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ABSTRACT 
Il recettore degli idrocarburi arilici (AhR) è un recettore citoplasmatico attivato da 

ligando che svolge attività a livello nucleare come fattore di trascrizione. AhR 

svolge un’importante funzione nella modulazione dell’immunità: 

nell’adenocarcinoma pancreatico la sua espressione nei macrofagi tumore-associati 

(TAM) è correlata ad immunosoppressione, maggiore crescita tumorale e peggiore 

prognosi. L’attività immunosoppressiva di AhR viene stimolata dal legame con gli 

indoli, cataboliti del metabolismo microbico del triptofano a livello intestinale. 

L’obiettivo dell’articolo oggetto del seguente elaborato è quello di elucidare la 

funzione di AhR espresso dai TAM nell’adenocarcinoma pancreatico e la sua 

dipendenza dal microbiota intestinale. Tramite l’utilizzo di modelli murini in cui 

l’attività di AhR è stata inibita, per delezione o farmacologicamente, è stata 

riscontrata una minore crescita tumorale ed uno switch pro-infiammatorio 

dell’infiltrato, con aumento di linfociti T citotossici e polarizzazione infiammatoria 

dei TAM. Gli stessi risultati sono stati ottenuti in seguito all’eliminazione del 

triptofano dalla dieta o rimozione di classi batteriche indolo-producenti dal 

microbiota intestinale. L’articolo evidenzia quindi la relazione tra microbiota 

intestinale, profilo immunologico del microambiente tumorale e crescita 

neoplastica, attraverso l’espressione di AhR nei TAM. I risultati dimostrano come 

agire a livello del microbiota e del suo metabolismo possa essere una valida opzione 

terapeutica nel caso di tumore al pancreas. 
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1. STATO DELL’ARTE 

1.1. Adenocarcinoma pancreatico 

Il pancreas è un organo ghiandolare che presenta una componente endocrina ed una 

esocrina, adibite a svolgere funzioni fondamentali per il metabolismo e l’omeostasi. 

Il pancreas endocrino è composto dalle isole di Langerhans, aggregati cellulari al 

cui interno sono presenti diversi tipi di cellule che si occupano della secrezione di 

ormoni quali insulina e glucagone, che mediano l’omeostasi del glucosio nel 

sangue. Il pancreas esocrino, che compone la maggior parte della ghiandola, si 

occupa della sintesi di enzimi pancreatici che permettono la digestione del cibo e 

favoriscono l’assorbimento nutritivo a livello intestinale. 

Esistono numerose neoplasie correlate al pancreas, che principalmente si 

suddividono in base al tipo di cellule che colpiscono. Focalizzandosi sul tumore al 

pancreas esocrino, la forma più comune e più aggressiva di tumore è 

l’adenocarcinoma duttale pancreatico (PDAC), che si sviluppa in seguito a 

trasformazione in senso neoplastico di una cellula epiteliale del dotto pancreatico: 

questo tumore porta alla formazione di ghiandole secernenti mucina e attiva 

un’intensa desmoplasia stromale, con conseguente aumento del tessuto connettivo 

denso circondante il tumore. Le mutazioni genetiche più ricorrenti associate 

all’insorgenza di questo tumore riguardano diversi geni. Tra questi, l’oncogene 

KRAS (nel 90% dei casi), che sintetizza una GTPasi che media la trasduzione di 

segnale indotta dai fattori di crescita, CDKN2A, regolatore del ciclo cellulare, TP53, 

implicata nella risposta cellulare allo stress, e SMAD4, che media la trasduzione di 

segnale di TGFβ. 

L’adenocarcinoma duttale pancreatico è la terza causa di morte da cancro negli Stati 

Uniti ed è caratterizzato da un tasso di morte estremamente elevato molto 

paragonabile al tasso di incidenza, e da un tasso di sopravvivenza a cinque anni 

dalla diagnosi intorno al 6%. Le cause principali che portano a questi risultati 

risiedono nella tarda diagnosi, nell’inefficienza dei metodi terapeutici e nell’elevato 

tasso di recidiva. La tarda diagnosi deriva da una comune asintomaticità o 

sintomatologia non specifica che caratterizza le prime fasi d’insorgenza del tumore, 

riducendo anche la possibilità di risultare idonei alla chirurgia di resezione. Questa 

ad oggi è l’unica terapia che può portare ad una sopravvivenza a lungo termine, se 

comparata all’efficienza della chemioterapia, radioterapia e immunoterapia: 

tuttavia, solamente il 20% dei pazienti affetti risulta idoneo, e molto spesso si 

sviluppano recidive1. 

L’immunoterapia applicata al PDAC offre numerosi piani d’attacco, dato il 

caratteristico profilo immunosoppressivo del microambiente tumorale: l’infiltrato 

immunitario conta principalmente linfociti T CD8+ inattivati, CD4+ principalmente 

Treg con funzione immunosoppressiva, e cellule mieloidi, principalmente 

macrofagi tumore-associati (TAMs). I macrofagi, polarizzati verso un profilo 

antinfiammatorio, hanno diverse proprietà pro-tumorali: sopprimono la risposta 

immunitaria adattativa, favoriscono la transizione epitelio-mesenchimale per la 

formazione di metastasi, aumentano l’angiogenesi e il rimodellamento del tessuto 

connettivo stromale.  
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Alcuni approcci di immunoterapia prevedono l’utilizzo di vaccini o l’inibizione 

degli immuno-checkpoint, nello specifico di PD1–PD-L1, per aumentare l’attività 

tumoricida dei linfociti T. Questo approccio risulta tuttavia inefficace, 

probabilmente a causa del basso tasso di mutazione in PDAC che risulta in una 

mancanza di neoantigeni tumorali, riconosciuti come non-self dal sistema 

immunitario adattativo e capaci di scatenare una risposta T-citotossica antigene-

specifica2. 

1.2.  Microbiota e tumore al pancreas 

Il termine microbiota comprende l’insieme dei microrganismi che risiedono in un 

determinato distretto anatomico del nostro organismo: tra questi, il microbiota più 

studiato e ricco risulta essere quello intestinale. 

In contesto fisiologico il microbiota intestinale svolge numerose funzioni benefiche 

per l’ospite, come la partecipazione al metabolismo, la regolazione del sistema 

immunitario e la formazione di una barriera di difesa iniziale contro l’infezione da 

parte di patogeni estranei3. 

L’alterazione degli equilibri all’interno del microbiota, fenomeno conosciuto come 

disbiosi, può contribuire all’insorgenza di numerose patologie. Il microbiota 

intestinale è spesso studiato in contesti tumorali, per la sua contribuzione alla 

definizione del profilo immunologico del TME e alla modulazione della risposta 

tumorale ai trattamenti con chemioterapici. Nel caso di tumore al pancreas PDAC, 

sono state riscontrate differenze nella composizione del microbiota intestinale tra 

pazienti LTS (long-term survivor) e pazienti STS (short-term survivor), con i primi 

caratterizzati da maggiore variabilità microbica, profilo pro-infiammatorio del 

TME ed aumento dell’infiltrato immunitario in cellule antitumorali3,4. 

Il microbiota risulta quindi essere un possibile target terapeutico per aumentare la 

responsività ad altri trattamenti o per stimolare l’attività antitumorale delle cellule 

immunitarie. Una tecnica di terapia recentemente sviluppata è il trapianto di 

microbiota fecale (FMT): questo consiste nella sostituzione del microbiota di un 

paziente con quello di un donatore, caratterizzato da una migliore responsività ad 

altri trattamenti e da una migliore prognosi. Il FMT ha permesso di evidenziare 

come differenze nella risposta a lungo termine a trattamenti antitumorali possano 

essere correlate alla variabilità di specie che compongono il microbiota intestinale. 

Inoltre, il trapianto di microbiota fecale da paziente LTS in topo PDAC comporta 

una riduzione della massa tumorale, mentre il trapianto da STS è associato ad una 

peggiore prognosi, con crescita del tumore ed aumento delle popolazioni di Treg 

immunosoppressori4. 

 

1.3. Recettore degli idrocarburi arilici – AhR 

Il recettore degli idrocarburi arilici (AhR) è un recettore citoplasmatico ed un 

fattore di trascrizione attivato da ligando, codificato dal gene Ahr. Il recettore 

appartiene alla famiglia dei bHLH (basic helix-loop-helix), presenta un dominio N-

terminale bHLH di legame con ligando, un dominio C terminale variabile ed un 
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dominio PAS (PER-ARNT-SIM) di legame al DNA. In assenza di ligando, AhR è 

sequestrato nel citoplasma da un complesso proteico composto da HSP90 e XAP2 

(proteina interagente con AhR) che ne previene la degradazione. In seguito a 

legame con ligando, AhR trasloca nel nucleo dove eterodimerizza con la proteina 

ARNT, traslocatore nucleare degli idrocarburi arilici. L’eterodimero AhR/ARNT 

agisce da fattore di trascrizione regolando l’espressione genica di numerosi geni, 

a seconda del ligando di attivazione5,6. 

Una delle classi più interessanti di ligandi che attivano AhR sono gli indoli, tra cui 

acido indol-3-acetico (IAA), aldeide-3-indolo (IAld) e acido-3-indol-lattico (ILA), 

idrocarburi aromatici derivati dal metabolismo del triptofano dell’ospite e del 

microbiota intestinale. Questi agonisti attivano AhR per modulare l’espressione di 

geni coinvolti nella definizione del profilo immunologico tissutale, guidando il 

fenotipo di linfociti T e di cellule della linea mieloide verso un profilo 

immunosoppressorio6,7. 

In condizioni fisiologiche, a livello intestinale l’attivazione di AhR favorisce il 

differenziamento di linfociti T CD4+ naive verso un profilo Treg e Th17, benefico 

all’attenuazione dello stato infiammatorio intestinale. 

In contesto tumorale, specificatamente nel PDAC, l’attivazione di AhR mediante 

indoli prodotti dal microbiota intestinale modifica l’infiltrato immunitario, che 

acquisisce un profilo immunologico antinfiammatorio: è stato osservato come 

questo correli con un aumento della massa tumorale ed un peggioramento della 

prognosi in topo. L’azione di AhR guida i TAM verso uno shift funzionale di 

carattere pro-tumorale, antinfiammatorio, caratterizzato dall’espressione di geni 

marker come IL-10, TGFα, TGFβ e arginasi; inoltre, l’espressione di AhR nei 

linfociti T CD8+ ne inibisce l’azione citotossica e l’espressione di IFNγ6,7.  

Dato il contributo di AhR nella modulazione dell’immunità tumorale, risulta 

interessante studiare come variazioni nell’espressione e nell’attività, mediata da 

indoli microbici, di questo recettore possano indurre modificazioni nel profilo 

immunologico del TME, nella crescita tumorale e nella sopravvivenza dei pazienti 

oncologici. 
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2. APPROCCIO SPERIMENTALE 

2.1.  Modelli sperimentali 

Per lo svolgimento degli esperimenti sono state utilizzate diverse linee di topo, 

ottenute dai Jackson Laboratories e mantenuti in condizioni germ-free da una 

struttura di cura animale al Princess Margaret Cancer Centre. Le linee utilizzate 

sono C57BL6/J (B6), B6.Ido-/-, B6.Ahrfl/fl, B6.Lyz2CRE+/-. Tutti i topi utilizzati 

erano femmine di età compresa tra le 10 e le 12 settimane.  

2.2.  Impianto del tumore ed induzione del tumore 

L’impianto ortotopico del tumore nel pancreas è avvenuto tramite incisione laterale 

della parete addominale del topo, precedentemente anestetizzato con isoflurano al 

2% in ossigeno. Sono state impiantate nel pancreas 10x103 cellule derivanti da linee 

primarie di organoidi di adenocarcinoma pancreatico mT3, mT4 e mT5, risospese 

in 80 μl di matrigel diluito 1:4 in PBS.  

Lo sviluppo del tumore è stato monitorato tramite palpazione ed i topi sono stati 

sacrificati a due settimane dall’impianto. Dal sacrificio sono stati estratti per 

ulteriori analisi campioni di tumore, di intestino tenue, di feci e di sangue. 

2.3.  Isolamento dei batteri dall’intestino murino 

I ceppi batterici L. murinus, L. intestinalis, L. reuteri e L. johnsonii sono stati isolati 

dall’intestino di topi B6 tramite coltura in condizioni anaerobiche su terreno MRS. 

Le colonie isolate sono state caratterizzate tramite amplificazione con PCR del gene 

16S, con seguente step di pulizia e sequenziamento Sanger. La caratterizzazione 

delle specie è stata svolta mediante allineamento della sequenza 16S usando 

BLASTn sul database di NCBI, con soglia di associazione al 99,5%.  

2.4.  Trattamento con antibiotico per rimuovere il microbiota 

Per eliminare il microbiota intestinale i topi sono stati trattati con un cocktail di 

antibiotici, contenente ampicillina 1 g/l, metronidazolo 1 g/l, neomicina 1 g/l e 

vancomicina 0.5 g/l disciolti in acqua, cambiato quotidianamente durante la 

sperimentazione. A tre giorni dall’inizio del trattamento è stato impiantato il tumore 

ortotopico. 

2.5.  Trapianto di microbiota in topi SPF 

Le femmine B6 sono state trattate con una soluzione ATBx contenente 

streptomicina 5 mg/ml e clindamicina 0.1 mg/ml disciolte in acqua sterile per due 

settimane, con cambio di bottiglie e soluzioni tre volte alla settimana. Dopo due 

settimane di trattamento con ATBx ai topi sono state somministrate colture di 

L.murinus + L.reuterii o L.intestinalis + L.johnsonii: la dose giornaliera conteneva 

circa 108 CFU per 200 μL. Le colture batteriche sono state somministrate oralmente, 

mediante un ago apposito, tre volte al giorno prima dell’impianto del tumore 

ortotopico, poi una volta a settimana fino alla fine dell’esperimento. 

2.6.  scRNA-sequencing e analisi 
Il sequenziamento single-cell dell’RNA è una tecnica omica di nuova generazione 

che permette di analizzare i profili di espressione a livello di singola cellula, 

distinguendo tipi cellulari all’interno di un campione di analisi eterogeneo. Le 
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cellule vengono separate singolarmente prima di procedere con lo step di 

retrotrascrizione dell’RNA in cDNA, per sequenziare successivamente con tecniche 

di NGS. Le tecniche più moderne prevedono l’utilizzo di sequenze barcode, 

cellulo-specifiche, da associare al cDNA per assegnare una data reads ad una 

singola cellula.  

Nell’articolo in esame i tumori di tre topi sono stati digeriti, raggruppati e colorati 

con il DAPI per selezionare le cellule vive. Successivamente sono stati svolti 

lavaggi con PBS + 0.04% BSA e sono state selezionate 10x103 cellule per procedere 

con la sintesi single-cell del cDNA, utilizzando il kit 10X Genomics Chromium 

single-cell RNA master mix. Successivamente è stato svolto un sequenziamento 

delle librerie con un sequenziatore Novaseq (Illumina). I risultati del 

sequenziamento sono stati suddivisi in singole reads, convertiti in formato FASTQ 

e processati con il software Cell Ranger Single-Cell. Il software ha permesso di 

allineare le reads ad un genoma murino di riferimento (GRCm38/mm10) e di 

associarle a geni e singole cellule in base alla sequenza barcode. Sono stati utilizzati 

noti marcatori superficiali espressi almeno nel 25% delle cellule di ogni cluster per 

associare il raggruppamento ad un determinato tipo cellulare, sia in topi WT che 

Lyz2cre/+Ahrfl/fl. È stata svolta un’analisi di espressione genica differenziale tra le 

cellule dei due modelli, visualizzata tramite violin pots. 

2.7. Coltura di organoidi PDAC 

Sono state allestite co-colture di organoidi PDAC con macrofagi umani trattati con 

IAA (acido indol-3-acetico) per visualizzare l’effetto di questi sulla crescita 

dell’organoide. I macrofagi derivati dai monociti sono stati messi in coltura con 

hM-CSF per 5 giorni, per essere poi divisi in due gruppi, uno di controllo ed uno 

trattato overnight con IAA. I macrofagi sono stati raccolti dalle piastre usando PBS 

+ 2% FBS + 2mM EDTA, colorati con il DiD per 5 minuti a 37°C e lavati con 

terreno di coltura.  

Per allestire la co-coltura gli organoidi marcati con GFP sono stati fatti crescere per 

4 giorni in matrigel, e successivamente raccolti per piastrarli con i macrofagi. Per 

raccogliere gli organoidi si sono liberati dalla goccia di matrigel tramite 

pipettamento, per essere poi centrifugati in Advanced DMEM freddo; il matrigel 

nel pellet è stato depolimerizzato tramite una soluzione di lavaggio. La co-coltura 

è durata 5 giorni ed è stata allestita utilizzando il sistema 24-GLAnCE, una 

piattaforma di co-coltura che permette di studiare le interazioni tra diversi tipi 

cellulari, avvicinandosi alle condizioni in vivo8. Per analizzare i profili di 

espressione genica dei macrofagi e degli organoidi, le cellule sono state selezionate 

in base alla positività al GFP (organoidi) o a CD45 (macrofagi). In seguito al sorting 

cellulare i pool di cellule sono stati sospesi in un buffer di lisi RNA per estrarre 

l’acido nucleico e procedere con le analisi di trascrittomica. 

 

2.8. Citofluorimetria 

La citofluorimetria è una tecnica biomedica utilizzata per l’analisi multiparametrica 

di singole cellule presenti in un campione, in base alle caratteristiche morfologiche 
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ed ai marcatori espressi, grazie all’utilizzo di un laser. Per fenotipizzare le cellule 

in base ai marcatori espressi si utilizzano anticorpi specifici per i marker, associati 

ad un fluoroforo che emette a determinate lunghezze d’onda. L’utilizzo di fluorofori 

di colori diversi e con spettri di assorbimento differenti permette di analizzare 

contemporaneamente molti marcatori superficiali e citoplasmatici, ottenendo una 

chiara categorizzazione delle cellule presenti nel campione9.  

La caratterizzazione cellulare si basa sulle modalità di dispersione della luce laser 

incidente e sulle fluorescenze legate agli anticorpi. La dispersione della luce 

frontale e laterale permette di analizzare la morfologia cellulare e la sua complessità 

citoplasmatica, in termini di granuli ed organelli presenti: l’analisi morfologica è 

utile per distinguere inizialmente cellule con strutture molto diverse e per osservare 

la formazione di aggregati cellulari. Le analisi di fluorescenza permettono di 

caratterizzare meglio le cellule, distinguendo tipi cellulari e profili funzionali in 

base alle molecole espresse. I risultati sono visualizzati tramite grafici 

bidimensionali dove le cellule si distribuiscono sulla base dei valori relativi per 

ognuna delle due caratteristiche analizzate. È possibile selezionare sottopopolazioni 

cellulari su cui svolgere analisi più approfondite, considerando altri marcatori di 

polarizzazione9. 

In immunologia questa tecnica è frequentemente utilizzata per definire il profilo 

immunitario di campioni di sangue o di tessuto solido, in contesti tumorali o di 

infezione9. 

Nell’articolo sono stati digeriti i tumori PDAC usando collagenasi IV 100U/ml e 

DNasi I 50u/ml in RPMI a 37°C per ottenere singole cellule. Queste sono state 

marcate con un cocktail di anticorpi anti-CD45, anti-CD11b, anti-F4/80 ad una 

concentrazione 1:300 in una soluzione FACS (PBS + 2% FBS) per 45 minuti a 4°C, 

con un marcatore di vitalità cellulare.  

Sono seguiti lavaggi in soluzione FACS, poi fissazione delle cellule in 

paraformaldeide al 4% per 10 minuti ed ulteriore lavaggio. Per marcare le citochine 

intracellulari le cellule sono state trattate con PMA (5 ng/ml) per 4 ore e ionomicina 

(500 ng/ml) in presenza di Brefeldin A. Per le analisi al citofluorimetro BD Fortessa 

sono stati contati almeno 105 eventi per tubino, per avere omogeneità di analisi. 

 

2.9. Citometria di massa in base al tempo di volo (CyTOF) 

La citometria di massa in base al tempo di volo è una tecnologia recente che si 

evolve dalla citofluorimetria per la tipologia di anticorpi utilizzati nella marcatura 

delle cellule. In CyTOF gli anticorpi sono coniugati con metalli rari, tipicamente 

della famiglia dei Lantanidi, come il platino: non essendo presenti questi metalli 

nelle cellule di mammifero, questa tecnica permette di eliminare l’autofluorescenza 

delle cellule e presenta un risultato più pulito. Inoltre, anticorpi associati al platino 

permettono una possibilità di combinazione maggiore, per un’analisi 

multiparametrica potenziata. Le cellule sono incubate con anticorpi specifici per i 

diversi marcatori e questi vengono quantificati simultaneamente utilizzando i 
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principi della spettrometria di massa. In questo caso gli anticorpi sono associati a 

cis-platino per permettere la ionizzazione delle cellule etichettate; successivamente 

l’analisi viene fatta utilizzando un quadrupolo ed un sistema ToF (Time of Flight), 

secondo cui le particelle vengono separate in base alla velocità necessaria per 

raggiungere il rilevatore, dipendente dal rapporto m/z (massa su carica)10. 

Nell’esperimento svolto dagli autori dell’articolo sono state analizzate le cellule 

CD45+ (leucociti) presenti nei tumori ortotopici PDAC, selezionate positivamente 

con un kit e con anticorpi anti-CD45 associati a biotina. Per essere analizzate al 

CyTOF, le cellule devono seguire diversi step di preparazione. Le cellule arricchite 

sono state bloccate con una soluzione di blocco Fc di TruStain per 10 minuti, per 

essere poi risospese in una soluzione di colorazione contenente il cocktail di 

anticorpi. Le cellule marcate sono state lavate ed incubate in 1 μM di cisplatino 

Cell_Id per 5 minuti. Il cisplatino è stato poi neutralizzato con PBS + 5% FBS. Le 

cellule sono state lavate, fissate, permeabilizzate e associate ad un barcode con il 

Cell_ID multiplex Barcoding kit. In seguito a permeabilizzazione le cellule sono 

state incubate con anticorpi citoplasmatici usando il kit di colorazione Foxp3. 

Infine, le cellule sono state lavate, risospese in PBS + 1,6% paraformaldeide + 0.3 

% saponina + 125 nM Iridium. Le cellule sono state mantenute in questa soluzione 

a 4°C fino al giorno dell’analisi di CyTOF. 

2.10. Dieta priva di triptofano e somministrazione degli indoli 

Il giorno prima dell’iniezione del tumore ortotopico, i topi sono stati nutriti con una 

dieta amminoacidica di controllo o priva di triptofano, che è stata mantenuta per 

tutti i 14 giorni dell’esperimento, fino al sacrificio. In uno degli esperimenti i topi 

sono stati nutriti con 40 μg/kg di IAA, IAld o ILA disciolto in 200 μl di acqua, ogni 

giorno a partire da 4 giorni prima dell’iniezione del tumore ortotopico. 

2.11. Sequenziamento dell’RNA 16S 

Il sequenziamento del gene dell’RNA 16S è una tecnica di biologia molecolare utile 

al riconoscimento ed alla caratterizzazione delle specie microbiche presenti in un 

dato campione. Nel caso dell’articolo, questa tecnica è stata utilizzata per 

determinare le specie microbiche che andavano a comporre il microbiota intestinale 

in condizioni sperimentali diverse. La tecnica permette infatti di distinguere le 

diverse specie batteriche in base alle caratteristiche del gene 16S, conservato nei 

procarioti ma che presenta differenze, principalmente associate alla regione 

ipervariabile V4, che permettono la discriminazione specie-specifica. 

Nell’esperimento in esame sono stati svolti sequenziamenti multipli grazie 

all’utilizzo di primer di sequenziamento con barcode. 

Mix di PCR 

Reagente Volume 

ReadyMix KAPA2G Robust 

HotStart 

12,5 μl 

Primer forward (10 μM) 1,5 μl 

Primer reverse (10 μM) 1,5 μl 

Acqua sterile 7,5 μl 

Campione 2 μl 
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Programma di PCR 

Step T (°C) T 

Denaturazione iniziale 95 3 min 

Cicli di amplificazione (18x-24x) 

Denaturazione 95 15 sec 

Annealing 50 15 sec 

Estensione 72 15 sec 

Estensione finale 72 5 min 

 

Le amplificazioni sono state svolte in triplicato ed il risultato è stato verificato con 

elettroforesi in gel di agarosio 1% in TBE. I campioni triplicati sono stati 

quantificati, poi sequenziati su un Illumina MiSeq in seguito a purificazione con 

beads Ampure XP. Nel sequenziamento sono stati inclusi anche una specie singola 

(Pseudomonas aeruginosa), una comunità simulata e un controllo negativo, privo 

di campione.  

2.12. Analisi statistica e quantificazione 

I risultati ottenuti dagli esperimenti riportati nell’articolo sono stati analizzati 

statisticamente con il programma GraphPad Prism 8, mentre per calcolare la 

significatività statistica sono stati utilizzati t-test, test di Wilcoxon, test ANOVA o 

analisi di Kaplan-Meier seguite da test del log-rank.  

Le barre di errore rappresentano la deviazione standard e i p-value < 0.05 sono stati 

considerati statisticamente significativi (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** 

p <0.0001, NS = non significativo). 
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3. RISULTATI E DISCUSSIONE 

3.1. La delezione di AhR determina una polarizzazione infiammatoria 

dei TAM e dei CD8+ nel TME di PDAC 

I macrofagi intratumorali esprimono maggiormente numerosi geni antinfiammatori 

rispetto ai macrofagi residenti nel tessuto sano: tra questi, anche il gene Cyp1b1, 

associato direttamente all’attività di AhR (dato non mostrato). Per verificare che 

AhR sia correlato all’immunosoppressione nel PDAC, i ricercatori hanno ottenuto 

modelli murini Ahr- tramite delezione condizionale del gene nelle cellule del 

lineage mieloide (Lyz2cre/+Ahrfl/fl).  

Dalle analisi di citofluorimetria sono state osservate differenze nella composizione 

dell’infiltrato immunitario tumorale tra topi WT e topi Ahr-. La delezione di AhR 

nei TAM ha ridotto la loro rappresentazione relativa all’interno dei leucociti 

(CD45+), seppur non influenzando il numero totale di TAM presenti nell’infiltrato. 

Inoltre, nei macrofagi dei topi deleti si è osservato un aumento dell’espressione di 

MHCII, CD40 e PD-L1, indice di una maggiore attività cellulare. Anche la 

proporzione di linfociti T CD8+ nel TME è aumentata, così come la loro attività, 

dimostrata dall’incremento di cellule effettrici o della memoria (CD62LnegCD44hi) 

(Fig. 1A). 

Anche il profilo trascrizionale dei TAM Ahr- risulta fortemente alterato rispetto a 

quello dei macrofagi WT: le analisi di trascrittomica hanno evidenziato 

l’espressione differenziale di numerosi geni che definiscono un profilo 

trascrizionale meno immuno-regolatorio (down-regolazione di Arg1 e Ido1) e più 

pro-infiammatorio (up-regolazione di Il1b, Gzb e geni MHCII) (Fig. 1B). 

 

 

Fig. 1: La delezione di AhR determina una polarizzazione infiammatoria dei TAM e dei 

linfociti CD8+ nel TME di PDAC. (A) Espressione di marcatori superficiali e percentuali di TAM 

e CD8+ in campioni tumorali di topi di controllo e Lyz2cre/+Ahrfl/fl, ottenuti al citofluorimetro. MFI 

= mean fluorescent intensity. (B) Heatmap che mostra le differenze di espressione di marcatori 

immunoregolatori e pro-infiammatori in macrofagi tissutali, TAM di topi WT e TAM di topi 

Lyz2cre/+Ahrfl/fl. In rosso sono indicati i geni sovraespressi, in blu quelli sottoespressi. * p-value < 

0.05 



16 

 

A livello macroscopico, l’impianto di cellule di PDAC in topi deleti per Ahr ha 

portato, dopo 14 giorni, alla formazione di una massa tumorale di minor entità, 

associata ad un tasso di sopravvivenza superiore rispetto ai topi di controllo (Fig. 

2A e B). 

Fig. 2: La delezione di AhR determina 

una minor crescita tumorale e maggiore 

percentuale di sopravvivenza nei 

modelli murini. (A) Peso della massa 

tumorale a 14 giorni dall’iniezione, in topi 

di controllo (WT) e topi Lyz2cre/+Ahrfl/fl. 

(B) Curve di sopravvivenza di topi con 

tumore, WT o Lyz2cre/+Ahrfl/fl, su un 

campione di 8 topi per genotipo. *** p-

value < 0.001. 

 

3.2. Inibizione farmacologica di AhR promuove l’infiammazione nel 

TME e migliora la risposta alla terapia 

Dai risultati ottenuti tramite delezione condizionale di Ahr nei TAM è stata 

estrapolata la funzione di questo recettore nella definizione del profilo 

immunologico del microambiente tumorale. Gli studiosi hanno quindi utilizzato un 

altro modello per verificare che si ottenessero risultati concordi ai precedenti: in 

questo caso i topi sono stati trattati con un inibitore farmacologico di Ahr, 

CH223191. Dopo 14 giorni di trattamento farmacologico, sono stati analizzati i 

campioni tumorali in citofluorimetria, focalizzandosi sugli stessi parametri 

considerati nell’esperimento precedente. In seguito a trattamento, i TAM 

presentavano una polarizzazione più pro-infiammatoria, con aumento di 

espressione di MHCII, CD40 e PD-L1. Inoltre, la popolazione linfocitaria CD8+ 

all’interno delle cellule CD45+ è risultata maggiormente rappresentata rispetto ai 

controlli (Fig. 3). 

Fig. 3: L’inibizione farmacologica di AhR promuove l’infiammazione nel TME e migliora la 

risposta alla terapia. Espressione di marcatori superficiali e proporzioni di TAM e CD8+ in 

campioni tumorali di topo WT e Lyz2cre/+Ahrfl/fl, ottenuti al citofluorimetro. * p-value < 0.05, ** p-

value < 0.01. 

Per verificare che il ruolo principale di modulazione dell’immunità del TME sia 

svolto dai TAM in base all’espressione di AhR, una coorte di topi Lyz2cre/+Ahrfl/fl è 

stata trattata con CH223191 e dopo 14 giorni è stata misurata la massa tumorale. 

Comparando le masse tumorali di topi di controllo (WT e Lyz2cre/+Ahrfl/fl) e trattati 

farmacologicamente (WT e Lyz2cre/+Ahrfl/fl) si può osservare come la massa 
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tumorale sia ridotta in seguito a trattamento con CH223191 nei topi WT, mentre 

questa rimane invariata nei topi Ahr- (Fig. 4A, 4B). 

Fig. 4: L’inibizione farmacologica di AhR 

riduce la crescita tumorale nei modelli 

murini. (A) Peso delle masse tumorali dopo 

14 giorni dall’iniezione in modelli murini WT, 

trattati o meno con CH223191. (B) Peso delle 

masse tumorali dopo 14 giorni dall’iniezione 

in modelli murini WT e Lyz2cre/+Ahrfl/fl, trattati 

o meno con CH223191. *** p-value < 0.001. 

Si può dedurre che l’effetto principale sulla crescita tumorale è svolto da AhR nei 

TAM e che, in caso di delezione condizionale, l’inibizione farmacologica del 

recettore non contribuisce ulteriormente alle differenze fenotipiche osservate. 

Dai risultati ottenuti si nota come, sebbene i TAM in cui l’espressione di Ahr è 

inibita presentino una polarizzazione più pro-infiammatoria, risulta sovraespresso 

il gene PD-L1, che ha una funzione inibitoria dell’immunità adattativa. PD-L1 

(Programmed Cell Death protein 1 ligand) costituisce, legandosi a PD-1, uno degli 

immuno-checkpoint che implicano una riduzione della proliferazione dei linfociti 

T e della loro attività infiammatoria di rilascio di citochine11. 

I ricercatori hanno voluto indagare un potenziale effetto dell’inibizione combinata 

di AhR e PD-L1 sulla sopravvivenza dei topi, in questo caso utilizzando un 

anticorpo αPD-L1. L’inibizione singola di uno dei due recettori ha portato ad un 

aumento della sopravvivenza nei modelli murini, ma l’effetto maggiore si è ottenuto 

con la doppia inibizione di AhR e PD-L1: la sopravvivenza è doppia rispetto ai 

controlli ed aumentata del 50% rispetto all’inibizione di un singolo recettore (Fig. 

5). 

 

Fig. 5: L’utilizzo combinato di inibitori di AhR e PD-L1 

aumenta la sopravvivenza dei modelli murini tumorali. Curve 

di sopravvivenza di topi trattati con CH223191, con anti-PDL1, o 

una combinazione dei due. Sono stati utilizzati 10 topi per gruppo. 

 

 

 

3.3. L’attività di AhR dei macrofagi modella il profilo trascrizionale 

nel PDAC 

Per capire che impatto avesse l’attività di AhR dei TAM sul microambiente 

tumorale, i ricercatori hanno caratterizzato l’infiltrato del TME utilizzando la 

tecnologia CyTOF (citometria di massa in base al tempo di volo). Questo approccio 

ha permesso di individuare e distinguere 32 cluster di cellule immunitarie a 

comporre l’infiltrato immunitario nel PDAC, in base all’espressione differenziale 



18 

 

di marcatori di superficie e citoplasmatici (Fig. 6A). Focalizzandosi sui macrofagi, 

l’analisi al CyTOF ha identificato tre cluster F4/80+ (marker macrofagico), chiamati 

cluster 12, 13 e 22. Il cluster 22 presentava una polarizzazione immuno-regolatoria, 

con l’espressione di CD206 e PD-L1, e possibile origine monocitica, per 

l’espressione di Ly6C. Gli altri due cluster macrofagici, 12 e 13, risultavano 

Ly6Cneg e si differenziavano tra loro per l’espressione di PD-L1, MHCII e Ly6G, 

maggiore nel cluster 12 (Fig. 6B).  

Nel paragone tra TME di topi Ahr- e WT non si è osservata una differenza nella 

distribuzione dei cluster cellulari, ma si è osservata una variazione nei profili 

funzionali dei macrofagi appartenenti ai cluster 12, 13 e 22. Specificatamente, 

l’inibizione dell’attività di AhR è correlata ad una minore espressione di iNOS, 

CCL4 e TNFα, geni solitamente espressi in cellule con attiva funzionalità 

infiammatoria, mentre nel cluster 22 si è osservato un aumento di espressione di 

MHCII (Fig. 6C).  

Questi dati, seppur inizialmente contrastanti con i risultati precedentemente 

ottenuti, sono da interpretare come indice di una variazione funzionale complessa 

in seguito all’inibizione di AhR nella polarizzazione dei TAM. La complessità 

funzionale è espressa anche dalle diversità di espressione tra diversi cluster 

macrofagici, evidenziando quanto risulti complicato categorizzare una cellula entro 

definiti profili funzionali (proinfiammatori o protumorali). In generale, le analisi al 

CyTOF hanno evidenziato come le diverse popolazioni macrofagiche presentino 

polarizzazioni protumorali alternative. 

Fig. 6: L’attività di AhR dei 

macrofagi modella il profilo 

trascrizionale del PDAC. (A) 

Grafico UMAP ad indicare le 

diverse sottopopolazioni cellulari 

nell’infiltrato immunitario di 

PDAC, ottenuto tramite CyTOF. 

(B) Heatmap riguardo 

l’espressione relativa di marcatori 

in 3 cluster macrofagici, in modelli 

murini tumorali WT e 

Lyz2cre/+Ahrfl/fl. (C) Mappa di calore sull’espressione relativa di marcatori cellulari nei 3 cluster 

macrofagici tra topi WT e Lyz2cre/+Ahrfl/fl. In blu è indicata una sottoespressione, in rosso una 

sovraespressione. 

Le analisi di scRNA-seq sulle popolazioni cellulari nel TME in PDAC hanno 

riportato risultati concordi con il CyTOF (dato non mostrato): sono stati identificati 

tre diversi cluster macrofagici caratterizzati da diversi stati di polarizzazione 

tendenzialmente pro-tumorali. Nel confronto tra cluster macrofagici in tumori 

Lyz2cre/+Ahrfl/fl e tumori WT è emerso un significativo incremento dell’espressione 

di geni coinvolti nei pathway di risposta ad interferone-γ (IFN-γ) nella prima 

condizione, anche se con intensità variabile tra i diversi cluster.   

IFN-γ è risultato sovraespresso, nei topi Ahr-, anche nei cluster cellulari dei linfociti 

T CD8+, sia a livello genico che proteico rispetto ai controlli (Fig. 7A, 7B). 
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Conoscendo il ruolo pro-infiammatorio di questa citochina, impiegata nella 

stimolazione dell’attività macrofagica, nel mantenimento del profilo funzionale 

Th1 dei linfociti T helper e nell’attivazione dei CTL12, si sono indagati i possibili 

effetti dell’inibizione della sua attività sullo sviluppo del tumore. Gli sperimentatori 

hanno comparato le masse tumorali sviluppate a 14 giorni dall’iniezione, su modelli 

murini WT e Lyz2cre/+Ahrfl/fl, in seguito ad inibizione dell’attività dei linfociti CD8+ 

(anti-CD8) o di IFN-γ (anti-IFNγ). Dai risultati è emerso come l’inibizione dei 

linfociti T citotossici o di IFN-γ non influenzasse la crescita tumorale in topi WT, 

dove la loro attività risulta soppressa dal microambiente tumorale. Al contrario, 

l’utilizzo di anticorpi anti-CD8 o anti-IFN-γ in topi deleti riporta la massa tumorale 

ai valori di controllo (Fig. 7C e D). Se ne deduce come l’attività dei CTL tramite il 

rilascio di IFN-γ contribuisca notevolmente allo switch pro-infiammatorio del 

microambiente tumorale in seguito all’inibizione di AhR nei TAM.  

 

Fig. 7: L’attività AhR dei macrofagi modella il profilo trascrizionale del PDAC. (A) 

Espressione single-cell di IFN-γ nei cluster di linfociti T CD8+. (B) Espressione intracellulare di 

IFN-γ in linfociti T CD8+ di topi deleti e WT a 14 giorni dall’impianto di tumore valutata al 

citofluorimetro. I valori sono espressi come MFI (intensità media di fluorescenza). (C) Confronto 

delle masse tumorali in topi WT e deleti in seguito ad esaurimento dei linfociti T CD8+ (pannello di 

sinistra) o ad inibizione di IFN-γ (pannello di destra). * p-value < 0.05; ** p-value < 0.01; **** p-

value < 0.0001.  

3.4. La produzione di indoli da parte del microbiota guida la 

soppressione immunitaria nel TME e favorisce la crescita 

tumorale 

Noto il ruolo del microbiota intestinale nella definizione del profilo immunitario 

del microambiente tumorale, i ricercatori hanno voluto indagare come l’influenza 

del microbiota su PDAC possa essere mediata dall’attività AhR nei TAM. Tra i 

ligandi attivatori di AhR si ritrovano infatti derivati del metabolismo microbico del 

triptofano, chiamati indoli. È stato quindi studiato il ruolo di specie batteriche 

indolo-producenti, come alcune appartenenti al genere Lactobacillus, 

nell’attivazione di AhR e modulazione dell’immunità tumorale. I topi sono stati 

trattati con ampicillina, microbicida su Lactobacillus, e vancomicina, cui questi 

batteri sono resistenti. Il microbiota trattato con Amp era caratterizzato da una 

maggiore diversità nella composizione in specie ed una minore rappresentazione di 

Lactobacillus, mentre l’opposto è stato osservato in seguito al trattamento con Vanc 

(dato non mostrato).  
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Il trattamento con Amp è risultato in una significativa riduzione della massa 

tumorale (Fig. 8A) ed un infiltrato tumorale più attivo e con profilo pro-

infiammatorio. Nei TAM si è osservato un aumento della percentuale cellulare 

nell’infiltrato e dell’espressione di MHCII, PD-L1 e CD86 (Fig. 8B), mentre i 

linfociti T CD8+ sono risultati maggiormente rappresentati. (Fig. 8C). Al contrario, 

il trattamento con Vanc non ha riportato differenze su questi parametri rispetto ai 

topi di controllo. I risultati sono concordi con quanto ottenuto dall’inibizione di 

AhR ed evidenziano una possibile correlazione tra microbiota, attivazione di AhR 

e modulazione dell’infiltrato. 

Fig. 8: La produzione di indoli 

da parte del microbiota guida 

la soppressione immunitaria 

nel TME e favorisce la crescita 

tumorale. (A) Confronto delle 

masse tumorali a 14 giorni 

dall’impianto in topi di controllo 

e trattati con Amp o Vanc. (B) 

Analisi in citofluorimetria dei 

TAM nelle condizioni riportate 

in legenda. (C) Analisi in 

citofluorimetria dei linfociti 

CD8+ nelle condizioni riportate 

in legenda. * p-value < 0.05;     

** p-value < 0.01. 

Per caratterizzare meglio il ruolo del microbiota nel PDAC, sono state analizzate e 

testate nella produzione di indoli quattro specie di Lactobacillus, L. murinus, L. 

reuterii, L. johnsonii e L. intestinalis. Tra queste, L. murinus e L. reuterii sono 

risultate le più indolo-producenti, con produzione di ILA (acido 3-indol-lattico) e 

IAld (indolo-3-aldeide) (dati non mostrati). 

I ricercatori hanno proceduto con un trapianto di microbiota su topi germ-free per 

verificare che la composizione batterica, e nello specifico in batteri indolo-

producenti come L. murinus e L. reuterii, influenzasse lo sviluppo tumorale in 

PDAC. Ad una coorte di topi è stato trapiantato un microbiota indolo-producente 

con L. murinus e L. reuterii (L. m/r), mentre un altro gruppo è stato trapiantato con 

un microbiota contenente L. intestinalis e L. johnsonii (L. i/j). Successivamente al 

trapianto è partita la tumorigenesi e dopo 14 giorni sono stati analizzati i tumori e 

gli infiltrati immunitari. Nei topi L. i/j è stata riscontrata una crescita tumorale 

significativamente ridotta rispetto ai topi L. m/r, (Fig. 9A) accompagnata da 

un’alterazione pro-infiammatoria del TME. Nello specifico, tumori da topi L.i/j 

erano più ricchi in linfociti T CD8+, con una composizione maggiore di CD8+ 

effettori ed esprimenti TNF-α, mentre non si sono riscontrate differenze per i TAM 

(Fig. 9B e C). Per verificare che la differenza in termini di sviluppo tumorale tra le 

due coorti dipendesse dall’attività di AhR indotta dagli indoli l’esperimento è stato 

riproposto utilizzando topi Lyz2cre/+Ahrfl/fl. La delezione di AhR mostrava 

differenze nella crescita tumorale di topi L. m/r, mentre nell’altra coorte non si sono 

riscontrate differenze tra topi WT e deleti. Questo risultato dimostra come la 

C. 
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presenza di indoli contribuisca significativamente all’attivazione di AhR nei TAM 

(Fig. 9D).  

Fig. 9: La produzione 

microbica di indoli guida la 

soppressione immunitaria 

nel TME e favorisce la 

crescita tumorale.  (A) Peso 

della massa tumorale a 14 

giorni dall’impianto in topi 

WT trapiantati con L. i/j o L. 

m/r. (B) Proporzioni relative 

delle sottoclassi di linfociti T 

CD8+ negli infiltrati di topi L. 

m/r e L. i/j. * p-value < 0.05; 

** p-value < 0.01; **** p-

value < 0.0001. (C) 
Proporzione relativa di TAM 

negli infiltrati di topi L. m/r e 

L. i/j. (D) Confronto delle masse tumorali a 14 giorni dall’impianto in topi WT e Lyz2cre/+Ahrfl/fl con 

microbiota L. m/r o L. i/j. **** p-value < 0.0001. 

3.5. Il triptofano e gli indoli IAA e ILA nella dieta promuovono 

l’immunosoppressione e la crescita del tumore al pancreas 

Definita una possibile correlazione tra il microbiota intestinale e l’attivazione di 

AhR nei TAM, è stato verificato il ruolo del triptofano e degli indoli in questa 

relazione. L’eliminazione del triptofano dalla dieta di modelli murini tumorali ha 

determinato uno sviluppo tumorale rallentato, con tumori due volte più piccoli 

rispetto a quelli in topi di controllo. Per verificare che questo risultato derivasse da 

una produzione ridotta di indoli, i topi Trp- sono stati alimentati con una dieta ricca 

di indoli, e questo ha riportato i valori ai controlli Trp+ (Fig. 10A). Dall’analisi 

dell’infiltrato immunitario in topi Trp- e Trp+ si osserva un incremento nelle 

popolazioni linfocitarie CD8+ e sottopopolazioni TNFα+ IFNγ+ CD8+ in assenza di 

Trp, mentre i TAM risultano meno presenti e con fenotipo meno attivato (Fig. 10B), 

con una riduzione dell’espressione di MHCII e di geni associati 

all’immunosoppressione come Cyp1b1, Arg1 e Il10 (Fig. 10C). In tutte queste 

analisi, la somministrazione di indoli in topi Trp- ha abrogato l’effetto della dieta, 

riportando i valori agli standard di controllo. 

Da questi risultati se ne deduce che il triptofano svolge un ruolo fondamentale nella 

definizione del profilo immunologico del TME in PDAC per mezzo della 

metabolizzazione ad indoli svolta dal microbiota. 



22 

 

Fig. 10: Il triptofano e gli indoli IAA e ILA nella dieta promuovono l’immunosoppressione e 

la crescita di PDAC. (A) Peso delle masse tumorali in topi cui è stata somministrata una dieta Trp+, 

Trp- o Trp- con aggiunta di IAA, ILA o IAld. (B) Espressione di marcatori superficiali e proporzioni 

relative nell’infiltrato di TAM e CD8+ in topi WT in dieta Trp+, Trp-, Trp- + IAA o Trp- + ILA. (C) 

Confronto dell’espressione genica dei geni Cyp1b1, Arg1 e Il10 in TAM estratti da tumori di topi 

con dieta Trp+, Trp- o Trp- + IAA, ottenuto tramite qRT-PCR e normalizzato su β-actina. * p-value 

< 0.05; ** p-value < 0.01. 

3.6. L’espressione e l’attività di AhR è correlata con l’esito terapeutico 

di pazienti con PDAC umano 

In ultima analisi i ricercatori hanno esaminato le correlazioni esistenti tra attività di 

AhR e caratteristiche prognostiche di pazienti con PDAC. È stato osservato come, 

anche in uomo, l’attività di AhR, sopra una certa soglia, risulti compromettente per 

la sopravvivenza del paziente: solamente i pazienti con attività AhR entro il primo 

quartile presentavano una sopravvivenza migliore (Fig. 11A). Analisi di 

correlazione tra l’attività di AhR ed il profilo trascrizionale dell’infiltrato tumorale 

hanno dimostrato infatti che l’espressione di AhR è correlata ad una ridotta 

attivazione dei linfociti T CD8+ effettori. Inoltre, AhR è espresso maggiormente sui 

macrofagi, dove svolge una funzione regolatoria sul microambiente tumorale (dati 

non mostrati). 

I ricercatori hanno anche indagato l’influenza dell’espressione di AhR sulla 

funzione di supporto stromale svolta dai TAM in contesto tumorale. Per fare ciò 

sono state allestite co-colture di macrofagi esposti a IAA con organoidi derivati da 

paziente PDAC. L’attivazione di AhR nei TAM tramite esposizione a IAA ha 

portato ad una crescita doppia del tumore rispetto alle co-colture con macrofagi di 

controllo, a cinque giorni dall’allestimento; inoltre, l’aggiunta di CH223191 nella 

coltura macrofagica prima della co-coltura ha abrogato l’effetto di IAA (Fig. 11B).  

La co-coltura è stata analizzata con RNA-seq per definire le differenze di 

espressione genica dovute all’attivazione o meno di AhR nei macrofagi. Nelle co-

colture con macrofagi esposti a IAA si è osservato un aumento dell’espressione di 

pathways associati alla crescita tumorale e alla metastasi, insieme ad una riduzione 
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di pathways di regolazione della proliferazione del PDAC.  Dai risultati si evince 

come l’acquisizione di un profilo macrofagico pro-tumorale sia indotta 

dall’attivazione indolo-dipendente di AhR (Fig. 11C). 

Anche in uomo è stato analizzato il ruolo del microbiota nella crescita del tumore 

PDAC, confrontando l’effetto di un trapianto di microbiota intratumorale di 

pazienti LTS (long-term survivors) e STS (short-term survivors) in modelli murini 

PDAC. Il trapianto di microbiota LTS ha mostrato una riduzione nello sviluppo 

tumorale, al contrario del microbiota STS. La composizione microbiotica di STS 

risulta infatti arricchita in specie batteriche indolo-producenti, tra cui L. reuteri, 

rispetto al microbiota di LTS, dove questa specie risultava assente. L’aumento 

dell’abbondanza di specie indolo-producenti, come Bacteroides coprophilus, 

Faecalibacterium prausnitzi ed i generi Lactobacillus e Bifidobacterum, nel TME 

di campioni STS correla con una prognosi peggiore ed una minore aspettativa di 

sopravvivenza. (Fig. 11D).  

 

Fig. 11: L’espressione e l’attività di AhR è correlata con l’esito terapeutico di pazienti con 

PDAC umano. (A) Sopravvivenza complessiva di pazienti con PDAC dal dataset TCGA in base 

all’espressione relativa di AhR: (1) mediana d’espressione di AhR; (2) quartili d’espressione di 

AhR; (3) sopravvivenza del primo quartile rispetto agli altri combinati. (B) Curva di crescita su 5 

giorni di organoidi PDAC in co-coltura con macrofagi di controllo, macrofagi + IAA e macrofagi + 

IAA + CH223191. (C) Z-score dell’arricchimento di set genici nella co-coltura di organoidi PDAC 

e macrofagi in presenza e meno di IAA, a 5 giorni dall’allestimento. (D) Prevalenza ed abbondanza 

relativa di specie batteriche indolo-producenti nel microbiota tumorale di pazienti PDAC STS e 

LTS. ** p-value < 0.01; *** p-value < 0.001. 
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3.7.  Discussione e limiti allo studio 
I risultati riportati in questo articolo evidenziano una forte connessione tra 

l’attivazione del fattore di trascrizione AhR a livello di macrofagi tumore-associati 

ed il profilo immunitario del microambiente tumorale in PDAC. L’attività di AhR 

nei TAM favorisce infatti uno switch antinfiammatorio nel profilo funzionale dei 

TAM stessi, mediante l’aumento dell’espressione di Arg1 ed Il10. Inoltre, l’attività 

di AhR riduce la proporzione relativa di linfociti T CD8+, e tra questi di CD8 + 

effettori, nell’infiltrato, e determina un profilo immunitario meno attivato, con 

ridotta espressione di IFN-γ. AhR è risultato correlato anche alla crescita tumorale, 

in quanto gli esperimenti di inibizione della sua espressione in vivo hanno 

dimostrato lo sviluppo di una massa tumorale di minore entità nei modelli murini 

PDAC.  

Dagli esperimenti descritti nell’articolo si evince la dipendenza dell’attività di AhR 

dalla produzione di indoli a livello del microbiota intestinale, dimostrando 

l’importanza assunta da quest’ultimo nella determinazione delle caratteristiche 

immunitarie del PDAC. La rimozione di specie batteriche producenti indoli o 

l’eliminazione del triptofano dalla dieta hanno determinato una forte riduzione nella 

crescita tumorale ed hanno contribuito alla definizione di un profilo immunitario 

pro-infiammatorio nel TME. A supporto della dipendenza di AhR dagli indoli, 

l’inserimento nella dieta Trpneg di questi composti ha riportato i valori analizzati 

(massa tumorale e profilo immunitario del TME) ai livelli di controllo. 

L’insieme di questi risultati contribuisce ad evidenziare l’importanza della 

comunicazione chimica svolta tra il microbiota ed il sistema immunitario, 

specificamente in alcuni contesti tumorali come PDAC. Questo forte crosstalk 

potrebbe essere indagato in profondità come target terapeutico immunostimolante 

in alternativa alle tecniche di trapianto di microbiota, permettendo una 

manipolazione a livello metabolico. Un targeting più specifico e mirato, infatti, 

potrebbe ridurre eventuali effetti collaterali derivati dalla massiccia modificazione 

del microbiota intestinale in seguito a trapianto. Tuttavia, rimane ancora 

incompreso come sia effettivamente il metabolismo del triptofano da parte del 

microbiota intestinale, e non delle cellule di mammifero, a contribuire 

significativamente all’attivazione di AhR.  

Un altro approccio terapeutico che potrebbe essere sviluppato riguarda la 

modulazione dell’attività di AhR per favorire un’immunità attiva nel tumore. 

Bisogna tuttavia considerare che le affinità di legame dei ligandi ad AhR 

differiscono tra topo e uomo, rendendo più complessa la selezione di molecole 

specifiche con ruolo inibitorio per AhR in uomo.  
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