivo cellule mieloidi CAR funzionali che hanno acquisito un fenotipo
proinfiammatorio e di presentazione dell'antigene.

Queste cellule sono migrate verso i tumori, hanno eliminato le cellule cancerose e rimodellato il
microambiente tumorale, portando a una maggiore infiltrazione di cellule T effettrici e cellule
natural killer (NK).

L'effetto antitumorale & stato abolito nei topi splenectomizzati e parzialmente ridotto nei topi
nudi, indicando che I'attivita terapeutica dipende sia dalla formazione di cellule mieloidi CAR
all'interno della milza sia dalla loro interazione con I'immunita adattativa.

Inoltre, la somministrazione ripetuta di mRNA-LNP-Ery ha raggiunto un'efficacia antitumorale
superiore rispetto ai convenzionali mMRNA-LNP a un decimo della dose di mRNA, con una tossicita
sistemica minima, sottolineando I'elevata efficienza e sicurezza della somministrazione mirata alla
milza.

Nel complesso, i risultati hanno permesso di stabilire una piattaforma di mRNA basata sugli
eritrociti, clinicamente applicabile, che consente la programmazione diretta delle cellule
immunitarie in vivo e fa progredire le terapie mieloidi CAR per i tumori solidi.
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Il trattamento del cancro € in continua evoluzione, con l'immunoterapia che si sta affermando
come modalita standard in grado di migliorare significativamente la gestione di diverse neoplasie.
Nonostante questi progressi, I'efficacia dell'immunoterapia rimane variabile, con alcuni tumori che
mostrano una risposta limitata e risultati clinici che differiscono considerevolmente da paziente a
paziente.

Pertanto, € fondamentale potenziare I'efficacia dell'immunoterapia. Una strada promettente &
rappresentata dalla somministrazione di mRNA, che utilizza vettori come liposomi, nanoparticelle
peptidiche, nanoparticelle inorganiche ed esosomi per introdurre molecole di mRNA codificanti
antigeni tumorali, molecole immunostimolanti o immunomodulatorie nel microambiente
immunitario tumorale (TIME).

Questo metodo mira ad attivare il sistema immunitario per colpire ed eliminare le cellule tumorali.
In questa rassegna, presentiamo le caratteristiche e i limiti di questi vettori e riassumiamo le
applicazioni e i meccanismi d'azione dei vettori attualmente piu utilizzati nel trattamento dei
tumori basato sull'mRNA.

Inoltre, data la significativa applicazione clinica degli inibitori dei checkpoint immunitari (ICl) e
delle terapie cellulari basate sul recettore chimerico per I'antigene (CAR) nei tumori solidi (tra cui
melanoma, carcinoma polmonare non a piccole cellule, carcinoma squamocellulare della testa e
del collo, carcinoma mammario triplo negativo, carcinoma gastrico) e nella leucemia, che sono
diventati trattamenti di prima linea, evidenziamo e discutiamo i recenti progressi nella
combinazione della somministrazione di mRNA con IClI, CAR-T, CAR-NK e terapie CAR-
macrofagiche.

Questa combinazione migliora le capacita di targeting e I'efficacia degli ICl e delle terapie basate su
cellule CAR, mitigando al contempo le tossicita fuori bersaglio a lungo termine associate ai metodi
convenzionali.

Infine, il report analizza i limiti degli attuali sistemi di somministrazione di mRNA, come l'instabilita
dell'mRNA indotta dalle nucleasi, i rischi di immunogenicita, la complessa produzione di vettori e
le lacune nelle conoscenze relative al dosaggio e alla sicurezza.

Affrontare queste sfide & fondamentale per sbloccare il potenziale dell'mRNA nell'immunoterapia
del cancro.



Nel complesso, I'esplorazione della somministrazione di mRNA arricchisce la nostra comprensione
dell'immunoterapia oncologica e si prospetta promettente per lo sviluppo di strategie di
trattamento personalizzate ed efficaci, potenzialmente in grado di potenziare le risposte
immunitarie dei pazienti oncologici e di prolungarne la sopravvivenza.
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Meccanismo di rilascio dell'mRNA nell'immunoterapia dei tumori. Prendendo come esempio gli mRNA
incapsulati in nanoparticelle lipidiche (LNP), questi vengono introdotti nell'organismo umano tramite
iniezione endovenosa o altri metodi di somministrazione. Viaggiano attraverso il flusso sanguigno per
raggiungere le cellule bersaglio, come le cellule presentanti I'antigene illustrate nel diagramma.

Una volta all'interno di queste cellule, le LNP rilasciano il loro carico di mRNA, che codifica le proteine
corrispondenti. Queste proteine includono antigeni associati al tumore che attivano le cellule T legandosi
alle molecole segnale tra le cellule presentanti I'antigene e le cellule T, innescando le successive risposte
antitumorali.

L'mRNA puo anche codificare molecole immunostimolanti come le interleuchine e il fattore stimolante le
colonie di granulociti-macrofagi (GM-CSF), promuovendo ['attivazione e l|'aggregazione delle cellule
immunitarie.

Inoltre, I'mRNA puo codificare molecole segnale che promuovono la trasformazione dei macrofagi M2 in
macrofagi M1, migliorando cosi l'effetto antitumorale. Gli mRNA che prendono di mira i geni
oncosoppressori come P53 possono attivarne I'espressione. Inoltre, la terapia con mRNA pud essere
combinata con terapie di blocco dei checkpoint immunitari o terapie cellulari basate su CAR per il
trattamento del cancro, aumentando I'efficacia terapeutica.



