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1. Le diverse funzioni della via inibitoria della proteina recettoriale Programmed Cell 

Death 1 (PD-1) 

1.1 Espressione ed attivazione di PD-1  

Il sistema immunitario adattativo si è evoluto per eliminare virtualmente ogni forma di 

minaccia dall’organismo grazie all’azione combinata dei linfociti T CD4
+
 e CD8

+
 e dei 

linfociti B. Il sistema immunitario allo stesso tempo deve risparmiare le cellule sane e 

mantenere la tolleranza verso i tessuti dell’organismo stesso. Questo è possibile grazie a 

multipli controlli ed equilibri che si instaurano durante la risposta immunitaria e che si 

hanno sia durante lo sviluppo dei linfociti negli organi centrali linfoidi (tolleranza centrale) 

sia in periferia (tolleranza periferica). 

Per quanto riguarda i linfociti T, diversi meccanismi regolatori sono indotti nella fase 

iniziale di attivazione antigene-mediata, che coinvolge innanzitutto il legame del peptide 

presentato dalla molecola MHC e il recettore dei linfociti T (TCR) e poi i segnali di co-

stimolazione positiva derivanti, per esempio, dall’interazione tra il CD28 sui linfociti T e il 

CD80 (noto anche come B7.1) e/o CD86 (B7.2) sulle cellule presentanti l’antigene (APC). 

Nella fase precoce di attivazione, segnali di regolazione negativa sono indotti per 

controbilanciare il programma di attivazione. La proteina recettoriale Programmed cell 

death protein 1 (PD1, nota anche come PDCD1 e CD279) viene espressa e contrasta il 

segnale positivo del TCR e del CD28 ingaggiando i suoi ligandi PD-L1 (noto anche come 

CD274 e B7-H1)
1-3

 e PD-L2 (CD273 e B7-DC), chiamati collettivamente Ligandi di PD-1 

4,5
. PD-1 non è espresso dai linfociti T naïve ma la sua espressione avviene durante la fase 

iniziale di attivazione mediata dall’antigene attraverso il TCR. Diversi fattori di 

trascrizione regolano l’espressione di PD-1 nei linfociti T attivati, i più importanti sono: 

nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1 (NFATC1), forkhead box protein O1 

(FOXO1), T-bet (noto anche come TBX21) and B lymphocyte-induced maturation protein 

1 (BLIMP1) e serine–threonine kinase glycogen synthase kinase 3 (GSK3)
6,7

. Sebbene la 
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maggiore regolazione dell’espressione di PD-1 derivi dall’ingaggio del TCR sui linfociti T, 

esistono anche meccanismi TCR-indipendenti. L’espressione di PD-1 potrebbe subire 

anche una regolazione epigenetica, ma sono necessari ulteriori studi per capire come 

queste alterazioni possano controllare l’espressione di PD-1
8,9

. I recettori co-inibitori come 

PD-1 funzionano come punti di controllo per il sistema immunitario che devono essere 

superati per esercitare la sua piena funzione. 

 

1.2 Struttura del recettore PD-1 ed attivazione delle vie di segnale  

La proteina PD-1 è un recettore di superfice cellulare scoperto nel 1992 da Tasuku 

Honjo et al. all’Università di Kyoto da uno screening di geni coinvolti nella morte cellulare 

programmata appartenente alla superfamiglia delle immunoglobuline B7-CD28, ed è uno 

dei più importanti co-recettori inibitori espressi dalle cellule T. L’espressione di PD-1 è 

indotta rapidamente attraverso il segnale dato dal TCR ed è modulata da citochine
10-13

. La 

proteina PD-1 consiste di un dominio N-terminale seguito da un dominio transmembrana 

di circa 20 amminoacidi e una coda citoplasmatica contenente 2 residui indipendenti di 

tirosina: un “immuno receptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) prossimale alla 

membrana e un “immuno receptor tyrosine-based switch motif (ITSM)
14

. PD-1 può inibire 

la funzione dei linfociti T reclutando delle fosfatasi sul motivo ITSM della coda 

citoplasmatica, SHP2 è la fosfatasi chiave che media il segnale di PD-1
15

. Le fosfatasi 

reclutate possono spegnere l’attivazione dei linfociti T inibendo, per esempio, le proteine 

ZAP70
16

 e le vie di segnale di phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-AKT, RAS, extracellular-

signal-regulated kinase (ERK), VAV and phospholipase Cγ (PLCγ)
17-19

. Nell’insieme 

questo porta ad una minore attivazione di fattori di trascrizione, come Activator Protein 1 

(AP-1), Nuclear Factor of Activated T cells (NFAT) and Nuclear Factor-κB (NF-κB), 

importanti per guidare l’attivazione, la proliferazione, la sopravvivenza, la produzione di 

citochine e alterare il metabolismo dei linfociti T. PD-1 inoltre può inibire i linfociti T 
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aumentando l’espressione di fattori di trascrizione come Basic leucine zipper 

Transcriptional Factor ATF-like (BATF)
20

. 

PD-1 riconosce e lega PD-L1 e PD-L2 entrambi appartenenti alla famiglia di geni B7
2,4,6

. 

Queste 2 proteine presentano una struttura simile ma differenti cinetiche ed espressione su 

tipologie diverse di cellule
6
. PD-L1 è ampiamente espresso in quasi tutti i tessuti sani e in 

vari tipi tumorali (NSCLC, melanoma, carcinoma renale, gastrico, epatocarcinoma, tumori 

cutanei, varie leucemia, mieloma multiplo)
21,22

. Segnali pro-infiammatori sono in grado di 

indurre un aumento dei livelli di espressione di PD-L1
6,23-25

. L’espressione di PD-L2, 

invece, è più ristretta e la si trova prevalentemente su cellule dendritiche, macrofagi
6
 e 

linfociti B
26,27

. La sua espressione è generalmente molto bassa in condizioni normali ma, 

come per PD-L1, è aumentata da stimoli infiammatori. Entrambi i ligandi di PD-1 possono 

essere espressi dalle cellule tumorali, il più comunemente espresso su queste cellule è PD-

L1
21,22

.  

Le citochine (INFγ, LPS, GM-CSF, IL-4 e IL-10) sono regolatori cruciali dell’espressione 

di PD-L1 e PD-L2, in particolare gli interferoni di tipo I e tipo II sono tra i più potenti 

attivatori di PD-L1
1,6,23,24,26

. La capacità degli interferoni di regolare PD-L1 ha contribuito 

alla nascita del concetto di “resistenza adattativa”, che afferma che le citochine pro-

infiammatorie prodotte dai linfociti T infiltranti il tumore (TIL) inducono un incremento 

dei livelli di PD-L1 e quindi promuovono l’immunosoppressione nel microambiente 

tumorale 
28

.  

Numerosi studi evidenziano una connessione tra il segnale mediato da PD-1 e lo stato 

metabolico dei linfociti T
29-32

. Durante la loro attivazione, per produrre l’energia di cui 

hanno bisogno per la proliferazione e differenziazione, la glicolisi aerobica aumenta e 

diminuisce la fosforilazione ossidativa
32

. Il segnale mediato da PD-1 influenza la 

programmazione dello stato metabolico durante la fase di attivazione, inibendo l’aumento 

del metabolismo del glucosio e della glutammina, che è guidato dai segnali provenienti dal 



10 
 

TCR e dal CD28
30

. Il blocco di PD-1 invece promuove l’attività glicolitica nei TIL
31

. 

Considerando che la competizione metabolica nel microambiente tumorale può provocare 

la progressione tumorale rendendo i linfociti T iporesponsivi attraverso la deprivazione del 

glucosio, la comprensione di come il metabolismo regoli PD-1 e i suoi ligandi e di come il 

segnale mediato da PD-1 agisca sul metabolismo della cellula sta divenendo sempre più 

importante. Composti che possano attivare direttamente vie di segnale chiavi del 

metabolismo, incluse le vie di mechanistic target of rapamycin (mTOR), AMP-activated 

protein kinase (MAPK) e PPARγ co-activator 1α (PGC1α), potrebbero agire in sinergia 

con i bloccanti di PD-1 per aumentare l’efficacia di questa terapia
33

.  

 

1.3 Ruolo immunoregolatorio di PD-1  

Sebbene PD-1 abbia ricevuto considerevole attenzione per il suo ruolo nell’esaurimento 

funzionale dei linfociti T e nell’immunosoppressione nel tumore, PD-1 non ha solo questo 

ruolo. I linfociti T attivati esprimono PD-1 durante l’attivazione, quindi PD-1 è un 

marcatore dei linfociti T effettori. PD-1 inoltre è espresso da una sottopopolazione di 

linfociti T tolleranti, regolatori (Treg), follicolari helper (Tfh), follicolari regolatori (TFR) e 

della memoria
6,34

 e da diversi altri tipi di cellule come i linfociti B, le cellule natural killer 

(NK), alcune cellule mieloidi
35

 e alcune cellule tumorali
36-38

. Linfociti T CD8
+
 si possono 

trovare nella circolazione sanguigna di individui sani e non hanno il fenotipo di linfociti T 

esausti
39

. Di conseguenza, la via di segnale di PD-1 può avere diversi contesti: il luogo, il 

tempo di attivazione, lo stato differenziativo dei linfociti T, i livelli di infiammazione, lo 

stato metabolico e altri fattori influenzano l’esito dell’attivazione del recettore PD-1. 

Funzione cruciale di PD-1 è limitare la risposta immunologica nei tessuti promuovendo la 

risoluzione dell’infiammazione e il ritorno dell’omeostasi immunitaria: PD-1 è espresso da 

tutti i linfociti T durante l’attivazione ed agisce come un freno per evitare una eccessiva 
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risposta dei linfociti T stessi. In assenza di PD-1, i danni causati ai tessuti per l’eccessiva 

attivazione dei linfociti possono provocare serie conseguenze per l’organismo ospite 
27

.  

Poiché il ruolo di PD-1 è di modulare in maniera fine il segnale del TCR, PD-1 di 

conseguenza ha un ruolo anche nella formazione dei linfociti T della memoria e la loro 

risposta. Multipli fattori che avvengono nella fase iniziale di attivazione dei linfociti T 

contribuiscono alla quantità e qualità del pool di linfociti T della memoria che si forma in 

seguito all’eliminazione di un antigene
40

. PD-1 inoltre esercita un ruolo importante nella 

tolleranza centrale e periferica, favorendo la protezione dei tessuti da risposte auto-

immuni. Durante lo sviluppo nel timo PD-1 ha un ruolo nel regolare l’intensità del segnale 

del TCR durante la selezione positiva e in periferia ha diversi ruoli nel regolare i linfociti T 

autoreattivi
41-43

. 

 

1.4 Inibizione dell’attività anti-tumorale del sistema immunitario 

La via di segnale del PD-1 viene utilizzata sia da patogeni in infezioni croniche sia da 

cellule tumorali per evadere il sistema immunitario. Il blocco del legame tra PD-1 e i 

ligandi di PD-1 può migliorare la funzionalità dei linfociti T e quindi portare a una 

riduzione della carica virale o della dimensione del tumore.  

Il tumore fornisce un esempio unico di inibizione della risposta immunitaria mediata da 

PD-1. PD-1 ha la potenzialità di fermare la migrazione dei linfociti T verso il tumore e 

impedire le loro funzioni dopo essere stati attivati. Il contributo di PD-1 in questa fase 

probabilmente varia da tumore a tumore
44-48

, data l’alta eterogeneità tra microambienti 

tumorali e i meccanismi di tolleranza tessuto-specifici. Le mutazioni che avvengono nel 

tumore possono provocare una robusta risposta immunitaria, per questo motivo diverse 

strategie sono attualmente in uso per aumentare le risposte verso i neo-antigeni (per 

esempio indicendo mutazioni con radio- o chemio-terapia)
49

. I linfociti T che riconoscono i 

neo-antigeni possono comunque divenire esausti a causa di una stimolazione cronica e 
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dell’ambiente infiammatorio del tumore, in cui citochine pro-infiammatorie prodotte dai 

TIL possono inoltre indurre l’espressione dei ligandi di PD-1 sul tumore e promuovere la 

resistenza adattativa e l’immunosoppressione 
27,50

. 

Diversi studi in modelli murini di tumore hanno evidenziato un ruolo di PD-1 nel regolare 

la risposta immunitaria anti-tumorale
51-53

. In molti di questi modelli, i TIL over-esprimono 

PD-1 mentre le cellule tumorali esprimono i ligandi di PD-1. I modelli murini di tumore 

rispondono con diversa efficacia al blocco di PD-1 usato in mono-terapia. Cellule MCA di 

sarcoma e cellule MC38 di adenocarcinoma hanno riportato risposte migliori all’azione 

dell’anticorpo bloccante PD-1 rispetto alle cellule B16 di melanoma e le cellule MB49 di 

tumore alla vescica
31,54,55

. La maggior parte di tumori nei modelli murini richiedono una 

combinazione di terapie per essere eradicati.  

 

1.5. Inibizione dell’asse di PD-1 ed effetti nelle terapie anti-tumorali 

La mancanza di un’effettiva risposta immunitaria ha spinto la messa a punto di farmaci che 

hanno come bersaglio molecole immunoregolatorie (checkpoint): gli anticorpi monoclonali 

inibitori dei checkpoint (ICIs).  

Anticorpi monoclonali bloccanti PD-1 (anti-PD-1) sono stati tra i primi inibitori dei 

checkpoint immunitari introdotti nella pratica clinica rivelandosi rapidamente un 

promettente approccio terapeutico per il trattamento di vari tipi di tumore
56

. Inizialmente 

l’applicazione dell’anticorpo anti-PD-1 era confinata al melanoma
57

 ma in seguito il suo 

utilizzo è stato approvato per il trattamento di numerosi tipi di tumore. La più alta attività 

antitumorale dell’anti-PD-1 è stata osservata trattando tumori come il linfoma di HOGKIN, 

il carcinoma a cellule di MERKEL, tumori con elevata instabilità microsatellitare (MSI-H) 

e il melanoma desmoplastico, con tassi di risposta che raggiungevano il 50-80%
58

. 

Successivamente tassi di risposta relativamente alti 20-40% sono stati osservati anche in 

tumori con elevata immunogenicità come il melanoma metastatico, carcinoma polmonare 
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non a cellule piccole (NSCLC), carcinoma a cellule renali (RCC) e carcinoma 

epatocellulare (HCC)
58

.  

Dall'approvazione nel settembre 2014 dell’anticorpo anti-PD-1 “Pembrolizumab” per il 

trattamento del Melanoma in stadio avanzato ad oggi, sono stati condotti almeno 500 studi 

clinici che hanno testato 9 anticorpi anti-PD-1 prodotti da 8 aziende farmaceutiche diverse. 

Più recentemente l’FDA ha approvato l’anti-PD-1 “nivolumab” per il trattamento del 

melanoma in stadio avanzato, carcinoma a cellule squamose, NSCLC, tumore al fegato, 

linfoma di HODGKIN e per il carcinoma uroteliale. Il Pembrolizumab invece è stato 

approvato per il trattamento del melanoma non resecabile, il NSCLC in stadio avanzato e 

per il carcinoma del colon retto (CRC) con elevata instabilità microsatellitare (MSI-H). 

L’approvazione da parte dell’FDA è giunta dopo studi clinici in cui la terapia anti-PD-1 ha 

riportato un gran successo in termini di tasso oggettivo di risposta complessiva, durata 

della risposta e aumento del tasso di sopravvivenza del paziente. 

L’utilizzo di anticorpi bloccanti PD-1 o PD-L1 ha ottenuto grandi successi in studi clinici 

59-61
. Molti pazienti comunque non hanno raggiunto una remissione stabile dopo terapia 

anti-PD-1. Le relazioni tra il tumore e il sistema immunitario sono complesse, sia i tumori 

sia le risposte immunitarie sono diverse ed eterogenee ed entrambi influenzano la risposta 

alle terapie. Molti sforzi sono attualmente dedicati per definire i biomarcatori che possano 

predire quali pazienti potranno beneficiare delle terapie anti-PD-1 in monoterapia o in 

combinazione ad altri trattamenti in caso di non risposta alla monoterapia.  

In caso di utilizzo di anticorpi bloccanti PD-1 come monoterapia, la presenza di linfociti T 

CD8
+
 ai margini del tumore e alti livelli di espressione di PD-L1 nel tumore correlano con 

una migliore risposta 
62-64

. In molti casi l’espressione di PD-L1 nei tumori correla con una 

infiltrazione di linfociti T CD8
+
, suggerendo la presenza di una risposta infiammatoria in 

corso
26,65

. I livelli di PD-L1 comunque non sempre corrispondono con l’esito terapeutico 

del trattamento: alcuni tumori PD-L1
+
 rispondono molto poco al blocco di PD-1, mentre 
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alcuni tumori PD-L1
-
 rispondono molto bene

59,60,66
. In alcuni tumori, delle mutazioni 

possono causare l’espressione costitutitva di PD-L1 anche in assenza di una risposta 

infiammatoria
26

. Di conseguenza sono necessari multipli bio-marcatori per predire la 

risposta alla terapia con gli inibitori di PD-1 
67

. 

Ci sono studi in corso dedicati a identificare una mappa di geni che possa predire la 

risposta all’utilizzo degli inibitori dei checkpoints immunitari 
68

. Altri studi hanno mostrato 

che una maggiore clonalità del TCR nel tumore correla con una migliore risposta agli 

inibitori di PD-1, suggerendo che una inferiore diversità di TCR o una più alta clonalità 

della popolazione di linfociti T possa correlare con una migliore risposta immunitaria agli 

inibitori di PD-1
49,69

. Mutazioni somatiche nel tumore sono una opportunità per il sistema 

immunitario per sviluppare una riposta anti-tumorale. Un’analisi su una larga gamma di 

tumori umani ha rivelato che il numero di mutazioni somatiche che possono avvenire ha un 

vasto range, da basso (come nella leucemia mieloide e nel glioblastoma) ad alto (come nel 

melanoma e nel NSCLC)
70

. Studi clinici hanno riportato vari gradi di correlazione tra la 

carica mutazionale e l’esito clinico a seguito di terapie con inibitori dei checkpoints 

immunitari (inibitori di PD-1 e CTLA-4)
71,72

. Il melanoma e il NSCLC in genere hanno un 

alto carico mutazionale e le più alte frequenze di risposta all’inibizione di PD-1. Nel 

NSCLC
73-76

, alte frequenze di mutazioni correlano con durevoli benefici clinici dopo 

trattamento con pembrolizumab. Un gruppo di pazienti con NSCLC (5/18) comunque con 

alto grado di mutazioni non ha raggiunto una risposta durevole alla terapia
71

. 

Questi dati supportano la nozione che le mutazioni somatiche possono correlare con una 

migliore risposta al blocco di PD-1, ma una bassa carica mutazionale non preclude 

necessariamente ai benefici 
77

. 

La terapia anti PD-1 può essere combinata con altri tipi di terapia. Per comprendere come 

combinare le terapie con gli anticorpi bloccanti PD-1, è importante valutare come i diversi 

trattamenti convergono e possono influire sia sulla risposta immunitaria sia sul tumore 
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stesso, poiché entrambe le tipologie di riposta detteranno l’esito terapeutico. E’ cruciale 

comprendere come le terapie vanno ad agire sulle vie di segnale intracellulare nel tumore e 

nel sistema immunitario, su diversi tipi di cellule e in diversi stadi differenziativi, o in 

luoghi anatomici diversi (per esempio in organi linfoidi secondari o nel microambiente 

tumorale). Strategie di combinazione di terapie con inibitori di PD-1 includono l’inibizione 

di altri recettori inibitori (es. LAG3, TIM3 o TIGIT); il blocco di citochine 

immunoregolatorie (es. IL-10 e l’interferone di tipo I); la somministrazione di agonisti per 

molecole, costimolatorie (es. CD40 or ICOS), la somministrazione di citochine 

omeostatiche (es. IL-2, IL-7 or IL-15); vaccini e la somministrazione di linfociti T 

ingegnerizzati
78,79

. 

 

2. Il tumore del polmone non a piccole cellule (NSCLC) 

2.1 NSCLC: trattamenti correnti e future terapie 

Il NSCLC si suddivide in 3 tipologie: carcinoma a cellule squamose (25-30% dei casi di 

tumore al polmone), adenocarcinoma (è la forma più comune, 40% dei casi di tumore al 

polmone), carcinoma a cellule larghe (5-10%)
80-82

. A seconda della stadiazione, i pazienti 

sono eleggibili per determinati tipi di trattamento che vanno dalla chirurgia alla 

radioterapia alla chemioterapia e alla terapia a bersaglio molecolare.  

Circa il 40% dei nuovi casi diagnosticati di NSCLC è allo stadio IV. Per pazienti allo 

stadio IV, la combinazione di chemiotarapia è la prima linea di trattamento. La società 

American Society of Clinical Oncology (ASCO) ha stabilito per i pazienti con un 

performance status (PS) 0-1 un regime di platino (cisplatino o carboplatino) più paclitaxel, 

gemcitabine, docetaxel, vinorelbine, irinotecan, o pemetrex
83

. Studi con un singolo 

trattamento non hanno dimostrato superiorità rispetto a qualsiasi tipo di combinazione 

terapeutica. La sopravvivenza totale media per i pazienti in questi studi è di circa 8-10 

mesi
84

. Pazienti con un PS di 2 possono ricevere il trattamento singolo, tipicamente non a 
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base di platino
85

. Pazienti con un PS di 3 di norma non hanno benefici dalla chemioterapia 

poiché il rischio di eventi avversi potrebbe peggiorare la loro qualità di vita in maniera 

significativa.  

La medicina personalizzata con terapie a bersaglio molecolare ha contribuito a migliorare 

la sopravvivenza di pazienti con NSCLC
86

. Mutazioni in importanti oncogeni come EGFR, 

BRAF e HER2 o il riarrangiamento di ALK e ROS1 sono presenti solo nella metà dei 

pazienti con adenocarcinoma, per gli altri pazienti con NSCLC privi di alterazioni geniche 

che non possano essere bersaglio delle terapie a bersaglio molecolare, l’unica possibilità 

terapeutica è rappresentata dalla convenzionale doppia terapia di mantenimento basata su 

platino
87,88

. 

Negli ultimi 10 anni l’immunoterapia basata sugli inibitori dei checkpoint immunitari 

(ICIs), in particolare gli inibitori dell’asse di PD-1, hanno modificato le modalità di 

trattamento del NSCLC. Inizialmente dimostratisi efficaci come seconda o successiva linea 

di trattamento nel migliorare l’esito in stadi avanzati, gli ICIs hanno migliorato la 

sopravvivenza totale in confronto alla chemioterapia in prima linea di trattamento per quei 

pazienti che esprimevano PD-L1 almeno sul 50% del tumore. Più recentemente, la 

combinazione degli ICIs con la chemioterapia ha migliorato la sopravvivenza di pazienti 

con NSCLC, indipendentemente dall’espressione di PD-L1. Nivolumab, una 

immunoglobulina monoclonale umana (Ig)G4 anti PD-1, è stato il primo inibitore di PD-1 

approvato nel trattamento del NSCLC avanzato. Nivolumab è diventato un perno del 

trattamento in prima linea del NSCLC avanzato/metastatico senza alterazioni geniche
89

. 

Attualmente i principali inibitori di PD-1 sono Nivolumab e Pembrolizumab
60

. 

 

2.2 Applicazione clinica e studi clinici della terapia anti-PD-1 nel NSCLC 

Negli ultimi anni sono stati avviati numerosi studi clinici focalizzati alla valutazione 

dell’effetto antitumorale di ICIs in pazienti affetti da NSCLC. Attualmente per il 
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trattamento del NSCLC l’FDA ha approvato l’utilizzo di 3 tipi di ICIs: 2 anti-PD-1 

(nivolubab e pembrolizumab) e 1 anti-PDL-1 (atezolizumab).  

L’efficacia della monoterapia con ICIs è stata provata dalla seconda alla prima linea di 

trattamento. Grazie all’ efficacia e profilo di sicurezza dimostrato da pembrolizumab nello 

studio clinico Keynote001, l’FDA ha approvato pembrolizumab come trattamento di 

seconda linea per il NSCLC avanzato. Successivamente, lo studio Keynote 001
76

 ha 

dimostrato che rispetto al trattamento con docetaxel, pazienti positivi a PD-L1 (punteggio 

per la proporzione su tumore, TPS ≥ 1%) potevano ottenere significativi benefici sulla 

sopravvivenza con il trattamento con pembrolizumab, specialmente coloro con TPS ≥ 50%, 

l’incidenza di eventi avversi è stata bassa
90

. I risultati inoltre dello studio Keynote 024 e 

042 supportano l’uso di pembrolizumab in monoterapia come prima linea di trattamento 

per pazienti di NSCLC positivi all’espressione di PD-L1, soprattutto per espressioni 

elevate
91,92

. Sebbene la terapia con ICIs abbia già riformulato le strategie di trattamento nel 

NSCLC avanzato, vi è tuttora una grande proporzione di pazienti che non rispondono
93

. E’ 

stato riportato che la chemioterapia basata su platino possa contribuire a sensibilizzare il 

tumore agli ICIs incrementando l’infiltrazione dei linfociti T CD8
+94

. Lo studio Keynote 

021 è il primo studio in cui si è avuto successo nella combinazione di chemioterapia basata 

su platino e ICIs per il trattamento di NSCLC avanzato negativo a mutazioni
95

. 

Indipendentemente dall’espressione di PD-L1, la frequenza di risposta oggettiva (objective 

response rate, ORR) è stata quasi il doppio in pazienti con pembrolizumab e 

chemioterapia, rispetto alla sola chemioterapia. Successivamente, gli studi Keynote 189 e 

407 hanno riportato risultati simili nel carcinoma squamoso e non squamoso
96,97

, 

rafforzando le evidenze per l’utilizzo della combianzione di ICIs e chemioterapia come 

prima linea terapeutica. Gli studi Impower131 (NCT02367794) e 132 (NCT02657434) 

inoltre hanno raggiunto il loro obiettivo principale, provando che i pazienti possono 
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ottenere più benefici per la sopravvivenza e meno rischi dalla combinazione di 

atezolizumab e chemioterapia piuttosto che dalla singola chemioterapia. 

Al congresso ASCO 2018, Borghaei et al. hanno riportato i risultati dell’analisi di un 

sottogruppo dello studio Checkmate 227 (NCT02477826): nivolumab più chemioterapia 

hanno una tendenza nel migliorare la sopravvivenza libera da malattia (patient free 

survival, PFS) rispetto alla singola chemioterapia in pazienti negativi per l’espressione di 

PD-L1. Nivolumab più chemioterapia, inoltre, può significativamente migliorare la 

frequenza di PFS a 1 anno in quei pazienti che hanno un alto carico mutazionale (Tumor 

Mutation Burden, TMB ≥ 10 Mut/Mb) rispetto alla sola chemioterapia, suggerendo che un 

alto TMB può essere un buon predittore per i benefici derivanti dalla combinazione. 

 

3. Espressione intrinseca di PD-1 sul tumore 

Fino a poco tempo fa, l’espressione del recettore PD-1 è stata principalmente riportata su 

cellule immunocompetenti della linea ematopoietica. Recentemente è stata descritta 

un’espressione intrinseca di PD-1 su cellule tumorali: nel melanoma
36-38

, nel carcinoma 

epatocellulare (HCC)
98

 e nell’adenocarcinoma duttale del pancreas (PDAC)
99

. Il ruolo 

attribuito a PD-1 è stato di promuovere la proliferazione e la crescita tumorale.  Nel 

melanoma PD-1 è stato descritto agire attraverso la via di segnale di mTOR, promuovendo 

a valle la fosforilazione di S6, nel HCC sono ipotizzate due vie di segnale parallele, quella 

di eIF4E e p70S6K, che si attivano a valle di mTOR. Nel PDAC si ipotizza una via 

diversa, in cui PD-1 interagisce con Mps1-One binder (MOB1), ne impedisce la 

fosforilazione e promuove la via di segnale Hippo attivando le molecole a valle 
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3.1 Espressione di PD-1 su cellule di melanona  

Il primo studio preclinico a descrivere la presenza di PD-1 sul tumore è quello di Schatton 

et al. che dimostra la sua espressione su cellule tumorali di melanoma
38

. Gli autori 

descrivono questo recettore espresso su una frazione di cellule dotate di caratteristiche di 

staminalità, definite cellule inizianti il melanoma maligno (MMIC). Dimostrano in 

particolare la presenza di PD-1 sulla sottopopolazione di MMIC positiva per l’espressione 

della proteina connessa alla chemioresistenza ATP-Binding Cassette B5 (ABCB5), la cui 

espressione correla con la progressione di malattia e alla maggiore capacità clonale di 

queste cellule. 

Secondo questo studio, l’espressione di PD-1 sulla frazione MMIC ABCB5
+
 conferisce ad 

una popolazione di cellule dotata di aumentata pro-tumorigenicità e chemioresistenza, 

proprietà immunoevasive e potenziale resistenza ai trattamenti immunoterapici.  

Risultati simili sono stati pubblicati 5 anni dopo da un altro gruppo di ricerca. In questo 

studio gli autori
36

 dimostrano un’espressione intrinseca di PD-1 su cellule tumorali di 

melanoma, sia su linee commerciali sia su cellule derivanti da biopsie chirurgiche e 

confermano l’espressione confinata di PD-1 su una piccola frazione di cellule con 

caratteristiche di staminalità e dotate di una maggiore capacità tumorigenica. Dimostrano, 

inoltre, sia in modelli in vitro che in vivo, un’implicazione di PD-1 nella tumorigenicità. 

Secondo questo studio PD-1 espresso sulle cellule di melanoma, in seguito ad interazione 

con il suo ligando PD-L1, trasduce un segnale pro-tumorigenico all’interno delle cellule 

promuovendo la crescita tumorale. Questi risultati dimostrano che PD-1 espresso sui 

linfociti T inibisce l’attività immunitaria antitumorale, mentre PD-1 espresso sulle cellule 

tumorali promuove la crescita tumorale con un meccanismo indipendentemente dal sistema 

immunitario adattativo. Gli stessi autori mostrano anche, sia in modelli in vitro che in 

modelli murini in vivo, che il trattamento con anticorpo bloccante PD-1 sulle cellule 

tumorali inibisce la crescita del tumore.  
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Grazie alla coltura in vitro delle cellule di melanoma in condizioni di staminalità, che 

favoriscono la formazione di sfere, è stato possibile dimostrare che la percentuale di cellule 

esprimenti PD-1 è più alta in queste cellule più indifferenziate e il trattamento con 

anticorpo bloccante PD-1 significativamente inibisce la crescita e la formazione di sfere 

staminali di melanoma, supportando l’idea che la presenza di PD-1 sulle MMIC 

potenzialmente possa favorire la proliferazione e le recidive di malattia.   

Lo stesso studio mostra delle prime evidenze sulla via di segnale attivata da PD-1 nelle 

cellule tumorali. A differenza di quanto avviene nelle cellule T, in cui PD-1 inibisce la 

proliferazione dei linfociti T, PD-1 sulle cellule tumorali trasduce un segnale di crescita 

attivando una via che induce un aumento della fosforilazione della molecola mTOR e della 

proteina ribosomale S6 in maniera indipendente dalla via PI3K/AKT. L’ espressione 

intrinseca di PD-1 sulle cellule tumorali di melanoma dotate di caratteristiche di 

staminalità e di potenziale pro-tumorigenico, ha fornito a noi il razionale per ipotizzare che 

la frazione di cellule tumorali PD-1
+
 fosse implicata nello sviluppo di meccanismi di 

resistenza alle terapie contro il tumore. Il mio gruppo di ricerca in uno studio preclinico 

recentemente pubblicato
37

 ha dimostrato che la frazione di cellule di melanoma PD-1
+ 

aumenta significativamente durante il trattamento con gli inibitori di BRAF e MEK 

(BRAF/MEKi) e ha mostrato come questo trattamento possa avere beneficio dalla 

combinazione con l’anticorpo anti PD-1 in assenza di linfociti in un modello in vivo 

immunocompromesso.  

Abbiamo utilizzato un modello murino immunodeficiente impiantato sottocute con cellule 

umane di melanoma.  Durante il trattamento non abbiamo osservato alcuna differenza tra la 

sola terapia con BRAF/MEKi e la terapia combinata BRAF/MEKi con anti-PD-1. 

L’associazione dei due trattamenti ha però ritardato in maniera significativa lo sviluppo di 

resistenza al farmaco e la ripresa della crescita tumorale dopo la fine del trattamento 

rispetto al gruppo trattato solo con BRAF/MEKi. Questi risultati forniscono il razionale 
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indipendente da linfociti per esplorare una strategia di trattamenti farmacologici in 

combinazione con l’anticorpo anti PD-1. 
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SCOPO DEL LAVORO 
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Il nostro lavoro mira ad esplorare il ruolo intrinseco del recettore PD-1 nell’ambito di 

cellule di NSCLC e la sua possibile modulazione con Ab bloccanti anti-PD-1. Lo studio è  

di natura preclinica/traslazionale e intende indagare da una nuova prospettiva il recettore 

PD-1 fornendo basi traslazionali per nuovi sviluppi terapeutici, indipendenti dalla nota 

azione sui linfociti,  potenzialmente integrabili alle strategie attuali in ambito di NSCLC.  

 

4.1.2 Obiettivi e disegno sperimentale 

 

a) Espressione di PD-1 in cellule di NSCLC 

L’espressione del recettore PD-1 sarà valutata sia a livello bioinformatico che direttamente 

in laboratorio su linee di NSCLC ottenute da banche cellulari (ATCC) o da biopsie 

chirurgiche. Nel primo caso i dati “in silico” comprenderanno l’espressione di mRNA per 

PD-1 di tutte le linee di NSCLC riportati nel data set “Cancer Cell Line Enciclopedia” 

(CCLE). L’espressione di PD-1 in laboratorio sarà esplorata su linee di NSCLC sia a 

livello proteico mediante citofluorimetria, western blot e immunofluorescenza, che a 

livello molecolare valutando i livelli di mRNA trascritto mediante PCR quantitativa (qPCR 

REAL TIME). Considerando l’ipotetica espressione preferenziale di PD-1 a livello di 

cellule tumorali con caratteristiche di staminalità, le analisi in laboratorio verranno 

condotte su colture di NSCLC in condizioni di adesione, in condizioni preferenziali di 

staminalità che inducono formazione di “pneumosfere stem-like” in sospensione e dopo 

trattamento in vitro con chemioterapia (Cisplatino). 

 

b) Valutazione del ruolo funzionale di PD-1 in NSCLC 

Valuteremo l’ipotizzato ruolo pro-tumorigenico di PD-1 sulle cellule di NSCLC operando 

una sua stimolazione sperimentale con il rispettivo ligando solubile (PD-L1s), e valutando 

come endopoint la capacità di formare pneumosfere in condizioni di staminalità. A livello 
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meccanicistico esploreremo, tramite protome profilier antibody array, le principali 

molecole coinvolte nella via di trasduzione del segnale a valle di PD-1 dopo interazione 

con PD-L1s 

 

c) Valutazione della potenziale modulazione terapeutica di PD-1  

Esploreremo la possibile modulazione terapeutica del recettore PD-1 attraverso un suo 

blocco specifico. Valuteremo l’effetto dell’ Ab bloccante anti PD-1 sull’attività pro-

tumorigenica, mediata dall’interazione PD-1/PD-L1. Controlli paralleli comprenderanno   

l’inibizione della trascrizione di PD-1 mediante RNA-interference ed un controllo con 

linea NSCLC
PD-1ko

 ottenuta tramite sistema CRISP-Cas9. In esperimenti selezionati, 

esploreremo l’azione inibitoria dell’Ab anti-PD1, sequenziale a trattamento in vitro di 

NSCLC con Cisplatino.  
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5.1 Valutazione bioinformatica dell’espressione dell’mRNA 

I valori di espressione dell’mRNA di PD-1 in linee cellulari di Adenocarcinomi e linee 

cellulari di carcinomi a Cellule Squamose sono stati ottenuti dal data set cancer cell line 

encyclopedia (CCLE) .(http://www.broadinstitute.org/ccle, access September 2015). 

 

5.2 Coltura di linee tumorali di NSCLC 

Sono state utilizzate linee cellulari commerciali di NSCLC (H1975, EBC-1, H23, H820, 

HCC827) ottenute dalla banca cellulare ATCC (American Type Culture Collection). Le 

linee sono state coltivate in terreno RPMI (Sigma) addizionato con 10% di FBS 

(EuroClone), 1% di glutammina (Q) (Gibco BRL, Grand Island, NY), 1% di penicillina 

(100U/ml) streptomicina (100 μg/ml) (Sigma). La temperatura dell’incubatore è stata 

mantenuta costante a 37°C, con atmosfera satura di vapore acqueo ad una concentrazione 

di CO
2
 pari al 5%. Le linee commerciale sono state seminate in piastre tipo Petri e divise 

una volta raggiunte le condizioni di subconfluenza.  

 

5.3 Coltura di cellule tumorali primarie di NSCLC 

Le colture primarie di NSCLC (SL165, SL166) sono state gentilmente concesse, 

nell’ambito di una collaborazione, dalla Prof.ssa Silvia Novello e il Prof. Giorgio Scagliotti 

del dipartimento di Oncologia dell’ospedale San Luigi Gonzaga (Università degli studi di 

Torino). Nello specifico le biopsie chirurgiche da cui derivano le linee sono state eseguite 

su pazienti affetti da adenocarcinoma polmonare. Le cellule sono state coltivate in terreno 

F12 Nutri Mix HAM’s (Gibco) addizionato con 10% di FBS (EuroClone), 1% di 

penicillina (100U/ml) streptomicina (100 μg/ml) (Sigma) e 5% di B-27™ Supplement 
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(GIBCO). La temperatura dell’incubatore è stata mantenuta costante a 37°C, con atmosfera 

satura di vapore acqueo ad una concentrazione di CO2 pari al 5%. Le cellule primarie sono 

state seminate in piastre tipo Petri e divise una volta raggiunte le condizioni di 

subconfluenza. 

 

5.4 Coltura di pneumosfere stem-like 

Le pneumosfere stem-like sono state generate ponendo le cellule tumorali di NSCLC in 

condizioni di coltura che promuovono le caratteristiche staminali. Tali condizioni sono tali 

da non consentire la sopravvivenza della quasi totalità delle cellule differenziate, mentre le 

cellule staminali presenti nella coltura entrano in uno stato di attiva proliferazione. La 

progenie ottenuta per divisione delle cellule staminali tende a raggrupparsi formando delle 

masse sferiche “pneumosfere” che crescono in sospensione. Tali condizioni di coltura 

prevedono terreno DMEM F12 (Sigma) addizionato di 1% di penicillina (100U/ml) 

streptomicina (100 μg/ml) (Sigma) e 10 % di B-27™ Supplement (GIBCO). Nelle colture 

di pneumosfere primarie il terreno è stato inoltre addizionato di Fattore di Crescita delle 

cellule Epidermiche (EGF) ad una concentrazione finale di 20 ng/ml e Fattore di Crescita 

dei Fibroblasti 2 (FGF-2) ad una concentrazione finale di 20 ng/ml. Per garantire la 

formazione in masse sferiche le cellule sono state coltivate in fiasche che non consentono 

l’adesione (Corning® Ultra-Low Attachment 75cm², Corning), disgregate e divise una 

volta raggiunte le dimensioni di 100 μm. 

 

5.5 Valutazione citofluorimetrica dell’espressione di PD-1 

Le cellule tumorali primarie e le linee commerciali sono state analizzate 

citofluorimetricamente per l’espressione di PD-1. I campioni di cellule tumorali, circa 
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2x10
5
 cellule, sono state colorate con mAb anti PD-1 (Anti-Human PD-1 APC, MACS 

Miltenyi Biotec). L’acquisizione citofluorimetrica è stata eseguita tramite strumento CyAN 

(Dako).  

 

5.6 Valutazione dei livelli di espressione dell’mRNA di PD-1  

L’RNA totale è stato estratto da tutte le linee di NSCLC utilizzate sia in condizioni di 

adesione che in condizioni di pneumosfere. Per estrarre l’RNA è stata utilizzata una 

procedura di purificazione automatica che prevede l’utilizzo dello strumento Maxwell® 

RSC Instrument (Promega). Prima dell’estrazione i campioni sono stati preparati seguendo 

il protocollo del Kit di estrazione RNA (Maxwell® RSC RNA tissue Kit, Promega). 

Successivamente i campioni preparati sono stati posti all’interno dello strumento 

Maxwell®(Promega) per procedere con l’estrazione automatica. L’RNA estratto è stato 

quantificato mediante spettofotometro (The DeNovix DS-11 FX Series of 

Spectrophotometers/Fluorometers) e successivamente retrotrascritto in cDNA con 

SuperScript II RT-PCR (Life Technologies, Inc., Carlsbad,CA). In seguito i prodotti 

retrotrascritti sono stati amplificati, utilizzando primers specifici per PD-1 e OCT-4, 

mediante PCR quantitativa (REAL-TIME qPCR). I livelli di trascritto sono stati calcolati 

utilizzando il metodo 2
-ΔΔCt

. 

 

5.7 Valutazione dell’espressione di PD-1 mediante Western Blot 

Il western blot (WB) è stato condotto utilizzando gel di poliacrilammide (Mini-

PROTEAN® TGX™ Precast Gels, BIORAD). Gli estratti cellulari sono stati denaturati 

mediante bollitura per 10 minuti in buffer di caricamento contenente 15 mM TRIS-HCl pH 

6.8, glicerolo (2.5%), SDS (sodio dodecil solfato) (0.5%), Bromofenolo Blu (0,25%) e 



29 
 

β−mercaptoetanolo (0.3 M). La miscela proteica è stata separata mediante SDS-PAGE 

(elettroforesi mediante gel di poliacrilammide). Le proteine sono state trasferite su 

membrana di nitrocellulosa mediante (The Trans-Blot Turbo Transfer, BIORAD). Dopo il 

trasferimento, i siti di legame non specifici sono stati bloccati mediante incubazione con 

una soluzione di BSA 5% in TBS. La membrana è stata poi incubata con anticorpi 

monoclonale contro PD-1 (PD-1 D4W2J XP® Rabbit mAb, Cell-Signaling). Dopo 

lavaggio con PBS contenente lo 0.1% di Tween 20 (PBS-T), la membrana nitrocellulosa è 

stata incubata con l’anticorpo secondario anti-IgG di topo coniugato con perossidasi di 

rafano. Il legame antigene-anticorpo è stato visualizzato mediante chemiluminescenza 

(Fujifilm LAS-3000 Imager) dopo aver posto le membrane a contatto con emulsioni 

fotografiche. L’intensità delle bande specifiche è stata valutata usando il software 

ImageLab (BIO-RAD), dopo normalizzazione con controlli interni di proteine house-

keeping. 

 

5.8 Valutazione dell’espressione di PD-1, PDL-1 e PDL-2 su pneumosfere mediante 

immunofluorescenza 

L’immunofluorescenza è stata effettuata su pneumosfere fissate in paraformaldeide (PAF) 

su vetrini polilisinati. Le pneumosfere fissate sono state permeabilizzate con PBS-Triton 

0.2%. Successivamente le sfere sono state lavate con PBS e sottoposte a saturazione con 

PBS-BSA 4% per bloccare i siti non specifici. Dopo saturazione sono state incubate con 

anticorpi primari diluiti in PBS-BSA 0.4% anti-PD1, PDL-1 e PDL-2 (PD-1 D4W2J XP® 

Rabbit mAb, PD-L1 E1L3N® XP® Rabbit mAb e PD-L2 D7U8C™ XP® Rabbit mAb, 

Cell Signaling). In seguito lavate con PBS e incubate con anticorpi secondari anti-Rabbit 

coniugati con fluorocromo AF 555 diluiti in PBS-BSA 0.4% e successivamente incubati 

con colorante fluorescente per i nuclei DAPI diluito in PBS-BSA 0.4%. Tutte le immagini 
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di immunofluorescenza sono state acquisite con un microscopio confocale (Leica SPIIE 

confocal laser-scanning microscope, Leica Microsystems). 

 

5.9 Trasduzione con il vettore LV-Oct-4.eGFP  

Le cellule sono state trasdotte con il vettore lentivirale LV-Oct-4.eGFP prodotto e validato 

in passato nel nostro laboratorio
100

. 

Le cellule sono state piastrate a concentrazione 100.000 cellule/ml. Dopo 24 ore, il terreno 

è stato cambiato con terreno fresco e le cellule sono state infettate con il lentivirus LV-Oct-

4.eGFP alla dose di 400ng P24/100.000 cellule. In parallelo sono state effettuate 

trasduzioni alla medesima dose con il lentivirus LV-PGK.eGFP per avere un controllo 

dell’efficienza di trasduzione. Dopo 16 ore, il terreno addizionato con il virus è stato 

sostituito con terreno fresco e, per ottenere una valutazione corretta dell’efficienza di 

trasduzione, le cellule sono state analizzate al Cyan (Dako) almeno 10 giorni dopo. 

 

5.10 Inibizione dell’espressione di PD-1 mediante RNA Interference 

Per silenziare l’espressione di PD-1 è stata utilizzata la tecnica dell’RNA Interference. Le 

cellule sono state piastrate a concentrazione 100.000 cellule/ml. Dopo 24 ore, il terreno è 

stato cambiato con terreno fresco e le cellule sono state infettate con 4 lentivirus LV-

pGFP-C-shRNA (OriGene) codificanti ognuno per una diversa cassetta shRNA-PD-1 e per 

la proteina GFP entrambe posti sotto il controllo del promotore U6 che consente 

l’espressione in cellule di mammifero. La dose di virus usata per ognuno è stata 2MOI. In 

parallelo sono state effettuate trasduzioni alla medesima dose con il lentivirus LV-pGFP-

C-MOCK (OriGene) per avere un controllo di silenziamento. Dopo 16 ore, il terreno 

addizionato con il virus è stato sostituito con terreno fresco e, per ottenere una valutazione 
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corretta dell’efficienza di trasduzione, le cellule sono state analizzate al Cyan (Dako) 7 

giorni dopo. 

 

5.11 Generazione della linea di pneumosfere H1975
PD-1 KO 

 

La linea di pneumosfere H1975
PD-1 KO

 è stata generata dal labotario di Gene Transfer 

Therapy del nostro istituto, con a capo la dott.ssa Elisa Vigna, nell’ambito di una 

collaborazione con il mio gruppo di ricerca. 

L’RNA guida specifica per la sequenza PD-1 (PD-sg: AGGCGCCCTGGCCAGTCGTC), 

disegnata usando il programma https://zlab.bio, è stata clonata in un vettore commerciale 

seguendo il protocollo descritto da Ran F.A. et al., Nat Protoc. 2013.  Il vettore è stata poi 

trasfettato nella linea di pneumosfere H1975 usando il kit TransIT®-mRNA Transfection. 

48h dopo la trasfezione il terreno di coltura è stato cambiato e sostituito con terreno fresco 

addizionato di 11 μg/ml di puromicina. La selezione in puromicina è stata mantenuta per 

15 giorni. Terminata la selezione abbiamo isolato singoli cloni e coltivato questi in pistre 

da 96 pozzetti per dare origine a colonie derivanti dallo stesso clone. Successivamnte, 

appena formate, le colonie sono state purificate e analizzate. 

 

5.12 Farmaci 

Per bloccare PD-1 le colture di pneumosfere sono state trattate con l’anticorpo 

monoclonale bloccante PD-1(inVivoMAb anti-human PD-1(CD279), Clone: J110, Bio X 

Cell) alla concentrazione di 100 μg/ml.  Le colture usate come controllo sono state trattate 

con l’anticorpo isotipico (inVivoMAb mouse IgG1 isotype control, Clone: MOPC-21, Bio 

X Cell) alla concentrazione di 100 μg/ml.  

Le cellule coltivate in condizioni di adesione sono state trattate con Chemioterapico 

(Cisplatino) alla concentrazione IC50.  
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5.13 Valutazione dei livelli di fosforilazione delle proteine chinasi  

I livelli di fosforilazione delle proteine chinasi stimolate a valle dal recettore PD-1 sono 

stati valutati utilizzando il kit proteome profiler antibody array (R&D system) che 

permette di confrontare i livelli relativi di fosforilazione di 24 proteine chinasi attivate da 

mitogeno (MAPKs) e altre serin/treonine chinasi(AKT2, AKT3, CREB, ERK1, ERK2, 

GSK-3a/b, GSK-3b, HSP27, JNK1, JNK2, JNK pan, MKK3, MKK6, MSK2, p38a, p38b, 

p38d, p38y, p53, p70 S6 Kinasi, RSK1, RSK2). I campioni proteici sono stati ottenuti e 

trattati seguendo la procedura riportata dalle istruzioni del kit. 

 

5.14 Analisi statistica 

I livelli di espressione genica e proteica , l’effetto del blocco di PD-1 sulla formazione di 

pneumosfere e sulla ripresa della crescita cellulare dopo CDDP sono stati comparati 

statisticamnte usando T test non parametrico (Mann-Whitney test) che compara 2 gruppi 

sperimentali. I dati analizzati con software Prism graphPad5, valori di significatività 

accettati per p<0.05.  
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6.1 Espressione dell’mRNA di PD-1 in NSCLC  

Per valutare la potenziale espressione di PD-1 nel NSCLC, abbiamo analizzato dati in 

silico di espressione dell’ mRNA di PD-1 in linee cellulari di NSCLC presenti sul dataset 

CCLE. Sono stati analizzati i valori di mRNA in 67 linee cellulari di Adenocarcinomi 

(Affimetryx RNA value 4,348 [3,882-6,361]) e in 28 linee cellulari di carcinomi a Cellule 

Squamose (RNA value 4,338 [3,995-5,178]) e dall’analisi eseguita l’mRNA di PD-1 è 

risultato espresso in tutte le linee analizzate, figura 1. Nella maggior parte dei casi 

analizzati i valori di espressione dell’mRNA di PD1 erano comparabili a quelli dei suoi 

ligandi (PD-L1, PD-L2) figura 1. I valori di mRNA di TTF1 e delle citocheratine 

(KRT5/6) sono stati usati come marcatori specifici di controllo rispettivamente di 

Adenocarcinoma e di carcinoma a Cellule Squamose.  

                                                                    

Figure 1. Analisi dell’espressione dell’mRNA di PD1 in linee di NSCLC presenti sul dataset 

CCLE. Box plots dei valori di espressione Affimetrix dell’mRNA di PD-1, PD-L1, and PD-L2 in 

67 linee di Adenocarcinomi (A) e in 28 linee di Carcinoma polmonare a Cellule Squamose (B) 

presenti sul dataset CCLE. I valori di mRNA di TTF1 e delle citocheratine (KRT5/6) sono stati 

usati come marcatori specifici di controllo rispettivamente di adenocarcinoma e di carcinoma a 

cellule squamose.  

 

 

A B 
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6.2 PD-1 è espresso da una limitata frazione cellulare in NSCLC  

Abbiamo voluto dimostrare che effettivamente PD1 fosse espresso sulla membrana di linee 

cellulari di NSCLC. Sono state analizzate mediante saggio citofluorimetrico 7 linee di 

NSCLC: 6 linee di adenocarcinoma, comprendenti 2 linee primarie derivate da paziente 

(H1975, H23, H820, HCC827, SL165, SL166) e una linea di carcinoma a cellule squamose 

(EBC-1). L’analisi citofluorimetrica ha dimostrato la costante presenza di una piccola 

frazione cellulare positiva per l’espressione in membrana di PD1 in tutte le linee analizzate 

(mediana 2% range[1-5] n=6) figura 2 (A). La presenza di PD1 su tutte le nostre linee di 

NSCLC è stata inoltre confermata sia a livello proteico con un immunoblot per la proteina 

PD-1 sia a livello trascrizionale tramite retrotrascrizione e amplificazione di un frammento 

della sequenza dell’mRNA di PD-1 (n=6) figura 2 (B). 

 

 

Figura 2. Espressione della proteina PD-1 in linee di NSCLC. Plot citofluorimetrico 

rappresentativo dell’espressione in membrana di PD-1 su linee cellulari di NSCLC. La percentuale 

di cellule positive per l’espressione di PD-1 è stata valutata considerando le cellule vitali 

identificate dal colorante fluorescente DAPI (A).  Analisi di espressione dell’mRNA di PD-1 

mediante RT-PCR (B).e immunoblot (C) dell’espressione della proteina PD-1 in linee di NSCLC. 

Linfociti T sono stati utilizzati come controllo positivo.  
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6.3 L’espressione di PD-1 in NSCLC aumenta in condizioni di staminalità  

Nel melanoma PD-1 è preferenzialmente espresso da una frazione di cellule tumorali, con 

caratteristiche staminali (stem-like) dotate di una maggiore capacità tumorigenica
36-38

. 

Basandoci su tale razionale abbiamo valutato l’espressione di PD-1 su pneumosfere stem-

like ottenute ponendo le cellule tumorali in condizioni di coltura che promuovono le 

caratteristiche staminali. Tali condizioni di coltura sono tali da non consentire la 

sopravvivenza della quasi totalità delle cellule differenziate, mentre le cellule staminali 

presenti nella coltura entrano in uno stato di attiva proliferazione. La progenie ottenuta per 

divisione delle cellule staminali tende a raggrupparsi formando delle masse sferiche 

“pneumosfere” che crescono in sospensione. 

L’espressione di PD-1 su pneumosfere è stata valutata mediante citofluorimetro. L’analisi 

ha riportato un significativo aumento della frazione di cellule tumorali PD1
+
 nelle 

pneumosfere rispetto alle cellule poste in condizioni di adesione, con una mediana di 

espressione pari a 12% [4-36] vs 2% [1-5] (P<0,0001, n=6). L’espressione di PD-1 su 

pneumosfere è stata anche confermata in immunofluorescenza (n=4) figura 3. Una 

ulteriore conferma dell’arricchimento della proteina PD-1 nelle pneumosfere è stata 

ottenuta mediante RTqPCR, dove abbiamo dimostrato che i livelli di mRNA di PD-1 e del 

gene di staminalità Oct4 aumentano a livelli paraganobili rispetto alla controparte presente 

nelle cellule coltivate in adesione (4.5 vs 4 fold, n=5) figura 3.  
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Figura 3. Espressione di PD-1 in pneumosfere stem-like. Aumento della percentuale di cellule 

PD-1
+
 in pneumosfere poste in condizioni stem-like (P<0,0001, n=6) (A). Aumento dei livelli di 

espressione dell’mRNA di PD-1 e Oct4 in pneumosfere (4.5 VS 4 fold, n=5)(B). Plot 

citofluorimetrico rappresentattivo della percentuale di cellule positive per l’espressione di PD-1 in 

condizioni di adesione e in condizioni stem-like (C). Immagini di immunofluorescenza 

rappresentative dell’espressione di PD-1 (AF 555, rosso) su pneumosfere fissate di 5 linee di 

NSCLC (H1975, H820, EBC-1, SL165 e SL166 da sinistra a destra). I nuclei sono stati marcati con 

il colorante fluorescente DAPI (blu) (D). 

 

 

Sulle pneumosfere abbiamo anche esplorato l’espressione dei ligandi di PD-1 (PD-L1 e 

PD-L2) mediante immunofluorescenza, figura 4. Come dimostrato dalle immagini 

rappresentative di 5 linee di NSCLC della figura 4, abbiamo confermato che le 

pneumosfere esprimono anche PD-L1 e PD-L2. 
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Figura 4. Espressione di PDL-1 e PDL-2 in pneumosfere. Immunofluorescenza su pneumosfere 

di 5 linee di NSCLC (H1975, H820, EBC-1, SL165 e SL166 da sinistra a destra) per l’espressione 

di PDL-1 (AF 555, rosso) (A) e PDL-2 (AF 555, rosso) (B). I nuclei sono stati marcati con il 

colorante fluorescente DAPI (blu). 

 

Per sostenere l’ipotesi che PD-1 sia maggiormente espresso sulle cellule tumorali con 

caratteristiche di staminalità (stem-like) abbiamo esplorato, in immunofluorescenza, 

l’espressione di PD-1 su pneumosfere trasdotte con un vettore lentivirale (LV-Oct4.eGFP) 

codificante per il gene reporter GFP sotto il controllo del promotore del gene di staminalità 

Oct4. Questo vettore, precedentemente clonato e validato nel nostro laboratorio
100

, 

consente di visualizzare  le presunte cellule tumorali stem-like come GFP
+
. L’analisi di 

immunofluorescenza ha evidenziato la presenza di loci di co-espressione di PD-1 e GFP
 

sulle pneumosfere stem-like figura 5, supportando l’idea di una potenziale preferenziale 

espressione del recettore PD-1 sulle cellule GFP
+
 dotate di caratteristiche staminali. 
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Figura 5. Localizzazione di PD-1 su cellule tumorali staminali GFP
+
. Immunofluorescenza 

rappresentativa per la co-localizzazione  di PD-1 (AF 555, rosso) su cellule GFP
+
 (AF 488, verde) 

trasdotte con il vettore lentivirale (LV-Oct4.eGFP) codificante per il gene reporter GFP sotto il 

controllo del promotore del gene di staminalità Oct4. I nuclei sono stati marcati con il colorante 

fluorescente DAPI (blu). Immagine rappresentativa dell’acquisizione al microscopio confocale di 

immagini di immunofluorescenza per la co-espressione PD1/GFP di pneumosfere di n=5 linee di 

NSCLC. 

 

6.4 PD-1 trasduce un segnale pro-tumorigenico promuovendo la formazione di 

pneumosfere stem-like 

Per valutare il ruolo funzionale di PD-1 in NSCLC abbiamo svolto saggi di formazione di 

pneumosfere stem-like in presenza e assenza di un anticorpo bloccante PD-1 (anti-PD1). 

L’anticorpo è stato ripristinato nelle colture di pneumosfere ogni 72h. Dopo 10 giorni di 

coltura abbiamo verificato il numero di pneumosfere formate nelle colture trattate con anti-

PD1 e con isotipo di controllo. Il trattamento di blocco con anti-PD-1 ha dato esito ad una 

riduzione significativa del numero di pneumosfere formate (-30%±2, n=6 P=0,0004) 

rispetto al numero osservato nelle colture trattate con l’anticorpo isotipico di controllo 

figura 6. Lo stesso risultato è stato confermato silenziando l’espressione di PD-1 nelle 

pneumosfere con la tecnica dell’ RNA interference, figura 6. Questo dato supporta l’ipotesi 

che PD-1 possa trasdurre un segnale pro-tumorigenico promuovendo la formazione di 

pneumosfere stem-like. 
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Per esplorare se il segnale promosso da PD-1 si attivasse in seguito a interazione con il 

ligando PD-L1 abbiamo svolto saggi di formazione di pneumosphere in presenza o assenza 

del ligando solubile PD-L1 (PD-L1s). Il ligando è stato ripristinato in coltura ogni 72h per 

10 giorni. Al termine dei 10 giorni il numero di pneumosfere formate nelle colture 

stimolate con PD-L1 è risultato significativamente maggiore (25% ± 2, n=3, P=0,007) 

rispetto al controllo non stimolato, figura 6. In esperimenti selezionati abbiamo trattato 

con PD-L1s colture di pneumosfere in cui il recettore PD-1 era stato silenziato mediante la 

tecnica dell’RNA Interference o inibito on ab anti-PD-1. In linea con l’ipotesi sperimentale 

in questo caso non è stato osservato alcun incremento nel numero di pneumosfere rispetto 

al controllo non trattato figura 6. 

  

 

Figura 6. La stimolazione di PD-1 in NSCLC promuove formazione di pneumosfere. 
Percentuale media della riduzione di sfere ± sem (P=0,0004) dopo trattamento con anti-PD1 

(100μg/ml), nelle colture PDCD1 shRNA relativa al controllo trattato con anticorpo isotipico 

(100μg/ml) e al controllo shRNA MOCK e percentuale media dell’aumento di sfere dopo stimolo 

con PD-L1s (5 μg/ml) relativo al controllo non trattato. 
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Per ulteriore conferma sperimentale abbiamo generato una linea di NSCLC PD-1 Knock 

out (H1975
PD-1KO

) mediante il sistema CRISP-Cas9. L’editing di PD-1 è stato confermato 

mediante sequenziamento, western blot e immunofluorescenza, figura 7.  

Con lo stesso disegno sperimentale sopra esposto, abbiamo confrontato la capacità di 

formare sfere di una linea di NSCLC 
PD-1KO

 e della corrispondente controparte Wilde Type 

(WT). L’analisi del numero di pneumosfere formate dopo 10 giorni di coltura ha mostrato 

che la mancanza di espressione di PD-1 ha ridotto (-30%±5) la capacità di formare 

pnumosfere nella linea H1975
PD-1KO

 rispetto al controllo WT, figura 7. Questi dati ottenuti 

con altra metodica sostengono il concetto che il recettore PD-1 in NSCLC possa mediare 

un segnale pro-tumorigenico che promuove la formazione di pneumosfere.  

 

Figura 7. Analisi di espressione di PD-1 nella linea cellulare NSCLC 
PD-1KO

 e WT e relativo 

saggio funzionale di formazione di pnemosfere. Immunoblot dell’espressione della proteina PD-

1 (A) e immunofluorescenza rappresentativa dell’espresssione di PD-1 (B) nella linea NSCLC 
PD-

1KO
 e WT. Percentuale media della riduzione di sfere ± sem (-30%±5) nelle coltura di pneumosfere 

NSCLC 
PD-1KO

 rispetto al controllo WT (C). 
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6.5 Aumento della frazione cellulare PD-1
+
 dopo trattamento con chemioterapia  

Considerando la riportata relativa chemoresistenza delle presunte CSC,  abbiamo voluto 

esplorare se le cellule di NSCLC esprimenti il recettore PD-1 fossero meno sensibili ad un 

trattamento chemioterapico con Cisplatino (CDDP), comunemente utilizzato nella pratica 

clinica. Abbiamo quindi valutato la frazione di NSCLC PD1
+
 tra la popolazione cellulare 

sopravvissuta dopo trattamento (72h) in vitro con CDDP alla dose IC50.  

Tramite analisi citofluorimetrica abbiamo riscontrato un significativo arricchimento 

relativo della frazione NSCLC
 
PD-1

+
 (2.5±0,3 fold, n=4, P=0,0014)  dopo CDDP rispetto 

al controllo non trattato, figura 8. 

 

Figura 8. Incremento della frazione PD1+ in seguito a trattamento con CDDP. Percentuale 

media di cellule PD-1
+
 ± sem dopo trattamento con CDDP alla concentrazione IC50 a 72h rispetto 

al controllo non trattato. 
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6.6 Il trattamento con anticorpo bloccante anti-PD-1 inibisce la ripresa proliferativa 

delle cellule di NSCLC dopo chemioterapia.  

Le cellule sopravvissute a trattamento con CDDP, arricchite nella frazione di cellule PD1
+
 

sono state poste in coltura in presenza e assenza di anticorpo (Ab) bloccante anti-PD1. I 

test sono stati condotti sia in condizioni di staminalità, che promuovono la formazione 

giorni di trattamento, durante i quali l’Ab anti-PD-1 è stato ripristinato al terreno di coltura 

ogni 72h, abbiamo verificato il numero di pneumosfere formate in codizioni stem-like e il 

numero di cellule nelle colture poste in condizioni di adesione. I dati hanno dimostrato che 

il sequenziale trattamento con Ab anti-PD-1 dopo CDDP inibisce (n=4, P=0,005) la ripresa 

proliferativa delle cellule in adesione e la formazione di pneumosfere in condizioni rispetto 

ai rispettivi controlli non trattati, figura 9.  

 

 
 

 

Figura 9. Effetto anti-tumorale dell’Ab bloccante anti-PD1 sulle cellule sopravvissute a 

trattamento con CDDP. Percentuale media ± sem del numero di cellule in coltura in seguito a 

trattamento sequenziale con anti-PD1 dopo trattamento con CDDP alla concentrazione IC50 a 72h 

rispetto a controllo non trattato (A). Percentuale media ± sem della riduzione del numero di 

pnemosfere in seguito a trattamento con anti-PD1 delle cellule sopravvissute a trattamento con 

CDDP poste in condizioni stem-like (B).  

  

 

 

 

B 
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6.7 Valutazione delle vie di segnale attivate da PD-1 sulle NSCLC  

Abbiamo iniziato ad esplorare quale potesse essere la via del segnale attivata da PD-1 sulle 

cellule di NSCLC. A tale scopo abbiamo utilizzato il proteome profiler antibody array che 

ci ha permesso di confrontare i livelli relativi di fosforilazione di 24 proteine chinasi 

attivate da mitogeno (MAPKs) e altre serin/treonine chinasi(AKT2, AKT3, CREB, ERK1, 

ERK2, GSK-3a/b, GSK-3b, HSP27, JNK1, JNK2, JNK pan, MKK3, MKK6, MSK2, p38a, 

p38b, p38d, p38y, p53, p70 S6 Kinasi, RSK1, RSK2) tra la linea di pneumosfere WT e la 

corrispettiva linea H1975
PD-1KO

 in seguito a stimolazione con PD-L1s. L’analisi ha rivelato 

che l’attivazione di PD-1 in seguito a legame di PD-L1s provoca in particolare un aumento 

della fosforilazione delle proteine RSK1, RSK2 e p70 S6 chinasi, mentre nelle 

pneumosfere H1975
PD-1KO

 prevale la fosforilazione delle proteine p38α, JNK2 e HSP27, 

figura 10. 

 

Figura 10. Livelli relativi di fosforilazione di proteine chinasi (MAPKs). Istogramma 

rappresentativo dei livelli di fosforilazione delle proteine RSK1, RSK2 e p70 S6, p38α chinasi e 

JNK2 nelle pneumosfere PD-1 KO e PD-1 WT in seguito a stimolo con PDL-1. 
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Il nostro lavoro riporta per la prima volta l’espressione “ectopica” del recettore PD-1 

espresso intrinsecamente da cellule di tumore polmonare (NSCLC), proponendone un 

ruolo pro-tumorigenico potenzialmente modulabile attraverso anticorpi bloccanti l’asse 

PD-1/PDL-1. La possibilità che il recettore PD-1 fosse espresso direttamente da cellule 

tumorali è stata recentemente descritta nell’ambito del melanoma
36

,dove, anche il nostro 

gruppo, ha contribuito a definirne un ruolo potenziale nella ripresa tumorale dopo 

trattamento con farmaci a bersaglio molecolare
37

. In questo lavoro abbiamo esplorato 

l’ipotesi che, anche nell’ambito del tumore polmonare non a piccole cellule (NSCLC), il 

recettore PD-1 potesse avere un’espressione ed un ruolo intrinseco, indipendente dal 

rapporto con il sistema immunitario. I nostri dati di prevalenza partono da un’ampia base 

“in silico” e sono poi confermati a livello proteico e molecolare in laboratorio su campioni 

cellulari tumorali in assenza di componente linfocitaria. Quanto emerge è che l’espressione 

di PD-1 da parte di cellule di NSCLC risulta costante, in tutti i campioni analizzati sebbene 

confinata ad una ristrettissima frazione cellulare. Abbiamo riportato come questa frazione, 

difficilmente riscontrabile in condizioni basali di equilibrio, si arricchisca, con importanti 

implicazioni funzionali solo in particolari condizioni che selezionano e favoriscono le 

cellule tumorali con caratteristiche di staminalità. Queste osservazioni sono in linea con 

quelle operate nell’ambito del melanoma, supportando l’ipotesi che il recettore PD-1 possa 

essere in qualche modo un marcatore legato a fenomeni di staminalità, indipendenti 

dall’istotipo tumorale. Una recente evidenza sembra portare ulteriore sostegno a questa 

teoria, con la descrizione del ruolo intrinseco pro-tumorale di PD-1 a livello del carcinoma 

duttale infiltrante 
99

. 

La potenziale rilevanza di questi riscontri nasce dal ruolo funzionale mediato dal recettore 

PD-1 a  livello tumorale e dalla sua potenziale modulabilità a scopo terapeutico. La nostra 

ipotesi è che, in ambito tumorale, possa avvenire una stimolazione del recettore PD-1 da 

parte dei suoi ligandi PD-L1/2 espressi dalle limitrofe cellule neoplastiche o stromali del 
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microambiente. Nel lavoro abbiamo dimostrato l’espressione di PD-L1 da parte delle 

cellule neoplastiche, riportando inoltre come il numero di pneumosfere e la crescita 

tumorale ulteriormente venga esaltata dall’aggiunta sperimentale di PD-L1 solubile. La 

specificità del recettore PD-1 nel mediare tale azione biologica è confermata dalla 

scomparsa della stessa a seguito di silenziamento dell’espressione di PD-1 in cellule di 

NSCLC. Non abbiamo al momento ancora esplorato l’azione additiva che potrebbe 

derivare dal contributo di cellule stromali o del secondo ligando PD-L2, ma è verosimile 

che questo possa espletare un’azione del tutto simile aumentando la rilevanza del 

fenomeno biologico descritto.  

In ambito clinico, si potrebbe speculare che questo tipo di interazioni descritte possano 

giocare un ruolo in situazioni in cui il comparto più staminale della compagine tumorale 

viene chiamato in causa e/o stimolato. Queste potrebbero essere ad esempio le condizioni 

di chemoresistenza, dove numerose evidenze sperimentali riportano un arricchimento di 

presunte “cellule staminali del cancro”, e/o la recidiva e ricrescita tumorale dopo 

un’iniziale risposta terapeutica. Il riscontro di un arricchimento della frazione tumorale 

PD-1
+
, osservato nella compagine cellulare sopravvissuta a trattamento con Cisplatino 

supporta questa ipotesi, potendo speculare come cellule tumorali con caratteristiche più 

staminali siano maggiormente resistenti al farmaco chemioterapico. Una possibilità 

alternativa, almeno in linea teorica, potrebbe anche essere quella di una modulazione 

diretta operata dal chemioterapico sull’espressione di PD-1. Questa, sebbene non esplorata 

direttamente a livello molecolare, non appare comunque probabile dai riscontri 

sperimentali; la frazione cellulare PD-1
+
 tende, infatti, nel tempo a ritornare ai valori pre-

trattamento facendo propendere più per un effetto “selettivo” alla base dell’aumentata 

espressione osservata al termine del trattamento. 
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Un attuale limite sperimentale presente nel lavoro è l’origine esclusivamente “in vitro” di 

queste osservazioni. La successiva fase di validazione dovrà comprendere esperimenti in 

vivo per esplorare il reale potenziale tumorigenico di cellule di NSCLC PD1
+
, rispetto alla 

controparte PD1
-
, quantificandolo con esperimenti di impianti seriali in animali 

immunocompromessi, in quantità progressivamente scalari con “diluizioni limite”. Anche 

in preparazione di questa fase sperimentale abbiamo generato una linea di NSCLC 

negativa, tramite metodologia CRISP-Cas9, per l’espressione del recettore PD-1. 

L’inibizione della sintesi di PD-1 si è tradotta funzionalmente in una riduzione 

significativa della capacità delle cellule NSCLC PD-1
ko 

di formare pneumosfere in 

condizioni di staminalità, in linea quindi con l’ipotesi formulata di un ruolo pro-

tumorigenico del recettore PD-1 e di una sua associazione con caratteristiche staminali. La 

linea NSCLC PD-1
ko

 verrà utilizzata nel prossimo futuro per esperimenti funzionali in 

vivo, paragonandone tumorigenicità e profilo funzionale con la controparte PD-1
wt

.  

Negli esperimenti presentati, la stessa linea è risultata fondamentale per esplorare il 

pathway di trasduzione del segnale legato alla stimolazione del recettore PD-1 a livello 

tumorale.  

Nel nostro caso da un confronto sulla fosforilazione delle MAPK tra la linea NSCLC 
PD-

1KO
 e la controparte PD-1

wt
, le principali differenze emerse a seguito di stimolazione con il 

ligando PD-L1s, risiedono nella prevalente fosforilazione nella linea PD-1
wt

 della proteina 

ERK1 e di alcune sue molecole target a valle, (RSK1, RSK2 e p70 S6). Nella linea 

NSCLC
PD-1KO

 prevale invece la fosforilazione di p38α MAPK, JNK e HSP27. Ci sono 3 

principali famiglie di MAPK: la famiglia di signal-regulated kinase 1 and 2 (Erk1/2 or 

p44/42), la famiglia di c-Jun N-terminal kinases 1-3 (JNK1-3)/ stress activated protein 

kinases (SAPK1A, 1B, 1C) e infine la famiglia delle isoforme di p38 (p38α, β, γ, e δ) 

(ERK e p38 MAPK activated protein kinases: famiglia di proteine chinasi con diverse 

funzioni biologiche
101,102

. I risultati emersi dal nostro confronto supportano l’ipotesi che 
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PD-1 attivato sulla cellula tumorale ha un effetto mitogeno trasducendo un segnale pro-

tumorigenico attraverso la fosforilazione di ERK, risaputo intervenire in processi che 

favoriscono la divisione cellulare, la migrazione e la sopravvivenza. La mancanza di PD-1, 

invece, porta ad una prevalenza dell’attivazione delle altre due principali MAPK, note per 

essere solitamente attivate da segnali di stress: la via p38 MAPK è descritta coinvolta 

soprattutto in fenomeni di motilità cellulare, trascrizione, rimodellamento della cromatina, 

il segnale di JNK promuove processi di apoptosi e infiammazione
103

.  

I nostri dati, inoltre, sono in linea con i primi dati pubblicati in proposito a livello del 

melanoma e di HCC: PD-1 induce la fosforilazione p70S6. Esperimenti dedicati di blocco 

o attivazione specifica delle molecole coinvolte saranno in programma in prossime fasi 

sperimentali per validarne ulteriormente il ruolo. L’implicazione probabilmente principale, 

legata alla descrizione di un ruolo intrinseco di PD-1 a livello delle cellule tumorali, è la 

possibilità di modularne la funzione terapeuticamente. Il trattamento con anticorpi inibitori 

dell’asse PD-1/PD-L1 sono attualmente approvati per il trattamento di pazienti con 

NSCLC ed utilizzati con l’obiettivo-biologico di “sbloccare” la risposta immunitaria 

antitumorale inibita a vari livelli. In particolare il recettore PD-1 inibisce l’attivazione e 

l’attività citotossica di linfociti T diretti contro neo-antigeni tumorali. Il nostro lavoro 

propone a questo proposito una differente prospettiva, ipotizzando che gli stessi anticorpi 

bloccanti possano avere un’azione diretta su una frazione di cellule tumorali, indipendente 

dalla concomitante attivazione linfocitaria. Probabilmente questa non risulta rilevante in 

condizioni standard, in considerazione dell’estrema paucità della frazione di cellule 

NSCLC PD-1
+
, ma potrebbe rivestire un ruolo in particolari condizioni. Al termine di un 

trattamento chemioterapico un arricchimento di cellule tumorali staminali, relativamente 

chemoresistenti, potrebbe costituire la base di una recidiva di malattia ed in questo contesto 

risultare utile una strategia di inibizione del recettore PD-1 a livello tumorale. 

Sperimentalmente le nostre evidenze, con il limite imposto dal modello in vitro, vanno 
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nella direzione ipotizzata. La ripresa della crescita tumorale, da parte della frazione 

tumorale sopravvissuta ad un trattamento con Cisplatino, è stata infatti sensibilmente 

inibita dal trattamento con anticorpi bloccanti il recettore PD-1.  

Queste considerazioni sono ovviamente di tipo speculativo, le ipotesi di implicazioni 

terapeutiche dovranno essere esplorate in modelli animali ed, eventualmente, in studi 

clinici controllati. Una prima indicazione potrebbe in questo senso essere ottenuta 

valutando la variazione di espressione di PD-1 in preparati bioptici ottenuti prima e dopo 

trattamenti chemioterapici, contesto ad esempio disponibile nei protocolli di terapia neo-

adiuvante. Queste analisi permetterebbero di ottenere una prima prova concettuale della 

consistenza e riproducibilità, nei pazienti, dei dati osservati sperimentalmente in 

laboratorio.  

In conclusione, i nostri dati riportano una nuova prospettiva nella considerazione 

dell’espressione e ruolo funzionale del recettore PD-1, evidenziandone una nuova 

dimensione biologica intrinseca alla cellula tumorale ed apparentemente indipendente dalla 

nota funzione di inibizione linfocitaria. Dal punto di vista conoscitivo queste evidenze 

aprono nuove prospettive di esplorazione biologica, dedicate alla comprensione del ruolo 

pro-tumorale di PD-1 e la delucidazione dei meccanismi molecolari sottostanti. Dal punto 

di vista terapeutico, il lavoro fornisce basi traslazionali per successive esplorazioni 

dedicate a nuove prospettive applicative per Ab anti-PD1, integrate agli schemi di terapia 

attuali, mirati a contrastare la frazione tumorale più staminale responsabile delle recidive e 

chemoresistenze.  
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Contesto e razionale 

Nell’ultimo decennio, l’introduzione in ambito oncologico, dell’immunoterapia basata su 

anticorpi anti-PD-1 nella pratica clinica ha rivoluzionato il trattamento di tumori come il 

melanoma e NSCLC. Tale successo è stato attribuito al blocco dell’attività inibitoria di 

PD-1 sulla risposta immunitaria anti-tumorale. Tuttavia recenti studi preclinici 

suggeriscono un potenziale meccanismo aggiuntivo della terapia anti-PD-1, indipendente 

dall’azione linfocitaria.   

Nell’ambito del melanoma è stata riportata, anche dal nostro gruppo, l’espressione 

intrinseca di PD-1 su una frazione di cellule tumorali con caratteristiche di staminalità 

promuoventi la crescita tumorale e potenzialmente modulabile con terapia anti-PD-1. 

Obiettivi e disegno sperimentale 

Ipotesi. La nostra ipotesi è che l’espressione tumorale intrinseca di PD-1 possa interessare 

anche l’ambito del tumore polmonare non a piccole cellule (NSCLC).  Le cellule tumorali 

PD-1
+
 potrebbero caratterizzare un compartimento “stem-like”, responsabile di chemio-

resistenza e ripresa di malattia, con potenziali implicazioni terapeutiche.   

Obiettivo. Lo scopo di questo studio è esplorare l’espressione intrinseca, il ruolo funzionale 

e la modulazione terapeutica del recettore PD-1 in cellule di NSCLC.  

Disegno sperimentale. L’espressione di PD-1 è stata valutata in silico attraverso analisi 

bioinformatica della banca dati CCLE, e confermata in laboratorio a livello proteico e 

molecolare (citofluorimetria, western blot, RT-PCR, Immunofluorescenza). In 

considerazione dell’ipotetica espressione preferenziale di PD-1 a livello di cellule tumorali 

con caratteristiche di staminalità, le analisi in laboratorio sono state condotte su colture di 

NSCLC in condizioni di adesione, in condizioni preferenziali di staminalità che inducono 

formazione di “pneumosfere stem-like” in sospensione e dopo trattamento in vitro con 

chemioterapia (Cisplatino). 
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Il ruolo pro-tumorigenico di PD-1 sulle cellule di NSCLC è stato esplorato tramite 

stimolazione sperimentale con il rispettivo ligando solubile (PD-L1s). A livello 

meccanicistico sono state indagate le principali molecole coinvolte nella via di trasduzione 

del segnale a valle di PD-1 tramite proteme profiler antibody array. 

La possibile modulazione terapeutica del recettore PD-1 in NSCLC è stata attraverso un 

suo blocco funzionale specifico (Ab anti-PD-1 shRNA-PD-1 e CRISP-Cas9) 

Risultati 

L’espressione intrinseca di PD-1 in NSCLC è stata confermata, analizzando dati in silico 

su CCLE, in 67 linee cellulari di Adenocarcinomi (Affimetryx RNA value 4,348 [3,882-

6,361]) e in 28 linee cellulari di carcinomi a Cellule Squamose (RNA value 4,338 [3,995-

5,178]). In laboratorio, l’espressione tumorale intrinseca di PD-1 è stata confermata in una 

ristretta ma costante frazione (2% ± 0.3 n=7) di tutte le linee di NSCLC analizzate, 

comprese quelle primarie derivate da paziente. I dati sono stati confermati mediante RT-

PCR e WB. La frazione di cellule tumorali PD-1
+
 è risultata arricchita significativamente 

in pneumosfere stem-like generate in condizioni di coltura selettive per cancer stem cells 

(CSC), rispetto alle colture di controllo in adesione (12% [4-36] vs 2% [1-5] (P<0,0001, 

n=6). In pneumosfere l’espressione dell’mRNA di PD-1 e del gene di staminalità Oct4 è 

risultata aumentare a livelli paragonabili (4.5 vs 4 fold, n=5).   

Funzionalmente, il blocco di PD-1 con Ab anti-PD-1 ha ridotto significativamente la 

formazione media di pneumosfere (-30%±2, n=6; P=0.0004), incrementata invece da 

stimolazione con PDL-1s (25% ± 2, n=3, P= 0.007).  Questi risultati sono stati confermati 

silenziando l’espressione di PD-1 mediante RNA-Interference e CRISP-Cas9. 

Il trattamento in vitro con Cisplatino (dose IC50) ha provocato un relativo arricchimento 

della frazione di cellule tumorali PD-1
+
 (2.5±0.3 fold, n=4) rispetto al controllo non 

trattato. Dopo cisplatino, il sequenziale trattamento con Ab anti-PD-1 ha inibito 
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significativamente la ripresa proliferativa delle cellule in adesione e la formazione di 

pneumosfere rispetto ai relativi controlli non trattati.  

A livello meccanicistico i dati sono risultati in linea con le iniziali osservazioni ottenute nel 

melanoma. L’attivazione di PD-1 in NSCLC, in seguito a legame con PD-L1s, ha 

determinato un aumento della fosforilazione delle proteine RSK1, RSK2 e p70 S6 chinasi, 

mentre nelle pneumosfere H1975
PD-1KO

 è prevalsa la fosforilazione delle proteine p38α, 

JNK2 e HSP27 

Conclusioni.  

Le nostre osservazioni riportano come il recettore PD-1 sia intrinsecamente espresso con 

funzione pro-tumorigenica in cellule di NSCLC con caratteristiche staminali, 

potenzialmente modulabile da anticorpi bloccanti.  

 La frazione di cellule PD-1
+
 di NSCLC si arricchisce dopo chemioterapia supportando 

l’idea di una maggiore resistenza da parte di queste cellule alla chemioterapia. 

L’inibizione, tramite Ab anti-PD1, della ripresa proliferativa di NSCLC dopo cisplatino è 

di potenziale rilevanza in prospettiva clinica. 

In conclusione i nostri dati descrivono un nuovo, intrinseco ruolo del recettore PD-1 a 

livello di NSCLC, indipendente dall’azione linfocitaria. Il lavoro fornisce basi traslazionali 

per ulteriori esplorazioni funzionali e nuove potenzialità terapeutiche del trattamento con 

“checkpoin inhibitors” anti-PD1. 
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