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Base di partenza e razionale

I linfomi non-Hodgkin (Non-Hodgkin Lymphoma, NHL) costituiscono un gruppo eterogeneo
di tumori, la cui incidenza ¢ aumentata nelle ultime decadi, rimanendo una significativa frazione
di casi incurabile. Le forme a basso grado di malignita mostrano frequentemente recidive alla
chemioterapia e una prognosi infausta. Queste evidenze, insieme alla tossicita dei trattamenti
standard, stimolano lo sviluppo di nuove terapie per un miglior controllo di tali neoplasie.

Vaccini che abbiano come bersaglio I’idiotipo (Id) di linfomi/leucemie a cellule B
rappresentano un approccio immunoterapeutico promettente che potrebbe consentire un miglior
controllo clinico di tali neoplasie e con minore tossicita rispetto alle terapie convenzionali.
Questa strategia ¢ basata sull’osservazione che le immunoglobuline (Ig) clonotipiche espresse
da linfociti B neoplastici presentano determinanti unici che possono fungere da antigeni tumore-
specifici. In modelli murini, i vaccini idiotipici si sono dimostrati in grado di indurre risposte
immuni protettive, mentre studi clinici condotti su pazienti con linfoma hanno dimostrato che
vaccini idiotipici ricombinanti o cellule dendritiche pulsate con Id paziente-specifici possono
indurre risposte citotossiche tumore-specifiche clinicamente significative, con tossicita
contenuta. Tuttavia, il largo impiego di tali vaccinazioni ¢ ostacolato dal fatto che i vaccini
devono essere prodotti singolarmente e in maniera individualizzata per ciascun paziente, con
una notevole complessita di produzione e costi difficilmente sostenibili. La caratterizzazione
molecolare di vari istotipi di neoplasie linfoidi ha recentemente fornito evidenze che
suggeriscono come tali limitazioni possano essere superate. Infatti, ¢ stato dimostrato che vari
istotipi di neoplasie a cellule B possono utilizzare gli stessi segmenti genici Ig, suggerendo che
la condivisione di Id simili tra neoplasie di diversi pazienti sia piu frequente di quanto ritenuto
in passato. In particolare, circa il 20-25% delle leucemie linfatiche croniche (CLL) esprimono,
sulla superficie cellulare della loro componente neoplastica, combinazioni “stereotipate” di
IgH/IgL con sequenze omologhe anche a livello delle regioni ipervariabili (HCDR3) delle IgH.
Studi precedenti del DI proponente hanno dimostrato che la proteina VK3-20, frequentemente
espressa in B-NHL HCV-associati, ¢ immunogenica in sistemi ex vivo ed ¢ in grado di indurre
risposte citotossiche specifiche nei riguardi di proteine VK correlate e utilizzate anche da altre
forme di linfoma/leucemia a cellule B. Cio fornisce un solido razionale per lo sviluppo di
vaccini ricombinanti che utilizzino Id condivisi da differenti neoplasie a cellule B.

Oltre all’attivazione di uno studio di fase I-II basato sull’utilizzo della proteina VK3-20
quale vaccino per il trattamento di linfomi esprimenti catene leggere molecolarmente correlate,
il progetto consentira di identificare e caratterizzare dal punto di vista immunologico altre Ig
idiotipiche condivise da sottogruppi di neoplasie linfoidi, particolarmente le forme indotte e/o
sostenute da una stimolazione antigenica cronica. Cid consentird di definire lo spettro di
neoplasie linfoidi per le quali disegnare e attivare strategie di immunoterapia “cross-reattiva”.
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Il progetto prevede inoltre la definizione dell’entita delle risposte T memoria specifiche in
donatori e pazienti con linfoma e I’identificazione/validazione degli epitopi CTL presentati dai
piu comuni alleli HLA di classe I, finalizzati allo sviluppo di saggi per un preciso monitoraggio
delle risposte immuni epitopo-specifiche. Il potenziale terapeutico di tali vaccini e del
trasferimento adottivo di CTL specifici verranno definiti in modelli animali. Gli approcci
diagnostici e terapeutici innovativi derivanti dal trasferimento in campo clinico dei risultati
ottenuti saranno rilevanti anche per quanto riguarda disordini linfoproliferativi monoclonali pre-
linfomatosi (crioglobulinemia mista di tipo II). Infatti, la possibile applicazione di schemi di
vaccinazione preventiva con Ig idiotipiche ricombinanti “subset-specifiche” potrebbe rivelarsi
di notevole importanza al fine di impedire o ritardare I’evoluzione di tali forme verso il linfoma
maligno conclamato.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Obiettivi primari del progetto sono:

— attivazione di uno studio di fase I-II basato sull’utilizzo della proteina idiotipica VK3-20
quale vaccino per il trattamento di linfomi a basso grado di malignita esprimenti catene
leggere molecolarmente correlate;

— sviluppo di nuovi vaccini idiotipici ricombinanti da applicarsi in schemi di
immunoterapia “subset-specifica” per disordini linfoproliferativi.

Obiettivi secondari del progetto sono:

— identificazione di sottogruppi di neoplasie linfoidi caratterizzati dall’espressione di Ig
clonotipiche ad elevata omologia di sequenza;

— definizione delle proprieta immunogeniche di Ig clonotipiche “subset-specifiche” sia in
vitro che in modelli animali finalizzata allo sviluppo di vaccini terapeutici e preventivi,

— sviluppo di nuovi modelli preclinici atti alla valutazione della crescita in vivo di neoplasie
linfoidi B mediante 1’ingegnerizzazione di linee neoplastiche con proteine fluorescenti e
monitoraggio mediante optical imaging;

— sviluppo di saggi per il monitoraggio di risposte immuni Id-specifiche in pazienti affetti
da linfomi/leucemie di interesse, con particolare riferimento ai pazienti arruolati nello
studio clinico;

— definizione del ruolo adiuvante di nuovi approcci con siRNA in grado di inibire hTERT
allo scopo di potenziare 1’attivita apoptotica e incrementare 1’effetto della immunoterapia;

— produzione GMP (Good Manufacturing Practice) di lg clonotipiche ricombinanti e
disegno di ulteriori studi clinici di fase I-II basati sull’utilizzo di tali proteine per scopi
vaccinali;

— definizione della capacita di Ig clonotipiche ricombinanti di indurre risposte immuni
specifiche ex vivo in pazienti con infezione da HCV;

— produzione di anticorpi monoclonali rivolti contro epitopi condivisi delle Ig clonotipiche
“subset-specifiche” di possibile utilizzo in diagnostica e terapia;

— definizione delle modalita di elisione cellulare indotte dagli effettori immuni Id-specifici
nei confronti di cellule di linfoma/leucemia;

— sviluppo di un sistema di valutazione morfo-fenotipico in cellule dendritiche per il
monitoraggio dell’attivazione dell’immunita specifica acquisita;

— sviluppo di un gene-chip atto alla definizione della tipologia della risposta immunitaria
indotta dal vaccino da applicarsi in campo clinico per valutarne il possibile valore
predittivo della risposta clinica.
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Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.

Tabellal. Articolazione del progetto Sviluppo di vaccini idiotipici per studi di fase I-1l di
immunoterapia “subset-specifica” per pazienti con disordini linfoproliferativi a cellule B

Proponente Unita Operativa (UO) Gruppi di ricerca afferenti Responsabile
(Coodinatore del (ente di appartenenza: scientifico del gruppo
progetto) responsabile)
CRO Riccardo Dolcetti
CRO Valli De Re
CRO Valter Gattei
CRO Roberta Maestro
EJCORlO' Riccardo Dolcetti) CRO Umberto Tirell
’ CRO Vincenzo Canzonieri
CRO Diego Serraino
INT Andrea Anichini
ISS ~Maria Ferrantini
?RFiaciardo Dolcett) Uo2 [e)Y] Antonio Rosato
. [e)Y] Stefano Indraccolo
(IOV: Antonio Rosato) OV Anita De ROSS|
Pascale Franco M. Buonaguro
Pascale Giuseppe Castello
uo3 Pascale Francesco Izzo
(Pascale: Franco M. Pascale Gerardo Botti
Buonaguro) Pascale Maurizio Montella
NIH Francesco M. Marincola
Ospedale Cotugno, Napoli Oreste Perrella

Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

11 presente progetto si prefigge quale obiettivo primario I’attivazione di uno studio di fase I/II
basato sull’utilizzo della proteina idiotipica VK3-20 quale vaccino per il trattamento di linfomi
a basso grado di malignita esprimenti catene leggere molecolarmente correlate. Nei primi 24
mesi, grazie all’attivita integrata delle varie UO afferenti sono state ottenute evidenze pre-
cliniche rilevanti a supporto dell’applicazione in campo clinico di tale approccio vaccinale. In
particolare:

— L’immunogenicita ex vivo di VK3-20 e VK3-15 ¢ stata confermata in un’ampia serie di
donatori. E stato possibile ottenere sia cellule T CD4" che CD8" in grado di riconoscere ¢
lisare specificamente le cellule bersaglio, un aspetto di notevole rilevanza applicativa.

— Una proteina VK3-20 prototipica induce risposte T cellulari cross-reattive rispetto a VK3-
20 derivate da altri linfomi e anche nei confronti della proteina correlata VK3-15.

— CTL VK3-20-specifici uccidono in modo antigene-specifico e HLA-A*02-ristretto linee
di linfoma sia VK3-20+ (DG75) che VK3-15+ (LCL SH9Y) indicando che tali proteine
sono naturalmente processate in cellule linfoidi e in grado di produrre epitopi
immunogenici “cross-reattivi”.
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— La proteina VK3-20 contiene almeno 25 epitopi in grado di legare i piu comuni alleli
HLA di Classe 1. Sono stati validati 11 epitopi HLA-A*0201 ed ¢ stato dimostrato che
tali peptidi sono in grado di indurre CTL specifici ex vivo da donatori capaci di lisare
anche linee di linfoma sia VK3-20+ che VK3-15+.

— Gli epitopi HLA-A*0201 di VK3-20 sono in gran parte condivisi con proteine VK/VJ
espresse da numerose neoplasie linfoidi. CTL specifici per due di questi epitopi “nativi”
di VK3-20 sono in grado di riconoscere e uccidere in modo specifico e HLA-ristretto
bersagli autologhi caricati con versioni “cross-reattive” degli stessi peptidi, ma
appartenenti a proteine idiotipiche non correlate. Cio suggerisce come VK3-20 contenga
versioni “naturalmente eteroclitiche” di diversi epitopi condivisi con altre proteine VK/VJ
ampiamente espresse in diverse neoplasie linfoidi.

— Pazienti con linfoma HCV+ mostrano risposte T CD8+ specifiche per epitopi di VK3-20
in numero maggiore rispetto a donatori sani in saggi ELISPOT.

— Sono stati costruiti idonei vettori per 1’espressione di VK3-20 e VK3-15 che sono stati
trasferiti al Partner Industriale esterno che ha sviluppato un nuovo processo di produzione
e purificazione “clinical-grade”.

— E stata valutata ’immunogenicita della proteina VK3-20 in topi BALB/c. I risultati
dimostrano che tutti i topi immunizzati hanno sviluppato una risposta umorale con buoni
titoli anticorpali. Inoltre, i sieri sono risultati in grado di riconoscere la proteina in
immunoblotting, confermando I’immunogenicita per la branca umorale della la proteina
VK3-20 ricombinante prototipo. Sono stati caratterizzati 2 anticorpi monoclonali specifici
per VK3-20 e/o VK3-15.

— Sono stati ottimizzati i modelli animali basati sulla crescita in vivo delle linee DG-75 e
SH9 impiantate s.c. in topi SCID. Al fine di poter monitorare la crescita e la diffusione
tumorale, le cellule DG-75 sono state ingegnerizzate per esprimere EGFP o luciferasi. La
down-regulation delle molecole MHC di classe I e II riscontrata nelle cellule DG-75 e
SH9 in seguito all’inoculo in vivo ¢ stata superata ingegnerizzando le cellule DG-75 con
un plasmide esprimente HLA-A*0201. Tali cellule mantengono 1’espressione di classe I e
II a seguito del recupero dopo il trasferimento in vivo. I saggi (Winn Assay) eseguiti in
vivo in topi SCID hanno confermato che le cellule tumorali mescolate a CTL VK3-20-
specifici non sono in grado di produrre crescita neoplastica, a differenza di cellule DG-75
da sole.

— Nel modello Hu-PBL-SCID ¢ stata dimostrata la capacita della vaccinazione con IFN-DC
pulsate con VK3-20 di indurre una buona risposta di tipo cellulare sia per i CD8+ che per
1 CD4+, soprattutto a seguito dell’immunizzazione con VK3-20-KLH, che si ¢ rivelato
I’immunogeno piu potente.

— E stata dimostrata la capacita del peptide VK3-20 di indurre Iattivazione delle cellule del
sistema innato (monociti, mDC e pDC), sia in soggetti di controllo che HCV+, momento
propedeutico essenziale per 1’induzione a valle del sistema immunitario adattativo
specifico.

Il progetto prevede inoltre 1’identificazione di sottogruppi di neoplasie linfoidi caratterizzate
dall’espressione di Id ad elevata omologia di sequenza, finalizzata allo sviluppo di vaccini
“subset-specifici”. La caratterizzazione delle sequenze dei geni IgVH e IgVL inserite nel
database dedicato supporta il ruolo di proteine idiotipiche VKIII quali bersagli immunologici di
rilevanza terapeutica per diversi disordini linfoproliferativi quali: crioglobulinemia e NHL
HCV+, NHL associati ad autoimmunita, NHL della zona marginale non associati ad HCV.

L’analisi di una casistica di leucemie linfatiche croniche (CLL) comprendente piu di 1500
casi ha mostrato come il gene IGV1-69 sia il piu frequentemente utilizzato suggerendo come
tale proteina idiotipica sia di potenziale rilevanza immunoterapeutica in quanto utilizzabile per
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scopi vaccinali in un numero relativamente ampio di pazienti. Gli esperimenti finora eseguiti
hanno dimostrato che anche IGV1-69 ¢ in grado di indurre CTL specifici ex vivo da donatori
sani. Sono stati inoltre identificati preliminarmente 21 putativi epitopi CTL di IGV1-69 e sono
in corso esperimenti tesi ad effettuarne la validazione. E stata disegnata una sequenza
“consensus” di IGV1-69 sulla base delle variazioni interpaziente e tenendo conto degli epitopi
CTL identificati. Tale sequenza non comprende il CDR3 che mostra maggiore variabilita. Sono
stati costruiti vettori per 1’espressione della consensus di IGV1-69 in associazione o meno al
CDR3 derivato da un NHL HCV+, che sono stati trasferiti al Partner Industriale esterno per
produzione e purificazione delle proteine ricombinanti.

Il database disponibile ha inoltre consentito I’individuazione di nuovi marcatori prognostici
per le CLL, ad esempio immunofenotipici (es. CD49d), citogenetici (es. coinvolgenti il gene
p53), ecc. Sono stati inoltre affrontati i seguenti argomenti: i) caratterizzazione molecolare del
sottogruppo di CLL a cattiva prognosi caratterizzato dall’espressione del gene IGHV3-21; ii)
identificazione dell’impatto prognostico e caratterizzazione molecolare del sottogruppo
esprimente il gene IGHV3-23; nell’ambito di tale progetto, ¢ stato definito come il profilo
genico globale delle CLL IGHV3-23 sia legato alla modulazione dell’espressione di specifici
miR; la messa a punto di “miR profile” rappresentera un obiettivo futuro per questa
progettualita; iii) caratterizzazione dei profili di espressione genica associati a resistenza delle
cellule di CLL ad attivatori non genotossici di p53 (es. Nutlin-3).

Al fine di valutare se 1’inibizione di hTERT ¢ in grado di sensibilizzare cellule di linfoma
all’effetto litico di effettori immuni specifici per antigeni idiotipici, sono stati sviluppati e
validati siRNA costituiti da oligonucleotidi anti-hTERT e vettori retrovirali esprimenti short
hairpin contro hTERT mRNA.

Nell’ambito di questo progetto ¢ stato pubblicato 1’opuscolo per i pazienti “Crioglobulinemia
mista”, a cura del GISC (Gruppo Italiano per lo Studio delle Crioglobulinemie)
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