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RIASSUNTO

Introduzione

Uno studio europeo multicentrico caso-controllo B@idenziato una
riduzione del rischio di melanoma associata allacwezione BCG e
antivaiolosa, eseguite nella prima infanzia, efoadattie infettive occorse in
eta adulta. Sulla base di queste osservazionita pr@posta un’ipotesi
d'immunosorveglianza del melanoma. Questa ipotesivd dall’evidenza
della presenza di un “marker of melanoma risk”, praeina presente nella
stragrande maggioranza dei melanomi e dei neviladispi ma non nei
tessuti sani. Questa proteina € prodotta dal ene-g#i un retrovirus
endogeno umano di tipo K (HERV-K), ed e stata danata HERV-K-
MEL. La proteina HERV-K-MEL, o “marker of melanonrésk”, mostra
omologie nella sequenza di aminoacidi con una pratenzimatica presente
nel nucleo, il fattore Oxygen Responsive ElemenhdBg Protein
(OREBP), che inibisce I'espressione di glutatiome pssidasi. Per questa
omologia con OREBP, anche la proteina HERV-K-MELibisce
I'espressione di glutatione perssidasi. Tale indsigz induce uno stress
ossidativo cellulare dovuto a un eccesso intraleeBudi radicali liberi
dellossigeno, che non vengono adeguatamente nhieizio dalla
glutatione perossidasi. Questo pud condurre adraséormazione maligna
della cellula a distanza d’anni o di decenni e duiala formazione del
melanoma. D'altra parte, la proteina HERV-K-MEL B antigene che
presenta inaspettate omologie con antigeni d’oeidpatterica e virale. Una
reazione immune diretta contro questi ultimi amigeporterebbe
allinattivazione della stessa proteina HERV-K-MELn conclusione,
I'inibizione dell’espressione dei geni endogeniaetali (come il gene env

HERV-K) puo essere indotta o incrementata da ctr@nh agenti patogeni
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cross-reattivi. L'analogia con la proteina HERV-KeEM é particolarmente

elevata con una poliproteina indotta dal virusal@dbbre gialla.
Obiettivo

Il lavoro svolto durante il dottorato si e prefidsmbiettivo di condurre uno
studio epidemiologico al fine di dimostrare I'assane tra vaccinazione
contro la febbre gialla e riduzione del rischiondidenza di melanoma.
Questo studio e stato ritenuto fondamentale peificame tale ipotesi, in

guanto non sarebbe possibile testare tale ipategindizioni sperimentali.
Metodi

| soggetti indagati dello studio sono tutti i soggeaccinati contro la febbre
gialla, presso gli Uffici Sanitari autorizzati dlsscio dei certificati validi ad
uso internazionale della Regione Veneto, il curit@io € coperto dal
Registro Tumori del Veneto. A questo scopo, soradi $otocopiati gli

archivi, contenenti i nominativi dei soggetti vawati contro la febbre gialla,
dall'inizio della pratica della vaccinazione conteofebbre gialla (il vaccino
e stato commercializzato nel 1982) fino allann®20GIi Uffici Sanitari

(U.S.) che hanno accettato di fornire i dati eduil territorio € coperto dal
registro tumori, sono i seguenti: U.S. di VeronaSUdi Padova, U.S.
Marittima di Dolo, U.S. Montebelluna, U.S. Trevisd,S. Vicenza, U.S.
Bassano del Grappa. | nominativi dei soggetti sstati inviati al Registro
Tumori del Veneto, affinché attraverso un attivith record-linkage
identificasse i casi di tumore insorti tra tali gegfi. Innanzitutto e stato
eseguito uno studio longitudinale. Sono stati datcoi tassi grezzi
d’'incidenza di melanoma per sesso, classe d'etéereodo di latenza.
Successivamente, usando la massa di persone-atas® di incidenza per
cancro (specifici per sesso, eta, periodo di caleaddella popolazione
generale del Veneto - gruppo di confronto) & statizolato il numero di

casi attesi ed il rapporto standardizzato di intide (SIR). Sono stati



calcolati i SIR per latenza. E stato specificatonuwdello di regressione di
Poisson che presentava come variabile dipendemat& di melanoma, come
variabile “rate multiplier” le persone-anni e comevariate la durata della
latenza (tempo trascorso dall'esposizione al findoWw-up), il sesso e
variabili tempo-dipendenti come l'etd e il perioddi calendario.
Successivamente é stato eseguito uno studio casmibe entro coorte.
Sono stati considerati “casi” i soggetti entro laode che sono stati
segnalati dal Registro tumori aver avuto una diagmb melanoma (55
soggetti). Come “controlli” sono stati considergtiei soggetti affetti dalle
seguenti neoplasie maligne: tumore al cervello,an@alla cervice uterina,
tumore al colon retto, tumore al rene, mesoteliemeucemia linfoide (123
soggetti). E’ stato dimostrato che questi tumom @sprimono la proteina
HERV-K-MEL e percido possono considerarsi “normaliélativamente
all'espressione di tale gene. Riguardo all’'esposigj € stato calcolato il
TSV (time since exposure) ossia il tempo trascoiata data di diagnosi e
dalla data di esposizione. Il TSV é stato suddivwisquattro class<0; >0 a
5; >5 a 10; e >10 anni. La prima class8)(comprende i soggetti vaccinati
dopo l'insorgenza di tumore. La classe TSV “>0 aéb&tata considerate
come classe “reference” e quindi le e stato assegma rischio unitario.
Sono stati stimati, attraverso la regressione tmgisI’odds ratio (O.R.) per
melanoma e lintervallo di confidenza al 95% (IC95%tilizzando un

analisi stratificata per centro di vaccinazione
Risultati

La coorte di soggetti vaccinati che rispettavancriieri di inclusione é

formata da 28.306 persone, di cui 15.483 masciio]5® 12.823 femmine
(45%). Lo studio longitudinale ha evidenziato nalteorte un tasso grezzo
complessivo di 18,5/100.000 (IC 13,4-25,6), e&d &IR (Standardized
Incidence Ratio) di 1,25 (IC 0,90-1,42). L' analiper latenza dalla

vaccinazione ha evidenziato un SIR di 1,29 (IC @8&b) nella classe di
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esposizione 0-5 anni; SIR=1.52 (IC 0.93-2.50) nelesse di esposizione 5-
10anni ; SIR=0.56 (IC 0.48-1.74) nella classe gosgione > 10 anni.

| dati emersi dalla regressione di Poisson mostrana riduzione non

progressiva del rischio di melanoma con un risgn@Essoché unitario nella
classe 0-5 e nella classe 5-9, rispetto alla cldssron esposti, mentre nella
classe >10 appare un rischio ridotto di piu del 60%, al tmet

dell’aggiustamento per le altre covariate.

Nello studio caso-controllo, all'analisi univariati evidenzia come 'O.R.
di malattia (considerando come categoria “referetecelasse 0-4 anni) sia
doppio per i soggetti non esposti alla vaccinazigp®si unitario per coloro
che hanno eseguito la vaccinazione da 5-9 anrdagtoi piu dell’l80% tra

coloro che hanno eseguito la vaccinazione da pidOdianni. | risultati

dell’'analisi multivariata aggiuntata per sesso, @téncidenza ed eta alla
vaccinazione dimostrano chiaramente come la vazicina sia protettiva

per la classe di latenzd 0, con una riduzione rischio di melanoma del 96%

Discussione

In letteratura non ci sono studi epidemiologici ciférontano lo stesso
argomento per un confronto. Questo e il primo stuhfatti, che valuta la
relazione tra vaccinazione contro la febbre gialld rischio di melanoma.
Per primi abbiamo evidenziato come la somministrazidel vaccino contro
la febbre gialla riduca l'incidenza della malattiapo dieci anni dalla sua
somministrazione. Il motivo per cui la vaccinaziaia efficace solo per la
classe di esposizione con periodo di latenza >dad® é di tipo fisio-

patologico. Infatti, & plausibile che I'azione delccino sia di tipo inibente
la fase d'iniziazione e possa agire nelle primedapromozione del tumore
e che il vaccino risulti conseguentemente menaafé invece nelle fasi

tumorali piu avanzate. L’effetto protettivo contib melanoma della



vaccinazione contro la febbre gialla, dopo 10 atalia somministrazione,
emerge in modo evidente dallo studio caso-contrefitto coorte: 'OR di
melanoma nel gruppo con periodo di latenza >10 @salta pari a 0.20
(IC95% 0.05-0.75) rispetto ai soggetti che hanoeuwuto una vaccinazione
da 0-5 anni. Lo stessa direzione d’effetto del irax@ emersa nello studio
longitudinale che confronta la coorte dei sogget#iccinati con la
popolazione generale del Veneto, tuttavia in mothiissicamente non
significativo, infatti il SIR dei soggetti vaccinatl0 e pari a 0.56 (IC95%
0.18-1.75), ed ancora piu basso risulta I'O.R.vata dalla regressione di
Poisson pari a 0.38 (IC95% 0.1-1.4), ma ugualmente significativo. Il
motivo di questi risultati apparentemente contraddipuo essere attribuito
al fatto che nello studio coorte si utilizza comanftonto la popolazione
generale del Veneto, mentre lo studio caso-cootypdéirmette un confronto
entro coorte. La coorte di soggetti vaccinati ndndsstingue dalla
popolazione generale del Veneto solo per I'espose,i (condizione ideale
di uno studio coorte) ma anche per altri fattorigmaialmente confondenti
la relazione tra esposizione e malattia come I'sizpane al sole e lo stato
socio-economico. Utilizzando la regressione di Swische permette un
confronto interno (definita la classe di non espasime categoria
“reference”), la classe di esposizione con laterz@ anni presenta un
rischio pari 0.36, dato ancora una volta sovradmteia quello ricavato
dallo studio caso-controllo, ma non significativeausa di una numerosita

campionaria ridotta e quindi una potenza ridotiéodgudio.
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SUMMARY

Introduction

Unless diagnosed and excised early, malignant raglans a cancer which
carries a poor prognosis and its incidence isgisworld-wide, particularly

among fair-skinned people. There is growing evigeftom many sources
that immune responses are elicited against caremeds may contribute
towards prevention of disease and limitation ofgpession of established
cancers. Since the mid 19th century there have lmeany reports of
regressions and remissions of cancers followingsgrinfections such as
erysipelas, and the causative organisms have lmsshtherapeutically with
some claimed success. A study group of the Eurof@aanization for

Research and Treatment of Cancer (EORTC) foundt dhdistory of

vaccinations with BCG and/or vaccinia virus in dhibod and/or a history
of certain uncommon but serious infections are @ated with a reduced
risk of melanoma . It has been reported that al8h# of malignant

transformed melanocytes express an antigen, HERWEK; encoded by a
human endogenous retrovirus K (HERV-K). This amtige also expressed
in a minority of carcinomas and sarcomas but, hth exceptions of the
testis and some naevi, not in normal tissues. hthéw studies it was
established that BCG vaccine, the vaccinia virud pathogens — that
appeared to protect against melanoma — had antigeterminants showing
homology in the sequence of amino acids with thdanmma antigen
HERV-K-MEL. Diseases which showed no associatiorth weduced

melanoma risk were predominantly caused by patrogeithout this

homology.

Additional information on the impact of vaccinatiavith vaccinia virus
and/or BCG on the risk of melanoma has been defroed epidemiological
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studies. Vaccinations given neonatally or during tinst two years of life
was associated with a life-long reduced risk of anema, although the
protective effect waned after the age of 50 yeArsong those who had
been vaccinated but nevertheless developed melanbemarisk of dying of
the disease within an 8-year follow-up period affergical resection of the
primary tumour was significantly reduced, althougte of vaccinia and/or
BCG as therapeutic agents for established melanmasagenerally been
unsuccessful. This suggests that, for protectibwe, immune responses
induced by vaccination need to be established loefgre the tumour is
clinically evident. The temporal pattern of asstiora seems to depict a
“crucial point” in the natural history of melanom#éellow fever vaccine
(YFV) contains an antigenic determinant with a elb®mology to HERV-
K-MEL antigen and to the homologous sequences i Bhd vaccinia
virus. However, to date, there is no evidencelasther vaccination with
YFV has a protective effect against melanoma. Thnsepidemiological
study was undertaken in order to investigate whethere is such an
association and, if there is, to determine the tmalp pattern of the
association, as any such protection might be optatna very early stage of
malignant transformation, perhaps preceding thesgmiation of overt

melanoma by many years.
Methods

The study was carried out in Veneto in the NortlstBan part of Italy,
where a large part of the region was covered byw#meto Tumor Registry
(VTR). According to Italian law, YFV must only bedministered in an
authorized health service (AHS) and personal déteaocinated subjects
must be recorded. The study protocol was preseated meeting to most
physicians working in these AHSs. Among eligible &d41 (those
corresponding to areas covered by VTR), seven dgteecollaborate:

Padova, Verona, Vicenza, Treviso, Bassano, Montesel Ufficio di
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Sanita Marittima ed Aerea. After approval for tiedy had been granted by
the Ethics Committee of the University of Padovbthe records of subjects
vaccinated against yellow fever in the collabomtivaccination centers
were collected. Information on the incidence of aanin this group of
subjects was obtained through a record-linkage wathcer data of VTR.
The age at vaccination and at the diagnosis ofazaand the years elapsed
from the date of vaccination to the date of diagnad cancer (latency)
were calculated. In the statistical analysis, leyewas divided into four
classes: <0; 0> to 5; >5 to 10; and >10 years. firbeclass (<0) included
subjects vaccinated after the date of cancer degremmnsiderable as non
exposed. In order to determine the time-effecttiaiahip between the risk
of melanoma and YFV administration we used a atassiohort study with
Veneto general population as reference and amaiteohort analysis with
Poisson regression where the references were ssibjath latency <0

years.

Furthermore we carried out a cohort nested caswatostudy. The cases
were 60 patients with melanoma and the controleWé&8 patients affected
by tumours of brain, cervix uteri, colon and rectladney, as well as with
mesothelioma and lymphoid leukaemia. The HERV-K-M@#ne has not
been found to be expressed in these tumours, areftine, for control

purposes, they may be regarded as “normal” witlpaeisto such gene
expression. The TSV class “>0 to 5” was takenhasreference subgroup
with an assumed risk of 1.0. The odds ratio (OR) rfeelanoma, 95%
confidence interval (Cl), error probability for &d-tail test (p-value) were
estimated through logistic regression analysisatiied by vaccination

centres. The dependent variable was dichotomousr(tases and O for
controls); the independent variables were age aidemce, age at
vaccination, gender and the polytomous variable T&Vmultivariate

analysis, and TSV only at univariate analysis
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Results

The standardized incidence ratio (SIR) was 1,25 @G0-1,42) in the
overall cohort. Latency analysis showed a SIR=XJ£90,81-2,06), 1,52
(IC 0,93-2,50) and 0,56 (IC 0,48-1,74), respecyiveh the latency
categories 0-5, 5-10, ard 0 years.

In order to compare the risk estimates within tlodort, we made an
internal analysis using Poisson regression. Afterenthan 10 years elapsed
from the vaccination, the risk of melanoma redut¢ed0.38. The risk
estimates increased with age and calendar periadswaere higher in

women than in men.

In the nested case-control study, subjects vaaihagainst YF from O to
4.99 were the reference group in the logistic regjom analysis. Melamona
cases were compared with 178 tumors not exprestiiiglV-K-MEL gene.
OR significantly (p=0.01) reduced to 0.19 in thass >10 years of latency.

Discussion

The conclusion of this study is that yellow fevétDlvaccine appears to
protect against melanoma if subjects were vacaihdf@ or more years
before the clinical presentation of the disease,iteffective later on. Our
findings indicate that a simple preventive strategainst melanoma is
possible although confirmatory studies are requinefbre administration of
yellow fever 17D vaccine can be advocated for theplpylaxis of this

aggressive form of cancer.
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INTRODUZIONE

MELANOMA

Definizione

Il melanoma e un tumore maligno che origina daiametiti, cellule della
cute predisposte alla sintesi della melanina, divdeione neuroectodermica
(cresta neurale), durante I'embriogenesi migrarivedlo della giunzione
dermo-epidermica e in numero minore anche in sea-&utanee (occhio,
linfonodi ecc). Il melanoma puo insorgere in tuttistretti corporei in cui
sono normalmente presenti i melanociti, quindi ldecovviamente, ma

anche le mucose, le meningi e l'occhio.

Epidemiolgia

Incidenza

Negli ultimi decenni, I'incidenza del melanoma méa e la mortalita ad
esso correlata sono risultate in continuo aumengtle npopolazioni

caucasiche. Negli anni Novanta si stima che anremten a livello

mondiale, si verifichino circa 100.000 nuovi casi delanoma cutaneo
(circa il 15% in piu del decennio precedente) [Harkisani, and Ferlay
1999], cio corrisponde all’1% del totale dei tumoraligni. Questo dato ha
supportato il concetto di "epidemia di melanoma’® dima assunto una
valenza di emergenza sanitaria nelle popolazionggiwamente affette,
come quella australiana, con tassi di incidenzBongine di 40 nuovi casi

'anno per 100.000 residenti. Anche in Italia, sapjn scala ridotta, &
possibile parlare di " epidemia di melanoma " péiehsecondo i dati dei

registri tumori locali attivi oggi in ltalia — I'icidenza del melanoma sta
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aumentando in media del 5-7% I'anno anche nellaolaapone italiana, in
maniera analoga a quanto riscontrato in popolazioorigine nordeuropea
[Diepgen, & Mahler 2002] (Vedi figura 1). In Itall’incidenza e: al Nord e
superiore a 10:100.000 vs 4:100.000 al Sud.

Figura 1: [tratta da AIRT Working Group. ltalian cancer frgs--report
2006. Epidemiol Prev. 2006] Tassi standardizzatindidenza e mortalita

del melanoma in Italia.
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Ogni anno nel mondo vi sono quasi 41.000 deces#bti al melanoma
cutaneo dei quali 1400 avvengono in lItalia. Un o di razza bianca
residente in un paese industriale ha circa una gitta su 100 di
sviluppare un melanoma nel corso della vita, marattyto, essendo |l
melanoma causa di un’elevata mortalita tra persibhrgovane e media eta,
e stato calcolato che negli stati Uniti si ha ueeadfia di vita attesa di 18,6
anni per ciascuna morte da melanoma, che & uneal®ii piu alti tra i

tumori dell’eta adulta [Thompson, Scolyer and Keff2005].
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Prevalenza

La prevalenza indica il numero di pazienti affetd una certa patologia
presenti nella popolazione e risente sia dellaukega della malattia, che
della sua prognosi. Siccome l'incidenza del melamantaneo € in aumento
e questo incremento € a carico soprattutto defledosottili che hanno una
prognosi molto buona, quindi nella popolazione terad ad accumularsi
soggetti che hanno avuto nella loro storia cliniceanamnesi positiva per
melanoma cutaneo. Se consideriamo solo i casi d&igati entro 5 anni
dal momento dell’osservazione, € stato stimatoichi@lia ve ne siano oltre
24.000 [Ferlay et al, 2002]. Questo indicatore djtiaa il carico, notevole e
crescente, dei servizi di follow-up per il contmolilei pazienti che hanno

avuto una diagnosi di melanoma cutaneo.

Fattori di rischio

Fattori di rischio endogeni

Fenotipo

La capacita di abbronzarsi € direttamente coaelih quantita di melanina
geneticamente presente nella cute, che non puéeessmipolata e che ne
determina la "fotosensibilita." La maggior partei deelanomi si
manifestano su cute chiara fotoesposta. In cordgradtindividui con capelli
neri o castano scuro, quelli con capelli castan@mroh biondi o rossi
presentano un Rischi Relativo (R.R.) del50-100% gdavati [Bliss, et al
1995]. La classificazione di Fitzpatrick (1988) quende sei fenotipi, da |
al VI, dei quali il | presenta il minimo contenudd melanina, e il fenotipo

maggiormente a rischio di melanoma.
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Sindromi

Alcune malattie genetiche diminuiscono la proteeical'esposizione ai
raggi solari: Xeroderma Pigmentoso (difetto nel ca@ismo di riparazione
del DNA da raggi UV).

Altre sindromi sono alla base di una predisposizia incorrere nel
melanoma, ad esempio la sindrome che e stata tdefiome “sindrome del
nevo atipico e del melanoma familiare” con preseatizaelanoma in uno o
pil consanguinei di primo o secondo grado, presenza elevato numero
di nevi melanocitici con aspetto clinico atipicopesso piu di 50, e
caratteristiche istopatologiche del nevo displastit rischio di sviluppare
un melanoma sarebbe 184 volte maggiore in soggattinevo displastico
familiare ma senza storia familiare di melanomantmeesarebbe 500 volte
maggiore in soggetti sia con nevo displastico feam@l sia con storia
familiare di melanoma [Greene, et al, 1985]. | siggon nevo displastico
sporadico non familiare sono stati inclusi da alcwrori tra gli individui
che presentano un aumentato rischio di melanonttayia in valori molto
piu bassi rispetto alle persone con nevo displagtmiliare [Rhodes, et al
1987]. Con l'aumentare del numero dei nevi disgasello stesso soggetto
aumenterebbe anche il rischio di melanoma corrdB#baille, et al 1996
Tucker, et al 1997].

Fattori di rischio esogeni

| raggi U.V.

| raggi U.V. sono la causa piu importante di mefaaIARC, 1997]. E'
dimostrato difatti che questo tipo di tumore e figquente a latitudini
decrescenti e ad altitudini crescenti. | raggi UstBo i piu carcinogenetici
per a) danno diretto al DNA, b) danno al meccanigstnoparazione del

DNA c) parziale soppressione dellimmunita cellolediata. | raggi UVA,
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un tempo considerati innocui, potenziano l'effetegli UVB ed agiscono
come co-carcinogeni. Con uno studio di meta-analisiato dimostrato che
esiste un’associazione positiva con I'esposiziarierinittente al sole (con
un aumento del 70% per la categoria massima disespoe ricreazionale)
e un’associazione negativa con I'esposizione & dotipo occupazionale. |
R.R. derivanti da un’anamnesi positiva per ustswiari sono significativi
sia per quelle verificatesi nell'infanzia, che tedblescenza o a qualsiasi
eta [Elwood & Jopson, 1997] .

Radiazioni ionizzanti

L'insorgenza di melanoma dipende prevalentememiéa ddose totale
accumulata (radiologi, piloti di linea, pazientdratrattati) [Buja, et al 2006
Buja, et al 2005, Freedman, et al 2003].

Fattore socio-economico

In letteratura appare che lo stato socio-ecomiadansiersamente associato

al rischio di melanoma [Alston et al, 2007]

Clinica
Segni e sintomi

hY

Nella maggior parte dei casi il melanoma e asintmoa ma per |l
riconoscimento clinico si puo fare riferimento dduai criteri schematizzati

come segue:

A: asimmetria. Quando una lesione pigmentata éenrasirica occorre

sospettare il melanoma.

B: bordi. Devono essere lisci e regolari, altrimsnsospetta il melanoma.
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C: colorito. Un nevo puo essere nero, blu, brunssastro, grigio ed anche
a due o piu colori; occasionalmente si osservambeiaree ipopigmentate

biancastre o color “carne viva”.

D: dimensioni e dolore. L'aumento di dimensionudinevo preesistente € il
segno piu importante. Quando il diametro € > 6 ramsiluazione € molto
grave perché inizia la penetrazione nel dermaprdgnosi € molto severa.
Tuttavia nevi congeniti con dimensioni > 6 mm n@ppresentano una
condizione patologica. In alcuni casi i sintomi detlanoma possono essere
dolore, prurito, sanguinamento in un nevo preasisiema di solito sono

segni tardivi.

E: estensione. Anche laccrescimento rapido € uatteristica del

melanoma.
Classificazione
Si distinguono 4 tipi principali di melanoma.

1. Melanoma a diffusione superficiale (SSM). Laidas ha una fase di
crescita radiale. E una lesione piatta a contomegélare, di colore
variabile, bruno-marrone, nero o anche rosa-grigiesgmogeneo anche per
aree bianche di regressione, di dimensioni da ungiuacentimetri di
diametro, che presenta uno o pit noduli. E frequemt dorso dei maschi o
alle gambe delle femmine, ma anche in altre areanee fotoesposte e
coperte. Cresce radialmente per uno o due anniapm®lla crescita
verticale. Se la lesione viene riconosciuta in tet@prognosi € buona.

2. Melanoma su lentigo maligna. La lesione ha @s& i crescita radiale.
E una macchia estesa (macchia caffé-latte), brema-nirregolarmente
pigmentata, con uno o piu noduli rilevati, in afemesposte (faccia, collo,
estremitd) di soggetti anziani. E la fase invasiea lentigo maligna.

Comprende circa il 5% dei melanomi.
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3. Melanoma lentigginoso delle estremita (o aclatdigginoso, ALM). La

lesione ha una fase di crescita radiale. E una himaisomogeneamente
pigmentata, bruno-nera, a margini irregolari, dgdianta dei piedi, del
palmo delle mani, delle regioni ungueale e perig@ade, degli spazi
interdigitali sia delle mani che dei piedi. Visthiecle sedi colpite sono

sSpesso “nascoste”, si giunge in genere ad una asatgrdiva.

4. Melanoma nodulare (NM). Non ha fasi di cresditanoscibili e di solito
si presenta come una lesione molto invasiva, cda ptobabilita di
metastasi precoci. E un nodulo, talora polipoideud¢erato, di colore nero,

bluastro o roseo; la cute adiacente non & pigmaentatla forma pil

aggressiva e difficile da diagnosticare.

Altri tipi di melanoma sono il melanoma occulto (degressione di una
lesione primitiva, per cui nella zona cutanea noe piu il melanoma ma
una area ipocromica di fibrosi post-necrotica)miélanoma primitivo del
linfonodo (quando i melanociti raggiungono il linfmdo drenante e si
svincolano dai loro normali meccanismi di regolag) il melanoma

ungueale o subungueale (spesso confuso con unreaato

Anatomia patologica

Microstadiazione

Lo spessore di Breslow (microstadiazione di Bne¥le la misura mediante
oculare micrometrico, espressa in mm, dell'invdaivdel melanoma
[Breslow, 1970]. La misura viene effettuata, nedkezione che mostra la
maggiore profondita di infiltrazione, a partire Idaktrato granuloso, in
direzione verticale, perpendicolarmente alla sugerfepidermica, fino al
punto piu profondo del tumore (cioe fino all’'ultineallula neoplastica). Se

il tumore € ulcerato la misura viene dalla somrded’ulcera fino al punto
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di maggior spessore. Cio che va misurato € lo speskel nodulo tumorale,
trascurando eventuali focolai staccati. Sono daaevile misurazioni in

corrispondenza dei follicoli piliferi, che falsamoeccesso il valore finale.

Il livello di Clark [ClarK et al, 1989] (microstadzione di Clark) € una
valutazione dell'invasivita del melanoma basatdemdtomia della cute. Si
distinguono 5 livelli:

| Livello: melanoma confinato al di sopra della ni@ana basale
(intraepidermico), in situ;

Il Livello: invasione discontinua del derma papia

[l Livello: invasione massiva del derma papilldineo al confine col derma
reticolare;

IV Livello: invasione del derma reticolare;

V Livello: invasione del tessuto adiposo dell’'ipoae.

Lo spessore di Breslow e molto affidabile: le diffeze tra le diverse
osservazioni sono basse, e vari studi hanno diatosthe lo spessore del
tumore & un parametro prognostico piu affidabipetto ai livelli di Clark.
E’ stato dimostrato che l'ulcerazione e il fattpregnostico piu importante
per lesioni spesse piu di 1 mm, mentre i livelli 1¥ V della
microstadiazione di Clark rimangono significatiwltanto per lesioni di

spessore inferiore a 1 mm [Rousseau et al, 2003].
Fasi di crescita

I melanoma ha due fasi di crescita: una radidlera verticale; queste due
fasi sono sempre presenti ma la loro durata eslyalo che le separa sono

diversi.

Per crescita radiale si intende la tendenza di whamoma a crescere
orizzontalmente all'interno dell’epidermide e lundg giunzione dermo-
epidermica; vi si possono distinguere due momemi intraepidermico

(melanoma in situ o | livello) ed uno di invasiathel derma papillare in nidi
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discreti (melanoma microinvasivo o Il livello). laaratteristiche della fase
radiale permettono la classificazione istologichrdelanoma. Nella fase di
crescita radiale le cellule del melanoma non hat@ocapacita di

metastatizzare ed e in questa fase che il melar®drpal suscettibile a
guarigione mediante escissione chirurgica. La dgentmaligna insorge
prevalentemente sulla cute esposta di soggettaangiprima di evolvere in

melanoma con capacita metastatiche possono passadre diversi decenni.

La fase verticale, in cui il melanoma cresce secommha direttrice
perpendicolare al piano cutaneo, si osserva innmoelagia in fase radiale
(melanoma a diffusione superficiale, melanoma saotige maligna,
melanoma acrale lentigginoso) o de novo, senzaegdeste fase radiale,
come nel melanoma nodulare (che infatti manca dellllivello). La fase
verticale & diagnosticabile quando i nidi dermiocha piu grandi del piu
grande nido epidermico e riempiono il derma paglléll livello). Nella
crescita verticale il melanoma comincia a cresoetalerma e le cellule non
mostrano piu maturazione e tendono a diventargigitole man mano che
si approfondano nel derma reticolare. Tale faseséitaita istologicamente
da infiltrazione del derma e sollevamento ed uleree dell’epidermide;
clinicamente da luogo alla comparsa di un nodulbamebito di una lesione

piana, e possono comparire metastasi.

Prognosi

La probabilita di metastasi in un melanoma pu@messalutata misurando
in millimetri lo spessore della componente nodylaralutando I'indice
mitotico (piu e alto, peggiore € la prognosi),fihdo di infiltrato linfocitario
nel nodulo tumorale (infiltrato di tipo "brisk”, deo ed abbondante,
infiltrato di tipo "non brisk", sito in periferia genza una particolare attivita
nei confronti della lesione), [linvasione vascolard'ulcerazione

macroscopica e la microsatellitosi (presenza duhati melanoma intorno
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alla lesione principale) e la positivita del linfado sentinella che é il fattore
prognostico maggiormente significativo rispetto aallsopravvivenza
[Morton, et al 1999)].

Il modello di progressione per il melanoma prinotiv stadio | e in fase di
crescita verticale (VGP), proposto da Clark [Clatkal, 1989] attribuiva un
valore di fattore prognostico indipendente allaspreza di linfociti infiltranti
la neoplasia (TIL “ tumor infiltrating lymphocytes™Questo dato suggeriva
un possibile coinvolgimento del sistema immunitanel controllo della
progressione tumorale. Gli studi iniziati da Clarlproseguiti da Clemente,
[Clemente et al, 1996] hanno dimostrato che laotesiprimitiva puo
presentare, in relazione all'infiltrato, tre siti@s diverse, definite come
‘brisk”, “non-brisk” o “absent”. | risultati nel manoma primitivo con
componente di crescita verticale (quindi un melaaarhe ha acquisito la
competenza per la metastasi) avevano indicato ubsta classificazione ha
un valore prognostico in quanto la sopravvivenz& @& 10 anni era
nettamente migliore nel sottogruppo dl pazienti adiitrato di tipo brisk
rispetto ai pazienti con infiltrato di tipo non-tkie la differenza era ancora
pil marcata nel paragone tra sottogruppo brisk togmppo absent.
Quest'analisi e stata ripetuta su metastasi lidaidMihm, Clemente and
Cascinelli, 1996]. Nel caso di metastasi linfonodaimelanoma la crescita
del tumore é stata paragonata alla fase di cregeiticale della neoplasia
primitiva e all'interno della massa proliferanteesistudiata la presenza di
TIL. | risultati hanno dimostrato che i tre grupgii pazienti con infiltrato
classificato come brisk, non-brisk o absent haropyas/vivenze (valutate a
30 mesi) distinte, con un netto vantaggio a fawd@kegruppo con infiltrato
di tipo brisk. Questi risultati suggeriscono chaclae a livello di lesioni
metastatiche, la presenza di un infiltrato linfada (e quindi,
indirettamente, la presenza di una risposta imratiajt possa costituire un

parametro importante per predire I'evoluzione deilattia. In accordo con
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I dati derivanti dallo studio dell'infiltrato linfatario, studi condotti a partire
dall'inizio degli anni 80, avevano indicato chefdiaiti T isolati dal sangue
periferico (PBL, “peripheral blood lymphocytes”)dal tessuto neoplastico
(TIL) di pazienti con melanoma primitivo 0 metagtat potevano, dopo
attivazione in vitro, riconoscere in modo specifitdumore autologo e
determinarne la lisi cellulo-mediata [Anichini etl, a1987]. Queste
osservazioni iniziali implicavano I'esistenza ditigani tumorali sul
melanoma umano e il loro riconoscimento da partesideema immunitario
del paziente. Ulteriori studi condotti con tecniclmeolecolari hanno
permesso di verificare che, in una frazione deigudg i linfociti T tumore-
specifici che infiltrano o il tumore primitivo o léesioni metastatiche
costituiscono in realta espansioni clonali di pazlainche di un solo clone T
[Sensi & Permiani, 1995]. Cio ha indicato che lsidae neoplastica puo
essere sede di proliferazione di cloni di linfoditiantigene-specifici. Tale
proliferazione € apparentemente guidata dall'espyee di antigeni
tumorali sulle cellule neoplastiche. A partire daitio degli anni ‘90, e
stato possibile identificare una serie di geni esgirnel melanoma umano e
che codificano per antigeni tumorali riconoscidilohfociti T sia a fenotipo
CD8+ che CD4+ [Van Pel A et al, 1995]. Gli antig&uninorali sono peptidi
derivati dalla degradazione intra-cellulare di pnoe. Tali peptidi si
associano, sulla superficie della cellula neoptastad alleli del maggior
complesso d’istocompatibilita (HLA). Il complessoLA+peptide viene
riconosciuto da un recettore per I'antigene (TC&jresso in modo clonale
da linfociti T. Durante gli anni ‘90 sono stati idicati molti antigeni
tumorali del melanoma umano. Frequentemente 'anggumorale deriva
dall'espressione in cellule neoplastiche di un gememale, privo di
alterazioni. Tali geni normali possono essere esalito-specifici (cioe con
espressione limitata a melanociti normali e a telili melanoma) o essere

espressi prevalentemente in diversi tessuti nebglamma non nella
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controparte normale. In tutti questi casi il pept&htigenico viene prodotto
con il meccanismo di degradazione intracellularpagire dalla proteina

normale. Il numero di peptidi antigenici gia indluati in queste categorie
geniche e proporzionale alla dimensione della prateéE’inoltre prevedibile

che il numero di peptidi antigenici corrispondeatiproteine di notevole

dimensione sia destinato a crescere, rispetto ableoscenze attuali.

Antigeni tumorali del melanoma possono essere génanche con altri

meccanismi che si basano su alterazioni struttdiligeni (es. mutazioni

puntiformi). La generazione di antigeni tumoralil dmelanoma puo

dipendere anche da altri meccanismi dovuti ad atlerregolazione

dell’espressione genica nelle cellule neoplastielsempi sono rappresentati
da traduzione di mRNA eseguita utilizzando “opeadieg frames” (come

nel caso del gene env-HERV-k ) che sono espreske mellule di

melanoma umano, ma non in melanociti normali [Mysteal 2003].

La maggior parte dei peptidi antigenici identifica¢l melanoma umano si
associano ad alleli HLA di classe | (alleli ai Io€iLA-A,-B e - C) e
determinano la formazione di epitopi riconosciui lehfociti T a fenotipo
CD8+, in genere a funzione citolitica. Dati ulterimdicano comunque che
anche linfociti a fenotipo CD4+, di tipo helper,g30n0 riconoscere, in
associazione a molecole HLA di classe | (es. adleloci HLA-DR, -DP e -
DQ), peptidi derivanti dal processamento e degradazintracellulari di
proteine espresse nel melanoma [Chaux, et al 19@8htre i linfociti
CD8+ sono considerati effettori finali della risppsmmunitaria, i linfociti
CD4+ sono determinanti per I'inizio, I'espansiond enantenimento della
risposta immune. E’ quindi fondamentale che antig@morali riconosciuti
da entrambi i principali subsets di linfociti T \gamo identificati e utilizzati
come bersagli di approcci di immunizzazione. Quesstgperte consentono

di ipotizzare nuovi sviluppi terapeutici e preventinel settore
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dell'immunoterapia antigene-specifica che siandliegbili ad una frazione

cospicua dei pazienti.

-A volte un nevo puo andare incontro ad una regressche puo essere
fisiologica o0 patologica. Nella regressione fisgita si ha un
approfondamento nel derma ed una diminuzione dptladuzione di
melanina che porta ad uno schiarimento, fino atarparsa del nevo. Altre
volte (nella fase di crescita radiale e non in lgudl crescita verticale) un
nevo pud scomparire a causa di una risposta imarnai{con flogosi
“band-like” o lichenoide) nei confronti dei melaritcll nevo puo regredire
anche in maniera patologica benigna ("nevo coned)oo maligna (il
melanoma scompare e da metastasi; accade nel 5%padenti con

metastasi da melanoma).

Trattamento

Il trattamento chirurgico rappresenta la terapiattela del melanoma
primario. La procedura chirurgica prevede l'aspridae del melanoma
cutaneo con un margine di tessuto sano circostamtefini stadiativo-

prognostici & stata introdotta la tecnica mini-isiva della biopsia del
linfonodo sentinella, che si & dimostrata altameetasibile nell'identificare
metastasi linfonodali clinicamente occulte [Mortoat al 1999]. La
sopravvivenza a 5 anni e significativamente pita gher coloro che
effettuano la linfadenectomia immediata dopo biagsisitiva del linfonodo
sentinella, rispetto ai pazienti non stadiati canbiopsia del linfonodo
sentinella che effettuano la linfadenectomia al reoto della comparsa
clinica di metastasi nel follow-up [Morton et alp@6]. Al trattamento
chirurgico pud essere associata in funzione dédidis della malattia anche
un’immunoterapia adiuvante e/o0 monochemioterapomla@hemioterapia o

biochemioterapia. [Istituto Tumori Toscano, 2007].
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Nuove frontiere dell'immunoterapia antigene-speciita

La scoperta di antigeni tumorali riconosciuti daifdciti T consentono di
ipotizzare nuovi sviluppi terapeutici e soprattuticeventivi nel settore
dell'immunoterapia antigene-specifica [Maio & Peami 1996]. Studi
clinici iniziali di vaccinazione (con peptidi sirtie o con lisati di cellule
neoplastiche presentati al sistema immunitario éHule dendritiche)
indicano che €& possibile attivare in-vivo, in patiecon melanoma
metastatico, una risposta immune antigene-spectaaro antigeni del
melanoma [Nestle et al 1998, Rosenberg et al, 1998}i0 corrisponde
anche, in alcuni casi, evidenza di regressione ediohi neoplastiche

preesistenti.

Sarebbe auspicabile si potesse generare un vachmabbia un intento
preventivo. Le caratteristiche di questo potenzialaccino devono

sicuramente essere due:

1) la sicurezza perché e un vaccino da sommingstsar vasta scala ad
individui sani

2) la capacita di indurre una risposta immune @oatfrtigeni espressi solo

nelle cellule francamente displastiche e tumoralgquendi possa inibire

I'insorgenza di melanoma.

29



FEBBRE GIALLA

Eziologia

Il virus della febbre gialla (virus amarilico) & anbovirus (gruppo B), virus
a RNA del genere dei Flavivirus, membro della fdraigelle Flaviviridae
(Figura 2).

Figura 2: Virus della febbre gialla

Modalita di trasmissione e ciclo vitale

| vettori del virus sono zanzare del genekedese Haemagoguse
trasmettono il virus con la puntura (figura 3). 2anzare restano infette per
tutta la loro vita. Esistono due cicli con i quaiirus si mantiene in natura:
un ciclo silvestre e un ciclo urbano. Nella feblralla silvestre i vettori
sonoHaemagoguspp. eSabethespp. in Sud America efledes africanus
in Africa. Le zanzare acquisiscono I'infezione dadicimmie, che fungono
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da serbatoio del virus, pungono e infettano gli mpndi solito giovani

maschi che lavorano nelle foreste o agricoltori i, 1999].

Figura 3: Vettori e cili vitali [fonte Vainio & Cutts,WHO].
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Rainforest zone Moist savannas Dry savannas and
Forest savanna urban areas
ecotone

Nella febbre gialla urbana, gli uomini sono serbdtd virus, e il contagio
avviene attraverso la zanzara domestiees aegypiffigura 4). Il sangue
dei pazienti infetti € contagioso da 24 a 48 ornengrdella comparsa dei
sintomi, fino a 3-5 giorni dopo la guarigione ctiai La malattia non e
trasmissibile per contatto diretto o attraverso amani veicoli di

trasmissione delle infezioni in genere.
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Figura 4: ZanzaraAedes aegyp® zanzar&laemagogus

Epidemiologia

L'incidenza é imprecisata perché la maggior padeaadsi e subclinica o
non e segnalata, in quanto si verifica in aree gdmipe remote. Durante i
periodi interepidemici, infatti un basso livello diasmissione potrebbe non
essere rilevato dalla sorveglianza pubblica. Quegisodi interepidemici
potrebbero durare da un anno ad alcuni decenntaviat il “silenzio
epidemiologico” non equivale all'assenza di risclkiocnon dovrebbe mai
comportare che i viaggiatori possano recarsi redlee endemiche senza la
vaccinazione. Alcune indagini eseguite duranteriogke silenti zone rurali
dell’Africa Occidentale hanno stimato un’incideraanuale durante questi
periodi di1-2,4 casi per 1.000, e un tasso di moralita di00g2per 1.000 .
Alcuni dati fanno ritenere che la circolazione ddiébbre gialla in Africa
stia aumentando significativamente. Evidenza dstjuéenomeno é fornita

dal fatto che :

1) aumentano il numero di nazioni che notificansicdi febbre gialla
(Figura 5);

2) le notifiche di piccoli focolai che vengono rdamente controllati sono

piu frequenti.
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Figura 5: Numero di casi notificati di febbre gialla in Add e Sud
America, aggregati in quinquenni [fonte WHO].
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La trasmissione nelle zone rurali in Africa Occitide e stagionale, con un
elevato rischio durante 2-4 mesi al termine deligisne delle piogge e
all'inizio della stagione asciutta (solitamenteldglio a ottobre) e quindi i

tassi di incidenza riflettono I'incidenza del feneno in questi 2-4 mesi.

L'incidenza di febbre gialla in Sud America e piasba che in Africa,
poiché le zanzare che trasmettono il virus traclesiie nella foresta non
vengono spesso in contatto con uomini e comungpepelazioni indigene
hanno un’elevata immunita. La trasmissione urbgpideeica non si e
verificata da molti anni, sebbene il rischio dirgduzione del virus nelle
citta sia sempre presente. Per i viaggiatori,sithiio di malattia e morte é
probabilmente 10 volte piu elevato nelle zone ruralAfrica Occidentale

rispetto a quello del Sud America (vedi Figuralbjischio di trasmissione
dipende anche dalle stagioni: in Brasile i mesi eoaggior rischio di

contrarre l'infezione sono gennaio, febbraio e radonath & Cetron,

2002].
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Figura 6: Distribuzione dei casi notificati di febbre gialfegli anni in
Africa e Sud America [fonte WHO].
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La bassa incidenza di febbre gialla in Sud Amefgeneralmente 100-200
casi all'anno in Amazzonia) potrebbe portare aosattitare I'utilita della

vaccinazione. Comunque, € importante notare chei4b ccasi di febbre

gialla fra i turisti provenienti dagli Stati Unié dall’ Europa, negli anni dal
1996 al 2002, sono stati acquisiti in Sud Ameri€atti i 6 casi furono

mortali e accaddero tutti in soggetti che non eratati vaccinati [CDC

2000, CDC 2002, Barros ML 1996, Colebunders R. 2082Farland JM

1997, Teichmann D 1999].

Il rischio di acquisire la febbre gialla e diffieilda predire per il continuo
mutamento dei determinanti la trasmissione vir&econdo un calcolo
approssimativo, il rischio di malattia e morte, dta alla febbre gialla, in
viaggiatori non vaccinati che si recano in zone eanidhe nell’Africa
Occidentale, € maggiore durante le stagioni a naaiggschio, (luglio-
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ottobre) ed é stato stimato essere 100 per 10@@&mMper 100.000 per una
permanenza di umese rispettivamente e una permanenza di due aat#im
il rischio stimato di morte € di 50 per 100.000 & per 100.000
rispettivamente. Il rischio di malattia e di morie Sud America e
probabilmente dieci volte piu basso pari a 5 pér.Q@0 di incidenza and 1
per 100.000 di morte per un soggiorno di due satten[Monath & Cetron
2002]. Queste stime sono basate sul rischio delf@lpzione indigena e
potrebbero non riflettere in modo accurato il veszhio per i turisti, che
possono avere un diverso profilo immunitario e goero piu precauzioni
contro la puntura di zanzare e hanno una minorsegpoe agli ambienti
esterni. Basandosi sui dati riferiti a viaggiatoggli anni 1996-2004 in
zone endemiche, il rischio generale di malattiai endrte a causa della
febbre gialla potrebbe essere considerato pari0Od €0.5 per 100.000
viaggiatori. Questo range riflette una popolazieaecinata dal 10-90% e
assume che tutti i viaggiatori in zone endemiclaaaia rischio e che siano

a rischio anche il 10% dei viaggiatori in zone reowlemiche.

Diffusione

La diffusione del virus della febbre gialla intesasuna zona tra il 15°
parallelo Nord e il 10° parallelo Sud in AmericaneAfrica. Non c’é in

Asia, benché siano presenti specie di zanzare patewvettori. L'area

geografica interessata dalla febbre gialla € inaesjpne, soprattutto in
Africa, in zone dove la stessa si considerava eadai(es. Africa orientale e
meridionale). In Africa la trasmissione avvienenpipalmente nelle zone di
savana dell’Africa centrale e occidentale (figuyadurante la stagione delle
piogge, con saltuarie epidemie in zone urbane @lleggi. Piu raramente

interessa le zone di foresta equatoriale.
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Figura 7:Stati africani dove la febbre gialla € endemicat@CDC)

= Yellow Fever
Endemic Zones
In Africa

In Sud America gli episodi sono sporadici e colpisz quasi sempre
agricoltori o lavoratori delle foreste. Dopo unangegna di eradicazione
dell’Aedes aegyptnegli anni trenta, la febbre gialla urbana era ks
rara in Sud America, ma a causa del degrado s@civeenico ed ecologico
degli ultimi anni, queste zanzare hanno recenteengmtcupato buona parte
delle aree dalle quali erano state eliminate is¢hio potenziale di epidemie
urbane e conseguentemente aumentato (Figura 8).
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Figura 8:Stati sudamericani dove la febbre gialla e endeffiade CDC)

Patogenesi e sintomatologia

La zanzara infetta, durante il pasto ematico, taiétvirus con la propria
saliva nei piccoli vasi sanguigni sottocutanei. Gassivamente si ha la
replicazione e la disseminazione ematogena, ibvimtetta il fegato. Questo
determina un danno epatico diretto con degenerazewsinofila degli
epatociti, necrosi medio-zonale, con risparmio ideghtociti periportali e
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pericentrali. Puo verificarsi insufficienza rena& per ipoperfusione che
per necrosi tubulare acuta. La diatesi emorragisa &ase multifattoriale,
correlata alla diminuita produzione di fattori @eltoagulazione e alla

trombocitopenia.

Il periodo di incubazione é di 3-6 giorni. Il 40%0dei casi di infezione non
mostrano segni clinici, mentre il 20-30% si martde® in forma lieve o
moderata; il 10-20% dei soggetti € colpito da wrank grave, il 5-10% dei
casi porta ad un esito infausto. La malattia haipino andamento bifasico
con un periodo di invasione (fase viremica) e unoahlizzazione d’organo
(fase tossica). | segni iniziali corrispondono diese viremica, con alta
carica virale nel plasma; in tale fase il pazierustituisce fonte di infezione

per le zanzare.

La malattia si manifesta con febbre con brivido radixardia relativa,

cefalea importante, iperemia congiuntivale, dolorebare, mialgie, nausea
e prostrazione. Questa fase e seguita da una tamgaremissione (fino a
24 ore). La fase tossica si manifesta successivi@men la ricomparsa
della febbre e dei segni clinici di insufficienza’ordano: ittero

ingravescente, proteinuria, oliguria, acidosi, esatemorragica (ematemesi
e altre emorragie). Si puo avere una coagulopaiasufficienza epatica,
con segni di deficit neurologico (delirio, convuisi, coma) e shock.

L’ipoglicemia e il coma epatico sono eventi terniiina

Prognosi

I 50% dei pazienti in fase tossica muore, di soéhtro 2 settimane dalla
comparsa dei sintomi. La mortalita € maggiore neigiovani. Il tasso di

mortalita & piu basso nelle epidemie (5%). Segogmustico sfavorevole é
la precoce comparsa e la severita dell'ittero. fri@anto delle transaminasi €

direttamente proporzionale al danno epatico ed ésegno prognostico
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sfavorevole. Negli individui che sopravvivono dliése tossica si puo avere
insufficienza renale. La convalescenza con malesserdebolezza puo

durare fino a 3 mesi.
Terapia

Il trattamento € principalmente sintomatico e dieyenzione delle
complicanze. Non esiste terapia specifica antwirél tale scopo si stanno

studiando l'interferone e la ribavirina.

Misure preventive

Lotta alla zanzara

La lotta alla zanzard\edessi basa sul controllo della nettezza urbana e

dell'acqua stagnante, allo scopo di uccidere eelar
Protezione dalle punture

| viaggiatori in aree endemiche per febbre giabardbbero adottare misure
di protezione dalle punture di zanzara quando vagg la malattia €
raramente trasmessa in aree urbane tranne cheorsd di epidemie.
| viaggiatori che si recano in aree rurali dell'ika e del Sud America,
potrebbero comunque essere sporadicamente esptebee gialla e ad
altre malattie trasmesse da zanzare; le zanzardratmettono la febbre

gialla urbana generalmente pungono durante il giorn

Vaccino

Tipo di vaccino

Si utilizza un vaccino vivo attenuato, preparatacdiure virali su embrioni
di pollo, € somministrato per via sottocutanea..vhacinazione ¢ efficace

da 7-10 giorni dopo la prima iniezione (il giornacsessivo nel caso di un
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richiamo) e gli anticorpi persistono per molti afB0-35 anni). In caso di
esposizione continua in zone a rischio di infezigaeno effettuati richiami
ogni 10 anni. La dose nell’adulto € di 0.5 ml dcemo sottocute, almeno 10
giorni prima del viaggio. La dose pediatrica e tassa dell'adulto. Il

vaccino e sensibile alle alte temperature e vaaroato tra 0°C e 5°C..

Efficacia del vaccino

Gli studi clinici effettuati hanno dimostrato la mparsa di anticorpi
specifici entro una-due settimane dopo la vaccorei conferendo

un’elevata immunogenicita, di oltre il 95%.

Paesi in cui & consigliata la vaccinazione

Molti Paesi richiedono un certificato di vaccinazocontro la febbre gialla

a tutti i viaggiatori (tabellal).

Tabella 1: Paesi in cui € obbligatoria la vaccinazione cotartebbre giall.
[fonte CDC]

Benin Cote d'lvoire Liberia Sao Tome
Burkina Faso Democratic Republic |Mali PrincipeTogo
Cameroon of Congo Mauritania (for g
Central African  |French Guiana stay >2 weeks)
Republic Congo |Gabon Niger

Ghana Rwanda

La vaccinazione € comunque fortemente raccomampaattutti i viaggiatori
al di sopra dei 6 mesi di eta, che si rechino netiee rurali delle aree
endemiche. Le zone di endemicita della febbre ayi@h cui sono presenti i

vettori e i serbatoi animali) si estendono in ue&amiu vasta rispetto a
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guella in cui sono stati notificati casi al’lOMSdeve le nazioni richiedono
certificati di vaccinazione. Pertanto la vaccinaeiwa raccomandata a tutti i

viaggiatori diretti in tali aree (tabella 2).

Tabella 2: Paesi in cui & consigliata la vaccinazione permtne endemict

per febbre gialla [fonte CDC]

AFRICA AMERICA
Angola Equatorial Nigeria Argentind
Benin Guinea Rwanda Bolivia®
Burkina Faso Ethiopia Sierra Leone Brazil*
Burundi Gabon Sdo Tomé and |Colombia
Cameroon The Gambia |Principe Ecuadot
Central African Ghana Senegal French Guiana
Republic Guinea Somalia Guyana
Chad Guinea-BissaySudan Panama
Congo Kenya Tanzania Paraguaﬁl
Cote d’lvoire Liberia Togo Perd
Democratic Republic gMali Uganda Suriname
Congo Mauritania Trinidad and
Niger Tobago
Venezuela

Il certificato di vaccinazione e valido solo se fayme al modello approvato
dal'WHO e rilasciato da un Centro di Vaccinaziaoatro la Febbre Gialla
legalmente autorizzato dal Ministero della Saritperiodo di validita di un

certificato internazionale di vaccinazione contaaddbbre gialla € di 10 anni,
a contare dal 10° giorno che segue la vaccinazidaecasi di una persona
rivaccinata prima della fine di questo periodo,vididita € prorogata per

altri 10 anni a partire dal giorno di rivaccinazton
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Effetti collaterali del vaccino

Reazioni lievi

Si possono osservare lievi reazioni locali al vaeotome arrossamento e
dolore nel punto di inoculazione. Le reazioni gafiesono rappresentate da
lieve cefalea, febbre, dolori muscolari, o altrntesmi minori che si
verificano tra il 5° e 12° giorno a seguito dellceinazione, per le quali &
indicato un trattamento sintomatico. Il 25% dei g&ttj immunizzati ha
riportato una o piu reazioni, generalmente liewdratterizzate da sintomi

sistemici simil-influenzali (22%), o reazioni locé&%).

Ipersensibilita immediata

Reazioni da ipersensibilita immediata sono catiaitate da rash, orticaria,
0 asma o una combinazione di queste: l'incidenzaldreazioni & stimata
essere <0.8 per 100.000 somministrazioni di vacfifeso, Mootrey and
Tsai 1999].

Malattie neurologiche

Storicamente, il vaccino contro la febbre giallaa exssociato a eventi
avversi, che si evidenziavano soprattutto nei bamtmme encefalite. Dal
1992 ad oggi sei casi di encefalite tra gli adstino stati riportati all’ U.S.
Vaccine Adverse Event Reporting System (VAERS) [CRB@2, Marfin,

Barwick and Monath 2006]. Inoltre dieci casi di atéke neurologiche
autoimmuni sono state riportate al VAERS tra cusicdi sindrome di

Guillian-Barré e encefalite acuta disseminata. iTiupazienti con malattie
neurologiche associate alla febbre gialla hannaocawn’insorgenza dei
sintomi da 4 a 27 giorni dalla vaccinazione. Ith® di contrarre un effetto
avverso di tipo neurologico é stimato essere i@rD,5 per 100.000 dosi

di vaccino distribuite.
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Malattie viscerali

Reazioni estremamente severe sono stata des@dteuttimi 10 anni tra i
vaccinati contro la febbre gialla. Questa sindrognstata descritta come
un’insufficienza multi-organo , chiamata “yellowvir vaccine-associated
viscerotropic disease” (YEL-AVD). Dal 1996, 12 casEL-AVD (una
malattia che clinicamente e patologicamente sirailguella causata dal
virus della febbre gialla) sono stati riportatiWtSA, [CDC 2002] e altri 24
casi sospetti sono stati identificati nel mondoofiall’agosto del 2006
[Adhiyaman, et al, 2001 Marfin et al, 2006 ]. [1%&ei casi in USA e stato
fatale. Tutti casi sono stati riportati in soggettie avevano ricevuto la
prima vaccinazione. Il rischio di incorrere in tagento avverso e stato
stimato essere intorno a 0,3-0,5 per 100.000 dosactino distribuite. La
frequenza appare piu alta in persone con eta m@ggdio65 anni con un
rischio >1,8 casi per 100.000 dosi di vaccino thsite.

Poiché sono stati riportati di recente casi di mud i viaggiatori non
vaccinati che si sono recati in zone endemiche fpbbre gialla, la
vaccinazione dovrebbe comunque essere incoraggataiiaggiatori verso
zone endemiche come strategia preventiva. Tutt@dahmomento che la
vaccinazione contro la febbre gialla puo causaagioai avverse severe, |l
medico dovrebbe somministrare la vaccinazioni solpersone veramente

esposte al rischio di contrarre la febbre gialla.

Precauzioni e controindicazioni

Eta

La vaccinazione contro la febbre gialla e contr@ath nei bambini di eta
inferiore ai 6 mesi. | bambini di meno di 4 mesietia non devono essere
vaccinati, in quanto hanno un maggior rischio dntcarre encefalite. Il

rischio di questa complicazione appare correldtetal[Cetron et al, 2002].
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La decisione di vaccinare o meno i bambini trag 49 mesi deve basarsi
sulla stima del rischio di esposizione (i bambinipth di 4 mesi che si
recano in zone con epidemie in corso devono essem@nati nel caso in cui
non sia possibile ottenere un livello elevato ditpzione contro le zanzare

adottando altre misure preventive).

L’analisi degli eventi avversi riportati al VAER$)dica che persone con
piu di 60 anni di eta potrebbero essere a maggohio di una reazione di
insufficienza multi-organo in rapporto a persone giovani. Il rischio per
gualsiasi tipo di evento avverso a seguito dellecvezione di persone di
eta tra i 60-69 anni, é stato stimato essere dis#tsu 100.000 dosi e per le
persone di eta superiore ai 70 anni € stato stimatgischio di 7,5 su
100.000 dosi [Khromava et al, 2005]. | viaggiatdrieta maggiore di 60
anni dovrebbero discutere con il proprio mediceschi ed i benefici della
vaccinazione nel contesto della specifica destorezdel loro viaggio.

Malattia del timo

L’anamnesi positiva di malattia del timo é stateerdemente identificata
come controindicazione alla vaccinazione contréetzdbre gialla [Barwick,

2004]. Infatti I'211% di coloro che hanno avuto ursufficienza multiorgano
sono persone che erano avevano una storia di raalatttimo, suggerendo
che la disfunzione del timo possa essere un fattmlipendente di rischio
per YEL-AVD.

Gravidanza

E’ prudente evitare di vaccinare le donne in granih e quindi € necessario
sconsigliare i viaggi in zone endemiche per febgralla durante la
gravidanza. Se il viaggio € improrogabile, la donlexe essere vaccinata,
ma sebbene non ci siano evidenze di danno fetaieadée dal vaccino, il
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neonato dovra poi essere monitorato per valutarewamtuale infezione

congenita o altri possibili effetti collaterali deanti dal vaccino.

| tassi di sieroconversione materna in caso diigeanza sono piu bassi per
effetto dello stato di immunosoppressione assocala gravidanza; e
percio indicato procedere ad una nuova vaccinazimp® il parto [Nasidi
et al,1993 Suzano et al, 2006].

Allattamento

Non ci sono evidenze di escrezione nel latte matdet vaccino. Non sono
stati riportati eventi di trasmissione al bambinel dirus vaccino dalla
madre durante lallattamento. Tuttavia, come mispracauzionale, la

vaccinazione in donne che allattano dovrebbe essttida.

Immunosoppressione

L’immunodeficienza dovuta all'infezione da virus \HIdetermina una
riduzione della risposta immunologica alla vacciaae. Una diminuzione
della risposta anticorpale si verifica anche negidti di malnutrizione e in
altre situazioni di immunodeficienza: leucemiafdimi, somministrazioni di

corticosteroidi, radiazioni, ecc. Comunque il vaccié raccomandato nei
pazienti con infezione da HIV asintomatici. Peoggetti con AIDS, invece,
non vi sono evidenze scientifiche per stabilire coertezza se la
somministrazione del vaccino possa rappresentarescimo per la persona
[Cetron et al, 2002]. La decisione di vaccinare bpggett

immunocompromessi deve essere presa consideraado, per caso, le

condizioni cliniche del paziente ed il rischio dpesizione.

Se il viaggio in zone a rischio di febbre giallagcessario e la vaccinazione
e controindicata, i soggetti devono essere avvdsltrischio e istruiti sulle
precauzioni da adottare per evitare la punturaedslhzare. L'assunzione di

cortisone a basse dosi o per brevi periodi di terp@® settimane), o
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somministrato a livello locale (occhio, cute), parosol o per iniezioni
intra-articolare, non rappresenta una controindicez alla vaccinazione. |
familiari degli immunodepressi che non presentinentmindicazioni,

possono ricevere il vaccino contro la febbre gialla

Ipersensibilita

Poiché il vaccino contro la febbre gialla & prodati uova embrionate e
contiene proteine delluovo che possono scateneazioni allergiche, i
soggetti che presentino segni e sintomi da shociilattico dopo aver
ingerito uova, non devono essere vaccinati. Se decimazione risulta
necessaria per l'alto rischio d’esposizione, questissi soggetti devono
essere sottoposti a test cutanei per le compodehtvaccino, prima della
sua somministrazione. Se la vaccinazione e richiéstle norme di un
Paese, ma non vi &€ un reale rischio di infezionel@earatteristiche del
soggiorno, al paziente allergico alluovo potrebbssere rilasciato un

certificato internazionale di esenzione.

Associazione con altri vaccini e farmaci

Gli studi effettuati hanno dimostrato come la risj@oanticorpale al vaccino
antifebbre gialla non sia inibita dalla somminigtome di altri vaccini sia
contestuale sia a distanza di un tempo variabdgathi giorni a un mese. |
vaccini antimorbillo e antitubercolare sono statomsninistrati in

combinazione senza che si sia riscontrata alcurdeénenza né reazioni piu

gravi.

Anche il vaccino antiepatite B pud essere sommatistin associazione.
Non vi sono prove di una possibile interferenzailtkeaccino per la febbre
gialla e quelli per il tifo, la rabbia, la pestel’encefalite giapponese.
Alcuni dati indicano come coloro che hanno ricevitwaccino per la

febbre gialla e per il colera contemporaneamenta distanza di 1-3
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settimane, abbiano sviluppato una minore rispastigipale nei confronti di
entrambi i vaccini. Quindi se possibile gli stegaccini dovrebbero essere

somministrati con un intervallo minimo di 3 settimea
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MALATTIE INFETTIVE, VACCINAZIONI E
PREVENZIONE DEI TUMORI, IN

PARTICOLARE DEL MELANOMA

Malattie infettive e prevenzione dei tumori

Per quanto riguarda la relazione tra infezioni ecoa, il primo studio che
affrontava tale argomento é stato pubblicato nef418a Campbell De
Morgan [Pathological Society of London, 1874]. Egliesentd le sue
osservazioni in uno studio dove affermava che gaillotancro va incontro a
regressione spontanea, attestando inoltre chedgtessione in alcuni casi
era associata a infezione con TBC. Altri lavori plidati alla fine del IXX
secolo hanno confermato la relazione tra infezéorégressione del cancro e
in particolare William Coley, un chirurgo americaa ideato una terapia
originale (“Coley toxin”) consistente in culture 8treptococcus pyogenes
and Serratia marcescens uccise ad alte temperatdilrate in colture
sterili. Questa sostanza conteneva alcuni delle paienti sostanze
immunoregolatorie come ad esempio lipopolisaccagdbtossine, enzimi
come la streptochinasi e un'innumerevole quantaatyeni batterici. Tale
mistura di estratti di batteri veniva somministratgpazienti con tumori
estesi e non operabili ed e stata documentatadagijone di alcuni di essi
(Coley, Fowler and Bogatko, 1894). Tuttavia i riatil erano del tutto
imprevedibili e inspiegabili, date le scarse e fate conoscenze di
batteriologia e immunologia di quel tempo (Cole953). Congiuntamente,
I'avvento della radioterapia e della chemiotergmiatarono a sottovalutare

le indicazioni di Coley e fino a poco tempo faehtativo di prevenire i
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tumori con le vaccinazioni e I'immunoterapia haantrato generalmente
solo cinismo e ostilita [Takeuchi, 1996]. Nonostaquesto, recenti sviluppi
della biologia sul cancro e soprattutto dell’'ipotgsl'immunosorveglianza
nei confronti della patologia tumorale, hanno gaterun clima piu

ottimistico. Con le attuali conoscenze, infatti,ésiniziato a comprendere
meglio quali meccanismi fisiopatologici potrebbes@itendere al beneficio
indotto da tale terapia. Il Tumour necrosis fagfoNF) e stata la prima
molecola, che si € scoperta direttamente corredddgatossina di Coley,

avente un effetto anticancro.

Oggi parecchie altre molecole della famiglia di TNBno oggetto di
un’ostinata ricerca come potenziali agenti anticantra cui ad esempio il
TNF-ligando, che induce l'apoptosi cellulare. Urir@lcostituente della
tossina di Coley e la streptochinasi, che potrebhehe avere effetti
favorevoli nel trattamento di tumori, in quanto ¢guge un fattore di crescita
endoteliale (VEGF), che favorisce la risposta imitaria contro le cellule
tumorali. [Thornes, 1975]. E’ dovuto passare mesmlo per scoprire solo
pochi meccanismi che potrebbero spiegare I'effattticancro della tossina
di Coley, e probabilmente siamo ancora lontani adatbmprensione

completa degli effetti sul sistema immunitariopsilati da tale terapia.

Una delle ragioni di questo rinnovato interessel@gossibilita di utilizzare
meccanismi immunologici per la prevenzione e ittéi@ento del cancro, e
il crescente consolidamento della “hygiene hypa#fies(“ipotesi
igienistica”) o “ipotesi di Greaves”. Questa ipateappone che il sistema
immunitario richieda diverse esposizioni a vari miorganismi ambientali
per la sua naturale maturazione e regolare sviluppdoni danni di
evoluzione hanno portato il sistema immunitaricaténdersi una varieta di
stimoli microbici che ora, nelle nazioni sviluppatedustrialmente, sono
assenti per il crescente avvento dell’igiene e djuith ambienti sempre piu

sanificati. Tali cambiamenti, iniziati almeno uncsl® fa, sono stati
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particolarmente evidenti alla fine della Seconda@ Mondiale, quando
gli antibiotici portarono ad un ulteriore deprivaze di infezioni batteriche
tra coloro che sono nati dopo il 1945 [Stanforgn&ird & Grange, 2001].
Tale teoria postula che la conseguente disregalaziommunologica sia
responsabile tanto del crescente aumento dellemzd di patologie
tumorali quanto dei disordini allergici e delle @l autoimmuni nel
mondo industrializzato [Bach, 2002; . Greaves ,718¢anford, Stanford &
Grange, 2001]. In questo contesto, i fattori chenexwtano I'esposizione ad
un vario genere d’'infezioni e di altri stimoli madici (ad esempio avere
fratelli piu vecchi, vivere in fattoria o frequentaasili nido) proteggono i
bambini dall’asma e da altri disordini allergici §idinez & Holt, 1999]. La
leucemia acuta, la piu comune patologia maligneonrata nei bambini,
presenta un’alta incidenza particolarmente nei ipaieshi ed é stato
postulato che gquesta malattia sia in qualche medocata ad uno “stress
proliferativo immunitario”, determinato da fattambientali, e derivato da
una originariamente ridotta esposizione a stimadirabici [Greaves, 1997].
Questa ipotesi e stata confermata da due studiempidbgici che
chiaramente dimostrano come gli stessi fattoridatlidall'ipotesi “igienista
di Greaves” come protettivi per lo sviluppo delktqiogie allergiche (come
ad esempio la frequentazione di asili nido), somche protettivi contro la
leucemia infantile [Ma, et al. 2000; Perrillat ét2802]. In particolare, lo
studio di Ma ha rilevato come I'O.R. associato gaianille ore/bambino
(numero di ore di frequentazione del nido X numairdsambini con cui e
venuto a contatto) fosse di 0.991 (95%CI 0.984999). E’stato dimostrato
infatti che i controlli sani avevano frequentatopiroporzione maggiore dei
casi affetti da leucemia I'asilo nido, ad un etéa precoce, rimanevano

all'asilo piu ore ed erano entrati a contatto canambini.

Queste osservazioni invitano ad una seria constgra circa le possibili

strategie per prevenire la disregolazione immuiaitardotta nelle nazioni
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industrializzate. Ovviamente non si mette in dubloiee Iigiene e |l

controllo delle infezioni abbiano enormemente noiglio la salute umana e
non e in questione l'opportunita di un ritorno @l delle infezioni

largamente diffuse, tuttavia si potrebbe interveniusando certe
vaccinazioni al fine di ripristinare uno stimolotaale che determini un
normale sviluppo del sistema immunitario [GrangeyréD & Coebergh,

2005].

Vaccinazioni e prevenzione dei tumori

In letteratura é stata dimostrata un’associaziowersa tra BCG (vaccino
con Bacillo Calmette Guerin contro la tubercolosiyischio di patologia
neoplastica, diversa dal melanoma. Ad esempio,cpharestudi eseguiti in
USA, Canada, Australia, Finlandia e Israele, hadimostrato come la
vaccinazione con BCG abbia un’azione protettivatroola leucemia e altri
tumori in eta infantile [Rosenthal, 1986; Grang&tanford, 1990]. Tuttavia
una ricerca del New Zeland, che studiava bambiocivati all'eta di 13
anni, ha dimostrato come tale vaccinazione norpitettiva nei confronti
della leucemia [Skegg, 1975], mentre uno studigese da Comstock in
Alabama ha evidenziato come tale vaccinazione plb&eaumentarne
lievemente il rischio [Comstock, 1971]. Una rivagione di tutti questi
studi ha permesso di evidenziare come la proteztoméro la leucemia si
palesasse solo nelle regioni dove il BCG viene somstnato in epoca
neonatale [Grange & Stanford., 1990]

L’impatto della vaccinazione Vaccinia Virus (virogaccinia di origine
bovina contro il vaiolo) sullo sviluppo del canc&astato studiato solamente

in un piccolo studio di pazienti affetti da rabdossarcoma.
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E’ possibile che, in linea con I'ipotesi di Greayksvaccinazione con BCG,
abbia un effetto favorevole sulla maturazione dslesma immune in un

ambiente dove altri stimoli sono ridotti o assenti.

Un’ ipotesi differente, ma non incompatibile, etatproposta da Rosental, il
quale, negli studi condotti a Cicago, € stato ilmpr ad osservare che la
BCG neonatale riduce l'incidenza di leucemia eealtralattie nell'infanzia
[Rosenthal, 1986]. Rosental ha postulato che urdmamte funzione della
immunita T-cell mediata nelle prime fasi della yisé&a quella di rimuovere
resti di tessuto embrionale capaci di evolvereesstito neoplastico: questa
funzione potrebbe essere stimolata da certe infezio vaccini
(specialmente BCG) che inducono una risposta eeduimmune piuttosto
che una risposta anticorpale. E’ degno di nota ichéfrica sia stata
dimostrata una non specifica maggior sopravvivedteaambini vaccinati
con il BCG e con il Vaccinia Virus nonché contraribrbillo, a differenza
dei bambini vaccinati contro il tetano e la difterjBonnani, 1999]. Queste

ultime vaccinazioni producono primariamente unpasda anticorpale.

Le basi cellulari della protezione contro il tumoreediante le infezioni
naturali o certe vaccinazioni, Sono ancora pocasointe, cosi come poco
noti sono i meccanismi immunologici che sottendentale relazione. E’
comunque da notare che i bambini nascono con ulzizEazione verso
cellule Th2, che successivamente evolve in profiso i Thl [Holt, 1999].
Questo “switch” & facilitato da fattori ambientadjyali prevalentemente le
infezioni batteriche [Rook & Stanford, 1998]; I'esza di tali fattori
potrebbe portare, come osservato, allaumento didéamza di malattie
atopiche attraverso la facilitazione della “derivEli2. Allo stesso modo
diversi report evidenziano un’associazione tranao e la “deriva” Th2. In
altri casi il “grado di deriva” e correlato allaayita della malattia o €

predittore di un prognosi infausta [Stanford et1#899]. La vaccinazione
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neonatale con BCG induce una risposta Thl aumefitdachent et al
1999]

Sebbene sia difficile separare causa ed effetioeffgtti benefici indotti

dall'immunoterpia con BCG e iMycobacterium Vaccaaicciso sono
associati ad un movimento verso la produzionetdchine Thl [Kaempfer
et al 1996; Maraveyas et al 1999 ]. Comunque, oesiderare I'impatto di
fattori ambientali associati con malattie legate wth disfunzione del
sistema immunitario, si deve sempre consideraresgoraiano parecchi tipi
e pattern di deficit del sistema immunitario, engliiil bilancio Th1/Th2 sia

probabilmente solo un aspetto superficiale di meiscai piu complessi.

Vaccinazioni e immunoterapia del melanoma

Riguardo alle vaccinazioni, la prima pubblicaziosall'utilizzo della
vaccinazione con BCG, come vaccinazione contro ahceoo, risulta
pubblicata nel 1935, tuttavia studi clinici sperirtedi non sono stati eseguiti
fino al 1950. Questi generarono entusiasmo rigualiiatilizzo di tale
vaccinazione contro numerose forme tumorali, irelué melanoma
[Crispen,1989]. Risultati promettenti su cavie [l al, 1972] hanno
ridotta numerosita campionaria. Dapprima sono gtatiblicati soprattutto
studi non controllati, che supportavano l'utilizdoBCG come una terapia
efficace contro il melanoma; ma piu tardi studidamizzati-controllati, con
un numero maggiore di soggetti coinvolti, non comi@ono questi risultati.
Infatti, in uno studio di meta-analisi sull’efficacdel BCG, Tane & Ho
(1993) hanno individuato 20 studi randomizzati etodlati dove uno dei
regimi terapeutici consisteva nella somministragiomi BCG. Le
conclusioni di questi studi erano molto variabill’@alisi congiunta dei

risultati non dimostrava un reale beneficio delkcainazione BCG. Di
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conseguenza, l'interesse per questa forma di terppr il melanoma é

calato ed ulteriori ricerche in questo ambito sstate fortemente ridotte.

Esperienze con il Virus Vaccinia come agente tarape per il melanoma
sono state meno avanzate. Nel 1970, quattro grugipiricerca
sperimentarono la terapia con Virus Vaccinia basandu studi piccoli,
coinvolgenti soprattutto soggetti con melanoma tadi® metastatico
[Hermann et al, 1970; Hunter-Criag et al, 1970; Rgk et al, 1974; Everall
et al,1975]. In questi studi I'esito positivo dedttamento fu limitato a pochi
pazienti e la risposta al trattamento si € dimtstia@ansitoria. Percio questo
approccio terapeutico al melanoma non fu piu aéto.

Vaccinazioni e riduzione del rischio di melanoma:
studi epidemiologici

Sono stati condotti successivamente due studi epadegici “studi

FEBIM” (FEBrile Infection and melanoma) con il finzamento del
“Cancer Research Institute” ed il supporto sciatifdel “Melanoma
Cooperative Group dell’European Organization foséach and Treatment
of Cancer”, I'obiettivo era quello di studiare lelazione tra vaccinazioni,
malattie infettive e l'incidenza di melanoma e lapsavvivenza dopo

diagnosi di melanoma.

In particolare, lo scopo dello studio FEBIM 1 ergelio di determinare se le
malattie infettive e le vaccinazioni eseguite n@ne anno di vita, come la
vaccinazione con BCG e/o con Vaccinia Virus, passsmodificare il

rischio di sviluppare il melanoma [Krone et al, 30@fahlberg et al, 2002].
A tal fine é stato condotto uno studio caso-cotartgopulation based” che
ha coinvolto 11 istituzioni collaboranti in sei maxd europee e Israele. Dal
1994 al 1997 sono stati arruolati 603 casi incideintmelanoma (277

maschi e 326 femmine) e 627 controlli provenieatiadpopolazione, senza
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diagnosi di melanoma (263 maschi e 364 femmingpnitrolli sono stati
appaiati ai casi all'interno d’'ogni centro per sessta ed origine etnica.
Sono state raccolte informazioni dettagliate rigoamall’esposizione a
possibili fattori di rischio tra cui 'anamnesi teelnalattie infettive. Inoltre é
stata domandata I'esposizione, in eta infantileaecinazioni contro la TBC
e contro il vaiolo. Le variabili confondenti consrdte in questo studio
erano il centro dello studio, I'eta, il sesso, ifpme etnica, il tipo di pelle
secondo la classificazione di Fitzpatrick [Fitzpady 1988], il numero di
nevi pigmentati ed infine il numero di scottatuiEstata eseguita una
regressione logistica dapprima analizzando in éparmsti modelli I'effetto
delle vaccinazioni separatamente: ciascuno di gquestielli prevedeva la
variabile d’esposizione alla vaccinazione sottodistuespressa come
dicotomica. | risultati di questi modelli evidena@ come I'O.R. di
melanoma sia di 0.69 (.052-0.92) nei soggetti vatcicon BCG, di 0.65
(0.44-0.98) nei soggetti vaccinati con Vacciniawgire di 0.91 (0.65-1.28)
nei soggetti vaccinati contro l'influenza. E’ stataccessivamente eseguita
una regressione logistica multipla per determitaféetto combinato delle
due vaccinazioni (BCG e Vaccinia Virus) sulloddrdelanoma. In questa
analisi sono state considerate entrambe le vadomaz la loro interazione,
incorporando inoltre tutte le variabili confondenQuesta analisi ha
dimostrato che, fissato ad 1.00 I'O.R. di melangmea quei soggetti che
non avevano eseguito nessuno dei due vaccinife ditaostrato un O.R. di
0.40 (0.18-0.85) per i soggetti vaccinati solo &aG, un O.R. di 0.60
(0.36-0.99) per i soggetti vaccinati solo con lacmazione antivaiolosa e
un O.R. di 0.41 (0.25-0.67) tra coloro che avevaseguito entrambe le
vaccinazioni. Risultati del tutto sovrapponibiliesiidenziano per entrambi i
sessi, mentre € emerso che i due gruppi, defiettdbisdo I'eta <,0 >, ai 50
anni, presentano risultati tra loro molto diverbifatti, nel gruppo dei

soggetti piu giovani (<50 anni) la riduzione dedchio e stata maggiore
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rispetto a quella riscontrata nel gruppo di soggedt vecchi (>50 anni): gli
odds ratio di melanoma, rispetto al gruppo dei sttiggmon vaccinati, nei
soggetti giovani erano di 0.23, 0.31 e 0.27 rispatiente tra i soggetti
vaccinati solo con BCG, solo con vaccinia, e commagnbe le vaccinazioni,
in confronto agli odds ratio di 0.75, 0.69, e Oné soggetti piu vecchi. Tale
discrepanza potrebbe supportare 'ipotesi causedecollega le vaccinazioni
alla prevenzione della malattia, infatti € ben nche la protezione apportata
dalle due vaccinazioni ha un effetto dipendente tdadpo in quanto la
risposta immunitaria puo calare nel tempo, dopgdmministrazione del
vaccino [Colditz et al, 1994; Henderson & Moss, 999Quindi la
dimostrazione di un effetto protettivo maggioreI’'s& <50 anni € un

risultato atteso secondo tale ipotesi.

Dai risultati inoltre € emerso che, se si comparariechi di due gruppi,
definiti dallo spessore del melanoma secondo Bregl0.R. di malattia
0.57 versus 0.39), si nota un effetto protettivaygiare della vaccinazione
nel gruppo di soggetti con uno spessore >1.5 mnindpgembra che la
vaccinazione protegga maggiormente dalle forme Ilastiphe piu

aggressive.

Inoltre e stato esaminato l'effetto congiunto dicsiaazioni e malattie
infettive sul rischio di melanoma. Gia in un’analgeparata era emersa
I'associazione tra malattie infettive e melanomdatti € stato verificato
come I'anamnesi patologica remota positiva perziofaé severe con febbre
>38.5°C (es. sepsi, polmonite, tubercolosi polmenha&r associata con un
rischio ridotto di melanoma; altre infezioni semm@n febbre >38.5 ma
meno severe, come ad esempio l'influenza, sono stnale essere associate
ad una modesta riduzione di rischio per melanona ripetuti episodi di
tali malattie determinano una riduzione del riscldb melanoma che

raggiunge la significativita statistica; le altm&dzioni, quando analizzate
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come un singolo evento non hanno alcun impatt@mellzione del rischio
di melanoma. | risultati dell’analisi, che mirava studiare ['effetto
congiunto delle vaccinazioni e delle malattie itifet, sono illustrati nella
tabella 3.

Tabella 3: [dati tratti da Krone B, et al. 2003]. Risultati ldelegressione
multipla per studiare I'effetto congiunto delle caw@zioni e delle malattie
infettive

Effetto combinato del numero di infezioni e delle
vaccinazioni sul rischio di melanoma

Infezioni meno gravi

Infezioni gravi

Vaccinazione (Temp >38.5°C)
0 =1 0 >1
No 1.0 0.4 1.0 0.8
(0.1-1.4) (0.3-2.1)
BCG o Vaccinia 0.6 0.3 0.6 0.4
(0.3-0.9) (0.2-0.6) (0.3-1.1) (0.2-0.7)
BCG e Vaccinia 0.4 0.3 0.5 0.3

(0.2-0.7) (0.2-0.7) (0.3-0.8) (0.2-0.6)

OR aggiustati per Centro, sesso, eta, fenotipo cutaneo, Freckling index, numero di
nevi, numero di ustioni solari

L’analisi congiunta degli effetti delle vaccinamice delle malattie infettive
sul rischio di melanoma ha dimostrato un effettadsj non additivo” sul
rischio di melanoma tra episodio di infezione saver I'effetto di una
vaccinazione. Tuttavia l'effetto di protezione detemato da queste
esposizioni ha un “limite massimo” di difesa cherpuo essere aumentato
con il ricorso a nuove vaccinazioni o con la mastdgione di nuove
malattie infettive, per cui alcuni soggetti, seppuaccinati o affetti in
passato da malattie infettive importanti, incorromb melanoma.

Dai dati emersi dagli studi epidemiologici si putemtificare un fattore di
rischio per melanoma, chiamato “non essere vaczisiatcon BCG sia con

Vaccinia virus” (abbreviato si pud denominare “n@tcinato”) e un altro
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fattore di rischio pud essere denominato “asserizalaina infezione
importante”. Queste due variabili agiscono sinexgiente tra loro. La
protezione contro il melanoma non € solo confeltdauna o entrambe le
vaccinazioni, ma anche da un’anamnesi remota eazatata da una o piu
infezioni importanti. Data 'eziologia eterogenealld infezioni, I'influenza
di una sinologa particolare infezione non puo esseterminata. Inoltre dal
momento che le infezioni severe ( ad esempio mé@ringespi..) sono ormai
rare ai giorni d’'oggi, la protezione per la popatae Europea € dovuta
principalmente alle vaccinazioni. Fino al 1975u pilel 90% della
popolazione Europea era stata vaccinata con ikwaccinia. Ora non si
raggiunge piu tale copertura nelle generazioni@vani, per le quali anche
la vaccinazione con BCG e maggiormente rara. | cadibstrategie

vaccinali provocheranno quindi un rischio addizierdi melanoma.

Con un’analisi multivariata, considerando le vaitiab non-vaccinato” e

altre covariate, sono emersi effetti concomitah# banno rilevanza pratica
oltre che teorica. Si € infatti dimostrata un’asapione sinergica tra “non-
vaccinato” e altre due variabili: “tipo di cute sado Fitzpatrick I” e “>5

scottature della pelle”; inoltre é stata eviderziain'associazione non-
cumulativa tra “non vaccinato” e due fattori dichgo endogeni definiti

come “>4 nevi” e “> 20 lentiggini sul braccio” [Kne et al, 2005]. La
conseguenza pratica di questi risultati si esptieh fatto che le persone
portatrici di fattori di rischio endogeni gia coragi per melanoma (ad
esempio persone con una pelle sensibile) ed es¢geygetti con ripetute
scottature), sono ancora a maggior rischio se ramginate. Inoltre si puo
affermare che l'effetto concomitante osservato egcinazioni e altre
covariate sul rischio di melanoma, implica che ¢ukdtori non siano tra
loro indipendenti. L’associazione non cumulativa 1fa variabile “non

vaccinato” e anomalie della pigmentazione dellee cti#4 nevi” e “> 20
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lentiggini sul braccio” indica che il non essereaiaato e le due variabili
stanno riflettendo uno stesso fattore di rischimdlanoma.

Inoltre questo suggerisce che ci sia un targeboieglianza immunitaria e
che questo sia un fattore endogeno, piuttosto slpeesso solamente in

cellule che hanno gia sviluppato il melanoma.

Quindi dai dati emersi dagli studi epidemiologsiiconcludere che:

* il Vaccinia virus e la vaccinazione con BCG indusanaumentano un
gualche meccanismo di sorveglianza immunitaria siaecapace di
sopprimere la manifestazione di un fattore di ficcendogeno per
melanoma, geneticamente codificato;

* l'associazione del fattore di rischio “non-vaccoiacon due diverse
anomalie della pigmentazione cutanea suggeriscajobsto fattore di
rischio potrebbe influire sulla pigmentazione o atm sulla sua
regolazione;

» leffetto sinergico di fattore di rischio “non-vaoato” con due
indicatori di vulnerabilita cutanea (variabili “dpdi cute secondo
Fitzpatrick I" e “>5 scottature della pelle”) ircdi come questo fattore di
rischio predisponga la pelle a subire il danno d@osizione a
radiazione ultravioletta, particolarmente in pagieron basso livello,
geneticamente determinato, di una naturale pigmEma melaninica

protettiva.

Un secondo studio ha tentato di dimostrare settib fdi essere vaccinato
potesse avere un effetto sulla prognosi di pazigrgi hanno sviluppato un
melanoma. In specifico lo scopo di questo studiorteo era quello di
determinare se una precedente immunizzazione caums Waccinia e/o
BCG e malattie infettive occorse prima della rinooe chirurgica del
melanoma primario influenzassero la sopravvivenzdurggo termine.

E’stato quindi eseguito uno studio coorte ambidieale che ha coinvolto
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il gruppo dei casi dello studio caso-controllo FEBJFEBrile Infection and
melanoma) (Koelmel et al, 2005). In questo studtt t pazienti sono stati
arruolati immediatamente dopo la rimozione chircaigilel melanoma e con
la conferma istopatologica della diagnosi. |l pddaod’arruolamento si e
esteso dal marzo 1994 all’Agosto 1997. | pazieatiosstati esaminati in
modo prospettico ad intervalli regolari fino allend del follow-up o
comunque fino al decesso. L’endpoint primario éostansiderato la morte
del paziente, indipendentemente dalla causa. Aftsavun questionario e
mediante i dati registrati nella cartella clinicapno state ottenute
informazioni sui fattori noti correlati alla progsio(presenza/assenza di
ulcerazione, spessore misurato secondo Breslow, deldmelanoma e tipo
di melanoma: superficiale, nodulare, lentigo maignacrale lentiginoso) ,
sull'utilizzo di terapie coadiuvanti e sull’espasize a vaccinazioni e
malattie infettive. Sono stati esclusi dalla coorseggetti con melanoma in
situ. In totale i pazienti sequiti per l'intero limlv-up sono stati 542. Sono
stati calcolati gli Hazard Ratio (H.R.) aggiustation [lintervallo di
confidenza (C195%). La mediana della sopravvivemedéa coorte e risultata
di 35 mesi. Dai risultati di questo studio € emanise la prognosi € correlata
negativamente, in accordo con le conoscenze giaf@on letteratura, con
lo spessore secondo Breslow del tumore espressmirfH.R.= 1.17; 1.11-
1.25), con l'ulcerazione del tumore (H.R.= 1.718t2147) e con il tipo di
melanoma acrale lentiginoso rispetto al melanoman @stensione
superficiale (H.R.= 2.71 1.41-5.22). Non hanno dtreto effetto protettivo
invece le terapie adiuvanti considerate nel loronglesso. Per quanto
riguarda l'effetto delle vaccinazioni sulla prognhdsl melanoma, sono state
considerate due vaccinazioni: BCG e Vaccinia, néndhloro effetto
congiunto. Considerato come rischio pari a 1 quel® gruppo non
vaccinato né con BCG né con virus vaccinia, il gaupei soggetti vaccinati

solo con BCG presentava un hazard ratio pari a (CT%% 0.30-1.86); il
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gruppo di soggetti vaccinati solo con vaccinia prégva un hazard ratio
pari a 0.55 (C195% 0.34-0.89), il gruppo di sogigedccinati sia con virus
vaccinia sia con BCG presentava un hazard ratiogp@rdl (C195% 0.25-
0.69). Questo studio ha permesso di dimostrare cosedbene le
vaccinazioni non prevengano tutti i casi di melaaptattavia gran parte dei
soggetti vaccinati ottengono un effetto positivor@azione alla prognosi
qualora incorrano nella malattia. Gli autori sattehno come questo effetto
della vaccinazioni sulla prognosi del melanoma mi@to probabilmente
determinato da meccanismi diversi da quelli chetesdbno [I'effetto
preventivo nei confronti dello sviluppo del melaronapportato dalla

vaccinazione.

Vaccinazioni e prevenzione del melanoma: |l
peptide HERV-K-MEL

Il peptide HERV-K-MEL

E’ stato individuato come milioni di anni fa siastate incorporate nel
genoma umano delle sequenze di DNA di un retroviQueesti elementi del
genoma umano, chiamati con il nome di retroviruslogeni umani
(HERVS), costituiscono approssimativamente 1'8% gihoma umano con
possibilita di essere piu numerosi del DNA che itwiste i geni funzionali.
Essi giocano un ruolo chiave nell'evoluzione awrao I'ampliamento del
genoma e attraverso il contributo ai polimorfisneingtici [Leib, Seifarth
and Schon, 2004). Centinaia di HERVs sono staticrités alcuni

codificano per peptidi antigienici e raramente pea proteina retrovirale
completa o enzimi o anche particelle virali, comummqmessun HERV é
capace di essere transattivato in un virus infettes trasmissibile. In

generale piu e recente l'inserzione del’lHERV n@&nmma umano e piu e
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facile che possa mantenere una sua attivita fuai@orkE’ chiaro che piu
I'HERYV é attivo, maggiore € la sua pericolosita.

Il gruppo HERV-K €& di origine relativamente recer per la sua attivita
simil-trasposonica e stato studiato con interessme potenziale oncogene
e come motivo scatenante di alcune malattie autoimmMolti HERV
codificano per un antigene marker tumorale, chéato grovato su tumori
solidi e nella cellule leucemiche, portando a sfEgani su un suo possibile

ruolo causale nella cancerogenesi.

Studiando la risposta immune citotossica su cetulmelanoma di pazienti
affetti dalla malattia, si € arrivati a carattedm un target antigenico in un
nona o deca-peptide, con sequenza amminoacidipattisamente cosi
composta: MLAVISCAV e AMLAVISCAV. Essa e codificatadla un
retrovirus endogeno umano di un gruppo HERV-K. Quésarker virale”

e chiamato HERV-K-MEL ed e un potenziale fattoréagh nello sviluppo
del melanoma. Esso €& espresso nelle cellule dinoela e anche dei suoi
precursori come il nevo displastico, ma non e priesaei melanociti o in
altre cellule normali adulte [Schiavetti et al, 20®ster et al, 2003]. Il gene
corrispondente € parte del genoma umano con 6@@gié [Mayer, Meese,
and Mueller-Lantzsch, 1997; De Parseval et al, RPOOHERV-K-MEL
peptide deriva dalla regione env del gene HERV-KaUbredisposizione
genetica al melanoma potrebbe risultare, per esecmisata dall’assenza
del codone di stop in almeno una copia di questee ge dalla mancata
repressione dell’espressione del gene, che pudreeggmnerata da una
ipometilazione del genoma retrovirale. Questi elyeqialora accadano in
una specifica cellula, potrebbero essere I'evemitnale per lo sviluppo del
melanoma. Secondo tale presupposto, l'espressionguesto peptide
specifico, potrebbe direttamente o indirettamergseree associato con il
danno cellulare, che esita nello sviluppo del mehaa. La presentazione di

guesto peptide alle cellule CD8+ T € HLA-ristretézsendo presentato in
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associazione con le molecole HLA di classe | db tHiLA-A2 (vedi figura
9)

Figura 9: Presentazione dell’antigene alle cell@8+ T e in associazione

con le molecole HLA di classe |
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Dal momento che I'HERV-KMEL € un nona o deca-peptida sua

presentazione al sistema immunitario da parte deitigeni di

istocompatibilita HLA tipo I, non dipende da un pesso proteolitico.
L’antigene e riconosciuto dal sistema immune namygeso, ma debolmente
endogeno (“weak self-recognition”), inducendo uispasta auto-immune.
Questa risposta, che inizia durante 'embriogef@siante I'embriogenesi
gli antigeni, raramente espressi nelle cellule t@gdukono espressi e
riconosciuti) rende capace il sistema immunitario rdantenere una
sorveglianza per controllare e vigilare su tali revepericolosi come la

trasformazione maligna.
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Omologia di sequenza tra HERV-K-Mel e peptidi micrdici

I microrganismi responsabili di infezioni severdeovaccinazioni BCG e
Vaccnia presentano un’inaspettata cross-attivitéggamca con il peptide
MLAVISCAV e AMLAVISCAV e quindi questo determina uaumento

della popolazione T cell cross-reattiva all'antigddERV-K-mel [Brehm et

al, 2002]. Infatti e stato possibile dimostrarem@ogia di sequenza tra
'antigene HERV-K-MEL e la sequenza peptidica di mli 70 patogeni

umani (vedi tabella 4).

Tabella 4: sequenze amino-acidiche di proteine espresse danial
microrganismi omologhe al peptide HERV-K-MEL. [FenGrange et al,

2005]
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Tra i vari migroorganismi che esprimono proteina qoesta forte omologia
di sequenza con il peptide marker di melanomalai &. marcescensolo
I’Entamoeba histolytica il Treponema pallidunmostrano un omologia piu
stretta. E’importante notare come uno dei componessenziali della
tossina di “Coley”, usata nel tardo XIX e primi amtel XX secolo per il
trattamento dei sarcomi e altri tumori, compresmélanoma, fosse proprio
la S. marcescensuccisa (prima chiamata con il nome @&acillus

prodigiosu$

La sequenza peptidica di queste proteine, espagsricro-organismi, e
omologa al peptide HERV-K-MEL. Tale omologia pertaedlmeno in linea
di principio, di supporre che le infezioni deterati@ da tali microrganismi
generino  piccoli peptici cross-reattivi legati allenolecole di
istocompatibilita di tipo HLA-A2. Precedenti vaca#ioni con virus Vvivi
attenuati contro tali infezioni o le infezioni stes determinate da questi
microrganismi, potrebbero quindi portare all'espans di cloni cellulari
capaci di partecipare sorveglianza immunitariaedekllule presentanti il
peptide HERV-K-Mel. E’ degno di nota che siano estagpertate sequenze
con elevata omologia con il peptide HERV-K-MEL mn&croorganismi che
sono causa della maggior parte delle malattietiméetrovate protettive nei
confronti del melanoma nello studio FEBIM, mentarifezioni che non si
associavano in modo statisticamente significativia grotezione nei
confronti melanoma, erano soprattutto causate tia raicroorganismi.
Tuttavia non si € ancora a conoscenza se questidpepicrobici, che
presentano elevata omologia, vengano scissi dadlpettive proteine

dall'azione proteolitica.

Anche il virus vaccinia ed il ceppo vivo attenuatterivato da
Mycobacterium bovisttilizzato per il vaccino BCG presentano un omaog
di sequenza con il peptide. Comunque ci sono pitrth dozzina di

microorganismi con omologia di sequenza con HERWIEL, che sono
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utilizzati per preparare vaccini. Tra questi c’'@akcino contro la pertosse e
quello contro il tetano; ma ora vengono utilizzé&emulazioni che non
contengono I'antigene rilevante (il tossoide tetang il vaccino contro la
pertosse acellulare). Tra gli altri vaccini disgmhiche presentano antigeni
con un’elevata omologia di sequenza con il pepkdERV-K-MEL c’e il
vaccino contro la febbre gialla, come anche il wazorale contro il tifo e |l

vaccino contro I'encefalite equina del Venezuela.

Rimane inoltre da determinare se solo quegli imdiviche esprimono dli
antigeni di istocompatibilita di tipo HLA-A2, siangrotetti dal melanoma

attraverso le vaccinazioni o le gravi infezioni.

E’ stato condotto uno studio che ha evidenziato ecattri tipi di tumori
esprimono il peptide HERV-K-MEL, compreso il sama e altri carcinomi
[Schiavetti et al, 2002].

Quindi la protezione offerta da queste vaccinazattraverso questo tipo di
controllo immunitario potrebbe non essere ristrettasolo melanoma ma

anche ad altri tumori esperimenti gli antigeni HER\MEL.
Azione del sistema immunitario

I meccanismo con cui il sistema immunitario agisselle cellule

probabilmente non € mediato da un effetto citotmssinfatti, mentre e
indubbio che I'attivita citotossica giochi un ruoimportante nella difesa
immunitaria contro tumori gia sviluppati, si penche tale attivita non
riguardi la prevenzione agli stadi iniziali del mebma. Quindi piuttosto
che distruggere le cellule presentati I'antigernagie piu probabile che il
meccanismo con cui agisce la difesa immunitaridasisoppressione della
espressione della proteina HERV-K-MEL. In questodmda principale

funzione del sistema di sorveglianza immunitariguella di prevenire la
trascrizione del pseudogene HERV-K env. Ci sonarchiantaggi dati da

una risposta immune di tipo immunosoppressivo esitt che da una di tipo

66



citotossico contro gli antigeni endogeni, che seapressi in tutte le cellule
del corpo. Le cellule CD8+ T, che si sono attivddgo un primo contatto
con micro-organismi che presentano antigeni crea#ivi, dovrebbero
riconoscere I'antigene retrovitrale HERV-K-MEL, cleée presentato dalle
molecole HLA-A2. Poiché agiscono da soppressosi asmettono uno o
piu fattori solubili alle cellule target attraversa contatto cellula-cellula. Il
coinvolgimento di fattori solubili € ormai noto,atrquesti il miglior
candidato e il ganglioside, LM1 [Ritter et al, 198@’stato infatti
dimostrato in parecchi studi, che questa molecalasieda un effetto
importante nella crescita cellulare e nella suéebhziazione, e che possa
normalizzare un fenotipo maligno in varie lineelwaki pre-maligne o
attraverso I'arresto del ciclo cellulare nella f&@'G1 [Schaade et al, 1999;
Noijiri et al, 1988], sopprimendo cosi I'espressiai@’'mRNA virale. In
guesto contesto, & stato suggerito che il segnalleL®ll coinvolga la
fosfolipasi A2, regolata dalla proteina-G e attvatalla proteina (MAP)
kinasi attraverso una attivazione della proteinaa&i C. E’stato dimostrato
che LM1 attivi una notevole quantita di geni inlale promielocitiche e
sono stati di recente identificati tre differentRIMA [Schaade et al, 2000] e
LM1 allo stesso tempo sopprima due m-RNA del genamano che hanno
un’elevata omologia con geni di retrovirus endogestiiamati HERV-K.
Nello stesso esperimento € stato dimostrato che liMilice NADH-
ubiquinone redattasi e tioredoxina, che sono rig@@hente un’enzima ed

una proteina co-enzima coinvolti nei processidiizione.

Un’ importante ragione per la quale i geni endogkairetrovirus non sono
normalmente espressi € liper-metilazione del DN@kgda et al, 2002;
Florl et al, 1999]. D’altra parte I'espressionegdiesti geni in alcune cellule
e proprio dovuta allipometilazione del DNA. In cte cellule, un

ragionevole motivo per il quale il ganglioside LNdodotto dai macrofagi,

sopprima I'espressione di tali geni & da ricercagdia capacita di LM1 di
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attivare I'enzima S-adenosil-omocisteina-idrolasinec catalizza la
produzione di gruppi metilici attivi per la metilane del DNA [Sugimoto
et al, 2001] ristabilendo I'ipermetilazione. Comestato descritto per altre
cellule tumorali, anche nelle cellule di melanonoac stati trovati molti
gangliosidi con diversi “pattern” quali e quantwat rispetto alle cellule
precursori [Bolot et al, 1998]. | gangliosidi ché&fahdono dalle cellule del
melanoma € noto abbiano un attivita immunosopprasf{ong, Li and
Ladisch, 2001]. Alcuni gangliosidi, come ad esem@blb, GT1lb and
GQ1b, hanno dimostrato avere un’ azione di sopnesssulla crescita del
melanoma umano [Kanda, Nakai and Watanabe, 2001].

Secondo il razionale prima espresso secondo cuiigene HERV-K-Mel
sia riconosciuto come “debolmente endogeno” (weakrecognition), le
cellule T attivate, che hanno come target talegene, potrebbero avere una
azione di tipo soppressivo piu che citotossicostato infatti dimostrato che
I'esposizione a piccole quantita di antigeni fasoa la tolleranza. Molti
meccanismi sono stati discussi in letteratura f@oodnow, 2001]. Si puo
arguire che questa attivazione sia basata suldtone di recettori cross-
leganti, i quali cross-attivano la chiansi adiaeer@ome dimostrato per il

recettore della tirosin-chiansi [Weiss & Schlessing 998].
Azione della proteina HERV-K-env

La proteina HERV-K-env e costituita da 488 a 5&8ranoacidi che hanno
un omologia di sequenza con un fattore nuclearenanchiamato OREBP
(Oxygen Responsive Element Binding Protein) [Mezaet al, 2002;
Horsley & Pavlath, 2002].

Questo fattore nucleare OREBP é essenziale perotlangé la riduzione
intracellulare e la sua espressione € regolatea delhsione d’ossigeno
intracellulare. E' un omodimero, che forma un dimstabile con il DNA

umano, nei due elementi responsivi all'ossigeno OREORE2. L'OREBP
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regola l'espressione di glutatione per ossidasienmma selenio
dipendente, che catalizza la riduzione del perosdiddrogeno (HO,) ad
acqua (HO). La proteina-env virale potrebbe bloccare ibieg tra OREBP
e DNA alterando la regolazione redox della cell@assi livelli del’'enzima
potrebbero aumentare le concentrazioni di perostiitirogeno (HO,) e di
radicali dell’anione superossido, che possono cauganni diretti al DNA.

Inoltre per una normale biosintesi di melaninaeeassario una condizione
ossido-riduttiva ottimale nella cellula, mentre presenza di un alterata
regolazione ossido-riduttiva si forma un pigmenmoraalo. A sua volta lo
stress ossidativo endogeno ed esogeno € aumeatgigohento anomalo e
vengono generate dalle specie maggiormente reatgit®ssigeno, come
-OH [Meyskens, Farmer and Fruehauf, 2001]. Queatro volta, causano

danni a diverse strutture cellulari incluso il DNA.

L’aumentata tensione d’ossigeno induce poi I'attigae di fattori nucleari,

come il NF-jB e altri fattori, la cui espressionalipendente dalla tensione
d’ossigeno, che hanno un’attivitd anti-apoptoticatgndo insieme ad un
lento processo potenzialmente tendente ad in @sfotmazione maligna
[Salvucci et al, 2001; Palozza et al, 2003], qugsticesso pud impiegare

anni o decenni.

Percio se il sistema immune non e attivo o norblastanza efficace
nell'inibizione dell’attivita della proteina markeli melanoma, non riesce a
contrastare lo stadio dell'iniziazione tumorale;esio permette che altri
fattori di rischio agiscano indisturbati nella proomone del melanoma, quali
ad esempio le scottature. Queste ultime infattofi@econo la genesi di

radicali liberi dell’'ossigeno che danneggiano il BN

Questo processo puo essere influenzato dall'appdirteelenio derivato
dall'alimentazione. Infatti sono stati misurati balévelli di questo elemento

negli adulti affetti da un gran numero di tumorgpgttutto il tumore
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mammario [Lopez et al, 2003] e in bambini, parteoiente quelli con
cancro diffuso [Postovsky et al, 2003]. Viceversalli ottimali di selenio
sono stati dimostrati protettivi nei confronti deaplasie. La quantita di
selenio nell’acqua e nei cibi varia considerabiiieeda stato a stato e da
regione a regione. E’stato evidenziato come basallil di selenio
nell’ambiente [Oldfield, 2002] siano associati adaumento del rischio di
melanoma [Krone et al, 2005] nel gruppo dei soggeih-vaccinati (per
BCG e polio) ma non nel gruppo di soggetti vaccinQuesto suggerisce
che il fattore di rischio sottostante al melanoma esso stesso selenio
dipendente, e si puo ipotizzare che sia legato@brche il selenio esercita
su una proteina selenio- dipendente come la ghatperossidasi. Nello
studio FEBIM, i pazienti dei centri di Berlino e tBnogen vivono in regioni
con bassa concentrazione di selenio nel suolo.drsope sane di Berlino
hanno una concentrazione media di selenio di O4f@ nelle loro unghia
del piede che rappresenta la concentrazione diieghell bassa tra tutte le
altre sette nazioni europee studiate ed IsraeledjKaal et al, 1997]. |
risultati di questo studio dimostrano che le vaazioni con BCG e
Vaccinia impediscono un aumento del rischio di mefaa derivato da un

basso apporto di selenio nella dieta.
Altre malattie associate all’espressione di HERV-Kmel

Le infezioni croniche, incluse quelle da retrovjrugossono indurre
fenomeni autoimmuni [Sekigawa et al. 2001]. E'facdensare che molti
virus occasionalmente presentino epitopi “self” gwdrebbero far breccia

sulla tolleranza del sistema immunitario.

| geni retrovirali endogeni codificano per proteicke potrebbero essere
riconosciute come “self”. Tuttavia anticorpi IgMtaRERYV si evidenziano
sia in persone sane [Lawoko et al, 2000], sia redli@auter et al, 1996].
Nelle isole pancreatiche di soggetti affetti dabéi® giovanile é stata
dimostrata la produzione di particelle virali carttel genoma di HERV-
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K18 [Conrad et al, 1997], anche se altri autori m@mno evidenziato un
aumento di HERV-K(IDDM,HML-2) RNA nel plasma trpazienti affetti

dal diabete miellito insulino-dipendente rispettaantrolli [Badenhoop et
al, 1999]. Certe pubblicazioni recenti tuttavia hamimostrato un effetto di

un super-antigene di tali sequenze [Stauffe &G£1].

Inoltre €& stata notata I'espressione di HERV-RNARYE9, HERV-K,
HERV-L) nei fluidi sinoviali di pazienti affetti dd.upus Erythematosus
Sistemico (LES) [Okada et al, 2002].

Recentemente €& stato riportato che HERV-E-env to siavenuto nei
macrofiagi alveolari ottenuti dal broncolavaggio3dcasi fibrosi polmonare

idiomatica e 3 casi di sarcoidosi [Tamura et a§7]9

Nei pazienti con sclerosi multipla sono state regter alla fine degli
anno’80, nel supernatante derivante da celluleoraphingee e B, delle
particelle contenti transcriptasi inversa [KomurRradel, et al 1999;.
Perron, et al 1997 ; Christensen et al 1998; Ginssdn et al 1999].

Un’espressione selettiva di HERV-W-RNA e stata figata, in coppie di
gemelli discordanti per diagnosi di schizophremai fratelli affetti da
schizofrenia ma non nei fratelli sani [Deb-Rinkeakg1999].

Scopo dello studio

E’stato dimostrato che anche il vaccino controelabfe gialla presenta un’
elevata omologia di sequenza con HERV-K-MEL-antgggKrone et al,
2005]. La vaccinazione contro la febbre giallattéamente effettuata da
soggetti che si recano in Africa e Sud America. Saquindi persone
potenzialmente ad alto rischio di melanoma perclausibilmente si
espongono maggiormente al sole e appartengono adstato socio-
economico elevato, fattore che si €& dimostrato ressassociato

all’'aumentato rischio di melanoma [Alston et alpZD
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Lo scopo del nostro studio € quello di dimostrardasvaccinazione contro
la febbre gialla conferisca una protezione nei oif dell’incidenza di
melanoma. Questa dimostrazione puo essere ottsoldaattraverso uno

studio epidemiologico e non attraverso studi spemnitali.

72



73



MATERIALI & METODI

Fasi preliminari della ricerca

Approvazione Comitato Etico

E’ stato innanzitutto necessario redigere un padtocdi ricerca. Questo
protocollo é stato inviato e visionato dal Comitditico dell’Azienda
Ospedaliera di Padova per l'approvazione dello istuel quindi del
trattamento dei dati sensibili, successivamente falotocollo e stato

sottoposto all’attenzione del Garante della Privacy

Richiesta di collaborazione per la raccolta dati

by

Per poter eseguire viaggi all’estero in determirzdesi e richiesta la
vaccinazione contro la febbre gialla. In Italia \accinazione contro la
febbre gialla viene eseguita presso gli Uffici $amiautorizzati al rilascio
dei certificati validi ad uso internazionale. Neenéto gli Uffici Sanitari
(U.S.) che possiedono tale autorizzazione (DD.MR108.2002) sono venti.
Il disegno dello studio e stato fatto conoscereDakettori degli U.S.
autorizzati nel Veneto per il rilascio dei certdtc validi per uso
internazionale. A tale scopo, il razionale dellodsd e stato presentato con
una comunicazione orale all'inizio di un convegresglizzato per i Direttori
ed il personale degli U.S., tenutosi a Verona aptile del 2005. Sono stati
poi interpellati tramite lettera solo i Direttori duegli U.S. il cui territorio
insiste in U.L.S.S. (Unita Locali Socio-Sanitariepperte dal Registro
Tumori del Veneto; quindi sono stati esclusi quégls. che servivano un
territorio non coperto dal Registro Tumori. Soratistsclusi inoltre tre U.S.
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(Adria, Belluno e Dolo) che hanno ottenuto I'autaazione per il rilascio
dei certificati validi per uso internazionale dap999.

Gli Uffici Sanitari che hanno accettato di fornirelati ed il cui territorio
risulta coperto dal registro tumori sono i seguedts. di Verona, U.S. di
Padova, U.S. Marittima ed Aerea di Dolo, U.S. Mbetkina, U.S. Treviso,
U.S. Vicenza, U.S. Bassano del Grappa. Hanno inveftetato di

partecipare allo studio I'U.S. di Venezia e I'OspkdNegrar.

Ogni U.S. é stato autorizzato alla vaccinazionidinerse annualita e
precisamente: I'U.S. di Verona nel 1983, 'U.SPdidova nel 1991 , I'U.S.
Marittimo ed Aereo di Dolo nel 1985, I'U.S. di Mattelluna nel 1999,
I'U.S. di Treviso nel 1998, I'U.S. di Vicenza néd48, I'U.S. di Bassano del
Grappa nel 1999.

II Registro Tumori del Veneto ha coperto progressiente parte del
territorio della regione iniziando in diverse dasr ogni ULSS (vedi tabella
4)
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Tabella 4: Inizio attivita del registro tumori del Veneto péiLSS

COPERTURA RTV
ULSS_VECCHIA DENOMINAZIONE 1987]1988] 1989|1990 1991] 1992]1993| 1994 1995] 1996{ 1997| 1998] 1999

1|CADORE Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
2|AGORDINA Sl Sl Sl SI Sl Sl Sl Sl Sl Sl
3|BELLUNO Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
4|FELTRE Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
5|BASSANO Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
6
7
8|VICENZA Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
9

10[{TREVISO Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

11

12

13|CASTELFRANCO MONTEBELLUNA Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl SI Sl Sl

14

15

16/VENEZIA Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

17[MIRANO Sl Sl

18[DOLO Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

19

20

21|PADOVA Sl Sl Sl Sl Sl

22

23

24

25|VERONA Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

26

27

28

29|BADIA POLESINE Sl SI Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

30|ROVIGO Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

31|ADRIA Sl Sl

32

33

34

35|ASIAGO Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

36|MESTRE Sl Sl Sl Sl SI Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl

Richiesta di collaborazione scientifica

Sono stati interpellati ed & stata ottenuta laatafazione scientifica di
esperti internazionali immunologi e virologi cheesano gia studiato il
ruolo protettivo di altre vaccinazioni quali la BC@accino con Bacillo
Calmette Guerin contro la tubercolosi) e il VacaiNirus (virus Vaccinia di
origine bovina contro il vaiolo) rispetto al melana. Tale collaborazione &
stata richiesta al fine di una condivisione deddiettivi di ricerca e una
successiva possibile interpretazione dei risultdél punto di vista
immunologico. | ricercatori che hanno aderito alléchiesta di
collaborazione sono stati: Bernard Krone, Departmeh Virology,
University of Goettingen, Germania; John Grangentfgefor Infectious
Diseases and International Health, University Qmld_ondra; UK; Ester de
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Vries, Department of Public Health, Erasmus MediCahtre, Rotterdam,
Olanda; Klaus Koelmel, Department of Dermatologyd avienerology,

University of Goettingen, Germania

Metodi

E’ stato eseguito uno studio coorte retrospettivb umo studio caso-

controllo entro coorte.

Studio coorte retrospettivo:

Acquisizione degli archivi

Sono stati ottenuti e fotocopiati gli archivi coméati i soggetti che si sono
rivolti agli U.S. per ottenere una vaccinazionel'nétio dell'attivita di
vaccinazione dellU.S. sino al 31 dicembre 2001daki relativi a tali
soggetti (nome, cognome, sesso e data di nasfdta, di vaccinazione
contro la febbre gialla, data di vaccinazione comtitre vaccinazioni) sono
stati imputati in un archivio elettronico inviatd Registro Tumori del
Veneto, affinche attraverso un attivita di recdrkége identificasse i casi
di tumore insorti in questa coorte, ed inoltre gassse ad ogni soggetto la
ULSS di residenza. L' archivio di tutti i soggettiaccinati contava
inizialmente circa 91.000 soggetti (tabella 5).

Tabella 5: soggetti inizialmente registrati suddivisi per ASL

ULSS Uffici sanitari N° soggetti
ULSS n° 3 Bassano del Grappa 532

ULSS n° 6 Vicenza 3329
ULSS n° 8 Montebelluna 552

ULSS n° 9 Treviso 1026
ULSS n° 16 Padova 38293
ULSS n° 20 Verona 27240
USMA Dolo 20803
TOTALE 91775

USMA = Ufficio Sanita Marittima ed Aerea, Dolo

77



Criteri di esclusione

| record sono stati successivamente analizzati ashano, eliminando i

seguenti soggetti:

» soggetti non linkati dal registro tumori, quindimeesidenti nel Veneto,

* soggetti che, al momento della vaccinazione, avevaeno di 18 anni,

e soggetti stranieri,

* soggetti che risiedevano in ULSS non coperte dagigt® Tumori del
Veneto,

* soggetti non vaccinati per febbre gialla,

* soggetti che erano stati vaccinati dopo il termded follow-up del
Registro Tumori Veneto nellULSS di residenza,

e soggetti con tumori diagnosticati prima dell'iniziel follow-up nella
ULSS di residenza (casi riferiti),

e soggetti con tumori diagnosticati prima della dditavaccinazione (non

esposti)

E’ stato successivamente analizzato I'archivioigentificare quei soggetti
che avessero eseguito piu volte la vaccinazionga@tafebbre gialla.

| soggetti che alla fine sono stati consideratlaneborte di soggetti esposti
sono stati 29.083 ( vedi tabella 6).

Tabella 6: soggetti considerati nell’analisi suddivisi per L& 8ell’'Ufficio
Sanitario Autorizzato

ASL Uffici sanitari N° soggetti
ULSS n° 3 Bassano del Grappa 388

ULSS n° 6 Vicenza 645

ULSS n° 8 Montebelluna 476

ULSS n° 9 Treviso 728

ULSS n° 16 Padova 5110
ULSS n° 20 Verona 8949
USMA Dolo 12010
TOTALE 28.306

USMA = Ufficio Sanita Marittima Aerea
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Calcolo delle perone-anni e tassi grezzi

Per calcolare la massa di persone anni della cabrseggetti esposti alla

vaccinazione contro la febbre gialla é stata cavaia:

* come data di inizio follow-up per un determinat@getto: la data di
vaccinazione se successiva alla data di inizioadelbpertura del
Registro Tumori per la ULSS di residenza del sdggetltrimenti nel
caso in cui la data di vaccinazione fosse precedamjuella di inizio
attivita del registro tumori, si € considerata quétsma come data di
inzio follow-up;

* come data di fine follow-up per un determinato sityg la data di fine
della attivita del Registro Tumori per la ULSS dsidenza se il soggetto
non ha sviluppato alcun tumore; viceversa se igstig € incorso in un
tumore la data di incidenza e stata considerateatatn di fine follow-

up.

In questo modo con il software “STATA vers. 10’hsostate calcolate le

persone anni della coorte.

Sono stati calcolati i tassi grezzi di incidenzardilanoma per sesso, classe

di eta e periodo di latenza.

Calcolo del SIR (Standardized Incidence Ratio)

Successivamente sono stati calcolati i Rapporind&tadizzati di Incidenza
(SIR), utilizzando la massa di persone-anni, caleotome prima esposto, e
I tassi di incidenza della popolazione del Veneajougpo di confronto)
specifici per sesso, eta, e periodo di calend@eo i(quinquenni 1987-1991,
1992-1996, 1997-2001), € stato calcolato il nuntercasi attesi e quindi il
SIR. Gli intervalli di confidenza al 95% dei SIRn&pstati calcolati con il
metodo esatto. Sono stati inoltre calcolati i SlRdiverse categorie di

soggetti esposti, in base al numero di vaccinazseguite contro la febbre
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gialla e in base anni di latenza. Riguardo agliiatinlatenza e stato
calcolato il TSV (time since exposure), ossiamp® trascorso dalla data di
fine follow-up alla data d’inizio esposizione (datdella prima
vaccinazione). Il TSV e stato suddiviso in tre sia® a 4,>5 a 9; e>10

anni.

Regressione di Poisson

Quando la coorte viene divisa in piu subcoortrallil confronto tra i SIR
delle subcoorti non € appropriato perché, se le thstribuzioni in base al
fattore di confondimento sono diverse, i SIR sotati calcolati usando
delle serie diverse di pesi. Un'analisi internalaletoorte permette di
superare il problema della non comparabilita tl&.SPuest’analisi &€ stata
condotta usando I"analisi della regressione dideéoische si utilizza nello

studio di eventi rari come la mortalita o l'incidendi patologia specifica.

E stato specificato un modello di regressione ds$m che presentava
come variabile dipendente i casi di melanoma e coagabile “rate
multiplier” le persone-anni e come covariate laadardella latenza (vedi
sopra) e covariate il sesso e variabili tempo-dileati come l'eta e |l
periodo di calendario. Si sono utilizzate tali abili nella regressione al
fine di eliminare le distorsioni derivanti dal fatthe la maggiore latenza dal
momento della vaccinazione e legata ad eta piuzawandel soggetto e
quindi ad un maggior rischio di melanoma. Talgat@one si evidenzia
dall'andamento dei tassi di incidenza di melanomléerdiverse eta (tabella
7) e nei diversi anni di calendario (figura 9) meRegione Veneto. I
periodo di calendario e’ stato categorizzato irssilali cinque anni ( 1987-
1991, 1992-96, 1997-2001), l'eta e stata categatazin tre classi (0-29;
30-59; >60).
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Tabella 7: Tassi standardizzati di incidenza di melanomaendiVerse
fasce d’eta nel’'uomo, periodo 1990-2001 (dati s&gi Tumori del
Veneto)

Classi di eta Tasso standardizzato Intervallo di
sulla popolazione confidenza
europea
0-29 14 1.1-1.7
30-59 14.2 13.2-15.3
60-85+ 15.5 13.9-17.1

Tassi standardizzati di incidenza di melanoma rdillerse fasce d’eta
nelle donne, periodo 1990-2001 (dati registro Turdel Veneto)

Classi di eta Tasso standardizzato Intervallo di
sulla popolazione confidenza
europea
0-29 3.1 2.6 -3.6
30-59 16.6 155 17.7
60-85+ 21.1 19.5 -22.7

Figura 9: Trend temporale dei tassi incidenza di melanogia/eneto [dati
Registro Tumori Veneto]
Classi di eta = da 0 a 83 anni - ampiezza classe = 5 anni

Sesso = Maschi Sede = PELLE, MELANOMI
Zona USL

Tassi grezzi di incidenza
{(x100.000)

| [ I | [ I [ | | [ I
1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Anni  [Registro Tumori Veneto)
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Nelle analisi di regressione, le stime di effetbdi® costituite da rapporti tra
tassi relativamente ad una categoria di riferimente € la classe “0-29”
per I'eta, la classe “1987-1991" per gli anni diecalario, e i “non esposti”
— o0ssia i soggetti che avevano eseguito la vacoinazdopo la data di
incidenza del tumore (figura 10) — per la latenRar calcolare gli anni-
persona di questa categoria di soggetti non esposti stati sommati anche
gli anni persona contati dal momento dell’inizid @@low-up del Registro
tumori al momento della vaccinazione di tutti i getii vaccinati (figura
11). Le altre categorie di latenza sono state séirm@me prima descritto per
gli altri modelli di indagine: fino a 4 anni, 5-910.

Figura 10: Soggetti non esposti perché vaccinati dopo il ©wanc

Inizio Cancro Vaccinazione
N\ J
Y
Non espos

Figura 11: Soggetti non esposti prima di essere vaccinati

Inizio Vaccinazione Cancro?
g %
b ' 7 hd
Non espos Esposi
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Studio caso-controllo entro coorte

Lo studio coorte confronta, attraverso lo standadliincidence ratio, il
tasso di incidenza di melanoma nella coorte degsthigvaccinati contro la
febbre gialla ed il tasso di incidenza di melanodela coorte della
popolazione generale del Veneto coperta dal Regi&timori. Tuttavia le
due popolazioni non sono identiche in tutto trashe per I'esposizione,
come sarebbe la situazione ideale, ma differiscpap altri fattori che
possono considerarsi confondenti della relazioaefdttore di esposizione
studiato (vaccinazione contro la febbre gialla) alattia (incidenza di
melanoma. Questi fattori confondenti infatti s@ssociati sia all'outcome
che all’esposizione, e sono I'esposizione al sdle ®ato socio economico.
La coorte dei soggetti vaccinati, che richiededacmazione per recarsi per
turismo o lavoro in paesi soleggiati, presenta sposizione al sole
probabilmente maggiore e uno stato socio-econorpigoelevato rispetto
alla popolazione generale. Entrambi questi fattmmo stati dimostratati

essere fattori associati ad un’aumentata inciddnaaelanoma.

Al fine di eliminare l'effetto di questi fattori edondenti e stato eseguito
uno studio caso-controllo entro coorte. Questo nhodk indagine e stato
dimostrato portare a gli stessi risultati di unedsd coorte classico, ma con

minor dispendio di risorse.

Selezione dei casi e controlli

Sono stati considerati come “casi” i soggetti ef&racoorte segnalati dal

Registro Tumori per aver avuto una diagnosi di mataa ( 37 soggetti).

Secondo lo studio Schiavetti et al. [2002], la et HERV-K-MEL non e
espressa nei tessuti normali e in alcuni tumomdadu cerebrali, tumore

della cervice uterina, tumore del colon retto, tvendel rene, mesotelioma e
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leucemia linfoide. Dato che questi tumori si contano come i tessuti

normali riguardo all’espressione di HERV-K-Melsaggetti affetti da tali

tumori sono stati considerati i controlli (127 sefg. | controlli cosi
individuati presentano le caratteristiche che dolezo guidare per la
selezione dei controlli secondo Rothman KJ e GeeehlS. [2006]. Infatti
secondo tali epidemiologi la scelta dei controlbiviebbe essere condotta
secondo 4 regole fondamentali:

e i controlli dovrebbero essere selezionati dall@sdaepopolazione che da
origine ai casi; in questo modo i controlli proveng dalla stessa
popolazione individuata come popolazione residemt&JLSS coperte
dal Registro Tumori.

e | controlli dovrebbero essere selezionati indipete@ente dal loro
stato di esposizione; in questo modo i controlln r&ono associati
all’esposizione “febbre gialla”, infatti si ritienehe l'aver fatto la
vaccinazione (nei diversi periodi di latenza) nda associato allo
sviluppo di tumori non esprimenti il gene HERV K_ME

* Il tempo durante il quale il soggetto ha la prob&bdi venire eletto ad
essere controllo dovrebbe essere lo stesso tenpuale il soggetto ha
una probabilita di diventare caso; in questo mamwsstati selezionati i
controlli (soggetti che hanno sviluppato tumori resprimenti il gene
HERV-K MEL) evidenziati dal Registro Tumori nelletesso arco
temporale (negli stessi anni) in cui sono insocAsi di melanoma.

* La probabilita di selezione di ogni soggetto traontrolli dovrebbe
essere proporzionale al tempo per cui esso avreopéribuito al
denominatore del tasso che si sarebbe dovuto eadcaualora uno
studio coorte fosse stato condotto; sono stagzgambati i controlli
emersi dagli stessi anni di follow-up di copertai@ registro tumori,

inoltre ogni soggetto ha contribuito al follow-uperpgli anni in cui ha
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contribuito a formare il calcolo delle persone adenominatore del

tasso dello studio coorte.

In sintesi si puo affermare che selezionando irctintra i soggetti affetti
dalle neoplasie indicate, evidenziate dal RegiStonori del Veneto, ha
permesso di selezionare i controlli che hanno awrtgine dalla stessa

dimensione spazio-temporale che ha originato i casi

A suffragare questa scelta vi € anche un’affernmeziespressa da
Wacholder S [1992], che specifica come ['utilizziocdntrolli costituiti da

soggetti con una malattia (tumore) che si manifestale stesse modalita
della malattia di interesse (melanoma), potrebbaihre una sorgente di
“selection bias”. Se questa malattia con simili ifestazioni non é

associata all’esposizione di interesse questi obintono da ritenersi ideali.
Inoltre la decisione di scegliere piu di un tumgrer i controlli & stata
motivata dal fatto che un ricercatore pu0 raramesgsere sicuro che
un’esposizione (anni di latenza dal vaccinaziongroola febbre gialla) non
sia associata ad una specifica malattia (altri diptumore, nonostante le
evidenze prodotte dallo studio di Schiavetti [2002Farebbe quindi
imprudente usare una singola categoria diagnostisando invece una
varieta di diagnosi si ha il vantaggio della dilaize dell’effetto di bias che
si verifica nellincludere un singola specifica egbria diagnostica
eventualmente associata all’esposizione [Rothman&&reenland S.

2006].

Definizione dell’esposizione

In questo studio caso-controllo entro coorte, tubggetti sono vaccinati e
quindi I'esposizione e stata definita con clasdaténza all’esposizione. Per
fare questo si é calcolato il TSV (time since espe), ossia il tempo
trascorso dalla data di diagnosi e dalla data poggione. Il TSV e stato
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suddiviso in quattro classiO; >0 a 5; >5 a 10; e >10 anni. La prima classe
(<0) comprende i soggetti vaccinati dopo I'insorgededumore, soggetti
che erano stati esclusi nello studio coorte, inntuaali soggetti sono non
esposti al momento della data di incidenza del temica classe TSV “>0 a

5” e stata considerata come classe “reference’irdgle € stato assegnato

un rischio unitario.

Analisi statistica

L’odds ratio (OR) per melanoma e l'intervallo dinflmenza al 95% sono
stati stimati attraverso la regressione logisticéilizzando un analisi
stratificata per centro di vaccinazione. In taégressione la variabile
dipendente era dicotomica (1 per i casi e 0 peontrolli). Le variabili
indipendenti considerate sono state: eta all'inuzde eta alla vaccinazione,
il sesso e la variabile TSV come variabile politoaiL’analisi statistica e

stata eseguita utilizzando il pacchetto statisH¢&TA versione 10.
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RISULTATI

Analisi descrittiva della coorte

Esclusi 201 soggetti, vaccinati per febbre giabpal I'incidenza di tumore
e che quindi possono essere considerati non esglosiccino, la coorte, di
soggetti vaccinati che rispettavano i criteri dclusione, € formata da
28.306 persone di cui 15.483 maschi (55%) e 12{8@8nine(45%). L'eta
media dei soggetti al momento di entrata nellateoérdi 37 anni (£12.38
deviazione standard = D.S.), di 36 anni (£12.37.Dp8r le femmine e 38
anni (x12.30 D.S.) per i maschi. La tabella 8 meos#r distribuzione per

ULSS di residenza dei soggetti vaccinati.

Tabella 8: Distribuzione per ULSS di residenza dei soggetticuzati

ULSS di residenza Conteggio
(denominazione vecchia)

1 165
2 84
3 521
4 300
5 1578
8 3239
10 2928
13 1889
16 1303
17 825
18 645
21 5288
25 7153
29 147
30 288
31 203
35 125
36 1625
TOTALE 28306
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Studio Coorte

I melanomi diagnosticati in questa coorte durahteeriodo di follow-up
sono stati 37 (21 maschi e 16 femmine). L'eta meldi soggetti affetti da
tale patologia al momento della diagnosi e di 48i @er le femmine e 47
anni per i maschi, e I'eta al momento della vaczimze € di 43 e 41 anni
rispettivamente. La distribuzione dei casi per éasteta € illustrata in
tabella 8.

Tabella 8: distribuzione dei casi per fasce d'eta.

12+

10+

0-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 271

La distribuzione di casi per periodo di latenzasg@sizione, definito come

tempo intercorso dalla vaccinazione alla diagn®@sindicata in tabella 9.
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Tabella 9: distribuzione dei casi per anni di latenza

ANNI di |DITRIBUZIONE DEI
LATENZA CASI

1-2

2-3

3-4

4-5

5-6

6-7

7-8

8-9

9-10

10-11

11-12

12-13
Totale
complessivo

NlRlo|N A wl oo~

w
~

La massa persone-anni della coorte dei soggettinat € di 199.867 py

(person year).

Il tasso grezzo d’incidenza di melanoma nella eoa@tdi 18,5/100.000
(IC95% 13,4- 25,6). Il tasso grezzo d’incidenzanglanoma sesso specifico
e di 18,2/100.000 per le donne (IC95% 11.2-29.di £8,7/100.000 per gli
uomini  (1C95%12,2-28,7). | tassi grezzi specifigr fasce d’etd sono
presentati in tabella 10. | tassi specifici pengebw di calendario, suddiviso
in quinquenni, e di 13,7/100.000 (IC95% 4,4-42,8) quinquennio 1987-
1991, di 19,9/100.000 (IC95% 11,5-34,2) nel quingue 1992-1996 e di
18,6/100.000 (IC95% 12,2-28,6) nel quinquennio 7t2001. | tassi
specifici per anni di latenza suddivisi in quingne® di 16,7/100.000
(IC95% 10,7- 27,0) nella classe di latenza 0-4 amhi 24,3/100.000
(IC95% 14,9-39,6) nella classe di latenza 5-9 amndi 10,7/100.000
(IC95% 3,5- 33,3) nella classe di latedd® anni.
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Tabella 10: Tassi grezzi specifici per fasce di eta

CLASSI di ETA' | TASSI |IC95%
0-29 12,6 |4,7-33,5
30-59 17,9 |12,2-26,3
>60 30,6 |14,6-64,2

Il rapporto standardizzato d’incidenza (SIR) netlaorte dei soggetti
vaccinati rispetto alla popolazione generale deiéte é di 1,2 (IC95% 0,9-
1,7). Il SIR nelle femmine € pari a 1,2 (IC95%-Q,9) e nei maschi di 1,3
(IC95% 0,8-2,0). | SIR per classi d’eta sono ragpntati in tabella 11. Si
osserva che i giovani (classe d’eta 0-30 anni) #spovaccinazione siano a
maggior rischio di melanoma, rispetto alla popaaei generale. Il SIR per
periodo di calendario € nel quinquennio 1987-19&1 @ 1,4 (IC95% 0,5-
4,4), di 1,4 (IC95% 0,8-2,5) nel quinquennio 19986, di 1,1 (IC95%
0,7-1,7) nel quinquennio 1997-2001. Il SIR speaticper classi di latenza
e mostrato in tabella 12.

Tabella 11: SIR per classi di eta

CLASSI di eta| OSSERVATI |ATTESI |SIR | IC95%
0 4 0,9 4.4 1.6-11.6
30 26 2239 1.2 |0.7-1.7
60 7 6.28 1.1 |0.5-2.3

Tabella 12: SIR per classi di latenza

CLASSI DI LATENZA |OSSERVATI |ATTESI |SIR |1IC95%

0-4 18 13,9 1,29/0,82-2,04
5-9 16 10,5 1,52/0,93-2,5
>10 3 5,32 0,56/0,18-1,75
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Studio coorte con confronti interni

Gli odds ratio ottenuti attraverso la regressiondtipla di Poisson sono

esposti in tabella 13.

Tabella 13:Risultati della regressione multipla di Poisson

CLASSI DI LATENZA SIR | IC95%
(reference classe non esposti

0-4 0,93/0,45-1,94
5-9 1,07/0,48-2,38
>10 0,38/0,1-1,45
SESSO SIR | IC95%
(reference maschi)

femmine 1,12/0,65-1,93
CLASSE DI ETA’ SIR [1C95%
(reference CLASSE 0-29)

30-60 2,43|1,05-5,64
60-90 3,85/1,32-11,2
ANNO DI CALENDARIO SIR [1C95%
(reference classe 1987-1991)

1992-1996 1,31/ 0,56-3,03
1997-2001 2,08/0,87-4,96

Dai dati emerge come l'eta sia un fattore forteraeagsociato al rischio di
incorrere nella patologia. Si evidenzia inoltre wend (anche se nessun
intervallo di confidenza raggiunge la significatévstatistica), nel rischio di
melanoma per classe di anno di calendario; infaigchio negli anni 1992-
1996 e del 30% in piu rispetto a quello di ammatinmelanoma negli anni
1987-1981. Negli anni 1997-2001 il rischio di camte il melanoma e
doppio rispetto agli anni 1987-1991.

| dati emersi mostrano una riduzione non progressiel rischio di
melanoma con un rischio pressoché unitario nedlase 0-5 e nella classe 5-

9, rispetto alla classe dei non esposti, mentréa reghsse>10 appare un
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rischio ridotto di piu del 60%, al netto dellaggtamento per le altre

covariate.

Studio caso-controllo innestato nello studio coorte

La distribuzione dei casi e dei controlli per ckash latenza é illustrata in
tabella 14.

Tabella 14 distribuzione dei casi e dei controlli per cladstatenza

CLASSI DI LATENZA |CASI |CONTROLLI
NON ESPOSTI 18 27
0-4 16 53
5-9 18 55
>10 3 43

In un’analisi univariata, si evidenzia come I'OdR.malattia, considerando
come categoria “reference” la classe 0-4 anni tdintza, sia doppio per i
soggetti non sono stati esposti alla vaccinazigo@si unitario per coloro
che hanno eseguito la vaccinazione da 5-9 anndogta piu dell’80% per

coloro che hanno eseguito la vaccinazione da piDdinni (vedi tabella 15)

Tabella 15: O.R. analisi univariata

CLASSI DI LATENZA |O.R.|CI95%
NON ESPOSTI 1.96 | 0.88-4.37
0-4 1

5-9 0.870.40-1.85
>10 0,210.06-0,74

| risultati dell’analisi multivariata, aggiuntata&psesso, eta all'incidenza ed
eta alla vaccinazione, sono descritti in tabella 16
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Tabella 16: O.R. analisi multivariata

CLASSI DI LATENZA |O.R.|CI95%
NON ESPOSTI 3.580.84-15.1
0-4 1

5-9 0.4710.15-1.45
>10 0,06 0.01-0.54

Si evince chiaramente che la vaccinazione €& piaetiei confronti del
melanoma per la classe di latenzE0, con una riduzione del rischio del
96%.
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DISCUSSIONE

La nostra coorte di soggetti vaccinati per la febgralla nella Regione
Veneto puo ritenersi esaustiva e completa. Infdttiti i soggetti che

vogliano recarsi in paesi che esigono la vaccimazimontro la febbre gialla,
devono esibire un certificato di vaccinazione che pssere rilasciato solo
dagli Uffici Sanitari Autorizzati. E’ poco probabilquindi che i soggetti si
rechino dal proprio medico generalista o in altesles per effettuare la

vaccinazione.

Non ci sono studi epidemiologici in letteratura chiérontano lo stesso
argomento. Questo ¢ il primo studio che valutalazione tra vaccinazione
contro la febbre gialla e il rischio di melanomaer Rorimi abbiamo
evidenziato come la somministrazione del vaccinotroola febbre gialla

riduca I'incidenza della malattia dopo dieci analla sua somministrazione.

Interpretazione fisiopatologica

Krone et [2005], nel commentare i risultati emelailo studio FEBIM, ha
dimostrato che il vaccino contro la BCG e contraaiolo conferiscono una
protezione contro l'incidenza del melanoma se samstnati precocemente.
Come per il BCG e Virus vaccinia, & stata propastehe per il vaccino
contro la febbre gialla un’ipotesi di immunosorvagka, dovuta a cross-
reattivita tra antigeni virali presenti nel vaccimol'antigene “marker di
melanoma” I'HERV-K-MEL, una proteina presente nekdragrande
maggioranza dei melanomi e dei nevi displastici moa nei tessuti sani
[Schiavetti, et al 2002].
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L'antigene HERV-K-MEL e prodotto dal gene-env dakrovirus endogeno
umano di tipo K (HERV-K). | primi studi che evidaazano la presenza di
auto-anticorpi specifici per proteine endogene oratali sono stati
pubblicati venti anni fa [Toth et al, 1985]. La uwat di tale risposta
immunitaria risulta difficilmente spiegabile poictgueste proteine sono
antigeni self e non dovrebbero scatenare una tsposnune. Comunque il
motivo per cui la tolleranza venga meno € oggitdeb sconosciuto. Dati
ormai consistenti hanno documentato un aumenteeduénza del titolo di
anticorpi diretto contro le proteine HERV-K in peati affetti da tumore
testicolare. E'interessante che dopo aver eliminateumore, il titolo
anticorpale scenda improvvisamente e diventi ndevabile se testato
cinque anni dopo I'asportazione chirurgica. Quidtato dimostrato che gli
anticorpi anti-HERV-K sono un utile marker peruhtore al testicolo a fini
diagnostici e prognostici. Inoltre e stata evidatei’espressione di KERV-
K nella placenta ed é stata segnalata una prexabiopia di anticorpi anti-
KERV-K nel siero di donne al termine della gravidanSimpson et al.
1996]. In soggetti con tumore alla mammella soati sconosciuti antigeni
HERV-K [Lower and Kurth, 1996], cosi come nel tumadel pancreas
[Schmitz-Winnenthal et al, 2007]. Inoltre, sonatistavati linfociti T anti-
HERV in due pazienti con il melanoma ma non in viatlii normali e
guesto fa pensare che l'antigene HERV-K-MEL siaepitopo utile come
antigene tumore-specifico per creare dei vaccimtrooil melanoma e in
minor parte, per curare pazienti affetti da alaranomi [Schiavetti et al,
2002].

E’ stata dimostrata un’omologia di sequenza palditnente elevata tra
I'antigene HERV-K-MEL e una poliproteina indottal d&rus della febbre
gialla [Krone, et al 2005].

A sua volta, la proteina HERV-K-MEL, o ‘'marker oklanoma risk’, mostra

omologie nella sequenza di aminoacidi con una pratenzimatica presente
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nel nucleo, il fattore Oxygen Responsive ElemenndBig Protein
(OREBP), che regola l'espressione di glutationeog®dasi. Per guesta
omologia con OREBP, la proteina HERV-K-MEL inibisbespressione di
glutatione perossidasi. Tle inibizione induce utress ossidativo cellulare
dovuto ad un eccesso intracellulare di radicakriil@ell'ossigeno, che non
vengono adeguatamente metabolizzati dalla gluatmerossidasi. Questo
puo condurre a mutazioni del DNA che determinana trasformazione
maligna della cellula a distanza di anni o di decene quindi alla

formazione del melanoma.

Il glutatione (GSH) infatti e’ un tripeptide fornmmada cisteina, glicina e
acido glutamico, che e presente ubiquitariamenteitin i tipi di cellule a
concentrazioni millimolari [Giovannini, et al 200Bteister & Anderson, et
al 1983] e, secondo molti autori, € il piu poteatdiossidante endogeno.
Nell’organismo origina dalla scissione del GlutagoDisulfide (GSSG) ad
opera dell’enzima Glutatione reduttasi. Questceeptfe esiste infatti sia in
forma ridotta (GSH) che in forma ossidata (GSS&gilo indicata come
glutatione bisolfuro, e prende parte alle reaziedbx grazie all'ossidazione
reversibile dei suoi gruppi tiolici attivi [Kalyareman et al, 1996]. Il
glutatione in forma ridotta, essendo un tripeptidbasso peso molecolare,
puo essere agevolmente assorbito a livello int@stinLa quota piu
importante, comunque, € quella della biosintesiogeda a partire dai
precursori. Nella cellula, in condizioni redox nalm la maggior parte del
GSH é in forma ridotta ed e distribuito nel nucleogl reticolo
endoplasmatico e nei mitocondri. Oltre che in fortizera, iI GSH,
mediante un processo chiamato glutationilazion®, guche essere legato
covalentemente a proteine, regolandone la funziondungendo da
coenzima in sistemi enzimatici antiossidanti [Poltapet al, 2003]. I| GSH
puo quindi agire direttamente da scavenger di aidiberi e di xenobiotici

elettrofili, oppure da substrato per le glutatioperossidasi (GPxs) e
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glutatione S-transferasi (GSTs), durante i processietossificazione del
perossido di idrogeno, di idroperossidi lipidiatliecomposti elettrofili (vedi
figura 11). Quando lo stress ossidativo produc#&anganismo i perossidi

si determina la seguente reazione:
2GSH + ROOH ----> GSSG + ROH +,8

Dove: 2GSH rappresentano due molecole di L-glutatie ROOH il

perossido.

Dalla reazione si produce acqua, alcool (ROH) e wumalecola di
glutathione disolfuro (GSSG). Se il perossido iregfione € rappresentato

dall'acqua ossigenata, la reazione produrra:
2GSH + HO; ----> GSSG + 2 kD
cioe la formazione di due molecole di acqua e urggudathione disolfuro.

Queste reazioni sono determinate dalle glutatiom®gsidasi (GPx), che
costituiscono una famiglia di enzimi contenenties@ capaci di ridurre
idroperossidi, sia organici che inorganici, nei rspondenti composti
idrossilici, utilizzando il GSH e/o altri equivaliémiducenti. Durante il ciclo
catalitico, il selenio viene ossidato dall'idropss@lo ad un derivato
dell'acido selenico; questo prodotto intermediouecgssivamente ridotto
dal donatore di elettroni. In presenza di GSH smf un legame tra il
selenio e lo zolfo, che viene poi rotto da una sdaomolecola di GSH.
Sono note diverse isoforme della GPx, tessuto- lostsato-specifiche
[Ursini et al, 1995]. L’attivita sia delle GPxs cllelle GSTs comporta un
abbassamento del livello totale del GSH intracetkiled un aumento del
GSSG. Questo aumento € potenzialmente molto c#icmsin quanto porta
alla formazione di ponti disolfuro nelle proteinellalari. Durante le
reazioni mediate dalle GST, inoltre, il GSH si a@a con varie sostanze
elettrofile, e gli addotti cosi formati vengono st attivamente dalla

cellula, con ulteriore deplezione di GSH nel casaui la concentrazione
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della sostanza elettrofila sia maggiore della ci@adi risintesi. I GSH

cellulare puo essere rigenerato in seguito a rahezidel GSSG formatosi
oppure sintetizzato ex novo. La riduzione del GSEGSH ¢ catalizzata
dalla glutatione reduttasi (GRed), che utilizza eoagente riducente |l
NADPH, prodotto dal ciclo dei pentoso-fosfati, eduéndi dipendente dalla

efficienza di tale via metabolica [Argyrou & Blararil, 2004].

Figura 11: [tratto da Giovannini C, 2006 Annali Istituto shnita.Glutatione
ed enzimi correlati]. I GSH puo eliminare direttante i radicali liberi o
funzionare da substrato per la glutatione peross{@Px) e la glutatione-S-
trasferasi durante la detossificazione dei perossidrogeno, idroperossidi

organici (lipidici) e composti elettrofili.
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Nellorganismo la riconversione della forma ossadabh quella ridotta
avviene ininterrottamente. Tale rigenerazione ealizaiata dall’enzima

glutatione reduttasi. Vista la grande importanzlodstress ossidativo in
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svariate patologie degenerative e tumorali, € dacibmprendere che |l
glutatione ridotto € indispensabile per la rimozodei radicali liberi

dall’organismao.

L’attivita del glutatione ridotto si esplica a pechi livelli, presenta infatti
anche azione chelante grazie alla quale vengonccdtiometalli pesanti
quali il piombo, cadmio, mercurio, alluminio in nmdla renderne piu
agevole e rapida I'eliminazione. Di fatto esso iglipee che questi metalli si
leghino ai gruppi —SH delle proteine tissutaliegld enzimi deteriorandoli.
La melanina lega ioni metallici. In presenza divate livelli di H,O,, gli
ioni Fe2+ catalizzano la reazione di Fenton cosicelengono formati
radicali idrossilici (-OH) all'interno della cellal Un accumulo di ioni
metallici & associato con metallotioni. E’ statindstrato che elevati livelli
di metallotioni sono associati ad una prognosi @favole di melanoma
[Weinlich, 2003].

L’inibizione della produzione della glutatione pessidasi quindi provoca

un aumento dello stress ossidatighe ha molteplici effetti negativi sui

melanociti determinando:

danno diretto da parte dei radicali liberi al DN effetto mutageno;
inibizione della apoptosi cellulare;

sintesi inadeguata di melanina.

- L'evento che determina [liniziazione della cetlue una mutazione
strutturale del DNA, e richiede anche uno o pidi dcdivisione cellulare

per “fissare” il danno. L'induzione di una mutazéor solitamente dovuta
ad una alterazione chimica o fisica nella strutdebDNA, che esita in una
non perfetta replicazione di una particolare regiolel genoma. Il danno
ossidativo, infatti, rappresenta la principale rogia per lintegrita del

genoma nella maggior parte degli organismi vivergispecie con ossigeno

reattivo (Reactive Oxygen Species, ROS) sono mtdeopontenenti uno o
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piu elettroni spaiati nell'orbitale esterno che gms danneggiare tutte le
macromolecole cellulari; agiscono infatti, sui tlpisulle proteine e sugli
acidi nucleici, in dipendenza della loro localizmewe, natura e
concentrazione. A causa di questa estrema reatBeiho considerati come
fattori importanti in numerosi processi cellulad é particolare & stato
proposto un loro coinvolgimento nell’inflammazioremoptosi, senescenza

€ cancro.

I ROS possono portare alla formazione di basi assjdsiti apurinici-
apirimidinici (AP) e rotture al DNA. Due sono le ipeipali basi
premutagene che si formano a causa dello stresdabgs la 7-idro-8-
ossiguanina (8-oxoG) e la 2-idrossi-adenina (2-OH-Ae elevate
caratteristiche mutagene di queste basi ossidaie Isoconseguenza della
loro capacita di formare appaiamenti diversi da llgueanonici.
L’incorporazione di un gruppo OH nella posizione8Qlella guanosina
modifica il campo elettrostatico della molecolaw® pertanto modificare i
sistemi riparativi del DNA o l'azione della DNA polerasi durante la
replicazione. La formazione di addotti 8-OH-dG gilitnostrata mutagena
nel menoma del fago M13mpl9 ed in grado di causargtituzioni
guanosina-timina e adenosina-citosina nel DNA M13ngel'E. Coli
[Cheng et al, 1991]. In particolare quindi la 8-@Gxpu0 appaiarsi anche con
'adenina, dando luogo a transversioni -GTA e AT—CG. La 2-OH-A
pud appaiarsi in maniera promiscua e dare luogaasieansizioni che a
transversioni (AF-CG, AT-GC, AT—>TA, GC—TA). La 8-0xoG e una
lesione particolarmente frequente e la sua perst@lger la cellula é resa
evidente dalla presenza di differenti sistemi dntoollo in grado di
rimuovere questa base ossidata. Esiste un sistam@patazione per
escissione delle basi (Base Excision Repair, BER)agiscono in concerto
per minimizzare l'effetto tossico e mutageno deflaoxoG. La DNA

glicosilasi OGG1 del BER é in grado di rimuovere darina ossidata
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guando si trova nell’appaiamento 8-0xoG:C, inizatidvento di escissione
della 8-o0xoG presente sul filamento stampo di DNBsistono sistemi di
riparazione in grado di rimuovere le basi ossidide DNA, tra i quali il
sistema di riparazione per escissione di basi @aide Excision Repair,
NER). I NER e il principale sistema di riparaziominvolto nella
rimozione del danno causato dalla luce ultravialelta presenza di ROS
all'interno di una cellula puo causare non solddzgone diretta del DNA,
ma anche delle purine e/o pirimidine del pool decleotidi (ANTPs). |
dNTPs ossidati possono essere incorporati nel DNale dpolimerasi
replicative durante la fase di sintesi. Per evitguesta fonte di danno, nella
cellula si é evoluto un sistema di “pulizia” delgbalei nucleotidi ossidati.
In conclusione, la presenza di ROS all'internoalekllula puo determinare
sia un’ossidazione diretta della doppia elica deNAD che delle
modificazioni di tipo ossidativo dei precursori ldesintesi del DNA.

-L’aumentata tensione d’'ossigeno induce lattivaeiadi fattori nucleari,

come il NF-jB e altri fattori, la cui espressionalipendente dalla tensione
d’'ossigeno, che hanno un’attivita anti-apoptoticartgndo ad un lento
processo potenzialmente tendente ad una trasfasn@zimaligna della

cellula [Tokumura, et al 2004; Salvucci et al, 20P&lozza et al, 2003].

-Inoltre, per una normale biosintesi di melanir&a, necessaria una
condizione ossido-riduttiva ottimale nella cellulagntre in presenza di un
alterata regolazione ossido-riduttiva si forma ignento anomalo. A sua
volta, lo stress ossidativo endogeno ed esogeaangentato dal pigmento
anomalo e vengono generate dalle specie maggioemerattive
dellossigeno, come -OH [Meyskens, et al 2001]eQ&a causano, come
sopra descritto, a danni a diverse strutture @iluhcluso il DNA.

L’inibizione della produzione della glutatione-psstdasi provoca un

aumento dei livelli di GSHche determinano una sintesi di melanina

inadeguata.
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-La tirosinasi detiene un posto centrale nella mad@nesi per la capacita di
catalizzare le prime due reazioni costituite daitbissilazione della tirosina a
dopa e la successiva ossidazione a dopachinonefigedh 12). Una volta
che il dopachinone é stato generato, il suo destiatabolico in definitiva
dipende dal contenuto in sulfidrili dei melanodRertanto, gli enzimi capaci
di influenzare lo stato ossidoriduttivo del glutaie possono indirettamente
interessare il grado di melanizzazione. Esistorazieni reciproche tra
pigmentazione della pelle e livello cutaneo di GBHli GSH reduttasi,
presenti in quantita significativamente inferioglla pelle nera rispetto a
guella bianca dei Caucasici. L'ossidazione del di@rossindolo a
melanina, in presenza di tirosinasi, viene iniloitaun eccesso di GSH e si
pensa che esista la possibilita che i compostraditali sulfidrilici possano
anch’essi giocare un ruolo nella regolazione a Vaglli nel percorso
dell’eumelanina in punti distali rispetto alla faamone del dopachinone. Se
manca per inibizione del gene HERV-K-Mel la glutae perossidasi, il suo
substrato che e il GSH ridotto, si accumula neldlua dando quindi
origine ad un’alterata formazione di melanina. lexgssidasi in genere,
inoltre, potrebbero agire durante un altro passaggritico della
melanogenesi, e precisamente durante la polimeiza ossidativa del
5,6-diidrossindolo (DHI) a melanina e l'incorporaze dell'acido 5,6-
diidrocarbossilico (DHICA) nel polimero. Le perodasi potrebbero anche
giocare un ruolo critico nella sintesi delle feoarehe, agendo in particolare
sulla polimerizzazione ossidativa delle cisdopa. deplezione della
glutatione perossidasi potrebbe portare quindi ad alterata

polimerizzazionedella melanina.

Figura 12: [tratta da Wittgen & van Kempen, 2007] Relazitraebiosintesi

della melanina e reazioni ossido-riduttive.
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Melanin synthesis and generation of ROS, UVinduced phaeomelanin synthesis can deplete the pool of reduced glutathione and negatively affect the
anfioxidant status of melanoma cells. Furthermore, UV, cellular metals and cell metabolism disturb the balance between the prooxidant and the
antioxidant effects of melanin on the generation of ROS. This, in tumn, increases DNA and melanosome damage, whereas the transcriptional
acfivation of antizpoptotic programmes maintaing melanoma cell viability. GYS, cysteing; DOPA, dopaquinane; TYR, tyrosine.

Interpretazione dati epidemiologici

Innanzitutto, nello studio caso-controllo emergemeo l'efficacia del
vaccino si evidenzia solo per la classe di espas&zcon periodo di latenza
>di 10 anni. La spiegazione di questo risultatoi éipb fisio-patologico.
Infatti, considerato quanto sopra esposto, é fantigire che I'azione del
vaccino sia di tipo inibente la fase di iniziazoa possa agire nelle prime
fasi di promozione del tumore e che quindi il vaccrisulti meno efficace
invece nelle fasi tumorali piu avanzate. Si presustee i tumori
diagnosticati prima dei 10 anni dall'esposizionebabilmente fossero
presenti ma silenti al momento della vaccinazidanegonsiderazione del
fatto che, dal momento dell’ iniziazione al momedtla manifestazione

clinica dei tumori, possono passare anche decenni.

E’emerso che soggetti vaccinati nella classe dDe28 anni presentano un
tasso di incidenza significativamente piu elevaspetto alla popolazione
generale, tuttavia la media del tempo di latenzlla dzaccinazione nei

soggetti affetti da melanoma appartenenti a taesd di eta, era di 2 anni.

Questo eccesso di rischio quindi probabilmente dimaoche, il rischio
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basale di questa coorte di soggetti vaccinati cotgrfebbre gialla & piu

elevato di quello della popolazione generale, pgitt che tale eccesso sia
determinato dalla vaccinazione stessa. Il tempaddzione di una neoplasia
infatti richiede molti anni. Questi soggetti quarstio stati vaccinati erano

del tutto verosimilmente gia affetti da melanomdaise silente.

L’effetto protettivo contro il melanoma della vacarione contro la febbre
gialla, dopo 10 anni dalla somministrazione, emaéng®odo evidente dallo
studio caso-controllo entro coorte. Infatti 'ORmdelanoma nel gruppo con
periodo di latenza >10 anni e di 0.20 (IC=0.0B5).rispetto ai soggetti
che hanno ricevuto una vaccinazione da 0-5 anni.stessa tendenza
dell’'effetto del vaccino (tuttavia senza signifivét statistica), € emersa
nello studio longitudinale che confronta la coal soggetti vaccinati con
la popolazione generale del Veneto, infatti il §ERandardized incidence
ratio) dei soggetti vaccinati >10 é uguale a qI&95% 0.18-1.75); nella
regressione di Poisson I'O.R. risulta ancora pigsba pari a 0.38, ma
ugualmente non significativo (1C95%=0.1-1.4). Il two di questi risultati
apparentemente contraddittori pud essere attribaiitdatto nello studio
coorte si utilizza come confronto la popolazionenagale del Veneto,
mentre lo studio caso-controllo permette un coriroentro coorte. La
coorte di soggetti vaccinati non si distingue dakgolazione generale del
Veneto solo per I'esposizione (condizione idealem studio coorte), ma
anche per altri fattori potenzialmente confondedélla relazione tra
esposizione e malattia (vedi metodi). Il SIR, itifatella classe di latenza O-
4 anni, tempo entro il quale il vaccino molto prbitraente non dimostra
alcuna efficacia, ha un SIR rispetto alla popolagigenerale di 1.30 . Se al
SIR della classe >10 viene sottratto I'eccessasahio unitario della prima
classe (0.56-0.30), abbiamo un SIR di 0.26, sowaiie al risultato dello
studio caso controllo. Con la regressione di Poissbe permette un

confronto interno, definita la classe di non espo®tine categoria reference,
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la classe di esposizione con latenza >10 anni ptas rischio 0.36 ancora
una volta dato sovrapponibile a quello ricavatdadatudio caso-controllo
ma non significativo a causa di una numerosita canapia ridotta (vedi

paragrafo successivo).

Limiti dello studio

Limiti metodologici

Pur avendo arruolato un elevato numero di soggaticinati, lo studio ha
dato origine a pochi casi di melanoma, in quanto claorte era
prevalentemente formata da soggetti giovani carattgi da un rischio di
melanoma minore rispetto ai soggetti anziani. Lasshanumerosita
campionaria dei casi ha portato a non ottenerdtatsustatisticamente
significativi nella regressione di Poisson per Ur@ssa potenza statistica

dello studio.
Applicabilita del vaccino a scopo preventivo

La risposta umorale e cito-soppressiva indottavdakino possono essere
eluse dal melanoma stesso. || melanoma umanotijnfa anche attuare
una serie di meccanismi immunosoppressivi. Ad esemgeellule
neoplastiche possono produrre fattori solubili con@&-6, IL-I0 e VEGF
[Kriger-Krasagakes et al, 1994, Krasagakis et 898l | meccanismi
immunosoppressivi mediati da questi fattori sonatinlii: 1L-10 puo
bloccare il differenziamento di TH1 (linfociti CD%elper”, determinanti
per lo sviluppo della risposta immune cellulomeaaV EGF puo inibire la
maturazione di cellule dendritiche (cellule depaitatla presentazione di
antigeni e all’attivazione dei linfociti anti-tumey. Inoltre, linfociti T isolati
da pazienti sono frequentemente caratterizzati ifigttiddi attivazione,

indotti da cellule neoplastiche, che conducono lakcdp della risposta
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immunitaria [(Zea et al, 1995]. Infine, il melanomanano, soprattutto in
fase metastatica, esprime e rilascia in forma selubolecole d’adesione
(come TCAM-1) [Natali et al, 1990]. Queste molecgjeando sono in
forma ancorata alla membrana giocano un ruolo fowrddale nel
consentire il legame tra cellule del sistema imnaro e cellule
neoplastiche. Tuttavia, in forma solubile, le stessolecole d’adesione
occupano i recettori sui linfociti T e di fatto mapediscono l'interazione
con il tumore. Le prospettive per uno sviluppo ickindell'immunoterapia
del melanoma dipenderanno in modo determinantea dedpacita di
comprendere e contrastare i principali meccanismi etusione e

soppressione della risposta immunitaria ad opdta dellule neoplastiche.

Conclusioni

Lo studio caso-controllo entro coorte ha dimostratee il rischio di

melanoma e consistentemente diminuito nella cldsdatenza > 10 anni
dalla vaccinazione; lo studio non una potenza aefite per poter
raggiungere la significativita statistica nell’aisalPoisson. La ricerca deve

essere ampliata per poter confermare i risultatienziati.
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