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New Therapeutic Targets in pediatric ITP — Nuovi Bersagli Terapeutici nell’Immuno

Trmbocitopenia Pediatrica

L’Immuno Trombocitopenia (ITP) ¢ la piastrinopenia piu frequente dell’eta pediatrica, causata da
una distruzione immuno-mediata delle piastrine e caratterizzata da una compromissione del sistema
immunitario e del rilascio citochinico [1-4]. Le cellule mesenchimali stromali (MSC), note per le loro
importanti proprieta antinfiammatorie ed immunomodulatorie, hanno un ruolo molto importante
nell’eziologia di tale malattia [5-7]. In particolare, nei pazienti con ITP le MSC, sono fortemente
compromesse. Nell’ITP a causa del non corretto funzionamento delle MSC, i linfociti T vanno
incontro ad una notevole espansione clonale e ad un’alterazione del rilascio della citochina pro-
inflammatoria TNF-o [8-10]. Recentemente é stato dimostrato che il recettore cannabinoide di tipo 2
(CB2), espresso principalmente dalle cellule del sistema immunitario, funziona da mediatore delle
proprieta antinfiammatorie ed immuno-modulatorie delle MSC umane [11] e che la sua variante,
Q63R, ¢ associata a diverse patologie infilammatorie ed autoimmunitarie, come I’ITP [12].

Nei pazienti con ITP vi ¢ inoltre un’alterazione del rapporto tra i linfociti T helper 1 (Thl) e quelli T
helper 2 (Th2), con una prevalenza dei Thl che stimolano i macrofagi e la fagocitosi piastrinica [4].
I macrofagi sono cellule fagocitiche con un ruolo chiave nei processi infiammatori. In base al fenotipo
distinguiamo: i macrofagi attivati classicamente (M1) e quelli attivati in modo alternativo (M2) [13-
15]. Gli M1 hanno funzioni pro-infiammatorie, anti-tumorali e anti-microbiche, rilasciando citochine
pro-inflammatorie (TNF-a, IL-6, IL-1p and iNOS). Gli M2 mostrano proprieta antinflammatorie ed
immunosoppressive, rilasciando citochine antinfiammatorie (IL-10 e TGF-p), e hanno proprieta pro-
angiogeniche e pro-fibrotiche, promuovendo la progressione tumorale [13-15]. Nell’ITP vi ¢ una
prevalenza del fenotipo M1, responsabile della compromissione sia dello stato infiammatorio che
delle funzioni immuno-soppressive [13, 16, 17].

I corticosteroidi rappresentano le terapie di prima linea nell’ITP, ma a causa degli effetti collaterali
ad essi associati non possono essere utilizzati come terapia di mantenimento continuativa. Il
Prednisone e quello maggiormente utilizzato; tra gli altri corticosteroidi, anche il Desametasone
(Dexa) ad alte dosi puo essere utilizzato [18]. Nasce cosi I’esigenza di nuovi approcci terapeutici per
la cura ed il miglioramento della qualita di vita di pazienti con ITP.

ELT é un agonista del recettore della trombopoietina, autorizzato per il trattamento dell’ITP cronica
[19-21]. Promuove la produzione piastrinica e mostra proprieta immunomodulanti, riducendo la
funzione dei Th e migliorando l'attivita delle cellule T e B regolatorie [22, 23]. ELT potrebbe anche
inibire 1’attivazione dei macrofagi, determinando diminuzione della capacita fagocitaria e

miglioramento del profilo inflammatorio [24]. Inoltre, ha proprieta ferro-chelanti [25, 26]. Il ferro &



coinvolto in diversi processi metabolici e la compromissione della sua omeostasi induce danno
cellulare. I macrofagi hanno un ruolo importante nell'omeostasi del ferro: i macrofagi M1
internalizzano una maggiore quantita di ferro che comporta rilascio di citochine pro-infiammatorie e
produzione di ROS, contribuendo allo stato inflammatorio [27].

Sulla base di queste evidenze, durante il mio primo anno di Dottorato abbiamo valutato gli effetti
della stimolazione del recettore CB2 con il suo agonista selettivo JWH-133, insieme alla
somministrazione di Dexa, sulla sopravvivenza delle MSC. Abbiamo dimostrato per la prima volta
che la stimolazione di CB2 ripristina le proprieta immuno-soppressive ed antinflammatorie delle ITP-
MSC, suggerendo la possibilita di utilizzare Dexa in combinazione con un agonista di CB2 nel
trattamento dell’ITP in maniera tale da ridurre la sua dose ed i suoi effetti collaterali pur
mantenendone i benefici terapeutici [28].

Durante il secondo anno di Dottorato, abbiamo studiato il coinvolgimento dei macrofagi
nell’alterazione della risposta immunitaria e dei processi infiammatori ¢ gli effetti di ELT sulla
polarizzazione macrofagica nell’ITP. Abbiamo dimostrato per la prima volta che ELT ¢ in grado di
mediare la polarizzazione macrofagica verso il fenotipo antinflammatorio M2, suggerendo la
possibilita di utilizzare ELT nel trattamento dell’ITP non solo per stimolare la produzione piastrinica,
ma anche per ridurre lo stato infiammatorio e ripristinare le funzioni del sistema immunitario [29].
Infine, nel terzo anno di Dottorato abbiamo intrapreso un percorso di ricerca finalizzato a
comprendere gli effetti di ELT sulle MSC ottenute da pazienti con ITP. Nelle ITP-MSC abbiamo
osservato un aumento dei livelli di epcidina, un ormone coinvolto nella regolazione del metabolismo
del ferro, i cui livelli aumentano all’aumentare dei livelli delle citochine pro-infiammatorie, in
particolare dell’IL-6. La sua attivazione comporta la degradazione della ferroportina (FPN-1), unico
esportatore del ferro [30-32]. Abbiamo, infatti, dimostrato che le ITP-MSC presentano un elevato
contenuto di ferro intracellulare rispetto alle MSC CTR, responsabile della compromissione della
funzionalita e della sopravvivenza delle MSC. In seguito al trattamento con ELT abbiamo osservato
da un lato una riduzione dei livelli intracellulari di ferro, confermando le ben note proprieta ferro-
chelanti di ELT, dall’altro una modulazione dei livelli di espressione proteica dei trasportatori del
ferro. Per la prima volta, abbiamo dimostrato che ELT & in grado di ridurre la concentrazione di ferro
intracellulare non solo attraverso la sua attivita chelante, ma anche attraverso la sua capacita di
modulare il metabolismo del ferro. In tal modo, riducendo la concentrazione del ferro intracellulare,
ELT ¢ in grado di ripristinare indirettamente la sopravvivenza e 1’attivita delle MSC, compromesse
nell’ITP. Inoltre, ELT ¢ in grado di promuovere la sopravvivenza ed impedire 1’apoptosi delle MSC

direttamente, modulando i livelli di espressione di proteine coinvolte in tali processi [33].



In conclusione, durante i tre anni di Dottorato la nostra ricerca é stata rivolta alla ricerca di nuovi
target terapeutici per la cura ed il miglioramento della qualita di vita dei pazienti con ITP, valutando
gli effetti di tali farmaci sull’attivita di cellule che sono normalmente coinvolte nelle risposte
inflammatoria ed immunitaria. Sicuramente, altri studi in vitro ed in vivo saranno necessari per

validare i risultati ottenuti e per comprendere meglio i meccanismi d’azione di tali farmaci.
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