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ABSTRACT

Signalling defects in T lymphocytes of patients with cancer: role of cell culture in diagnostic
molecular biology

The purpose of this brief review is to summarize current evidence for the possibility that tumor induces abnormalities in
the signalling pathways mediated via TCR in tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) as well as peripheral blood T cells
(PBL-T) of patients with cancer. In addition, the mechanisms that might be responsible for TCR-associated signalling
defects in these T cell are discussed. The overall objective is to emphasize the unlikely possibility that human tumors
can and do induce immune cell dysfunction, and that the understanding of the mechanisms involved in subversion of
antitumor responses is important for the design of future clinical trials with biological agents, which are expected to
upregulate host antitumor responses.

RIASSUNTO

Lo scopo di questa breve rassegna & quella di mettere in evidenza la possibilita che un tumore possa indurre anomalie
nel sistema segnale mediato dal TCR nei linfociti infiltranti il tumore (TIL) come anche nei linfociti T da sangue periferico
(PBL-T) di pazienti portatori di cancro. In aggiunta, si discutono i meccanismi che potrebbero essere responsabili dei
difetti del sistema segnale associato al TCR in questi linfociti T. L'obiettivo & quello di mettere in evidenza la sfortunata
possibilita che i tumori umani possano indurre una disfunzione nelle cellule del sistema immunitario, e che il capire i
meccanismi coinvolti nella inversione delle risposte antitumorali sia importante nel predisporre futuri trials clinici con
agenti ad attivita biologica, i quali si pensa che potrebbero essere coinvolti nella up-regolazione delle risposte
antitumorali dell’'ospite.

INTRODUZIONE influenzarne la sopravvivenza ma anche predire una favo-

revole risposta alle terapie biologiche. | pazientj affetti da

In pazienti affeti da cancro, sono state riportare altera-
zioni nella espressione del recettore dei linfociti T (TCR)
sia nei linfociti infiltranti il tumore (TIL) che nei linfociti
circolanti da sangue periferico (PBL). Attraverso un meto-
do quantitativo mediante citofluorimetria a flusso, & stata
dimostrata una minore espressione della catena { del TCR
in cellule CD4+ e CD8+ come anche in cellule natural killer
(NK) in pazienti con patologia tumorale maligna. Cambia-
menti nella espressione della catena { del TCR sono
biologicamente significativi, perche I'as-senza o la bassa
espressione di questa molecola segnale nei TIL di pazienti
allo stadio Ill o IV di tumori della testa e del collo (head and
neck cancer) & predittiva di una ridotta sopravvivenza
inferiore ai cinque annirispetto ai pazienti con una normale
espressione della catena {. Appare subito chiaro che
I'espressione della catena £ del TCR nei TIL pud non solo

tumore inoltre mostrano una tendenza spontanea ex vivo
al processo apoptotico nelle cellule mononucleari da san-
gue periferico (PBMC) paragonata a controlli normali,
attraverso metodica del "TUNEL-test'. Sembra che la
catena C del TCR venga clivata dalle caspasi in cellule T
coincubate con cellule tumorali; i risultati di alcuni di questi
esperimenti hanno dimostrato che una ridotta o assente
I'espressione della catena { del TCR e I'apoptosi dei
linfociti T possano risultare in un effetto negativo del
tumore sulle difese immunitarie dell’ospite. E' nostra inten-
zione in questo breve articolo delineare le modalita di
utilizzo nella diagnostica di laboratorio del dosaggio della
I'espressione della catena { del TCR in pazienti con tumori
maligni e le eventuali ricadute nel monitoraggio della tera-
pia di tali pazienti.

biochimica clinica, 2002, vol. 26, n. 2

91




CONTRIBUTI SCIENTIFICI

SCIENTIFIC PAPERS

92

RIDUZIONE DELL’ESPRESSIONE DELLA CATE-
NA ( DEL TCR DI LINFOCITI T IN PAZIENTI
PORTATORI DI TUMORE

La catena € del TCR & responsabile della trasduzione
di segnali inviati attraverso il recettore e di conseguenza
la sua espressione & importante per I'attivazione delle
cellule T (1). Studi recenti hanno dimostrato anomalie di
espressione della catena { e di altre molecole di trasdu-
zione del segnale associate con il TCR in TIL ottenuti da
pazienti con tumore (2,3,4).

* |Inizialmente queste anomalie sono state riportate nel
modello murino con linee tumorali stabilizzate (5,6).

¢ Successivamente, utilizzando metodiche di Western
Blot, sono state trovate le stesse anomalie in TIL di
pazienti con tumore al colon, al rene, alla prostata, alla
cervice uterina e all’ovaio (3,7,8,4,9) ,nei melanomi
(10,11) ed anche nei tumori della testa e del collo (2).
L'espressione di tale molecola & diminuita anche nei

linfociti T da sangue periferico (PBL) di pazienti con tumore

rispetto a quelli ottenuti da volontari sani. La tec-nica di

Western Blot non & perd né cosi sensibile né quantitativa,

e la variabilita di espressione di tale catena { e di altre

molecole crea molti problemi nella interpretazione di que-

sti dati.

e E’stata suggerita la possibilita che il difetto di segnale
osservato nei TIL e nei PBL di pazienti con tumore sia
un artefatto indotto da proteasi derivanti da granulociti
o monociti rilasciati durante la processazione dei cam-
pioni tissutali o ematici (12).

e Comunque l'assenza o la bassa espressione di tale
catena C nei TIL osservata in immunocitochimica in
criopreparati di biopsie di tumori umani di differente
origine indica che queste anomalie esistono "in situ", e
non possono essere determinate dalla processazione
del tessuto (13,2,11).

¢ La riduzione nella espressione della catena { & pil
evidente nei TIL rispetto ai PBL degli stessi pazienti;
questo sta ad indicare come le anomalie di tale catena
siano indotte nelle cellule T dal tumore direttamente e
che queste siano meno evidenti nei PBL-T rispetto che
nella sede tumorale (TIL).

La citometria a flusso quantitativa applicata allo studio
della catena { nelle cellule T di pazienti con tumore ha
grandemente facilitato I'interpretazione di queste scoperte
che per molto tempo avevano indotto perplessita nei ricer-
catori. E' parso subito evidente che valutando il "mean
fluorescence intensity" (MFI), ovvero l'intensita media di
fluorescenza, delle cellule T marcate con specifici anticor-
pi, si potevano quantificare significative differenze tra le
cellule T di pazienti con tumore e quelle di soggetti con-
trollo sani. Nella esperienza di uno degli autori di questa
minireview, avendo approntato e perfezionato tale tecnica
gia nel 1996 presso il Microbiology and Tumor Biology
Center (MTC), Dipartimento di Immunologia, Laboratorio
di Oncologia Sperimentale diretto dal Prof. Rolf Kiessling
MD PhD (14), 'espressione della catena [ & normalmente
pill bassa rispetto a quella di CD-3¢ (15). Il MFI della
catena { & sempre piu basso nei TIL o nei linfociti da
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linfonodi di pazienti con tumore con metastasi linfonodale,
rispetto ai PBL-T degli stessi pazienti. La catena { respon-
sabile della trasduzione del segnale del TCR & sottoe-
spressa o assente nelle cellule T ottenute da pazienti
portatori di tumore (2).

EVIDENZE PER L’INTERVENTO DIRETTO DEI
TUMORI NELLA SOTTOREGOLAZIONE DELLA
CATENA

Il decremento della espressione della catena C nelle
cellule T di pazienti con tumore & associata con difetti della
trasduzione di segnale, come & manifestato dalla ridotta o
assente mobilitazione di ioni Ca ** e dal decremento della
attivita tirosin-chinasica; in aggiunta la bassa espressione
della catena C in pazienti con tumore é stata associata con
un alterato profilo citochinico, con conseguente riduzione
a livello di proteina e di mRNA per interleuchina-2 e
interferone-y (13).

e Per testare direttamente l'ipotesi che il tumore induca
aberrazioni esso stesso delle cellule T, sono state
incubate cellule di tumore ovarico umano con PBL-T
allogenici o autologhi per vari periodi di tempo. Lo
scopo & stato quello di determinare quali difetti nella
trasduzione di segnale nei linfociti o altre funzioni linfo-
citarie fossero indotti dal contatto con le cellule tumo-
rali. E’ stata osservata una riduzione della espressione
della catena { nelle cellule T attraverso metodiche di
Western blot e di citofluorimetria a flusso dopo 24 di
cocoltura (16). Questi risultati suggeriscono che il tu-
more induce l'attivazione di peptidasi nei linfociti T, e
che questa degradazione enzimatica indotta dal tumo-
re & responsabile del decremento o della assenza di
espressione di molecole di trasduzione del segnale,
incluso la catena {in linfociti attivati. (2,16). E’ apparso
come la cocoltura di linfociti con cellule tumorali potes-
se condurre all'inizializzazione del processo apoptotico
nelle cellule T attivate; usando il TUNEL test, o i fram-
menti di DNA, & stata dimostrata la presenza di rotture
al DNA in diverse popolazioni di linfociti coincubati con
cellule tumorali. La via delle caspasi sembra essere la
chiave di avvio degli eventi di inizio ed esecuzione del
processo apoptotico (17). Recentemente un’ analisi
computerizzata della sequenza aminoacidica della ca-
tena ( ha rivelato la presenza di siti sensibili all'azione
di clivaggio attuata dalle caspasi, ed & stato dimostrato
che la catena € & un substrato per la proteolisi mediata
dalle caspasi intracellulatri (18). L'attivazione, indotta
dal tumore, delle caspasi sembra essere responsabile
della bassa od assente espressione della catena { e
forse di altre proteine di segnale nei linfociti presenti
nella zona limitrofa alla massa tumorale (TIL) o in quelli
coincubati con il tumore "ex vivo".

e Un altro meccanismo, che include la generazione di
radicali liberi dell'ossigeno in sede tumorale, & stato
proposto per spiegare la riduzione della espressione
della catena { nei pazienti portatori di neoplasia (19).
Dal momento che il processo apoptotico & seguito dalla
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produzione di radicali liberi dell'ossigeno, i due mecca-
nismi di decremento della catena { non sembrano
essere incompatibili.

DOWN-REGOLAZIONE DELLA CATENA C IN
PBL-T DI PAZIENTI PORTATORI DI TUMORE

Lariduzione nella espressione della catena Cin PBL-T
ottenuti da pazienti portatori di neoplasie é stata osservata
da tanti gruppi di ricerca. Attraverso l'uso della citofluori-
metria a flusso , & stato riscontrato un MFI pil basso
rispetto ai controlli (2,3,7,8,4,10,20). Tuttavia queste aber-
razioni nella espressione della catena  non sono state
riscontrate in tutti i pazienti con neoplasia, e se riscontrate,
non in tutte le cellule T circolanti. | dati in letteratura
mostrano come si sia anche riscontrata una bassa espres-
sione della catena C in PBL-T di lesioni pre-maligne in
donne con neoplasia cervicale intraepiteliale (3). Queste
alterazioni nel segnale intracitoplasmatico delle cellule T
e di altre funzioni cellulari divengono molto pili evidenti se
la malattia progredisce: per cui le implicazioni in campo
diagnostico appaioni abbastanza evidenti , delineando la
catena { del TCR come un ipotetico biomarker di questa
progressione.

Inoltre la normale espressione di tale catena del TCR
& biologicamente importante e non influenza solo la so-
pravvivenza dei pazienti con neoplasia, ma anche puo
essere un fattore prognostico per monitorare la risposta
alla immunoterapia. Attualmente infatti, sembra evidente
che la protezione delle cellule effettrici ad attivita antitumo-
rale dalle disfunzioni indotte dal tumore stesso, possa
divenire il primario obiettivo della immunoterapia.

DISREGOLAZIONE DELLA CATENA { DEL TCR
IN PATOLOGIE NON-TUMORALI

E' stata descritta una riduzione della espressione della
catena ( localmente e nel liquido sinoviale di pazienti con
artrite reumatoide (RA) (21,22). | risultati di tali studi sug-
geriscono che un difetto nella trasduzione di segnale
dovuto a deficit del TCR possa spiegare la bassa respon-
sivita dei linfociti T sinoviali in pazienti con artrite reuma-
toide. Queste alterazioni della catena { del TCR hanno
alcune correlazioni in comune con il fenomeno osservato
nei pazienti con neoplasia.
¢ Recentemente in malattie reumatologiche su base au-

toimmune quali il lupus (LES) & stata osservata una

difettiva espressione della catena { del TCR (23)

o Durante processi di infiammazione cronica possono
insorgere difetti in molecole deputate alla trasduzione
del segnale. Questo appare evidente in infezioni croni-
che batteriche e virali; tra le infezioni batteriche, gli stadi
avanzati di lebbra e tubercolosi sono caratterizzati da
una perdita delle funzioni delle cellule T, la cui eziopa-
togenesi rimane oscura. Recentemente, & stata osser-
vata una riduzione nella espressione della catena { del
TCR in pazienti affetti da lebbra (24).

CONCLUSIONI

Rimane tuttavia difficile dimostrare quale parametro
possa predire al meglio la perdita di funzionalita dei linfociti
in patologie come le neoplasie, o le infammazioni croni-
che; si evince dalla letteratura che il dosaggio della
espressione della catena { del TCR attraverso metodiche
di biologia molecolare o citofluorimetriche possa risultare
utile nel monitoraggio di pazienti portatori di neoplasia,
soprattutto per riuscire a predire quali pazienti potranno
rispondere meglio alla immunoterapia, o addirittura valu-
tare l'efficacia della stessa(25).
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