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Stato dell’arte 
I sarcomi dei tessuti molli rappresentano un gruppo eterogeneo di tumori rari, caratterizzati da 
un’incidenza in aumento e da una prognosi sfavorevole, principalmente a causa della scarsa risposta 
alle terapie disponibili [1]. Tra questi, il sarcoma epitelioide (EpS) costituisce uno dei sottotipi più 
rari, presentando caratteristiche sia epiteliali che mesenchimali e mostrando una marcata tendenza 
alla recidiva locale e alla metastatizzazione linfatica [2]. L’EpS rappresenta meno dell’1% di tutti i 
sarcomi dei tessuti molli a livello mondiale, con un tasso di incidenza (IR) compreso tra 0.03 e 0.05 
casi per 100.000 persone all’anno. L’incidenza raggiunge il picco tra i 15 e i 40 anni, con casi 
pediatrici associati a una diagnosi più aggressiva [2]. Si riconoscono due varianti principali: la forma 
distale, tipicamente localizzata agli arti dei giovani adulti, e la forma prossimale, clinicamente più 
aggressiva e spesso localizzata nei tessuti molli profondi [2]. 

Il panorama terapeutico disponibile è limitato. Il trattamento di prima linea si basa sull’ampia 
escissione chirurgica, generalmente combinata con radioterapia per ottenere un controllo locale della 
malattia. Nei casi non resecabili o metastatici, viene utilizzata la chemioterapia; tuttavia, i risultati 
sono modesti, data la natura chemio-resistente di questo tumore [3,4]. Poiché la perdita del gene 
SMARCB1/INI1 rappresenta il principale hallmark molecolare dell’EpS, terapie mirate come 
tazemetostat—un inibitore dell’enzima enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)—o panobinostat—un 
inibitore delle istone deacetilasi (HDAC)—hanno mostrato attività antitumorale preclinica. Tuttavia, 
gli esiti clinici restano limitati, principalmente a causa di resistenza primaria o acquisita [5–7]. 

Inoltre, la perdita di SMARCB1 modella il microambiente tumorale (TME) dell’EpS, rendendolo 
altamente immunosoppressivo. Le principali caratteristiche immunologiche includono l’accumulo di 
macrofagi polarizzati M2 e la presenza alterata di cellule CD8+ T, contribuendo a un ambiente 
favorevole all’evasione immunitaria [8]. Complessivamente, questi aspetti definiscono l’EpS come 
un urgente bisogno clinico. 

Considerata la natura immunologicamente “fredda” dell’EpS [9–11], nuovi approcci dovrebbero 
mirare a riattivare le risposte immunitarie antitumorali. In questo contesto, gli adenovirus oncolitici 
(OVs) rappresentano una strategia particolarmente promettente, poiché sono progettati per indurre 
selettivamente la morte delle cellule tumorali risparmiando i tessuti sani e stimolando 
simultaneamente l’attivazione di una risposta immunitaria antitumorale [12–14]. I virus oncolitici 
non si limitano infatti a distruggere le cellule tumorali, ma possono anche agire come veri e propri 
vaccini antitumorali: la lisi delle cellule infettate rilascia antigeni tumorali che vengono riconosciuti 
dal sistema immunitario, favorendo l’attivazione di linfociti T specifici e la generazione di memoria 
immunitaria contro tumori residui o metastasi [15–17]. Nonostante i progressi nella loro applicazione 
terapeutica, l’uso degli OV in monoterapia presenta ancora limiti significativi. Uno dei principali 
ostacoli è la risposta immunitaria dell’ospite: la somministrazione del virus stimola la produzione di 



anticorpi neutralizzanti (NAbs), che ne riducono l’azione citolitica e ostacolano la diffusione virale. 
Questo fenomeno limita non solo l’efficacia locale del trattamento, ma riduce anche la possibilità di 
ottenere un effetto abscopale, ossia una risposta antitumorale sistemica che coinvolga tumori distanti 
dal sito di iniezione intratumorale. Questi aspetti evidenziano la necessità di strategie combinate o di 
interventi mirati sulla risposta immunitaria per amplificare l’efficacia dei virus oncolitici e favorire 
una protezione antitumorale sistemica più completa. 

Per potenziarne l’efficacia terapeutica si è pensato di [18–20]combinare le proprietà adiuvanti 
intrinseche degli adenovirus oncolitici con antigeni tumorali associati al tumore (TAAs) con lo scopo 
di promuovere contemporaneamente l’oncolisi diretta e una potente risposta immunitaria adattativa 
contro il tumore. Tale approccio appare particolarmente promettente per il trattamento dell’EpS. 

Il vaccino oncolitico che si pensa di utilizzare in questo studio è costituito da un adenovirus oncolitico 
ingegnerizzato in modo da replicarsi e lisare specificamente le cellule tumorali, quest’ultimo sarà 
decorato con peptidi sarcoma-specifici derivati da pazienti affetti da EpS. L’analisi peptidomica è 
effettuata dal gruppo di ricerca del Prof. Vincenzo Cerullo (University of Helsinki, Finlandia). In 
primo luogo, l’adenovirus induce un’attività oncolitica diretta. In secondo luogo, sia il vettore virale 
sia i TAA derivati dall’EpS stimolano una robusta risposta immunitaria antitumorale, migliorando il 
reclutamento dei linfociti infiltranti il tumore (TILs) e potenziando l’attivazione di cellule T CD4+ e 
CD8+. 

Tuttavia, il microambiente dell’EpS è fortemente immunosoppressivo e dominato dalla presenza di 
macrofagi M2, che limitano profondamente l’efficacia della risposta immunitaria antitumorale. Per 
questo motivo, la sola attivazione dell’immunità T-cellulare può non essere sufficiente a ottenere una 
risposta terapeutica efficace. Per superare questo ostacolo, proponiamo di combinare il vaccino 
oncolitico con agenti in grado di riprogrammare o ridurre la componente dei macrofagi M2, come 
melatonina, vitamina D3 e acido all-trans retinoico (ATRA). Questi composti hanno mostrato risultati 
promettenti in diversi modelli tumorali, riducendo la polarizzazione M2 e inducendo apoptosi dei 
macrofagi pro-tumorali [21–24]. La combinazione, quindi, ha come scopo quello di attaccare 
simultaneamente i due principali fronti immunologici della malattia. 

Per prevedere l’efficacia antitumorale di tale strategia combinata, i tradizionali modelli cellulari 
bidimensionali non sono adeguati, poiché non riproducono la complessità architettonica e 
immunologica dell’EpS. Le colture cellulari bidimensionali (2D) costituiscono infatti il metodo più 
utilizzato per valutare l’efficacia degli agenti terapeutici, ma risultano limitate dalla loro incapacità 
di replicare accuratamente la complessità del tumore e il suo microambiente. Gli studi in vivo, pur 
essendo più rappresentativi dei processi biologici reali, sono spesso costosi e richiedono un notevole 
impegno di tempo e risorse. Per questo motivo, i modelli tumorali tridimensionali (3D), inclusi gli 
sferoidi, rappresentano una piattaforma preclinica più rilevante. Gli sferoidi ricapitolano 
caratteristiche strutturali e funzionali chiave del tumore, come le interazioni cellula-cellula, 
l’eterogeneità spaziale, la diffusione dei farmaci e la possibilità di incorporare cellule immunitarie 
per studiare la loro infiltrazione e gli effetti immunomodulatori [20,25]. 

Il nostro gruppo di ricerca ha messo a punto un sistema che consente di tenere in cocultura sferoidi 
tumorali con componenti immunitarie mediante l’impiego di cellule mononucleate del sangue 



periferico (PBMC). Per aumentare ulteriormente la complessità e la rilevanza fisiologica del sistema, 
sono state esplorate strategie più avanzate. Abbiamo infatti tenuto conto della componente vascolare 
del tumore, la quale riveste un’importanza fondamentale nel microambiente tumorale, poiché 
consente il trasporto dei farmaci che raggiungono la circolazione sistemica. Per integrare questo 
aspetto, abbiamo sviluppato un nuovo modello 3D dinamico basato su un sistema microfluidico. 
Questo modello tridimensionale avanzato è stato adottato con l’obiettivo di riprodurre in modo più 
accurato gli effetti combinati del sistema immunitario e vascolare. Inoltre, la presenza di un flusso 
controllato consente di somministrare i trattamenti secondo una schedule che replica da vicino quella 
utilizzata negli studi in vivo, aumentando la rilevanza traslazionale dell’approccio sperimentale. 
Questo fa sì che il modello microfluidico rappresenti un tool preclinico di screening per testare e 
valutare una strategia combinatoriale. 

Nello specifico, la piattaforma microfluidica ricrea condizioni dinamiche del TME mimando 
perfusione, gradienti nutritivi e traffico immunitario. Nel contesto dell’EpS, la microfluidica 
permetterebbe: (i) la cocultura di cellule tumorali con popolazioni immunitarie; (ii) la perfusione 
controllata di trattamenti combinati (ad es. vaccino oncolitico, vitamina D3, melatonina, ATRA). 
Questo approccio colma il divario tra modelli in vitro statici e modelli in vivo, nel rispetto del 
principio delle 3R per la riduzione dell’uso animale [26]. 

Questa piattaforma consente di ricreare un tumore-on-a-chip e rappresenta uno strumento rilevante 
per monitorare in tempo reale la risposta ai trattamenti, l’attivazione immunitaria e la distribuzione 
dei farmaci in condizioni di flusso continuo. Colmando il divario tra i modelli tradizionali in vitro e 
gli studi in vivo, essa offre un sistema preclinico altamente performante per ottimizzare le terapie 
combinate e favorire lo sviluppo di approcci personalizzati nel trattamento dei sarcomi. 

Obiettivo dello studio 
L’obiettivo principale di questo studio è quindi quello di valutare l’efficacia antitumorale di strategie 
combinatorie per il sarcoma epitelioide, sfruttando una piattaforma microfluidica avanzata e 
integrando: (i) un vaccino oncolitico specificamente progettato per l’EpS, capace di esercitare una 
duplice azione inducendo oncolisi diretta e attivando una potente risposta immunitaria; e (ii) agenti 
in grado di modulare i macrofagi (ad es. melatonina, vitamina D₃, ATRA) con l’obiettivo di ridurre 
l’immunosoppressione mediata dai macrofagi M2. Per valutare l’infiltrazione sia delle cellule T 
CD8+ sia dei macrofagi M2, verranno impiegati marcatori specifici (ad es. anti-CD8 per i linfociti T 
e CD163/CD206 per i macrofagi M2), che permetteranno di visualizzarne la presenza e distribuzione 
all’interno degli sferoidi mediante microscopia confocale, prima e dopo il trattamento combinato.  
 
Per prevedere il potenziale antitumorale di queste combinazioni, lo studio sfrutterà una piattaforma 
preclinica avanzata basata su modelli tridimensionali di cocultura tramite l’uso di sferoidi. Questi 
ultimi, costituiti da cellule tumorali derivate da EpS e forniti dal Prof. Simone Mocellin (IOV, Padova) 
e dalla Dott.ssa Simona Laurino (IRCCS CROB, Rionero in Vulture), verranno cocoltivati con cellule 
mononucleate del sangue periferico (PBMC) HLA-matching rispetto alle cellule tumorali selezionate. 
Quando possibile, lo studio sarà ampliato includendo PBMC derivati direttamente da pazienti affetti 
da EpS. Questo sistema di cocultura consentirà di valutare l’efficacia antitumorale della strategia 
combinata sia in condizioni statiche sia in condizioni dinamiche. A questo scopo, la tecnologia 



microfluidica LiveBox2 (IVTech, Ospedaletto, Pisa) di cui disponiamo in laboratorio sarà utilizzata 
per ricapitolare la complessità architettonica e immunologica del microambiente tumorale dell’EpS. 
Il sistema è costituito da due pompe peristaltiche che generano un flusso controllato e continuo del 
terreno di coltura o dei trattamenti e da due bioreattori modulari all’interno della quale vengono 
coltivati gli sferoidi derivati da EpS. Il bioreattore è composto da due camere sovrapposte (apicale e 
basale), separate da una membrana semipermeabile in PET con pori da 10 μm. Questo permette di 
ricostruire una barriera fisiologica consentendo il passaggio di trattamenti, cellule immunitarie e di 
nutrienti, in uno scambio dinamico.  
 
L’EpS rimane una neoplasia rara, con opzioni terapeutiche limitate ed esiti clinici sfavorevoli. 
Combinando un vaccino oncolitico specifico per l’EpS con agenti in grado di riprogrammare i 
macrofagi polarizzati M2, questo studio può affrontare le limitazioni presenti nelle strategie 
attualmente disponibili. 

Obiettivi specifici 

Lo studio si propone nello specifico di: 

1) Sviluppare e caratterizzare gli sferoidi 3D derivati da EpS 
2) Valutare l’infiltrazione di CD8 e macrofagi M2 negli sferoidi da EpS 
3) Validare il sistema di cocultura EpS-PBMCs 
4) Valutare l’efficacia della terapia combinata in un modello 3D statico 
5) Studio di efficacia della terapia combinata in un modello dinamico basato su piattaforma 

microfluidica 

     
Risorse necessarie per il progetto 

Lo svolgimento del progetto richiede una serie di materiali, reagenti, e servizi tecnici specifici. 

- Piastre, agarosio per lo scaffold e piastre petri per la coltura degli sferoidi 
- Plastiche sterili standard per colture cellulari (flask, pipette, tips, eppendorf) 
- Consumabili per il sistema di microfluidica (membrane) 
- Terreni per coltura cellulare per cellule EpS, antibiotici, siero e glutammina 
- Reagenti per l’isolamento di PBMCs derivanti da paziente EpS (Ficoll, PBS, falcon) 
- Reagenti per la crioconservazione delle cellule e dei PBMCs 
- PBMCs da donatori 
- Linee cellulari EpS (YCUS-5, NEPS, CCLF_PEDS_0008_T, VA-ES-BJ, VA-ES-B) 



- Analisi HLA (kit di tipizzazione, servizio) 
- Adenovirus ingegnerizzati 
- Peptide EpS-specifici 
- Molecole modulanti M2: melatonina, vitamina D3, ATRA  

Anticorpi primari per microscopia confocale: CD8, CD206/CD163 

Timeline del progetto 

Mese 0-2: acquisto dei materiali, messa in coltura delle cellule 

Mese 3: produzione di sferoidi derivati da EpS 

Mese 3-5: validazione della cocultura 3D tramite microscopio a fluorescenza e microscopia confocale 

Mese 6-9: applicazione della terapia combinata in un sistema statico 

Mese 10-12: set-up del sistema microfluidico 

Mese 12-16:  terapia combinata in microfluidica 

Mese 16-18: analisi finali 
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