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Introduzione 

I vettori lentivirali sono ampiamente utilizzati per ottenere un’efficace espressione dei geni 
di interesse nell’ambito di strategie vaccinali e di terapia genica in modelli preclinici e clinici 
(http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/). I vettori lentivirali derivano dalla 
controparte virale parentale replicante. Poiché esistono diversi tipi di lentivirus, sono stati 
sviluppati sistemi di vettori lentivirali differenti. Tuttavia, il vettore lentivirale ricombinante più 
comunemente impiegato si basa sul virus dell’immunodeficienza umana 1 (HIV-1), in seguito 
alla rimozione di tutte le porzioni del genoma che ne determinano la patogenicità (1). 

I vettori lentivirali ricombinanti hanno una capacità di clonaggio relativamente alta e 
possono essere facilmente costruiti, in modo tale da trasdurre un’ampia gamma di tipi cellulari, 
in vitro e in vivo, in dipendenza della proteina dell’envelope virale che viene utilizzata per 
l’infezione, e indipendentemente dallo stato replicativo della cellula bersaglio; questo poiché i 
vettori lentivirali, come la loro controparte virale parentale replicante, trasducono sia cellule in 
attiva replicazione che cellule che non proliferano. Questa è una caratteristica particolarmente 
attraente per scopi vaccinali nell’uomo, dato che le cellule presentanti l’antigene (APC, Antigen 
Presenting Cells), quali macrofagi e cellule dendritiche (DC), principali mediatori della risposta 
immunitaria, sono tipi cellulari non proliferanti che vengono attivamente infettati dai vettori 
lentivirali. 

Nel corso degli anni progressive modifiche e miglioramenti hanno reso i vettori lentivirali 
sempre più sicuri, essendo costituiti, con i vettori di ultima generazione, da meno del 10% del 
genoma virale iniziale e del quale rimangono presenti solo le sequenze necessarie alla 
retrotrascrizione, al trasferimento e all’integrazione della cassetta di espressione nelle cellule 
bersaglio; al contrario, risultano completamente assenti i geni deputati all’espressione delle 
proteine virali patogene. La costruzione di questi vettori ha quindi raggiunto buoni livelli di bio-
sicurezza, grazie anche all’inattivazione del promotore virale originale presente nelle regioni 
terminali lunghe o LTR (vettori lentivirali self-inattivanti) (1). 

Tuttavia, come la loro controparte parentale, ad esempio il virus HIV-1, i vettori lentivirali 
integrano in maniera non specifica nel genoma della cellula bersaglio, sia in vitro che in vivo (2, 
3). Di conseguenza, le preoccupazioni di bio-sicurezza rispetto all’uso di questi vettori per il 
trasferimento in vivo di geni terapeutici, includono l’integrazione del vettore con conseguente 
rischio di mutagenesi inserzionale (4). Per ridurre al minimo questo rischio il nostro e altri 
gruppi di ricerca hanno ideato e progettato vettori lentivirali difettivi nella proteina integrasi, al 
fine di impedire l’integrazione del vettore lentivirale nella cellula bersaglio. Questi vettori 
lentivirali integrasi-difettivi (IDLV, Integrase Defective Lentiviral Vectors), benché incapaci di 
integrarsi nel genoma, permettono, e anzi facilitano, la produzione di forme circolari non 

http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/


Rapporti ISTISAN 12/37 

69 
 

0

10

20

30

40

50

IDLV-Env DNA-Env IDLV-ctr DNA-ctr

%
 d

i l
is

i s
pe

ci
fic

a

E:T 40:1
E:T 20:1
E:T 10:1

0

200

400

600

800

1000

1200

IDLV-E7 IDLV-ctr Naive

SF
C

/1
06

PB
M

C

Non stimolato
HPV-E7

A B

integrate di DNA virale episomale (E-DNA) (5). L’E-DNA, derivante dalla circolarizzazione 
del DNA virale retrotrascritto e non integrato, è normalmente presente nelle cellule trasdotte dai 
vettori lentivirali in due diverse forme, contenenti o un singolo LTR (forma 1-LTR) o due LTR 
in tandem (forma 2-LTR) (6, 7). Le forme circolari 1-LTR sono prodotte (i) da una reazione di 
autointegrazione, che porta a forme circolari riarrangiate, (ii) dalla ricombinazione omologa tra i 
due LTR, oppure (iii) da prodotti intermedi di trascrizione inversa, non riuscendo a completarne 
il processo; le forme circolari 2-LTR derivano invece dalla ligazione intranucleare tra le due 
estremità LTR virali del DNA retrotrascritto (8-10). Nel corso degli anni il nostro e altri gruppi 
di ricerca hanno dimostrato che l’E-DNA non integrato è competente per la produzione di 
proteine espresse da queste forme circolari, e che persiste in vitro e in vivo in cellule non 
proliferanti (5). 

Stato di sviluppo 

Dato che gli IDLV hanno un rischio di mutagenesi inserzionale molto basso, e quindi un alto 
profilo di bio-sicurezza, possono essere utilizzati in protocolli di vaccinazione, grazie anche alla 
loro abilità di mantenere l’espressione dell’antigene in maniera durevole in cellule non 
proliferanti. La funzionalità di lunga durata dell’E-DNA in cellule post-mitotiche non replicanti 
è stata sfruttata in diversi protocolli di immunizzazione nel modello del topo (11, 12) e in 
esperimenti di trasduzione di cellule umane presentanti l’antigene quali le DC e i macrofagi (13-
15). Per quanto riguarda l’utilizzo degli IDLV in protocolli d’immunizzazione in modelli 
murini, il nostro gruppo ha recentemente dimostrato che una singola immunizzazione con una 
dose relativamente bassa di IDLV esprimente la proteina Envelope gp120 di HIV-1 o la proteina 
GFP (Green Fluorescent Protein), come antigeni modello, induce una forte risposta 
immunologica antigene-specifica sostenuta nel tempo (11, 16). La risposta immunitaria indotta 
è stata sia di tipo cellulare, con l’induzione di cellule T CD8+ polifunzionali in grado di 
secernere diverse citochine e con attività citotossica (Figura 1A), che umorale, con produzione a 
lungo termine di anticorpi specifici contro l’antigene. Questi dati sono stati successivamente 
confermati da altri gruppi di ricerca.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1. Risposta cellulare CD8+ antigene-specifica misurata mediante (A) saggio di citotossicità 
con rilascio di 51Cr a 90 giorni dall’immunizzazione di topi Balb/c con IDLV-Env, DNA-Env, IDLV-ctr 
e DNA-ctr (quattro topi per gruppo) o (B) saggio ELISPOT per IFNγ a 30 giorni dall’immunizzazione 

di topi C57/Bl con IDLV-E7, IDLV-ctr o non trattati (Naïve) (quattro topi per gruppo) utilizzando il 
peptide immunodominante. E:T equivale a diversi rapporti tra cellule effettrici T (Effector) e cellule 

bersaglio (Target). SCF, Spot Forming Cells 
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Nella Tabella 1 viene fornito un elenco dei protocolli di immunizzazione effettuati con IDLV 
nel modello murino. 

Tabella 1.  Protocolli d’immunizzazione in vivo utilizzando vettori IDLV esprimenti antigeni 
tumorali e virali 

Modello Antigene Ceppo 
murino 

Via 
d’immunizazione 

Challenge Protezione Ref. 

Tumore Ovalbumina C57BL/6 Sottocutanea SÌ SÌ (26, 27, 29) 
 Antigene del  

melanoma umano 
gp100 

C57BL/6 Sottocutanea NO - (29) 

Malattia 
virale 

Virus dell’Epatite B 
HBsAg 

BALB/c Intramuscolare NO - (26) 

 HIV-Env BALB/c Intramuscolare NO - (11, 16) 
 HIV-Gag BALB/c Sottocutanea NO - (29) 
 West Nile Virus-

Env 
C57BL/6 Intraperitoneale SÌ SÌ (12) 

Altri 
antigeni 

GFP 
(Green fluorescent 
protein) 

BALB/c Intramuscolare NO - (28)* 

*Vettore lentivirale non integrante basato su SIV 

Per quanto riguarda l’immunizzazione nei confronti di antigeni tumorali specifici (TSA, 
tumour specific antigen), abbiamo recentemente costruito, ai fini della sua validazione a scopo 
terapeutico, un vettore IDLV esprimente la proteina E7GGG (un allele non-tumorigenico della 
proteina E7 mutata nel sito di legame con la proteina pRb) del virus del papilloma umano (HPV, 
Human Papilloma Virus), che rappresenta il più importante fattore di rischio per lo sviluppo di 
displasie cervicali e di tumori alla cervice uterina ed è stato associato ad altri tumori ano-genitali 
e oro-faringei (17). In particolare la proteina E7, insieme alla proteina E6 di HPV, interferisce 
con le funzioni delle proteine p53 e Retinoblastoma (Rb), coinvolte nella regolazione del ciclo 
cellulare, ed è quindi considerata responsabile della trasformazione delle cellule epiteliali 
cervicali in pazienti infettati da HPV (18-21). Il modello animale più utilizzato, come sostituto 
per i tumori indotti da HPV nell’uomo, è basato sull’inoculo di cellule di linea tumorali murine 
singeniche TC-1 esprimenti E7 di HPV in topi di ceppo C57BL/6 che, iniettate a livello 
sottocutaneo, causano la crescita di tumori palpabili dopo 2 settimane dall’inoculo (22). 
Esperimenti preliminari indicano che un singolo inoculo di IDLV esprimente la proteina E7GGG 
di HPV in topi di ceppo C57BL/6, inoculati preventivamente con le cellule tumorali, elicita una 
forte risposta immunitaria contro l’antigene tumorale E7 (Figura 1B) che è efficace sia nel 
proteggere i topi dalla crescita del tumore che nel favorire la regressione completa del tumore 
indotto dalle cellule TC-1 (nostri dati preliminari non pubblicati).  

Questi risultati, benché ottenuti solo nel modello murino, sono comunque molto promettenti 
in quanto validano l’utilizzo di IDLV per scopi terapeutici. 

Per dimostrare l’efficacia di questi vettori e per la loro validazione nell’uomo, cellule APC 
derivate da donatori sani, quali macrofagi e DC, sono state trasdotte in vitro con IDLV 
esprimente GFP (13). Sebbene il livello di espressione della GFP sia risultato inferiore rispetto a 
quello evidenziato nelle cellule trasdotte con il vettore parentale competente per l’integrazione, 
IDLV-GFP si è dimostrato in grado di trasdurre efficacemente le APC. Successivamente, per 
valutare l’attività funzionale delle cellule trasdotte con IDLV, DC e macrofagi sono stati isolati 
da donatori sani che presentavano una risposta T memoria specifica contro la proteina M1 del 
virus dell’Influenza (utilizzata come antigene modello), in seguito all’incontro con il virus 
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influenzale stagionale. Abbiamo quindi dimostrato che tali APC, trasdotte con IDLV esprimente 
l’antigene M1 e coltivate in vitro con PBMC autologhi per due settimane, sono state in grado di 
espandere efficacemente i linfociti T CD8+ autologhi M1-specifici, indicando che IDLV è un 
buon sistema per l’induzione di una risposta immunitaria e per il trasferimento di antigeni anche 
nel contesto umano (13). 

Un problema che ostacola l’utilizzo clinico degli IDLV riguarda il basso livello di 
espressione da parte delle forme episomali E-DNA rispetto alla controparte integrata dei vettori 
lentivirali parentali integranti. Questo problema è di particolare importanza durante 
l’immunizzazione. Infatti, abbiamo dimostrato che è necessaria una quantità dieci volte 
maggiore di IDLV, rispetto alla controparte parentale integrante, per suscitare una comparabile 
risposta immunitaria umorale e cellulare specifica nel modello del topo (11). Ciò significa che, 
anche se IDLV possiede un profilo di bio-sicurezza molto maggiore rispetto alla controparte 
integrante, ciò è parzialmente perso, a causa della dose più alta di IDLV necessaria per indurre 
una risposta immunitaria sostenuta nel tempo. Stiamo quindi lavorando per migliorare i livelli 
d’espressione da parte dell’E-DNA di IDLV. Esperimenti recenti indicano che l’inclusione della 
proteina Vpx del virus dell’immunodeficienza della scimmia (SIV, Simian Immunideficiency 
Virus) nel contesto delle particelle virali di IDLV aumenta l’espressione dell’E-DNA di IDLV 
portandola ai livelli della controparte integrata dei vettori lentivirali parentali integranti (25 e 
nostri dati preliminari non pubblicati). Questi IDLV/Vpx esprimenti un antigene modello quale 
la proteina M1 del virus dell’influenza sono in grado di infettare le DC umane e di indurre 
l’espansione di cellule CD8+ antigene-specifiche a livelli comparabili, se non superiori, a quelli 
ottenuti utilizzando il vettore lentivirale integrante, utilizzato come controllo (nostri dati 
preliminari non pubblicati). 

Tuttavia, l’utilizzo degli IDLV ha alcune limitazioni. Infatti, mentre l’E-DNA degli IDLV 
persiste a lungo in cellule non proliferanti, quali DC, macrofagi e cellule muscolari, 
favorendone l’utilizzo per valutare e caratterizzare l’attività trascrizionale dell’E-DNA nel 
contesto di protocolli vaccinali, queste forme episomali hanno invece una breve emivita in 
cellule in attiva replicazione come le cellule tumorali; questo, poiché l’E-DNA non contiene 
origini di replicazione del DNA, rendendo quindi impossibile il suo mantenimento nelle cellule 
in divisione (5, 14). Il mantenimento dell’E-DNA in cellule tumorali potrebbe essere sfruttato in 
protocolli di terapia genica per l’eliminazione selettiva delle cellule tumorali. 

Per risolvere questo problema, il nostro gruppo ha dimostrato che è possibile stabilizzare l’E-
DNA in cellule replicanti mediante l’inclusione di origini di replicazione del DNA eucariotico, 
consentendone il mantenimento in cellule tumorali per la loro successiva eliminazione mediante 
l’espressione cellulo-specifica di geni “suicidi” quali la Timidina chinasi (TK) del virus Herpes 
simplex (Figura 2) (23, 24).  

In questi lavori abbiamo inizialmente dimostrato che l’E-DNA degli IDLV può essere 
convertito in un episoma a stabile replicazione incorporando l’origine di replicazione del virus 
SV40 (SV40-ori) nel contesto del vettore lentivirale e fornendo in trans l’antigene T del virus 
SV40 nella cellula bersaglio (23). Successivamente abbiamo dimostrato che la trasduzione delle 
cellule 293T, esprimenti l’antigene T di SV40, con il vettore IDLV contenente SV40-ori ed 
esprimente la TK ha reso le cellule altamente sensibili al trattamento farmacologico con 
ganciclovir (GCV), a differenza delle cellule infettate con il vettore di controllo o in cellule 
negative per l’antigene T (24). Con le modifiche appropriate, questo approccio terapeutico 
potrebbe essere utilizzato in cellule esprimenti altri antigeni virali. Queste modifiche potrebbero 
essere effettuate includendo repliconi di virus a replicazione episomale, quali i poliomavirus BK 
e JC, il virus HPV e il virus di Epstein-Barr (EBV) (Figura 2). 
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Figura 2. Vettori lentivirali non-integranti esprimenti il gene della Timidina chinasi inducono morte 
cellulare in presenza di Ganciclovir. (A) Rappresentazione schematica del vettore nonintegrante 
lentivirale esprimente la Timidina chinasi. (B) L’E-DNA replica solo in cellule infettate da virus a 

replicazione episomale. In presenza di Ganciclovir la Timidina chinasi, induce morte cellulare solo 
nelle cellule contenenti E-DNA 

Benchè l’uso del sistema Tag/SV40-ori per sé non possa essere applicato nell’uomo, lo 
sviluppo di un IDLV a replicazione episomale in cellule mitoticamente attive rimane di grande 
interesse clinico per ragioni di bio-sicurezza ed efficacia. Nel nostro laboratorio stiamo quindi 
studiando la possibilità di includere nel contesto degli IDLV regioni di DNA che possano 
facilitare il mantenimento dell’E-DNA quali le regioni contenenti sequenze S/MAR 
(scaffold/matrix attachment regions) e IR (initiator regions). 

Conclusioni e prospettive future 

I vettori lentivirali non integranti, benché mantengano le caratteristiche basilari dei loro 
parentali integranti, mostrano delle differenze importanti, inclusa (i) l’instabilità delle forme 
episomali di IDLV in cellule proliferanti, (ii) la capacità di perdurare in forma episomale in 
cellule differenziate, quali le DC e i macrofagi, essenziali per lo sviluppo e il controllo della 
risposta immunitaria, e (iii) l’espressione inferiore alla controparte integrata. Per quanto 
riguarda l’ultimo punto, dati recenti che abbiamo sviluppato nel nostro laboratorio indicano che 
è possibile potenziare la funzionalità di IDLV, mantenendo un alto livello di bio-sicurezza, 
utilizzando la proteina Vpx di SIV che aumenta la capacità di trasduzione di DC e macrofagi 
portandola ai livelli ottenuti utilizzando la controparte parentale integrante. 



Rapporti ISTISAN 12/37 

73 
 

Nel campo dei tumori associati alle infezioni virali, abbiamo dimostrato che con un unico 
inoculo di IDLV, è possibile controllare e fare regredire completamente tumori associati 
all’espressione di proteine virali, quali la E7 di HPV in modelli preclinici murini. Studi più 
approfonditi in primati non umani, ed eventualmente in protocolli clinici che coinvolgano 
pazienti, sono certamente necessari per valutare la reale potenzialità di un approccio 
immunoterapeutico basato sull’utilizzo di IDLV esprimenti antigeni tumorali. 

Sempre nel campo dei tumori, è possibile sfruttare gli IDLV per eliminare cellule infettate da 
virus a DNA a replicazione episomale che causano tumori, quali EBV, HPV e SV40, sfruttando 
la capacità delle forme episomali di IDLV di mantenersi stabilmente solo nelle cellule infettate 
dal virus, rendendo quindi questa modalità di terapia genica unica ed particolarmente attraente.  

L’utilizzo di vettori lentivirali non integranti in protocolli vaccinali, profilattici o terapeutici, 
mostra grandi potenzialità. Peraltro, la comunità scientifica continua la ricerca di metodi sempre 
più sicuri per l’induzione di un’efficace immunizzazione, incluso lo sviluppo di nuovi e più 
attivi IDLV. Vettori di altro tipo, inclusi quelli basati su adenovirus, virus adeno-associati 
(AAV) e poxvirus, sono stati valutati e utilizzati in diversi protocolli d’immunizzazione, ed è 
verso questi vettori che IDLV deve dimostrare un particolare vantaggio che lo renda più 
appetibile. In questo senso sono auspicabili protocolli sperimentali che permettano la 
valutazione comparativa delle risposte immunitarie indotte dalla veicolazione di antigeni 
tumorali da parte di diversi vettori virali e la loro capacità di controllare la crescita tumorale. 
Sempre in modelli preclinici, sarà possibile esplorare immunoterapie basate sull’uso combinato 
di IDLV esprimente l’antigene tumorale e chemioterapici che favoriscono la risposta 
immunitaria contro il tumore. In questo contesto, diversi studi preclinici hanno dimostrato che 
chemioterapici, quale la ciclofosfamide (CTX), hanno un’attività immunostimolante in 
combinazione con vaccini antitumorali (30, 31), stimolando l’espansione delle cellule T e DC, 
l’induzione di fattori di crescita e citochine (32, 33) e riducendo, al contempo, le cellule 
soppressorie indotte dal tumore.  

Inoltre, visto il suo alto profilo di bio-sicurezza e la sua efficienza di trasduzione, IDLV può 
essere utilizzato come sistema di veicolazione di antigeni tumorali ex vivo. Infatti, cellule DC 
isolate da pazienti oncologici possono essere trasdotte con IDLV esprimente l’antigene tumorale 
e re-inoculate nel paziente in modo da espandere in vivo la popolazione di linfociti T diretti 
contro il tumore.  

Infine, per quanto riguarda la bio-sicurezza degli IDLV, saranno valutate ulteriori modifiche 
atte a garantire la totale assenza di integranti in seguito all’inoculo diretto del vettore in vivo. 
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