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Abstract

Nel mieloma multiplo (MM), ma non nella gammopatie monoclonali di
significato incerto (MGUS), la funzione immunitaria € alterata, conseguenza
di un microambiente immunologicamente ostile e di difetti cellulari, tra cui la

riduzione dell’ immuno-sorveglianza e la disfunzione dei T-linfociti.

Recenti studi indicano che I'asse mieloide avrebbe un ruolo importante nella
progressione tumorale. Dal momento che i granulociti neutrofili del sangue
periferico potrebbero riflettere I complesso sistema mieloide, abbiamo
indagato alcuni aspetti fenotipici e funzionali dei neutrofili di pazienti con MM
all’'esordio (MM-N) confrontandoli con quelli di MGUS (MGUS-N) e di soggetti
sani (HS-N).

Abbiamo osservato che rispetto a MGUS-N e HS-N, i MM-N all' esordio
hanno un'alterata espressione di alcuni markers di superficie quali CD64,
CD11b, CD16 e CD62L, aumentati livelli di specie reattive dell'ossigeno
(ROS), ridotta attivita fagocitaria e di burst ossidativo.

MM-N hanno anche aumentati livelli di Arginasi-1 e PROK2/BV-8 e risultano
avere proprieta immunosoppressive in cocolture con cellule T allogeniche, in
quanto inibiscono la proliferazione e la capacita di stimolazione dei T-linfociti.
| risultati di questo studio forniscono nuove informazioni sia sul
microambiente che caratterizza il MM rispetto ad MGUS e sia sui
meccanismi che riguardano 'aumentata suscettibilita alle infezioni di questi

pazienti.



Mieloma Multiplo

Introduzione

I Mieloma Multiplo (MM) & un disordine proliferativo della linea B
caratterizzato da un eccesso di plasmacellule monoclonali nel midollo osseo,
associato al riscontro di una paraproteina rilevabile nel siero o nelle urine
(componente monoclonale CM) e di lesioni osteolitiche.

Il termine “multiplo” fa riferimento alla proliferazione delle plasmacellule
neoplastiche in diverse zone del midollo osseo (plasmocitomi midollari) o nei
tessuti molli (plasmocitomi extramidollari) che sono alla base di una
moltitudine di sintomi e disfunzioni gravi, tra cui dolore osseo associato a
lesioni osteolitiche (80% dei casi), insufficienza renale (60%), anemia,
ipercalcemia, suscettibilita ad infezioni, compromissione della produzione di
immunoglobuline normali (IgG, IgA, IgD o IgE)."

Il processo di trasformazione neoplastica si estrinseca in tre fasi principali:
indolente: in cui il tasso di crescita e morte delle cellule mielomatose si
equivale. Corrisponde clinicamente alla forma di gammapatia monoclonale di
incerto significato (MGUS) o di smoldering_myeloma (SMM), stado IA di
Durie e Salmon che al momento non richiede nessun trattamento, salvo un
atteggiamento di vigile attesa.

attiva: si ha un progressivo aumento della componente monoclonale e del
danno d’organo. La malattia & dipendente dallo stroma per crescita e
sopravvivenza ed €& chemiosensibile: sono in questa fase i pazienti che
meglio rispondono al trattamento, con terapia ad alte dosi e autotrapianto.
aggressiva (terminale): le cellule mielomatose diventano indipendenti dallo
stroma, svincolate dall’azione delllL-6: si ha aumento dellLDH e cell
labelling index>1%, manifestazioni extramidollari. In questa fase i pazienti

non rispondono piu alla terapia, comprese le alte dosi.?*



Patogenesi

Nella patogenesi del MM sono coinvolte diverse alterazioni cromosomiche e
molecolari, tra cui la regione 14q32, sito dei geni codificanti per le catene
pesanti delle immunoglobuline, la regione 13914 e anomalie quali
l'iperploidia.

Mutazioni a livello del pathway del fattore nucleare KB (NF-KB), di RAS,MYC
e p53 sono considerate invece eventi piu tardivi nello sviluppo e nella
progressione del MM.2-3-5

Oltre agli eventi molecolari che interessano il clone plasmacellulare, un ruolo
determinante & svolto dalle alterazioni del microambiente, quali
produzione di citochine, switch angiogenico, immunosoppressione,alterazioni
del rimodellamento osseo che distinguono il MM in fase sintomatica dalle
forme indolenti quali MGUS e SMM.5-°
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Interazioni delle plasmacellule neoplastiche e microambiente
L’interazione del clone mielomatoso con il microambiente midollare
determina, tramite il rilascio di opportune citochine, la distruzione dell'osso, la
sopravvivenza delle cellule neoplastiche e la loro proliferazione, la resistenza
ai farmaci e l'instabilita genetica.®-1!

A questa interazione segue l'attivazione da parte delle cellule stromali di una
cascata di tipo inflammatorio con infiltrato cellulare e rilascio paracrino di
citochine, tra cui IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-11, stem cell factor, HGF, MIP-
1-a, IGF-2 e IGF-1, che vanno sotto il termine di OAFs (osteoclast- activating
factors) a seguito dell’attivazione di MAPK e NFkB.

Un ruolo fondamentale € svolto dall' IL-6 prodotta dalle cellule neoplastiche
ma anche dai macrofagi, osteoclasti e osteoblasti del microambiente
midollare. Fisiologicamente IL-6 stimola il differenziamento dei precursori B
in plasmacellule con relativa produzione di immunoglobuline. Sulla cellula
mielomatosa IL-6 stimola la proliferazione cellulare con azione protettiva nei
confronti di eventuali segnali di tipo apoptotico, cui segue I'attivazione di una
serie di enzimi per lo piu di tipo tirosinchinasico. 2

Il risultato di queste complesse interazioni molecolari porta alla proliferazione
cellulare incontrollata, sostenuta da IL-6, IGF1, VEGF, TNF-a IL-21 e
mediata da Raf, allaumentata attivita antiapoptotica (alterazione delle vie a
valle delle caspasi 8 e 9, overespressione del bcl-2) e, nelle fasi piu
avanzate, alla chemioresistenza; il tutto associato ad una progressiva perdita
del controllo sul ciclo cellulare e sui meccanismi di migrazione e interazione
cellulare.™

Da queste osservazioni emerge un continuum patogenetico di alterazioni
riguardanti sia il clone mielomatoso sia il microambiente midollare che,
attraverso acquisizioni e perdite di funzioni di geni, porta progressivamente,

step by step, alla malattia clinicamente manifesta. %1°



CELLULE MIELOIDI SOPPRESSORIE

Introduzione

Uno stato di immuno-soppressione tumore-dipendente € stato riscontrato in
diversi tipi di neoplasie quali linfomi, tumori cutanei, carcinoma della cervice
uterina, tumori della testa e del collo, mentre un'aumentata risposta
immunitaria associata a un fenomeno di regressione spontanea € stata
osservata in altri tipi di neoplasie quali i melanomi. E ipotizzabile che un
tumore in grado di generare una situazione di immunosoppressione abbia un
vantaggio evolutivo, in quanto meno soggetto ai processi di
immunosorveglianza.

Lo sviluppo neoplastico &€ spesso accompagnato da un progressivo
accumulo nel midollo osseo, sangue, milza e sito tumorale di cellule
appartenenti alla linea mieloide definite “cellule soppressorie di derivazione
mieloide (dalla traduzione inglese di myeloid derived suppressor cells,
MDSC)”.20-24

Numerose evidenze, indicano che il reclutamento e la maturazione in senso
soppressorio delle MDSC sono promossi da fattori derivanti dal tumore: la
resezione del tumore primario, in modelli murini e in pazienti umani, porta ad
una diminuzione nel numero di queste cellule, e la coltura di cellule del
midollo osseo con surnatanti derivanti da linee tumorali da origine ad
elementi soppressori.?®

La citochina che sembra principalmente coinvolta nel reclutamento delle
MDSC ¢ il GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), la
quale é stata utilizzata per diversi anni con l'intento di aumentare I'efficacia
dei vaccini antitumorali in diversi protocolli preclinici.2®

La natura dicotomica del GM-CSF é& stata studiata anche nel’'uomo, dove si
€ osservata una relazione dose-effetto. Questa citochina ad alte dosi induce i
macrofagi ed altre cellule mieloidi a rilasciare fattori immunosoppressivi,
mentre a basse dosi sembra agire da adiuvante per la presentazione

antigenica.?’



Probabilmente il reclutamento e I'azione delle MDSC ¢ in relazione non solo
al tipo di citochine presenti a livello sistemico e locale ma anche al loro
dosaggio e alla loro durata di espressione.

Un altro fattore chiave nell’attivazione delle MDSC é& la COX-2 (ciclo
ossigenassi-2), enzima che regola I'espressione di Arginasi 1 (ARG1), di
Ossido Nitrico Sintetasi inducibile (iINOS) e di Prostraglandine E2 (PGEZ2).
Molti tumori producono PGDE2 e COX2, i quali contribuiscono al quadro

inflammatorio ivi presente.

MDSC nel Mieloma Multiplo

Nei pazienti affetti da MM, recenti lavori hanno dimostrato un' espansione di

MDSC sia a livello del sangue midollare che periferico.28-30

In un modello murino, la progressiva crescita del plasmocitoma dopo
somministrazione di cellule tumorali ha confermato che I'estensione del
tumore si accompagna a un progressivo incremento di MDSC sebbene non

in maniera lineare e variabile sulla base del tipo di linea tumorale iniettata.

Cellule mononucleate di soggetti sani esposte per 21 giorni a diverse linee
cellulari umane di MM IL-6 dipendenti o meno, sensibili o resistenti ai farmaci
correntemente usati in clinica, hanno modificato il proprio fenotipo in MDSC,
come confermato da successivi studi funzionali, confermando una potenziale
interazione bidirezionale tra MDSC, plasmacellule neoplastiche e cellule
immunitarie effettrici. 2931

Gorgun et.al, hanno osservato un incremento di G-MDSC e ne hanno
verificato I'attivita immunosoppressiva quando posti in co-coltura con linfociti
T isolati da donatori sani in maniera tempo e dose dipendente, rivelando
un’attivita immunosoppressiva maggiore per G-MDSC in confronto a mo-
MDSC per i campioni ricavati dal sangue periferico, € una simile attivita
soppressiva per G-MDSC e mo-MDSC per campioni ricavati da sangue

midollare.3°



Meccanismi di Imnmunosoppressione delle MDSC

La soppressione dell'attivita T-linfocitaria mediata dalle MDSC si esplica

attraverso vari meccanismi tra cui:32-33

1.

Citochine immunosoppressive: | tumori sono in grado di secernere
diverse citochine che agiscono sui precursori midollari, quali GM-CSF,
IL3, GCSF, e che, verosimilmente, sono responsabili della
mobilizzazione delle MDSC, le quali di conseguenza producono
citochine che sopprimono 'immunita antitumorale. La secrezione di IL-
10 downregola la produzione di IL-2 nei macrofagi. Inoltre IL-10 e
VEGF inibiscono la maturazione delle cellule dendritiche (DC). In
modelli murini di fibrosarcoma e carcinoma del colon, il TGF-
prodotto dalle MDSC in risposta alla stimolazione dell’'lL-3, riduce
I'immunosorveglianza tumorale dei T-linfociti citotossici.3*

Alterato metabolismo dell’L-arginina: Dal punto di vista funzionale,
le MDSC presentano una peculiare attivita soppressiva a carico dei T-
linfociti mediata da un’aumentata produzione dell’enzima arginasi-1
(ARG-1) che tramite deplezione di arginina dal microambiente rende
anergici i T-linfociti. Bassi livelli di questo amminoacido comportano
una ridotta emivita del’mRNA per la catena CD3 { che media il
segnale di traduzione nel TCR con conseguente inibizione della
proliferazione dei T linfociti.35-37

Up-regolazione dell’ossido nitrico (NO): L’ossido nitrico rilasciato
dalle MDSC modula le proteine coinvolte nella segnalazione
intracellulare sia tramite S-nitrosilazione di residui cisteinici sia
attivando la guanilato ciclasi solubile e la protein-chinasi dipendente
da cGMP. Nei linfociti T, NO agisce bloccando la fosforilazione, e
quindi l'attivazione, di proteine coinvolte nelle tre principali vie di
segnalazione del recettore per [I'lL-2 (JAK/STAT, Ras/MAPK,
fosfoinositolo 3-chinasi/Akt). Studi su cellule T umane hanno anche
evidenziato che NO influenza la stabilita dellmRNA codificante per
'IL-2 e il rilascio di IL-2 da linfociti T attivati. In topi con carcinoma

mammario e individui portatori di HIV é stato notato poi che un rilascio

-10 -



persistente di NO da parte delle MDSC €& associato ad una perdita
trascrizionale di STAT5A e STATSB nei linfociti T e B. Infine, su cellule
T esposte ad alte concentrazioni di NO & stato osservato un effetto
proapoptotico diretto, che potrebbe essere causato dall’accumulo di
p53, dallinterazione mediata da Fas o da membri della famiglia del
recettore per TNF, o da segnalazioni attraverso vie indipendenti dalle
caspasi.®®

Up-regolazione delle specie reattive dell'ossigeno (ROS): Diversi
fattori rilasciati dal tumore come TGF-a, IL-3, IL-6, IL-10, PDGF
(platelet-derived growth factor) e GM-CSF (granulocyte macrophage
colony stimulating factor), possono indurre la produzione di ROS nelle
MDSC, tra cui anione superossido (O 2-), perossido di idrogeno (H
202), perossinitriti (ONOO-), i quali inibiscono i T-linfociti CD8+
catalizzando la nitrazione del TCR e inibendo linterazione con Il
peptide del MHC. 3%-41
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CD11b* Ly-6G *Ly-6C =
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MDSC e Angiogenesi

E’ stato documentato inoltre un contributo delle MDSC nei processi di
angiogenesi che accompagnano lo sviluppo neoplastico.

Tra i meccanismi responsabili di tale fenomeno un ruolo di primaria
importanza sembrerebbe essere esercitato dall’attivazione della via di
trasduzione del segnale proangiogenico mediato dalla proteina Bv8, la cui
sintesi appare significativamente aumentata nelle MDSC. L’attivazione di tale
via, funzionalmente indipendente da quella mediata dai membri della famiglia
VEGF (vascular endotelial growth factor), rappresenterebbe inoltre la base
patogenetica della resistenza di diversi modelli tumorali al trattamento con
anticorpi monoclonali neutralizzanti il VEGF .42

Un secondo meccanismo presumibilmente coinvolto nella promozione
dell'angiogenesi potrebbe consistere nell’aberrante espressione, da parte
delle cellule mieloidi CD11b, di molecole di adesione, membri della
superfamiglia delle immunoglobuline (Ig), come CEACAM1 (CEA-related cell-
adhesion molecule). Il ruolo di CEACAM1 nei fenomeni di neoformazione

vasale & stato documentato in modelli sperimentali di leishmaniosi cutanea.*?

Differenziamento in cellule endoteliali Mobilizzazione dal midolloa
causa di fattori tumorali circolanti| 4 {
P
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ViGh Cellule mieloidi
Soppreasore Rilascio di sostanze immunosoppressorie
TGF -CSF :
oﬁ G-CSF, VEGF, (TGFB, iNOS, IDO, IL-10...)
TGFR. PGE2
5100, 1L-10
Cox2, IL-1b, IL-6

Rimodellamento
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Immunofenotipo delle MDSC

Nei topi, le MDSC sono caratterizzate dalla co-espressione dei marcatori di
superficie Gr-1 e CD11b. Nei topi sani, cellule con questo fenotipo
costituiscono circa il 20-30% delle cellule nel midollo osseo, circa il 2-4%
delle cellule presenti nella milza, e ancora meno nei linfonodi.#’ La frequenza
di queste cellule aumenta nei topi portatori di tumore.*4

L'anticorpo GR-1 pu0 legare due epitopi separati: Ly6G, molecola espressa
soprattutto dai granulociti e Ly6C, espressa invece dai monociti,*>4% per cui
le MDSC vengono ulteriormente distinte in 2 subsets: le
CD11b*Ly6G*Ly6C"*" (PMN-MDSC), con fenotipo di polimorfonucleati e le
CD11b*Ly6G Ly6Ch9" (MO-MDSC) con fenotipo monocitario.

In aggiunta a Gr-1 e CD11b, altri marcatori di superfice sono stati proposti
come markers per discriminare i subsets di MDSC, tra questi: CD80 (B7.1),
CD31, CD124, interleukin (IL)-4 receptor a-chain, CD115 e macrophage-
colony stimulating factor receptor (MCSFR).47-4°

Nell'uomo, il fenotipo delle MDSC & meno definito in quanto manca I'analogo
del marcatore Gr-1 e con il termine di MDSC sono state individuate

fondamentalmente due popolazioni cellulari: le MDSC granulocitarie (G-
MDSC) aventi fenotipo: Lin", CD14, HLA-DR-, CD15%, CD11b*, CD33% e le
MDSC monocitarie (Mo-MDSC) con fenotipo CD14% HLA-DR 'ow/neg 50-53

Markers for MDSC e murine human

granulocytic CD11b* CD11b*
MDSC * — Ly6G* CD14
L}{ECI“"" CcD15*

CD66b*

monocytic ; CD11b* CD11b*
MDSC - —— Ly6G CcD14*

Ly6Chish  HLA-DRIow-
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Valutazione delle G-MDSC

La natura delle G-MDSC nell'uomo ancora non € ben chiarita poiché queste
cellule hanno aspetti simili a quelli dei granulociti neutrofili sia per
immunofenotipo che morfologia e alcuni autori identificano le G-MDSC come
neutrofili immunosoppressori.>*

Ad oggi, le G-MDSC-soppressive vengono distinte dai neutrofili circolanti

attraverso i seguenti metodi:

Citofluorimetria : CD11b e CD33 sono i markers tradizionalmente utilizzati
per valutare le MDSC nell'uomo. Tuttavia, questi marcatori sono espressi su
tutte le cellule della linea mielocitica, quindi non sono specifici per le G-
MDSC.55 Un altro marker utilizzato € il CD15 ma la sua espressione & simile
tra G-MDSC e Granulociti. A tal proposito, diversi studi sono stati condotti al
fine di identificare un marker, valutabile in citometria, specifico per queste
cellule. Greifenberg et al. hanno individuato nei milza di topi sani due
sottoinsiemi di neutrofili con una diversa espressione di CD11b e le cellule
che esprimono il CD11b ad una piu bassa intensita sono risultati essere
immunosoppressivi.®®

Youn et al. hanno trovato nel topo un’ aumentata espressione di SLAMF4
(CD244) sui neutrofili immunosoppressivi.®’

Nelluomo ¢é stato riscontrato che cellule mieloidi immunosoppressive
presentano un'aumentata espressione di IL-4Ra (CD124).%8 Tuttavia,
Mandruzzato et al. hanno dimostrato che l'espressione di questo marker
correla con un'immunosoppressione mediata solo dalle MDSC monocitarie e
non granulocitarie 58 e pertanto resta incerto il fatto che il CD124 possa
essere utilizzato come marker di G-MDSC.

Pillay J. et al, hanno individuato un subset di cellule mieloidi
CD62L9m/CD16M9"  con proprieta immunosoppressive.®* Tuttavia, in
contrasto alle osservazioni di Greifenberg® secondo le quali le G-MDSC
hanno wuna piu bassa espressione di CD11b, questo subset
CD62L9m/CD16P9"t  individuato da Pillay ha una piu alta espressione di
CD11b.

-14 -



Pertanto, diversi markers sono stati presi in considerazione per distinguere le
cellule G-MDSC soppressive dai neutrofili non soppressivi, ma ad oggi i dati
riportati in letteratura sono alquanto contraddittori e finora non c'€ una

combinazione di marcatori di superficie specifica per le G-MDSC.

Centrigugazione per gradiente di densita: Solitamente, la separazione dei
leucociti da sangue intero si ottiene tramite centrifugazione su strato con una
densita di 1.077g/ml. | neutrofili avendo una densita relativamente alta si
pongono sul fondo dello strato, sopra la frazione degli eritrociti, mentre le
cellule mononucleate (PBMC) si trovano nell'interfase tra questo strato e |l
plasma.

Schmielau J et al*°. e Rodriquez et al.®° hanno trovato nella frazione PBMC
di pazienti affetti da cancro G-MDSC immunosoppressive. Queste cellule
hanno tuttavia un fenotipo di neutrofili attivati, caratterizzati da un'aumentata
espressione di CD66b e CD11b.

Inoltre, questi autori non hanno dimostrato se i neutrofili a densita normale
degli stessi pazienti avessero anche proprieta soppressive, cosi € incerto se
la centrifugazione su gradiente di densita sia effettivamente in grado di
distinguere tra cellule soppressive e non-soppressive. Inoltre, stimolando in
vitro i neutrofili di donatori sani, questi acquisiscono stessa densita e
capacita soppressiva delle G-MDSC,_suggerendo che in questo sistema le

G-MDSCs potrebbero essere neutrofili attivati®.

Morfologia nucleare: In generale le MDSC sono descritte come cellule
giovani o immature.®" | neutrofili hanno una distinta morfologia nucleare ai
vari stadi di sviluppo. | progenitori hanno un nucleo rotondo, che cambia
durante la maturazione in uno a forma a ferro di cavallo o a "banda". Le
cellule mature hanno un nucleo "segmentato”. Quando il nucleo ha 5 o piu
segmenti & detto "Ilpersegmentato”. Dal momento che i neutrofili
acquisiscono piu segmenti nel corso della maturazione, si & tentati a

considerare le cellule ipersegmentate come "vecchie". Tuttavia, vi &€ evidenza

-15 -



che i neutrofili segmentati e ipersegmentati negli esseri umani hanno simile
eta 62

Secondo quanto riportato da Greifenberg et al. la popolazione G-MDSC ha
una morfologia nucleare a forma di anello, mentre le cellule con un nucleo
segmentato non hanno proprieta soppressive. 6

Questo supporta l'idea che le G-MDSC siano cellule giovani o immature. Altri
autori tuttavia, non hanno trovato alcuna differenza nella morfologia nucleare
tra Neutrofili e G-MDSC .53

In conclusione, i metodi sopra riportati non sembrerebbero essere specifici

per lidentificazione e la distinzione nelluomo delle G-MDSC dalla

componente granulocitica matura non soppressiva.

16



Leucociti polimorfonucleati neutrofili (PMN)

| leucociti polimorfonucleati neutrofili (PMN) insieme ai monociti sono cellule
essenziali dell'immunita innata ed hanno un ruolo fondamentale nella difesa
nel sistema immunitario da microrganismi patogeni. Sono le prime cellule che
intervengono in caso di infezione, soprattutto batterica e fungina e in corso
di processi inflammatori. Essi ingeriscono microrganismi in circolo e pentrano
nei tessuti extravascolari sede di infezione, esercitando anche in quella sede
le loro funzioni fagocitiche e andando incontro a morte nel giro di poche ore.

Il processo che porta all’'uccisione dei microorganismi patogeni comprende
piu fasi: riconoscimento, adesione alla particella da fagocitare, ingestione,
uccisione e digestione dei microorganismi. Diversi recettori espressi sulla
superficie dei fagociti sono coinvolti nel riconoscimento e nella
internalizzazione delle particelle. A tal proposito, le principali classi di
recettori, presenti sulla membrana plasmatica dei PMN, implicati nel

processo di fagocitosi comprendono:

Recettori per Fcy: sono recettori di superficie che legano la porzione Fc
delle Immunoglobuline G e che consentono ai fagociti di riconoscere
particelle opsonizzate da IgG. L’attivazione di recettori ad alta affinita
(CD64/Fcy-RI) e a bassa affinita (CD32/Fcy-RIl e CD16/Fcy-RIll), innesca la
fagocitosi attraverso la polimerizzazione dell’actina, che permette
I'estensione della membrana plasmatica e la formazione di protrusioni che

circondano la particella e ne determinano I'ingestione.%*

Recettori del complemento: | PMN esprimono tre diversi tipi di recettori per
il complemento: CR1(CD35), CR3 (integrina CD11b/CD18) e CR4 (integrina
CD11bc/CD18), tramite i quali i neutrofili riconoscono i microorganismi
opsonizzati da fattori del complemento. |l CR1 lega componenti del
complemento quali C1q, C4b e C3b. Prodotti batterici quali il
lipopolisaccaride (LPS), citochine infiammatorie quali il TNFa stimolano la

fagocitosi attraverso il recettore CR3. In vitro, I'attivazione di questo recettore
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puo essere stimolato dal forbol miristato acetato(PMA) e porta all’attivazione
di protein chinasi C.
L'attivazione contemporanea dei recettori CR e Fcy ha un effetto

“cooperativo” sul processo di internalizzazione delle particelle.®®

Lectine: mediano il riconoscimento di carboidrati endogeni ed esogeni
cooperando al riconoscimento dei microorganismi; in particolare, risultano

coinvolti nell'internalizzazione dello zymosan.5®

L’adesione tra la cellula bersaglio opsonizzata e i recettori presenti sulla
superficie dei PMN da inizio al processo di avvolgimento della membrana del
fagocita attorno alla particella. Tale interazione recettoriale avvia un
riarrangiamento nel citoscheletro actinico dei neutrofili che permette loro di
avvolgersi attorno alla particella da fagocitare con un meccanismmo definito
"a cerniera”: le estroflessioni citoplasmatiche (pseudopodi) si estendono in
continuo contatto con la superficie microbica fino a fondersi tra loro formando
il cosiddetto fagosoma (o vacuolo di fagocitosi).

L’internalizzazione dei microorganismi attraverso la fagocitosi €
accompagnata dalla produzione di molecole di segnale proinfiammatorie e
dall'attivazione di meccanismi antimicrobici. | neutrofili sono infatti in grado di
uccidere i patogeni internalizzati grazie alla simultanea cooperazione di piu
processi: la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), scatenata
dall'attivazione del complesso enzimatico NADPH ossidasi (meccanismi
ossigeno-dipendenti); la degranulazione dei compartimenti citoplasmatici nel
fagolisosoma, che porta al rilascio di proteasi preformate e proteine
antibiotiche (meccanismi  ossigeno-indipendenti); la  formazione,
recentemente evidenziata, di Neutrophil Extracellular Traps (NETs).

La fagocitosi dei microorganismi patogeni si accompagna inoltre ad un
aumento del metabolismo ossidativo, evento definito “burst” respiratorio.
L’enzima responsabile del burst ossidativo € la NADPH ossidasi. In risposta
ad uno stimolo infiammatorio, infatti, la NADPH ossidasi catalizza il

trasferimento di elettroni, derivati dallo “shunt” dei pentoso-fosfati, dal
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donatore nel citoplasma (il NADPH) all’accettore nel fagosoma o nello spazio
extracellulare (I'ossigeno molecolare), permettendo cosi la formazione di

anioni superossido.t7-70

B \ Release into
i, Circulation gof-W5

Di recente, ci sono sempre piu evidenze che i neutrofili, tradizionalmente
considerati come semplici componenti del sistema immune innato con una
limitata serie di funzioni pro-inflammatorie, sono cellule complesse, con un
plasticita fenotipica e funzionale, capaci di una vasta gamma di funzioni
specializzate. Sono senza dubbio i principali effettori dell' inflammazione
acuta, ma sembrerebbero avere un ruolo importante anche nelle patologie
inflammatorie croniche, nella risposta immunitaria adattiva e nella biologia
del tumore.”"-74

Molti pazienti con tumore a stadio avanzato hanno un elevato numero di
granulociti circolanti nel sangue periferico’™® e una elevata ratio
neutrofili/linfociti (NLR) & associata ad una cattiva prognosi.”®

Diversi esperimenti documentano un'azione immunosoppressiva e pro-
tumorale dei neutrofili.””-"8

Tra i meccanismi di immunosoppressione mediata da queste cellule vi sono

l'aumentata espressione di Arginasi-1 e I'aumentata produzione di ROS.79-80
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In diversi modelli murini € stato dimostrato che i neutrofili hanno la capacita
di inibire la risposta antitumorale dei T-linfociti CD8+ e questo effetto
immunosoppressorio sembrerebbe essere coinvolto nella formazione di
metastasi tumorali in un modello murino di cancro al seno.

In questo studio €& stato dimostrato anche che i T-linfociti-yd determinano il
reclutamento dei neutrofili al sito tumorale con un conseguente switch del
fenotipo neutrofilico da pro-(N1) ad anti-tumorale (N2).81-82

| neutrofili hanno un ruolo importante anche nei processi di angiogenesi in

quanto esprimono metallo-proteasi della matrice, quali MMP9. 83-84
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Scopo della Tesi
I MM, nonostante le molteplici informazioni sui meccanismi di trasformazione
neoplastica e i molteplici strumenti farmacologici disponibili al momento, &
una patologia ancora gravata da un elevato tasso di mortalita e per molti
pazienti inguaribili. Tra l'altro lo stato di immunosoppressione di questi
pazienti facilita la progressione tumorale determinando un'aumentata
suscettibilita alle infezioni, una delle principali cause di morbidita e mortalita
nel MM.
Il primo obiettivo di questo studio & stato quello di valutare, nei pazienti con
MM all'esordio e con MGUS, le G-MDSC, cellule che hanno un ruolo
determinante nel favorire la tolleranza immunologica attraverso il
silenziamento dei linfociti T, inizialmente su PBMC e successivamente su
sangue periferico.
Abbiamo osservato che i livelli di G-MDSC su sangue periferico correlano
con quelli dei neutrofili circolanti, e tra I'altro avendo un fenotipo pressoché
sovrapponibile non si riescono a distinguere da questi ultimi.
| granulociti neutrofili, cellule essenziali dell'immunita innata, hanno un ruolo
fondamentale nella difesa dell'ospite contro i microorganismi estranei e negli
ultimi anni & emerso un loro ruolo nel sostenere l'inflammazione associata al
tumore nonché la stessa progressione tumorale.
Tra l'altro un recente report indica che un NLR>2 nei pazienti con MM & un
fattore prognostico negativo sia in termini di progression-free survival (PFS)
che di overall survival (0S).8°
Il significato biologico del NLR e quello che lo lega ad una cattiva prognosi
non & ancora stato ben definito.
Abbiamo pertanto ipotizzato che nel sangue periferico di pazienti con MM i
neutrofili maturi possano essere rappresentativi di tutta la popolazione
mieloide soppressiva e il secondo obiettivo di questo studio € stato quello di
indagare alcuni aspetti fenotipici e funzionali dei neutrofili maturi di MM (MM-
N) e di MGUS (MGUS-N) rispetto a quelli di soggetti sani (HS-N).
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Materiali e Metodi

Pazienti e raccolta dei campioni

Tra gennaio 2013 e dicembre 2014, sono stati inclusi in questo studio, svolto
presso la Sezione di Ematologia, dellospedale Ferrarotto di Catania
(Azienda Policlinico-OVE, Universita di Catania), n. 60 pazienti (pts) con MM
di nuova diagnosi e n.30 pts con MGUS. | pazienti arruolati non hanno
malattie immuno-mediate né infezioni virali acute e/o croniche al fine di
evitare qualsiasi interferenza sui meccanismi immuno-regolatori. Inoltre, tutti i
pazienti con MM hanno una malattia misurabile e tutti i pazienti con MGUS
hanno una malattia cronica stabile con almeno 2 anni di follow-up. Trenta
soggetti sani (eta > 45 anni) sono stati reclutati nello studio come controlli.
Nessuno dei pazienti reclutati ha ricevuto trattamenti medici che potessero
avere avuto un impatto sulla loro condizione immunitaria.

| dati clinici dei pazienti sono mostrati nella Tabella 1.
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Tabella 1: Dati clinici dei pazienti in esame.

WBC: white blood cells count; ALC: absolute lymphocyte count; ESR:

Erythrocyte Sedimentation Rate; ISS: International Staging System

MGUS (n =30) MM (n =60)
Median age (range) 67 (49-70) 64 (40-81)
Males/Females 21/9 37/23
Istotype, n
IgG k 0 18
IgG A 0 10
IgAk 6 7
IgA A 10 5
IgM 0 2
lgG 11 4
K 0 7
A 3 7
Cytogenetics, n
Normal 15 22
del 13 2 18
del 17 0 6
t (4,14) 3 7
not performed/failed 10 7

Haemoglobin, g/l (range)

12.8 (12-14.5)

10.6 (6.5-13.8)

Platelets -1000/uL (range)

219 (180-315)

221 (90-384)

Bone marrow|
plasmocytosis >50 %, n

(%) 0 30 (60)
C-reactive protein, mgl/l

(range) 0.1 (0.01-4) 0.4 (0.01-8.5)
LDH, U/l (range) 195 (132-213) 209 (109-708)
ESR, mm/h 17 (0-26) 72 (6-134)
STAGE ISS, n

1 N.A. 14

2 N.A. 35

3 N.A. 11
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Isolamento di Neutrofili e Linfociti

Le cellule mononucleate (PBMC) sono state ottenute mediante
centrifugazione su gradiente di densita con Ficoll-Hypaque (Pharmacia LKB
Biotechnology). Il sangue intero (40 ml) raccolto da donatori sani, da pts
con MGUS e da pts con MM all'esordio, in provette contenenti EDTA, & stato
diluito 1:1 con destrano 3% entro 2 ore.

Questa diluizione & stata delicatamente depositata su uno strato di Ficoll—
Hypaque in modo che il gradiente risulti costituito da un volume di Ficoll e
due volumi di sangue diluito. La provetta & stata quindi centrifugata per 20
minuti a 880 x g alla temperatura di 20°C. Questa centrifugazione permette
di separare lo strato linfo-monocitario (I'anello bianco all’interfaccia tra il
plasma e lo strato di Ficoll, da cui sono stati recuperati successivamente i
linfociti T), dai granulociti neutrofili e dagli eritrociti che sedimentano sul
fondo della provetta. Per rimuovere gli eritrociti che contaminano la
preparazione dei neutrofili, il pellet rimasto dopo la rimozione del surnatante
e stato sottoposto a un trattamento di lisi ipotonica (155 mM NH4 CI, 10 mM
KHCO3, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) per 15 minuti in ghiaccio.

| neutrofili sono stati quindi recuperati mediante centrifugazione per 7 minuti
a 460 x g, alla temperatura di 4°C, sottoposti ad un primo lavaggio nello
stesso tampone di lisi e ad un secondo lavaggio in PBS. La popolazione
neutrofila cosi ottenuta ha una purezza > 90% testata al citofluorimetro.
L'anello linfo-monocitario, & stato lavato due volte con Dulbecco's phosphate
buffered saline (PBS) (Celbio) e quindi da questo sono stati recuperati i T-
linfociti attraverso selezione immunomagnetica con microbiglie su colonne
miniMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germania), ottenendo una
popolazione T-cellulare con una purezza e una vitalita >90 % testata al

citofluorimetro.
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Valutazione Citofluorimetrica delle G-MDSC

Per la valutazione delle G-MDSC sono stati utilizzati i seguenti anticorpi
monoclonali (MoAb) tutti della Beckman Coulter: CD11b FITC (clone bear-
1), CD33 PE (clone D3HL60.251), CD14 PC5, (clone RMO52), HLA-DR-
ECD (Clone Immu-357).

Le G-MDSC, tramite gate logici sequenziali, sono state individuate come: Lin-
/CD11b*/CD33*/CD14/HLA-DRMOW-,

In 15 pazienti con MM, in 15 con MGUS e in 15 donatori sani, le G-MDSC
sono state valutate da PBMC (cellule mononucleate di sangue periferico)
isolate mediante separazione su gradiente di densita di Ficoll. 1x108 cellule
sono state marcate con 10 pl di ciascun moab e incubate al buio a
temperatura ambiente per 20 minuti. Dopodiché le cellule sono state lavate,
risospese in PBS e acquisite al citofluorimetro.

In 60 pazienti con MM, in 30 con MGUS e in 30 donatori sani, le G-MDSC
sono state valutate da sangue periferico (PB) raccolto in provette tipo
vacutainer contenenti acido etilendiamminotetraacetico (EDTA).

50 microlitri (ul) di campione & stato marcato con 10 pl di ciascun moab,
incubato al buio a temperatura ambiente per 20 minuti. | globuli rossi sono
stati lisati con una soluzione di cloruro d'ammonio10x per 10 minuti e quindi
letto al citofluorimetro.

| risultati sono stati espressi come valori percentuali e correlati con alcuni
aspetti clinici quali: burden tumorale (stadio ISS, albumina, beta-2
microglobulina, numero di lesioni osteolitiche, LDH, infiltrato di plasmacellule
nel midollo); parametri di infiammazione (fibrinogeno, ESR, C-RP);

citogenetica; NLR;
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Valutazione citofluorimetrica di marcatori di superficie cellulare

50 pl di campione ottenuto da pb raccolto in provette contenenti EDTA &
stato marcato con 10 ul dei seguenti anticorpi monoclonali (MoAb): CD64
FITC (clone 22 ), CD11b FITC (clone bear1),CD62L FITC (clone DREG56),
CD16 FITC (clone 3G8) tutti della Beckman Coulter.

Tutti i tubi sono stati incubati al buio per 20 minuti a temperatura ambiente. |
globuli rossi sono stati lisati con una soluzione di cloruro d’'ammonio 10x per
10 minuti a temperatura ambiente e quindi i campioni sono stati acquisiti e
analizzati al citofluorimetro. | neutrofili sono stati selezionati secondo i
parametri di forward and 90° light scatter. Per ogni campione sono stati
acquisiti 10.000 eventi. | risultati sono stati espressi come intensita media di

fluorescenza (MFI).

Specie Reattive dell'Ossigeno (ROS)
La valutazione dei ROS ¢ stata ottenuta su campione da sangue periferico in

EDTA, utilizzando il "Carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate.

(Sigma).
o s
o;;ﬁ ﬁ’:m(m e Carboxy-H2DCFDA & un colorante non
L“m“ﬂﬁﬂm;e fluorescente che attraversa la membrana
OF‘?J&L X&‘;Z“,;?ﬁ,,esm plasmatica ed in presenza di ROS, questo
Je reagente viene ossidato ed emette una
= m' o Fuorescenn fluorescenza verde.
I

S
it

Da 100 pl di sangue intero in EDTA, sono stati lisati i globuli rossi con una
soluzione di cloruro d'ammonio 10x per 10 minuti a temperatura ambiente. Le
cellule sono state lavate con phosphate-buffered saline (PBS), quindi
incubate con carboxy-H2DCFDA (1uM) per 30 minuti al buio a 37°C, al 5%
di CO2. Dopo due lavaggi con PBS, le cellule sono state acquisite al

citofluorimetro usando il canale FL-1 (fluorescenza verde).
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| neutrofili sono tati selezionati secondo i parametri di forward and 90° light
scatter. Per ogni campione sono stati acquisiti 10.000 eventi. | risultati sono

stati espressi come Intensita Media di Fluorescenza (MFI).

Fagocitosi

La fagocitosi & stata valutata utilizzando il "Phagotest kit" (Opregen Pharma,
Heidelberg, Germany) che permette di valutare la percentuale di fagociti in
grado di ingerire batteri opsonizzati di Escherichia coli (E.coli) marcati con
fluoresceina (FITC). In breve,100 ul di sangue intero in eparina portato in
ghiaccio ad una temperatura di 0 °C, & stato incubato con 20 pl di batteri di
E.coli marcati FITC a 37 °C a bagnomaria per 10 minuti mentre un campione
di controllo negativo & rimasto in ghiaccio. La fagocitosi & stata fermata
riponendo il campione in ghiaccio e aggiungendo la soluzione di "quenching",
che elimina la fluoresceina dei batteri legati alla superficie e lascia inalterata
la fluorescenza delle particelle ingerite, permettendo cosi di discriminare tra
I'adesione e l'assunzione interna di batteri.

Seguono due lavaggi con la "washing solution" e la lisi degli eritrociti con
I'aggiunta della "lysing solution". Dopodiché é stata aggiunta una soluzione
colorante il DNA "DNA staining solution" che permette di eliminare gli
aggregati artefatti di batteri o di cellule e il campione quindi & stato letto al
citofluorimetro. | neutrofili sono stati selezionati secondo i parametri di
forward and 90° light scatter._ Per ogni campione sono stati acquisiti 10.000
eventi. | risultati sono stati espressi come valori percentuali di neutrofili
fluorescenti (FITC), calcolati sottraendo la percentuale del controllo negativo

(<1%) dal campione positivo.
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Burst Ossidativo

Il burst ossidativo & stato studiato utilizzando il "Phagoburst kit" (Glycotope
Biotechnology GmbH, Heidelberg, Germany). Questo Kit contiene batteri
opsonizzati di E.coli non marcati, forbolo 12-miristato 13-acetato (PMA) e
peptide chemiotattico N-formil-Met-Leu-Phe (fMLP) come stimolanti,
diidrorodamina (DHR) 123 come substrato fluorogenico e permette di
valutare la percentuale di fagociti che producono ossidanti reattivi
(conversione di DHR 123 a Rodamina 123).

In breve 100 il di sangue intero in eparina & stato incubato con i vari
stimolanti a 37 °C e un campione con solo sangue é stato utilizzato come
controllo negativo. Sotto stimolazione, i granulociti producono metaboliti
reattivi dell'ossigeno (anione superossido, perossido di idrogeno, acido
ipocloroso) che distruggono i batteri all'interno del fagosoma.

La formazione di reattivi ossidanti durante il burst ossidativo € stata
monitorata attraverso l'aggiunta e l'ossidazione di DHR 123. La reazione é
stata stoppata con I'aggiunta della "lysing solution" che elimina gli eritrociti e
consente una parziale fissazione dei leucociti. Dopo uno step di lavaggio con
la "wash solution ", & stato aggiunto un colorante del DNA " DNA staining
solution" per eliminare gli artefatti e i campioni sono stati letti al
citofluorimetro._| neutrofili sono stati selezionati secondo i parametri di
forward and 90° light scatter. Per ogni campione sono stati acquisiti 10.000
eventi._| risultati sono stati espressi come valori percentuali di neutrofili che
producono radicali dell'ossigeno.

Tutte le valutazioni citofluorimetriche sono state fatte utilizzando come
citofluorimetro I' Epics XL - MCL a quattro colori e I'analisi & stata effettuata

con il software EXPO32 ADC Analysis™ entrambi della Beckman Coulter.
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Stimolazione in vitro dei neutrofili Lipopolisaccaride (LPS) indotta

I Neutrofili isolati da n.5 donatori sani, da 5 MGUS e da 5 MM, sono stati
messi in coltura in incubatore con il 5% di CO2 a 37 °C in assenza ed in
presenza di LPS (Sigma Tau) alla concentrazione di 5 ug/ml. Ai tempi indicati
di 1,2,6 e 24 ore, 1x108 cellule di ogni condizione sperimentale, sono state
marcate con 10 ul dei seguenti anticorpi monoclonali coniugati FITC: CD64,
CD16, CD62L, CD11b ed incubate per 20 minuti al buio a temperatura
ambiente. Le cellule quindi sono state lavate due volte con PBS, risospese in
300 pl di PBS e analizzate al citofluorimetro. | neutrofili sono stati selezionati
secondo i parametri di forward and 90° light scatter. Per ogni campione sono
stati acquisiti 10.000 eventi. | risultati sono stati espressi come Intensita
Media di Fluorescenza (MFI) e ogni condizione sperimentale con LPS &

stata normalizzata rispetto al proprio controllo negativo (senza LPS).

Estrazione del’RNA e Real time RT-PCR per I' espressione genica di
Arginasi-1 e PROK-2/BV8

L’RNA ¢ stato estratto utilizzando il reagente Trizol (Invitrogen, Carsbad, CA,
USA). Il cDNA ¢ stato sintetizzato mediante trascrizione inversa con Applied
Biosystem kit (Foster City, CA, USA).L’espressione genica & stata valutata
con il kit TagMan Gene Expression (Applied Biosystem) e la quantificazione
e stata effettuata utilizzando il metodo di rivelazione 7900HT Fast Start Real-
Time PCR (Applied Biosystem). E stata analizzata I'espressione di Arg-1 e
PROK-2/BVS .

Per ogni paziente, il livello di espressione genica € stato eseguito in triplicato

e normalizzato utilizzando il GAPDH come controllo interno.
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ELISA per la valutazione nel siero di Arginasi-1 e PROK-2/BV8

Arg-1 e BV8 sono stati valutati anche nel siero di donatori sani (n.20) e di
pazienti con MGUS (n.20) e con MM (n.20) utilizzando kit ELISA (BioVendor
CS058 e CUSABIO CSB-EL018747HU rispettivamente) e seguendo le
opportune istruzioni. Per la raccolta del siero, il campione di sangue é stato
centrifugato entro 2 ore a 1600 xg per 10 minuti a temperatura ambiente e il
surnatante é stato conservato a -80 °C per un tempo non superiore a 2 mesi.
L'assorbanza €& stata valutata a 450 nm tramite spettrofotometro e la
concentrazione di Arg1 e PROK2 é stata calcolata sulla base della curva

standard.
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Valutazione dell'attivita soppressiva dei neutrofili
Per valutare l'attivita soppressiva dei neutrofili, abbiamo valutato la loro

capacita di inibire la proliferazione e I'attivazione dei T-linfociti.

A Proliferazione T- cellulare

La capacita immunosoppressiva dei neutrofili € stata analizzata mediante co-
coltura con i linfociti T allogenici marcati con Carboxyfluorescein Succinimidyl
Ester (CFSE) e stimolati con fitoemoagglutinina (PHA).

I CFSE €’ una molecola fluorescente lipofilica, in grado di diffondere
liberamente attraverso la membrana cellulare. All'interno della cellula i gruppi
acetati sono rimossi da esterasi, rendendo la molecola incapace di

attraversare la membrana.
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| T-linfociti isolati da n. 5 donatori sani sono stati marcati incubando 5x10°
cellule a 37°C per 20 minuti in 1ml di PBS contenente CFSE 1 yM (BD
Phamigen). Le cellule sono state in seguito stimolate con 5mg/ml di PHA
(Sigma-Aldrich) per indurre la proliferazione T-cellulare e messi in co-coltura
con i neutrofili (N) ottenuti da n.5 MM, n.5 MGUS e n. 5 soggetti sani in
rapporto 1:2 e 1:8. La proliferazione dei T-linfociti & stata misurata valutando
la diluizione del CFSE in citometria a flusso dopo 72 ore di incubazione.
Infatti durante la mitosi, ogni cellula figlia ereditera una quantita dimezzata di

CFSE e la fluorescenza di conseguenza sara dimezzata.
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Come controllo positivo € stato utilizzato il campione di soli T-linfociti marcati
con CFSE e stimolati con PHA e come controllo negativo i soli T-linfociti

marcati con CFSE ma non stimolati con PHA.

A Attivazione T-cellulare

Contemporaneamente, i T-linfociti allogenici isolati da n. 5 donatori sani sono
stati lavati due volte con PBS contenente 0,2% di albumina di siero bovino
(BSA) e 0,1% di sodio azide e sono stati messi in una piastra a 96 pozzetti in
polipropilene alla concentrazione 5x10° cellule/pozzetto. Dopo stimolazione
con PHA (5 mg/ml) sono stati messi in co-coltura con i neutrofili (N) isolati da
n.5 MM, n.5 MGUS e n. 5 soggetti sani in rapporto

1: 2 e 1: 8. Ai tempi di incubazione indicati di 24, 48 e 72 ore, & stata
valutata l'espressione sui T-linfociti di alcuni marcatori di attivazione quali:
HLA-DR, CD69 e CD71 e come controllo, abbiamo usato i soli T-linfociti
PHA-stimolati.

Pertanto, 5x10° cellule di ogni condizione sperimentale sono state marcate
con 10 pA dei seguenti anticorpi monoclonali (Beckman Coulter):HLA-DR-
PC5 (Clone Immu-357), CD3 ECD (clone UCHT1), CD69 PE (clone
TP1.55.3), CD71 FITC (clone DYJ1.2.2) e incubate per 30 minuti al buio e a
temperatura ambiente. Le cellule quindi sono state lavate due volte con PBS,
risospese in 300 yl di PBS e analizzate al citofluorimetro. Per ogni
condizione sono stati acquisiti 10.000 linfociti T CD3 positivi.

L’espressione dei marcatori valutati & stata riportata come valore percentuale
sul gate side light scatter (SSC)/CD3+.
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Analisi statistiche

Le analisi statistiche sono state effettuate mediante GraphPad Prism version
6.00 per Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com. | dati sono stati espressi come media + deviazione

standard (DS) .Un valore di p<0.05 & stato considerato statisticamente
significativo per le differenze tra i gruppi sperimentali e i gruppi di controllo. II
confronto tra i vari gruppi € stato effettuato tramite t-test o ANOVA test.

Le associazioni tra le variabili sono state valutate tramite regressione lineare.
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Risultati
Incremento delle G-MDSC nei pazienti affetti da MGUS e MM
Abbiamo riscontrato un aumento delle G-MDSC (CD11b+/CD33+/CD14"
'HLADR'**-) sia su PBMC che su PB di pts con MM rispetto ad MGUS e HS:
22.2+0.8, vs 7.3£1.1, vs 3.1+ 0.7 rispettivamente su PBMC (Figura 1 B) e
61.2+1.6, vs 56.2+1.2, vs 51.711.4 rispettivamente su PB ( Figura 2B).
Le figure 1A e 2A sono immagini rappresentative dei dot plots dell' analisi
citofluorimetrica delle G-MDSC valutate rispettivamente su PBMC e su PB.
Le G-MDSC sono piu alte nei pts con estesa malattia ossea (almeno 3
lesioni con X-ray scan, (45.9+8.6% vs 60.2+1.9%, p=0.02), nei pts con LDH
22 UPN (53.7 £ 2.2% vs 66.8 + 3.4%, p=0.0025) e con fibrinogeno =450
mg/dL (51.8 £ 3.4% vs 62.9 + 2.2%, p=0.01, Tabella 2).
Poiché le G-MDSC nel sangue periferico hanno un fenotipo sovrapponibile a
quello dei granulociti maturi, abbiamo valutato la ratio tra il numero assoluto
dei neutrofili e il numero assoluto dei linfociti (NLR) e abbiamo riscontrato
che i pts con MM hanno una NLR piu alta rispetto ad MGUS e HS:3.2 £ 0.4%
vs 1.8 + 0.08% ( p=0.0002), vs 1.6 £ 0.07%, (p=0.0029) rispettivamente
(Figura 3 A) e questa correla positivamente con la percentuale di G-MDSC
in pb.(r’=0.60, p<0.0001, Tabella 2 e Figura 3B).
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Tabella 2. G-MDSC pb e variabili cliniche nel MM

G-MDSC
Clinical variable Mean £ SEM | p-value
ISS stage 1-2 579+2.8
ISS stage 3 57.7+3.0 0,97
Albumin <3.5 g/dL 60.8 £4.2
Albumin >3.5 g/dL. 56.7+2.4 0,4
Beta-2 microglobulin <5.5 g/dL 57.3+2.6
Beta-2 microglobulin >5.5 g/dL 59.1+3.5 0,71
Bone lesions 0-2 459+ 8.6
Bone lesions >2 60.2+1.9 0,02
LDH <2UPN 53.7+£2.2
LDH >2 UPN 66.8 +3.4 0,0025
Fibrinogen <450 mg/dL 51.8+34
Fibrinogen > 450 mg/dL 62.9+2.2 0,01
ESR <40mm/hour 58.5+3.8
ESR > 40mm/hour 57.5+£2.6 0,85
C-RP <5 mg/L 58.4+3.7
C-RP > 5 mg/L 57.5+2.5 0,83
Normal cytogenetics 55.8+2.5
Abnormal cytogenetics 56.3+£22 0,92
NLR <2 46.7+1.9
NLR >2 66.0 + 1.5 <0,0001
LMR >2.9 55.1+£2.0
LMR <2.9 66.5+3.4 0,01
Plasma cells in bone marrow <50
% 555+34
Plasma cells in bone marrow >50
% 59.7+2.4 0,35
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Figura 1. (A) Dot plots rappresentativl dell'analisi citofluorimetrica eseguita
tramite gate sequenziali delle G-MDSC (CD11b+CD33+CD14-HLADR"°%.)
nella frazione PBMC di un soggetto con MM. (B) Media + DS, delle cellule G-
MDSC nel PBMC di soggetti sani (Ctrl), MGUS e MM.
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Figura 2. (A) Dot plots rappresentativi dell'analisi citofluorimetrica eseguita
tramite gate sequenziali delle G-MDSC (CD11b+CD33+CD14-HLADR"°%.)
nel PB di un soggetto sano, (HD), MGUS e MM.

(B) Media £ DS, delle cellule G-MDSC nel PB di soggetti sani (Ctrl), MGUS e
MM.
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(B) correlazione tra percentuale di GMDSC in PB e NLR nei pts con MM.
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I neutrofili di MM hanno un‘alterata espressione dei marcatori di
superficie

I neutrofili di MM (N-MM), rispetto a quelli di MGUS (N-MGUS) e dei donatori
sani (N-HS) hanno un' aumentata espressione di CD64 (p=0.02 e p=0.01), di
CD11b (p=0.03 e p=0.04 ) ed una ridotta espressione di CD62L (p=0.04 e
p=0.0003). Il CD16 & ridotto sia nei N-MM che nei N-MGUS rispetto a N-HS
(p=0.02 e p=0.009 ) .

Non abbiamo osservato differenze significative tra N-MGUS e N-HS
nell'espressione degli antigeni CD64 ,CD11b , CD62L.

| risultati sono riassunti nella Tabella 3 e Figura 4 A-D.

w0, p=0.01 p=0.04
L d 3004 p=0.03
—_—
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200, P=0.0003 Cc 15007 p=0.009 ))

p=0.02

MFI CD62L
MFI CD16

0- 0
CONTROLS CONTROLS MGUS

Figura 4. MFI dei seguenti markers: (A) CD64,(B) CD11b,(C) CD62L,(D)
CD16, valutati in citometria sulla superficie dei neutrofili di soggetti sani
(controls), di MGUS e di MM.
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Alterata attivita funzionale dei N-MM

Abbiamo valutato allo steady state l'attivita funzionale dei neutrofili in termini
di produzione di ROS, di attivita fagocitica e burst ossidativo. | risultati sono
riassunti nella Tabella 3 e Figura 5 E-F-G.

N-MM, rispetto a N-MGUS e N-HS presentano elevati livelli di ROS
(p=0.0001 e p< 0,0001, Fig. 5 E ), ridotta attivita fagocitica (p = 0.02 e p =
0.002, Fig . 5 F ), e ridotta capacita di burst ossidativo (p = 0.01 e p = 0.0003,
Fig.5G).

N-MGUS rispetto a N-HS hanno un' aumentata produzione di ROS (p=0,02,
Fig. 5 E) e una parziale e non significativa riduzione dell'attivita fagocitica e di
burst ossidativo (Fig. 5 F-G).

150, P<0.0001 E 100,  P=0.002 F

p=0.0001
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% Fagocitosi

CONTROLS MGUS CONTROLS MGUS

p=0.0003 G

100 p=0.01
—_—

% Burst Ossidativo

04
CONTROLS MGUS

Figura 5. Valutazione in citometria sulla popolazione neutrofila di: (E) ROS
(MFI), (F) di fagocitosi (%), (G) di burst ossidativo (%).
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Tabella 3 Espressione dei recettori di superficie e attivita funzionale

(ROS,fagocitosi, e burst ossidativo attivita) dei neutrofili in soggetti sani,

MGUS e MM.
Media =
deviazione p-valore
standard
Controlli 113
MFI CD64 MGUS 126 § p=n.s.
MM 17 £ 12 # p=0.01, *p=0.002
Controlli 1125+ 178
MFI CD16 MGUS 948 + 228 § p=0.02
MM 913 + 273 # p=0.009, *p=ns
Controlli 157+ 26
MFI CD62L MGUS 131 %45 § p=n.s.
MM 119 + 38 # p=0.0003, *p=0.04
Controlli 166 £ 28
MFI CD11b MGUS 187 £47 § p=n.s.
MM 210 + 66 # p=0.04, *p=0.03
Attivita Controlli 74+6
Fagocitica
(%) MGUS 6519 § p=n.s.
MM 48 + 24 # p=0.002, *p=0.02
Controlli 44 + 11
ROS
production MGUS 55+14 § p=0.02
MM 103 + 33 # p<0.0001,*p=0.0001
Burst Controlli 84 +7
Ossidativo
(%) MGUS 777 § p=n.s.
MM 67 £ 6 # p=0.0003, *p=0.01

n.s : p non statisticamente significativa

# MM vs Controlli
*MM vs MGUS

§ MGUS vs Controlli
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Espressione in vitro dei marcatori di superficie cellulare dopo
esposizione con LPS

Abbiamo valutato in vitro, come viene modulata l'espressione sui neutrofili
degli antigeni di superfice, precedentemente studiati nel PB, dopo 1, 2, 6, 24
ore di esposizione al LPS. Abbiamo normalizzato il valore di MFI di ogni
condizione sperimentale in presenza di LPS, con la rispettiva condizione
sperimentale priva di LPS, attribuendo a quest'ultima il valore arbitrario di
100. Abbiamo osservato che i N-MM incubati con LPS modulano in maniera
differente I'espressione di CD64,CD11b,CD16,CD62L rispetto a N-MGUS e
N-HS.

N-MGUS hanno una cinetica di espressione di questi antigeni simile a quella
di N-HS. (Figura 6 A-D)
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Figura 6. Espressione di CD64 (A), CD11b (B), CD16 (C) e CD62L (D) sulla
superficie dei neutrofili isolati da soggetti sani (Healthy), MGUS e MM dopo
esposizione a LPS per 1, 2, 6, 24 ore.

| risultati rappresentano la mediax SD di 5 donatori sani, 5 MGUS e 5 MM.
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L'espressione di Arginasi-1, un mediatore di immunosoppressione, é
aumentata nei pazienti con MM

Abbiamo studiato I'espressione di Arg-1 in N-MM, N-MGUS e N-HS isolati da
PB e abbiamo assegnato il valore arbitrario di 1 all'espressione di Arg-1 in N-
HS.

In N-MM, I'espressione di ARG-1 & aumentata rispetto a N-MGUS e a N-HS
(26.5+3.7 vs 1.8 £ 0.5, vs 1, p=0.001 e p=0.001 rispettivamente) (Figura 7A).

Arginasi-1 é aumentata nel siero di pazienti con MM

Similmente, abbiamo riscontrato aumentati livelli sierici di Arg-1(s Arg-1) nei
pts con MM rispetto ai pts con MGUS e ai soggetti sani (183.6 £ 21.9 vs 88.3
+15.6 vs 98.8 £ 11.4 ng/ ml p = 0,002). | livelli di s Arg-1 nei pts con MGUS
sono simili a quelli dei soggetti sani. (Range calibrazione 5-320 ng/ml).
(Figura 7 B).
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Figure 7. (A) Espressione di Arginasi-1 mRNA sui neutrofili isolati da PB di
soggetti sani (Controls), MGUS e MM. (B) Livelli sierici di Arginasi-1 in
soggetti sani (Ctrl), MGUS e MM.
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L'espressione di PROK-2/BV8 é aumentata nei pazienti con MM
Abbiamo studiato I'espressione di BV8 in N-MM, N-MGUS e N-HS isolati da
PB e abbiamo assegnato il valore arbitrario di 1 all'espressione di BV8 in N-
HS.

Rispetto ai N-HS, I'espressione di BV-8 &€ aumentata sia nei N-MGUS (21
11, p=0,004.) che nei N-MM (292 + 68 p<0.0001, Figura 8 A).

PROK-2/BV8 é aumentato nel siero di pazienti con MM

Abbiamo riscontrato aumentati livelli sierici di BV8 nei pts con MM rispetto ai
pts con MGUS e ai soggetti sani (32.6 + 6.5 vs 16.7 £+ 7 vs 13.5 + 4.7 pg/m|
p = 0.002 e p<0.0001 rispettivamente). | livelli di BV8 nei pts con MGUS sono
simili a quelli dei soggetti sani (Range calibrazione 6.25-400 pg/ml). (Figura 8
B).
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Figure 8. (A) Espressione di BV8 mRNA sui neutrofili isolati da PB di
soggetti sani (Controls), MGUS e MM. (B) Livelli sierici di BV8 in soggetti
sani (Ctrl), MGUS e MM.
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I Neutrofili di MM inibiscono la proliferazione T-cellulare

Per valutare I'eventuale attivita immunosoppressiva dei neutrofili, abbiamo
testato la loro capacita di inibire la proliferazione T cellulare, mettendo in
coltura i neutrofili isolati da MM, MGUS e donatori sani con i linfociti
allogenici di soggetti sani marcati con CFSE e stimolati con PHA.

Dopo 72 h di stimolazione mitogena (PHA), abbiamo notato che alla ratio
1:8, la percentuale di cellule CFSE negative passa da 58+4% nel controllo
positivo (soli linfociti stimolati con PHA), a 57.4+3.7%, 51t4% e 36.8+3%
nelle cocolture con i neutrofili rispettivamente di donatori sani, di MGUS e
MM. Abbiamo riscontrato pertanto una inibizione della proliferazione T-
cellulare del 1246% (p=0.03) nei N-MGUS e del 37+4% (p<0.0001) nei N-
MM (Figura 9 A e B).

Nei N-MM ma non nei N-MGUS abbiamo osservato un effetto inibitorio anche
alla ratio 1:2 (dati non mostrati).

Il trattamento con 200 pM di nor-NOHA, un inibitore Arg-1, recupera
parzialmente tale effetto inibitorio, 57.6+2 (p=0.01) e 51.2+3 (p<0.0001)
rispettivamente per N-MGUS e N-MM. (Figura 10).
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Figura 9. (A) istogrammi rappresentativi I'analisi citofluorimetrica della
proliferazione cellulare, nei linfociti allogenici+PHA e in presenza di neutrofili
di Donor, MGUS e MM. (B) mediat DS della proliferazione cellulare di 5
donatori sani, 5 MGUS e 5 MM.
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I Neutrofili di MM inibiscono Il'attivazione T-cellulare

Abbiamo valutato la capacita di stimolazione dei T-linfociti di donatori sani
stimolati con PHA da soli e in cocoltura con i neutrofili di donatori sani, di
MGUS e MM. Abbiamo pertanto monitorato in citometria, I'espressione sui T-
linfociti di alcuni marcatori di attivazione quali CD69,CD71 e HLA-DR.
Abbiamo osservato che nei T-linfociti di donatori sani+PHA, il CD69 ha un
picco di espressione a 24 ore dopodiché siriduce a 48 e a 72 ore in maniera
tempo dipendente. Il CD71 e HLA-DR sono markers di attivazione piu tardivi
rispetto al CD69, infatti hanno incremento tempo dipendente con un picco a
72 ore.

L'espressione di questi markers € down-regolata nella cocoltura con i N-MM
alla ratio 1:2 e 1:8. | N-MGUS downregolano parzialmente I'espressione di

questi markers alla ratio 1:8 ma non alla ratio 1:2 (Figura 11).
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gure 11. Linfociti di donatori sani in presenza o meno di PHA e in cocoltura
con i neutrofili isolati da donatori sani, MGUS e MM alla ratio 1:2 e 1:8.
Valutazione di CD69,CD71,HLA-DR dopo 24 ore (A-B-C), 48 ore (D-E-F) e
72 ore (G-H-I). | risultati rappresentano la media = DS di 5 donatori sani, 5
MGUS e 5 MM.
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Discussione
Il microambiente gioca un ruolo chiave nella patogenesi e nella progressione
del MM. L'interazione tra cellule di MM e microambiente, che avviene
principalmente attraverso I'espressione di molecole di adesione, comporta la
produzione di numerose citochine e fattori di crescita, i quali agendo in modo
autocrino e paracrino innescano diversi pathways che determinano
I'aumentata regolazione di proteine che a loro volta attivano il ciclo cellulare
con funzione anti-apoptotica, pro-proliferativa e pro-angiogenica supportando
cosi la crescita e la sopravvivenza cellulare . Allo stesso tempo, l'interazione
tra cellule di MM e microambiente determina alterazioni significative del
microambiente stesso che sono alla base dei segni quali anemia,
immunosoppressione, switch angiogenico e alterazioni del rimodellamento
osseo che distinguono il MM sintomatico da quello indolente.
Un possibile meccanismo di immunosoppressione recentemente riportato nel
MM, & l'espansione delle cellule mieloidi soppressorie (MDSC).
Le MDSC sono una popolazione eterogenea di cellule mieloidi in diversi stadi
di maturazione, che aumentano nel sangue periferico e negli organi linfoidi di
animali portatori di tumore e di pazienti affetti da cancro e che inibiscono la
risposta immunitaria antitumorale attraverso l'inibizione della proliferazione
delle cellule T, la secrezione di citochine e il reclutamento di cellule T
regolatorie. Le MDSC promuovono anche l'angiogenesi e la formazione di
metastasi.
Vari fattori, tra cui GM-CSF, COX2, IL-6, VEGF prodotti dalle cellule tumorali
e dal microambiente tumorale sono coinvolti nell' espansione e
nell'attivazione delle MDSC. E' stato anche dimostrato che l'ipossia pud
modulare la funzione e il differenziamento di queste cellule.
Una prima osservazione emersa da questo studio € che i pazienti con MM
all'esordio, hanno aumentati livelli di G-MDSC su PBMC rispetto ai pazienti
con MGUS e ai soggetti sani. Questo dato conferma quanto riportato in
letteratura, senonché diversi autori sostengono che le G-MDSC siano in
realta neutrofili attivati con una densita piu bassa, motivo per cui si ritrovano

nello strato di cellule mononucleate. La centrifugazione su gradiente di

-50 -



densita € un metodo ampiamente utilizzato per isolare le G-MDSC umane
nei pazienti con tumore, tuttavia la metodica stessa potrebbe contribuire alla
attivazione delle cellule granulocitarie e tra l'altro nella maggior parte di
questi studi non ci sono dati sulle differenze funzionali tra queste G-MDSC e i
neutrofili degli stessi pazienti. Di recente, abbiamo dimostrato che nei
pazienti con leucemia mieloide cronica, i leucociti polimorfonucleati maturi
hanno la stessa capacita immunosoppressiva delle G-MDSC.86

Pertanto, abbiamo valutato le G-MDSC su sangue periferico dei pts con MM
all'esordio, che risultano aumentate rispetto ai pts con MGUS e ai soggetti
sani e correlano con la malattia ossea (lesioni ossee>2), con i livelli di
fibrinogeno (= 450 mg/dL), con i livelli di LDH ( =2 UPN) e con NLR(>2), (tab
2).

Ci sono sempre piu evidenze in letteratura che NLR>2 sia un fattore
prognostico negativo sia nei tumori solidi che nei linfomi. In un recente lavoro
abbiamo dimostrato che NLR combinato all' International Staging System
(ISS) contribuirebbe a stratificare meglio i pazienti ad alto rischio e
sembrerebbe essere un fattore predittivo di PFS che di OS.?%’

Ad oggi, il significato biologico di NLR e il perché impatti in maniera negativa
sulla prognosi non & stato chiarito.

Un' ipotesi che si potrebbe avanzare &€ che NLR rifletta la capacita
immunosoppressiva delle G-MDSC che sono aumentate nel PB di pts con
MM.

Recentemente, l'impairment immunologico nel MM é stato indagato come
strumento addizionale nel predire l'outcome di questi pazienti®® e la
sopravvivenza a lungo termine sarebbe associata ad un distinto profilo
immunologico, con ridotta capacita soppressiva.8?

Le G-MDSC circolanti su PB hanno caratteristiche morfologiche e
immunofenotipiche sovrapponibili a quelle dei neutrofili maturi, cellule
essenziali dell'immunita innata che hanno un ruolo fondamentale sia nella
difesa dell'ospite contro i microorganismi estranei, sia nel sostenere la

progressione tumorale.
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Pertanto abbiamo indagato nel sangue periferico i neutrofili di pazienti con
MM all'esordio (MM-N) sia dal punto di vista fenotipico che funzionale
comparandoli con quelli di MGUS(MGUS-N) e di soggetti sani (HD-N)
ipotizzando che nel sangue periferico di pazienti con MM i neutrofili maturi
possano essere un surrogato di tutta la popolazione mieloide soppressiva .
Abbiamo valutato I'espressione di recettori di superficie quali CD64, CD16,
CD62L e CD11b mediante citometria a flusso.
I CD64 ¢é il recettore ad alta affinita per le IgG ed & un noto marker di
attivazione dei neutrofili, promuove il riconoscimento e la fagocitosi di
particelle rivestite da IgG e attiva la risposta ossidativa dei neutrofili.0-%1
I CD16 ¢ il recettore a bassa affinita per le IgG, costitutivamente espresso
sui neutrofili maturi tramite GPI linkage e proteoliticamente clivato da
ADAM17 quando i neutrofili diventano apoptosici o attivati. Il CD16 riconosce
IgG contenenti immunocomplessi, e pud anche favorire una eccessiva
attivazione dei neutrofili con il rilascio di elevate quantita di fattori citolitici e
pro-infiammatori. %2

Il CD62-L (L-selectina) € una molecola di adesione, che media il rolling dei
neutrofili alle cellule endoteliali. Esso ha un ruolo importante nella migrazione
dei neutrofili dal circolo ematico al sito inflammatorio e si perde rapidamente
dopo attivazione dei neutrofili tramite taglio proteolitico. A questo segue I'
adesione e la migrazione transendoteliale dei granulociti mediata da beta2
integrine, quali CD11b (CR3, o Mac1) e CD18. 3

CD11b/CD18 (Mac-1, CR3) promuove anche la fagocitosi di particelle iC3b
rivestite e aumenta la sua espressione rapidamente in seguito all'attivazione
dei fagociti. Sia la perdita di CD62L tramite autoproteolisi che I' up-
regolazione di CD11b attraverso traslocazione da vescicole citoplasmatiche
indicano un'attivazione dei neutrofili.
Abbiamo trovato che MM-N hanno un'alterata espressione dei marcatori di
superficie studiati, essendo caratterizzati da un up-regolazione di CD64 e
CD11b e da una down-regolazione di CD16 e CD62L. Questo pattern
fenotipico riflette uno stato di attivazione del neutrofilo di MM allo steady

state.
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E' ben noto che nel microambiente di MM, sono aumentate una serie di
citochine proinflammatorie, tra cui l'interleuchina (IL)-8 e il fattore di necrosi
tumorale (TNF)-a, che down-regolano I'espressione di CD62L e up-regolano
il CD11b, mentre il granulocyte colony—stimulating factor (G -CSF) e
interferon-y (IFN-y) up-regolano I'espressione del CD64.%
Cosi, in MM, i neutrofili possono essere attivati da diversi stimoli, e questi
determinano cambiamenti nell'espressione dei recettori di superficie
cellulare, rilascio di proteasi nell'ambiente extracellulare, produzione di
chemochine e citochine contribuendo al reclutamento di cellule
inflammatorie, ai danni dei tessuti circostanti e alla compromissione della
risposta immunitaria.®®

Abbiamo confermato in vitro dopo esposizione a LPS che MM-N
hanno un stato di attivazione aberrante.
L'attivazione sistemica dei neutrofili associata a immunoparesi € ben
riconosciuta nella sepsi grave, ma poco indagata in ambito MM.

Abbiamo riscontrato che i MM-N hanno un importante difetto dell'attivita
fagocitica e di burst ossidativo e presentano aumentati livelli di ROS.

La ridotta attivita fagocitica potrebbe determinare una maggiore suscettibilita
alle infezioni cosi come wuna risposta anti-tumorale inefficace.%97
La fagocitosi € cruciale per l'uccisione di agenti patogeni che vengono
internalizzati e distrutti all'interno della cellula. Di solito, & facilitata dalle
interazioni tra la frazione Fc delle Ig o da fattori del complemento (iC3b) e
FCRS o CR sulla superficie dei fagociti. Le interazioni tra i recettori e i loro
ligandi attiva la formazione di fagopodi che portano alla fine alla cattura
completa della particella. Dopo la formazione del fagosoma, si ha il rilascio di
proteasi e di ROS (burst ossidativo) con la distruzione delle particelle.
E' stato dimostrato che Le G-MDSC, isolate dalla milza o dal peritoneo di
topi portatori di tumore hanno attivita fagocitaria piu bassa e piu elevati livelli
di ROS rispetto ai neutrofili degli stessi comparti.%-%°

Abbiamo quindi indagato le proprieta soppressive dei MM-N, riscontrando
aumentati livelli di Arginasi-1 sia come espressione che nel siero rispetto ad

MGUS e ai soggetti sani.
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Arginasi 1 (nota anche come arginasi epatica) € un enzima citosolico,
espresso soprattutto negli epatociti e coinvolto nel ciclo dellurea, che viene
indotta in cellule mieloidi murine da citochine di tipo Th2, quali IL-4 e IL-13,
da TGF- e GM-CSF, a differenza dell'altra isoforma, arginasi 2 (o di tipo
renale) che é invece un enzima mitocondriale, costitutivamente espresso in
cellule renali, neuroni, macrofagi ed enterociti.

Il coinvolgimento dellenzima ARG1 nellattivita soppressiva € stato
riscontrato in diversi modelli tumorali. L’attivazione di arginasi 1 provoca una
riduzione di L-arginina extracellulare associata alla down-regolazione della
catena CD3C del recettore dei linfociti T (T cell receptor, TCR) con
conseguente alterazione della segnalazione a valle e inibizione della
proliferazione T-linfocitaria. Infatti la riduzione di L-arginina altera la
traduzione e causa l'arresto del ciclo cellulare in fase GO0-G1. La
deprivazione di amminoacidi € un meccanismo importante di regolazione
della risposta linfocitaria, come dimostrano dati recenti che correlano la
soppressione dell'attivazione dei CTL con la deplezione di cisteina da parte
delle MDSC o con la riduzione di fenilalanina, indotta da IL-4-induced gene 1
(IL411), e del triptofano, causata da indoleamina-2,3-ossigenasi (IDO) , ad
opera di altre cellule mieloidi regolatorie.

| pazienti con MM rispetto a MGUS e ai donatori sani presentano anche
aumentati livelli di PK2/BV8 sia come espressione che nel siero.

E' documentato che le cellule mieloidi CD11b+/Gr1+ hanno aumentati livelli
di BV8, proteina coinvolta nei processi di angiogenesi. La produzione di BV8
da parte di queste cellule da un alto favorisce il differenziamento di MDSC in
macrofagi, dall'altro lato induce una maggiore mobilitazione di MDSC dal
midollo osseo nel flusso sanguigno. | macrofagi infiltranti il microambiente
tumorale a loro volta secernono PK2/BV8, portando ad un aumento della
proliferazione e della migrazione delle cellule endoteliali, ad un aumento di
citochine pro-inflammatorie quali interleuchina (IL) -1B e IL-12, a una
riduzione di citochine antinflammatorie quali IL-4 e IL-10,contribuendo a

modificare il profilo delle citochine nel microambiente tumorale.’®
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Da esperimenti di cocoltura abbiamo dimostrato che MM-N inibiscono sia la
proliferazione dei T-linfociti, parzialmente ripristinata mediante 'aggiunta di
nor-NOHA, un inibitore Arg-1, che la capacita di stimolazione dei T-linfociti
valutata tramite I'espressione sulle cellule T di alcuni marcatori di attivazione
dopo stimolazione con PHA.

In sintesi, dal nostro studio € emerso che i neutrofili di pazienti con MM sono
attivati allo stady state, come dimostrato dalle variazioni fenotipiche dei
marcatori di superficie studiati, ma allo stesso tempo sono disfunzionali in
quanto hanno un importante difetto di fagocitosi, di burst ossidativo con alti
livelli di ROS. Essi hanno anche attivita immunosoppressiva documentata
dalla capacita di inibire la proliferazione e l'attivazione dei T-linfociti
rendendoli anergici. Questi effetti immunosoppressivi potrebbero essere
mediati da alti livelli di ROS di Arginasi e di BV8.

In conclusione, il Mieloma Multiplo pur essendo una patologia B-
linfoproliferativa presenta importanti alterazioni a carico della componente
mieloide granulocitaria.

| difetti riscontrati sui neutrofili potrebbero contribuire a spiegare la maggiore
suscettibilita alle infezioni, principale causa di mortalita nei pazienti con MM.
Inoltre, queste alterazioni potrebbero essere eventi precoci di disfunzione
immunologica poiché i neutrofili di MGUS mostrano un fenotipo piu simile a
quello dei donatori sani con una parziale disfunzione e una limitata attivita
immunosprressiva e pertanto potrebbero avere un ruolo importante nella

progressione di malattia.
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