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SUMMARY

Aim of this work was to verify the therapaitic efficacy of acive and passive
vaccinationagainst m-TERT in mice beaing transplardble tumors and in an
aubchthonousmousemodel of prostatecancer: the TRAMP model. To chaose
the best vaccination protocol we devebped DNA-based antigenspecific
expresson systems employing eukaryotic plasmid expression vectas and
recombinantadenowuses We usedsplenocytesfrom vaccinaied mice to setup
mixed leukocyte peptide cultures (MLPC) with the mouse (m)-TERT19s205
pegide. This sequenceof mouse TERT was idenified as the immunodonmant
epitope by screeningoverlappirg peptides coverng the whole protein. MLPC
were testedin IFNy-specific E.L.IS.A. assy againstpeptidepulsed cels and
unpulsed tumor cell lines of different histotypes, but with the sane H-2°
hadotype A persisterlyy high level of recognition was noted aganst peptide-
pulsed cell lines whereas repeatedin vitro stmulation with y-irradiated
syngeneicsplenogtespulsed with alow doseof m-TERTigg205 peptide(0.1 uM)
every week led to an increagd recogniton of unpuked tumor cel lines This
enhancedrecgnition was observedonly in MLPC from mice vacanated with
DNA plasmid vecbr and suggested preferatia proliferaton of high-avidity
CTL clonesundertheseculture conditions.The augnentin high-avidity CTLs is
suwpported by TCR analysis by spectratypingthat proveda posiive sdection of
VB-11 chain of TCR during in vitro passagedogeher with TCR clonotype
enrichmet. We demongrated an important therapeut effect by m-TERT19s205
payclonal CTLs transferin a metastaticmelanomamodel, where mice treated
with CTLs transfer presenteda significant reduction of the lung metastases
comparedwith untreated controls, and in trasplantable tumor models, where
TERT19s205 CTLs induceda sfatistically significantdelayin tumor growth and a
suvival increasen bothmelanomaandprostae carccinomabearhg mice.

To identify and isolate high affinity CTL clones specfic for m-TERT19s205
epitopewe usedthelimiting dilution techniquestarting from the polyclond CTLs.
We obtaineda large spectrumof clones,amongwhich clone CTL-7 wasthe most
intriguing. In factit wasableto recagnizetumorcdl lines of differenthistotypes(
medanoma,prostae carcinomagolon caranomaand sarcomaas well aspeptide
pulsed cell lines Transferof CTL-7 clone exerted a beter therapeut effed on

lung metastagsgeneratedy melanomaells.



We also investgated the possibility to elicit a protedive anitumor response
through an active immunizationin TRAMP mice. We performeda cycle of two
biweekly i.m. injecions of a plasmidencodng m-TERT repeateal evely 10 weeks
for the enire life of the mouse. Mice vacdnated againstm-TERT showeda
reduction of tumor progressiorat week24™ anda survival prolongationcompared
to mock vecr-treatedgroups

Thesedatarepresat a good platform to translaé more effective vaaines for the

therapyof humancancers



RIASSUNTO

Lo scopodi qusesto lavoro e statoverificarel'efficaca terapeutca di interventi di
vaccinamne attiva e passva antitumoanle sfruttandol'anigenem-TERT, sia in
modelli di crescitatumoraleindottadallinoculodi celule tumorigenicke siain un
modello murino transgenicodi carcinogersi prostatca spontaea: il modello
murino TRAMP. Abbiamo confrontato due modalta di vacinazione basate
sul'impiegodi vettai plasmidicio adenoviré codificanti I'antigenedi interesse,
con lo scopo di sceglierela piu efficace. Abbiamo utilizzab gli splenaiti
derivantidagli animali vaccinatiper allesire colture leucitarie stimolate conil
pepide (MLPC) utilizzando il peptide m-TERT19g205 Questopeptide & stato
identificato come eptopo immunodominante della ribonudeoprotena telomerasi
murinatramte screeningli un pannellocormpleto di peptidi checoprivanol'intera
sequenzadella proteina Le MLPC smo stak testde funzionalmente in sagg
E.L.IS.A. perrilasciodi IFN-y dopo cocdturaconbersaglicellulari pulsaticon il
pepide m-TERT195205 0 concelluletumoralidi diversaistologiamadi medesimo
aplotipo H-2°. Abbiamo dimostrdo un riconoscimert persisterg dele cdlule
pulsate con il pepide mM-TERT;9g205 da parte sia ddle MLPC derivate dadi
animali vacchdi con solo DNA plasmdico che da quelle derivae dagli animali
vaccinati con il regime a "prime-boost. Solo dopo ripeuti passaggiin vitro,
duranti i quali le MLPC venivanoristimolate utilizzando splenocit singeniciy-
irradiati e pulsati con dosi base di peptidem-TERT9g205 (0.1 uM), abbiano
natato un incremanto nel riconoscimera di bersagl cellulari non pulsat daparte
unicamentedelle MLPC derivatedagli animdi vacdnat con DNA plamidico,
swggerendocla possbilita di averindotto la proliferazionedi linfociti a maggior
affinita per l'antigene. L'aumentodi linfociti T citotossici (CTL) a maggior
affinita e stat dimaostratatramite I'analisi spectatyping dd TCR, che harilevato
una selezionepositiva della catenaVp-11 durantei passagi in vitro. Abbiamo
quindi dimostratoun importanteeffetto terapeuico indotto dal trasfermenb dei
CTL policlonali m-TERT specifici siain un modelo di melanomametasatico a
livello pamonarein cui gli animali tratat tramite trasferimeto dei CTL m-
TERT specifci hannopresentatounariduzionesignificaiva ddle metastasjsiain
due modeli tumorali trapiantabilidi diversaistologia in cui il tratamento ha
indottoun significativo aumentadellasopravvivenza. Sucessvamente tramte la
tecrica "limiting dilution" abbiamoottenuto un ampb spetto di cloni CTL m-
3



TERT specifid, de quali il clone CTL-7 e risuttato il piu interessate. Infatti il

clone CTL-7 in vitro e statocapacedi riconoscee cellule tumoral di differerte
istolagia (melanoma,carcinomaprostatico,carinomadel colon e saroma) allo
stessomododelle cellule pulsateconil peptde siain saggiE.L.1.S.A. perrilascio
di IFN-y sia in sagi di citotossicita. Inoltre il clone CTL-7 ha evidenzato un
miglior effetto terapeuticoin vivo rispeto alla coltura policlonale, infatti gli

animali trattat tramte trasferimeto del cloneCTL-7 eranoefficientemeng curati
dalle metasasipolmonariindottedalle cellule di melanoma.

Abbiamo inoltre studiato la possibiita di impiegare la vaccinazne attiva per
indurre unarispostapratettiva antitumorse nel modelo TRAMP. Pertanto € stato
sviluppato un protocollo di vaccinazone basab su un doppb inoculo
intramuscad (i.m.) di DNA plasmidicoad intervali di 15 giorni e succesvi

richiami ogni 10 settimaneper tutta la vita ddl'animde. Gli animali vacchati
contro m-TERT hannoevidenziatotramite andisi istologica unariduzionenella
progressionedel tumore gia alla ventiquattesimasetimanae un aumeno dela
sopravvivenzadi circa 1l settimaneispeto agli animdi vacchnati conil plasmide
vuoto.

Questi dati rappresentanoguind, un buon trampolino di lancio per traslae

I'utilizzo di vaccni nellaterapiaanti-tumoralendl'uomo.



Introduzione

INTRODUZIONE

" Cancer Immunoediting”: una nuova visione de rapporto tra

sisterna immunitario e tumore

Nel 1909 Paul Erlich per primo ipotizzo cheil sistenaimmunitario proteggesse
I'organismodallo sviluppo di tumori, che altrimenti sarebbeo stai molto piu
frequenti. Le prove dell’esistenzadi una relazione tra sisttma immunitario e
crescitatumorale si ebberoinizialmene, nela meta del venesimo sewolo, in
seguito agl studi sul rigetto allo-geni® che chiarirono il ruolo dd sisttma
immunitario nd riconoscimentoe nell’eliminazone di tumori trapian@abili tra
cepp murini outbred. Quedi lavori gettarono le basi per la definizione degli
alloantigenima, allo stesotempo,miseroin dubbiol’esistenzali un meacanismo
di rigettotumorespecificoperle neoplase. L'impi egodi ceppiinbredpermsein
seguito di dimostare come si potesseroimmunizzare topi contro trapianti
singenicidi tumori indotti da agentichimici e virus, comprovandda presenzadi
anfigenitumorespecifici(Old and Boyse1964;Klein 1966)

| continui progressi in immunobiologiae immunogenetica, ed in particolare le
prove iniziali dell’esigenzadi antigeni asso@@ti al tumore (TAA), permisero
quindi a Burnet e Thomas di formulae la cosiddéta “ipotesi
del'immunosorv@lianza”. Secondoquesta teoria il sistena immunitario sarebbe
stab in gradodi sorvegliae costantemente tessuti ddl'ospite ddl’emergeredi
cellule trasformae. | necantigeni speciici delle cellule tumordi avrebbeo
provacatounareaziondmmunologicacapae di eliminare la neoplasiaemegente,
una necesga evoluiva per la soprawivenza, come la proteione contro le
infezioni (Burnet1964; Burnet1970) Secondolrhomas, inoltre, gli organsm piu
evduti avrebberadovuto posederedei meccanismi di protezioneversoi tumori,
simili a queli che medianoil rigetto allogenco, manenendoin questo modo
I'omeodasi tissuale negliorganismimulticellul ari complessi.

Una serie di esperimentivenneroconddti negli anni seguenti per confamare
guesta ipotesi Inizialmente vennero utilizzati diversi modelli spermengli di
immunosoppressie indotta, tra cui la timedomia neonatée (Grantand Miller
1965; Vandepute and De Somer1965; Bursten and Law 1971) I'impiego di
sielo antilinfocitario eterologo e metodi farmacologici (Stutman 1975), allo
scopo di indacare se lo sviluppo tumorak potesse essee influenzdo dalla

5
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soppressionalel sistemammunedell’ospite. Si ottenneo risultai discordantche
dimograronosolo comegli animali immuno©@mpromessavesse unamaggior
suscettibli ta versogli agentiinfettivi e, di conseguenzaversotumori di origine
virale e verso le neoplasie linfoproliferative causde da una stimolazione
linfocitaria cronica, ma non versotumori sponainei o indotti da agent chimici.

Anche la spermentazionesu topi nudi atimici, portabri di un’aterazione
immunologca a basegenetica,sembro esdudere che tali animali fosseropiu

suscettibli rispeto ai controlli allo sviluppodi tumori spontaneo chimicamente
indotti (Stutmanl974;Stutman1979).

| risultati cosiottenuti,con 'uso di modeli di immunodé cienzaimperfdti, in cui

s ignoraval’azionedi altri effettori del sistena immuntario, quali, ad esenpio, le

cellule naturalkiller (NK) timo-indipendenti(allora sconosaite) e le cdlule T 3,

che in parte possonosviluppars al di fuori del timo, non provavanol’esisteza
dellimmunosorveglianzae questoportd ad abbandonae prematuramette tale
teoriaversola finedegli anniSettanta.

Suceessivanente venneroeffettuati studi di tumorigensi in topi SCID (severe

comhined immunodeficiency, che mancanodi una subunia funzionamerte

attiva di una proten chinasi DNA-dipenderg (DNA-PK) necessara al corretto
riarrangiamentadei recettori linfocitari per I'antigene. Questitopi sono percio
incapacidi svilupparerisposteimmunitaie anigenespeificheed, in effetti, essi
mostra\ano maggore suscettibilitaai tumori indotti. Tuttavia, va tenuto presente
che DNA-PK e un enzima espressoin tutte le cellule del'organismo ed e

coinvolto nella riparazionedi dannial DNA, per cui unasuadeficienza potrelbe
di per séfavorire lo svilupponeoplasico. | dai ottenuti, quindi, non pemiserodi

concludee in manieradefinitiva che 'aumentda incidenzatumoralein questi
animali fossedovutaallimmunodepression€Schukr, Weiler et al. 1986; Engel,
Svareetal. 1997)

Trail 1994 e il 1998unaserie di scopertainnovaono l'int eresseversol’ipotesi

dellimmunosorveglianza.ln primo luogo, studi sullo sviluppo tumorale in

modelli murini deficienti perla tragluzionedel segn#e della citochinainterferame
(IFN)-y (Dighe, Richardset al. 1994) insiemeall’'uso di anicorpi monoclond

neutralizzantil'azione della stessacitochina (Kaplan, Shankara et al. 1998)

hanno permessadi evidenziareun ruolo protetivo dellIFN-y, endogenameat

prodotto, nella formazionedi neoplasietrapianate spontaee o chimicamente
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indotte Questacitochina sembraagire sia a livello dd sistana immuntairo,
promuovendonde funzion effettrici antitumorali mediane la geneazione di
linfociti T helper (Th)l CD4" e citotossici (CTL) CD8" tumorespecfici e
I'attivazione dei macrofagi, sia a livello delle cellule tumorali, aumetandame
I'i mmunogertita attraversad’induzione di molecoledd complessomaggioredi
istocompaibilita di classel (MHC 1) coinvolte nella presentaione antigerica
(Bach,Aguetetal. 1997)

Inoltre, espeninenti su topi con delezime genetca dela perforina (perforina’),
risultavano maggormente sensbili all'induzione di tumori con metilcolantrene
(MCA), secomparaticonla contropartenormale o “wild-type”. La perforinae una
molecolarilasciat dai granulidei CTL e cdlule NK, importante per l'uccisione
delle cellule bersatjo anchedi origine tumorale. Quest studi hannosotolineato,
quindi, I'i mportanzadellattivita citolitica di diverse componenti dd sistema
immune nel contollo dello sviluppo tumorak (Streef Cretng et a. 2001,
TakedaSmyth etal. 20Q2).

La conferma principale a supporto ddl’esistenza del processo di
immunosorveghnzanel cancro,dipendate dai linfodti, & venutadal’uso di topi
deficientiRAG-1" e RAG-2", i geni checodificanopergli enzimicoinvolti nela
ricombinazionedel recettoredei linfociti T (TCR) e B (BCR) e nella riparazone
di dannial DNA, espressesclusivamentad compartolinfoide (a differerzadella
DNA-PK dei topi SCID presentaubiquitariamente). L’assena di linfociti B, T e
cellule NKT rendequesi animali piu suscétibili dei controlli al'insorgena di
tumorispontanee/oindotti (Shankaranlkedaet al. 2001)

Da quel momento, la disponibilitadi ceppimurini inbredcon ddezioni miratea
componenti critiche del sistema immunitario ha pemesso di confemare
I'it mportanza sia del compartoinnato che di quelo adattdivo nel controlo della
trasformazioneneoplasica, in particolae di cdlule NKT, d& linfociti T conTCR
vo € af, delle cellule NK e di citochinecomelFN-y e interleuchna 12 (IL-12),
chehannofunzioni almenoparzialmentesovrgponibil. L'im munosorveghnzasi
corfigura, quindi, come un processceteogeneoche richiedel'azione di diversi
effettori immuni, in manieradipendentedd tipo cellulare tumorak di origine, dal
meccanismo di trasformazionegdalla locdizzaaone anabmica del tumore e dal

riconoscimert immunologicoprevalentgDunn, Bruceetal. 2002)
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L’ipotesi dell'esisenzadel proceso di immunosorveglnza studida in modelli

murini, trova conferme anche per 'uomo. Studi di follow-up su pazenti

trapantati sottoposti a trattamenti immunosoppressivi o affetti  da
immunodeftienze primarie, indicano che questi individui hannoun maggiae

rischio relativo di sviluppare tumore rispetb ad individui immunocompesrti.

Questorischio aumentataleriva,in parte,dalla scarsgprotezone versogli agenti
infettivi, checompata unamaggiorincidenza di tumori indotti da virus; tuttavia,
anche un ampio spettro di sottotipi tumoral, di eziologia non virale, viene
riscontratocon maggiore frequerza in questipazent (Bui and Schreber 2007)

Dopoil trapianb d’orgaro, peresempiog stao riportatoun incrementodi quattio

volte l'incidenzadi melanomispontane{Sheil 1986)

Ad ulteriore supportodi questi dati epidemblogici, si sono oggi accunulate

evidenzesostanzali sulla correlazionepositiva tra presenzadi linfociti infilt ranti

il tumore (TIL) e sopravvivenzadel paziente, in neoplasie di diversaorigine
(Lipponen, Eskdinen et al. 1992; Mihm, Clemene et al. 1996; Naito, Sato et al.

1998 Dunn,Bruceetal. 2002)

Studi recenti dimodrano come il conetio dellimmunosorveglianza, inteso
inizialmente come un process di protezione dellospite, agentesolo nele fasi

preccci della conparsa del tumore,siain reata riduttivo. Il sisemaimmunitario

sembra, infatti, avere un ruolo piu conplesso,sia di contrastodello sviluppo
tumoralechedi rimodellamentalella neophlsianel corsodella suaprogressone,
seleziorando le varianti tumorali piu adate a sopravvivere in un ambiente
immunologcameng intatto, in manierasimile a quanto avviene con virus, bateri

e pamssii. [l passaggio ripetuto di tumori trapian@bili in ospiti

immunoceonpetent generava varianti tumordi con ridotta immunogenicita
(Uyttenhore, Pilotte et al. 2003. Esperment con tumori trapiantabii in topi

parenali (“wil d-type”) o0 RAG-2", hannosuccesivamentemostratochei tumori

sviluppatisi in assenzali un sistemaimmunitario intatto sonopit immunogeici

di tumori cresciutiin ospiti immunocompednti (Shankaan, lkeda et al. 2001)

Linfomi derivati datopi perforind” crescevanwapidamentese trapiantatisu altri

topi perforira‘", ma venivano invece rigettati se trapantai su topi wild-type
(Street, Cretneyetal. 2001) L’ambienteimmundogico, quindi, sekzionavarianti

tumorali che hanno maggiori possibilita di sopravvivere in un ospite

immunocaonpeteng, per la ridotta immunogeicita o perche hanno acqusito
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meccanismi di evasioneo soppressionédel sistanaimmunitario. Questoproesso
e favorito dal'instabilitd geneticaintrinsecadelle cellule tumoral e la sdezione
interessasopattutto i geni codificanti per antigeni tumoral, per componenti del
complese maggore di istocompatibita o per componenti ddla via di
segnalazionéel recettoregperl’l FN-y (Dunn,Koebé etal. 2006).
Verosimilmente il rimoddlamento immunologico del tumore avviene
continuamente anchese gli effetti maggiori di quest’aione si hannonele fasi
precocidi crescia, quandoil tumore e istologicameate, ma non clinicanente
rilevabile.L’i mmunogenicitadei tumori chevengonodiagrosicati, quindi, risulta
gia modificata dall'interazione con il sisttma immunitario, il quak non sdo
proteggelindivi duo dallo sviluppo dei tumori, ma agisceanchesottoponend il
tumoread unapressioneselettivachene alterale carateristiche primarie, talvolta
gererandotumori piu aggressiviAllo scopodi descrveretale comporamento
stah, percio propostala nuova definizione di “ Cancer Immunoediting”, che
comprenddre fasiprincipali: eliminazione, che puo dare completa distruzionedel
tumotre e risoluzione del processosenza avanzamnento verso le fasi sucessive;
equilibrio, in cui cellule tumorali geneicamene instabli sopravvissutesono
satopostead un prolungatoproceso di seleione da linfodti ed IFN-y per una
maggiore resistenzaall’ attaccoimmune;“ escape”, in cui le variant che hanno
acqusito insensibilita all’eliminazione iniziano ad espandersiin modo
incontrollato, originando tumori clinicanente ossevabili. I grado di
rimodellamend del tumore probabilmentedipendedal tipo di cdlule operative
durantela fasedi equilibrio, suggerend che gli eventipossonoesseredifferenti
per ogni tessub di origine (Dunn, Bruce et al. 2002; Dunn, Old et a. 2004)
(Figural). L’'evasione e unadiretta conseguera ddle alterazoni ddle cellule
tumorali, che riguardano soprattutto i meaanismi di processaione e
presentazine antigenicao la via di segnabzionedel recetore per IFN-y. Queste
alterazioni riducono, da una parte, il riconoscinento e I'eliminazone degli
anigeni tumoral (“tumor ignorance”)ed attivano, dall'altra, la capacta delle
cellule neoplatiche di ogacolarele funzioni protetive del sistena immunitaro.
Quest'ultimo proceso puo derivaredalla sovrapproduzine da parteddle cellule
trasformatedi citochine inibitorie, quali TGFB o IL-10 (Khong and Restifo
2002), o altri inibitori della risposta dei linfociti T, come la gdecinal

(Rubinstein, Alvarez et al. 2004) e IDO (indoleamna 2,3-diossigenasi)
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(Uyttenhore, Pilotte et al. 2003) oppureda modificazoni nel reclutamento e nel

differenziamentodi diverse popolazioni cdlulari. 1l sisttma immunitario ha
evoluto parecchi meccanimi e popolazoni cdlulari per contollare la sua
ativazione e indurre tolleranzaverso le celule T aubredtive. Il tumore puo
impiegarea suo vantaggioquestistess meccanismi: ad esenpio, puo indurreun

differenziamentoalteratodelle cellule dendrtiche (DC) in fenotipi pit immaturi

non funzional (iDC). In pazientiaffetti datipi diversidi tumore,ad esempio, €
statariscontrat unanotevolediminuzione delle DC ed unaprevalenz, tra quese,

di fenotipiimmaturi cheesprimondivelli bassio nulli di molecok cosimolatorie

(CD80, CD86).Un numeroridotto di cellule presentati I'antigene (APC) rende la
stimolazioneimmune poco efficacee la presezadi iDC, che non forniscmno un

adeguatcseqalecodimolatorio alle cellule T, puo provocareanegia dei linfociti

T. E statopropostochedivers fattori derivanti da tumore, tra cui VEGF, IL-10,

IL-6 e M-CSF, attivando coditutivamenteil fattore trascrizonale STAT3 ed
inibendo NF-kB (nuclear factor kB), siano responsabil di questo blocco
maturativo delle DC che contribuisce alla soppressine di risposte immuni

tumorespecifiche(Gabrilovich2004)

Sono principalmene tre le popolazioniche agisconoda regoldrici della risposta
immunitara: le T regolatorie (Treg) ovvero celule T CD4'CD25'FOXP3’, le

cellule NKT (cellule T Natural Killer) regoktorie e le cellule mieloidi

soppressoe (MDSC). Queste diverse popolazoni agiscono impiegando
meccanisni che non prevedonail riconoscmenb antigenco e, atualment, sta
emergado come un'interazionetra quese diverse popolaioni cellulari sia
un'impatanteevend dellaregolazionenegaiva della rispostammune Le cellule
Treg sono state inizialmenteriscontratein mdattie aubimmuni, dove senbrano
agire sopprimendo la risposta autoreaitva mediata da linfociti T CD4". Piu
recentementsi € scopertachequestecelule, costtuent circail 10% dei linfociti

T CD4' circdanti in animali sani, sopprimonda rispostiimmunitaria, medida sia
da linfociti T CD4" che daCD8", anchein rispostaa patogenie tumori. Le celule
Treg comprendonoin realta, una composia famiglia di cellule regolatorie. Tra
gueste particolarmentestudiatein campo dellimmunologiadei tumori sono le
CD4'CD25'FOXP3'": la deplezionedi questecellule in vivo, mediantel'im piego
di anticorpi ani-CD25 (PC61) prima del chalengecol tumore aumenta infatti,

I'immunosorvedjanzamediatadaCTL tumorespedfici, CD4" e celule NK,
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induceil rigeto di diversitumori immunogergi in vari ceppi murini ed aunenta
I'effi caciadi vaccin antirtumorali (Onizukg Tawaraet al. 1999) La presenzadi
gueste cellule € stata riscontrataanche ndl'uomo, con effetti soppresori su
linfociti T CD4" e CD8"; in diversi pazientiaffetti datumoreé stato riportato un
aumentoddla frazionedi quesa popolaione nel sangueperiferico e, in tumori
gastrointeshali, la percentualedi CD4" CD25'FOXP3 semlra correlare
inversamenteonla prognos (SasadaKimuraeta. 2003; Wolf, Wolf etal. 2003;
Teralke andBerzofsky2004).

Le cellule NKT sono una sottopopachzione di linfociti T implicaa nella
regolazione della rispoga immunitare assocata con malatie autommuni,
madattie infettive e cancro. Riconogono antigeni glicolipidici preserdti da
molecoleCD1d, attraveisoun recettoreT CR checomprendeinacaenainvariante
a. Indtre, possonaegolarede risposteimmunitarie sia promuovendda secreione
di citochineThl e Th2 tra cui IFN-y, IL-4 ed IL-13, o reclutandoaltre cellule
immunosoppresge. || meccanismoimmunosoppresgo sembra mediao dalla
prodwione di IL-13, chein topi con tumore e aunentat rispdto agli animali
nawve e che, agendoattraversola via di IL-4Ra-STAT6, sopprimel’azione di
rigetto del tumore mediatadai CTL tumorespedfici. Probabimente I'lL -13,
anziché agire diretamentesui CTL, inducele celule mieloidi CD11bGr-1" a
produre TGF, unacitochinacheé in gradodi sopprimerela funzioneda CTL
CD8" (Terabe, Matsui et al. 2000; Terabe and Berzofsky 2004) L'atiivita
regolatoriadelle cellule mieloidi CD116°Gr-1" & dipendentedall'interazionedi
due enzimi inducbili: arginasil (ARG1) e ossido nitrico sintdasi 2 (NOS2)
(Bronte and Zanovello2005). Le MDSC utilizzanoARG1 e NOS2per inibire la
rispostadei linfodti T vers gli antigeni, separaamente o in combhazine, a
secamda dei segnalidettati da citochine o da molewle di membranacoinvolte
nel’interazionetrale MDSC e linfociti T attivati. I| fenomenoprincipalelegato
allinduzioneddl'’enzimaARG1 e la deregolzionedella caenaCD3 , elenento
principale della trasduzionedel segnaledel TCR, con unaconseguste riduzone
della proliferazionein linfociti T attivai. In paticolare, semba che negi stadi
iniziali della crescta tumoralela downregoladone ddla catena { e I'i nibizione
dela funzionalta linfocitaria siano eventiristrett ai linfociti infiltranti il tumore,
mentre nedi stadi avanzatii fenomenisi ossevino andein cellule T circolantiin

periferia (Baniyash2004) L'ossido nitrico (NO) puo regolarenegatvamente le
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proteine coinvolte nella segnalazionantracellulare sia diretamente, tramte S

nitrosilazione di reddui cisteinici crucial, sia indiretamente, ativando la

guanilao ciclasisolubile e la proteinchinasidipendent dacGMP. Nei linfociti T

il NO agisce bloccandola fosforilazione, e quindi l'attivazione di proteine
coinvolte nele tre principali vie di segnahzone dd recetore per I'IL-2

(JAK/STAT, Ras/MAPK fosfanodgtolo 3-chinasi/Akt), qual JAK1, JAKS3,

STAT5, ERK a AKT (Mazzoni,Bronteet al. 2002) Inoltre, la depkzionedi L-

arginina citosoica da partedellARG1 ddle MDSC modifica I'attivita di NOS2,
favarendo la produziore di anione supeossido (O,) dal dominio reduttasico
dell'enzima(Xia andZweier 1997; Xia, Romanet al. 1998; Bronte, Seaafini et al.

2003). L'O, s combira velocementecon altre molecole generandointermedi
reativi dellazoto, noti anchecomeRNOS (readive nitrogenoxide speces), tra
Cui i piu noti sonoi perosinitriti, e spece reative ddl'ossigeno,i ROS(readive

oxygenspeaes),tra cui il perossidadi idrogenoH,0,. Entrambequeste class di

compogi sononote perla loro capacitadi inibire la proliferazionede linfociti T:

a) fungendoda messaggerintra- e intercellulari in gradodi indurre modifiche

posttradizionali, mediantela nitrazionedi residui tirosinici ddle protane che
influenzano diverse attivita biologiche, come [I'attivaziondinattivazione
enzimatica,l differenziamentcae la proliferazionecdlul are(Schopfe, Bakeret al.

2003 Rad 2004) b) inducendol’apoptosi in linfociti T attivati ddl’'antigere,

mediank la dereglazionedei livelli intracdlulari della protena ani-apopbtica
BCL-2 e 'aumentodei livelli di FasL atraversosegnahzione medatada NF-kB

(Hildeman Mitchell etal. 2003)

In sintesi, il concettodel " Cancer Immunoediting” ci fornisce una visione
dinamicae, in un certosen®, darwinianadd|'interazionetra sistena immunitario

e tumore, tale per cui le cellule tumordi sotbpose alla pressionesekttiva del

sisttma immunitario tendono a selezonare patimoni gendici codificanti

caratterstiche fenotipche via via semprepiu aggressive,caaci alla fine di

sfuggre al controllo del sistemastessoQuestacarateristica mobile dd rapporto
tra sistamaimmunitario e tumore deve essersenpre tenuta presate nell'iniziare
gualsiasi approccio immunoterapico e sopratutto nel giudicare I'efficacia

dell'approcciostesso.
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| mmunoterapia e tumori

| suwccessiottenut nell’lamhbto della vaccinoterapa ani-infettiva hanno di fatto

accesde speranzehequestapprocciopossasortire effetti altrettanto promettenti
anche nellambito della terapiaoncolodca. Si tratta, tuttavia, di un'applicazione
chedifferiscesensibilmentg@er premeseedintent rispeto all'im piegodi vaccini
in patologieinfettive. Utilizzata comeprofilassidi infezioni batericheo virali, la

vaccinoterapiapredigpone I'organismo a contrastae efficacenente eventuali
paibgenj mediante’induzionedi unarisposa immunobgicaefficace e duratraa
seguito dellincontro con lo stesso paogeno reso innocuo e sommiistrato,
talvolta, in pres@za di peculiari stimoli adiuvanti La vacdnoterapia come la

profilass dele malattie infettive si proponequindi di sensiblizzare I'organismo
ospite per un eventualefuturo incortro con l'antigene, rappresatan nella
maggior partedei cas da proteinenonself fortemene immunogenibe. Diversa

invece la situazonepercio cheattieneagli appracci vacchnali antineoplatici che,
esclusealcune eccezioni, si propongonoin primis di generare una risposta
immunitaria terapeuticaovveroin presena di malatia condamatg nei confranti

di antigem self verso cui verosimilmente esiste uno stato di tollerarza
immunologca. | limiti di quest’'ultimoapprocio sonomolteplici. Esistetalora,

come detto, una forte tolleranzacentraé e periferica nei confronti di artigeni

tumoralichealtro nonsonocheproteinesdlf, talvolta mutae, ma spessamormali 0

semplicementepereprese. Parlaredi tolleranzasignifica far luce su uno dei

captoli forse piu complessidell'immunologia che comprendeevent precoci
timici di delezionedi precursri linfocitari potenzidmente autorettivi ed eventi

invece piu tardivi, che vanno sotto il nome di tolleranza periferica, e che
comprendao fenomenidi anergizzazne medida spessoda altri effettori del

sistema immune che proteggmo l'organisno da potenziali aggressioi

aubimmuni. Receti acquisizionihannoaltresi dimostratg sulla scora di sempe

piu efficaci tecniche di biologia molecdare e proteomica, unadiscrea varieta di

nuovi antigenitumoreassociati riconoscuti da linfociti T umani e murini che,

mutuandaunavecchiaclassificazione possonassedistinti in:

e proddti di mutazioni geniche (ad esempio, antigene Cagpase-8 del

carcinomadela testae del collo la cui mutazone nd codonedi stop causa
la letturadi una porzione non codificane in 3’; oncogenep2lra con

mutazioni puniformi in posizionel?2): si tratta di forme alterae di geni
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cellulari normal che cortrollano la proliferazione e la differenzzazione
cellulare.| proto-oncogenicomespessa/engonochiamat, possonaessere
mutati per mutazioni purtiformi, delezionio trasbcazioni cromosomiche
indotte da carchogeni,cosidaformareoncogeni cui prodoti posseggono
attivita trasformante.

* prodotti di geni silenti, di hormanon espressisulla maggior parte de
tessuti (ad esempioMAGE-1, BAGE, GAGE (Kobayashi Higashi et al.
2000)): trattasi di geni che non sono normamene espressinei tessuti

normali (con I'eccezionedel testicoloe della placentd, o lo sono durante
le fasi precocidello sviluppo embrionale prima chei mecanismi ddla
tolleranzaversoil self sianooperativi.

e prodotti di genivirali in tumori malign asso@ti ad infezioni virali (ad

esempio,anigene T del SV40, prodotb del gene EBNA-1 del virus di

EpsteinBarr (Kanegae, Nomuraet al. 2002): alcuni tumori presentao

di sdito il genona proviraleintegratonel parimonio geneico della cellula

ospite, consegentemernie le cellule neoplatche esprimono spesso
antigeni codfficati dal genoma virale; le relative protene vengono
sintetizzde endogeamente,procesate, compkssée con le molecole
MHC di classel e quindi eprese in membrana. In tal modo le cellule

neodagichesonoin gradodi es®rericonosciutedalinfociti T speciici.

+ prodottidi genidi differenziazisme espressidacellule del’istotipo dacui il

tumorederiva (ad esempigtirosinas, gpl00(StennettRiker etal. 2004)
MART-1 (Fetsch, Marincola et al. 1999): sono protdne espresseda
cellule normali caratteristichedi un particolare tipo di tessutoin un
deteminato stadio del suo normale differenzianenb; nd caso del
melanomarmelanocitigli antigenidi questogrupposonoquasitutti enzimi
del ciclo biosintetico dellamelanina.
Dato che ¢ la stessacellulatumoralea sintetizzarela proteinaantigeni@, questa
vieneprocessa al livello del citosol dal proteosomagdi peptdi chene derivano
sono trasprtati dd complese TAP (Transporter associated with Antigen) nel
reticolo endoplasmaticodove si legano ale molecole MHC di classel. |l
compes® cosi costituito, espostoa livello dela membrana plasmdica, potra

esseraiconoscuto dal TCR specifico.
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E’ dasfatare quindi, il vecchioasunto in baseal quak il tumoreeraconsderato
poco antigenico una nuovadefinizione di scasanmente immunogenio semlra,
alla luce delle attuali conoscenzepiu appropratae correta. La possbilita che a
condizionare la scarseefficaciadellarispostanon sial’assena di antigenemala
circostanzaanmbientalee temporalenella qude il sistena immuntario viene a
corntatto con il tumare apreper la vacciroterapiaantitumorak promettenti spazi
d’intervento Qualesial’ antigenedasceglere,la strategia adiuvant da utilizzare,
chetipo di rispostaimmunedebbaessee generat e comemantanernel’ efficacia
a lungo termine sono solo alcuni degl interrogaivi che ad oggi risultano solo
parzialmete delucidati.
Volendodescivere sia pur sinteticamerd, quali sianoi principali tipi d’interventi
immunologci, in cor o futuribili, € necessaro ricorrere inevitabimente a
schematimi, che possolw nonsemprerendercontodella conplessitadel sistema
Su cui deve agre I'approccio dimmunotergia. Esistong infatti, approcci
classificili come interventi dimmunokerapa passva ed altri noti come
immunoterapiattiva. Nel primo casoci si riferiscea straegie basag sull'impiego
di effettori prodott in vitro o ex-vivo, quali anticorpio linfociti attivati, e trasferiti
nel’ospite portabre di tumore;nel secondocasq si fa riferimento ad interventi
chehannolo scopodi indurrein vivo, nellospite stessounarispostaimmunitaria
anitumoralespecifca
Nel'ambito dell'immunoterapiaattiva, tre sono fondamerdlmente le strategie
che possono essereassa@iate all'immunizzazione con un anigene tumorak per
evacaree amplificarela rispostaimmunitaria:
* aumentodi efficaciadellapreentazioneanigenica I'im piegodi mediatori
(comeadesempd GM-CSF, Flt3 ligando,CD40L) in gradodi mobilizzare
e reclutare cellule APC (Koya, Kasdara et a. 2003) il ricorso a
ingegnerizzazine delle stese mediané I'uso di vettori virali o ligandi
chimerici e I'im piego come immunogenodi cellule tumorali indotte ad
esprimere citochine e/o molecole costinplatorie sono solo alcune ddle
strategieimpiegateatal scopo(Larin, Georgier etal. 2004)
* interfferenzaconi meccanismdi tolleranzaal self: diversi sonoad oggi i
meccanisni not che regolano quella che viene definita tolleranza
periferica e che consistenel silenziamemo di eventali risposteverso

antigeni self. Esistong infatti, cellule regolatici sia del conpartolinfoide
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(CD4'CD25"FOXP3") (FeunouPouin etal. 2003;ColomboandPiconese
2007) che mieloide (CD11b/Grl)(Bronte Apolloni et al. 2000; Bronte
Serafinietal. 2003;BronteandZanovello2005)in gradodi interferire con
il priming e la fase effettrice di risposte immuni verso anigeni self.
L'utilizzo tra le strategieadiwanti di approccicapac di aterarel'attivita
inibitoria di quese popolazioni cellulari si é dimostato in grado di
implementaree rencere efficaceunarispost immuneverso antigeni self,
rompendan tal modo la tolleranzammunologica

* induzione di un homing preferenzialeal sito tumorde: la possbilita di
veicolarelinfociti antigenespecificinel sito tumoralerest ad oggi forsela

strategiaadogg menoegploratae di maggiorinteresse.

| mmunoterapia attiva: la sfida della vaccinazione a DNA

L’'im munoterapia attiva consiste nell’attivazione ed espansionedd repertorio
immunitaro endogenal fine di indumre I'im munita dell'ospite versogli anigeni
tumorali. Gli interventivaccinalisi basanoconseguemmente, nel sommnistrare
I'antigenein un individuo in modo da attivare gli effettori immuntari. Ad oggi
molti interventi di vaccinazionesono stati studiai nell'ambib del'oncologia. |
vacani di primagenerazioneancorogg utilizzat in trials clinici (Vil ella, Benitez
et al. 2003) sfruttanola somministrazionend paziente ddle cellule tumorali
uccise o dei loro lisati. Il vantaggiodi questivacchi € che non richiedonola
caratterzzazionecompletadegli antigeni tumordi. D’altro canto, le prindpali
limitazioni ai fini dell’approvazioneda parte ddle aubrita regoldorie sono la
parziale caraterizzazionedi tali preparazoni (cdlule intereo lisat) ed il rischio
che questi vaccini inducano risposte immuni conto numeosi anigeni self
espress$ anche dalle cellule normali. Percio,nel contesto di un'incakant esigenza
di stardardizzazione e regolamentazionemolti sforzi punt@no oggi alla
definizione di vaccini molecolari direti conto anigeni ben caraterizzati. In
quest'otticasi inquadrao i vaccini di secondagenerazone che compreaxdono
I'utilizzo delle DC, di peptidi e dei vacchi geretici. |l razionde della
vacadnazionea DC si basasulle caratterstiche funziondi di questecdlule che
esprimono livelli di molecoleMHC circa50 volte piu elevdi dei macrofayi edalti
livelli di molecoledi adesionee di codimolazonerichiese perl’attivazionedelle

cellule T naie, rappresentandaonseguetenente la piu efficacecdlula APC
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disponibile. | protocolli ad oggi utilizzati sfrutanoDC, isolate o indotte medante
il fattore stimolarte colonie di monodti-granulodai (GM-CSH ed IL-4 da
precursorimidollari o damonaociti circolanti (Hsu, Benikeet al. 1996; Thornburg,
Boczkowski et al. 2000) matuate con lisati di cdlule tumorali, caricate con i

pepidi artigenici o trandettatecon le sequene codificantil'antigenedi interesse.
Lavori recenti hanno dimostratoche I'espressioe sostenutadel'antigere nelle
DC combna la simolazioneantigenespecifica con una potente costinolazone;
inoltre, attraverso la selezione di epitopi ad hoc, estendele potenzalita
del'immunizzazioneoltre le redrizioni impostedai fenotipi HLA individual dei
pazenti (Nagasen,Panellietal. 2003)

| piu clinicamente tradabili per un approcco vacanale sonoi pepidi antigerici,

frammentianminoacidiciidentificaticomeepitopi immunodonmani riconosciuti
dai TIL. Quesa tipologia di vaccini preserd la possibilta di migliorare le

caratteriiche antigenicle dei peptidi costiuenti il vacano, attravaso tecniche
biochimichedi sostituzioneo modificazone amninoaciiche (ligandi peptidici
alterati, APL) e di evocarerispoge puntali verso uno o piu antigeni tumorali,

limitandola comparsadi reazioniautoimnunitarie o effetti immunopPpressvi

spessoassocidt all'impiego di antigem piu complessj come cellule tumorali

intere(Romero,Cerottinietal. 2004)

La vaccinazionegenica rappresentauna moddita innovaiva per esprimere
anfigeni in vivo in modo da stimolareunarispost immunitaria sia umorale che
cellulare. L'idea dell'utilizzo di vaccinia DNA nel’ambito del'im munoteapia
nasce dal’osservazioneche I'inoculo di un plasmide codificane per la B-

galattosidasidi E. coli, a livello dd tessutomuscoéare di topo, era in gradodi

deerminarela produzioneda parte di tali cellule eucaiotiche della proteina
baterica(Wolff, Maloneet al. 1990) Succesivanentevennedimostrdo chetali

plasmidi eranocapacidi attivare effettivamente il sistemaimmunitario conto la
proteinacodificata dallasequenzgenicainoculda. Infatti, animali inoculai conil

plasmide codificanteper il genedella nucleoprotena del virus dellinfluenza A

erano in grado di sviluppare una rispostaimmuntiaria specifica, sia di tipo
umorde che cellulare, capacedi proteggeri dd succasivo incontro con il

patbgeno(Ulmer, Donnellyetal. 1993)

La costruzone di un vaccinoa DNA & un processopiuttosto senplice, bas#o

essenzialmentenel trasferimentodella sequenzagenica codificante I'antigene
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d'interesseall'internodi un vettore plasmdico dotao di quatto cardteristiche
fondamental un’origine di repicazione procarbtica, una resist@za ad un
antibiotico, un potente promotoreeucarotico ed unasequezadi poliadenilazione.
Succeessivanente tale plasnide vieneintrodotb in bateri compeénti, amplifi cato
e quindi estratb per essere inoculato nel’ospite, una volta discioko in una
soluzione salna. La sicurezzadi tale strategia € garantia dd fatto che se pur
I'immunizzazonemimai normali processinfettivi, tali vettori nonsonoin grado
di integrarsinel genomadell’ospite e non possonooriginare forme patogene
pericolosecomepotrebbeaccadereon!’utili zzodi vettorivirali o bateridi.

La vaccinazone a DNA preenta due aspeti interessati per le implicazioni
nell'attivazionedel sigemaimmunitario.In primoluogoil DNA fungedaveicolo
per indurrela produzionedella proteinaantigenica. In questomodosonole stesse
cellule dellospite a sintetizzare e processae la protena anigenia che,
analogamerd alle proteineendayene viene digeita a livello del proteosona edi
relaivi peptdi montati su molecoleMHC di classel presentt sulla superfcie
cellulare per esserericonosciuti dai linfociti T con TCR spedfico. Inoltre, la
proteina viene ancherilasciata dalle cellule transfetate, caturat e processata
dalle cellule APC, cui spettall compitodi attivarei linfociti T e B vergini, tramite
“crosspresentabn” (Doe, Selby et al. 1996) (Figura 2). Il vettore plasmidtco a
DNA non possiedda solafunzionedi codificare la protena antigeni@a, ma viene
altresi sfruttatoin virtu della presenzasulle porzoni non codificanti, di sequenze
ripetute proprie del genoma procarotico, in grado di attivare effettori
dellimmunita innata dell'ospite (Krieg 2002) Tali propriet sonocontenue nelle
sequenzeipometl atedi dinucleotidicitosina-fosfab-guanina (CpG), presentcon
frequenzadi circa 20 volte maggiorenel genoma procaiotico rispetp a quello
eucaiotico.

A fronte dela facilita con cui tali vaccni sono costruti, la dose,la sedee la
modalita con cui essi vengono sommnistrati sono paranetri fondamentali
nell'infl uenzarequalitativamentee quartitativamene la rispostaimmuntaria. Le
strategie piu utilizzate sono due: la meodica “gene-gun” e l'inoculazione
intramuscadre di DNA in soluzionesalina. L'approccio del “genegun” consise
nel far adsorbireil DNA su microparticelled’oro che succeasivanene verranno
“sparate” nel derma dell’animale tramite la propukione fornita da elio

pressurizzai. Il grandevantaggiadi quesa stratgiaé la modestaquantta di
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Figura 2: Il vaccino a DNA comeveicolo per attivareil sistemaimmunitario.

Il vaccino & in grado di attivare sia una rispostaimmunitaria cdlulare che una risposta
immunitara umorale in gradodi attaccarele lesioniprecanceroseesprinerti I'antigene, manon i
tessutisani,in cui I'esprasionedell'antigere € deboleo assete.

(Figuramadifi cata da originde presentein Lollini et al."Vacchesfor tumor prevention’ Nature
Review, 2006 6: 204-216)
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DNA neessam a stimolarela rispostaimmunitaria che difatti € del’ordine di
grandezzalei nanogrammi(ng). L'inoculo intramuscadre di DNA in soluzione
salina, al contrarig richiede quantita di DNA dellordine di grandeza dei
microgramm (ug) perindurreunapienaattivazionededi effettori immunologci.
Utile in quest’'ultmo approccio I'impiego di sosanze citocide qude la
cardiotosina, che inoculataa livello del muscob, usuaé sededi vacinazione,
alcuni giorni prima della vaccinazone e in gradodi migliorare la transfetabiita
dei miociti in rigenerazionea seguitodella neaosi indotta dala tossha (Bronte,
Cingarlini et al. 2003) Altre proceduresfruttano, al contrarp, veicoli quali
cdloidi o liposomi per aumentarel’efficaga del trasfermenb del vacacino
all'interno della cellula, potenziandadi conseguera la capaita della cellula di
sintetizzarela proteinaantigenicaattivando una migliore rispostaimmunitara.
Tale potenzianmento puo es®re altresi ottenuto mediante elettroporaione dela
sedein cui viene sommnistratoil vacchno. Infatti, I'applicazone di un impulso
eletrico, determnando un transienteaument della permebilita ddle cellule,
favoriscel'ingresssan sedeintracellularedi unamaggor quotadi DNA destinato
allatrascrizonee succesiwa traduziongWidera,Austin et al. 2000)

L'efficacia di quesa modalita vaccinak & dimostata ddl'ini bizione della
cancerogers in topi transgenici Balb-neul' che overesprimonol’oncogene
trasformane rHer-2/neu nell’epitelio dele ghiandoé mammarie e sviluppano
spontaneamentecarcinomadella mamnella (Quaglno, lezzi et al. 2004) Per
patenziae le vaccinazionia DNA sono stak inoltre sperimentaé numeose
strategie adiuvanti, alcune delle quali prevedonoil coinoculo, unitamene al
vaccino, di sequenzegeniche codificant per citochine (Calarot and Weiner
2004), la somministrazione esgena delle stesse citochine o molecole
costmolatrid, ed ancora l'abbinamentodel vacano con anicorpi depktarti o
attivanti pathway cellulari differenti. Tra gli esempi forse piu meritevoli di
menzione che hanno ancheavuto ed avrannoimportanti risocontri clinici, € senza
dubbio da ricordare 'uso di citochine qudi GM-CSF, IL-2 ed interfermi
(Pavlenko, Roos et al. 2004) La scelta della sede d'inoaulo riveste altresi
unimportanzafondamerale nell'innescae edindirizzae la rispostammunitaria
Infatti, come riportato in letteratura l'inoculazone intramuscolo induce
preferenzalment risposteThl mentrela sommnistrazone intrademica, attiva

unarispostarh2 (Pertmer Eisenbrauretal. 1995)
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L'immunoterapia antitumorale basatasulla vaccinazone a DNA si proponeg
quindi, di rompere la tolleranza immunitaria contro i TAA, che sono
frequenterante antigeni self. La tolleranzaversotali antigeni si espiime talora
nellimpossbilita di generae rispoge immuni di lunga durag, in atri termini
nell'incapacta di generaraispostememoria Una possibilta per superareguesto
limite pud consisere nel mantenerel’attivazione linfocitaria con richiami di
vaainazioneripetuti A queso scopo,sonostat sperinmentde diversetenpistiche
di vacdnazione.Una delle strategieimpiegae consistenellinoculo di DNA
codificante per una proteinatumoreassocita, sguito ddla sommnistrazone di
un vettorevirale codificanteperlo stesscanigene Il razonale di tale approccio
risiede nella possibilita di egorre 'ospite ad una ripetuta dose di anigene,
ovviand ai limiti dell'immunizzazioe con i soli vettori virali. L'in evitabile
immunitaumorale direttacontio proteinedel cgpside virale, che si generagia dal
primo incontro con le stessene precluce di fatto un impiego ripetuto. Quesa
strategiaha portato ad incoraggiantirisultat nella prevenone ddla malaia, che
potrebberoauspicabmente es®r trasldi in clinica (Moore and Hill 2004) Altri
protocolli al contrario sfruttano l'inoculo del vaccino a DNA seyuito dalla
somministrazone di cellule ingegnerzzae pe l'espressionedi citochine o
interferoni (Quadino, Rolla et al. 2004) o scheduledi vaccinazni basag sulla
somministrazioneripetutadel vaccinoa DNA (Quaglino, lezzi et al. 2004)

A fronte di questovasto scenariodi protomlli vaccinal, tuttavia le rispose
cliniche oggettve dell'immunizzazionecon i vaccni di seconda geneazione
restanorare ed inefficaci per I'eradicazbne della maldtia. Il problema piu
ricorrente nedi appocci clinici che sfruttano questi approci vaccinal per la
generazionedi cellule T € la limitata disponibiita di DC aubloghe A causadella
maldtia o del trattamentoal qualeil paziente € sotoposto,le DC sono spesso
poco vitali o funzionalmentedanreggiat e, di conseguenzaclinicamante non
utilizzabli (Grover, Kim et al. 2006) L'impossiblita di geneare una risposa
immune efficace e collegata inoltre al microambiente tumorale, che come
descrittoin precedenza affollato da cdlule di origine mieloide o linfoide che
limitanola proliferazionedegli effettori immunitari. In partiolare la presena di
due citochine (IL-10 e TGF-B) e stata associataall'inibizione della risposta
immunitara ne confronti del tumore.IL-10 e staa descitta capacedi inibire la

fasedi priming deilinfociti T dapartedelle DC in vitro (Stenbrink, Jonulet et al.

24



Introduzione

1999); inoltre, la suapresenzanel siero dei pazenti di certi tipi di tumoree stata
correlataad unaprognosipiu sfavorevoé (Wittke, Hoffmannet al. 1999) TGFf

e stato descrito esseras®ciato alla geneazione della popolazone linfocitaria
regolatoriaCD4"CD25'FOXP3’ (Pery, Laouaret al. 2004) Un datointeressang,
a conferma dell'importanzadi quese duefattori solubili, e stak un'indaginegene-

array di biopsie di pazientiaffetti di mdanoma nella quak e stato evidenziato
comei trascriti di IL-10e TGF risultino up-regohti (Harlin, Kunaetal. 2006)

Un dato che pu0 in parte spiegarela mancaa efficacia dela vacdonterapia
anitumoralee il fatto chei pazientiarrwlat neidiversitrials clinici sonosoggetti
che preentano una malattia conclamatae di eta, ndla maggior pare dei casi,
avarzata Infatti, i pazient sottopo# agl interventivacdnali preserdnounaeta
media di 65-80 anni,un arcotemporalen cuila produzonedi linfociti T nave da
parte del timo e arregata da tempo. Conseguemmene la rispostaal vacino
dipenderadal repertoiredei linfociti T menory selezonab durantela vita del
soggetto, e questolimita fortementel'innescasi di una rispost efficace. La
presenzadi un tumore avanzatoed in alcuni casi metastaico, inoltre, esacerba
guei fenomeni soppresisi de<ritti in precedenza limitando la possibilta di

ottenereunarispostaerapeuticafficace(Finn 2003)

I mmunoterapia passiva: il successo del trasferimento adottivo degli
effettori immunitari CD8"

Secondo la definizione di Steven Rosenbey, I'im munoteapia cellulare e |l

traderimentoin un organisno osite di cdlule immuniconlo scopodi introdure
nuove funzioni o di correggerequelle difettive. L’entusiasmoriposto in questo
appoccioderiva dalla possbilita di manipohre,ex vivo, vie biologichecellulari e
molecolariin un modo che non sareble altriment possibike ndl’ospite “intatto”
(Dudley,Wunderich etal. 2002)

Nel'uomoi primi approccidi trasferimentadotivo si basaszanonel trasfermerto
di cellule killer attivate da linfochine (LAK) caraterizzae da un‘ativita
citotossicanon HLA -ristretta(RosenbergMule et al. 1985)derivatain granparte
dalle cellule NK circolanti. L'utilizzo delle cdlule LAK, che hanno dab ottimi

risultati nei modeli murini, ha generatondl'uomo risultati molto discutbili. Gli

stud successivisi sono quindi indirizzat verso il trasferimento adotivo di

linfociti T CD8" caraterizzat da un‘attivita citotossca anigenespeeifica, HLA-
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ristretta. Recenti osservazionihanno dimostrdao che I'efficada terapeitica del
trasferimentoadottivo cellulare (ACT), sia nei moddli murini che nei trials
clinici, & influenzatodallo stadio maturatvo del linfocita T CD8" (Gattinoni,
Klebanoff et al. 2005) La popolazone de linfociti T viene suddivisa
classicamerd in quattro stadi maturativi: CD8" naive, CD8" effettori precoci,
CD8" effettori intermedi e CD8" effettori tardivi. Tale suddivisone si basa
sull'anaiisi fenoipica di alcuni clusterdi differenziazione (CD), sulla lunghezza
dei telomerie sul'espres®ne genica(Appay, Dunba et al. 2002; Lanzavecha
and Sallusb 2002) Un aspetto indubbianente interessante &€ legato
al'oservazione che i linfociti T CD8' effettori tardivi, se pur presntano
un'otima attivita citotossican vitro, risultanoavee un debok impatb tergoeutico
in vivo, di circa 100 volte inferiore se paragonai a quelo de linfociti T CD8"
effettori intermedi (SussmanPariharet al. 2004; Wang,Huarg et al. 2004) Una
possibilespie@zionedi questadiversafunzionalita puo esse dovutaalla perdita
del CD62L, una glicoproteinadi membranasse@zide per I'noming del linfocita al
linfonodo.L'incapacitadel linfocita T di migrare na linfonodi seondaricorrela
con l'inefficaca terapeuticadegli effettori immunitari ed evidenzia come |l
microambente tumorale non sia grado di attivare da solo i linfociti T CD8"
(Kagamu,Touhalsky et al. 1996, SpeiserMirandaet al. 1997) Tuttavia, 'ACT
basatasull'impieg di linfociti T effettori tardivi CD62LCCR7 ha portato a
ottimi risultati terapeutic{Dudley,Wunderich et al. 2002)

La ricerca sul'ACT si e oggigiornoindirizzata versoi TIL isolai dala massa
tumorale o dai linfonodi limitrofi alla massatumorak, in quanto nella maggior
parte dei casi essirappresentanana popolazone costiuita da linfociti T CD8"
effettori intermedi e privadi NK (Rosenbgy, Yanneli etal. 1994) | TIL possono
essereespansin vitro utilizzando anticorpi speifici peril CD3 e il CD28 o0 alte
dosi di IL-2, sottosti a selezioneper generarelinfociti con elevat avidita di
riconoscimend dell'antigenetumorale e reinfusi nelo stessopaziente in un
contestoconpletameneé autologo(Kawakamj Nishimuraet al. 1993) Sebbere i
protocolli perla generazionedei TIL sianotecnicanent conplessie costosie non
sianoappicabili atutti i pazienti,recentirisultati hannorinnovatol'interesseserso
questaformadi terapiatumorale.

Per incrementarel'efficacia terapeuticadd’ACT sono state spegimentate varie

strategietra le quali l'utilizzo di adiuvanti per promuoverela funzionalita dei
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linfociti CD4" Thl endogei, essenzialper martenerel'ativazione degli effettori

trasfusi (De, Miller-Grazianoet al. 2005) la co-infusionedi TIL e linfodti T

CD4" Th1l (Hu, Winter et al. 2000) la somministraione di citochine IL-2, IL-7,

IL-12, IL-15 (Rosenberg,Yannelli et al. 1994; Klebanoff, Khong et al. 2005)

molecoleantagonisteguali per esempidbloccant di TG (Suziki, Kapooretal.

2004), articorpi antrCTLA-4 (Sutmuller, van Duivenvoorde et al. 2001) ed
anfcorpi attivanti la funzionalita dei linfociti T (Grabert,Cousenset al. 2006)

Una menzione specialeva fatta per la metodi@ ddla mielo-linfo-deplezione del
pazente tramite radioterapia o chamioterpig utilizzando farmad quali
Fludarabinao Ciclofosfamide primadel trasfermenb adotivo dei TIL (Cheever,

Greenberget al. 1980; Dudey, Wundefich et al. 2002) Il razionde della mielo-

linfo-deplezioneconsistejn primo luogo, ndl'eliminarele popokzioni linfocitarie
endgeneche competmo perle citochineomeostaiche del pool linfocitario (IL-7,

IL-15 e IL-2) e che,quindi, potrebberocostacolare la proliferazionedi linfociti T

trasferti (Muranski, Boni et al. 2006) In secondoluogo I'eliminazone delle
popolazioniimmunaoregolatoriesia del comparb linfoide (comei linfociti Treg
CD4'CD25'FOXP3) che mieloide (comele MDSC) potrebbefavorire I'azione
effettricedelle cellule T traderite. Inoltre, la mielo-linfo-deplezionee in grado di

indurredelle modificazioni fenotipicheimportanti nei linfociti T trasfeiti. E stato
descritto,infatti, comei TIL, che normalnentepresertanounabassaespressiane
delle proteinedi sugerficie CD28 e CD27, dopotrasfermenb in pagent mielo-

linfo-depletti, esprimanoentro breve tempo, alti livelli delle due protane di

membrana (Hendriks, Gravestein et al. 2000; Acuto and Michel 2003)

L'espres®ne del CD28 e del CD27, oltre a migliorare |'efficacia citotossica,
deermina soprattutto un incremento dela sopravviveiza de TIL trasferiti
(Powdl, Dudleyetal. 2005) Similmenteandeil lacaenaa del recettoreperIL -

7 (IL-7Ra), normalmentepocoespress a livello dela membrangplasmaica dei
TIL, viene iperespressaopo traferimento nei pazenti sotoposti a un regime
mielo-linfo-depletvo (Kaech,Tanetal. 2003;Powel, Dudley etal. 2005)

Gli agentichimici e ionizzanti, utilizzati per indurre la mielo-linfo-deplezone,
sono in grado,inoltre, di modularel'immunogencita ddle cdlule tumoral stesse,
deerminardo unamaggiorespresionedi molemle MHC di classel e proteine di

membranaqual FAS e MUC-1, e quesb, siane modeli murini chenei pazienti

(Gelbard, Garnettet al. 2006) Ancora, recenemente € stato dimostrab che la
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radiazione ionizzantenon solo determna nelle cellule tumorali un aumentodel

numero di peptdi antigenici presentatiin assocazione ale molecoe MHC di

classel, ma sopratttto, la sintesidi nuoveed unichesequeze peptidiche cgpaci
di renderepiu immunogenical tumorestessaReits, Hodgeet al. 2006) Infine,

I'effetto citotossicodella radiazioneionizzante determnando un locale danno
tesstiale ed uno stato di inflammazione promuovela proliferazione ddle DC

autologhe che stimolano l'attivazione e I'espangine dei TIL trasferiti (Kieper,

Troy et al. 2005) L' utilizzo della mielo-linfo-depkzione ha consento di

poterziare efficacementd’ACT ottenendorispose cliniche oggetive in circa il

50% dei pazieti con melanomametastatico (Gatinoni, Powell et al. 2006)
(Figura3-A).

Accantoa procedue per potenziard'efficacia tergpeutica dell'approcio ACT e a
traslarlanel coneso di tumori di diversaistologia, comead esempo il trapiarto

delle cdlule stamnali ematopoietichd HSC) in regime di mielo-linfo-deplkezione
primadellACT (Wrzesnski, Pauloset al. 2007) la grande sfida che alimenta gli

studi in questosetbre e soprattuttal syperanento dd contestoautologodi quesa
procedua per ottenere una terapia "Off-the-self". In altre parok I'obietivo e
quello di potertrasferireeffettori immunitari non piu provenenti solamente dal

pazientestessoma ancheda altri donatorj qual ad esempio pazienti che hanno
risposto ottimanenteall’ACT auologa o donatorisani In questo modo sarelbe
possibile costruireuna libreria comunedi cloni CTL spedfici per vari antigeni
tumorali, facilmente utilizzabile: i CTL potrébbero venir rapidamente testati
controle cellule tumoralidi un pazientee unavoltaidentificati quelli responsivi,

amplificati e trasferiti nel malato. | primi trials clinici che sfruttaro I'ACT

allogenica sono risultati molto incoraggiant (Comol, De Palma et al. 2004)
(Figura3-B). Piuinnovativisonogli studidi terapiagenicachemirano,invece,a
ricostruire diretamentein vitro la reattivita antigenia del linfocita che poi verra
trasferito nel pazente (Kershaw, Teng et al. 2005) Questi studi si basano
sull'utili zzo di vettori lentivirali o retrovirali perindurrel'espresginedi un TCR
ad alta affinita verso l'antigenetumorak in linfociti T nadve ottenuti da un

donaore sano.ln questomodo e possibik condensarde carateristiche funzionali

di un linfocita T CD8" effettore tardivo (TCR ad alta affinitd) con qudle

fendipiche di un linfocita T CD8" naive (CD62L"CCR7"CD27"CD28"),

otterencb un potente effettore immunitario (Morgan, Dudley et a. 2006)
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Mielo-linfo-deplezione:

chemioterapia e
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Figura 3: Possibili applicazioni del trasferimento adottivo cellulare associato alla
mieglo-lifo-deplezione del paziente sfruttando I'uso di differenti tipi di donatori di
linfociti T in associazione alla somministrazione di citochine.

A) Trasfermentodi linfociti T autologh. | TIL vengno isolati dala massatumorale, eansie
reinfusi nel pazentedopoesse stato sotopostoad un regimemielo-linf o-depletativatramite onde
ionizzantio tratamentochemiderapco.

B) Trasfermerto di linfociti T allogenti. | linfociti T possonoessergeneati o da un donatore
sano o da un'altro pazente che harisposb ottimamerte al tratamerto autologo. In quesb caso e
necessario una compatibilta tra i compessidi istocompatbilita del doratore con quelli del
ricevente.

C) Trasferimeto di linfociti T modificati geneti@amente. | linfociti T possonoes&r gererati

tramiteterapa genica usandovettori lentivirali o retrovirali oppuresfruttandodonabri xenogenici
esprimentii genidelcompgessoMHC umaro.

(Figura modificata da originale presete in Murarski P. et al. "Increased intersity

lymphodepétion and adgtive immunotheapy-how far canwe go?" Nat. Cli. Pract. Oncol. 2006
3(12): 668681)
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Futuibili ma molto interessantijnfine, sonogli studi che prevedond'utilizzo di
linfociti T da donatori xenogeniciquali, ad esempio,i topi trasgenici HLA-
A* 0201 (HHD-mice). Questianimali sonoknockout per le molecole H2%® del
complese MHC murino e preentanola fusione ddle molemle a-1 e a-2 del
compless HLA-A2 umanocon la molecok o-3 del complessoH2 murino. Il
sistemaimmunitario dei topi HHD risulta quindi "educab" esclusivarente dal
compless MHC umano. La potenzialia dell'utilizzo di donatori xenogeici e
dovuta al fatto cheil loro repertoriodi linfodti T non é soggetd alla selezione
negativa versoi peptidi self umani; pertanto, si potrebbero facilmente gererare
linfociti T con TCR ad alta affinita versogli anigeni tumoral umani (Cohen,
Zhenget al. 2005;Kuball, Schmitzetal. 2005) (Figura3-C).

Telomerasi come antigene tumorale universale, candidato ideale per

I'immunoterapia anti-tumorale.

| telomeri sono sequenzeoligonucleotdiche non codificanti che chiudono le
estemita dei cromosomi, costituite generainene dalla ripetizione del motivo
TTAGGG. Ad ogni ciclo cellulares assistead un gradua¢ aacorciamento dei
telomeri, e una volta raggiunta una lunghezza critica, la celula attiva un
programmagenco di morteprogrammaa (HahnandMeyerson2001) Alcuni tipi
cellulari (cellule staminali, cellule germinal, linfociti attivati) risolvono questo
problema attraversol'attivita dell'enzimatelomerai. La telomerai € cosituita da
una compnente di RNA, lungacirca 150 nudeotidi che serveda stanpo per la
sintesidel telomeo; e daunacomponentgroteica ad attivita enazmatica (TERT)
chefungedatrascrittasinvers, in gradodi sinteizzaresoloun segmato di DNA
che &€ compkmerare alla sequenzadi RNA (Cong, Wright et al. 2002)
L'attivazione della telomerasi,intervenelo nd fenomeaio di immoralizzazione
cellulare, € stata dexritta anchenelle cellule tumoral (Hastie Denpster et al.
1990; Kim, Piatyszek et al. 1994; Meyerson, Counter et al. 1997; Shay and
Wright 2002). In particolareessaé risultata esserespressan circa 1'85% delle
cellule tumoral indipendentementdalla loro origine o istologia e risulta essere
pertantoun importanteantigenetumorak universde (Vonderheie, Hahn et al.
1999). Anche se la ricercadi inibitori farmacologci dell'atiivita di telomerasi
rappresentauna promettentestrategiaper unafuturibile terapia antrtumorde, le

proprieta immunologichedi TERT suggersmno che questa proteha sia un
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potereiale bersagb per nuovi approccidi immunoerapa controil cancro. A tal
proposib sono da riferire le strategie immunoteapiche nei modeli murini:
I'induzione di una rispostaimmune contro la proteina tramite vaccinazione con
DC trasfetate con RNA codificantetelomerasié staa desaitta da Gilboa (Nair,
Heiseret al. 2000; Thornburg,Boczkowskiet al. 2000) A seguitodel'intervento
vacadnale, gli animali risultavano parzidmente proteti dallinoculo di linee
tumordi telomerasipostive. Inoltre, assaiinteressantéal puntodi vistaclinico e
statal'osservazionehe gli animalivaccindi risultavano sanie non sofferentiper
I'insolgenzadi pablogie autoimmunirivolte contro le celule ematopoigiche o i
tessdi normali esprimentitelomerasi(Nair, Heiseret al. 2000) Infatti, i linfonodi,
le placche del Peyer, la milza, il timo ed il fegato degli animali vacchati
risultavanocompleamentenormali ad unindagine istologicg anchea distanzadi
un anno dala vaccinaziong inoltre, i livelli di IgM e IgG risultavano
sostanzalmene normali cod comeil numero di granulodti, linfodti, eritrociti e
piastrinecircolantinel sangueQuestirisultat possonaesserspiega dal fatto che
i livelli di attiivita di telomerasinelle cellule esprinenti fisiologicamente la
ribonucleoproteiarisultanoessercircadi 100 volte piu bassirispdto alle cellule
tumorali, e questoimplicherebbeun numero di compkessi MHC/peptdi-TERT
specifici presentia livello di membrangplasmaica insufficienti nel'attivare una
risposta immunitaria (Gross, Graff-Dubois et al. 2004) Queste ossevazioni
avvalorano il significato dell'antigenetelomeasi come anigene tumorde in
guarto la sua divera egressione pameterebbe a sisttma immune di
discriminaretra tessutonormalee tessito neoplatico. Altro motivo di interessee
il fatto chemolteplici risultati scientifici suggeriscon@hei pepidi derivanti dalla
processaziondisiologica della proteina TERT da parte delle cellule tumorali,
vengono presentat in asociazionecon le molecoe MHC di classel e sono
riconosciuti come bersaglioda linfociti T (Vonderhetle Hahn et al. 1999)
Oggigiorno sono stati descrittinumerosipotenzali pepidi di telomerasi umana
presentatida almenocinquemolecoleHLA di classel (A2, Al, A3, A24 e B7).
Datala compkssta dd sistemaHLA, la maggor partedei trials sperinentali si
sono focalizzati esclusivamentererso I'HLA-A2 essendoquesto l'istotipo piu
frequente nella popolazione caucasica(CortezGonzalez and Zanetti 2007)
L'impiegodi diversetecnicheper generareax vivo CTL specfici ani-telomerasi

da pazientiportatoridi tumoredimodrano chela tolleranzacentiale o periferica
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verso questantigene non rappresentaun ostcob importane per indurre
l'espansionedi linfociti T CD8’, anchese studi riguardantil'affinita di queste
cellule ad ogg non sono stati ancoracondoti (CortezGonzaez and Zanetti
2007). Interessantrisultanoes®reanchele osservaioni sul numerodi linfodti T
TERT-gpecifid circolanti: infatti, mentrenegi individui sani il numerodi CTL
TERT-specifia € molto bas®, nei pazent oncologti sotobposti a terapie
classichesonostat trovati alti livelli di CD8" TERT specifici (Filaci, Fravegaet
al. 2006) Inoltre, e statoriportatochei padent di portaori di certitipi di tumore,
comead esempd I'epatocarcinomapresentao nel siero alti livelli di anicorpi
reattivi contro h-TERT (Masutomi,Kanekoet al. 2002) Sullabasedi questintima
relazionetra la presenzadell’antigenee I'instaurarsidi unarispostaimmunitaria,
molti trials clinici di fase | di immunokrapa sono stati condott in pazienti
portatori di tumori avanzati.Anche se sonostat utilizzate varie formulazioni di
vaccini come DC caricate con peptidi (Vonderhedle, Domdek et a. 2004)
pegidi in assocazione alla somministraione di interluchine (Mavroudis,
Bolonakis et al. 2006) cellule B caicate con peptdi (CortezGonzdez and
Zanetti 2007) e DC trandettate con m-RNA codificante per TERT umano (h-
TERT) (Su, Dannull et al. 2005) in vari contestt tumoral come caranoma
mammario (Vonderheide,Domchek et al. 2004) carchoma prostaico (Su,
Damull et al. 2005; CortezGonzalezand Zaneti 2007) mdanoma (Pakhurst,
Riley et al. 2004) e carcinomapancretico (Bernhardt, Gjertsen et al. 2006)
nessunaispostaclinica oggettiva é stata anmra descrita. Tuttavia quest trials
hamo prodoto dei dati interesanti; infatti € stda ossevata |'espansionedi
linfociti T CD8" TERT-specifici in 19 pazienti immunizai tramite DC
transfettée con I'm-RNA codificanteh-TERT su 20 (Su, Dannul et al. 2005)
Queste osservazioniuniti agli studi sui modelli murini, piattaformaideak per
perfezionargorotocolli vaccinalida potertraslae ndl'uomo, rappreseranole basi

perun ulterioresviluppodi vaccinibasatisuh-TERT.

Il topo TRAMP: un modello di studio della carcinogenesi prostatica.

In campo oncobgico, lo sviluppo di moddli murini in grado di mimare la
pablogia umanae di importanzafondamenrdle pe caraterizzaregli stadidella
progresione tumomle e la capacita dd sistena immunitario di montae

un'opportuna rispostaantitumoralenoncté per verificare I'effi cadga di nuove
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terape. Storicamentei primi studi conpiuti sui moddli animali s riferisconoa
sarcomi cutaneiautoctai indotti medianteirradiazione o esposizone a sosanze
cancerogea, cone il MCA. Altri modeli sonobasai sul trapianto sotocutedi

lineecellulari neoplastichali origine umara in topi nudi, in modo da mimare la
crescitaneophsica, o in alternativa I'impianto diretto del tumore ndl’organo
bersaglio.Questomodello ortotgpico permdte di ottenererispostebiologiche e
terapeutiche pit simili a quantovisto nei tumori umani. Anche se tutti questi
modelli continuanoad es®r utilizzati, rappresentado un’effi cae opportunié per
la ricerca ed un interessate banco di prova per sperinentae nuove terapie
antitumorali e innegabileche essituttavia preserdno dei limiti intrinsechialla
loro naturapseudofisiological tumoi trapiantabii inoltre, esendo indoti da
cancerogenichimici o fisici a dosi fortemente e acuamente genobsside,
esprimono anigeni chesebbeneianotaloraforti antigenidi rigetto nonsi trovano
nella contropate neoplasticaa genesispontaea. Altro limite de modelli di

tumore trapiantabil risiede nel fatto che la neophsiaprogrediscan un coniesto
tesstiale non propriamentefisiologico, svinomlato dal microambente che si

generadurantele fas della progressioa neoplatca. Infatti, i tumori spontaei

d’origine epitdiale, comeil carcinomaprostaico, sonocompostida almenodue
insiemi cellulari che interagisconatra di loro: le cellule tumoral (componete
parerchimalg e le cellule stromali con la matrice extracellulare (componere
stromale).Le cellule normalinello stromatumorde, qual le cellule endogliali, i

fibroblasti, i macrofagi e le magcellule possonoesserestimolae in maniera
abnormedanumerosfattori di crescita diffusibili, rilasciat ddle cdlule tumorali,

0 possmo diretamenteprodurre citochine e peptdi che, pe effetto paracrino,
stimolano la crescta tumorale.Risulta, quindi, evidenteche le due componenti
sono biologicamente attive e concorronoentranbe a creae un microanbiernte
favarevole alla crescita e alla progressionedella neoplaia, come € eviderte
nell’abnorme simolazionedella neovasolarizzazioneindotta dal tumoree, ciog

lo sviluppo di nuovi vas sanguigniche originanoda vasi preesistent del tessuto
di origine. Tale processo noto con il termine di necangiogenesie tipico della
progressiongumoraleal puntoche nesuntumore pud crescereltre 1 mm® serza
un adeguat suppato sanguigno.L’elevata cingica replicativa delle neoplage

trapantabii preclde inoltre, la possibilta che si venganoa creae quei
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fisiologici e conmpless meccanimi di interazone tra il sisttma immuntano
del’'ospite e laneoplag spontane@hepossondortement influenzarel’esito di
evertuali approcciimmunoterapici.

In quego contestos inserise il modello trasgento murino del carcinoma della
prostata (TRAMP), ingegrerizzato tramite inserinento ddla sequenza
del’antigeneT (Tag)di SV40 avalle del pronotoredd genedella probasinaPB)
(Greenbeg, DeMayo et al. 1995) L’'espressionedel genePB, cosituito da sette
esonie da sei introni, localizzatoa livello del bracéo lungo del cromosona X
(Xg22), e prostaé-specifca, interessando seilobi della ghiandod, e coincide con
la pubertadel’animale. L'attivazione del promobre del gene PB determina
corseguatemente la trascrizionee la traduzone della sequena codificante
'oncoproteina Tag promuovendo in quesb modo I'inizio del processo
nelastico.La proteinaTag € in gradodi interfeiire conla funzione di Rb e p53
due tra le principali proteine cellulari oncosoppressai (Ludlow 1993)
L’'espresionedel trasgenePB-Tag € riscontrabile attorno ala 4% setimanad’eta
del’animale e regolatadagli androgenied € localizzaa a livello delle cellule
epiteliali della prostata in particolarea livello dei lobi dorsolderak e ventale.
Succesivanente attorno alla 122 settimana d’etd il trasgeneé espresso
indistintanenteda tutte le regioni della prostda e anchea livello delle vesccole
semnali; in questoperiodq inoltre, i topi sviluppanomutazioni spontaneea
livello dei recetori per gli andrayeni determinandolo sviluppo di uno stato
tumorale androgenc-indipendente similmente a quanb aacade nel'uomo. La
peretranzadi tale processaé completae I'animae muore entro la 40° settimana
d'eta

Nel modelo TRAMP la progressionedella neoplaia verso una crescita
indipendeate dagli androgenie stataampamene dimostrah dd fatto chesei topi
vergono castrait alla 6% setimana di vita solo il 50% di ess$ svilupperauna
madattia androgendndipendente(Eng, Charles et al. 1999; al contario, sela
castraziom viene effettuatadopo la 12* setimana d’et3, la percentale degli
animali che svilupperranouno stato patologi® ormoneindipendentesde a 70
80% (Gingrich, Barrios et al. 1996) L’evoluzione della neoplasiain questo
moddlo é caraterizzatada fas ben distinte: il tumore esordsce sotoforma
d’iperplasiaintraepiteliale(PIN), per poi passaread uno stab di cardnomaben

differenziab e culminara in un caranoma poco differenzato. L'iperplasia
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intraepitelale e tipica degli animali di 8-10 setimane d’eta ed é caatterizzata
istologicamenteda un epitelio a stuttura cribrosa, con nucla ipercromdi e
stratificati; a questaseguda fased’iperplasia ben differenziaatipica di animdi di
12 settimanein cui s notaun elevatonumerodi mitosi ed event apopbtici. La
fase d'iperplasa poco differenziatatipica degli animali di 24-30 setimane
rappesentala fase progredita della neoplasia ed é caraterizzaa da lesioni
necrdicheedemorragichdFigura4).

La tendenzasuccessivalella progressione la metastaizzazione siaemaica che
linfaticg dappima a livello dei distreti limitrofi ala sede prostatca quali i
linfonodi periretali edil collo dellavescta poi alivello del rene dd fegab, dei
polmoni e delle ghiardole salivari. Negli animali castratj I'i ncidenza ddla
metastatizzazionerisulta essereraddoppata se paragona agli animdi non
castati. Quesb evidenziail fatto che le cellule meastdiche sonoin gradodi
acquisire l'indipendenza androgenia mentre le lesioni primaie rimangono
ormonedipendenti(Greenbeg, DeMayo et a. 1995) | topi TRAMP sonostati
inoltre utilizzati come risorsa per sviluppare nuove linee tumordi, che hanno
avuto un ruolo imporianteper gli studiin vitro. Sonostae, infatti, isolae dalla
prostata tumorde del topo tre linee stabilizzate (C1, C2, C3) che mantngono
I'espresionedi molecoledi superficietipiche ddl’epitelio prostaico tumorde e
dispongonodi attivita tumorigenica,eccedto la lineaC3, se inoculate in animali
singenicial topo TRAMP (Foster,Gingrich etal. 1997)

| carcinomiprosttici TRAMP, quantole lineederivate (Yang, Holt et al. 2001)
esprimono alcuni antigeni prostataassocati (PAA) tra cui Prosate Stem Cell
Antigen (PSCA), Six Transmembran&pithelid Antigen of Prosta¢ (STEAP) e
Prostate Specifc MembraneAntigen (PSMA), che presentao elevat omologa
con le rispetive isdforme umane.ll gene codificante I'antigene PSCA mappa
nelluomo a livello del cromasoma 8 (89.24.2) mente nel topo a livello del
cromosana 5, codfica per una protdna altamente glicosiata ancoraa alla
superficie delle cellule stromali della prostda tramte il mecansmo del
glicosilfosfatdilinositolo (GPI). L'omologia tra I'i soforma umana con quella
murina € del’65%. Entrambele proteinesono soggett ad interndizzazone, a
processazione presentazion@ia compleso MHC di classel (Reiter, Gu et al.

1998). Il genecodificantel’antigeneSTEAP e localizzab nell'uomo alivello del
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cromosom& (7p223) mentrenel topo mappaa livello del cromosomd, codifica
perunaproteinatrasmembranéa seipassi chesottendela funzione di canaledi

membrana;in questoca® I'omologia ddle due isoformee dd 80% (Hubet,

Vivancoet a. 1999) La mappaturageneica dd PSMA nel’'uomo harilevato la
presenzadi due geni: uno é localizzatonella regione 11pl11 e codifica per il

trascritto espressa livello della prostta, I'altro mgppa a livello dela regione
11914 ma la sua egressionenon e prostaf specfica. Nel topo, il gene
codficante I'antigene PSVIA mappain un unico locus owero a livello del
cromosoma/. Entrambele due isoforme, murina che umana,con omologia del
86% codificano per una glicoproteinadi membranadi tipoll costtuita da 750
amminoa&idi chesimilmentealla proteinaPSCAeé soggeth ad internalzzazionee
proccesamentovia complessaMHC di clase| (Bacich, Pinto et al. 2001) Gli

MRNA specifici per le isoforme murine e umanedi PSCAe STEAP hannouna
distribuzione tissutalelimitata al tesuto prostatco e risultano iperesprasi nei
tumori prostaici primarie nellemetastasde topi TRAMP.

Similmenteil PSMA, nonostate unadistribuzionetissutale piu ampi nd topo,
risulta up-regolato neitessiti neoplasticiTRAMP.

Da quantodescrito € evidenteche questomoddlo riveste un ruolo fondamentle
nela ricerca biomedica sul carcinoma prostdico, avendo delle pecularita
fondametali chepossiamoriassumerén duepunti;

1. L’evoluzione neoplasticada carcinomain situ a tumore francamente
invasvo e simile a quantoacca@ nell’'uomo; questopernette di dispare
delle diversefasi della progres®ne neoplasita per disegnae protocolli
sperimentalivolti alla prevenzioneo alla tergpia del tumore,caraterisica
guestache rendepotenzialmentdraslabilealla clinica eventuai appocci
terapeutici.

2. Lacondvisionedi antigeniprostataassocia (PAA) conelevataomologia
con le isoforma umane; queso permettedi predisporreun reagenario che
qualoradimostratosi efficacein modelli murini precinici, potrebbeesser
impiegabié nela terapiadella neoplasiaumana, comedimostrail recente
impiego di anticorpi anttPSMA che é stab in grado di indurre la
regressne infartualedi carcinomiprostdici umaniimpiantdi in topi nudi
(Huang,Bennet etal. 2004)
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Questomodelb, tuttavia, presentaanchede limiti, il piu importane da qual e

rappesentatala una variabilita fenotipicanella progressionalella neoplaia che
risulta potenzalmentelimitante nella valutazone di un trial sprimentak. Questa
variabilita é legataal backgroundgeneico degli animali e confema l'ipotesi di

spedfiche alterazoni di uno o piu geni che sopraggiungonaurantelo sviluppo
dellaneoplasia L'importanzadel backgroundyeneico di parenzanellindiri zzae

lo sviluppo della neoplag versoun determnato paterndi crescit € ampiamerte

dimodrato in letteratura; infatti, i tumori TRAMP di background C57BL/6
risultano esseredi naturapropriamentenfil trante invadendo con dta frequenza
I'uretrae le vexicde seminali al contrario le massetumoral sviluppat dai topi

F1 derivati dallincrocio (C57BLU6 TRAMP x FVB) sono maggormente
localizzate ed altamentevascolarizzate(Kaplan-Lefko, Chenet al. 2003) Ad una
diversa progressionedella malattia del cacinoma TRAMP si associano
caratterstiche peculiari che s discostao in parte dalla medeima pablogia
nelluomo. Infatti, il tumore TRAMP preserd una perentude maggiore di

fendipofill oide, rispettoa quantoravvisabik nel’'uomo, ovvero unacommistione
tra un tumore di naturaconnettivalee uno di naura epiteliale. Questadoppa

naturadel tumore TRAMP puo portarea degli esii di paologia che non sono
riferibili alla neoplasha umanaNella stessaottica, il tumoreTRAMP presentauna
maggor percentualedi fenotipo neuroendocno rispeto a carcinomaprosatico
umarp. L'i nsorgenzalel fenotipo neurendocriro € un eventotuttavia stocastico,
dovuto all'acquisizione da parte ddle celule epiteliali, in seguib alla
trasformazone neoplastica, di capadia secetorie tipiche ddle celule

neuoerdocrine(KaplanLefko, Chenetal. 2003)

Queste ultime osservazioni,se pur ridimensionao, non can&llano certo
I'importanzadd modelb come piattaforna idede per caraterizzae il ruolo del

sistemaimmunitario nella progresionedel tumoredella prosttae nela messaa

punto di appropriatestrategigerapeutick ani-tumorali.
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La definizionemolecolaredegli antigenitumoreasso@ti riconosauti dailinfociti

T e la conoscenzadei meccanismiche regolano I'attivazione linfocitaria e dei
meccanismi di escapetumorale hannoconsento negli ultimi anni la messaa
punto, in modeli neoplasticisperimentalidi piu efficaci strategie vacchnali, che
mirano ad interferire con la tolleranzaimmunologi@a e ad atiivare in modo
specificoi meccansmi effettori dellimmunita adattativa, conlo scopodi generare
unarispostammunetumorespecificaprotetiva e di lungadurata

Nell'ambito dellimmunoterapiaantitumoraé due sonole strade potenzalmente
perseguibilt la prima e la vaccinoterapigdeta andie immunoterapa attiva), la
seconda I'immunoterapiaellulareadotiva (o immunoteapiapassiva

Gli interventi di vaccinoterapiamirano ad edware il sistena immunitario del
pazente a riconoscereanigeni tumortassocati (TAA) presentindle cellule
tumorali con lo scopodi arrivarea cortrastae la cresdta tumorale attravaso la
seleione e I'espansionedelle cellule effetrici proprie ddl'individuo (Lollini,

Cawllo etal. 2006) Ad oggi un numep consstentedi vaccini antitumordi sono
stati utilizzati in clinica: vaccini basatisulle stessecellule tumorali irradige, su
cellule dendritiche transkttateo infettatecon I'antigenedi interesseo sull'inoculo
della protena o del peptideantigenico(Mocdli n, Mandruzab et a. 2004) Una
menzioneparticolrevafattaperi vacciniaDNA, cherappresenanounafrontiera
emergenterista 'ampia mole di dati ottenutiin ambio precinico (Cohen 2001)

Seébbene i nuovi vaccini antrtumoral mostrino un’aumenata efficacia nei
confronti di tumori di piccde dimengoni in modelli predinici, I'im munoteapia
attiva € genealmerne inefficace come singolo provvedimento terapeuico una
volta che la neophda raggiungedimensioniconsistenti o diviene metastatica
Comee facile intuire,i limiti di queso approc@ sonomolteplici e recenti meta
analsi di protocoli clinici antitumoali basait su diverseformulazoni di vaccini
hamo rivelato che, seblenesia possibike indurreunarispostaimmunitaria verso
anigeni tumorali nella maggiorpartede saggeti vacchnati, le rispose cliniche
oggettive sono piuttogo limitate e si verificano in meno del 10% dei pazienti
trattati(Choudhury Mosolits et al. 2006) La tolleranza ad antigenitumordi self e
I'attiva immunosoppressi@mediatada celule mieloidi (Bronte and Zanovello
2005) e/o linfoidi (Colomboand Piconese2007) sonosolo alcunedelle causein

gradodi spiegarequesa modestaefficaciatergpeutca.
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A differenza della vaccinoterapialimmunoerapa cdlul are adottiva consgue |l
trasferimento,in un organismooite, di cellule immunitarie con lo scopodi
introdurrenuovefunzioni o di correggerequele difettive (Gattinoni, Powell et al.
2006). L’entusiasmoripogo in queso approcio deriva dalla possibiita di
manipolare, ex vivo, vie biologiche cellulari e molecolai in un modo che non
sarebbealtrimenti possibile nell’'ospite intatto. Linfociti T infiltranti il tumore
(TIL) possonoesserecoltivati in vitro, espansie sottopostia sekzione per
generardinfociti con elevataaviditadi riconoscmenb ddl'antigene tumorale ed
esserereinfusi nel pazente donatore,in un contesto compktamente autobgo
(Kawakami Nishimura et al. 1993). Perincrementarel'efficacia terapeutca del
trasferimentacellulare adottivo, pazienticon melanona sonostati trattati tramite
radioterapiao somministazionedi farmag¢ quali Fludaabinao Ciclofosfamide,
allo scopodi indurreunaparziale mielo-linfo-deplezione primadel trasferimento
adottivo dei TIL. Qualunquesia il mecansno d'azbne, la linfodeplezone ha
consentitodi ottenererispostecliniche oggetive in circail 50% dei pazienti con
melanoma metashatico (Muranski,Boni et al. 2006)

La sceltadellanigeneversocui mirarela straegiaimmunotrapeuta allo sapo
di generae o ristabilire unarispostaimmunitaria specfica rappresentain aspetto
di primariaimportanzanell'intraprenéreun qudsiasi percorsoimmunoerapco.
La ribonuckoproteinanuclearetelomerasi(TERT), la cui funzione € mantenee
I'integita delle porzioni terminali dei cromosom durane la duplicazione del
DNA, & normalmenteinattivanellamaggior parie ddle cellule somaiche, mapuo
riattivarsi in molti tipi di neoplasiefavorendoil processodi immortalizzazione
cellulare e, conseguentementda natura invasiva del tumore (Zakian 1997)
TERT, infatti, € espresain circal'85% delle cdlule tumoral, indipendentenerte
dalla loro origine o istologia e risulta essee pertanb un importante antigene
tumoraleuniversaeé.

Su questepremessesi basaquestolavoro, il cui scopoe statovalutare I'impatto
terapeutico di interventisia di immunoteapia attiva che passva, in contesti di
tumorigenesimurinaindottae spontaneasfruttandol'antigeneTERT.

L'efficacia dela strategiadi immunotergia cdlulare adottva ha richiesto una
caratterzzazionefunzionale in vitro dei linfociti T citotossici sekezionati ed
espans dall'interventovaccinalee una sucessva verifica della loro capacita

terapeutica,unavolta trasferiti in animal portabri di tumore,nel contrastarela
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progresionedella neoplasiaAnalogamentgl'efficaciadel'intervenb vaccinaleé
stab valutab comeeffettiva protezioneddl’ animde conto la progressionelella
nelada, in termin d’aumentodella sopravvivena degli animdi trattati con

vaccinia DNA rispettoad animalitrattaticonadegudi controlli negaivi.
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MATERIALI & METODI

TOPI

Sonostati utilizzati topi mashi transgaici TRAMP di backgraund C57BL/6 di
aplotipo H-2° derivati da una coppia originaria del * Greenbeg Lab” (Fred
Hutchison CancerResarchCenter,Seatle, U.S.A). Attualment disponiano di
una coloniain omozigos e di unacolonia in eteroagosiin badkgroundC57BL/6.
I maschipositvi per I'espressionedel trasgenePB-Tag vengonoutilizzati nei
seting sperimendli all’eta di sei settinane.Sono stat impiegat anche maschi
C57BL/6J di aplotipo H-2" e masai del cepp Balb/c di aplotipoH-2° di eta
compresdra le otto e le dodici settimanedella ditta Charkes River Italia S.p.A.
(Calco, Como, Italia). 1 topi sono stai mantenuit in gabbe di plastca, a
temperaturacostantee dieta bilanciata ndlo stabulaio del Diparimento di
Sdenze Oncobgiche e Chirurgiche, Sezbne di Oncologia del’'Universita di
Padova. Tutti gli esperimentieseguiti sugli animali si sono attenuti alle linee
guidaindicatke ddle direttive nazionaliedinternaiondi (Workman,Balmain etal.
1988)

Screening topi TRAMP

La presenzadel trasgeneéPB-Tag viene valutatatramite PCRda DNA estratto da
PBL. Gli animdi vengono preliminameng anestézzai per indazione di etere,
swccesgramentetramite pasteurdi vetro viene prdevao un piccolo quanttavo di
sange a livello dell’occhio. Per I'estrazione dd DNA e stato utilizzato il kit
“puregeneDNA isolation kit” (Gentrasystem Germania) ed il suo protocdlo
specifico. I DNA ottenutoé stato utilizzato cometemplao pe unareaione di
PCR condota utilizzando il thermal cycler PTG-200 pdtier (MY Resarch
Waltham,MA, U.SA.) cheprevedea 35 cicli di anplificazone (94°C 4 minuti,
94°C 1 minuto45°C 15 secondi,72°C 1 minuto) seguit daun’estesionefinale a
72°C per 5 minuti.

La reazioneconst di unamix costituitada 30 ul di c-DNA, 5 ul di buffer 10X
(Applied BiosystemsCA, U.S.A) 6 ul MgCI2 25mM (Applied Biosystems CA,
U.S.A), 1 ul di dNTPs10mM (Invitrogen, Carlstad, CA, U.S.A.), 2.5 ul alla
corcentazionefinale di 1uM dei primersspedfici peril transgengPB-1F: 5'-
CCG GTC GAC CGG AAG CTT CCA CAA GTG CAT T-3; TagR:5'-CTC
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CTT TCA AGA CCT AGA AGG TCCA-3), 2.5l allaconcentrazionénale di
1 uM dei primersspecifici perla p-caseinadi topo (M p-casein&: 5’-AGA AAC
GGA ATG TTG TGG AGT-3’; M B-caseinaF5’-GAT GTG CTC CAG GCT
AAA GTT -3’), 0.5ul TagDNA polymerasédInvitrogen,Cailsbad,CA, U.S.A.)e
2,5 ul di H20 periniettahli.

Ultimatala reazione campionivengonofatti corrae in un gd d’agarosioall’l %
contenete 0.5 ug/ml di Etidio Bromuro (EtBr), asiene ad un maratore
molecolre (1Kb Marker,MB). Le bandeattesesonorispettvamentea 0,6 Kb per

il PB-Tagea0,5Kb perla -caseina.

TERRENI DI COLTURA

Codlture cellulari

DMEM 10%: DMEM (Invitrogen, Calsbad, CA, U.S.A), 2 mM di L-
glutammina, 10 mM di HEPES 150 U/ml di strepbmidna, 200 U/ml di
penicillina, 20 uM di 2-B-mercaptoeinolo (28-Me) (SigmaAldrich, St.Louis,
MO, U.S.A)) e 10% di siero bovino fetde (FBS, Invitrogen, CA, U.S.A)
inattivato a56°Cper30’.

DMEM 10% con riL-2: DMEM (Invitrogen, CarlsbadCA, U.S.A.),2 mM di L-
glutammina, 10 mM di HEPES 150 U/ml di strepbmidna, 200 U/ml di
penicillina, 20 uM di 2-B-mercaptoeainolo (28-Me) (SigmaAldrich, St.Louis,
MO, U.S.A)) e 10% di siero bovino fetde (FBS, Invitrogen, CA, U.S.A)
inattivato a 56°C per 30’ ,addizionatocon 20 U/ml di rIL-2 (Euro Cetus-Chiron,
Milano, Italia).

TRAMP 10%: DMEM (Invitrogen, Carlsbad,CA, U.S.A) supplenentto con
2mM di L-glutammina,10mM di HEPES,20uM di 2-B-mercaptog¢anolo(23-Me)
(SigmaAldrich, StLouis, MO, U.S.A.), 150U/m di streptomicing 200 U/ml di
penicilina e 5% siero bovino fetale (FBS, Invitrogen,CA, U.S.A) inativato al
calore(56° per30’), 5% NuSerum (Collaboraive Biomedcal Products Bedford,
MA, U.S.A.),5 pg/ml di Insulina (SigmaChenical, StLouis, Co,U.S.A.)e 0.01
nM di diidrotestosteroa(SigmaAldrich, StLouis,MO, U.S.A.).
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Coltureutilizzateperi saqgi

DMEM 10%: DMEM (Invitrogen, Carlsbal, CA, U.S.A), 2 mM di L-
glutammina, 10 mM di HEPES, 150 U/ml di strepbmicina, 200 U/ml di
pencillina, 20 uM di 28-Me (SigmaAldrich, St.Louis, MO, U.S.A.) e 10% di
sieo fetalebovino (FBS, Invitrogen,CA, U.S.A.)inativato al cdore.

RMPI 5%: RPMI 1640 (Euroclone,Milano, Italia), 2 mM di L-glutammina, 1
mM di sodiopiruvato,150 U/ml di streptonicina, 200 U/ml di pencillina, 20 uM
di 2B-Me SigmaAldrich, St.Louis,MO, U.S.A.)e 5% di sierofetde bovino (FBS,
Invitrogen,CA, U.S.A) inattivatoal calore.

RPMI 3%: RPMI 1640 (Euroclone,Milano, Italia), 2 mM di L-glutammina, 1
mM di sodbp piruvato,150 U/ml di streptomicina, 200 U/ml di penidllina e 3% di

siem fetalebovino (FBS, Invitrogen,CA, U.S.A) inativato al cdore.

LINEE CELLULARI

MBL-2 (aplotipo H-2°), linfoma indotto da virus leucemogenomurino di
Moloney(M-MuLV), mantenutaattraversgpasaggisetimandi intraperioneoin
topi singeniciC57BL/6. Talelineae staa mantenutain colturaconDMEM 10%
CT26 (aplotipo H-2d), linea di coloncarcinomandifferenziab indotto mediane
cailginogenestchimica, stabilizzaa dopo espianto da un topo Balk/c. Tale lineaé
sta mantenutan colturaDMEM 10%.

C1 (aplotipoH-2°), lineatumorale prostaticaderivatadal topo TRAMP. Talelinea
é stadamartenutain colturaconil terrenoTRAMP

C2 (aplotipoH-2°), lineatumorale prostaticaderivatadal topo TRAMP. Talelinea
é stadamartenutain colturaconil terrenoTRAMP

C1-B71 (apotipo H-2%), linea tumorak prostaticaderivantedd topo TRAMP
transfettéa stabimenteper I'espressionalella molecola costinolatice B71. Tale
linea é stata mantenuta in coltura con terreno TRAMP addizonab con
I'antibiotico gendicina (G418, GIBCO) alla conceatrazone di 1mgiml che
corsentedi selezionaréa popolazionetransfetata.

C2-B71 (apotipo H-2%), linea tumorak prostaticaderivantedd topo TRAMP
transfettéa stabilmenteper 'espressionalella molecola costimolatrice B71. Tale
linea é stata mantenuta in coltura con terreno TRAMP addizonab con
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I'antibiotico gereticina (G418, GIBCO) alla conentrazone di 1mgiml che
consentali seleziomrela popolaziondransfetata.

MCA 203 (aplotipo H-2°, linea celulare di fibrosarcoma.Tale linea & stata
manenuain colturaconDMEM 10%

MC 38 (apotipo H-2b), lineadi colon carcinoma.Tale linea & stak manenutain
colturaconDMEM 10%.

EL-4 (aplotipoH-2), lineadi timoma. Tale linea & statamantenua in colturacon
DMEM 10%.

B16Lu8 (aplotipo H-2°), linea di melanomamurino che metasatizza a livello
polmonareci e statafornita dal Dr. Janmes C. Yang (SurgeryBranch, Natonal
Istitute of Heath, Bethesla, MD). Tale lineaé stab mantenuta in coltura con
DMEM 10%.

B16447(aplotipo H-2°), riferita comeB16, lineacellularedi melanomamurino, ci
e statafornita dal Dr. I. J. Fidler (CancerCente&, Housbn, TX). Talelineaé stata
manenuain colturaconDMEM 10%.

B16-B71 (apotipo H-2°), linea cellulare di melanomamurino transfetata
stabilmente per I'espressionedella molecola costinolatice B71, gertiimente
fornitaci dal Dr. P. Dalla Bona (Istituto Nazonale Tumori, Milano, Italia). Tale
lineae statamantemitain colturacon DMEM 10% addizionatocon I'antbiotico
geneticina(G418,GIBCO) alla concentraionedi 1 mg/ml.

clone 16.1specifico perl'antigene—gal: e statoottenub dal nogro laboratorioda

topi C57BL/6J immunizzaticon il vettore plasmidco pCMV-B—gal, attraverso
ripetute stimolazioni in vitro con splenodi singenici y-irradiati e pulsati con il
peptide B-gaks-103 (10 pmol/L) e dopo clonaggo tramite diluizione limite. Tale
CTL vienemantenutan colturaconil terreno DMEM 10% addidzonai con riL-
2.

PEPTIDI

Il peptde m-TERT19820s (VGRNFTNL) ristretto per aplotipo H-2°, & stato
idenificato dal gruppo della Dr.ssa Elisa Scasdli del'lstituto di Ricera di
Biologia Molecolare (IRBM) di Pomeza, tramite screening di un pannello
competo di peptdi che copiivano l'intera sequ@zadi Telomerasie sucessiva
analisi bioinformaica utilizzandogli algoritmi preditivi BIMAS e SYFPEITHL
Tale peptide e stab sintetizzatadalla ditta JPT (Berlino, Germani). Il peptide -
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gabe.103 (DAPIYTNV) della proteina B-galatossidasi stato sintetzzato dalla
Technoger{Napoil, Italia).

| peptidi presentavamall’analis mediane HPLC unapurezamaggore del 95%.
Il peptideliofilizzato e statorisogpe® in DMSO (Sigma-Aldrich, StLouis, MO,

U.S.A)) estoccata -80°C fino al momentoddl’'uso.

ALLESTIMENTO DI COLTURE LEUCOCITARIE

Allestimentodi ColtureLeucocitarieMiste (MLC)

Le milze di topi maschiBalb/c (aplotipoH-2%) di 8-12 settimanedi eta,e le milze
di topi C57BL6 e TRAMP (aplotipo H-2") sono state prelevatesteriimentee
disgregate meccanicamenteSi e poi proceduto alla lisi dei globuli rossi
utilizzando 4 ml di Lysing Buffer (ACK BioWhittaker Walkersiville, MD,
U.S.A.) per 3-4 minuti. Dopo il lavaggp la sospensionedlulare cosi ottenutae
stab pasan attraversouna garza di nylon per eliminare possibii aggregati
cellulari. Le sospensioncellulari cos ottenutesonostatk utilizzate per allesire le
MLC. In piastreda 24 pozzetti(Falcon,Bedon Dickinson,NJ, U.S.A.) sonostati
coltivati 3x10° splenociti Balb/c y-irradiati € un ugual numero di splenodii
C57BL/6 o TRAMP in un volumefinale di 1 ml di terrenoDMEM 10% per

pozzetto.

Allestimentodelle coltureleucodtarie stimdate dapeptide(MLPC)

Le milze di topi TRAMP e C57BL/6 (aploipo H-2°) sono state asportate
steilmente e tramte disgregazioneneccantca € stata ottenuta una sospensione
cellulare priva di aggregati una volta pass#& su una garza di nylon. La
sospensionecellulare e stata utilizzata per alestre MLPC. In piastre da 24
(Falcon, Becon Dickinson, NJ, U.S.A.) 5x1¢ splenociti TRAMP e/o C57BL/6
sano stati post in colturaconterreno-DMEM 10% addizionao conil pegide di
interessealla concentraziondinale di 1 uM. Le colture cosi allestite sonostate
incubateper 5 giorni a 37°C in atmosferasatradi vaporeacqu® e contenateil
5%di CO..
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ANALISI CITOFLUORIMETRICA

0.5x10° splenociti derivanti dal’lMLPC sono stati risospei in 50 ul di FACS
buffer (0.9% NaCl, 2% BSA e 0.02% NaNs;, (SigmaAldrich, StLouis, MO,
U.S.A)) a cui e stato aggiuntoun anticorpo ani-mouseFc-y receptor(clone
2.4G2, ATCC HB-197) perridurre i siti aspeifici, tale sospensioneellulare e
stata quindi incubataper 10 minuti a tempergura ambiene. E’ stato di seguito
aggiunto il tetramero specifico per m-TERT coniugato con ficoeritrina alla
concentrazionali 5 pg/ml (Beckman Coudter, UK), o il tetramero speifico per
TRP-2 (sintetizzab nel nostro labordorio) coniugao con ficoeritrina alla
concentrazioneli 5 pg/ml Succesivamentee stato effetuab un lavaggo in PBS
a cui & segiita marcaturacon CD8 Tricolor (0,1 ug/1¢° cellule clone CTCD8u
Caltag, Burlingame CA, U.S.A) e CD3 FITC (0,1 pg/ 10° cellule, clone 145
2C11; Caltag, Burlingame CA, U.S.A.) in 50 pl di FACS buffer per 30 min a
+4°C. Dopo il lavaggioil campionee stao risospesaoin 200 ul di PBS 1X e
analizzatocon il citofluorimetroFACSCdibur (BD Biosciences,Mountain View,
CA, U.S.A). | dati sono stati analizzati usandoil software Cell Quest (BD
Bioscierces,Mountain View, CA, U.S.A)).

SAGGI FUNZIONALI

TestELISPOT ( EnzymeLinked Immunonoassbent SpotsAssays)

Il saggioe stab esguitousandoil KIT per la rilevazionedi IFN-y murino (BD
Pharmingen Mountain View, CA, U.S.A) seguendo le istruzioni allegate,
utilizzardo le piaste MULTIscreenHTS (Millipore, NJ, U.S.A). Il numeo di

spotse stab valutao il lettoredi piagre KS eil reldivo softwar.

TestE.L.I.S.A. (EnzymeLinked ImmunasorbentAssay)

Il surnatante delle cocolture MLPC con bersagl cellulari allogenii/singenici,
piastratiper 24 ore a 37°Cin piastreda 96 pozztt afondoa U (Falcon, Becton
Dickinson, NJ, U.S.A.), é statoanalizzatomediante testE.L.I.S.A per rilasciodi
IFN-y (Endogen,Rockford U.S.A.).

Il giorno precalente al test,la piastrada 96 pozzeti appositalNUNC-Immuno 96

microwell-plate, NUNC, Danimarca)é stata incubataovernight, a temperatura
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ambientecon 100l anticorpodi coatng perla citochinain esane, diluito in PBS
1X.

Il giornodeltestla piastrae stataincubataperun’oracon assay buffer (PBSBSA

2%, pH 7.2-7.4),persaturare siti di legame aspedici.

La piastrae statain seguitolavatapertre volte con 200 pl/pozzettodi wash buffer

(50mM Tris, 0.2% Tween20; pH 7.0-7.5), per rimuoverel’anticorpo in eaesso.
Dopoil terzolavaggio,adogni pozzettosonostai aggiunti50 ul di assaybuffer e

50 ul di surnaéinte di coltura dei campioni In alcuni pozzeti, al posb del

campioneal’assaybuffer sono stati aggiunti50 pl di standarddel kit, partendo
dala concentazionedi 17500pg/ml e condiluizioni scdari 1:2 in terrenoRPMI

10 % con 2BMe, per poter costruireunarettadi taraura delle concetrazoni di

citochinain esameSiai campiai chegli standad sonostati allestiti in doppiette.
La piadra é statatenutain incubazioneovernight a tempeatura ambiente Sono
stat es@uiti tre lavaggiconwashbuffer e la piastrae stataincubataper un’ora a
temperaturaanmbientecon 100 ul di anticorpobiotinilato di detecting,diluito in

assaybuffer. Dopo tre lavaggiin washbuffer, la piastrae stataincubaa per 30

minuti, a temperatira ambiente,con 100 pul di streptavilina legataa perosglas

(poly-HRP-StreptavidinaEndogen,a 1 mg/ml) diluita 1:6000 in assa buffer.

Sonodtati quind eseguitialtri tre lavaggiin washbuffer e sonostai aggiunt 200
pl/pozzetto di substato OPD (o-Pherylenediamine Dihydrochlaide Perosgilase)
(SigmaFast OPD Peroxidas Subdratetablet sej, diluito in acquadistillata La

piastra € statatenutaal buio. Lo sviluppodella piastra e stao bloccato mediante
I'aggiuntadi 50 ul di HCI 3 N. La piadra e statapoi analizata mediante Specta
Count Packaraconletturaa490nm.

Vautazione dellarispostacitotossicatramitesaggiodi rilasciodi > Cr

L’attivita litica ddle MLC e delle MLPC é stat valutata medante un sagyio

citotossicitaa breveterminedi incubazone, utilizzandola linea MBL -2 pulsata
coni due peptii correlato/sorrelato(5-10x1¢ di cellule/ml di terrenoDMEM

10% con5 pg/ml di peptide),o lineeallogenichekingenit©ie nonpulsae.

Tali cellule (1x1®P) sono state marcate,in pellet, con 100 pCi Na >'CrO,
(DuPont,Bosbn, MA, U.S.A.) per1 h a 37 °C. Al terminedella marcaturale

cellule sonostat opportunamentéavatee quindi risospesen terreno RPMI 5%,

alla concentazione di 2x10¥/ml; 100ul di tale sospensioa cellulare sono stai
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seminatiin una micropiastrada 96 pozzéti con fondo a U (Bibby Stelin Ltd,
Stone, U.K.) in presenzadi diluizioni scahri di celule effettrici, distribuite
anch’essein 10Qul edin triplicato. Le micropiagre sono stak centrifugate per 5
minuti a 200xg ed incubatea 37 °C per 5 h. Infine da ogni pozzettosono stati
prelevai 30ul di surnatare e trasfeiti in micropiasre conenent uno santillante
solido (PackardnstrumentCo, Meriden,CT, U.S.A.).

Dopo aver lasciato seccarde piadre, la radioativita emessaé statamisuratacon
un contatoredi scintillazioney per piastre(Top Count, Packardinstruments Co,
Meriden, CT, U.SA.). La percentualedi lisi speifica € stata calcolaa da
campion allestti in triplicatoutilizzandola seguerg formula

(Rsper — Rspon)
(RMax — Rspon)

% di rilasdo specifico =100x

nellaquale:

* Rspon.in cpm = rilascio spontaneoguantita d’isotopo rilasgato ddle
cellule bersadio incubatan assenzali effettori.

* Rmax.in cpm = rilascio masémo di radioativita ottenuto dopo ripetute
operazioni di scongelamentalelle cdlule radiomacate Il trattamenb
causda compktarotturadellamembranaitoplasmaica.

* Rsperin cpm = rilascio sperimentalemisurato per ciascunrapporb tra
effettore/bersaljo.

COSTRUTTI PLASMIDICI

Il cDNA codificane per mouse TERT (mTERT) ci € stao fornito dala Geron
Corporation (Manlo, CA, U.S.A), inserto in pBluescripted infine clonao in
pcDNA3 (Invitrogen Carlsbad,CA, U.S.A.) tramite doppb taglio con EcoRI e
Xhol. Otterendocosiil plasmidegpcDNA3-m-TERT..

Succeessivanentela regionedi intereseé staaisolatadal frammento conenene il
genenonrilevantetramiterestriziore con Notl e Hindlll, quindi é staa purificata
dopo edrazionedagel d'agarosioe trasferitain VR1055(in seguib riferito come
VICAL) (Vical Inc.,SanDiego,CA, USA), plasmde ottimizzab peril clonaggo
rapido e perl’espressionen vivo, precedatementelineaizzato conla medesima
reazionedi restrizione.Si e ottenutoin questomodo il plasmde VICAL-m-
TERT.
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Il costrutto pVIINnsA-m-TERT e statoottenutodallinserimentodi un frammento
sintetico corrispondentalla sequenzattimizzatade codoniTPA-m-TERT-LTB
ottenuta dala GENEART (Geneart GmbH, Resensburg, Germana), tramite
clonaggio dei siti Bglll e Sall del vettore pVinsA (Montgonery, Shive et al.
1993).

Il costrutb pCMV-B-gal é stato ottenutotramite isolamentodel genep-gal di
E.coli dal vettore plasmidico pC4AUG3-gal, che ci e stato fornito dal Dr.
Macgregeo, tramite restrizione con EcoRI-Xbal. Quidi subclon# nel vettore
pUC19 e infine clonato nel vettore pCMV (Addgene, MA, U.S.A)) tramite
restrizione conNotl.

La corretta orientazionedell'inserto & stata valutata atraverso un’analsi di
restrizione. Infine 'amplificazione del costrutto é stata eseguitacon “Endofree
plasmid meag kit” (Qiagen GmbH Hilden Germana) seguendoil spedfico

protoallo.

ANALISI SPECTRATYPING E CLONOTIPICA DEL TCR

L’estrazime del’lRNA é statarealizzaa con TRIZOL™ (Gibco, CA, USA), il
quale permettd’i solamentadacellule e datessut ddI’'RNA totale, preservando
da contaminazionida RNas. La concentraone dell'acido nucldco ottenutoe
stat valutata tramite spettrofotometraDU 530 Beckman usandocome ratio il
rapporto 260/280nm, e quindi portataa 0.5mgiml. L'integritadel’lRNA é stata
valutatatramite corsaelettrdoreticain gel all'1% d’agarosioper la presena delle
due banderibosomiali.Si e procedutoquindi ala reaione di retrotrasaizione e
success/a ampificazionedei genispectici peril TCR, tramite PCR (Polymerase
chan reacton). Dopo I'amplificazione si € proceduto alla valutazione della
lunghezzadella regione CDR3 del TCR tramite la tecnca dello Spectatyping.
Brevemente,un ugual volume del templab di PCR viene combindo con un
volume di dye-loading buffer e 0.2 pl di Rox-marker(Applied Biosystens, CA,
U.S.A)),quindila reazionevieneincubaa a 94°C per2 minuti e fatta correre in un
gel fluorescentedi seqienziamentoed andizzat tramite software Genescan
(Applied Biosysems,CA, U.SA.). L'andisi clonotipicadel TCR é stat effettuata
tramitel'utilizzo di un protocollogiariportatoin letteratra (De Pdma, Marigo et
al. 2004)
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VIRUS

| costrutti adenoviraliutilizzati sono stati ottenutitramite ricombinaione Cre-lox;
espang utilizzandola lineacellulare293, purificati tramite gradientedi densit di
cesb e infine dializzati utilizzando protoolli standard.| vettori adenowali
utilizzai esprmono unicamentda sequ@za geni@a di interessejnseritasoto il
promotoredel citomegaloviruspreentenel vetore. | virus vengonostocati a -

80° gradi fino al momentodell'utilizzo.

VACCINAZIONE A DNA PLASMIDICO

Gli animal vengonopreliminarmenteanestetizzat prima di ciascunaprocedua

vacanale che prevedal'elettropagazione dd muscolo.La miscda di anestesia
constadi un farmaco ad effetto sedativoe miorilassarg (Rompum, BAYER,

Germarna) assocato ad un analgesicanorfino-simile (KETAVET, Farmaceutici
Gellini S.p.A, Iltalia). 1,75 mg/5ml d Rompum e 0,06 mg/5ml di Ketavet
vengonomiscdati in soluzionefisiologica e di tale miscda vieneinoculab un

volumeparia 0,1 ml/10 grammidi pesodel topo.

Gli animdi sonostatiquindiimmunizzat tramite inoculodi 100 ul di unamiscela
costituita da: 50 pg di DNA e 600 pg di acido poli L-glutammico (Sigma,

Chemical StLouis, Co, USA) miscelatiin una soluzione acquosaportat alla

concentraziondinale di 0,9 mg/100ml di NaCl. L’iniezione intranus®lare della

soluzione contenenteDNA é stataseguia da elettroporazone dd sito di inoculo

con due pulsesdi 25 milli-secondia voltaggio di 120 V, erogab medianteun

calibro collegatoallo strumentoT820 Electro SquarePorabr (San Diego, CA,

U.S.A).

VACCINAZIONE TRAMITE VETTORE ADENOVIRALE

L'inoculo del costrutto adenovirale ricombnante viene effettuato a livello

intramuscaére(i.m.). Gli animalivengonammunizzai con5x10 PFU/topo.

INOCULO DEL TUMORE

Topi C57BL/6J sonostatiinoculatiendovendi.v.) con10° cellule B16LUS, linea
di melanomamurina Dopo 14 giorni dallinoculo vengonoprelevati i polmon e
inclusi in formalina. Su questiverra poi stimab il numero di metastasi. Topi
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C57BI/6J sonostat inoculati sottocute(s.c.) con 1x1¢ cellule C2 o con 0.2x10
cellule B16447.

TRASFERIMENTO ADOTTIVO DI CTL

Modellodi melanomanmeastaticopolmonare

Dopo 3 giorni ddl'inoculo(i.v.) dellalinea B16Lu8, gli animali vengonoinoculati
con5x1¢ CTL atopo e trattati tramite somministraione di 600001U/topodie di
IL-2 ricombinantetramite inoculo intraperitonale (i.p.). La sommnistrazone di
IL-2 vieneeseguia anchenei due successivgiorni dd trasferinentoadotivo dei
CTL. Gli animali vengono quindi sacrificai dopo 15 giorni ddl'inocub del
tumoreei loro polmoniprelevatie fissat perlasuccasivacontaddle metastasi.

Modellodi tumore sottocutaneo

Quando il tumore raggiungele dimensionidi circa 10 mn?, dopo 14 giorni
dal'inoculodeltumore,gli animalivengonaosotopost al trasferimenb adotivo di
5x10 diCTL, previa linfodepleziondramitey-irradiazionetotatbody (500 cGy).
Gli animal vengom poi immunizzat tranite inoculo di 5x1¢ PFU/topo di un
vettore adenoviraé ricombinante Gli animali sono quindi trattati tramite
samminigrazionedi 600@1U/topo/diedi IL-2 ricombnantetramite inoculo (i.p.).
La somminstraziore di IL-2 viene eseguid ande nei due giorni sucessiv al
trasferimentoadotivo dei CTL. Le dimensioni del tumore vengono monitorate

ogniduegiorni. Gli animalivengonaosacrificai quandoil tumoreraggiunge 100

mn?.

ANALISI ISTOLOGICA E IMMUNOISTOCHIMICA

Le prostatevengono disecatedall'alberourogenitale e fissae usandoil fissativo
PLP (Parafomaldede/Lisina/Periodato) prepaato sciogiendo 0.085 granmi di
Sodio m-Perbdao (SigmaAldrich, StLouis, MO, U.S.A.) in una soluzione
costtuita da 10 ml di pamfolmaldeideal'8% (SigmaAldrich, StLouis, MO,
U.S.A) e 30 ml di unasduzione di Lisina. Questultima soluzbone é preparaa
sciggliendo 16.4 grammidi L-Lisina (SigmaAldrich, StLouis, MO, U.S.A)) in

450 ml di acquade-ionizzatae 450 ml di buffer Sorrensons0.1 M. Il campione
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viene fissab per non piu di 3 ore e sucessvamente viene lavao nd buffer
Sorrensos 0.1 M e quindi conservatoin una soluzione di PBS addizionato di

saccarosioal 20%. Succesivamenteil campione viene fissato in pardfina e
tagliato al criostab. Le sezionidi tessutaagliate al criostab vengonolascate ad
asciugareall’ aria pertuttala nottee poi fissae in formalinatamponataal 4% per
8 minuti e in tre passaggin alcool99° per2 minuti compkssvamene. In seguito
le sezioni vengono sottgostea tre risciacqui da 5 minuti ciascunoin TBS e a
smascherameantantigenicocon tamponecitrato a pH6 in forno a microondeper
10 minut. | vetrini sonostatiquindi incubat prima con il Proten Block Seum-
Free(DakoCytomaion, Danimarca per10 minuti e poiconl’Ab primario rakbit
anti-mouseTelomerase ( Abcam Cod. 23699, U.K) diluito 1:100 per tutta la
notte a 4°C. Le sezion sono state quindi risciacquae con TBS ed incubaé con
I'EnVision System Labelled PolymerHRP anti Rabbit (DakoCytonation,
Danimarca pe 30°. Dopo averrisciacquab con PBS,i vetrini sonostatiincubati
conla DAB per10’ quindirisciacquaticonacquadistll ata.ll contrasto nudeare
e stato effettuaib con un breve passaggion Ematossilna di Mayer per 10”.

L'analis istologca prevede una colorazone EmatossilnaEosina effettuata
tramitetre passagg in Biocleare successivipassaggin alcooli decrescent (99°,

99°,95°,80°). Quindi coloraticonEmabssiina di Mayer per2'e 30", lavaggicon
acquadi fonte e colorazionecon Eosna 0.25%, lavaggi con acquadi fonte e
passaggin alcooli crescent(95°,99°,99°). Quindii vetrini vengonomontat con

un balsamopermarente.

ANALISI STATISTICHE

Le analis staistiche sono state effettude mediante test t di Studet. Si €

consideratainasodia di significativitapari a0.05.
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Comparazione tra due protocolli di immunizzazione attiva basati su

vaccini a DNA codificanti I'antigene telomerasi murina (m-TERT).

Il primo passo del progetto € stato idenificare il miglior protomllo di
immunizzazioneatiiva capacedi espadere una popolaione di linfociti T
specifici per I'epitopo m-TERT195205 della ribonucleoproteinaelomerasimurina
presentatodalle molecole MHC di classel. Abbiamo, pertato, pamagonato
I'impiego di due diverse strategie vacanali: la prima basaa sulla doppia
samminigrazionedi DNA plasmidico(protocollo#1, Figural); la seconda basata
sul'utilizzo di unregimea"prime-boost eterologo (protocolb#2, Figural).

Nel primo casotopi TRAMP sonostativacciati a partire dalla 6° settimanadi eta
tramiteinoculo di 50 pg/to del vettoreplasmdico pVIInsA, vuoto o codificane
l'antigenem-TERT, seguto dall'elettroporazneddla seded'inoculo,e richiamati
con la medesimanetodicadopo 14 giorni. Nel secondocasotopi TRAMP sono
stat vacchai a partiredalla6® setimanadi etatramiteinoculo di 50 pg/topo del
vettore plasmdico pVIInsA vuoto o codificante I'antigene m-TERT, seguito
dal'elettroporazine della seded'inoculo e richiamati dopo 14 giorni tramite
samminigtrazionedi un vettoreadenoviraé ricombinane (5x10° PFU/topo). Agli
animali vaccinat con il plasnide vuoto & stab somministrato un vettore
ademovirale ricombinantecodificante il gene reporter della medusa Aequoea
victoria: enhanced green fluorescent protein (EGFP), mentre agli animali
vaccinaticon il plagnide codificantem-TERT é stab somninistrao un vettore
ademvirale esprmente la medesima sequena genica Come controllo
del'efficacia della modalita vaccinale,topi TRAMP sonostdi vaccinai con lo
stessqorotocolo versola proteinaimmunogenta f3-galattosidasi (3-gal). Dopo 2
settmanedal richiamo,gli animalisono stati sacrficat per effettuare unaseriedi
analsi volte a valutae I'impatto dell'intervento vaccinde in termini di selezione
edespansiondi linfociti T funzionalie specifci per I'anigenedi interesse
Premessa essenzialeper queste analisi € stata l'identificazone dell'epitopo
immunodonmnante di telomerasimurina ristretto per I’aplotipo H-2° del ceppo
C57BL/6J (allele K®) non ancoraderitto in letteratura.L'epitopo m-TER T1eg 205
(VGRNFTNL) é stato identificato dal gruppo dela Dr.ssa Elisa Scarselli

del'lstituto di Ricerca di Biologia Molecolare (IRBM) di Pomem, tramite
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screeningdi un pamello completodi peptidi che coprivanol'interasequena di
telomerasie sucesiva analisibioinformatca utilizzandogli algoritmi preditivi
BIMAS e SYFPEITHI(www.bimas.ciy.nihgov; www.syfpethi.dég).

La capacta della vaccinazionedi indurre linfociti T spedfici per I'epitopo m-
TERT198205 € Stda valutataex-vivo tramitetestELISPOT perrilasco di IFN-y, un
saggio in cui 1x10° di splenocit di topi TRAMP, prece@ntemere vacinati conil
protocollo#l o protocollo#2 sonostati stimolai per 24 ore con 10 U/ml di IL-2
ricombinanteein presezadi 1pg/midel pepide immunodoninate m-TERT19g205
(p-198), del peptde subdominanten-TERT4g6.493 (p-486) 0 dd peptide-galks.103
(p-Bgal), usato come controllo (Figura 2). Il test ha evidenziao come la
vacdnazione a "prime-boost" riesce ad espandereun numero di linfociti T
specifici per I'epitopo m-TERT195205 (Media 347 spos) maggiorerispetto alla
vacdnazione a solo DNA plasmidico (media 25,66 spots), e tale efficaca e
risultata indipendentedall’antigene. Infatti, risultat simili sono stati ottenuti
utilizzardo le medesmne metodichevacchali verso I'antigeneesogenag3—gal. il
regime a "prime-boost"” eterologoriesce ad espandee un numero maggore di
linfociti T specifici per il peptidep-gakes103 (Media 653 spos) rispetto alla
vacdnazionea solo DNA plasmidico(media 162 spots).Dato interessamté stato
il fatto che enrambele modalitavaccinalisonorisultate molto sdettive: infatti,
come si evince dalla figura 2, animali vaccinai conto I|'antgene p—gal
riconosconoesclusivamentd peptide B-gakes.103 mente non riconoscona due
peptidi dell'anigere telomeasi (M-TERT198205 € M-TERTg6403 P<0.05); al
contrario, gli animali vaccinaticontrol'antigenetelomerasipreseranolinfociti T
specifici  unicanmente per il peptide immunodomnante m-TERT1gg.205 Non
riconosceno né il peptide B-gakes.103 N€il peptick subdominanten-TER Tsge.493
(p<0.05).Quest'ultma oservazioneconfamachel'epitopo m-TER T 95205 risulta
essereeffetivamentd'epitopoimmunodominate.

A confermarela superioritiimmunogeica dd regime a "prime-boost rispetb la
vacanazionea solo DNA plagnidico ndl'espaisionedi linfociti T specfici per
I'antigene di interesse,e stata anchel'analsi citofluorimetrica con tetraneri
specifici K® m-TERT198.205 (tetm-TERT). Il numerodi linfociti T CD3"/CD8'/m-
TERT specifici € stato valutatoin vitro dopo una cocotura di 5 giorni dedi
splenociti degl animali immunizzaticon il peptde m-TERTigg205 (MLPC). Le

MLPC derivant dagli animali immunizat con il regime "prime-boost"
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presentavanan numerodi linfociti T CD3'/CD8'/tet TERT' pari a 4,5% mentre
le MLPC derivantidaglianimalivaccinaticonsolo DNA plasmico presentavano
un numeo di linfociti T CD3"/CD8'/tet TERT" pari soloal 0,32%(Figura 3).
Questi dai nel loro insieme evidenziaom come la vacchazone a "prime-boost
risulta eserdi granlungapiu efficacenell'espanderénfociti T antigenespecifici
rispettoalla vacchazionea DNA plasmidco.

Sorgendenterante, tuttavia, a quest'espansne non ha corrisposb la stessa
differenzanella funzionalitadei linfociti T in vitro. Infatti, siale MLPC derivate
dale milze dedi animalivaccinaticonil regime"prime-boost"che quelle derivate
dale milze degi animali vaccinaticonil solo DNA plasmdico eranoin gradodi
riconoscerainicamentebersagli cellulari pulsaticon il peptde speifico, in sagg
E.L.I.SA. perrilasciodi IFN-y. In questistessisaggicellule tumaali, telomerask
positive ma non pulsatecon il peptide immunodoninani, non erano affatto
riconosciute,suggerendouna basa affinita di legamedel TCR dei linfociti T
TERT-specifid al comfes® peptideK® presentesulla superficie delle celule
tumorali. Perselezionardinfociti T a maggia avidita peril complessocosttuito
dalle molecoledi prima clas® di aplotipoK® e I'epitopom-TER Teg 205 abbiamo
decso di stimolare ripetuamente le MLPC in vitro utilizzando splenaiti
singeniciy-irradiati e pulsati con dosi base di pepide (0.1 uM). Una quanita
limitatadi peptde in coltura consentedi stimolaresolamene i linfociti T ad alta
affinita che, proliferandoselettivamentesiesconoa superargn numeroi linfociti
T a basa affinita, come precedentedimostrdo da altri ricercdori per anigeni
diversidatelomerasi(Martha Miller — JayBerzofsky). Ad ogni ristimolazone le
MLPC sonostat testatan saggiE.L.I.S.A. peril rilascio di IFN-y contro bersagli
cellulari dello stessaplotipo (H-2°) madi different istologia(Figura 4).
Abbiamoutilizzatocomebersaglicellulari la lineadi melanomamurinoB16 e la
linea di carchoma prostatico murino C2-TRAMP e i loro corrispettivi
transfettati per I'espressioneadella molecob costimolatoria B7.1 (CD80): B16-
B7.1 e C2B7.1. L'utilizzo della transfezone per indurre I'espressionedella
molecolaCD80 trovail suorazionalenel fatto cheil legame di questamolecola
(presentenella cellula tumorale)con il corrispdtivo leganteCD28 (presentea
livello dellamenbranaplasmaticadel linfocita T) riducela sogia di stimolazone
necessariaad attivare il linfocita T dopo interazione tra il complesso MHC-

pepide dela celulatumoraleedil TCR dellinfocitaT.
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Come contollo positivo € stata utilizzata la linea di linfoma murino MBL2

pulsaa con il pepide m-TERT98205 (MBL2-p198), mentre come controllo
negativo abbamo utilizzato la stessalinea pulsatacon il peptde B-gaks.103
(MBL2-ppgal). Abbiamo scelto quesa linea cellulare perché non viene
riconosciutain vitro dalinfociti T m-TERT specfici.

Inaspettatamentesolo le MLPC derivae dagli animdi vacdnati con DNA

plasmidico hanno presentatoun increment d'dativita funzionde indotto dalle
ristimolazioniin vitro, riuscendoa riconoscereanchei bersali cdlulari tumorali

non pulsati con il peptidespecifico. Infatti, sebbae i livelli di IFN-y rilasciati
dalle MLPC deivatedagli animalivacchati con DNA plasmidico dopococdtura
con i vari bersagl cellulari sianorisultai inferiori rispeto a queli del controllo
positivo MBL2-p198B questilinfociti riconosconocdlule di melanoma B16 e
cellule di carcinomaprodatico C2-TRAMP, soprattuto quando questelinee
esprimono B7.1 (Figura4). Al contrariole MLPC derivate dagi animdi vacchati
con il regimea "prime-boost" presentaviao un rilascio marginale di IFN-y dopo
cocoltura con i bersagli cellulari non pulsati con il peptideimmunodonmarte.
Entramte le MLPC mantenevanduttavia, la loro speificita pe I'antigeneanche
dopo varie risimolazioni, riconogsendo unicanene le cellule caricaie con il

peptide speifico M-TERT 195205 € hon le cellule caricateconil peptideaspedico
B-gaks-103 (Figura4). Quest dati di stimolazionecon bassedosi di peptide ci

suggerisconache la vaccinazionea DNA plasmdico, andie senon € in grado di

espandereun numero consistentali linfociti T specfici pertelomerai, € in grado
di dareun "priming" di popolazionilinfocitarie a piu alta affinita rispdto alla
vacdnazionea "prime-boost".

A confermarequest dati € statal'analis “spectatyping” ddla caenaV del TCR
delle MLPC, condottadal Dr. Rafface De Palma dellUniversta di Napdi.

Utilizzando primers specifici per la regione CDR3 del TCR é stab possibile
clonarela sequenzalellacatenaV del TCR ad alta avidita di un clone(clone7)
in gradodi riconoscerdelomerasidescritb di seguito). Questa cakenaé risultata
essereVp-11. L'analisi “spectratypig” con primersspeciici per la caenaVp-11
eseguitasulle MLPC derivatedagli animdi vaccinai consolo DNA plasmidco a
vari passaggin vitro, haevidenziatocomele ripetut ristimolazoni deerminano
una progressiva espansioneclonale dei linfociti T con arricchimento di TCR

caratterzzab dalla catenaVp-11 (Figura 5A). Quesa selezioneselettiva per la
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catenaVp-11 del TCR risulta piu eviderte dall'analisi ddla distribuzione del

clonotipo del clone ad alta affinita all'interno delle MLPC dopo varie
ristimolazioni: la percentualeli TCR del clone? trai linfociti concaenaVp-11é

sdo del 5% al primo passaggioin vitro pe poi passareal 60% dopo 8

ristimolazioni in vitro (Figura 5B). E’ verisimile, quindi, che la progressiva
acqusizione dela capacitadi riconoscee bersagl cdlulari telomeasipositvi di

diversaistologa e dowta all'espansionei linfociti T a maggior affinita. Se

consideriamo, quindi, l'aspetto dell'affinita di riconoscmenb del’'antigene
telomerai, la vacchazioneconil solo DNA plasmidico risutta piu efficace della
vaccinamne "prime-boog" in quanto e in grado di selezonare linfociti T

funzionalmenteefficaci nel riconosereil complessacosttuito dalle molecok di

prima classedi aplotipo K e I'epitopo m-TERT 165205 fisiologicameng presente
sulamembranglasmaticalelle cellule tumorali.
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Figura 1: Schematizzazione dei protocolli di vaccinazione utilizzati in questo studio.

Protocollo#l - Doppia somministrazione di vaccino a DNA plasmidico. Topi TRAMP sono
stati vacchati a partire ddla 6 settimana di eta tramite inoculo di 50 pg/topo del vettore
plasmidico pVIJnsA vuoto o codificante m-TERT, seguito dall'dettroporazionedella sede di

inoculo, e successivamentegichiamati con la medesimametodicadopo 14 giorni. Dopo due
settimanedal richiamq alcuni animdi soro stati sacrificati perle analisi volte a valutarel'efficacia
dell'intervenb vaccinde.

Protocollo#2 - Regime a " prime boost" eterologo. Topi TRAMP sonostat vaccnai a partire
dalla 6* setimanadi etatramiteinoculo di 50 pgtopo del vettore plasmidico pVIInsA vuoto o
codificantem-TERT seguitoddl'elettroporazbneddla sededi inocuo. Dopo 14 giorni gli animali
sono stati richiamat tramte somministrazioneadi un vetore aderovirale ricombinantecodificante
la proteinaEGFP o m-TERT (5x10° PFU/topo) Dopo duesetimanedal richiamo,alcuri animali

sonostatisacrificati perle andisi volte a valutarel'efficacia ddl'interveno vaccinale
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Figure 2: Valutazione dell'espansione di linfociti m-TERT specifici indotta dalla
vaccinazione.

A) 1x10° splenociti di topi TRAMP, precedentemante vaccinati con il protocollo#1, sono stati
stimolati per 24 ore con 10 U/ml di IL-2 ricombirante, in preseza di 1 pg/ml dd peptide
immunodominat M-TERT 98,05 (p-198) 0 del pepide subdominantem-TERT 5493 (p-486) di
telomerasi murina o dd peptide di controllo B-gdges10s (p-fgd). La produziore di
IFN-y e stato rilevatain un saggio ELISPOT. Come cortrollo ddl'efficacia della modalita
vacinale, topi TRAMP sonostati vaccinati con il plasmide codificarte p-gd e i loro splenciti
stimolati nelle medesimecondzioni descritte.

B) 1x1® splenocitidi topi TRAMP, precedentementevaccinati con il protocollo#2, sono stati
saggiati come descrittoin A.

| dati sonorappresentdi comemediat S.E. di triplicat.
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Figura 3: Valutazione dell’espansione di linfociti T CD8/ m-TERT specifici dopo
stimolazionein vitro per 5 giorni con il peptide m-TERT 1g5.20s (ML PC).

5x10° spenociti di topi TRAMP precedentemene vacchati con il protocolb#1 o con il
protocollo#2 sno stati messiin caltura per 5 giorni con 0.1pg/ml di peptide m-TERT;gg205
(MLPQ). Per l'analisi citofluorimetrica, 0.5x10 cdlule di MLPC sono state marcate con arti-
CD3-FITC e anti-CD8-Tricolor insiemeal tetranero PE-K /m-TERT;0g205 (Tetm-TERT) o con
tetramero PE-K  TRP-2150.188 (Tet TRP-2) come controllo negativo La percentuale di cellule
CD8'/Tet" ériferita suunapopolazioneposiiva perl'espessionedd CD3.
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Figura 4: Valutazione dell'attivita funzionale di linfociti T specifici per I'epitopo m-
TERT 108905 iN Vitro.

5x10° splenociti di topi TRAMP precedentemente vaccinat con il protocdlo#1 (A) o con il
protocollo#2(B), sonostati messi in colturaper 5 giorni con 0.1udml di peptidem-TERT, 98205
(MLPQ). 0.2x10° cdlule delle MLPC sano stae ristimolate setimanalmente in vitro con 5x10°
splenociti singenti y-irradiati e pulsati con dosi bassedi peptde m-TERT 98205 (0.1 uM) ed in
presenzali 20 U/ml di IL-2 ricombinantein piastreda 24 pozztt. Peril testfunzionale 0.1x10°
cellule delle MLPC, ottenutidopovarie ristimolazoni, sonostatecimertate per24 ore,in rapporto
1:1, concelule di linee tumordi di diversoistotipo madi stessaplotipo H-2°, in 200l di volume
finale.Dopo 24 ore, i surnatantdi colturasonostat saggiati in untestE.L.IS.A. peril vautareil
rilascio di IFN-y. Come controllo positivo € statautilizzatala lineaMBL2 pulsatacon il peptde
M-TERT 205 (MBL2-p198 e come controllo negdivo € steda impiegatala stessalinea pulsata
conil peptice scarelatoB-gdgs103(MBL2-pAgd).
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Figura 5: Analis " spectratyping” e clonctipica del TCR delle MLPC dopo varie
ristimolazioni in vitro.

A) Analis della lunghezza ddla regione CDR3 per la famiglia TCR-V11 delle MLPC a varie

ristimolazioniin vitro. Pardlelamentecon 'aumenare dei passgg si nota unarestrizione del

repertorio di quesa famiglia, visualizzat nella figura dalla predoninanzadi un singolo picco,
corrispondete ad una regione CDR3 di una determirata lungheza. Una preliminare analisi
SSCP (data not shown ci ha rivelato, fin dal passaggio6, la presenzadi una seqenza
predominate. La SS(P ci ha mostrato una sequerna predominanteanchenel clone CTL-7, per

guesto mativo abdamo scelto di cominciarela seqeenzadiretta del prodoto di PCRcon primers
specfici disegnat sulla porzione costante 5’-3’ dellaVB11 e sullaregionecostantedd TCR per
I'altro serso.| dai ottenutici hannopernmessodi identficarela sequemadel CDR3 (qui riportat

gli aminoacid).

B) Abbiano quindi disegnataun primer clonaotipico ndla regioneCDR3 e amplificatoin REAL

TIME per il nodro clonatipo di interesse e perI'interafamidia V311 secondoun protocdlo da
noi e altri descrito (De Pdma, Marigo et al. 2004) La figura esprimela percentua di

espressionelel clonotipodi nostrointeressan rapporb all'i nterafamiglia V11
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Valutazione dell' effetto terapeutico del trasferimento adottivo della
popolazione policlonale di linfociti T citotossici (CTL) specifici per

I'epitopo M-TERT 165 205 iN @animali portatori di tumore.

Una volta conpletata la caratterizzamne funzionale dei CTL dervati dagli
animali vaccinatia solo DNA plasmidicoe specfici pe I'epitopo m-TERT 193205,
lo studio e proseguitonel valutare la loro efficacia in vivo nel contrastee la
crescitatumorale in animali portatori di neoplasia. Abbiamo studido I'effetto
terapeuticosia in un modello di metastéizzazone polmonae chein modeli di
crescitatumoraleindottadall'inoculosottoataneadi lineecdlul ari.

Nel casodel modellodi metasizzaziore, abbiano inoculato endoveala lineadi
mdanomaB16in animaliC57BL/6Je, 3 giorni dopol‘inoculo, abbamotrasferito
ad un gruppodi animali (n=5) 5x1¢° CTL m-TERT1gg20s-Specifici, mente un
grupp di ugual numerodi animali non é stao trattato. A entranbi i gruppi
sperimental sono state somministrag¢ 60000 IU/topo/de di IL-2 ricombnante
tramite inoculo intraperitoneale(i.p.). La sommhistrazione di IL-2 e sftata
eseguitaanchenei due succesivi giorni dd trasferimento adotivo da CTL. Gli
animali sono stati sacrificati dopo 15 giorni ddl'inocdo del tumore e I'effetto
terapeuticoe stato valutato mediante conta in doppio cieco del numero di
metagas polmonari il gruppo di animdi trattati conil trasferimenb adotivo di
CTL specifici per I'epitopom-TERT 198 205 presentavanain numerodi metastas
significativamente inferiore rispetto agi animali non tratat (p=0.0004, come
verificatoin dueesperimentindipendentiFigura®6).

Nel casodel mocello di tumore trapiantibile, abbiano decko di utilizzare due
tumai di diversaistologia la linea di melanomaB16 (Figura 7) e la linea di
carcinomaprostaico C2-TRAMP (Figura8). L'impianto spermentle ha previsto
l'inoculo sotocutaneq nel fianco destrodell'animele, in topi C57BL/6J di 0.2x10
cellule di melanomaB16 o di 1x1( cellule di carcinomaprogatico C2-TRAMP.
Quandoil tumore presentavalimensionidi 10 mn?, allincirca dopo 14 giorni
dal'inocuo del tumore,gli animali sonostat sotopostial trasferinento adottivo
di CTL specfici per l'epitopo m-TERTi9g205 (M-TERT CTL, n=5 o CTL
specifici per I'epitopo B-galgs-103 (B-gal CTL, n=5) tramite inoculo endovenso
(i.v). Alcune ore prima dell'inoculodei CTL, gli animali sonostati sottopost a

mielo-linfo-deplezione tramite y-irradiazione "totatbody' (500 cGy) per
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eliminare le popolaioni in grado di ostacohlre la proliferazione dei linfociti
trasferiti, come descritto precedentementeellintroduzone. Alcune ore dopo il

trasferimentodei CTL, gli animali sono stati immungzai tramite inoculo
intramuscad (i.m) di 5x10° PFU/topo di un vettore adenoviale ricombinante
codificantem-TERT o B-gal. A entranbi i gruppisonostateinoltre somministrate
60000 IU/topo/diedi IL-2 ricombinanteframite inoculo intrapertonede (i.p.). La
somministrazione di IL-2 é stata esguita anche né due giorni sucessvi al
trasferimentoadotivo dei CTL. Le dimensioni del tumore sonostate monitorate
ogni duegiorni e gli animalisonostatisacificati quandal tumoreharagguntole
dimensoni di 100mn¥.

Abbiamodimostrab che in entrambii modadli, il trasferimentoadotivo é statoin

grado di rallentae significativamentela crescta tumorak rispeto al gruppo di

controllo. Infatti, gli animalitrattaticoni CTL specfici perl'epitopom-TERT1gs

205 presentanoun incremento significativo della sopravwwenza rispeto agli

animali trattat coni CTL specifici perI'epitopo 3-galgs-103. IN conclusior, questi
dati dimostranal'efficacia dallimmunoteraia adotiva nel tratamento di tumari

ed evidenzano come l'antigene TERT sia potenzalmene utilizzéile come
bersagliodi interventi immunoteapici antrtumoral rivolti a neopbsiedi diversa

istolagia.
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Figura 6: Effetto terapeutico del trasferimento adottivo di linfociti T citotossici
policlonali, m-TERT-specifici, in un modello di melanoma metastatico.

A) Lo schemadell'impianb speimertale prevedel'inoculo endovenosodi 0.1x1¢ cellule della
lineaB16Lu8, lineadi melanona murino metastatzzantea livello polmonae, in topi C57BL/6J.
Dopo 3 giorni, ad un gruppodi animali (n=5) vengor inoculati 5x10° CTL policlonali, m-TERT
specfici, mertre un gruppo di ugual numerodi animali non vienetrattato. Ad entramlb i gruppi
vengono poi somministrae 60000 IU/topddie di IL-2 ricombinarte tramite inoculo i.p.. La
somministrazionedi IL-2 viene esgyuitaande nei duesucessiv giorni dal trasferimenbo adottivo
dei CTL. Gli animdi vengong quind, sacrificati dopo 15 giorni ddl'inocudo del tumoreed i loro
polmoniprelevatie fissdi perla sucesivacontddle measasi.

B) Il numerodi metastasipolmonar presentinegl anmali trattati con traserimentoadottivo di
CTL m-TERT specifici (m-TERT CTL) o negli animali nontrattai (CTRL-) € rappresentatocome
media+ SE. Il risultatoé cunulativo di due esperimati indiperdenti, condotti nele medesine
condizioni.

C) Immaginedei polmoni prelevdi e fissat dopo15 giorni dallinoculo del tumorein uno dei due
espeimenti cordotti.
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Figura 7: Effetto terapeutico dd trasferimento adottivo di CTL policlonali m-
TERT specifici in animali portatori di melanoma.

A) L'impianto sperimentae prevedel'inoaulo sotocutaneddi 0.2x10° cellule di melanomamurino
B16 nel fianco degro dell'arimale. Quandoil tumore raggunge le dimensoni di circa 10 mm?,
dopo 14 giorni dallinoculodel tumore, gli animalivengonosdtopostial trasferimerto adotivo di
CTL specifici perlI'epitopom-TERT195205 (M-TERT CTL, n=5) o CTL spedfici per |'epitopo B-
galge 103 (B-gal CTL, n=5), previalinfodedezionetramite y-irradaziore total-body (500 cGy). Gli
animali vengono poi immurizzati tramiteinoculoi.m. di 5x1¢° PFUtopodi un vetore adenavirale
ricombinarte codificane per la proteina telomerasi murina ola protena p-gdatossidasi A
entrambi i gruppi vengonosomministate 600001U/topddie di IL-2 ricombinantetramiteinoculo
i.p.. La somminstrazionedi IL-2 viene eseguitaanche ne duegiorni successvi al traskerimento
adottivo dei CTL. Le dimengoni dd tumore vergono moritorate ogn due giorni. Gli animali
vengonoesacrificati quandail tumore raggiungei 100 mn.

B) Curve di cre<ita dd tumore B16 nei gruppi sperimetali. Il risultato € cumdativo di due
espeimentiindipendeanti, condottindl e medesimecondizioni.

C) Curve di sopavvivenzadedi animal tratat. Il risultato € cumdativo di due esperimeti
indipendentj cordatti ndle medesimeordizioni.
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Figura 8: Effetto terapeutico dd trasferimento adottivo di CTL policlonali m-
TERT specifici in animali portatori di carcinoma prostatico trapiantabile.

A) L'impiarto sperimentaleprevedelinoculo sotbcutaneodi 1x10° cdlule di carciromaprostatico
murino C2-TRAMP nel fianco destrodell'animale.Quandoil tumoreraggiungele dimengoni di
circa 10 mn?, dopo 14 giorni ddlinoculo dd tumore, gli animali vergono sotoposti al
trasferimento addtivo di CTL speifici per I'epitopo m-TERT,gg205 (M-TERT CTL) (n=5) o di
CTL specfici per I'epitopo B-gdesi0s (B-gal CTL) (n=5 come controllo negativo, preva
linfodeplezonetramitey-irradiazionetotal-body (500 cGy). Gli animalivengono poi immunizzati
tramiteinoculoi.m. di 5x1¢° PFU/topo di un vettoreadenairale ricombinant codificanteper la
proteina telomerasi murina o per la proteira B-galabssidas A entrambi i gruppi vengoro
somministrae 600001 U/topddie di IL-2 ricombirarnte tramite inocub i.p.. La sonministrazionedi
IL-2 viene esegita anche nei due giorni sucessiv al traskerimenb adottivo de CTL. Le
dimensioni del tumore vengono monitorde ogni due giorni. Gli animali vengono sacrificati
quandoil tumore raggungei 100 mn?.

B) Curve di cregita del tumore C2-TRAMP ne gruppi sperimengli. Il risultato & cumdativo di
dueespenmerti indipendeti condotti nelle medesimeaondizoni.

C) Curve di sopavvivenzadedi animdi tratat. Il risultato € cumdativo di due esperimeti
indipendenticondbtti nelle medesime condiziori.
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| dentificazione e caratterizzazione funzionale di un clone CTL ad

alta affinita specifico per I'epitopo m-TERT 198 505

Corsiderando I'eterogeneita della popolazone CTL ottenuta medante
sitmolazioniripetutein vitro, il nogro studio & proseuito conl'isolanenb di CTL
ad alta affinita per I'epitopom-TERT;93.205, tramite "limiting-dilution”. Abbiamo
ottenutouno spetto di cloni CTL con TCR a diverseavidita peril conplessom-
TERT19820sMHC. Tra questj il clone7 (CTL-7) é risutato il piu interessante
Questoclone,infatti, é risultatoavereun TCR cogtituito dalla caenaVp-11ledé
stab in gradodi riconoscerain ampiospetro di lineetumordi di diversaistologia
(carcinona prostaico, carcinomadi colon, melaromae sacom3 sia tramite sagg
di citotossicita (rilasciodi *'Cr) chesaggiE.L.I.S.A. perrilasciodi IFN-y.
Un datointeresantee statoil fatto cheil livello di riconoscinentodel CTL-7 dei
diversibersadi cdlulari e risultatougualea quello del bersaglo cdlularecaricato
con il peptde m-TERTy198205 Inaspettatamnte, le linee derivate da tumordi
ematologici,qual linfomi (MBL2) e timomi (EL-4), non sonostéae riconosdute.
Abbiamo inoltre isolato ancheun clone a bassaaffinita: il clone 13 (CTL-13).
Questo clone presentawa caratteristicheoppose al clone CTL-7: infatti, non &
stab in gradodi riconoxerebersaglicellulari ad ecezionedi quelli caricai conil
peide M-TERTi95205 (MBL2-p198) e in misura blanda bersagli celulari
transfettéi perl'espresionedella molecoh costinolatoria B7.1/CD80(Figura9).
Questadiversa funzionalitatra il CTL-7 e il CTL-13 € in linea con l'avidita
funzionaledei dueCTL peril complessaosttuito dalle molewle di primaclasse
eil peptide m-TERT1gg20s. Infatti, in un testdi citotossicita perrilascio di >'Cr in
cui il bersagio cdlulare (MBL2) e stato caricato con concentazioni scahri di
pepide m-TERT19g205 il CTL-7 presentavdivelli di lisi maggori rispeto al
CTL-13 aparitadi concentazionedi peptde caricato (Figura9).
La caratterizzazionelei cloni specifici per I'epitopo m-TERT19s5205 € proseguita
valutando l'efficada terapeuticain vivo. Abbiamo utilizzato il modelo di
metadatizzazionea livello polmonareinoculandoendovenda linea di melanoma
murino B16. Dopo 3 giorni dall'inoculo del tumore, gli animdi hanro ricevuo
5x1¢ cellule del clone CTL-7, del clone CTL-13 o dd clone CTL-B-gal,
questultimo usab come controllo negativo.l vari gruppi sonostat trattati con
600001U/topodie di IL-2 ricombinantetramite inoculo i.p., come descrito in
precedenzaGli animali sono stati sacrificai dopo 15 giorni dallinoculo del
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tumore e I'effetto terapeuticoé statovautato come diminuzionedel numeo di

metastasi:il gruppodi animalitrattaticonil cloneCTL-7 presentaanoun numero

di metastas(n=18)significativamentanferiorerispeto agli animdi dd gruppodi

controllo (n=77,p<0.001).Anchegli animdi trattati conil cloneCTL-13 abassa
affinita presenhvanouna significativa (n=52, p=0.006)diminuzione dd numero

di metastasrispeto al gruppodi cortrollo mainferiore rispeto a quela indotta
dal cloneCTL-7 (Figural0).

Questidati dimostranccomel'isolamentoe |'espansionén vitro di cloni CTL con

TCR ad alta affinita peril complese MHC+peptide anigenim, sia unastraega

efficace per potenzare l'effetto terapatico dellimmunoterapa adottiva nel

tratamenb dei tumori metasatici.
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Figura 9: Valutazione dell'attivita funzionale di cloni CTL con diversa affinita per
I'epitopo M-TERT 198.205.

A) TestE.L.I.S.A. per rilasdo di IFN-y: 0.1x10° cdlule dei cloni CTL-7 e CTL-13 sono stat
cimentatiper 24 ore, in rapporto 1:1, con celule di lineetumordi di diversoistotipo madi stesso
aplotipo H-2°, in 200 ul di volume finale per pozzetto. Dopo 24 ore, i surndarti di colturasorp
stati saggati in un test E.L.I.S.A. pe valutae il rilasciodi IFN-y. Comecontollo positivo & stata
utilizzata la lineaMBL2 pulsaa con il peptde m-TERT 95205 (MBL2-p198 e come controllo
negaivo e stataimpiegda la stessalinea pulsaaconil pepide p-galge103(MBL2-ppgd).

B) | cloni CTL-7 e CTL-13 sonostai coincubaticon cdlule tumoralidi diversa istologia ma di
stes® aploipo H-2° in un testdi citotossicita per rilascio di >*Cr a breveternine. Comecontrollo
positivo é stata utilizzata la linea MBL2 pulsatacon il peptidem-TERT9g205 (MBL2-p198) e
come contrdlo negativo € stataimpiegatala stessdineapulsatacon il peptde B-galge 103 (MBL2-
ppgal).

C) L'avidita funzionde del clone CTL-7 e del clone CTL-13, enrambi specifci perI'eptopo m-
TERTes205 & Statavalutata in un testdi citotossicié per rilasciodi >*Cr utilizzand un rapporto
10:1 tra effettare e cellula bersaglia Come cellula bersagb ¢ stata utilizzata la linea MBL2
incubataa differenti dosi conil peptide m-TERT 95205 (MBL2-p198) 0 conil peptide B-gabes 103
(MBL2-ppgd), conme controllo negdivo.
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Figura 10: Effetto terapeutico del trasferimanto adottivo di cloni CTL con diversa
affinita per I'epitopo m-TERT 195 20s.

A) Lo schemadellimpianb speimertale prevede l'inoculo endovenosodi 0.1x1G cellule della
lineaB16Lu8, lineadi melanona murino metastatzzantea livello polmonae, in topi C57BL/6J.
Dopo 3 giorni dall'inoculo del tumore, gli animali vengono inoculati con 5x1f di CTL. A un
gruppo di anmali (n=8) vengor inocuati i cloni ad alta affinita per I'epitopo m-TERT;gg205
(CTL-7), aungruppodi animdi (n=8) vengono inocuati i cloni a bassaaffinita perl'epitopo m-
TERT 98205 (CTL-13) mente al gruppo di controllo (n=8) vengonoinoculati i cloni specfici per
I'epitopo B-gales10s (B-gd CTL). A ertrambii gruppivengoro somministrate6000QU/topddie di
IL-2 ricombirant tramiteinoculo i.p.. La sommnhistrazionedi IL-2 viene eseguitaanchenei due
successivi giorni dd trasferimento addtivo de CTL. Gli animdi vengono quindi sacrificatidopo
15 giorni dall'inoculo dd tumoree i loro polmorni prelevati e fissai perla successva contadelle
metastasi.

B) Il numerodi metastasipamonai presentinegli animalitrattat conil trasrimentoadottivodi
CTL del clone 7 (CTL-7) o del clone 13 (CTL-13) spedfici per I'epitopo M-TERT;gg.205 O
dell'epitopoB-gdgs 103 (B-gd CTL) e€rappresentatoomemediat SE.

C) Immaginerappesentaiva dei polmoni prelevat e fissati dopo 15 giorni dall'inoculo del
tumore
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Valutazione dell' efficacia terapeutica delle due strategie vaccinali a
DNA verso |'antigene TERT in un modello murino di carcinogenesi

prostatica spontanea.

La nostraricercasi & ancheproposa di valutare |'efficacia terapeutca de due
protoolli di vaccinazione, decritti precedenémente, in un modello di
carcinogenegprostaticaspmtanea.
Abbiamoutilizzatocomemodellodi studio il ceppomurino TRAMP (Transgenic
adenocarcinora mouse prodate, (Greenbeg, DeMayo et al. 1995) Il ceppodi
topi TRAMP e derivato dai topi C57BL/6Jed € caraterizzao dallo sviluppo,tra
le 8-12 setimane di vita, di una neophsia intraepitliale prostdica che
progrediscen adenocarcinomanvasvo nd 100%dei soggeti di 24-30 settmare.
Il transgeneresponsabiledell'insorgerza del tumore (Tag di SV40) é sotto il
cortrollo del promotoredella probasina(PB) per cui, nonostantesia presentdan
tutte le cellule dellanimale,viene espressmdle solecdlul e epiteliali prostaiche
a seguitodell’esposizionealla probasa, enama prodotb durantel’eta puberale
del topo, che innescala tumorigenes L’istologia e la storia naturale del tumore
murino sono molto simili al tumore umano (Kaplan-Lefko, Chen et al. 2003)
Tutti gli animali sono stati selezionati per la presena dd trasgenePB-Tag
medianteanalisi in PCRdaDNA estrattodaleucocti del sangueperiferico. Sdo
gli animdi risultati positivi allo screenng sono stat adoperat per gli incroci.
Dopo 23 gererazoni, siamo riusciti ad ottenere una linea di topi in cui il
transgenee preseng in doppiacopia (omozgoti). Questitopi sono stati quindi
incrociati con animali C57BL/6Jinbred per otteneregli animdi eterozigoti che
sno stati utilizzat nei protocolli sperimatali che saraino descritti. L’analisi
anabmo-pablogica conddta nei nostri animali eterozgot ha confermato
I'i stogenesiprostaica del tumore TRAMP, cosi come riportato in letteraura
(FigurallA).
Prima di intraprenderal percorsovaccinde, abbiano affrontato due aspettidi
primaria importanza,ovvero la valutazone del sistema immunitario dei topi
TRAMP in fasi diversedella progresionetumorak e la verifica della preseza
del'antigere telomers alivello del sito tumorde.
Al fine di valutare lo stato immunologco degi animali portaori di tumore di
diversostadio, sonostati sacrificati gruppi (n=3) di topi TRAMP diversi pea eta
(8, 24, 36 e 48 setimanedi vita) ed edensbnedi mdattia, e gli splenodi otteruti
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dagli animal sono stati analizzatiper la rispostaalla stimolazione in vitro con
alloantigeni, medianteallestimentodi colture leuacitarie miste (MLC). Dopo 5
giorni, le colture sono statesaggiateconto bersagli allogenici e di controlo. |
risultati hanno dimostrato che la capacia ddle colture di produrre IFN-y in
rispcsta alo stimolo allogenico € conservad durante la progressione della
neoplasiaSi é poi procedutoa valutarela rispost sponaineaversol’antigenem-
TERT. Con gli stess splenociti sono stae allestie MLPC utilizzando come
stimolo il peptde m-TERT9s20s Le colture celulari sonostatesuccessivaente
ristimolate con 10° cellule singeniche pulsate con il peptide di interesse (m-
TERT198205) 0 conil peqide scorrelato( B-gake103). Dopo 24 ore di incubazione
il surnaainke ddla colturaé statosottopostoa saggio E.L.I.S.A. per quantificareil
rilascio di IFN-y. Abbiamoosservatainarisposa aserte nel gruppodi animali
TRAMP di 8, 24 e 36; solo animali TRAMP di 48 setimane presentagno una
debolerispost per I'antigene(Figura11B). Poichéquesta reativita € assate nei
topi TRAMP di 8 settimandli eta,in cui il processotumoralesi & appenaavviato,
mente e presentein topi TRAMP di 48 setimane di vita, in cui il tumore e
avanzato,e possibie ipotizzareche il sistemaimmune sia espostoal’antigene
TERT durante la progresione tumorale, ma che tuttavia non €& in grado di
contragare la crescitaneoplastical'indagine & proseguid per valutare lo stato
immundogico degli animali portatori di tumore a seguto del'intervento
vacdnale. Consegentementeanimali TRAMP diversi per eta (8, 24, 36 e 48
settimane di vita) sono stati vaccinaticon un vettore adenovirée ricombhante
(5x10° PFU/topo) codificante la proteina telomerai. Dopo 14 giorni ddla
vacanazionegli animali sonostati sacrificati e gli splenocit sonostat stimolati
per 24 ore con 10 U/ml di IL-2 ricombinang, in presenzadi 1pgil del peptide
M-TERT198205 (P-198) 0 del pegide f-gaks103 (p-pgal), in un saggo ELISPOT
per rilasdo di IFN-y. Come si evincedallafigura 11C, sologli animali di 8 e 24
settimanedi eta presentanain‘espansionéi linfociti T in grado di riconoscee
significativamentd'epitopo m-TERT;gg-205 rispetto all'epitopo scorelato B-gaks.
103, mentregli animali di 36 e 48 settimanedi eta non mostrano una risposta
analoga.L'analisi & proseguitaanchedopo stimolazione in vitro, utilizzando gli
splenociti per allestire MLPC con il peptide m-TERT9g20s. Dopo 5 giorni di
coltura, le MLPC sonostatetestatesiain un saggiodi citotossicta perrilascio di

*ICr chein un testE.L.I.S.A. peril rilascio di IFN-y, utilizzardo comebersagli
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cellulari la lineaMBL 2 pulsataconil peptde m-TERT9g205€ la medesimalinea
cellulare pulsata con il peptidescorelab 3-gake.103 Entrambii test funzionali
hamo evidenzato comesolole MLPC deglianimdi TRAMP di 8 e 24 sdtimane
di etapresentagnounasignificativacapadia di riconoscerd'epitopom-TERT;s.

205 mertre le MLPC degli animali TRAMP di 36 e 48 setimane non contengono
linfociti reativi ver questoepitopo(FigurallC). Limitatamentealle condeioni

utilizzate, possamo concludere che la finestra temporak efficace per la

vaccinamne e limitata ala 36 settimanadi vita poiche, oltre questo limite

temporalej topi TRAMP non sonoin gradodi monfareunarispostammuneper
'antigene TERT. Al momento, possiano solo ipotizzare i motivi di questa
inefficienza quali, ad esempio, fenomenidi tollerana/soppressine indoti dal

tumore; risulta evidente,comunque che esisteun ampio arco tenmporalein cui

intervenire sommhistrando ripetutamerg il vaccino, per mantenere una buana
rispostaprolungat neltempoanchenellefasi di malatiaavanata

Pe dimostarela preernzadell'antigeneTERT nella prostaa, durantelo sviluppo
della neoplasia, abbiamo sfruttato un anticorpo policlonale speifico per
I'i'soforma murina di telomerasiin un‘analsi immunoistochmica condota dalla
Dr.ssaManueé lezzi dellUniversitadi Chieti. Abbiamo potuto dimostrareche se
pur il tessub prosatico normale presentaunespressiondasaledi telomerasi,la

proteina risulta iperespresa nelle fasi di iperplasia e sopratutto di

aderocarcinona (Figura 12). Questodaib avvdora il significabb dellanigene
telomerai come TAA, in quantola sua espressine differenzale ci permdte di

distnguere tessub normale da tessub tumorde. Verificato la preseza
del'antigere a livello del tumore prosttico, abbiano paraonato I'efficacia
terapeuticadi due protocolli di vaccinamone per l'antigene TERT in animali

TRAMP: il primo basatosul'immunizzazonetramite inoculo di DNA plasmidico

e l'altro basatosu un regime "prime-boost". Gli animdi TRAMP sono stati

vaccinatia partire dalla 6% setimanadi vita tramite un doppioinoculo di plasmide
intervallato di 15 giorni (protocollo#1)o tramite I'inoculo dd plasmide seguito
dalla somminstrazionedi un vettoreadenovirée ricombinant (protocollo#2), e

un doppio richiamo con DNA plasmdico dopo 10 setimane dallultima

samminigrazione del vaccina Per verificare |'efficacia dei suddetit protocolli

vaccinaliabbiano sacrificatogli animalialla 24° settimanadi vita. Agli animdi &

stab prelevatala prostataper un’indagne istologica volta a valutare lo stadio
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della progresone tumarale Tale indagine ha mostrdo che la vaccinazione a
DNA plasmidco haun impattoterapeutto: I'istologia del tessub prostatco dedi

animali vacchai con il plasmidevuoto ha svehto, infatti, quadi diffusi di

iperplasiaprosttica definita da cellule iperprolifeanti che hanno persola loro

polarizzazionementreil tessutoprogatico degli animali vaccinai con l'antigene
TERT presentavanoaree di iperplasa meno estese. Questo pud esser
schematzzatodalla distribuzionepercentuke di areeneoplastche:in particolare,
la prostatadedi animali vaccinaticon TERT e costtuita da un 35% di tessuto
saro e daun 8.75%di adenocarcinomanente le prostae degli animal vaccnati

con il plasmde vuoto preentamm un 6.17% di tessutosanoe un 24.30% di

adenocaraioma (p<0.05). Al contrariola vaccinazone a "prime-boost non ha
presentatalcun effetto terapeuticola percenuale di adenocarchomapresente a
livello dele prostate degli animalivaccinai controtelomerasi € risultata dd tutto
simile a quella presentea livello delle prostde degli animal di controllo (Figura
13).

Dato che la vaccinazionea "prime-boost e risultaa inefficace dal puntodi vista
terapeutico, abbiamo decisodi approfondie unicanene la vaccinazione a DNA

plasmidico.In primo luogo abbiamaosvdto un‘indagne immunostochimica, volta
a vautare il differente infiltrato leucoctario nela sedetumorak tra animali
vacdnati con il plasmidevuoto e quelli vacchai con il plasmde codificante
TERT. Quest indagineimmunoistochmica ha evidenziao che le prostde dedi

animali vacchati con TERT preentavanoun infiltrato leucoctario nel sito
tumorale, costiuito in prevalenzada cellule fagoctiche (macrofag) a cui si

accampagravanoelementidella rispoga immure adatativa (linfociti T CD4" e
CD8"), maggioke rispeto alle prostatedegli animali vaccinati con il plasmide
vuot. La presenzali un infiltrato di linfociti T indica che questecellule sonoin

grado di arrivarendla sedetumorale dopo immunizzazioneattiva.

Infine, abbiano dimostratocomela vaacinazone contro TERT detemina anche
un effetto terapeuticoin termini di aunmento di sopravviveéza. Gli animali

TRAMP sonostati vaccinatia patire dalla 6 setimanadi vita con un protocollo
che prevedera un doppioinoculo di DNA plasmdico intervalato di 15 giorni e
successii richiami ogni 10 settimaneper l'intera vita del'animale. Abbiamo
accertatoche la vaccinazionee in gradodi determinare un incremento medio di

circa 11 settmanedi sopravvivenzaispeto agh animdi vacchati conil plasmide
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di controllo. Tale incrementodella sopravvivenzainoltre e risultato indipendente
dal costrutb plasmidicoutilizzato nella vaccinazione Infatti, un gruppodi topi
TRAMP é stato vaccinatocon il costrutb plasmidico pVIJnsA vuoto (n=8) o
codficante TERT (n=8) mentreun gruppodi topi TRAMP e stab vacchatoconil
costruttoplasmidico VICAL vuoto (n=8) o codificantem-TERT (n=8). Possiamo,
qguindi, concuder che l'utilizzo della vaccinazione a DNA conto telomerasi
risulta avereun effetto preventivonella progressine dd carcinoma prostatico e
potrebberappresentareun buon candidatoper futuri approcc immunoteapedici

appicati al'uomo(Figural4).
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Figura 11: Analis della capacita di topi TRAMP, in stadi diversi della progressione
tumorale, di montare una risposta immunitaria nei confronti dell'epitopo m-
TERT198—205-

A) Immagne amatomopaologica macroscopica rappreserdtiva di  sezioni ddl'apparato
urogenitde di topi TRAMP di diverseetacorrispaderti a fasi progessivedella malatta.

B) Splenocti di topi TRAMP di diverseeta sorp stati messi in colturaper5 giorni con 0.1pg/midi

peptide M-TERT 15005 (MLPC) 0 con 3x1C di splenocit allogeniciirradiat (MLC). Peril test
funzonale0.1x10° cdlule di MLPC sonostatecimentde per 24 ore, in rapporb 1:1, conla linea
tumorale MBL2 pulsatao con il peptideB-gaksios 0 conil peptde m-TERT gg205 in 200 ul di

volumefinale, mertre 0.1x10° cellue dele ML C sano statecimentae ndle medesimecondizioni

o conun beradio cellularesingenico(MBL2) o conun bersagb cellulare allogenico(CT-26). In

seguito, i surnatant di coltura sonostati saggiati in un testE.L.I.S.A. pe vautareil rilascio di

IFN-y. | valori soro espresicome differenza della conentazione di IFN-y rilasciatodalle MLPC
/MLC incubak con il bersadio speifico e qudlo rilascato dopo incubazone con il bersaglio

scorrelata

C) Topi TRAMP di diverse eta (n=3) sono stati vacanati tramite inoculo di un adenovirus
ricombinane caodificante m-TERT. Dopo 14 giorni ddla vacdnazione gli animali sono stati
sacrificati. 1x10° splenociti di topi TRAMP, precalentementevacchati, sonostai stimolai per24
ore con 10 U/ml di IL-2 ricombinane ed in presenzadi 1ug/ml o del peptide m-TERT 95205 (p-

198) o del peptde B-gdgs 103 COMe contrdlo negdivo, in un saggioELISPOT per il rilasdo di

IFN-y. | dati sonorappresentatcomemeda + SE di animali della stessaeta. Succesivanentegli

splenociti di ciascun animale sonostati messiin coltura per 5 giorni con 0.1pg/ml di peptidem-
TERT 98205 (MLPC). Dopo 5 giorni le colture sono stake sagiate sia in un testE.L.I.S.A. peril

rilascio di IFN-y siain un teg di rilasciodi **Cr utilizzandocome bersadio in entranbi i casila
linea cellulareMBL-2 pulsataconil peptde m-TERT;g52050 conil peptde di contollo B-gaks 103

| risultatiin entrambii testsonoriportati comediffererzao di rilasdo di IFN-y o di percentiale di

lisi trale MBL 2 pulsateconil peptidem-TERT 198,05 € le MBL2 pulsateconil peptide B-gake.10a. |

dati sonorappesntaticomemedia + SE di arimali dela stessata.
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Figura 12: Valutazione dell'espressione di telomerasi a livello del tessuto prostatico
tramite indagine immunoistochimica.

A) L'antigene telomerasi € scarsamee ed irregolamente espres nella parte normale
dell'utricolo progatico (frecda rossg mentre diventa molto piu evidente gia dallo stadiodi iniziale

iperplasia(frecciaverde).

B) Negli utricoli prostdici chiaramentdperplastid I'espressione dell'anigene rimane diffusa e
risulta magdgormerte preseng nelle zone in cui c’@ un maggior sovvertimenb del’ architettura
dell'organo,ovverodovel'iperplasia diventa pit aggressia.

C) L'antigene telomerasi rimane iperespresso ance quando I'iperplasia si trasforma in

adenocaragioma.Anchein questo casosi nota unamaggiore espressionesul fronte di invasiane

tumorale,dovein genee c'é anche piu proliferazone.

D) Anche nel carcinomaindifferenziatola telomerasirisuta iperespressaancte se in maniera
variabile.
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VICAL VICAL m-TERT
Normde 6.17 + 2.38 35+ 11.34
PIN 69.50+ 5.83 56.20+ 8.65
ADK 24.30+ 2.59* 8.75+ 3.20*

Figura 13: Analis istologica del tessuto prostatico di animali TRAMP sottoposti a
vaccinazione contro telomeras.

Gli animali TRAMP sonostati vaccinati a partire dalla 6* setimanadi vita tramite un doppio
inoculodi plasmick intervallatodi 15 giorni, ed un doppiorichiamo a DNA plasmidico dopo 10
settimane dall'utima sommiistradone del vacdno. Gli animali soro stati sacrificati alla 24
settimanadi vita.

L' istologia del tessuto prostaico degli anmali vaccinati conil plasmidevuoto (B), similmente al
tessutgorodatico di animdi nontrattati(A), presentajuadridiffusi di iperplasiagprogaticadefinita
dacelluleiperprdiferanti chehannopersola loro polarizzazone, mente il tessutoprostdico degli
animali vacchati conl'antigeneTERT preseta areedi iperplasiameno estes€C).
Tabellariassurtiva dell'analisiistologicain cui i valori riportati rappreserdnopercentali di area
affetta+ SE (* p<0.05;"p<0.05)
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Figura. 15: Efficacia protettiva della vaccinazione con DNA codificante m-TERT.

Gruppi di 15 anmali TRAMP sono stai inoculat i.m. con il plasmde codificante m-TERT
(VICAL m-TERT/pVIInsAmM-TERT) o conil plagnide vuoto (VICAL/pVIJnsA) La schedua di
vaccinaziore prevede un doppio inoculo di plasrride intervallato di 15 giorni a patire dalla 6
settimanadi vita, e successivrichiam ogni 10 setimare per l'interavita dell'animale.
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DISCUSSIONE

Pea es®r consderatoun candidatoideale per approccidi immunotergia arti-
tumorale,un TAA devepresentarelelle carateristichefondanental: in primis, in
basealla sua espressionegeveessern grado di discrimnareil tessutonormale
dal tessutoneoplasticojn secondduogo, deve esse in grado di attivare effettoii
immunitari L'enzima ribonucleoprogico telomerasi (TERT) responsabile
del'elongazionedei telomeri alle edremita dei cromosomj riassumeentrambe
questecarateristiche: infatti, comerecenterentedescrito in letteratura,h-TERT
e satopostaa procesazionecitosolica,similmentea quantoaccack alle proteine
endgene,ed i suoi peptid presentatia livello dela membranaplasmatica in
associazionalle molecoleMHC, sono riconosauti dalinfodti T (Vondeheide,
Ham et al. 1999) Inoltre, TERT € egressan circa I'85% delle cellule tumorali,
indipende@tementedalla loro origine e istologia mentre € attiva solanente in
alcune popohkzioni cellulari endogeneguali cdlul e staminali, cdlule germinative
e linfociti attivati (Gross, Graff-Dubois et al. 2004) Tuttavia i livelli di
espresionedi TERT in quege popolazionicellulari risuttanoinferiori di circa100
volte separagonat a quelli delle celluletumorali. In questo lavorodi tesiabbiamo
dimostratoche anche l'isoforma murina di TERT, simiment a quela umana,
gerera peptdi immunogenici a seguio della processaione endogena.In
particolae, siamoriusciti ad identificareil peptde m-TERT195205 (VGRNFTNL)
come epitopo immunodominanteper aplotipo H-2° (ristretto per l'allele K).
Infatti, gli splenociti di animali con background C57BL/6J, vaccinai contro
TERT, sono in grado di riconogere unicameite questo peptde. Abbiamo
dimostratocome, a livello dellaprostatadei topi TRAMP, I'esprasionedi TERT
permettadi distinguereil tessuto prostatco normak dal tessub tumorde. Infatti,
TERT risulta espresa nella prostatanormde ma a livelli dedgsamente inferion
rispettoagli stadi di neoplasiantraepitelide (PIN) o di caccinoma

L'utilizzo del moddlo murino TRAMP nei nostri studi trova il suo razionale
nel’elevata omologia con la neoplash umana, in termini di progressione di
madattia e condivisioned’antigeniprostataspeifi ci. Questoagevolala traslaione
dei risultai ottenut dagli studi preclinici di immunoteapia, illustati in questa
tesi all'ambib clinico. | nostri risultati dimostrano che i topi TRAMP sono
immunocanpetent, indipendentementaelalleta e dal’estensionedi madattia.

Anzi, esisteuna seppurdebolereattivita spontana contro TERT che semba
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esserein relazione con l'avanzamentodelo stato ddla patologa. Infatti, la
reattvitd immunologica ver I'epitopo m-TERT9s205 € as®nte nei topi di 8
settimaned’eta (ancoraprivi di tumoreinfiltrante) ed apparen conconitanzacon
la progresionedella malattia.E’ importantenotareche nonostare la presena di
tale reativita, la crescitaprogressivadel tumore in tutti gli animali dimostra
inequvocabimente l'inefficacia della popokzione di linfociti m-TERT9g205 -
reativi nel contrastarela progresione dd tumore. Una spiegazone di questa
mancatarisposh e sicuramentala ricercarend fenomeni di soppresioneindotti
dal microambiené tumorale. Da un recente studio pubblicab dd nosto
laborateoio (Bronte,Kasicet al. 2005) risulta chei linfociti intratunorali dei topi
TRAMP presersino un fenotipo di attivazione abortva (CD44™ CD62L,
CD25™), paragonabé a quello descritto nei linfociti T umanimdanona specfici
(Leg Yeeet al. 1999). Questofenotipo é indotto dal'espressionai alti livelli
degli erimi ARG e NOS, presentinell’epitelio prosatico neoplatico manonin
quello normak (Bronte, Kasic et al. 2005) A rafforzare il ruolo del
microambente tumarale nel condzionarel'attivazione degi effettori immuntari,
e stata I'osservazioneche solo animali privi di malattia o in presenzadi una
neoplasiaai primi stadi (animali di 24 setimanedi eta) sono responsivi alla
vacdnazione, essendocapaci di montae una rispostaimmuntaria efficae e
specificaper I'anigenesomministratomentreanimali portabri di tumori avanzati
non sonoin gradodi innescaralcunarisposa immuntaria. La ricercadel miglior
protocollo di vaccinazioneha evidenzato come il vacdno con solo DNA
plasmidico, seguio dall'elettroporazionedd sito di inoculo, sia piu efficace
(rispettoall'utilizzodi DNA plasmidicoin combinaioneconla somminstrazione
di vettori adenoviraliricombinanti)nel sekezionarelinfociti T CD8' funziondi nel
riconoscerell comdes® MHC/m-TERT:98205 presentea livello della membrana
plasmaticadelle cellule tumorali. Inoltre, la vaccinazionea solo DNA plasmidico
risulta avere una capacitaprofilattica, induceendo un significativo rallentanerto
della progessioneneoplasticanel modelloTRAMP, doveal contraio il regime a
"prime-boost” non ha dimodrato alcun effeto tergpeutco. A sotolineare
I'efficaciadela vaccinazionea DNA é anchela capaita di richiamare, a livello
del sito tumorale, un numero maggioredi effetori immunitari. A questo si
aggiunga che i topi TRAMP vaccinati con due sommnistrazioni di plasmide

codificante m-TERT, intervallati di quindici giorni 'una dal’altra, e succesvi
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richiami dopo 10 settimanehannodimostrab un significativo aumento in termini

di sopravwwenzarispetto agli animali vaccinati con il plasmidevuoto. Questo
effettoterapeutto é risultato indipendette dal costutto plasmdico ma dipendente
unicamentedalla sequenzantigenica.Sulla scorta de dati ottenuti la strategia
vaccinalefutura prevederadi potenziae I'effetto terapatico della vaacinagone
associandal alla somministrazionali inibitori dell'attvita di ARG e NOS che,

come degritto in precedema, sono responsabil del fenotipo abortvo dei TIL.

Studigia pubblicat dal nostrogruppo,infatti, hanno dimostrab chel’'i mpiegodi

inibitori dei due enzimi in combinazioneconsenteun recuperofunzionale di

questilinfociti in vitro (Bronte,Kasic et al. 2005) La sommhistrazone di questi
inibitori potra avvenire in modo continuativo, 0 comunqueper lunghi tempi,
tramite l'utilizzo di una dieta medicatacontenate i farmeci, in modo da non
utilizzaremetdicheinvasve.

Gli studiin vitro ci hannopermess di isolare ddle milze de topi vacanat con
DNA plasmidco codificanteTERT, popolazoni di CTL policlondi spedfi cheper
I'epitopo M-TERT198205 Capaci di riconogere in modo efficace varie linee
tumorali di diversaistologia ma con stessoaplotipo. Inoltre, siamo riusciti a
caratterizareper intero la sequenzalela catea Vo e VB del TCR di alcunidi

questi linfociti. Questo ci consentiradi trasdurre linfociti T di topo con un

recettore ad alta affinita per TERT e vautare I'impatto terapeuico in animali
portatori di neophsieTERT-positive.

Originale rispetb a quanto e riportato in letteraturae stab, infatt, lo studio

eseguitosull'affinita dei CTL m-TERT spedfici e sopratttto sul loro impiegoin

appocci di trasferimentocellulare adottvo in animal portaori di neophse di

diversa istologa. Abbiamo, infatti, dimosteto che il trasfermento di CTL

paliclonali spectfici perl'epitopo m-TERT;9s205 associat@ad un regme di mielo-

linfo-deplezionegin gradodi rallentarein modo significativo la crescitatumorale
in duemodeli di tumoretrapiantabilgmelanomae cacinomaprosttico), quana

paragonata@llinoculodi CTL specificiperun antigeneirrilevante. Inoltre, usando
un modelb di metasatizzazionepolmonare basato sullinoculo di una linea
cellularedi melanomaabbiamodimostratochel'inoculo di CTL specifici perm-

TERT198205 Causaunasignificativa diminuzionedel numeo di metastasirispetb
ai contolli. L'effetto terapeuticaisultapotenzato quandovengonoinoculati CTL

ad alta affinita per I'epitopom-TERT19s205 Per poterziare ulteriormentel'effetto
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del trasferim&to adottivo abbiamo di recente sfruttao |'utilizzo di aAPC
sintetiche caricaie con complessi MHC-peptde e molemle cosimolatoiie
(CD80), dimostrand l'incrementodell'effeto terapeuto anchequandovengono
inocuati linfociti T con TCR a bassaavidita (Zoso et a., 2008, inviato per la
publdicazione).Altra strategiacheabbiano permrsoin questoultimo periodoé la
somministrazone ripetuta dei CTL. Abbiano, infatti, utilizzao nel modello
TRAMP un regme di trattamentoche prevede tre sommnistrazioni di CTL a
partire dalla 6% settimanadi vita, intervallate di 5 setimane 'una dallaltra.
Interesantee poi la possibilita di applicarele metodiche descrite in questdavor
nel modello murino trasgenicoHLA-A*0201 (topi HHD), per isolare linfociti T
con TCR specfico peril complessaumano costiuito dalle molecoke HLA-A2 e
peptidi  specifici per lisoforma umana di TERT. Inoltre saa possibile
somministrarei CTL specifici per h-TERT in topi doppi knock-out per RAG-2 e
per la catenay comuneal recdtore di diversecitochineportatoridi tumori umani.

Questitopi sonodeficitai perle popolazionilinfocitarie T, B cellule NK e NKT e
consenton, conseguentementéattecchimera di tumori umani, esdudendoll

rischio di rigeto dovuto al xenotrapiart 0 qualinquealtro coinvolgimento del
sisttmaimmunitario dell'animaleospite nell'azione antitumorak. Quesb modello
rappesentda piattaformaideale per traslare gli studi dd campospeaimentale a

guello clinico.

104



Bibliografia

BIBLIOGRAFIA

Acuto, O. andF. Michel (2003)."CD28 mediatel co-stimuldion: a quanitative
support for TCR signalling.”Nat Revimmunol 3(12): 939-51.

Appay, V., P. R. Dunbar, et al. (2002). "Memory CD8+ T cdls vary in
differentiation phenotypan differentpersistenwirusinfectons."Nat Med
8(4): 379-85.

Bach, E. A., M. Aguet, et al. (1997)."The IFN gamna receptor:a paraligm for
cytokine recepor signaling."Annu Revimmunol 15: 563-91.

Bacich, D. J., J. T. Pinto, et al. (2001). "Cloning, expresson, genanic
localization, and enzymatic activities of the mousehomologof prostate
specific menbrane antigen/NAALADase/folde hydrolase.” Mamm
Gemomel2(2): 117-23.

Baniyadh, M. (2004)."TCR zetachain downregulation: curtailing an excessive
inflammatoryimmuneresponse.Nat Revimmunol 4(9): 675-87.

Bernhardt,S. L., M. K. Gjerten,etal. (2006)."Telomerasepepide vaccindion of
patientswith nonresectabl@ancreaticancer:A doseescéating phasd/ll
study." Br JCancerd5(11): 1474-82.

Bronte, V., E. Apolloni, et al. (2000). "Identificaion of a CD11b(+)/Gr
1(+)/CD31(+) myeloid progenitor capdle of activating or suppressig
CD8(+) T cells." Blood96(12): 383846.

Bronte, V., S. Cingarlini, et al. (2003). "Effective geneic vaainaion with a
widely shared endogenousretroviral tumor anigen requres CD40
stimulationduringtumorrejectionphase.'d Immunol171(12): 6396-405.

Bronte, V., T. Kasic, et al. (2005). "Boosing antitumor responsesof T
lymphocyes infiltrating human prodate cances.”" J Exp Med 201(8):
1257-68.

Bronte, V., P. Serafini, et al. (2003). "L-arginine metébolism in mydoid cells
controls T-lymphacytefunctions."Trendsimmunol 24(6): 302-6.

Bronte, V. and P. Zanovello (2005). "Reguld@ion of immune responsesby L-
argininemetaboism.” Nat Revimmunol5(8): 641-54.

Bui, J. D. and R. D. Schreiber (2007). "Caner immunosurvdlance,
immunoedting and inflammation: independent or interdgendent
proceses?"Curr Opin Immunol19(2): 203-8.

Burnet, F. M. (1970). "The conceptof immunologcal survell ance.” Prog Exp
TumorRes13: 1-27.

Burnet,M. (1964)."Immurological Factorsin the Processof Carchogenesis.Br
MedBull 20: 154-8.

Burstein,N. A. and L. W. Law (1971). "Neondal thymecobmy and non-viral
mammarytumoursin mice." Nature231(5303):450-2.

Calarota, S. A. and D. B. Weiner (2004). "Enhaacenent of human
immunodeficency virus type 1-DNA vacdne potency through
incorporaion of T-helperl molecularadjuvants.”"Immunol Rev 199: 84-
99.

Cheever,M. A., P. D. Greenterg, et a. (1980). "Spedficity of adoptive
chemoimmundterapy of estabished syngenet tumors.” J Immunol
125(2): 711-4.

Chaudhury,A., S. Mosolits, et al. (2006)."Clinical resuls of vacdne therapy for
caneer: learningfrom history for improving the future.” Adv CancerRes
95: 147-202.

105



Bibliografia

Cohen,C. J., Z. Zheng, et al. (2005) "Recognition of fresh humantumor by
human peripheral blood lymphocytes transducedwith a bicistronic
retroviral vecor encodinga murine antrp53 TCR." J Immunol 175(9):
5799-808.

Cohen, E. P. (2001). "DNA-basedvacdnes for the treatnent of cance--an
experimenél model" TrendsMol Med 7(4): 175-9.

Colombo, M. P. and S. Piconese(2007). "Reguktory-T-cell inhibition versus
depletion: the right choicein cancerimmunoherapy.”Nat Rev Cance
7(11):880-7.

Comdi, P.,R. De Palma,et al. (2004)."Adoptive transferof allogenet Epstein
Barr virus (EBV)-specificcytotoxic T cellswith in vitro anitumor acivity
boosts LMP2-specfic immune responsein a paient with EBV-related
nasopharyngealarcinoma.’”Ann Oncol 15(1): 113-7.

Cong,Y. S.,W. E. Wright, et al. (2002)."Human telomeraseand its regulaion."”
Microbiol Mol Biol Rev66(3): 407-25, tableof contents

CortezGonzaéz, X. andM. Zanetti(2007)."Telomerasemmunty from benchto
bedsideroundone.”J TransIMed 5: 12.

De, A. K., C. L. Miller-Graziano,et al. (2005)."Selective activation of peripheral
blood T cell subsetsby endotoxininfusion in heathy human subjeds
correspondsto differential chemokine activation.” J Immunol 175(9):
6155-62.

De Palma R., I. Marigo, et al. (2004)."Therapaitic effectivenessf recanbinant
cancervaccinesis associateavith a prevdent T-cel receptor alphausage
by melanomaspecific CD8+ T lymphocyes." Cancer Res64(21): 8068
76.

Dighe, A. S.,E. Richards et al. (1994)."Enhance in vivo growth andresistance
to rejection of tumor cells expresing dominant negdive IFN gamma
recepors." Immunity 1(6): 447-56.

Doe, B., M. Selly, et al. (1996). "Induction of cytotoxic T lymphocyes by
intramugular immunization with plasmd DNA is facilitated by bore
marrow-delived cells" ProcNatl AcadSciU S A 93(16): 857883.

Dudley, M. E., J. R. Wunderlich, et al. (2002). "Cance regressionand
autoimmunity in patierts after clond repopulaion with antitumor
lymphocytes. Scierce 298(5594): 850-4.

Dudley, M. E., J. R. Wunderlich, et al. (2002). "A phase | study of
nonmyeloablatve chemotherapyand adopive transfer of aublogous
tumor antigenspecific T lymphocytes in patients with metastatic
melanoma."J Immunother(1997)25(3): 243-51.

Dunn G. P., A. T. Bruce, et al. (2002). "Caner immunogliting: from
immunosirveillanceto tumorescape.Nat Immunol 3(11): 991-8.

Dunn G. P., C. M. Koebel, et al. (2006). "Interferons, immunity and cancer
immunoditing.” Nat Revimmunol6(11): 836-48.

Dunn G. P.,, L. J. Old, et al. (2004. "The immunobology of cancer
immunosirveillanceandimmunoediting."Immunity 21(2): 137-48.

Eng, M. H., L. G. Charles,et al. (1999). "Early castraton reduce proshtic
carcinogenesisn transgenianice." Urology 54(6): 11129.

Engel,A. M., I. M. Svare, etal. (1997)."MCA sarconasinducel in scid mice are
more immunognic than MCA sarcoma induced in congeni¢
immunoompeentmice." ScandJ Immunol45(5): 463-70.

106



Bibliografia

Fetsch, P. A., F. M. Marincola, et al. (1999). "The new melanomamarkers:
MART-1 and Melan-A (the NIH experence)! Am J Surg Pathol 23(5):
607-10.

Feunou, P., L. Poulin, et al. (2003)."CD4+CD25+and CD4+CD25 T cells act
resgectively as inducer and effector T suppressocels in superatigen-
inducedtolerarce."J Immunol171(7): 347584.

Filaci, G., M. Fravegaset al. (2006)."Frequencyof telomerasespedfic CD8+ T
lymphocyesin patientswith cancer."Blood 107(4): 150512.

Finn, O. J. (2003)."Cancervaccines betwveen the ideaand the reality.” Nat Rev
Immunol3(8): 630-41.

FosterB. A., J.R. Gingrich, etal. (1997)."Characterization of prostdic epithelial
cell lines derivedfrom transgenicadenoarcinoma of the mouseprostate
(TRAMP) model” CancerRes57(16): 3325-30.

Galrilovich, D. (2004). "Mechanismsand functional significane of tumour-
induceddendrtic-cell defects."Nat Revimmunol4(12): 941-52.

Gatinoni, L., C. A. Klebanoff,etal. (2005)."Acquisition of full effector function
in vitro paradoxcally impairsthein vivo anitumor efficacy of adopively
transferedCD8+ T cells." J Clin Invest115(6): 1616-26.

Gatinoni, L., D. J. Powell, Jr., et al. (2006). "Adoptive immunoherapy for
caner: building on succes." Nat Revimmunol 6(5): 383-93.

Gebard, A., C. T. Garnett, et al. (2006). "Combinaton chemotheapy and
radiation of human squamouscell carcinoma of the head and nedk
augmentCTL-mediatedysis.” Clin CanceiRes12(6): 1897905.

Gingrich, J. R., R. J. Barrios, et al. (1996). "Metastdic prostate cane@r in a
transgenianouse’ CancerRes56(18): 4096-102.

Grabert,R. C., L. P.Cousensetal. (2006)."Human T cels armedwith Her2/reu
bispecific antbodies divide, are cytotoxc, and secrée cytokines with
repetedstimulation.” Clin CancerRes12(2): 569-76.

Grant, G. A. and J. F. Miller (1965). "Effect of neonaal thymectony on the
inductionof sacomatain C57BL mice." Nature 205(976):11245.
GreenbergN. M., F. DeMayo, et al. (1995). "Prosate cancerin a transgenic

mouse."ProcNatl Acad SciU S A 92(8): 343943.

Gross D. A., S. Graff-Dubads, et al. (2004)."High vacadnation efficiencyof low-
affinity epitopes in antitumorimmunotherag.” J Clin Invest 113(3): 425
33.

Grover, A., G. J. Kim, et al. (2006). "Intralymphaic dendritic cdl vaccination
inducestumor anigenspecific, skirhoming T lymphocytes."Clin Cance
Res12(19):5801-8.

Ham, W. C. and M. Meyeron (2001). "Telomerase activation, cellular
immartalization andcancer."Ann Med 33(2): 123-9.

Harlin, H., T. V. Kuna, et al. (2006)."Tumor progresn despte massve influx
of activatedCD8(+) T cellsin a patientwith malignantmelanomaascites."
Cancerlmmunol Immunothei55(10): 118597.

Hastie N. D., M. Dempster,et al. (1990). "Telomere reducton in human
colorectalcarcnoma andwith ageing."Nature346(6287):866-8.

Herdriks, J.,L. A. Gravesein, etal. (2000)."CD27 is requiral for generaton and
long-termmaintenancef T cell immunity." Nat Immunol1(5): 433-40.

Hildeman,D. A., T. Mitchell, et al. (2003). "Control of Bcl-2 expresson by
reactve oxygenspecies.'Proc Natl AcadSciU S A 100(25): 1503540.

107



Bibliografia

Hsu, F. J., C. Benike, et al. (1996). "Vaccinaion of paients with B-cell
lymphomausing autologousantigenpulseddendritic cells.”" Nat Med 2(1):
52-8.

Hu, H. M., H. Winter, et al. (2000). "Divergentroles for CD4+ T cels in the
priming and effector/memoryphasesof adoptve immunotheray.” J
Immunol 165(8): 424653.

Huang,X., M. Bennett,et al. (2004). "Anti-tumor effects andlack of side effects
in mice of an immunotoxindirectedagainsthuman and mouseprostate
specific membaneantigen” Progate61(1): 1-11.

Hubert,R. S., I. Vivanco,et al. (1999)."STEAP: a prostatespeific cel-surface
antigenhighly expresseih humanprodate tumors."ProcNati Acad SciU
S A 96(25): 145238.

Kaech,S. M., J. T. Tan, et al. (2003)."Selective expresson of the interleukin 7
recepor idenifies effector CD8 T cdls that give rise to longlived
memoly cells.” NatImmunol4(12):11918.

Kagamu, H., J. E. Touhalisk, et al. (1996). "Isolation basedon L-selectin
expresion of immuneeffectorT cellsderived from tumordraining lymph
nodes."Caner Res56(19): 433842.

KanegangH., K. Nomura,etal. (2002) "Biological aspets of Epskein-Barr virus
(EBV)-infected lymphaocytes in chranic acive EBV infecion and
assaiatedmalignancies.'Crit RevOncolHematol 44(3): 239-49.

KaplanLefko, P. J., T. M. Chen,et al. (2003)."Pathobology of autothithonous
prostatecarcerin a pre-clinical transgeréc mousemodd.” Prostaée 55(3):
219-37.

Kaplan, D. H., V. Shankaran,et al. (1998). "Demonstrabn of an inteferon
gammadependentumor surveillancesystemin immunoompetent mice."
ProcNatl AcadSciU S A 95(13): 755661.

Kawakami, Y., M. I. Nishimura, et al. (1993). "T-cell recogniton of human
melanomaantigens:’ J ImmunotherEmphasisTumor Immunol 14(2): 88
93.

Kershaw,M. H., M. W. Teng, et al. (2005. "Supernatura T cells: genetic
modification of T cellsfor cancertherapy! Nat RevIimmunol 5(12): 928
40.

Khorng, H. T. andN. P. Restifo(2002)."Naturd selection of tumorvariants in the
generatiorof "tumor escape’phenotypes.Nat Immunol3(11): 999-1005.

Kieper, W. C., A. Troy, et al. (2005). "Recent immune staus deermines the
source of antigens that drive homeostaticT cel expansion.” J Immunol
174(6): 315863.

Kim, N. W., M. A. Piatyszek,et al. (1994) "Spedcfic asso@tion of human
telomeraseactivity with immortal cells and caner.” Science266(5193):
2011-5.

Klebanoff, C. A., H. T. Khong, et al. (2005). "Sinks, suppressor&and antigen
presenters: how lymphodepletion enhaaces T cel-mediated tumor
immunotterapy.” Trendsimmunol 26(2): 111-7.

Klein, G. (1966)."Tumor antigers.”" Annu RevMicrobiol 20: 223-52.

Kobayashi,Y., T. Higashi, et al. (2000). "Expresson of MAGE, GAGE and
BAGE gene in human liver diseasesutility as moleaular markersfor
hepabcdlular carcinoma.”J Hepatol32(4): 612-7.

Koya,R. C., N. Kasahaa, et al. (2003) "Potent mauration of monocytederived
denditic cells after CD40L lentiviral geneddivery." J Immunothe (1997)
26(5): 451-60.

108



Bibliografia

Krieg, A. M. (2002)."CpG motifs in bacterial DNA andtheir immuneeffects.”
AnnuRevIimmunol20: 709-60.

Kuball, J, F. W. Schmtz, et al. (2005)."Coopeation of humantumor-reactive
CD4+ and CD8+ T cells after redirecton of their specificity by a high-
affinity p53A2.1-specificTCR." Immunity 22(1): 117-29.

Lanzavecchia,A. and F. Sallusto (2002). "Progressive differentiation and
selectionof the fittestin the immuneresponse.Nat Rev Immunol 2(12):
982-7.

Larin, S. S., G. P. Georgiev,et al. (2004). "Genetransferappro@hesin cancer
immunotheapy." GeneTher1l Suppl 1: S1825.

Lee,P.P.,C. Yee, et al. (1999). "Characerization of circulaing T cells specific
for tumorassociatd antigensin melanana patents.” Nat Med 5(6): 677-
85.

Lipponen,P. K., M. J. Ekelinen,et al. (1992)."Tumou infilt rating lymphocytes
as an indepeneént prognosticfactor in transitiond cdl bladdercancer.”
Eur JCancer29A(1): 69-75.

Lollini, P.L., F. Cavallo,etal. (2006)."Vaccines for tumourprevenion."” Nat Rev
Cancer6(3): 204-16.

Ludlow, J. W. (1998). "InteractionsbetweenSV40 large-tumor anigen and the
growth suppressoproteinspRB andp53."Fasehb] 7(10): 866-71.

Masutomi, K., S. Kaneko, et al. (2002). "Identfication of seum antrhuman
telomerase reverse trangriptase (hTERT) autoanibodies during
progresionto hepaocellularcarcinoma.'Oncogene1(38): 594650.

Mavroudis, D., I. Bolonakis et al. (2006)."A phasel study of the optimized
cryptic peptide TERT(572y) in patiens with advaned malignancies.”
Oncology70(4): 306-14.

Mazzoni, A., V. Bronte, et al. (2002). "Myeloid suppressotines inhibit T cell
respnsesby anNO-dependenimechanism.J Immunol 168(2): 689-95.

Meyeron, M., C. M. Counter, et al. (1997). "hEST2, the putdive human
telomerasecataltic subunit gene, is up-regulded in tumor cells and
during immortalizaion.” Cell 90(4): 785-95.

Mihm, M. C., Jr.,C. G. Clementegt al. (1996)."Tumor infiltrating lymphocytes
in lymph node melanoma metasases: a histopahologic prognostic
indicatorandan expressionof local immuneresmnse."Lab Invest 74(1):
43-7.

Mocellin, S., S. Mandruzzato,et al. (2004). "Cancer vaccnes: pessinism in
ched." NatMed 10(12): 12789; authorreply 127980.

Montgomery,D. L., J. W. Shiver, et al. (1993). "Heterologousand homologaus
protectionaganst influenzaA by DNA vacaination: optimizaion of DNA
vecors."DNA Cel Biol 12(9): 777-83.

Moore, A. C.andA. V. Hill (2004)."Progressn DNA-basechetaologousprime-
boostimmunizdion strategiesor malaria.”"ImmunolRev199: 126-43.

Morgan,R. A., M. E. Dudley, et al. (2006). "Cance regressiorn patents after
transferof genetcally engineeredymphocyes.” Sdence314(5796): 126-
0.

Muranski, P., A. Boni, et al. (2006). "Increased intensity lymphodepletion and
adoptive immunoterapy-how far can we go?' Nat Clin Pra¢ Onol
3(12):668-81.

NagorsenD., M. Panelli,et al. (2003)."Biasedepitope seletion by reconbinant
vacdnia-virus (rVV)-infected matureor immature dendrtic cells." Gene
Ther10(20): 175465.

109



Bibliografia

Nair, S. K., A. Heiser,et al. (2000). "Induction of cytotoxic T cdl responsesnd
tumor immunity again$ unrelated tumors using telomerase revease
transcriptas&NA transecteddenditic cells.” Nat Med 6(9): 1011-7.

Naito, Y., K. Saib, etal. (1998)."CD8+ T cdls infiltratedwithin cancercell nests
as a prognostt factor in humancolorectl cancer! Cancer Res 58(16):
3491-4.

Old, L. J.andE. A. Boyse(1964) "Immunology of Expaimental Tumors."Annu
RevMed 15: 167-86.

Onizuka, S.,I. Tawara,et al. (1999)."Tumor rgiection by in vivo administration
of antFCD25 (interleukin2 receptoralpha)monocbnal antibbody.” Cance
Res59(13): 3128-33.

Parkhurst,M. R., J. P. Riley, et al. (2004). "Immunization of paients with the
hTERT:540548 peptideinducespeptidereacive T lymphocytesthat do
not recognizetumors endogenouslyexpressig telomerase."Clin Cance
Res10(14): 4688-98.

Pavlenko, M., A. K. Roos,etal. (2004)."A phasd trial of DNA vaccinaion with
a plasmid expressingprostatespecific antigen in patientswith hormone
refractol prostatecancer."Br J Cancer91(4): 688-94.

Peng, Y., Y. Laouar, et al. (2004). "TGF-beta regulates in vivo expansionof
Foxp3-expressig CD4+CD25+ regubtory T cells respondile for
protectionaganstdiabetes.’ProcNatl Acad SciU S A 101(13): 45727.

Pertmer, T. M., M. D. Eisenbraungt al. (1995). "Genegunbased nudeic acid
immunizaion: elicitation of humoral and cytotoxic T lymphocyte
responssfollowing epidermaldelivery of nanogramguantities of DNA."
Vaccinel3(15): 142730.

Powell, D. J.,Jr., M. E. Dudley, et al. (2005)."Transiton of late-stage effedor T
cells to CD27+ CD28+tumorreactiveeffecior memory T cdls in humans
after adoptve cell transfertherapy." Blood 105(1): 241-50.

Quaglim, E., M. lezzi, et al. (2004)."Electroporéed DNA vaccine clearsaway
multifocal manmary carcinomasin her2/neu transgenicmice." Cance
Res64(8): 2858-64.

Quaglim, E., S. Rolla, et al. (2004). "Concordat morphologc and gene
expresion data show that a vaccine haks HER-2/neu preneopastic
lesiors.” J Clin Invest113(5): 709-17.

Radi, R. (2004)."Nitric oxide, oxidants,andproten tyrosinenitration.” ProcNatl
AcadSciU SA 101(12):40038.

Reiter, R. E., Z. Gu, et al. (1998). "Prostae stem cel antigen: a cell surface
marker overexpressedn prodate cancer."Proc Naii Acad SciU S A
95(4): 173540.

Reits, E. A., J. W. Hodge, et al. (2006). "Radiation modulates the peptide
repertoire, enrancesMHC class | expression, and induces sucessful
antitumorimmunoterapy."J Exp Med203(5): 1259-71.

Romerq P., J. C. Cerottni, et al. (2004)."Monitoring tumor antigen specfic T-
cell responsef carcer patientsandphasd clinicd trials of pepide-based
vaccinatio."” Cancedimmunolimmunother53(3): 249-55.

RosenbergS. A., J.J. Mule, et al. (1985). "Regressionof estdlishedpulmonary
metastases and subcuaneous tumor medated by the sysemic
administraion of high-doserecombinatinterleukin 2." J Exp Med 161(5):
1169-88.

110



Bibliografia

Rosenberg,S. A., J. R. Yannelli, et al. (1994). "Treaiment of patients with
metastaic melanomawith autologousumor-infiltrating lymphocytesand
intedeukin2." JNat Cancerinst86(15): 115966.

Rulinstein,N., M. Alvarez, et al. (2004)."Targetd inhibition of galecin-1 gene
expresson in tumor cells resultsin heighenedT cel-mediated rejecion;
A potential mechanisn of tumorimmune privilege." Cance Cdl 5(3):
241-51.

Sasadh, T., M. Kimura, etal. (2003)."CD4+CD25+reguldory T cels in patients
with gadrointesinal malignanciespossibé involvementof regulatory T
cellsin diseas@rogession." Cancerdg(5): 1089-99.

Schopfer,F. J.,P. R. Baker,etal. (2003)."NO-dependast protein nitration: a cell
signaling eventor an oxidative inflammabry response? TrendsBiochem
Sci 28(12): 646-54.

Schuler,W., I. J. Weiler, etal. (1986)."Rearangenent of antigen recepbr genes
is defectivein micewith severecombinedmmunedeficiengy.” Cel 46(7):
963-72.

Shankara, V., H. lkeda, et al. (2001). "IFNgamma and lymphocyes prevent
primary tumour developmentnd shapetumour immunogenidy.” Nature
410(6832):110711.

Shay, J. W. and W. E. Wright (2002). "Telomerase: a target for cancer
therapeutics.CancerCell 2(4): 257-65.

Sheil,A. G. (1986)."Canceraftertranglantdion.” World J Surg10(3): 389-96.

SpeiserD. E., R. Miranda, et al. (1997)."Self antigensexpressedby sold tumars
Do not efficiently stimulate naive or acivated T cels: implications for
immunotheapy.” JExp Med186(5): 645-53.

Steinbrink,K., H. Jonulét, et al. (1999. "Interleukin-10-treaed human dendritic
cells induce a melananaantigenspecfic aneggy in CD8(+) T cels
resuting in afailureto lysetumorcells." Blood93(5): 163442.

Stennett,L. S., A. I. Riker, et al. (2004). "Expression of gp100and CDK2 in
melanomacels is nat co-regulatedoy a shaed promoter region." Pigment
Cell Res 17(5): 525-32.

Street,S. E., E. Cretney et al. (2001)."Perforin and interferon-gamna activities
independeny contol tumor initiation, growth, and meastasis."Blood
97(1): 192-7.

Stutman, O. (1974). "Tuma development after 3-mehylcholanthrene in
immunologcally deficientathymicnudemice.” Science183(124):534-6.

Stutman,O. (1975). "Immunodepresion and malignang.” Adv Caner Res 22:
261-422.

Stutman,0. (1979)."Chemicalcarcinog@esisin nudemice: comparsonbetween
nudemice from homozygousnatingsandhetrozygousnaings andeffect
of ageandcarcinogndose."J Natl Caner Inst 62(2): 353-8.

Su, Z., J. Dannul, et al. (2005). "TelomerasemRNA-transfectd dendritic cells
stimulate anigen-specifc CD8+ and CD4+ T cel responsesn pdients
with metastaic prostatecancer."J Immunol174(6): 3798807.

Sussman,J. J., R. Parihar,et al. (2004). "Prolongedculture of vaccine-primed
lymphocyesresuts in decreaseantitumorkilling and changein cytokine
secretion."CancerRes64(24): 9124 -30.

Sutmuller,R. P.,L. M. van Duivenvoode, et al. (2001)."Synergsm of cytotoxic
T lymphocyteassoaated antigen4 blockadeand depldion of CD25(+)
regulatoryT cells in antitumortherapyreveat alternatve pathways for

111



Bibliografia

suppresion of aubreactivecytotoxic T lymphog/te responses.”J Exp
Med194(6): 823-32.

Suzuki, E., V. Kapaoor, etal. (2004)."Solubletype Il transforming growth factor-
beta receptorinhibits establishednurine malignant mesohelioma tumor
growth by augnentinghostantitumorimmunity.” Clin CancerRes 10(17):
5907-18.

Takeda K., M. J. Smyth, et al. (2002). "Critical role for tumor neaosis factor-
related apoptosis-inducing ligand in immune survell ance aganst tumor
development.'J Exp Med 195(2): 161-9.

Terdbe, M. and J. A. Berzofsky (2004). "Immunoregulatory T cells in tumor
immunity.” Curr Opin Immunol16(2): 157-62.

Terabe, M., S. Matsui, et al. (2000). "NKT cel-mediated repression of tumor
immunosirveillance by IL-13 and the IL-4R-STAT6 pahway.” Nat
Immunol 1(6): 515-20.

Thombug, C., D. Boczkowski, et al. (2000). "Induction of cytotoxic T
lymphocyteswith dendritic cells transfeted with human papilomavirus
E6 and E7 RNA: implications for cervial cance immunotheapy.” J
Immunother(1997)23(4): 412-8.

Ulmer, J. B., J. J. Donnelly, et al. (1993). "Heterobgous prote¢ion aganst
influenza by injection of DNA encoding a viral protein." Science
259(5102):17459.

Uyttenlove, C., L. Pilotte, et al. (2003). "Evidence for a tumoral immune
resistancemechanismbasedon tryptophandegradéion by indoleanine
2,3-dioxygenase.NatMed9(10): 126974.

Vandeputte M. and P. De Somer (1965). "Influence of thymed¢omy on viral
oncagenesisn rats."Nature206(983): 520-1.

Vilella, R., D. Benitez, et al. (2003. "Treatrrent of patients with progressive
unreseteble metastatic melanoma with a hetrologous polyvalent
melanomawholecell vaccine."Int J Cancerl06(4): 626-31.

Voncderheide,R. H., S. M. Domchek.etal. (2004)."Vaccination of cance paients
againd telomerasanduces functional antitumor CD8+ T lymphooytes.”
Clin CancerRes10(3): 828-39.

Voncerheide,R. H., W. C. Hahn,et al. (1999)."The telomerae catalytic subunit
is awidely expressedumorassociatedantigenrecognizel by cytotoxic T
lymphocytes. Immunity 10(6): 673-9.

Wang, L. X., W. X. Huang,et al. (2004). "Adoptive immunoherapyof cancer
with polyclonal 108-fold hyperxpandd, CD4+ and CD8+ T cels." J
TransIMed 2(1): 41.

Widera, G., M. Austin, et al. (2000). "Incressed DNA vaccine delivery and
immunogenici by electrgorationin vivo." JImmunol 164(9): 463540.

Wittke, F., R. Hoffmann, et al. (1999). "Interleukin 10 (IL-10): an
immunosippressivefactor and independentpredictor in paients with
metastaticrenalcell carciroma" Br J Cance 79(7-8): 1182-4.

Wolf, A. M., D. Wolf, et al. (2003). "Increase of regulatory T cells in the
peripher& bloodof cancerpatients."Clin CancerRes 9(2): 606-12.

Wolff, J.A., R. W. Malone,etal. (1990)."Direct genetransferinto mousemusde
invivo." Science?247(4949Pt1): 14658.

Workman,P., A. Balmain,et al. (1988)."UKCCCR guidelinesfor the welfare of
animalsin experimentaheoplasia.'Lab Anim 22(3): 195201.

112



Bibliografia

Wrzesnski, C., C. M. Paulos,etal. (2007)."Hemaopoieic stem cdls promot the
expanson andfunction of adoptivelytransfered antitumorCD8 T cdls." J
Clin Invest117(2): 492-501.

Xia, Y., L. J. Roman,et al. (1998). "Inducible nitric-oxide synthasegenerates
supaoxidefrom theredwtase domain."J Biol Chem273(35): 226359.

Xia, Y. andJ. L. Zweier (1997)."Superoxideand peroxynitrite generaton from
inducible nitric oxide synthag in macrophges.” ProcNatl Acad SciU S
A 94(13): 69548.

Yang, D., G. E. Holt, etal. (2001)."Murine six-transmenbraneepithelial anigen
of the prostag, prostatestemcell antigen,andprostde-specfic membrane
antigen: prostae-specificcell-surfaceantigenshighly expressedin prosate
caneer of transgenicadenocarcinomanouseprostae mice." Cance Res
61(15): 5857-60.

Zakian,V. A. (1997)."Life andcancemwithouttelomeaase" Cell 91(1): 1-3.

113



114



Abbreviazioni

ABBREVIAZIONI

2B-M B 2-B-Mercaptoetanolo
A D e aane Anticorpo
ACT e Trasferimentoadottivo cellulare
o U RPSUSPP Antigenre
APC e ———— Celula presentane I'antigene
ARG e Arginasi
B0al e B-galattosidsi
D e Cluste di differenziazione
T L e e e Linfocita T citotossico
CPG e Dinucleotdi citosinafosfao-guanira
D PP PPPPPPRPR Cdluladendriica
DNA-PK .o Rroten chinasiDNA-dipenden¢
ED T A Acido etilendianinotetacdico
ELLSA e Enzymelinked ImmunosorbenAssay
FACS ..o FluoresceneActivatedCell Sorting
B S e Sierofetalebovino
LT G e Fluoreseinaisotocianato
G-CSF..niie, Fattorestimdantela crescitadi coloniedi granulodgti
GM-CSF....... Fatore stimdantela cresciadi coloniedi granubciti e macrofag
GVHD ..o Reazone di rigetto versol'ospite
[ O T Perosdio di idrogeno
HEE . ettt Emabssiina eosira
HEPES.....cccoooiiiiiieeeeeeeeeee, Acido 4-(2-idrossketil)-piperain-1etansulfonico
IDO e Indolamina2,3-diossigenasi
N e e e e e e e nmmmeee Interferore
PP PPPPPPPR Interleuchira
o TR Intraperitoneale
S TP PPPPPPUPPP P Knockout
LAK e CdluleKiller attivate dalinfochine
I o TSP L-Arginina
MAD L ——————— Anticorpomonocbnak
I C A ettt ettt e e e e e e Metilcolantrere
MHC . Conplessomaggioredi istocompatbil ita
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Abbreviazioni

ML C e Colturaleucoctaria mista
MLPC .. Colturaleucoctaria simolata conil peptde
IMIDSC ... e e enenas Cellule mieloidi soppressoe
NT-KB ...ttt Nuclearfactor kB

N K et e ene e e Cellule killer natural

N G PP RRPPPRIN Cellule T naturalkill er
N PP PPPPPPPPPPPPIE Ossdo nitrico
NOS . . Sintdasiddl'ossido nitrico
O S Anionesuperossid
ONOIO et eee e e e e e e e s Reaossintriti

PA A e r———— Antigeni prosataassocat

PBS...iii e Phosfae buffer saline,soluzonesalinafosfao
PCR .. Reazonea cateadella polimerasi
PE e Phycoeythrin, Ficoeitrina
PSCA e ———— Prostag stemcell antigen
PSMA e Prostag specfic membraneantigen
RAGZ ...t Recombindion activatinggene 2
RNOS ... s Spede reattive del’ossido nitrico
ROS .. Spede reattive del’ossigeno
S 3PP Sottocuie
SCID i Severeconbinedimmunodeftiency
STEAP .., Six transmenbraneephitdial anigenof prostae
LI T PP PUURPPPPP T regolatorie
T A A e —— Antigeniassocié a tumore
TAP Transporteassociaedwith antigen
TCR Recetore clonotipico deilinfociti T
T E R T et e e Telomerasi
TGF-B o Fatoredi cresata trasformante 3

THL e Linfociti infiltrantiil tumore
LI PP Linfociti T helper
TRAMP ... Modello transgerso murinodd carcinomadella prostaa
LT TP PPTRSPPPPTTR Wild type, tipo parentale
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