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conseguenze della malattia in 2-3 mesi. Il secondo modello ¢ rappresentato da animali
geneticamente modificati in modo da esprimere bassi livelli del fattore di trascrizione Gatal,
mediante delezione del primo enhancer e del promotore distale del gene (topi Gatallow). Questi
mutanti sono vitali alla nascita ma i neonati sono trombocitopenici e anemici. Gli animali
recuperano dall’anemia a 3-4 settimane dalla nascita ma rimangono trombocitopenici per tutta la
vita a causa di un blocco nella maturazione dei megacariociti (MK) in pro-piastrine, con
conseguente accumulo di MK nel midollo. Questi mutanti sviluppano una sindrome simile alla
IM nell’uomo caratterizzata dalla presenza di anemia, emazie a goccia e progenitori emopoietici
in circolo, fibrosi midollare e foci di ematopoiesi nel fegato dopo 15 mesi. La storia naturale di
questi animali, permette di definire almeno tre fasi distinte dello sviluppo della malattia. Una
fase pre-sintomatica (da 1 a 6 mesi di eta), una fase iniziale (8-12 mesi), in cui la malattia puo
essere documentata solo istologicamente, ¢ una fase mielofibrotica (15 mesi alla morte
naturale), in cui gli animali sviluppano tutti i tratti della malattia umana. La causa genetica
dell’insorgenza della IM nell’'uomo non ¢ ancora chiara. Infatti, la mutazione V617FJak2, che
risulta in una forma della proteina incapace di disattivarsi dopo aver tradotto il segnale, la cui
presenza caratterizza le malattie mieloproliferative, ¢ stata identificata in 30-50% dei pazienti
con IM. Jak2 rappresenta il primo elemento del segnale di traduzione della TPO. In questo
senso, quindi, la presenza della mutazione V617FJak2 ¢ funzionalmente equivalente alla
mutazione TPOhigh. In contrasto, mutazioni nel gene Gatal non sono state identificate fino ad
ora in pazienti con IM. Tuttavia, i livelli della proteina GATA-1 negli MK di questi pazienti
sono chiaramente ridotti.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Nei prossimi tre anni condurremo ricerche finalizzate a raggiungere i seguenti obiettivi.
Innanzitutto, svilupperemo metodi che forniscano una valutazione quantitativa della percentuale
di alleli JAK2 (V617F), utilizzando sia la PCR quantitativa sia la tecnologia dei microchip.
Utilizzando queste tecnologie cercheremo poi altre mutazioni attivanti di JAK2 e di MPL nei
pazienti JAK2 (V617F)-negativi. Studieremo in particolare inibitori di TGF-beta nel modello
murino GATA-1low della mielofibrosi. A partire dal terzo anno condurremo trial clinici di fase
I-1I per valutare I’efficacia clinica di nuove molecole aventi attivita contro le proteine jak2 ed
mpl mutanti, e di molecole capaci di inibire TGF-beta.

I principali obiettivi del progetto di ricerca sono elencati di seguito:

— sviluppo di metodi efficienti che forniscano una valutazione quantitativa della percentuale

di alleli JAK2 (V617F), utilizzando in particolare la PCR quantitativa e la tecnologia dei
microchip;

— utilizzo di dati molecolari per stabilire correlazioni fra genotipo (stato mutazionale di
JAK2 e di MPL, proporzione di cellule emopoietiche interessate) e fenotipo, ovvero
alterazioni ematologiche e quadro clinico, con [’obiettivo di arrivare ad una
classificazione molecolare delle malattie mieloproliferative croniche;

— sviluppo di modelli murini transgenici di malattia mieloproliferativa basati sulla specifica
lesione genica finalizzati al loro uso per testare potenziali farmaci anti-JAK2;

— studio di nuove molecole che possano essere efficaci nel sopprimere i cloni
mieloproliferativi attraverso un’azione inibitoria nei confronti delle proteine jak2 ed mpl
mutanti, e loro valutazione sia in modelli cellulari che in modelli murini;

— attivazione (a partire dal terzo anno) di trial clinici di fase I-II per valutare I’efficacia di
nuove molecole aventi attivita anti-jak2 e anti-mpl e di molecole capaci di inibire TGF-
beta.
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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Nel corso del primo anno sono state condotte le ricerche e sono stati ottenuti i risultati
descritti di seguito.

Uno degli obiettivi prioritari di questo progetto di ricerca era quello di sviluppare metodi
efficienti per valutare quantitativamente la percentuale di alleli JAK2 (V617F) e di sviluppare
nuovi metodi per identificare altre mutazioni di JAK2 e mutazioni di MPL. Nel corso del primo
anno abbiamo utilizzato a questo proposito PCR (Polimerase Chain Reaction) quantitativa,
microchip ¢ High Resolution Melting, in particolare per analizzare le mutazioni di MPL. 1l
lavoro che descrive queste ultime indagini verra presentato al prossimo meeting dell’ American
Society of Hematology (“Loss of heterozygosity of chromosome 1p34 and high mutant allele
burden in patients with post-essential thrombocythemia myelofibrosis carrying somatic
mutations of MPL”). Un metodo per la ricerca delle mutazioni MPL (W515L) e MPL (W515K)
basato sulla PCR quantitativa & stato gia pubblicato sul Journal of Molecular Diagnosis
(Pancrazzi et al., 2008). I pazienti affetti da trombocitemia essenziale e portatori della
mutazione MPL (W515L) o di quella MPL (W515K) tendono ad essere piu anemici, ad avere
una trombocitosi pil marcata ¢ a manifestare piu frequentemente disturbi del microcircolo
(Vannucchi et al., 2008).

Utilizzando vari approcci, abbiamo ricercato mutazioni di JAK2 in pazienti affetti da
policitemia vera che non presentavano la mutazione classica JAK2 (V617F). Abbiamo
identificato varie mutazioni dell’esone 12 di JAK2: V536-1546dupll, F537-K539delinsL,
F537-1546dup10+F547L, H538-K539delinsL, 1540-E543delinsMK, R541-E543delinsK, N542-
E543del ed E543-D544del.

Tali mutazioni sono associate ad un basso carico di alleli mutanti nei granulociti circolanti e
non comportano quasi mai perdita di eterozigosita del cromosoma 9p. Le suddette mutazioni
dell’esone 12 di JAK2 si associano ad una malattia mieloproliferativa caratterizzata da isolata
eritrocitosi con bassi livelli di eritropoietina sierica. Queste osservazioni consentono di stabilire
correlazioni fra genotipo (stato mutazionale di JAK2) e fenotipo (alterazioni ematologiche e
quadro clinico), e sono di fondamentale importanza per arrivare ad una classificazione
molecolare delle malattie mieloproliferative croniche. Il lavoro ¢ stato pubblicato su Blood
(Pietra et al., 2008).

Abbiamo definito le caratteristiche cliniche delle malattie mieloproliferative croniche
familiari, quantificando 1’incidenza della mutazione somatica JAK2 (V617F), documentando
I’accorciamento progressivo dei telomeri e dimostrando un fenomeno di anticipazione
dell’esordio clinico. Il lavoro ¢ stato pubblicato sul Journal of Clinical Oncology (Rumi et al.,
2007).

L’abnorme angiogenesi gioca un ruolo importante nelle malattie mieloproliferative croniche.
La valutazione della densita microvascolare (microvessel density) sulla biopsia ossea ¢ risultata
strettamente correlata al carico mutazionale JAK2 (V617F). Tale lavoro ¢ stato pubblicato sul
British Journal of Haematology (Boveri €t al., 2008).

Al fine di definire la prognosi individuale e quindi di identificare i pazienti affetti da malattia
mieloproliferativa che potrebbero beneficiare maggiormente di terapie sperimentali, abbiamo
sviluppato un modello dinamico per predire la sopravvivenza di pazienti affetti da mielofibrosi
post-policitemia vera. Tale modello utilizza emoglobina (<10 g/dL), conta piastrinica
(<100x109/L) e conta leucocitaria (>30x109/L) quali fattori di rischio. I pazienti che hanno tutti
1 tre fattori di rischio hanno un’aspettativa di vita inferiore ad un anno, mentre i pazienti con un
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solo fattore o senza alcun fattore di rischio hanno un’aspettativa mediana di vita superiore a 5
anni. Tale lavoro & stato pubblicato su Blood (Passamonti €t al., 2008).

Uno studio condotto su una coorte di 605 pazienti affetti da trombocitemia essenziale ha
dimostrato che in questi pazienti il rischio di evoluzione in mielofibrosi ¢ pari al 2,8% a 10 anni,
mentre quello di evoluzione in leucemia acuta ¢ pari al 2,6% a 10 anni; per contro il rischio di
trombosi ¢ pari al 14% a 10 anni. Tale lavoro & stato pubblicato su Haematologica (Passamonti
etal., 2008).

Uno studio condotto su una coorte di 304 pazienti affetti da mielofibrosi idiopatica ha
dimostrato che la mutazione JAK2 (V617F) era presente nel 63% dei casi. Nessuno dei pazienti
negativi ¢ diventato positivo durante il periodo di osservazione, mentre una parte dei pazienti
positivi che presentava un pattern di eterozigosita per la mutazione ha sviluppato in seguito un
pattern di omozigosita. La positivita per JAK2 (V617F) rappresentava un fattore predittivo
indipendente di evoluzione in leucemia acuta. Tale lavoro ¢ stato pubblicato su Blood (Barosi et
al., 2007). Il gene CXCR4 ¢ poco espresso nei pazienti affetti da mielofibrosi idiopatica, e
questo contribuisce all’eccessiva mobilizzazione delle cellule staminali CD34+: uno studio ad
hoc ha dimostrato che il promoter di tale gene ¢ frequentemente ipermetilato in questi pazienti
(Vannucchi et al., 2008).

11 Dott. Barosi ha coordinato un gruppo di esperti internazionali” che ha definito i criteri per
la diagnosi di mielofibrosi post-policitemia vera e di mielofibrosi post-teombocitemia essenziale
(Barosi et al., 2008).

II Dott. Barosi e il Dott. Passamonti hanno esaminato criticamente e definito Ia
sopravvivenza e i fattori prognostici dei pazienti affetti da malattie mieloproliferative croniche
(Cervantes €t al., 2008).

L’asse CXCR4/SDF-1 ¢ stato studiato nel topo Gatallow, che rappresenta un modello
murino di mielofibrosi idiopatica (Vannucchi et al. Blood 2002;100(4):1123-32). Tanto nel topo
Gatallow che nei pazienti affetti da mielofibrosi idiopatica i livelli sierici di SDF-1 sono
risultati elevati; inoltre la proteina SDF-1 tendeva ad aumentare nel midollo osseo. Queste
osservazioni suggeriscono che tali anomalie dell’asse CXCR4/SDF-1 sono responsabili
dell’abnorme ricircolo di cellule staminali presente sia nei pazienti che nel modello murino di
mielofibrosi idiopatica. Tale lavoro ¢ stato pubblicato su Experimental Hematology (Migliaccio
etal., 2008).

Mpl, il recettore della trombopoietina, ¢ espresso sui mastociti, ¢ la delezione di Mpl
aumenta la differenziazione dei mastociti nel topo (Migliaccio et al. Ann NY Acad i
2007;1106:152-74). Nel corso di questo progetto di ricerca abbiamo dimostrato che la
somministrazione di trombopoietina induce 1’apoptosi dei mastociti in modelli murini (Martelli
et al., 2008).

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.

" International Working Group for Myelofibrosis Research and Treatment (IWG-MRT): Barosi G, Mesa
RA, Thiele J, Cervantes F, Campbell PJ, Verstovsek S, Dupriez B, Levine RL, Passamonti F, Gotlib J,
Reilly JT, Vannucchi AM, Hanson CA, Solberg LA, Orazi A, Tefferi A.
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Tabellal. Articolazione del progetto Base molecolare delle malattie mieloproliferative croniche
e sviluppo di nuove terapie

Proponente uo Gruppi di ricerca afferenti Responsabile
(Coodinatore del (ente di appartenenza: scientifico del gruppo
progetto) responsabile)
San Matteo Mario Cazzola
uo1 San Matteo Mario Lazzarino
(San Matteo: Mario San Matteo Giovanni Barosi
S. Matteo Cazzola) Experimental Hematology, Radek Skod
(Mario Cazzola) Basel
uo 2 ISS Anna Rita Migliaccio
(ISS: Anna Rita Universita di Chieti Rosa Alba Rana
Migliaccio)

Pubblicazioni conseguite nell’ambito del progetto

11 presente progetto ha prodotto in questo primo anno di attivita le seguenti pubblicazioni:

1. Barosi G, Bergamaschi G, Marchetti M, Vannucchi AM, Guglielmelli P, Antonioli E, Massa M,
Rosti V, Campanelli R, Villani L, Viarengo G, Gattoni E, Gerli G, Specchia G, Tinelli C,
Rambaldi A, Barbui T; Gruppo Italiano Malattie Ematologiche Maligne dell’ Adulto (GIMEMA)
Italian Registry of Myelofibrosis. JAK2 V617F mutational status predicts progression to large
splenomegaly and leukemic transformation in primary myelofibrosis. Blood 2007;110(12):4030-
6.

2. Barosi G, Mesa RA, Thiele J, Cervantes F, Campbell PJ, Verstovsek S, Dupriez B, Levine RL,
Passamonti F, Gotlib J, Reilly JT, Vannucchi AM, Hanson CA, Solberg LA, Orazi A, Tefferi A;
International Working Group for Myelofibrosis Research and Treatment (IWG-MRT). Proposed
criteria for the diagnosis of post-polycythemia vera and post-essential thrombocythemia
myelofibrosis: a consensus statement from the International Working Group for Myelofibrosis
Research and Treatment. Leukemia 2008;22(2):437-8.

3. Bergamaschi GM, Primignani M, Barosi G, Fabris FM, Villani L, Reati R, Dell’era A, Mannucci
PM. MPL and JAK2 exon 12 mutations in patients with the Budd-Chiari syndrome or
extrahepatic portal vein obstruction. Blood 2008;111(8):4418.

4. Bogani C, Ponziani V, Guglielmelli P, Desterke C, Rosti V, Bosi A, Le Bousse-Kerdilés MC,
Barosi G, Vannucchi AM; Myeloproliferative Disorders Research Consortium. Hypermethylation
of CXCR4 promoter in CD34+ cells from patients with primary myelofibrosis. Sem Cells
2008;26(8):1920-30.

5. Boveri E, Passamonti F, Rumi E, Pietra D, Elena C, Arcaini L, Pascutto C, Castello A, Cazzola
M, Magrini U, Lazzarino M. Bone marrow microvessel density in chronic myeloproliferative

disorders: a study of 115 patients with clinicopathological and molecular correlations. Br J
Haematol 2008;140(2):162-8.

6. Cervantes F, Passamonti F, Barosi G. Life expectancy and prognostic factors in the classic
BCR/ABL-negative myeloproliferative disorders. Leukemia 2008;22(5):905-14.

7. Martelli F, Ghinassi B, Lorenzini R, Vannucchi AM, Rana RA, Nishikawa M, Partamian S,
Migliaccio G, Migliaccio AR. Thrombopoietin inhibits murine mast cell differentiation. Stem
Cells2008;26(4):912-9.

8. Migliaccio AR, Martelli F, Verrucci M, Migliaccio G, Vannucchi AM, Ni H, Xu M, Jiang Y,
Nakamoto B, Papayannopoulou T, Hoffman R. Altered SDF-1/CXCR4 axis in patients with
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10.

11.

12.

13.

14.

primary myelofibrosis and in the Gatal low mouse model of the disease. Exp Hematol
2008;36(2):158-71.

. Pancrazzi A, Guglielmelli P, Ponziani V, Bergamaschi G, Bosi A, Barosi G, Vannucchi AM. A

sensitive detection method for MPLWS515L or MPLWS515K  mutation in chronic
myeloproliferative disorders with locked nucleic acid-modified probes and real-time polymerase
chain reaction. J Mol Diagn 2008;10(5):435-41.

Passamonti F, Rumi E, Arcaini L, Boveri E, Elena C, Pietra D, Boggi S, Astori C, Bernasconi P,
Varettoni M, Brusamolino E, Pascutto C, Lazzarino M. Prognostic factors for thrombosis,
myelofibrosis, and leukemia in essential thrombocythemia: a study of 605 patients.
Haematologica 2008;93(11):1645-51.

Passamonti F, Rumi E, Caramella M, Elena C, Arcaini L, Boveri E, Del Curto C, Pietra D,
Vanelli L, Bernasconi P, Pascutto C, Cazzola M, Morra E, Lazzarino M. A dynamic prognostic
model to predict survival in post-polycythemia vera myelofibrosis. Blood 2008;111(7):3383-7.

Pietra D, Li S, Brisci A, Passamonti F, Rumi E, Theocharides A, Ferrari M, Gisslinger H,
Kralovics R, Cremonesi L, Skoda R, Cazzola M. Somatic mutations of JAK2 exon 12 in patients
with JAK2 (V617F)-negative myeloproliferative disorders. Blood 2008;111(3):1686-9.

Rumi E, Passamonti F, Della Porta MG, Elena C, Arcaini L, Vanelli L, Del Curto C, Pictra D,
Boveri E, Pascutto C, Cazzola M, Lazzarino M. Familial chronic myeloproliferative disorders:
clinical phenotype and evidence of disease anticipation. J Clin Oncol 2007;25(35):5630-5.

Vannucchi AM, Antonioli E, Guglielmelli P, Pancrazzi A, Guerini V, Barosi G, Ruggeri M,
Specchia G, Lo-Coco F, Delaini F, Villani L, Finotto S, Ammatuna E, Alterini R, Carrai V,
Capaccioli G, Di Lollo S, Liso V, Rambaldi A, Bosi A, Barbui T. Characteristics and clinical
correlates of MPL 515W>L/K mutation in essential thrombocythemia. Blood 2008;112(3):844-7.
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IMMUNOTERAPIA CON IL PEPTIDE EGFRVII
NEL GLIOBLASTOMA MULTIFORME
E IN ALTRI TUMORI SOLIDI

Gaetano Finocchiaro
Unita di Biochimica e Genetica, Fondazione IRCCS Istituto Neurologico “ Carlo Besta” , Milano

Base di partenza e razionale

L’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ¢ spesso amplificato e mutato in diversi
tumori solidi in particolare in gliomi maligni e carcinomi dell’ovaio. Esistono varie forme
mutanti di HER1/EGFR, ma la variante III (EGFRvVIII) rimane sicuramente la piu frequente.
EGFRUVIII risulta dall’eliminazione degli esoni 2-7 e dalla conseguente delezione in-frame di
801 paia di basi nella porzione genica codificante per il dominio extracellulare; cid determina la
mancanza del dominio di legame con il ligando e un’attivazione costitutiva del recettore, che
porta ad alterazioni di trascrizione genica e traduzione proteica, tumorigenicita, inibizione
dell’apoptosi, adesione, angiogenesi, aumento della motilita cellulare e, in molte linee tumorali,
anche radioresistenza. EGFRVIII ¢ considerato un ottimo potenziale target di terapia in quanto
esclusivamente espresso nelle cellule tumorali.

L’espressione di EGFR ¢ up-regolata nel 50-60% dei glioblastomi, mentre a livello clinico
EGFRVIII ¢ un fattore prognostico negativo negli astrocitomi anaplastici e nei glioblastomi che
sopravvivono un anno o piu. Per quanto riguarda il carcinoma ovarico 1’espressione di
EGFRVIII ¢ documentata, mentre il suo ruolo nei carcinomi mammari non ¢ definito in modo
univoco. Linee cellulari di carcinoma mammario, infatti, non sembrano esprimere EGFRVIII,
mentre 67% dei tumori invasivi sono positivi Inoltre, in pazienti con carcinoma mammario
I’espressione di EGFRVIII in cellule circolanti correla con lo stadio della malattia.

Diversi gruppi di ricerca hanno precedentemente studiato in vivo sia la vaccinazione
profilattica con EGFRVIII, intesa come 1’immunizzazione contro EGFRVIII e la successiva
iniezione intracerebrale di cellule tumorali esprimenti EGFRvVIII, sia la vaccinazione
terapeutica, successiva cio¢ all’induzione della crescita tumorale. Sono state svolte anche
diverse sperimentazioni cliniche per lo studio del potenziale terapeutico di un vaccino che
riconosce in modo specifico le cellule tumorali grazie alla loro esclusiva espressione di
EGFRUVIIL. In particolare Heimberger et al. Nel 2006 hanno condotto una sperimentazione su 19
pazienti affetti da GBM di prima diagnosi ed EGFRVIII positivi, dimostrando un significativo
incremento di “time to tumor progression” rispetto ai 39 controlli storici ad essi confrontati (12
mesi VS 7,1; p=0,0058). Visti i promettenti risultati ottenuti e pubblicati in letteratura, questo
progetto intende analizzare I’efficacia del trattamento con CDX-110, un vaccino prodotto dalla
Celldex Therapeutics e costituito dalla sequenza di EGFRVIII coniugata a Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH) come adiuvante. Lo studio vedra I’inclusione di pazienti affetti da GBM, o
tumore all’ovaio o tumore alla mammella; criterio chiave per 1’inclusione nello studio sara la
positivita del paziente all’espressione di EGFRvVIII, dimostratata per immunoistochimica. Vista
I’assenza di tossicita del peptide, in questo studio per tutti i pazienti sara considerato come
endpoint primario la risposta immunologica al trattamento in analisi in termini di risposta
cellulare e umorale, e come endpoint secondario il tempo alla progressione.
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Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

I promettenti risultati gia pubblicati in letteratura sul potenziale terapeutico e 1’assenza di
effetti avversi significativi del trattamento con CDX-110 ci hanno spinto a selezionare degli
obiettivi che indagassero maggiormente il meccanismo di azione di questo farmaco, prendendo
solo inizialmente in considerazione gli aspetti di studio della tossicita.

Obiettivo generale del progetto e necessario per il suo sviluppo ¢ I’identificazione e
I’arruolamento di soggetti affetti da GBM o tumore all’ovaio o tumore alla mammella e
contemporaneamente positivi per I’espressione di EGFRVIIIL. L’espressione di EGFRVIII sara
valutata mediante tecniche di PCR e/o immunoistochimica utilizzando anticorpi gia testati dalla
ditta produttrice di CDX-110, la CellDex Therapeutics, e secondo una metodica messa a punto
dalla stessa.

Per quanto riguarda la parte di progetto dedicata ai pazienti affetti da GBM, I’obiettivo
primario sara inizialmente la valutazione di diverse dosi di CDX-110 in gruppi di pazienti, e, in
un secondo momento, lo studio degli effetti della contemporanea somministrazione di
Imiquimod. Imiquimod ¢ un immunomodulatore che potrebbe fungere da ulteriore adiuvante
con un’azione di potenziamento del trattamento. Endpoint primario della sperimentazione
clinica di fase I-II sara la risposta immunologica al vaccino in termini di risposta cellulare e
umorale, mentre I’endpoint secondario sara il tempo alla progressione tumorale (Progression
Free Qurvival, PFS).

Il progetto prevede anche di studiare 1’espressione di EGFRVIII in tumorosfere da GBM e
adenocarcinoma mammario.

Obiettivo principale in questo caso sara la definizione dell’importanza di EGFRVIII per il
fenotipo simil-staminale (crescita di tumorosfere; tumorigenicita in vivo; potenziale clonale e
differenziativi).

Per ci6 che concerne invece il trattamento dei tumori della mammella e dell’ovaio, lo studio
comincera con la valutazione su pezzi paraffinati mediante immunoistochimica dell’espressione
di EGFRVIII dei pazienti i cui campioni sono conservati nella banca di tessuti dello IEO. Per
quanto riguarda i pazienti affetti da tumore al seno I’espressione di EGFRVIII sara valutata
soprattutto in quelli definiti “tripli negativi”, non esprimenti cio¢ PgR, ER ed Erb-B2. Dopo
aver identificato la tipologia di pazienti che potrebbero maggiormente beneficiare del
trattamento con CDX-110 (n.=20) e dopo aver ottimizzato le tecniche per la valutazione della
loro risposta immunologica (anticorpi e citotossicita), verra proposta una sperimentazione di
fase II con il farmaco di interesse. Si preferiranno pazienti con malattia assente al termine della
chemioterapia adiuvante o malattia minima residua dopo un trattamento di prima linea per
malattia metastatica. Anche in questo caso, la sperimentazione avra come endpoint primario la
risposta immunologica al vaccino in termini di risposta cellulare e umorale, e come endpoint
secondario il tempo alla progressione.

Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Il progetto si proponeva di studiare I’espressione di EGFRVIIIL, una variante del recettore
EGFR caratterizzata dalla presenza di una delezione degli esoni 2-7 che mantiene un frame di
lettura e crea un nuovo epitopo unicamente espresso nelle cellule neoplastiche, in diversi tumori
(gliomi maligni, carcinomi ovarici, carcinomi mammari). Il secondo obiettivo era quello di
organizzare una sperimentazione di fase I[-II basata sull’immunoterapia con un peptide
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corrispondente alla sequenza dell’epitopo EGFRVIII, coniugato con I’adiuvante KLH (Keyhole
Limpet Hemocianin): tale peptide, denominato CDX110, ¢ al momento prodotto dalla azienda
statunitense Celldex Therapeutics.

Mentre sullo sviluppo di dati riguardanti I’espressione sono stati fatti progressi lo sviluppo
dello studio clinico, per il quale CellDex aveva dato disponibilita al momento della
presentazione del progetto stesso, ¢ tuttora in stallo. Il primo problema che si ¢ presentato ¢
relativo alla normativa internazionale per il riconoscimento reciproco tra Italia e USA delle
condizioni di produzione in Good Manufactory Practice (GMP), come regolamentato da
EMEA. Al momento tale mutuo riconoscimento, possibile per esempio per farmaci prodotti in
Canada o in Svizzera, non ¢ operativo con gli USA (vedi sito EMEA
http://www.emea.europa.eu/Inspections/MRA .html). Si era ipotizzato inizialmente, sulla base di
contatti con il Dott. Tom Davis (Senior Vice President e Chief Medical Officer di CellDex), che
un sito di produzione Celldex potesse diventare operativo in UK nel 2008. Tuttavia la situazione
¢ evoluta diversamente, in particolare a causa dell’acquisto di Celldex da parte di Pfizer. Il 16
aprile scorso ¢ stato annunciate un accordo che “garantisce a Pfizer la licenza esclusiva
mondiale per CDX 110 che ¢ ora in fase II di sviluppo per il trattamento del glioblastoma
multiforme. Tale accordo da anche a Pfizer i diritti in esclusiva per I’'uso dei vaccini EGFRVIII
in altre potenziali indicazioni” http://www.celldextherapeutics.com/wt/page/pr 1208373813

Al momento attuale, nonostante la rinnovata disponibilita alla collaborazione offerta dal
Dott. Tom Davis, la possibilita di una sperimentazione con CDX110 in Italia ¢ legata ad un
possibile accordo con Pfizer. Lo sviluppo della parte clinica del progetto pud quindi prendere
due strade:

— verificare con Pfizer Italia i tempi di un possibile sviluppo in Italia e/o Europa della
sperimentazione di fase II-III attualmente in corso negli USA per i pazienti affetti da
GBM;

— valutare la produzione in Europa del peptide EGFRVIII. Trattandosi di una sintesi a scopo
di ricerca clinica non dovrebbero esserci problemi di brevetto ad ostacolare questa
possibilita. La ditta BACHEM (www.bachem.com ), in particolare, pud sintetizzare su
richiesta peptidi preparati in condizione GMP. Una richiesta molto preliminare ha
verificato tale possibilita anche se problemi potrebbero essere presenti per la
coniugazione con KLH. Potrebbe quindi essere ipotizzata la possibilita di una sintesi
esclusiva del peptide e la definizione di una alternativa per quanto riguarda 1’uso
dell’adiuvante.

Accanto a questo, la letteratura recente offre basi razionali per considerare un trattamento
aggiuntivo basato su cetuximab (Fukai et al. Cancer Sci 2008;99:2062-9; Martens et al. Clin
Cancer Res 2008;14:5447-58; Patel et al. Anticancer Res 2007;27:3355-66) per pazienti con
recidiva di GBM e presenza di EGFRVIIIL. Cetuximab ¢ un anticorpo monoclonale chimerico
IgG1 specificamente diretto contro EGFR.

Cetuximab si lega all’EGFR con un’affinita che ¢ circa 5-10 volte piu alta di quella dei
ligandi endogeni. Cetuximab blocca il legame con i ligandi endogeni dell’EGFR, inibendo cosi
la funzione del recettore. Esso inoltre induce |’internalizzazione dell’EGFR, il che puo
provocare la down-regulation dell’EGFR stesso. Cetuximab inoltre indirizza le cellule
immunitarie effettrici citotossiche verso le cellule tumorali che esprimono ’EGFR (citotossicita
cellulo-mediata anticorpo-dipendente: Antibody Dependent Cell Citoxicity, ADCC).

Cetuximab (Erbitux™, Merck) ¢ al momento in studio con un protollo di fase I-II per
pazienti affetti da GBM, alla prima diagnosi e in associazione con temozolamide
(www.clinicaltrials.gov; identifier NCT00311857).

Una sperimentazione con cetuximab in pazienti con recidiva di GBM e presenza di
EGFRUVIII potrebbe essere implementata nel corso del 2009.
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Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.

Tabella 1. Articolazione del progetto Immunoterapia con il peptide EGFRVIII nel glioblastoma
multiforme ein altri tumori solidi

Proponente uo Gruppi di ricerca afferenti Responsabile
(Coodinatore del (ente di appartenenza: scientifico del gruppo
progetto) responsabile)
Uo1 Besta Gaetano Finocchiaro
. Besta Amerigo Boiardi
(Besta: Gaetano
Finocchiaro) Besta Ren.ato Maptegazza
Besta Maria Grazia Bruzzone
IEO Maria Rescigno
Besta uo2 IEO Giuseppe Viale
(Gaetano (IEO: Maria Rescigno) IEO Giuseppe Curigliano
Finocchiaro) IEO Nicoletta Colombo
IRE Carmine M. Carapella
uos3 IRE Antonello Vidiri
(|RE Carmine Maria IRE Anna Cianciulli
Carapella) Universita degli studi Sapienza Felice Giangaspero,
di Roma Mario Piccoli
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SVILUPPO VACCINI IDIOTIPICI PER STUDI DI FASE I-lI
DI IMMUNOTERAPIA “SUBSET SPECIFICA”

PER PAZIENTI CON DISORDINI LINFOPROLIFERATIVI
A CELLULEB

Riccardo Dolcetti
Dipartimento di Oncologia Medica, Centro di Riferimento Oncologico, Aviano

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 €X 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. Cio 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 Ig 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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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Il presente progetto si prefigge quale obiettivo primario 1’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 malignitd esprimenti catene leggere molecolarmente correlate. Nei
primi 12 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
e 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 SH9) indicando che tali proteine
sono naturalmente processate in cellule linfoidi e in grado di produrre epitopi
immunogenici “cross-reattivi”.

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.

E iniziato I’arruolamento dei soggetti da studiare per la presenza di risposte T cellulari nei
confronti della proteina VK3-20 in soggetti HCV+ con o senza crioglobulinemia e/o
linfoma ed ¢ stata messa a punto la relativa metodica di analisi ELISPOT. I risultati
conseguiti finora indicano come risposte T cellulari VK3-20-specifiche siano presenti in
pazienti con linfoma HCV+ ma non in donatori sani o in soggetti HBV+.

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 I’immunogenicitd della proteina VK3-20 in topi BALB/c. I risultati
dimostrano che tutti i topi immunizzati hanno sviluppato una risposta umorale con titoli
anticorpali fino a 1:1600-1:3200. Inoltre, i sieri sono risultati in grado di riconoscere la
proteina in Western blot, confermando che la proteina VK3-20 ricombinante prototipo ¢
immunogenica per la branca umorale.
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— Utilizzando approcci diversi sono stati ottenuti e caratterizzati finora 8 anticorpi
monoclonali specifici per la proteina VK3-20. Di 6 di questi anticorpi € stato mappato
I’epitopo riconosciuto mediante la tecnica dell’epitope excision. Due monoclonali
risultano reattivi anche in citofluorimetria verso la linea di linfoma SH9 VK3-15+, uno
dei quali risulta reattivo anche verso la linea DG75 VK3-20+.

— Sono stati ottimizzati i modelli animali basati sulla crescita in vivo delle linee DG-75 e
SH9 impiantate s.c. in topi SCID e sono attualmente sotto indagine altre vie di
somministrazione, come quella intravenosa o intraperitoneale. Al fine di poter monitorare
la crescita e la diffusione tumorale, le cellule DG-75 sono state ingegnerizzate per
esprimere la proteina EGFP, che permette alle cellule di essere visualizzate in vivo in
modo longitudinale con idonei apparati di imaging. Con questo approccio ¢ stato
facilmente individuato meno di un milione di cellule e ci si aspetta di aumentare
ulteriormente la sensibilita in seguito a trasduzione con luciferasi e sfruttando uno
strumento specifico per bioluminescenza. Sia le cellule DG-75 che le SH9 vanno tuttavia
incontro ad un forte abbassamento dell’espressione delle molecole MHC di classe I e Il a
seguito della inoculazione in vivo limitando la valutazione dell’efficacia della
vaccinazione. Tali limitazioni sono state superate ingegnerizzando le cellule DG-75 con
un plasmide esprimente HLA-A*0201. Tali cellule mantengono 1’espressione di classe I e
IT a seguito del recupero dopo il trasferimento in vivo.

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”. E pertanto iniziato 1’allestimento di un database dedicato comprendente le
sequenze nucleotidiche e aminoacidiche predette dei geni IgVH e IgVL delle neoplasie linfoidi
di interesse. Le analisi finora eseguite confermano e ampliano osservazioni precedenti e
supportano il possibile ruolo di proteine idiotipiche VKIII quali bersagli immunologici di
rilevanza terapeutica per linfoproliferazioni benigne e maligne associate all’infezione da HCV.
La caratterizzazione molecolare di altre neoplasie linfoidi non HCV-correlate consentird di
definire la frazione di pazienti con linfomi/leucemie non-HCV+ che potrebbe beneficiare di
immunoterapia con vaccini basati sull’uso di VK3-20 ricombinante. Inoltre, il completamento
dell’analisi di una casistica di leucemie linfatiche croniche (CLL) comprendente piu di 1500
casi consentira di identificare altre proteine idiotipiche espresse da distinti sottogruppi di
pazienti. Tali proteine idiotipiche saranno successivamente caratterizzate dal punto di vista delle
proprietd immunogeniche, consentendo di identificare ulteriori vaccini idiotipici “‘subset
specifici”di potenziale rilevanza immunoterapeutica in grado di poter essere applicati
globalmente ad un numero relativamente ampio di pazienti. Il database disponibile ha inoltre
consentito I’individuazione di nuove categorie prognostiche di CLL.

Al fine di valutare se I’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 approcci di silenziamento di hTERT.

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.
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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 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
(UCOR:LO' Riccardo Dolcetti) CRO Umberto Tirelli
’ CRO Vincenzo Canzonieri
CRO Diego Serraino
INT Andrea Anichini
ISS ~Maria Ferrantini
?RFizcgardo Dolcetti)  UO2 [e)Y] Antonio Rosato
. - [e)Y] Stefano Indraccolo
(IOV: Antonio Rosato) 1OV Anita De ROSS|
Pascale Franco M. Buonaguro
Pascale Giuseppe Castello
uo3 Pascale Francesco Izzo
(Pasca|e: Franco M. Pascale Geral’do BOt'[I
Buonaguro) Pascale Maurizio Montella
NIH Francesco M. Marincola
Ospedale Cotugno, Napoli Oreste Perrella

Pubblicazioni conseguite nell’ambito del progetto

Il presente progetto ha prodotto in questo primo anno di attivita le seguenti pubblicazioni:

1. Benedetti D, Bomben R, Dal-Bo M, Marconi D, Zucchetto A, Degan M, Forconi F, Del-Poeta G,
Gaidano G, Gattei V. Are surrogates of IGHV gene mutational status useful in B-cell chronic
lymphocytic leukemia? The example of Septin-10. Leukemia 2008;22(1):224-6.

2. Boffetta P, Dolcetti R. Infectious etiopathogenesis of extranodal lymphomas. In: Cavalli F, Stein
H, Zucca E (Ed.). Extranodal lymphomas. London, New York: Informa Healthcare; 2008. p. 24-
33.

3. Bomben R, Dal Bo M, Capello D, Benedetti D, Marconi D, Zucchetto A, Forconi F, Maffei R,
Ghia EM, Laurenti L, Bulian P, Del Principe MI, Palermo G, Thorselius M, Degan M, Campanini
R, Guarini A, Del PG, Rosenquist R, Efremov DG, Marasca R, Foa R, Gaidano G, Gattei V.
Comprehensive characterization of IGHV3-21-expressing B-cell chronic lymphocytic leukemia:
an Italian multicenter study. Blood 2007;109(7):2989-98.

4. Bomben R, Dal Bo M, Capello D, Francesco Forconi F, Maffei R, Laurenti L, Rossi D, Del
Principe MI, Zucchetto A, Bretoni F, Rossi FM, Bulian P, Cattarossi I, Ilariucci F, Sozzi E, Spina
V, Zucca E, Degan M, Lauria F, Del Poeta G, Efremov DG, Marasca R, Gaidano G, Gattei V.
Molecular and clinical features of chronic lymphocytic leukaemia with stereotyped B cell
receptors: results from an Italian multicenter study. British Journal of Haematology 2008 Nov 19.
[Epub ahead of print].

5. Bulian P, Gaidano G, Del PG, Gattei V. CD49d expression in chronic lymphocytic leukemia: a
prognostic parameter and a therapeutic target. Future Oncol 2008;4(3):355-8.
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6.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Caggiari L, Cannizzaro R, De Zorzi M, Canzonieri V, Da Ponte A, De Re V. A new HLA-
A*680106 allele identified in individuals with celiac disease from the Friuli area of northeast
Italy. Tissue Antigens 2008;72(5):491-2.

. Caggiari L, De Zorzi M, Ahlenstiel G, Rehermann B, De Re V. Identification of new MHC-A, -

B, -C alleles in Pan troglodytes. Tissue Antigens 2008;72(1):79-83.

. Caggiari L, Rehermann B, Folgori A, De Re V. Identification of four novel MHC-C alleles in

chimpanzees. Tissue Antigens 2007;70 (1):78-9.

. Crioglobulinemia mista [opuscolo per i pazienti a cura del GISC (Gruppo Italiano per lo Studio

delle Crioglobulinemie)].

De Re V, Caggiari L, De Vita S, Mazzaro C, Lenzi M, Galli M, Monti G, Ferri C, Zignego AL,
Gabrielli A, Sansonno D, Dammacco F, Libra M, Sacchi N, Talamini R, Spina M, Cannizzaro R,
Guidoboni M, Dolcetti R. Genetic insights into the disease mechanisms of type II mixed
cryoglobulinemia induced by hepatitis C virus. Digest Liver Dis2007;39 Suppl 1:S65-S71.

De Re V, Caggiari L, Dolcetti R, De Zorzi M, Simula MP, Toffoli G (GICAT). Immunogenetica
delle linfoproliferazioni HCV-associate: il ruolo del’HLA di classe II. In: XII° Monografia
GICAT - Tumori indotti da agenti infettivi. Milano: BIOMEDIA Editore.

De Re V, Caggiari L, Simula M P, De Vita S, Sansonno D, Dolcetti R. B-cell lymphomas
associated with HCV infection. Gastroenterology 2007;132(3):1205-7.

De Re V, Caggiari L, Simula M.P, De Vita S, Mazzaro C, Lenzi M, Massimo GM, Monti G, Ferri
C, Zignego AL, Gabrielli A, Sansonno D, Dammacco F, Libra M, Sacchi N, Talamini R, Spina
M, Tirelli U, Cannizzaro R, Dolcetti R. Role of the HLA class II: HCV-related disorders. Ann Ny
Acad Sci 2007;1107:308-18.

De Re V, De Vita S, Sansonno D, Toffoli G. Mixed cryoglobulinemia syndrome as an additional
autoimmune  disorder associated with risk for lymphoma development. Blood
2008;15;111(12):5760.

De Re V, Sansonno D, De Paoli P, Geremia S, Gatti P, Caggiari L, Simula MP, Toffoli G. Recent
patents relating to HCV molecules like putative targets for therapeutic intervention. In: Recent
Patents on DNA & Gene Sequences2007;1(3):186-94.

De Re V, Simula MP, Caggiari L, Orzes N, Spina M, Da Ponte A, De Appollonia L, Dolcetti R.,
Canzonieri V, Cannizzaro R. Proteins specifically hyperexpressed in a coeliac disease patient
with aberrant T cells. Clin Exp Immunol 2007;148(3):402-9.

De Re V, Simula MP, Cannizzaro R, Sansonno D, Canzonieri V, Gloghini A, Carbone A,
Colombatti A, Marin MD, De Zorzi M, Toffoli G. HCV Inhibits antigen processing and
presentation and induces oxidative stress response in gastric mucosa. Proteomics clinical
application 2008;2:1290-9.

De Zorzi M, Caggiari L, Ahlenstiel G, Rehermann B., De Re V. Description of two new MHC
class II DRB1 [Pan troglodytes (Patr)-DRB1] alleles. Tissue Antigens2008;71(5):490-2.

Forconi F, Rinaldi A, Kwee I, Sozzi E, Raspadori D, Rancoita PM, Scandurra M, Rossi D,
Deambrogi C, Capello D, Zucca E, Marconi D, Bomben R, Gattei V, Lauria F, Gaidano G,
Bertoni F. Genome-wide DNA analysis identifies recurrent imbalances predicting outcome in
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APPLICAZIONE DELLA CHEMIOTERAPIA

ALLA RIMODULAZIONE DELLA RISPOSTA IMMUNE
ANTITUMORALE: STUDIO DEI MECCANISMI

E “PROOF OF CONCEPT” NELL'UOMO

Enrico Proietti
Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Base di partenza e razionale

In questi ultimi anni, i progressi nel campo dell’immunologia dei tumori hanno aperto nuovi
orizzonti nel trattamento di pazienti oncologici ed hanno promosso I’avvio di numerosi studi
clinici di immunoterapia del cancro. Nonostante il successo ottenuto in una certa percentuale di
casi, I’efficacia di trattamenti di immunoterapia dei tumori ¢ ancora insoddisfacente.

L’importanza del microambiente sulla crescita tumorale ¢ ormai ampiamente riconosciuta,
tuttavia la maggior parte degli interventi terapeutici nel cancro ¢ ancora disegnata per agire
esclusivamente in modo diretto contro le cellule tumorali. Solo di recente, la ricerca si €
orientata verso la comprensione delle interazioni tumore/ambiente, riconsiderando 1’uso di
alcuni chemioterapici per i loro effetti sull’organismo e in particolare sul sistema emopoietico e
linfopoietico, a prescindere dalla loro azione diretta contro il tumore.

Diversi studi hanno dimostrato che la chemioterapia antineoplastica pud essere
vantaggiosamente combinata con strategie di immunoterapia. Alcuni dei meccanismi ipotizzati
riguardano la capacitda di chemioterapici di ridurre la risposta immunitaria regolatoria, di
promuovere la risposta attiva mediante 1’induzione di fattori emopoietici e linfopoietici, di
incrementare la disponibilita di antigeni tumorali e agire sulle cellule deputate al loro
processamento (Antigen Presenting Cells, APC).

L’immunoterapia adottiva ¢ una strategia terapeutica basata sull’infusione di elevate quantita
di cellule attivate ex vivo con IL-2 (LAK) insieme alla somministrazione di alte dosi di IL-2.
Sebbene questa strategia sia stata in grado di indurre regressioni tumorali in una piccola frazione
di pazienti con melanoma metastatico, ad essa si associa una considerevole tossicitd. E
soprattutto rilevante il contributo della chemioterapia linfoablativa, non mieloablativa, al
successo dell’immunoterapia adottiva: essa, infatti, crea un ambiente depleto di linfociti in cui
sono assenti le cellule immunosoppressive, ¢ le citochine omeostatiche (IL-2, IL-7) sono a
disposizione delle cellule infuse.

Il presente progetto si propone di verificare attraverso studi clinici “proof of concept” la
capacita del pre-trattamento con chemioterapici di potenziare la risposta immune contro il
tumore.

In un primo studio in pazienti con melanoma, la risposta immune al tumore sara stimolata
mediante vaccinazione con cellule dendritiche autologhe caricate con corpi apoptotici di cellule
di melanoma. Al momento di massima risposta immune antitumorale i linfociti circolanti di
questi pazienti saranno prelevati mediante aferesi e congelati per essere successivamente
reinoculati negli stessi soggetti dopo trattamento con ciclofosfamide (Cy).

In un secondo trial, in pazienti con carcinoma dell’ovaio o con carcinoma del colon retto, i
linfociti isolati dal sangue saranno espansi in vitro ed “educati” a riconoscere gli antigeni
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tumorali mediante opportuni metodi di coltura e, quindi, reinfusi nello stesso paziente dopo
trattamento con Cy e fludarabina.

Studi preclinici in modelli animali affiancheranno lo studio principale per fornire indicazioni
complementari sui meccanismi di modulazione delle risposte immuni antitumorali da parte dei
diversi agenti chemioterapici. In particolare, sara studiato il ruolo dei sistemi di riparazione al
danno genotossico da chemioterapici sull’induzione di meccanismi omeostatici del sistema
linfo-emopoietico; sara studiato I’effetto dei chemioterapici sui linfociti T regolatori e, infine,
sara studiata I’importanza del microambiente tumorale sull’azione citotossica dei linfociti
infiltranti il tumore.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Il core dello studio ¢ rappresentato da due studi clinici di fase I-II per lo sviluppo di
protocolli di terapia combinata che includono trattamenti integrati di chemioterapia e
immunoterapia.

L’immunoterapia si avvarra della messa a punto e validazione di metodiche per la
preparazione di un vaccino antitumorale basato sull’uso di Dendritic Cells (DC) caricate con
corpi apoptotici di cellule di melanoma, e dell’'uso di cellule del sistema immunitario
provenienti da pazienti vaccinati o dal tessuto tumorale. Nell’ambito di questo studio si intende
standardizzare metodi esistenti ¢ mettere a punto nuovi metodi di valutazione dei correlati
immunologici della risposta antitumorale.

Saranno eseguiti studi di genomica per identificare elementi coinvolti negli effetti del
trattamento chemioterapico sull’omeostasi del sistema linfo-emopoietico e valutare I’impatto di
polimorfismi di geni immuno-relati sulla modulazione della risposta al vaccino.

Il primo dei due studi si avvarra dell’esperienza clinica gia maturata dai ricercatori dell’ISS
in uno studio appena concluso con dacarbazina (DTIC) e vaccino su pazienti con melanoma. Lo
studio sara incentrato sulla combinazione di chemioterapia linfodepletiva e trasferimento
adottivo dei linfociti autologhi provenienti da pazienti immunizzati secondo uno schema che
prevede trattamento con DTIC e infusione di I[FN-DC autologhe caricate con corpi apoptotici
tumorali.

Il secondo studio sara focalizzato sull’isolamento, espansione e reinfusione dopo trattamento
linfodepletivo, di linfociti autologhi educati €x vivo contro il tumore, in pazienti con carcinoma
dell’ovaio o del colon-retto.

Entrambi gli studi avranno come end point primari la standardizzazione dei metodi di
preparazione delle DC o dei TIL (Tumor-Infiltrating Lymphocytes) in condizioni GMP (Good
Manufacturing Practice), la valutazione della tossicita e tollerabilita dei trattamenti e la
valutazione della loro capacita di indurre risposte immunitarie significative. End point secondari
saranno: lo studio e la standardizzazione dei correlati immunologici della risposta antitumorale,
la definizione dei profili genici indotti dai trattamenti chemioterapici e la valutazione del ruolo
dei polimorfismi di alcuni geni immuno-relati e, infine, la valutazione dell’efficacia del
trattamento in termini di intervallo libero da malattia e di sopravvivenza complessiva.
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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

La finalita generale di questo progetto ¢ quella di definire i meccanismi e le modalita di
applicazione a pazienti con tumore di una strategia terapeutica basata sulla combinazione di
chemioterapia e vaccinazione antitumorale. A questo scopo ¢ stata stabilita una collaborazione
integrata tra diverse unita operative cliniche e di ricerca preclinica.

Il primo anno di attivita del progetto ha consentito di preparare le basi per un successivo
sviluppo degli studi clinici e per la valutazione dei risultati conseguiti con metodi standardizzati
in grado di correlare le risposte immunologiche antitumorali all’andamento clinico dei pazienti.

L’Unita Operativa 1, anche sulla base dei risultati ottenuti in un precedente studio clinico
pilota, condotto in pazienti con melanoma avanzato, ha potuto disegnare il protocollo clinico
(studio di fase I-II) per un intervento terapeutico, nella stessa tipologia di pazienti, basato sulla
combinazione di un trattamento chemioterapico standard con dacarbazina e la somministrazione
di un vaccino costituito da cellule dendritiche autologhe caricate con corpi apoptotici derivanti
dal tumore prelevato dal paziente stesso. A questo fine, sono state definite le caratteristiche dei
pazienti da arruolare (pazienti affetti da melanoma metastatico in stadio I1IB-IVa da sottoporre a
resezione chirurgica completa), le modalita di combinazione chemioterapia-vaccinazione
(somministrazione s.c del vaccino 1 e 7 giorni dopo ciascuna applicazione di chemioterapia) e i
tempi del monitoraggio immunologico. Il protocollo clinico ¢ stato definito nelle sue linee
generali ed ¢ stata iniziata la stesura delle CRF. Ulteriori studi sono stati eseguiti per ottimizzare
le modalita di coltura e di caricamento di cellule dendritiche umane in condizioni GMP, in
presenza di interferon di tipo I e di GM-CSF.

Alla preparazione del trial clinico & stata affiancata attivita di ricerca preclinica. In
particolare il gruppo della Dott.ssa Podo ha avviato la messa a punto dei metodi di analisi in
vivo, nella massa tumorale, mediante risonanza magnetica nucleare di alcuni aspetti metabolici
legati alla risposta immune antitumorale.

La dott.ssa Bignami ha messo a punto una metodica di analisi della modulazione di enzimi
legati alla riparazione del danno cellulare indotto da dacarbazina e ciclofosfamide.

II Prof. Doria ha condotto uno studio di valutazione dei meccanismi con cui la
ciclofosfamide riduce in modo selettivo il numero e la funzione dei linfociti T regolatori.

Sono in fase conclusiva esperimenti di valutazione, mediante saggi di microarray, della
modulazione dell’espressione di un ampio pannello di mRNA indotte da diversi chemioterapici
(Dott.ssa Arico, Dott.ssa Moschella).

Sono stati avviati esperimenti di valutazione del ruolo del fattore di trascrizione IRF1 sui
linfociti T regolatori utilizzando topi KO per questo fattore (Dott.ssa Battistini).

L’Unita Operativa 2, in stretta collaborazione con I’ISG (Dott.ssa Catricala), I’UO clinica
dell’Oncologia Medica A (Dott.ssa Ferraresi) e 1’Unita del Laboratorio di Immunologia (Dott.
Natali), ha creato un gruppo interdisciplinare con [’obiettivo di contribuire ad identificare
correlati immunologici della risposta anti-tumorale in pazienti con melanoma e, in particolare,
in pazienti trattati con terapie integrate di chemio-immunoterapia. A questo fine ¢ stato iniziato
il reclutamento di pazienti di stadio I1I/IV affetti da melanoma da sottoporre a terapia combinata
con dacarbazina (DTIC) e immunoterapia. Ha avuto inizio la raccolta e il congelamento di
linfociti e siero dal sangue periferico di pazienti afferenti all’istituto S. Gallicano e IRE e,
quando possibile, di tessuti neoplastici. Sono stati analizzati alcuni meccanismi funzionali
coinvolti nella risposta immunitaria indotta dal trattamento integrato chemio-vaccino in pazienti
arruolati in un precedente trial clinico condotto nel nostro Istituto.
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In particolare, in questo primo anno di attivita sono state standardizzate metodologie di
monitoraggio immunologico nel tentativo di individuare parametri immunologici significativi e
correlabili alla diversa risposta clinica. A tal fine sono stati caratterizzati e analizzati
funzionalmente linfociti CD8+ di pazienti affetti da melanoma e liberi da malattia al momento
dell’arruolamento in un trial clinico di vaccinazione peptidica in combinazione con DTIC. Sono
state analizzate popolazioni linfocitarie CD8+ isolate €X ViVo e caratterizzate mediante anticorpi
monoclonali che identificano 1’espressione in membrana di recettori specifici per i diversi stati
di attivazione linfocitaria (Naive, Memory, Effector, Effector-Memory). Tale analisi ha
dimostrato che il trattamento chemioterapico effettuato un giorno prima rispetto alla
vaccinazione ¢ in grado di espandere la popolazione CD8+ con fenotipo Effector-Memory,
definita come popolazione necessaria all’eventuale controllo della progressione tumorale.
Questi risultati sono stati utilizzati dalla Unita Operativa 1 per il disegno dello studio clinico
precedentemente descritto.

Poiché lo studio ex vivo delle popolazioni linfocitarie non permette di effettuare studi
funzionali che invece necessitano di un adeguato numero di linfociti antigene-specifici per poter
essere eseguiti, sono state standardizzate metodologie per I’espansione in vitro di linee antigene-
specifiche e, mediante colorazioni citofluorimetiche che utilizzano molecole HLA-tetrameriche
complessate con gli antigeni tumorali di interesse, ¢ stata analizzata la magnitudo di espansione
cellulare a diversi tempi durante il trattamento e, nei pazienti sopravviventi, nel follow-up
clinico successivo alla fine del trattamento.

Inoltre, mediante saggi di citotossicita si € dimostrato che la dacarbazina ¢ in grado di
indurre popolazioni che non solo sono antigene-specifiche ma, sono in grado di riconoscere
cellule tumorali esprimenti 1’antigene.

Infine, sono state messe a punto tecniche per la generazione di centinaia di cloni antigene-
specifici partendo dalle linee arricchite nella popolazione antigenica di interesse. Tali cloni sono
stati caratterizzati funzionalmente mediante saggi di [IFN-gamma ELISPOT e di citotossicita. In
particolare, ¢ stata analizzata la capacita litica nei confronti di differenti linee di melanoma con
un diverso fenotipo antigenico. L’avidita di tali cloni nei confronti dell’antigene tumorale
Melan-A ¢ stata caratterizzata mediante saggi di citotossicita su cellule presentanti 1’antigene
(APC) caricate con peptidi naturali (Melan-A 26-35) e modificati (Melan-A A27L) in diluizioni
di concentrazione decrescente. Dal sequenziamento delle catene beta e del CDR3 del TCR di
alcuni cloni rappresentativi ¢ stato dimostrato che 1’inoculo della dacarbazina prima della
vaccinazione ¢ in grado di diversificare il repertorio dei linfociti CD8+ Melan-A-specifici e che
tale diversificazione ¢ correlabile ad una migliore efficacia clinica della terapia.

Sono in corso studi di caratterizzazione immunoistochimica sul microambiente tumorale,
quando disponibile materiale bioptico, al fine di identificare un microambiente tumorale che
possa favorire 1’homing linfocitario (Dott. Natali). Tali studi potrebbero essere correlati con i
dati relativi ai profili genici indotti sui linfociti dai trattamenti chemioterapici, che suggeriscono
un ruolo della dacarbazina nell’up-regolazione di geni relati alla motilita e all’homing
linfocitario.

Il gruppo di ricerca della Dott.ssa Franzese dell’Universita Tor Vergata, afferente alla UOI1,
sta contribuendo all’identificazione di meccanismi funzionali attraverso i quali la dacarbazina
puo favorire la risposta immunitaria anti-tumore. In particolare, sta validando saggi specifici per
studiare la senescenza delle sottopopolazioni linfocitarie, quali TRAP Assay per lo studio
dell’attivita telomerasica, Western Blot e Immunoprecipitazione per lo studio della distribuzione
intracellulare di hTERT, RT e Real Time PCR per la misurazione dell’espressione di hTERT
mRNA, Flow-Fish per la determinazione della lunghezza dei telomeri.
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Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.

Tabellal. Articolazione del progetto Applicazione della chemioterapia alla rimodulazione della
rispostaimmune antitumorale: studio dei meccanismi e “proof of concept” nell'uomo
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IDENTIFICAZIONE DI MARCATORI

PER LA PREDIZIONE DELLA RISPOSTA

A NUOVI FARMACI ANTITUMORALI (INIBITORI

DI HDAC, TIROSINO CHINASI E POMPE IONICHE)

Pier Giuseppe Pelicci
Dipartimento di Oncologia Sperimentale, Istituto Europeo di Oncologia, Milano

Base di partenza e razionale

L’obiettivo della nuova medicina molecolare ¢ la definizione degli specifici difetti genetico-
molecolari di un determinato tumore per il disegno di farmaci appropriati ed esempi sono gia
ampiamente disponibili nella pratica clinica cosi come I’identificazione di profili di espressione
genica capaci di costituire signature di sensibilita/resistenza ai diversi trattamenti. Alcuni nuovi
farmaci antitumorali mostrano particolare interesse per le prospettive di identificazione di
marcatori per la predizione delle risposte in pazienti incologici:

Inibitori delle tirosino-chinasi

In base alla considerazione che enzimi tirosin chinasici sono coinvolti in pathway di
proliferazione e sopravvivenza cellulare e che varie protein chinasi hanno un ruolo
regolatorio in tali processi, I’inibizione di queste attivitd enzimatiche, attivate in modo
aberrante in diversi tipi di tumore, rappresenta un nuovo ed estremamente promettente
approccio con differenti opportunita terapeutiche con il quali interferire a diversi livelli
sulla patofisiologia della cellula tumorale. Tra i recettori ad attivita tirosin-chinasica
quelli piu studiati, definibili come upstream target, appartengono alla famiglia EGFR
(EGFR, HER-2/neu, HER-3), VEGFR (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), PDGFR (KIT,
PDGFRA, PDGFRB), mentre altri possibili bersagli terapeutici sono costituiti dalle
molecole effettrici di tali recettori (downstream targets perché a valle della cascata indotta
dall’interazione tra fattore di crescita e recettore), tra cui Ras/Raf-MEK/Erk, BRAF,
PI3K/Akt, PTEN, Ret. Proprio in relazione al loro ruolo fondamentale nella trasduzione
del segnale mitogenico e quindi nei processi di proliferazione e differenziamento cellulare
cosi come nell’attivazione dell’angiogenesi, i recettori ad attivita tirosin-chinasica sono
stati oggetto di un’intensa ricerca, finalizzata all’identificazione di molecole in grado di
interferire sulla loro attivitd in modo specifico. A tutt’oggi diversi sono gli inibitori
tirosin-chinasici, sia recettoriali che citoplasmatici, utilizzati in clinica nel trattamento di
neoplasie solide e sistemiche. Generalmente si tratta di anticorpi monoclonali che legano
la porzione extracellulare del recettore inibendone I’interazione col ligando (gefitinib nel
caso di EGFR, trastuzumab nel caso di HER-2, IMC-1C11 nel caso di VEGFR) o
impedendone la dimerizzazione (come nel caso di pertuzumab per HER-2) e di piccole
molecole capaci di inibire l’attivita enzimatica delle tirosin-chinasi (come nel caso
dell’imatinib per la proteina di fusione ad attivita tirosin-chinasica BCR/ABL nella
leucemia mieloide cronica).

Inibitori delle istone-deacetilasi
Le deacetilasi (HDAC) e le acetil-transferasi (HAT) istoniche influenzano la struttura
della cromatina e modulano D’attivita di diverse proteine non istoniche implicate nella
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regolazione di differenti funzioni cellulari. Ad oggi nell’'uomo sono state identificate 18
HDAC, che sono state raggruppate in tre classi. La classe I, a cui appartengono HDACI,
HDAC2, HDAC3 e HDACS, ¢ ubiquitaria ed ¢ implicata nella patogenesi di numerosi
tumori. La sperimentazione clinica di inibitori delle HDAC ha condotto recentemente il
primo inibitore di HDAC (il SAHA) alla registrazione per 1’utilizzo nella terapia di alcuni
linfomi a cellule T. Gli attuali inibitori delle deacetilasi istoniche in sperimentazione
clinica (incluso il SAHA) mostrano tutti una certa tossicita e una bassa selettivita per i
diversi isoenzimi HDAC. Uno di questi inibitori (I’acido valproico o VPA) ¢ da diversi
decenni in uso come farmaco antiepilettico, a dosi che nei pazienti neurologici non sono
pero sufficienti ad inibire HDAC. 11 VPA ¢ un inibitore specifico per la classe 1 di
HDAC, e potrebbe quindi rappresentare un farmaco selettivo per la sottofamiglia di
HDAC maggiormente coinvolta nella tumorigenesi.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

L’obiettivo di questo programma di ricerca ¢ 1’identificazione di marcatori biologici e
molecolari di predizione della risposta clinica ad alcuni dei farmaci molecolari disponibili:
inibitori di istone-deacetilasi, HDACi (VPA e SAHA); inibitori delle tirosino chinasi, TKi
(herceptin e imatinib); inibitori delle pompe ioniche (Proton Pump Inhibitors, PPI) in
selezionati tipi di tumore (tumori della mammella, melanomi, leucemie mieloidi e glioblastomi).
I tumori che verranno inseriti nello studio verranno caratterizzati per 1’espressione del bersaglio
e, ove appropriato, per il suo stato di attivazione o per la presenza di alterazioni genetiche. La
sensibilita ai farmaci molecolari selezionati verra analizzata sia sul bulk delle cellule tumorali
che su colture di cellule staminali dello stesso tumore.

Lo studio verra eseguito utilizzando modelli pre-clinici di neoplasia: i) modelli animali,
comprendenti topi transgenici (leucemie mieloidi acute ottenute mediante transgenizzazione
delle proteine di fusione PML-RAR e AMLI1-ETO; leucemia mieloide cronica esprimente bcr-
abl; tumore mammario esprimente erbB2; melanomi sovraesprimenti B-Raf) e xenotrapianti dei
corrispondenti tumori umani in topi immunodeficienti; ii) Campioni umani, comprendenti
colture primarie di tumore (es. cellule epiteliali mammarie e di melanoma), colture di cellule
tumorali staminali (mammosfere, neurosfere, melanosfere e LTC-IC) e campioni bioptici dagli
stessi tumori.

L’attivita sperimentale sara articolata in tre fasi:

— Fase 1: Valutazione della attivita biologica (crescita cellulare, apoptosi, senescenza, ciclo
cellulare), biochimica (effetto sulle vie di segnalazione downstream allo specifico
bersaglio molecolare: HDAC, TK, pompe ioniche) e molecolare (profili di espressione) di
ciascun farmaco nelle varie colture primarie di tumore e nei modelli murini transgenici
disponibili. Tali studi condurranno all’identificazione di bersagli critici della risposta e/o
potenziali marcatori.

— Fase 2: Valutazione dell’espressione dei marcatori di risposta nelle biopsie dei tumori,
mediante ibridazione in situ e immunoistochimica.

— Fase 3: Validazione dell’efficacia predittiva dei marcatori selezionati mediante studi
correlativi su xenotrapianti di tumori umani. Se questo programma di ricerca condurra
all’identificazione di marcatori di risposta ai farmaci molecolari studiati, programmiamo
I’esecuzione di uno studio clinico pilota (carcinomi metastatici della mammella trattati
con VPA). Infine, verranno condotti studi preliminari per la caratterizzazione del
bersaglio molecolare di nuovi farmaci (ET-43) potenzialmente attivi nei confronti di
liposarcomi esprimenti la proteina di fusione FUS-CHOP.
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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

L’obiettivo di questo programma di ricerca ¢ 1’identificazione di marcatori biologici e
molecolari di predizione della risposta clinica ad alcuni dei farmaci molecolari disponibili:
inibitori di istone-deacetilasi, HDACi (VPA e SAHA); inibitori delle tirosino chinasi, TKi
(herceptin e imatinib); inibitori delle pompe ioniche (PPI) in selezionati tipi di tumore (tumori
della mammella, melanomi, leucemie mieloidi e glioblastomi). Il nostro approccio coinvolge,
per vari tipi di tumore, la caratterizzazione del bersaglio terapeutico (espressione, stato di
attivazione e presenza di alterazioni genetiche) e la loro sensibilita ai Farmaci Molecolari
selezionati. La sensibilita viene valutata sia in vivo, utilizzando modelli animali (topi transgenici
e xenotrapianti in topi immunodeficienti), che in vitro, utilizzando sia il bulk delle cellule
tumorali che colture di cellule staminali dello stesso tumore. Nella prima fase di questo studio
abbiamo condotto i seguenti esperimenti:

1. HDACI e Nutline in tumori mammari e melanomi

Abbiamo riscontrato una correlazione tra stato di acetilazione degli istoni e sensibilita al
trattamento con HDACi in vitro e stiamo effettuando profili di espressione per
identificare signature predittive di risposta. In parallelo, stiamo mettendo a punto
protocolli per il silenziamento selettivo delle varie HDAC. Per quello che concerne la
valutazione di HDACi su modelli animali, stiamo lavorando con topi transgenici MMTV-
ErbB2/neu e mettendo a punto i vari saggi sperimentali. Esperimenti in vitro
(mammosfere) e in vivo (trapianto) con cellule staminali tumorali (BCSCs) provenienti da
tumori MMTV-ErbB2/neu hanno evidenziato un arricchimento delle cellule staminali
rispetto al tessuto mammario sano, un fenotipo dipendente dall’inattivazione di p53.
Tramite 1’utilizzo di Nutlin3, un composto chimico che determina un accumulo di p53,
siamo stati in grado di revertire la cinetica di divisione tra BSC normali e tumorali.
Useremo questo modello sperimentale per studiare anche HDACi. Stiamo infine
mettendo a punto modelli sperimentali per testare 1’attivita di HDACi nel melanoma.
Abbiamo generato e caratterizzato 20 colture primarie di melanoma. Dallo stesso
campione bioptico abbiamo analizzato la capacita di alcune cellule di crescere in
sospensione formando sferoidi (cellule staminali e progenitori non differenziati). Sedici
campioni hanno formato sferoidi, mentre 4 sono stati in grado di formare solo colture di
cellule aderenti.

2. Trabectedin nei liposarcomi mixoidi
Trabectedin ¢ un nuovo farmaco attivo nei liposarcomi mixoidi, caratterizzati dal
trascritto di fusione FUS-CHOP. Per validare [’ipotesi che il Trabectedin agisca
bloccando la capacita transattivante del trascritto FUS-CHOP stiamo studiando due linee
cellulari di liposarcoma e sei linee umane stabilizzate come xenograft in animali
immunodeficienti.

3. Regolazione farmacologica della famiglia p53/p63/p73
Abbiamo caratterizzato la regolazione dell’espressione dei componenti della famiglia di
p53 (p63 e p73), la regolazione della ligasi Itch, coinvolta nella loro degradazione e
alcuni composti chimici che possono inibire I’attivita di quest’ultima. Abbiamo
dimostrato che Itch € una proteina stabile, e che la via degradativa proteasoma-dipendente
non ¢ implicata nella regolazione dei suoi stessi livelli endogeni.
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4. Recettori ad attivita tirosin-chinasica in sarcomi alveolari, tumori maligni delle guaine
nervose periferiche, mesoteliomi e cordomi
Abbiamo stabilizzato una linea cellulare di mesotelioma in grado di crescere in vitro e di
generare tumori nel topo nudo che utilizzeremo per la caratterizzazione dei pathway
rilevanti ai fini terapeutici (analisi mutazionale dei geni EGFR, PDGFRA, PDGFRB,
PI3K, PTEN, RAS e RAF, del loro livello di espressione e stato di attivazione). Negli
adenocarcinomi polmonari, abbiamo dimostrato la attivazione costitutiva di recettori del
PDGF, non dovuta a mutazioni genetiche.

5. Identificazione di pazienti responsivi a trattamenti con inibitori di tirosin-chinas
E stata identificata nei GIST una nuova mutazione attivante il recettore c-KIT (c-
KITL576P) associata a mancata risposta ad imatinib. L’analisi biochimica del tumore
residuo dopo trattamento ha mostrato 1’incapacitd di imatinib di inibire la
autofosforilazione di ¢-KIT indotta dalla mutazione.

6. Indolinoni e RET
Un inibitore della serie indolinoni RPI-1 inibisce la capacita proliferativa e invasiva delle
cellule tumorali attraverso attivitd multitarget. Nell’ambito di questa classe ¢ stata
identificata una nuova serie di inibitori di RET che agiscono attraverso una differente
modalita di interazione con il sito di legame dell’ ATP della chinasi.

7. Inibitori di pompa protonica (PPI), melanoma e osteosarcoma
Sono in corso studi clinici in pazienti con melanoma e osteosarcoma per valutare la
capacita chemosensibilizzante dei PPI, ed ¢ in attivazione un protocollo di trattamento su
pazienti con carcinoma mammario recidivato.

8. HDACI e glioblastomi
Abbiamo confermato su 71 linee primarie di glioblastoma (GBM) 'upregolazione di
Enhancer in Zeste 2 (EZH2), un gene del gruppo Polycomb gia coinvolto in tumorigenesi.
L’analisi dell’espressione viene correntemente eseguita in cellule tumorali che crescono
come neuro sfere (NS) o come cellule aderenti (AC) (EZH2 ¢ sempre piu espresso nelle
NS). In un sottogruppo di GBM in cui era disponibile 1’informazione sulla sopravvivenza
complessiva (n=44) abbiamo potuto verificare che essa ¢ significativamente inferiore
quando il GBM forma NS in vitro (p<0,01). Abbiamo inoltre verificato che solo le NS,
ma non le AC, esprimono livelli misurabili di CD133, un gene espresso in cellule
staminali neurali. Sono iniziati gli esperimenti di trattamento con SAHA, un inibitore
delle istone deacetilasi (HDAC), allo scopo di valutare la efficacia del SAHA nel limitare
la proliferazione cellulare e il suo effetto su EZH2. Alla concentrazione 2 microM SAHA
era capace di impedire la formazione di nuove NS e provocare 1’adesione o la morte delle
cellule in coltura. A tale concentrazione anche 1’espressione di EZH2 ¢ nettamente
diminuita.
9. Rai eglioblastomi

Abbiamo dimostrato che la proteina Rai ¢ espressa nel 60% dei glioblastomi esaminati.
L’espressione di Rai all’interno del tumore ¢ disomogenea: Rai ¢ sempre espresso invece,
ad elevati livelli, nelle neurosfere tumorali isolate. Abbiamo dimostrato che Rai regola la
capacita migratoria delle neurosfere isolate da glioblastomi umani e il loro potenziale
tumorigenico in vivo, suggerendo che la ridotta capacita migratoria delle neurosfere
tumorali in assenza di Rai possa determinare tumori intracranici con ridotte caratteristiche
diffusive e infiltrative.
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potenziali strategie terapeutiche innovative in grado di ridurre i livelli di espressione di CXCR4
sulle CSC, quindi potenzialmente di ridurre la capacita invasiva, e il processo di homing delle
CSC nella “nicchia” metastatica attraverso identificazione e sintesi di specifici antagonisti
peptidici e/o piccole molecole.

Il progetto proposto indichera un nuovo approccio terapeutico inibendo 1’asse del CXCR4.
Inoltre, I’identificazione di un nuovo bersaglio terapeutico potrebbe essere rapidamente
trasferita in studi clinici con inibitori del CXCR4.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Obiettivi del progetto sono:

1. Valutare I’espressione di chemochine e relativi recettori in neoplasie solide e in
leucemie acute mieloidi per identificare pattern di espressione. Saranno condotti anche
studi nel carcinoma prostatico (in vitro) sia nel modello murino di sviluppo spontaneo
del carcinoma prostatico TRAMP.

2. Valutare il ruolo dei recettori delle chemochine nelle cellule staminali tumorali. CSC—
CXCR4 positive verranno isolate e analizzate per capacita proliferativa, di adesione e di
migrazione delle diverse sotto-popolazioni di cellule staminali. In saggi in vivo verra
invece prevalentemente valutata la capacita metastatica delle due sottopopolazioni
cellulari. Infine analizzare retrospettivamente la correlazione tra espressione di CXCR4
sulle cellule staminali e la prognosi dei pazienti.

3. Sintetizzare specifici inibitori dei recettori per chemochine o di chemochine.
Innanzitutto  D’obiettivo sard quello di sintetizzare analoghi di natura
peptidica/peptidomimetica del ligando endogeno, rispetto al quale risultino piu stabili
alla degradazione enzimatica in vivo e in grado di essere irrigiditi nella conformazione
idonea all’interazione con il recettore prescelto mediante 1’introduzione di strutture
cicliche nel backbone peptidico, nonché con I’introduzione di aminoacidi non naturali
dotati di catene laterali la cui topologia ¢ in grado di incrementare 1’affinita verso il
sistema recettoriale.

4. Valutare Deffetto in vitro di inibitori del CXCR4 su blasti leucemici di LAM
overesprimenti il CXCR4. In particolare, utilizzando modelli in vitro d’interazione fra
cellule leucemiche e cellule stromali 0 molecole della matrice extracellulare, si cerchera
di valutare se I’inibizione del CXCR4 sia in grado di modificare la risposta ai
chemioterapici anti-leucemici. Questi studi verranno anche estesi a modelli in vivo.

5. Effettuare la validazione biologica delle molecole prodotte. In particolare i composti
verranno testati per tossicita in un sistema cellulare in vitro e successivamente in vivo.

6. Eseguire sintesi, purificazione e analisi di complessi metallici coniugati a molecole di
natura peptidica.

7. Utilizzare possibilmente in Studi Clinici di Fase I le molecole validate, nonché eventuali
terapie basate sull’'uso combinato di trattamenti tradizionali (chemioterapia, terapie anti-
angiogenesi, ecc) e nuove molecole selezionate.

8. Allestire studi clinici basati sul valore prognostico attribuito ai pattern di espressione dei
recettori delle chemochine sulle cellule staminali tumorali.
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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Nel corso del primo anno di attivita la percentuale di cellule esprimenti il recettore CXCR4
in melanoma metastatico ¢ nella relativa popolazione staminale tumorale sono stati valutati.
Cellule tumorali CXCR4+ mostrano una maggiore capacitd migratoria in saggi in vitro rispetto
alle cellule CXCR4-. Sono in corso esperimenti in Vivo nei quali, attraverso un sistema di
imaging in vivo, verranno valutate lesioni a distanza. Evidenze iniziali dimostrano in vivo
I’equivalenza tra le due popolazioni cellulari in termini di capacita tumorigenica.

Meccanismi molecolari di regolazione dell’espressione del recettore CXCR4 e dell’attivita
del signaling a valle dello stesso sono stati valutati in cellule tumorali. I dati piu significativi
concernono a) I’identificazione di un meccanismo di regolazione dell’espressione di CXCR4 da
parte del miR146a, la cui espressione ¢ a sua volta regolata da un fattore di trascrizione noto
come PLZF (Labbaye C, 2008); e b) la scoperta di un meccanismo di regolazione mediato dal
miR-219 su una glicoproteina nota come CD164 che si associa al recettore CXCR4 in seguito
alla sua stimolazione. Come per il CXCR4, i livelli di espressione di CD164 aumentano con
I’avanzamento del tumore, almeno nel melanoma. CD164 ¢ espresso nei melanomi primari ma i
suoi livelli incrementano nei melanomi metastatici. L’inibizione dell’espressione di CD164 in
Vitro ¢ associata ad una ridotta capacita di migrazione.

CXCR4 ¢ iperespresso in cellule tumorali farmaco-resistenti rispetto alle corrispondenti
cellule parentali. Questo risultato si riferisce ad una linea tumorale di melanoma, ma ¢ analogo a
quanto riscontrato su blasti leucemici di leucemia mieloide acuta. I risultati inibenti la
migrazione in Vitro ottenuti somministrando a concentrazioni subcitotossiche un peptide
sintetico, il cicloTyrinv, sembrano incoraggianti.

Peptidi inibenti il recettore CXCR4 sono stati realizzati attraverso un Rationale Design
basato sulla omologia strutturale identificata tra la struttura del CXCL12 e vMIPII, una
chemochina prodotta dall’herpes virus-Kaposi associato. Essendo stato dimostrato che 1’N-
terminale sia di vMIP-II che di SDF-1a ¢ sufficiente per il legame al CXCR4 e per esplicare
I’attivita fisiologica della chemochina (agonista per SDF-1 o e antagonista per vMIP-II), ¢ stata
progettata una nuova famiglia di ligandi di CXCR4 .Tali peptidi sono stati sintetizzati e studi
funzionali sono in corso per valutare la possibile funzione biologica inibitoria nei confronti del
recettore CXCRA4. I saggi funzionali prevedono saggi di inibizione di migrazione, inibizione del
legame di specifici anticorpi fluorescenti contro il recettore CXCR4, inibizione dell’induzione
del P-Erk ligando indotta e inibizione del rilascio del calcio. Peptidi selezionati verranno poi
testati per il binding specifico al recettore attraverso test di spiazzamento del ligando marcato.
Tali saggi realizzati su linee cellulari leucemiche (CEM) e linee epiteliali di melanoma (PES 43)
hanno permesso di identificare 4 peptidi candidati inibenti CXCR4.

Preliminari studi in vivo hanno valutato il modello delle metastasi polmonari indotte delle
cellule di melanoma B16 nel sistema dei topi C57BIl. Metastasi polmonari sono state verificate
attraverso valutazione post sacrificio. Sono in corso di definizioni possibili rilevazioni attraverso
metodiche di imaging attraverso sonde fluorescenti, TC-PET dedicate ai piccoli animali e
metodiche di RMN.

Possibile ruolo diagnostico del recettore CXCR4 nei gliomi ¢ stato descritto; 1’espressione
del CXCR4 discriminava tra astrocitoma di secondo grado e astrocitomi anaplastici e
glioblastoma multiforme. Inoltre, I’analisi quantitativa delle aree peritumorali nelle immagini
MR pesate in T2, sembravano correlare con i livelli di espressione di CXCR4.

La valutazione di parametri M in relazione alla crescita di un modello di glioblastoma umano
ottenuto dall’impianto intracerebrale di cellule U87 nel topo nudo ¢ in corso. La crescita
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tumorale ¢ stata valutata mediante immagini MR pesate in T1 dopo somministrazione di
Gadolinio e in T2.

Verranno inoltre valutate, in vitro e in vivo, le potenziali attivita terapeutiche di antagonisti
di come AMD3100 e di peptidi inibitori, sintetizzati dall’Istituto Tumori Pascale di Napoli.

Analisi dell’espressione di CXCR4 in biopsie di tumore e su modelli in vivo di neoplasia
prostatica (TRAMP) ¢ in corso. Sieri ¢ apparato urogenitale da topi TRAMP e wild type (WT)
di differenti eta sono stati raccolti. Lesioni PIN insorgono gia alla V/VI settimana di vita.
Intorno alla settimana 11-12, quando gli animali sviluppano tolleranza verso antigeni tumore
associati le lesioni PIN hanno invaso quasi tutti gli acini prostatici. Un franco adenocarcinoma e
la possibilita di metastasi ai linfonodi paraortici ¢ caratteristica di topi di oltre 20 settimane di
vita. In una percentuale variabile di topi TRAMP di questa eta (5-20%) si sviluppa una
neoplasia prostatica neuroendocrina, particolarmente insensibile agli androgeni e con alte
potenzialita metastatiche ad organi viscerali.

A breve inizieranno le analisi in immunoistochimica e citofluorimetria per valutare
I’espressione di CXCR4/SDF1 sulle cellule neoplastiche e stromali nel modello TRAMP.
Contemporanecamente saranno condotte analisi su preparati istologici umani di neoplasie
prostatiche.

Le CSC sono state isolate da tessuto prostatico sano e da lesioni neoplastiche TRAMP in
differenti stadi (da PIN a tumore neuroendocrino). Sono state quindi isolate una linea di cellule
staminali da prostata murina sana e almeno 4 linee di CSC da lesioni PIN, adenocarcinoma e
tumore neuroendocrino. Mentre la linea di cellule staminali prostatiche da topo WT non ¢ stata
in grado di generare tumore se inoculate in topo immunodeficiente, le linee di CSC fino ad oggi
valutate sono state in grado di generare tumori sia ortotopici sia sottocutanei.

L’analisi citofluorimetrica delle CSC ha mostrato una scarsa espressione di CXCR4 (<10%)),
apparentemente non modificabile dai successivi passaggi in vitro. Espressione di chemochine e
loro recettori verra valutata su cellule tumorali differenziate, ottenute mediante coltura delle
sfere in condizioni differenzianti oppure direttamente sulle cellule tumorali ottenute dalla
dissociazione di campioni tumorali freschi. La valutazione retrospettiva sulle cellule staminali
tumorali di CXCR4 e altre chemochine, permettera di definire il valore predittivo del pattern di
espressione di CXCR4, da solo o in associazione, sulla formazione di metastasi.

Le concentrazioni degli intermedi del metabolismo della fosfatidilcolina (PC), in particolare
la fosforilcolina (PCho) e glicerofosforilcolina (GPC), possono rappresentare biomarcatori
metabolici della risposta al trattamento (proliferazione cellulare, apoptosi e sopravvivenza,
angiogenesti).

Nel primo anno abbiamo studiato le variazioni quantitative dei metaboliti colinici in modelli
in vitro di cellule linfoblastoidi umane (CEM) private di siero e poi ristimolate con siero fetale
(10%), oppure con chemochina SDF-1 a. Dati preliminari mostrano che i livelli intracellulari di
PCho aumentavano significativamente in cellule private di siero rispetto alle cellule di controllo
in presenza di siero. La riesposizione al siero (10%) o alla sola chemochina SDF1- a, induceva
livelli di PCho a valori basali. Risultati preliminari hanno inoltre indicato che le cellule trattate
con AMD3100 presentavano un contenuto intracellulare di PCho intermedio tra cellule di
controllo e cellule deprivate di siero.

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.
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Tabellal. Articolazione del progetto Recettori per chemochine come marcatori biologici
e molecolari di risposta clinica e target terapeutico

Proponente uo Gruppi di ricerca afferenti Responsabile
(Coodinatore del (ente di appartenenza: scientifico del gruppo
progetto) responsabile)
Pascale Alfredo Siani
Pascale Stefania Scala
Pascale Vinc_en_zo Rosario
uo1l laffaioli
(Pascale: Stefania Scala) Pascale Paolo del Rio
Pascale Claudio Arra
CNR Pietro Omodeo
Pascale CNR Stefania de Luca
(Stefania Scala) Uo2 ISS Alessandra Caré
ISS Ugo Testa

(ISS: Ruggero

) . ISS Franca Podo
Marchiano De Maria,
) ISS Giuseppe Arancia
HSR Matteo Bellone
uo3 HSR Rossella Galli

(HSR: Matteo Bellone) TSR Claudio Doglioni

Pubblicazioni conseguite nell’ambito del progetto

11 presente progetto ha prodotto in questo primo anno di attivita le seguenti pubblicazioni:

1. Felicetti F, Errico MC, Bottero L, Segnalini P, Stoppacciaro A, Biffoni M, Felli N, Mattia G,
Petrini M, Colombo MP, Peschle C, Caré A. The promyelocytic leukemia zinc finger-microRNA-
221/-222 pathway controls melanoma progression through multiple oncogenic mechanisms.
Cancer Res2008;68(8):2745-54.

2. Felicetti F, Errico MC, Segnalini P, Mattia G, Car¢ A. MicroRNA-221 and -222 pathway controls
melanoma progression. Expert Rev Anticancer Ther 2008;8(11):1759-65.

3. Labbaye C, Spinello I, Quaranta MT, Pelosi E, Pasquini L, Petrucci E, Biffoni M, Nuzzolo ER,
Billi M, Foa R, Brunetti E, Grignani F, Testa U, Peschle C. A three-step pathway comprising
PLZF/miR-146a/CXCR4 controls megakaryopoiesis. Nat Cell Biol 2008;10(7):788-801.
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SVILUPPO DI NUOVE TERAPIE NEI SARCOMI
MUSCOLOSCHELETRICI: IMMUNOTERAPIA
E TARGET TERAPIA A CONFRONTO

Piero Picci
Dipartimento di Oncologia Muscoloscheletrica, Istituti Ortopedici Rizzoli, Bologna

Base di partenza e razionale

I sarcomi muscoloscheletrici rappresentano un gruppo di tumori relativamente rari per i quali
esiste una grandissima esigenza di nuovi schemi di trattamento che associno ad una piu elevata
probabilita di guarigione anche effetti di tossicita collaterale a lungo termine ridotti rispetto a
quelli delle terapie antitumorali usate correntemente.

Al fine di raggiungere questo scopo, si possono prendere in considerazione diversi approcci
terapeutici innovativi tra cui 1’utilizzazione di anticorpi monoclonali, che sta assumendo in
questi ultimi anni un ruolo di primo piano nel trattamento di tumori solidi precedentemente
considerati incurabili. Cio ¢ dovuto ad una serie di fattori che includono elevata efficacia e
buona tollerabilita dell’immunoterapia, se comparata con analoghi trattamenti antitumorali.
Inoltre, dai dati presenti in letteratura e derivanti da numerose sperimentazioni cliniche, risulta
evidente che la buona risposta al trattamento basato sulla sola somministrazione dell’anticorpo
monoclonale in pazienti affetti da tumori solidi metastatici (es. Herceptin-Genentech, per il
carcinoma mammario metastatico HER-2/neu+; Herbitux- ImClone e Avastin-Genentech, per il
carcinoma metastatico colorettale) diventa eccellente se combinata con chemioterapie
specifiche. Alla luce di queste osservazioni e considerando la natura estremamente aggressiva
dei sarcomi muscoloscheletrici, emerge la necessita di verificare se un’immunoterapia
combinata con la somministrazione di chemioterapici specifici sia una strategia di cura efficace
e sufficientemente sicura.

Nel corso della prima fase di questo progetto verranno quindi valutate in parallelo le
potenzialita di tre diversi approcci immunoterapeutici indirizzati contro le molecole CD99 e
Fibronectina, oltre che contro il proteoglicano NG2. Simultaneamente, si analizzera 1’efficacia
preclinica di un nuovo agente antitumorale di recente sintesi, il 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-
4-ylthio)texano (NBDHEX), diretto contro 1’enzima glutatione trasferasi, coinvolto nella
detossificazione dei principali farmaci utilizzati nei regimi di polichemioterapia dei tumori
muscoloscheletrici, che € risultato essere molto attivo in diverse linee cellulari di tumori umani.

Sulla base dei risultati ottenuti nella prima fase (primi 24 mesi) del programma di ricerca, la
seconda parte dello studio (25-36 mesi) prevedera lo sviluppo dell’approccio che ha dato i
migliori risultati preclinici (con produzione in GMP — Good Manufacturing Practice —, se e
dove necessario) oltre che il completamento degli studi tossicologici e di farmacocinetica al fine
di arrivare, al termine del progetto, ad avere tutti i prerequisiti per avviare uno studio clinico di
fase I-1I nei sarcomi muscoloscheletrici.

L’articolazione del programma di ricerca in due fasi distinte e successive, delle quali la
prima ¢ propedeutica alla seconda, consentira di finalizzare le risorse dell’ultimo anno del
progetto alla strategia terapeutica risultata piu promettente e con le migliori caratteristiche di
attuazione in uno studio clinico controllato di fase I-II.
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Inoltre, un ulteriore valore aggiunto di questo progetto ¢ rappresentato dal fatto che le
diverse UO coinvolte sono altamente specializzate nello studio dei sarcomi muscoloscheletrici
e/o nei vari campi d’indagine previsti dal programma di ricerca, da cui ne consegue un’elevata
complementarieta delle rispettive conoscenze e competenze.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Obiettivi del progetto sono:

— Generazione di un anticorpo umano specifico per CD99 utilizzabile clinicamente

selezione di anticorpi monoclonali ricombinanti umani in forma di single chain
fragment variable (scFv) diretti verso epitopi extracellulari del CD99;

aumento dell’affinita degli scFv—CD99 specifici per mezzo di processi di
maturazione e generazione di minianticorpi divalenti e/o di IgG intere mediante
ingegneria genetica;

analisi in vitro e in vivo per valutare ’efficacia antitumorale degli anticorpi isolati e
per verificarne la potenziale applicabilita terapeutica e le interazioni con i piu
comuni chemioterapici.

— Valutazione pre-clinica dell’ efficacia di NBDHEX

analisi dell’efficacia in vitro di NBDHEX e delle interazioni con i chemioterapici
convenzionali;

analisi del meccanismo di morte cellulare indotto dal trattamento con NBDHEX;
analisi dell’efficacia in vivo (nell’animale da esperimento) di NBDHEX, usato sia
come farmaco singolo che in associazione ai chemioterapici convenzionali. Tali analisi
saranno anche volte ad identificare il profilo farmacocinetico e gli effetti di tossicita
collaterale di NBDHEX per una eventuale pianificazione di studi di fase I-II.

— Definizione del significato prognostico e terapeutico del proteoglicano NG2

valutazione della capacita di NG2 di predire la presenza di metastasi occulte e/o
I’evoluzione metastatica del tumore;

delucidazione dei meccanismi cellulari e molecolari tramite i quali NG2 controlla
I’interazione cellula tumorale-microambiente ospite;

selezione di sequenze peptidiche di NG2 in grado di indurre una risposta
immunologica citotossica in topi NOD-SCID “umanizzati”, utilizzabili per
pianificare sperimentazioni cliniche di fase I-II.

— Definizione dell’ efficacia di anticorpi umani ricombinanti contro il dominio EDB della
Fibronectina

studio immunoistochimico dell’espressione di EDB in sarcomi muscoloscheletrici
umani e in modelli sperimentali murini;

studi preclinici di terapia con TNF-alpha coniugato ad anticorpo anti-EDB in almeno
tre diversi modelli murini di sarcomi muscoloscheletrici;

sul modello nel quale si saranno ottenuti i risultati migliori, completamento degli
studi in vitro e in vivo per la pianificazione di studi clinici di fase I-II.
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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Nel corso della prima fase di questo progetto sono state valutate, in parallelo, le potenzialita
di tre diversi approcci immunoterapeutici indirizzati contro le molecole CD99 e Fibronectina,
oltre che contro il proteoglicano NG2. Simultaneamente, ¢ stata analizzata |’efficacia preclinica
di un nuovo agente antitumorale di recente sintesi, il 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-ylthio)
hexanol (NBDHEX), diretto contro 1’enzima glutatione-S trasferasi, coinvolto nella
detossificazione dei principali farmaci utilizzati nei regimi di polichemioterapia dei tumori
muscoloscheletrici.

Le varie UO/Gruppi di Ricerca del progetto si sono integrate per effettuare e sviluppare gli
studi inerenti agli approcci terapeutici sopra menzionati come segue:

— 1 gruppi di ricerca IOR-Scotlandi, IST-Borsi, CBA-Zardi, ISS-Cianfriglia e INT-Colombo
si sono integrati per quanto riguarda il targeting immunoterapeutico dell’antigene di
membrana CD99, al fine di generare un anticorpo umano CD99-specifico e, dopo
identificazione di un modello animale adeguato, valutarne gli effetti di tossicita
collaterale in vivo, in particolare a carico delle cellule del sangue perifierico e della
popolazione staminale del midollo osseo.

— 1 gruppi di ricerca IOR-Serra e UniRoma-Caccuri hanno cooperato per la parte del
programma di ricerca inerente la valutazione pre-clinica e la definizione delle potenzialita
terapeutiche di NBDHEX, in particolare per quanto riguarda I’efficacia in vitro e le
interazioni con i farmaci chemioterapici convenzionali di questo agente antitumorale e
per definirne le basi biomolecolari dell’interazione con le glutatione trasferasi umane.

— 1 gruppi di ricerca UniParma-Perris e IOR-Benassi si sono occupati del targeting
immunoterapeutico del proteoglicano NG2, al fine di definire il ruolo di questa
macromolecola nell’insorgenza di metastasi, consolidarne il valore prognostico e
predittivo e identificare sequenze immunodominanti da riprodurre come vaccini peptidici
in sostituzione di anticorpi anti-idiotipo, gia clinicamente sperimentati su pazienti con
melanoma.

Tutte queste attivita di ricerca proseguiranno nel 2° anno del progetto, al termine del quale,
in base alle evidenze ottenute, sara selezionato 1’approccio risultato come piu promettente per
un potenziale trasferimento nella pratica clinica, sul quale verranno focalizzati i successivi 12
mesi di attivita di ricerca.

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.
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Tabellal. Articolazione del progetto Sviluppo di nuove terapie nei sarcomi muscoloscheletrici:

immunoterapia e target terapia a confronto

Proponente uo Gruppi di ricerca afferenti Responsabile
(Coodinatore del (ente di appartenenza: scientifico del gruppo
progetto) responsabile)
IOR Katia Scotland
IOR Massimo Serra
INT Mario Colombo
Centro di Biotecnologie Luciano Zardi
uo1 Avanzate (CBA), Genova
IOR (IOR: Piero Picci) ISTGE Laura Borsi
(Piero Picci) ISS Maurizio Cianfriglia
Universita “Tor Vergata” Anna Maria Caccuri
(Dipartimento di Scienze e
Tecnologie Chimiche)
uo2 Universita di Parma Roberto Perris

(CRO: Roberto Perris)

IOR

Maria Serena Benassi

Pubblicazioni conseguite nell’ambito del progetto

11 presente progetto ha prodotto in questo primo anno di attivita le seguenti pubblicazioni:

1. Benassi MS, Pazzaglia L, Chiechi A, Alberghini M, Conti A, Cattaruzza S., Wassermann B.,
Picci P., Perris R. NG2 expression predicts the metastasis formation in soft-tissue sarcoma

patients. J Orthop Res2009;27(1):135-40.

2. Pasello M, Michelacci F, Scionti I, Hattinger CM, Zuntini M, Caccuri AM, Scotlandi V, Picci P,
Serra M. Overcoming glutathione S-transferase P1-related cisplatin resistance in osteosarcoma.

Cancer Res2008;68:6661-8.
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TERAPIE BIOLOGICHE COMBINATE
E PERSONALIZZATE NEI TUMORI SOLIDI:
STUDI DI FASE I-I

Giorgio Parmiani
Fondazione Centro San Raffaele del Monte Tabor, Milano

Base di partenza e razionale

Precedenti studi hanno dimostrato che 1I’immunoterapia, mentre induce frequenti risposte
biologiche nei pazienti trattati, raramente influenza la storia naturale del tumore. Esistono altri
approcci terapeutici che, pur avendo da soli un’efficacia limitata, hanno la potenzialita di
amplificare la funzione del sistema immunitario. Quindi proponiamo trials di fase I-II in cui la
vaccinoterapia viene combinata con questi trattamenti, prevalentemente biologici che,
utilizzando meccanismi rivelati da precedenti studi pre-clinici e clinici, possono migliorare la
risposta immunologica e clinica in pazienti con neoplasie farmaco-resistenti. Inoltre verranno
introdotte nei protocolli manipolazioni destinate a inibire fattori che recentemente si sono
dimostrati capaci di ridurre la risposta immune alle terapie immuno-biologiche. Tra questi
fattori i piu importanti sono la presenza di linfociti T regolatori (Treg) e le cellule mieloidi
soppressive (MSC). Infatti, cercheremo di aumentare tale risposta somministrando ATRA (All
trans Retinoic Acid) per ridurre le MSC, e ciclofosfamide per impedire la funzione soppressiva
dei linfociti T regs.

Valuteremo anche se il polimorfismo di alcuni geni puo spiegare la variabilita individuale
della risposta biologica e clinica al trattamento. Sara anche analizzata la risposta immunologica
sia anticorpale sia cellulare vaccino- e tumore-specifica nel sangue e, quando possibile, nei
linfonodi e nell’infiltrato neoplastico. Poiché il ruolo dell’immunita innata ¢ ignoto
nell’attivazione della risposta adattativa dipendente, valuteremo [’utilita di monitorare la
concentrazione di un pannello di citochine e chemochine seriche (mediante Bioplex) nonché di
marcatori della immunita innata e di attivazione alternativa dei macrofagi.

Attiveremo quattro studi clinici che combinano la vaccinazione con i seguenti approcci
terapeutici nelle patologie indicate:

1. Studio di fase II randomizzato di IFN-a2b ad alte dosi somministrato per un mese in
combinazione con un vaccino peptidico in pazienti con melanoma metastatico (razionale:
recenti risultati indicano la capacita di IFN-q di amplificare le risposte immuni);

2. Studio di fase I-II di vaccinazione con oncolisato cellulare autologo associato ad IFN-a in
pazienti con melanoma metastatico (razionale: gli antigeni unici espressi dal tumore
autologo possono evocare forti risposte immuni amplificabili dall’IFN-q, iniettato ad alte
dosi nella sede di inoculo del vaccino). In entrambi gli studi, obiettivi primari sono la
tossicita e la risposta immune anticorpo e cellulo-mediata. Come obiettivo secondario
verra valutata la risposta clinica.

3. Studio di fase I-II di combinazione di chemio/tomoterapia e vaccino peptidico in pazienti
con carcinoma spinocellulare della testa/collo localmente avanzato ( razionale: il
trattamento chemio/radiante migliora il controllo locale, induce rilascio di antigene delle
cellule tumorali e aumenta 1’espressione del complesso HLA/antigene sulla loro
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membrana aumentando cosi il bersaglio per la risposta immune indotta dal vaccino che
potrebbe migliorare il controllo delle metastasi a distanza).

4. Studio di fase I-II di combinazione di vaccino peptidico e del reagente anti-angiogenico
NGR-hTNF attualmente in fase I, come aggiunta alla chemioterapia in pazienti con
cancro del colon (razionale: risultati pre-clinici indicano un potenziamento dell’effetto
antitumorale della vaccinazione in seguito alle alterazioni dell’endotelio tumorale). La
risposta clinica verra valutata secondo i criteri RECIST.

A livello pre-clinico si propongono tre studi i cui risultati potranno avere un rapido
trasferimento clinico anche sui protocolli proposti. Il primo consiste nella ri-analisi della
immunogenicita dei peptidi dell’antigene hTERT gia utilizzato in clinica come vaccino con
risultati discordanti. Nel secondo verranno identificati epitopi promiscui dell’antigene survivina
riconosciuti da linfociti T CD4 cosi da poterli usare per stimolare linfociti dei pazienti. Nel terzo
si verifichera se un trattamento de-metilante in vitro possa aumentare 1’espressione di antigeni e
quindi I’immunogenicita dei tumori e se cio sia ottenibile anche in vivo utilizzando farmaci
appropriati.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

Obiettivo principale ¢ di valutare se la combinazione di vaccino con altri agenti terapeutici
(citochine, es. IFN-a), chemio/radioterapia (tomoterapia), nuovo reagente anti-vascolare
(NGR/TNF) puo indurre una piu forte e duratura risposta immunologica e una migliore risposta
clinica in confronto (storico) alla sola vaccinazione gia praticata con gli stessi vaccini peptidici
in pazienti con le patologie e lo stadio di malattia indicato. Inoltre se la riduzione dei principali
effetti soppressori indotti dalla presenza del tumore (MSC, linfociti T reg) puo tradursi in un
significativo miglioramento della risposta immunologica e clinica.

Obiettivi secondari sono:

— Nello studio di vaccinazione con oncolisato di cellule di melanoma autologo, valutare se,
interferendo coi meccanismi soppressori (Treg e MSC) e migliorando I’attivazione delle
cellule dendritiche mediante somministrazione in vivo di IFN-a, si ottengono risposte di
linfociti T dirette anche contro gli antigeni unici (da mutazione) in confronto a quelli
cross-reagenti “self”;

— Valutare se la risposta immune al vaccino si associa a varianti alleliche (polimorfismo) di
geni coinvolti nella risposta immune dei singoli pazienti;

— Valutare se ’effetto dell’IFN-a di amplificazione della risposta autoimmune puo far
aumentare anche la risposta al vaccino, condizione essenziale per ottenere anche una
risposta clinica;

— Valutare I'utilita di molecole marcatrici innovative (Pentrassine) per il monitoraggio della
risposta macrofagica/inflammatoria (immunita innata);

— Valutare la potenzialita immmunogena in vitro di hTERT, un antigene universale gia
usato come vaccino in clinica con risultati contraddittori, con lo scopo di verificare se la
immunizzazione genera CTL capaci di lisare cellule tumorali e non solo di riconoscere
cellule presentanti 1I’epitopo;

— Valutare la possibilita di aumentare la risposta ad antigeni tumorali (soprattutto di
melanoma) in seguito a stimolazione con cellule trattate con composti de-metilanti.

Obiettivo generale ¢ di verificare se qualcuna delle combinazioni terapeutiche testate puo
generare una frequenza e intensitd di risposta immune ai vaccini tale da tradursi in una
significativa risposta clinica misurata come risposta del tumore (RECIST) o come tempi di
sopravvivenza rispetto a controlli storici.
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Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Il progetto ¢ basato sull’attivazione di studi clinici di combinazione tra farmaci biologici e
vaccinazione con peptidi, oltre a studi associati o paralleli di laboratorio destinati o a migliorare
le conoscenze sui meccanismi alla base della combinazione proposta o di monitoraggio
biologico/immunologico. A seguito della rimodulazione del progetto, sono stati proposti tre
studi clinici:

— Uno coordinato dall’Unita di IST di Genova: Studi di fase I-II di vaccinazione con
oncolisato cellulare di melanoma autologo associato ad IFN- a2b in pazienti con
melanoma metastatico;

— Due coordinati da HSR (Milano) e comprendenti: a) Studio di fase II randomizzato di
IFN-a2b ad alte dosi in combinazione con vaccino peptidico in pazienti con melanoma
metastatico (M1a/b); b) Studio di fase I-II di combinazione di vaccino peptidico e di
NGR/TNF in pazienti con melanoma o carcinoma del colon.

Per quanto attiene agli studi clinici, si € proceduto alla stesura dei protocolli ma il loro inizio
non ¢ ancora potuto avvenire per un imprevisto ritardo relativo alla non disponibilita dei vaccini
peptidici causato dalla ditta farmaceutica responsabile della produzione dei vaccini stessi
(Merck Biosciences AG). Dopo molte discussioni che hanno interessato tutti i gruppi europei di
questa area di ricerca si ¢ identificata un’altra ditta che fornira i peptidi necessari entro 4 mesi.
Questo tempo verra utilizzato per soddisfare i requisiti regolatori e per il coinvolgimento degli
altri centri partecipanti.

Il progetto si ¢ sviluppato attraverso 1’attivita di diversi gruppi di ricerca:

— Gruppo di Ricerca Angelo Corti (HSR)

Studi sui modelli animali hanno dimostrato che il TNF-a possiede un’attivita
antitumorale che dipende da un meccanismo indiretto associato con la distruzione
selettiva e danno vascolare del tumore e con 1’attivazione di meccanismi immuni. Scopo
dello studio ¢ valutare se la combinazione di NGR-TNF con vaccino induce risposte
immuni piu forti e durevoli e una migliore risposta clinica e in confronto con la sola
immunoterapia. Nel primo anno sono stati condotti studi in modelli animali per
identificare biomarcatori per il monitoraggio dell’attivita biologica di NGR-TNF. I
risultati indicano che basse dosi di NGR-TNF inducono meglio del TNF varie citochine e
chemokine in circolo (es. IL-2, IL-6, IP-10, linfotactina, MCP-1, MIP-1beta, oncostatina
M, TIMP-1). In particolare, MIP-1beta veniva indotto da NGR-TNF ma non da TNF.
L’induzione di queste citokine risultava piu alta e persistente che quella ottenuta con
TNF, essendo misurabile dopo 5 ore dal trattamento.

— Gruppo di Ricerca Paolo Dellabona (HSR)

Compito di questo gruppo ¢ ’identificazione di epitopi della proteina survivina (SVV)
riconosciuti da linfociti T CD4+ e il loro utilizzo per lo studio della risposta spontanea in
pazienti con tumori esprimenti SVV ed eventualmente da utilizzare in protocolli di
vaccinazione antitumorale in associazione ad epitopi di classe 1. Mediante 1’utilizzo
dell’algoritmo TEPITOPE abbiamo identificato 9 sequenze di SVV e sono stati
sintetizzati peptidi sintetici corrispondenti. I peptidi sono stati utilizzati in vitro per
stimolare linfociti T CD4+ isolati dal sangue di 7 soggetti normali e 7 pazienti con
melanoma metastico. I risultati sono in fase di elaborazione.
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— Gruppo di Ricerca Michele Maio (Ospedale Universitario, Sena)

Scopo di questo gruppo ¢ di condurre studi pre-clinici per definire il potenziale
immunomodulante del farmaco ipometilante il DNA 5-aza-2’-deossicitidina (5-AZA-
CdR), e il suo eventuale sinergismo con citochine e inibitori dell’istone deacetilasi
(HDAC:), su linee cellulari di melanoma e carcinoma del colon. Nel primo anno della
ricerca abbiamo dimostrato che cellule di melanoma esprimono gli antigeni di tipo
Cancer Testis (CTA) e che I’espressione dei CTA correla con uno stato demetilato dei
rispettivi promotori. La valutazione degli effetti sinergici fra 5-AZA-CdR e HDACi ha
mostrato che la combinazione dei due farmaci porta ad un aumento di 2-4 volte nei livelli
di espressione di diversi CTA rispetto al trattamento con la sola 5-AZA-CdR.

— Gruppo di Ricerca Cecilia Garlanda (Istituto Clinico Humanitas, Milano)
Scopo di questo gruppo ¢ il trasferimento clinico delle conoscenze acquisite sulle
molecole infiammatorie da utilizzarsi quali biomarcatori diagnostici e/o prognostici e
come co-adiuvanti delle terapie anti-tumorali convenzionali.
Nel primo anno di attivita questa Unita si ¢ focalizzata sulla pentraxina lunga PTX3,
identificata come nuova proteina di fase acuta che risulta espressa nella risposta
infiammatoria e svolge il duplice ruolo di difesa contro i patogeni e di proteina strutturale
della matrice extra-cellulare. Il progetto si prefigge di studiare i livelli di PTX3 in questi
pazienti. Alcuni tumori umani esprimono PTX3, e il trasferimento genico di PTX3 in
modelli sperimentali rallenta o inibisce la crescita del tumore. Quindi PTX3 puo essere un
importante marcatore del micro-ambiente inflammatorio di alcuni tumori.
Tra i risultati ottenuti, ¢ stato possibile distinguere forme tumorali che producono PTX3
(liposarcomi, condrosarcomi, gliomi) e altre che non producono PTX3 (tumori polmonari,
tumori mammari).

— Gruppo di Ricerca Licia Rivoltini (Fondazione IRCCSINT, Milano)

Il gruppo ha valutato I’influenza che cellule regolatorie del sistema immunitario svolgono
nei confronti di risposte immunitarie indotte da vaccini anti-tumore. Abbiamo quindi
analizzato, in uno studio di vaccinazione gia in corso in pazienti con melanoma in stadio
iniziale, la frequenza di cellule mieloidi soppressive (MDSC) e di Treg in campioni di
sangue ottenuti prima del trattamento che consisteva nell’inoculo ripetuto di peptidi
derivati da diversi antigeni tumorali. I peptidi venivano somministrati per via
sottocutanea, emulsionati con Montanide, e I’inoculo veniva preceduto dalla
somministrazione e.v. di basse dosi di ciclofosfamide, finalizzata a ridurre la frequenza di
cellule soppressorie. Questa immunizzazione ha indotto nel 60% dei pazienti trattati un
incremento significativo e prolungato dei linfociti T specifici per gli antigeni vaccinali.

Le MDSC, la cui frequenza nei donatori ¢ di 0,24+0,3%, risultano gia espanse in pazienti
con melanoma in stadio II e III con frequenze sovrapponibili a quelle di pazienti con
malattia avanzata. Questi risultati suggeriscono che il melanoma ¢ in grado, anche in fasi
iniziali, di influenzare la mielopoiesi favorendo 1’accumulo di cellule soppressorie.
Nonostante il numero dei pazienti analizzati sia ancora limitato, un’analisi preliminare
suggerisce ’esistenza di correlazione inversa tra la frequenza di MDSC e la risposta
immunitaria al vaccino. Una simile analisi ¢ stata effettuata anche per le Treg, ma la
frequenza nel sangue periferico delle Treg, (0,32+0,51 nei donatori ) non mostra
incrementi in pazienti con melanoma né una correlazione con la risposta immunologia.

— Gruppo di Ricerca Maria Ferrantini/Enrico Proietti/Eleonora Arico (1SS, Roma)
Questo gruppo ha condotto studi pre-clinici di validazione sull’analisi di Single Nucletid
Polymorphisms (SNP) sul DNA dei pazienti per mettere a punto un sistema per valutare
la presenza di SNP in geni codificanti per proteine associate a IFN-I e vedere se tali
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poliformismi hanno un ruolo nella risposta al trattamento con vaccini e IFN-a. L analisi
viene condotta sui linfociti del sangue periferico dei pazienti e verifichera le possibili
differenze in pazienti che riceveranno IFN ad alte dosi (HDI) o PEG-IntronA (24 ore)
sulla modulazione del profilo di espressione genica dei linfociti stessi. Si studiera inoltre
se la modulazione indotta da IFN-a sul profilo genico dei linfociti persiste nel tempo e se
il fenomeno ¢ indotto da HDI, PEG-IntronA o da entrambi i farmaci somministrati in
combinazione col vaccino. La stessa analisi verra condotta dopo la somministrazione del
vaccino per verificare se 1’espressione degli SNP ¢ differentemente influenzata dalla
precedente somministrazione di HDI or PEG-Intron. Si verifichera inoltre se queste
eventuali “gene signatures” correlano con la risposta immunologia al vaccino e con quella
clinica dei pazienti trattati.

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.

Tabellal. Articolazione del progetto Terapie biologiche combinate e personalizzate nei tumori
solidi: studi di fase I-ll

Proponente uo Gruppi di ricerca afferenti Responsabile
(Coodinatore del (ente di appartenenza: scientifico del gruppo
progetto) responsabile)
HSR Giorgio Parmiani
HSR Ferruccio Fazio
HSR Angelo Corti
HSR Paolo Dellabona
(UHois Giorgio Parmiani) INT Licia Rivoltini
' 9 Azienda Ospedaliera Michele Maio
Universitaria Senese, Siena
HS_R ] o ISS Maria Ferrantini
(Giorgio Parmiani) Humanitas Cecilia Garlanda
ISTGE Paola Queirolo
(LIJS'I?GE' Paola Queirolo) ISTGE Paolo Bruzzi
) ISTGE Silvano Ferrini
[e)Y Paola Zanovello
uos3 [e)Y] Vanna Chiarion-Sileni
(I0V: Paola Zanovello)  “ypjversita di Padova Carlo Riccardo Rossi

Pubblicazioni conseguite nell’ambito del progetto

Il presente progetto ha prodotto in questo primo anno di attivita le seguenti pubblicazioni:

1. Mennuni C, Ugel S, Mori F, Cipriani B, Iezzi M, Pannellini T, Lazzaro D, Ciliberto G, La
Monica N, Zanovello P, Bronte V, Scarselli E. Preventive vaccination with telomerase controls
tumor growth in genetically engineered and carcinogen-induced mouse models of cancer. Cancer
Res 2008,68(23):9865-74.
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NUOVE MOLECOLE E PEPTIDI QUALI FARMACI
REGOLATORI DEL CICLO CELLULARE

E DELLA RISPOSTA A CHEMIOTERAPICI

NEI TUMORI EPITELIALI E CUTANEI

Gerry Melino
Laboratorio di Biochimica, Istituto Dermopatico dell’mmacolata IRCCS, Roma

Base di partenza e razionale

La famiglia di p53 comprende tre membri: p53, p63 e p73. p53 ¢ il gene mutato piu
frequentemente nei tumori umani. E un fattore trascrizionale, che ¢ attivato rapidamente come
risposta a danni genotossici od ad attivazione d’oncogeni, regolando I’espressione di geni
coinvolti nel controllo del ciclo cellulare e dell’apoptosi. Analogamente a p53, p73 e p63
contengono un dominio di transattivazione (TA), un dominio di legame al DNA (DBD) e un
dominio d’oligomerizzazione (OD). La struttura genica di p63 e p73 ¢ molto complessa in
quanto entrambi i geni codificano per diverse isoforme e per diverse varianti che derivano da
splicing alternativi e da inizi di trascrizione diversi. In particolare, le varianti AN mancano del
dominio TA e quindi agiscono da dominanti negativi. Dal momento che p53, p63 e p73 sono
altamente omologhi, questi geni dovrebbero avere funzioni ridondanti. Infatti, sia p53 che p73
sono in grado di bloccare la crescita cellulare e indurre apoptosi. Conseguentemente, sia p63 che
p73 sono coinvolti nella tumorigenesi, in particolare nei tumori epiteliali. Le proteine
p53/p63/p73 cooperano nella tumorigenesi regolando I’apoptosi. Lo “status” dei geni della
famiglia di p53 ¢ un fattore importante nella prognosi e chemiosensibilita tumorale: 1’azione di
p63/p73 diventa quindi essenziale nei frequenti casi di inattivazione di p53. Infatti,
deregolazioni di p63/p73 inducono resistenza alla citotossicita da chemioterapici.

Similmente a p53, I’espressione di p63 e p73 ¢ mantenuta a bassi livelli nelle cellule di
mammiferi, ¢ la loro induzione e attivazione cellulare ¢ principalmente controllata a livello post-
traduzionale. Sia p63 che p73 sono ubiquitinati in vivo e degradati attraverso la via proteolitica
proteasoma-dipendente. Mentre p53 ¢ degradato da mdm2, noi abbiamo scoperto che la
degradazione di p63/p73 ¢ regolata da Itch, una ubiqitina E3 ligasi contenente HECT e
appartenente alla famiglia Nedd4. Itch ha come bersaglio sia le varianti TAp73 che ANp73,
tenendo 1 loro livelli proteici bassi in condizioni normali. Oltre a p63/p73, Itch reprime la via di
Hedgehog e dei suoi trasduttori (proteine Gli), la cui attivazione ¢ frequentemente responsabile
dell’insorgenza di tumori neuroectodermici.

Oltre ai farmaci anti-Itch per regolare i livelli di p63/p73, genereremo inibitori delle
interazioni molecolari di p73. Sono stati identificati peptidi sintetici (che rappresentano la
sequenza del dominio di legame specifico al DNA della proteina p73) che interagendo con la
proteina p53 mutata ripristinano la funzione apoptotica della proteina p73. 11 bersaglio
molecolare individuato ¢ rappresentato dal complesso proteico mutp53/p73, la cui attivita
oncogenica e il diretto coinvolgimento nella chemioresistenza di tumori a p53 mutata ¢ stato
documentato da vari studi in vitro e in vivo. Oltre ad usare Itch come target farmacologico
diretto, ¢ possibile ipotizzare un’azione sinergica con altre molecole che regolano punti diversi
della stessa via: cicline-chinasi dipendenti (Cyclin-Dependent Kinases, CDK) e regolatori di
IKK/NF-kB. Nelle cellule tumorali si riscontra quasi costantemente un’aumentata attivita delle
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CDK e una modulazione negativa della loro attivita/espressione pud determinare inibizione
della crescita tumorale in vitro e in modelli animali . Analogamente, la protein-chinasi RaLP
regola proliferazione e sopravvivenza cellulare, promuovendo la tumorigenesi, e IKK/NF-kB ¢
costitutivamente attivata nei tumori, dove NF-kB causa resistenza all’apoptosi da farmaci
antitumorali. Inoltre, p63 e p73 regolano il ciclo cellulare, interagiscono con NF-kB e
transattivano IKK.

La regolazione farmacologia di Itch su p63/p73/Hedgehog/Gli ed eventuali sinergie con
CDK/IKK/NF-kB/RaLP ¢ un’area totalmente inesplorata nel cancro e in particolare nei tumori
epiteliali.

Obiettivo principale e obiettivi secondari del progetto

L’obiettivo principale di questo progetto ¢ quello di sviluppare nuove molecole (da noi
identificate) inibitori della E3-ubiquitina-ligasi Itch e di validare tali molecole nella via p63/p73
e nella via Hedgehog/Gli. Inoltre, valuteremo il potenziale terapeutico di peptidi capaci di
disassemblare complessi proteici (mp53/p73) ad attivitd oncogenica, e studieremo il potenziale
terapeutico di inibitori selettivi di NF-kB/IKK e di CDK, come singoli agenti e in associazione
con gli inibitori di Itch e chemioterapici convenzionali. Analizzeremo [’espressione della
proteina chinasica RaLP nei melanomi e caratterizzeremo la trasduzione del segnale da essa
attivata. Il progetto ¢ suddiviso nei seguenti obiettivi specifici.

— Valutazione dell’espressione di p63/p73/Itch in tumori cutanei/linfomi.

— Studio delle proprieta biochimiche delle proteine leganti/regolanti ITCH.

— Generazione topi transgenici che esprimono alti livelli di p63 nei tessuti epiteliali.

— Identificazione di inibitori della E3 ligasi Itch.

— Caratterizzazione del complesso proteico mutp53/p73 come bersaglio molecolare di

peptidi sintetici; sintesi dei peptidi.

— Studio dell’effetto di piccole molecole ciclopentenoniche inibitrici della via IKK/NF-kB e
caratterizzazione del sistema IKK/NF-kB e del pathway di HSF1 nei modelli prescelti.

— Identificazione delle molecole con proprieta agoniste di Numb, caratterizzarne
I’interazione con Itch, Numb e le proteine Gli (Glil, Gli2 e Gli3), e identificare i domini
funzionali.

— Definizione degli effetti antitumorali di inibitori di CDK, come singoli agenti e in
combinazione con chemioterapici convenzionali, su linee cellulari di melanoma umano e
in modelli animali.

— Identificazione delle molecole coinvolte nella trasduzione del segnale migratorio mediato
da RaLP, identificazione di inibitori della funzione di RaLP.

Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

Le diverse unita hanno raggiunto i seguenti obiettivi intermedi previsti per il primo anno del
progetto.

Nell’ambito dello studio dei meccanismi che regolano I’espressione e quindi 1’attivita
dell’E3 ubiquitina ligasi Itch abbiamo dimostrato che Itch € una proteina stabile con un’emivita
superiore alle 8 ore (Scialpi et al., 2008). La stabilita di Itch non ¢ regolata dalla sua attivita
enzimatica poiché il mutante cataliticamente inattivo (Itch CI) ha un’emivita paragonabile al wt.
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In accordo con questo dato, i livelli proteici di Itch wt e CI non sono regolati in maniera
rilevante dall’attivita del proteasoma.

Abbiamo inoltre dimostrato che 1’inibizione dell’espressione di Itch, probabilmente
attraverso la stabilizzazione del soppressore tumorale p73, aumenta al risposta apoptotica di
cellule tumorali trattate con diversi agenti chemioterapici (Hansen et al., 2007). Utilizzando
simulazioni dinamiche e tecniche di modelli proteici in silico abbiamo verificato che i due lobi
del dominio HECT di Itch sono utilizzati nell’interazione con UbcH7 (Raimondo et al., 2008).

Per quanto riguarda lo studio dei peptidi in grado di inibire 1’attivita oncogenica dei mutanti
di p53, abbiamo dimostrato che in cellule tumorali esprimenti una p53 mutata, il pre-trattamento
con tali peptidi induce 1’espressione dei geni target di p73. Abbiamo, quindi, studiato 1’effetto
dei peptidi sull’efficienza di legame di p73 ai promotori dei suoi geni target. Attraverso analisi
di immunoprecipitazione della cromatina abbiamo dimostrato che il pre-trattamento con i
peptidi gia di per sé causa un maggior reclutamento di p73 sui suoi promotori target. In seguito
a danno al DNA, sia il legame di p73 e sia il reclutamento del cofattore trascrizionale p300 sul
DNA ¢ aumentato. Tali eventi inducono I’induzione della trascrizione dei geni target di p73,
evidenziata da un aumento dell’acetilazione dell’istone H4 (Di Agostino et al., 2008)

Per la caratterizzazione del “cross-talk” tra HSF1 ¢ NF-kB, abbiamo dimostrato che in alcuni
tipi di linfoma caratterizzati da attivazione costitutiva di NF-kB, D’attivazione di HSF1 in
seguito a trattamento ipertermico inibisce I’attivitd di NF-kB. E stato inoltre dimostrato un
effetto cooperativo nell’induzione di apoptosi tra il trattamento ipertermico e I’uso dell’inibitore
del proteasoma di nuova generazione Bortezomib. Il ruolo determinante di NF-kB in questo
modello ¢ stato dimostrato silenziando la subunita p65 di NF-kB attraverso shRNA interference
(Belardo et al., inviato per la pubblicazione).

Per valutare il potenziale terapeutico degli inibitori dell chinasi CDK (CDK-Is) si ¢ deciso di
utilizzare un pannello di linee di melanoma con differente sensibilita al temozolomide. In
particolare, sono state impiegate le seguenti linee: i) linee MRS-proficienti CN-Mel, DR-Mel,
GL-Mel, ed M10, con diversa attivita MGMT e diverso grado di sensibilita al temozolomide
come singolo agente e in combinazione con la BG; ii) la linea MRS-deficiente PR-Mel,
totalmente resistente al temozolomide, sia dato come singolo agente che in combinazione con la
BG; 1iii) la linea WM-155, non ancora caratterizzata per stato funzionale del MRS, ma altamente
resistente al temozolomide anche se con attivita MGMT al di sotto dei limiti di determinazione
del saggio biochimico. Tutte le linee di melanoma testate possono considerarsi sensibili, almeno
invitro, ai CDK-Is, in quanto tutte hanno una IC50 decisamente al di sotto della concentrazione
di picco plasmatico descritta per i due CDK-Is alle dosi utilizzate in clinica (1,2 uM per il
CDK2-I ¢ 3,4 uM per il pan-CDK-I). Il pan-CDK-I appare maggiormente attivo del CDK2-I in
tre delle sei linee testate. In ogni caso, entrambi i CDK-Is sono in grado di inibire in modo
significativo anche la proliferazione delle linee PR-Mel ¢ WM-155, totalmente resistenti al
temozolomide, e della linea CN-Mel, altamente resistente al temozolomide anche in presenza di
BG. Tali dati suggeriscono un potenziale terapeutico dei due CDK-Is nel melanoma.

Per quanto riguarda lo studio del ruolo di alcuni miRNAs nello sviluppo del sistema nervoso
e nella progressione tumorale neuronale, abbiamo condotto un’analisi di espressione dei
miRNAs su una serie di campioni di medulloblastoma umani. Lo studio di espressione ¢ stato
condotto su 34 tumori suddivisi in 3 categorie immunoistochimiche: desmoplastici, classici e
anaplastici. Come controlli di tessuto normale sono state utilizzati 14 RNA commerciali di
cervelletto umano. Abbiamo identificato 19 “oncomiR” significativamente deregolati nei tessuti
tumorali. In particolare il miR-106a e il miR-17-5p sono sovra-espressi nei tumori, mentre la
maggior parte dei miRNAs sono meno espressi nei tumori e quindi con funzione
oncosopressoria.
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Abbiamo inoltre identificato una serie di miRNAs deregolati in grado di distinguere i
medulloblastomi tra i differenti istotipi (anaplastico, classico ¢ desmoplastico), e anche i tumori
con diverse caratteristiche molecolari (amplificazione dei geni ErbB2 o c-Myc) (Ferretti et al.,
in corso di stampa).

Successivamente, abbiamo concentrato la nostra ricerca sui meccanismi di regolazione del
signaling di Hedgehog e abbiamo dimostrato che tre miRNAs, miR-125b, miR-324-5p ¢ miR-
326, riconoscono, legano e sono in grado di regolare la funzione biologica di Smo e Glil.
(Ferretti et al., 2008).

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.

Tabellal. Articolazione del progetto Nuove molecole e peptidi quali farmaci regolatori del ciclo

cellulare e della risposta a chemioterapici nei tumori epiteliali e cutanei

Proponente uo Gruppi di ricerca afferenti Responsabile
(Coodinatore del (ente di appartenenza: scientifico del gruppo
progetto) responsabile)
uo1 IDI Gerry Melino
(IDI: Gerry Melino) Universita Tor Vergata Eleonora Candi
IRE Giovanni Blandino
uoz2 Universita Tor Vergata Maria Grazia Santoro
IDI (IRE: Giovanni Blandino) 9 :
(Gerry Melino) IEO Luisa lanfrancone
IDI Stefania D’Atri
uo3 _ _ ISTGE Ulrich Pfeffer
(IDI: Stefania D’Atri) CNR Ester Alvino

Pubblicazioni conseguite nell’ambito del progetto

11 presente progetto ha prodotto in questo primo anno di attivita le seguenti pubblicazioni:

1.

Belardo G, Piva R, Santoro MG Hyperthermia inhibits constitutive NF-kB activity in human
malignant B-cells and triggers apoptosis by impairing NF-kB survival signaling. Leukemia
(inviato per la pubblicazione).

. Bernassola F, Karin M, Ciechanover A, Melino G. The HECT family of E3 ubiquitin ligases:

multiple players in cancer development. Cancer Cell 2008;14:10-21.

. Di Agostino S, Cortese G, Monti O, Dell’orso S, Sacchi A, Eisenstein M, et al. The disruption of

the protein complex mutantp53/p73 increases selectively the response of tumor cells to anticancer
drugs. Cell Cycle2008;7(21):3440-7.

. Ferretti E, De Smaele E, Miele E, Laneve P, Po A, Pelloni M, et al. Concerted microRNA control

of Hedgehog signalling in cerebellar neuronal progenitor and tumour cells. EMBO J
2008;27:2616-27.

. Ferretti E, De Smaele E, Po A, Di Marcotullio L, Tosi E, Espinola MSB, et al. microRNA

profiling in human medulloblastoma. Int J Cancer 2009;124(3):568-77.

. Hansen TM, Rossi M, Roperch JP, Ansell K, Simpson K, Taylor D, et al. Itch inhibition regulates

chemosensitivity in vitro. Biochem Biophys Res Commun 2007;361:33-36.
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7. Melino G, Gallagher E, Ageilan RI, Knight R, Peschiaroli A, Rossi M, et al. Itch: a HECT-type
E3 ligase regulating immunity, skin and cancer. Cell Death Differ 2008;15:1103-12.

8. Raimondo D, Giorgetti A, Bernassola F, Melino G, Tramontano A. Modelling and molecular
dynamics of the interaction between the E3 ubiquitin ligase Itch and the E2 UbcH7. Biochem
Pharmacol 2008;76(11):1620-7.

9. Scialpi F, Malatesta M, Peschiaroli A, Rossi M, Melino G, Bernassola F. Itch self-
polyubiquitylation occurs through lysine-63 linkages. Biochem Pharmacol 2008;76(11):1515-21.
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PROGRAMMA 4 DELL’ART. 3 DM 21 LUGLIO 2006:
LE BASI RAZIONALI DELL'INTERVENTO

Claudio Lombardo (a, b), Francesca d’Alessandro (a, b), Franca Moretti (c), Tania Rondanina (a, b),

Maria Ferrantini (c), Filippo Belardelli (c)

(a) Servizio Trasferimento Tecnologico Relazioni Internazionali, Istituto Nazionale per la Ricerca sul
Cancro, Genova

(b) Alleanza Contro il Cancro, Roma

(c) Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Premessa

Il cancro rappresenta la maggior sfida europea essendo responsabile del 25% di tutti i casi di
morte. Tale percentuale, con lievi spostamenti, pud essere considerata statisticamente
compatibile con la situazione nazionale e locale. In Europa entro il 2020 si prevede un aumento
di 3,2 milioni di nuovi casi di cancro/anno (+20% di aumento dal 2002), molti dei quali
insorgeranno in eta superiore ai 65 anni e come conseguenza dell’invecchiamento della
popolazione.

Il panorama della ricerca oncologica ¢ profondamente cambiato negli ultimi dieci anni:
I’accelerazione nel processo di acquisizione di conoscenze grazie alla ricerca di base, la
rivoluzione portata dalle biotecnologie nell’identificazione di bersagli molecolari e di farmaci
ad essi mirati cosi come nella modulazione dei fenomeni mediati dal sistema immunitario hanno
completamente modificato le opportunita e i concetti di trattamento oncologico, pur nel rispetto
degli elementi di base che orientano tutt’oggi 1’operativita dell’oncologo medico, del chirurgo e
del radioterapista. Inoltre, I’attuale esplosione di nuovi concetti e tecniche emergenti dalla
biologia molecolare e cellulare rende necessario e urgente superare il gap tra i vari settori della
ricerca di base, I’epidemiologia e la clinica.

L’oncologia appare quindi sempre piu legata ad un approccio multidisciplinare che allarga i
confini della programmazione nazionale anche al di 1a di quella europea e dalla quale non puo
esulare la programmazione di un’Associazione di riferimento quale Alleanza Contro il Cancro
(ACC) che, seppure agisca a livello nazionale, ha il dovere di guardare oltre i confini territoriali
al fine di contribuire efficacemente al continuo divenire del progresso scientifico e tecnologico e
di operare in sintonia con esso, in un’ottica di sviluppo che tenga conto delle aspettative dei
pazienti e delle priorita stabilite dai programmi sanitari nazionali, e che esalti la professionalita
dei ricercatori e di quanti operano nelle strutture che la compongono, innalzandone i livelli di
eccellenza.

La realizzazione di tale scenario richiede il sostegno ad un intervento programmatico inteso
ad armonizzare gli adempimenti di ricerca di ACC in un’ottica di partecipazione consapevole,
coerente e critica alla costruzione dell’area europea della ricerca, con riferimento particolare a
quella traslazionale, in oncologia: a questo scopo deve considerarsi asservito e in continuo
divenire il Programma 4 dell’art. 3 del DM 21 luglio 2006.
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Razionale dell’intervento di programmazione
delle attivita per I'internazionalizzazione istituzionale
di ACC

La “comunita oncologica”, cosi come la malattia oncologica, ¢ per sua natura complessa e le
attivita di ricerca richiedono un approccio che normalmente non rientra nelle abitudini di un
sistema poco consono al riconoscimento della diversita, delle competenze multidisciplinari e
della non-supremazia di una classe particolare di professionisti. A livello nazionale si osservano
molte disparita nelle possibilita terapeutiche che vengono offerte ai pazienti oncologici e le
strutture di partecipanti ad ACC si devono attestare ai massimi livelli riscontrabili in Italia
proprio per il ruolo di riferimento che viene loro riconosciuto a livello nazionale e
internazionale. Tale collocazione puo essere garantita privilegiando un approccio traslazionale e
multidisciplinare che dia continuita all’evoluzione degli interventi clinici basati sulle evidenze
in un contesto di sviluppo internazionale.

Per quanto sopra brevemente esposto e per il ruolo di centralitd che viene assegnato al
Presidente di ACC e a quanti sono stati assegnati ruoli di coordinamento nella programmazione
delle attivita di ricerca dell’ Associazione, risulta improrogabile un impegno del governo rivolto
a sostenere un processo di collaborazione coerente con il merito e con le prospettive della
programmazione internazionale. Tale approccio contribuira ad un rilancio dell’autorevolezza
Paese nel difendere e sostenere delle scelte potenzialmente in grado di migliorare la qualita e la
certezza della cura, e nel contempo di offrire ai nostri giovani ricercatori un futuro che risponda
alle loro aspettative.

Tale processo potra svilupparsi solo se sostenuto da un programma organico che offra agli
enti preposti al finanziamento della ricerca chiare possibilita di intervento atte a premiare
’eccellenza e a promuovere programmi che abbiano concrete ipotesi di sviluppo. E altresi
necessario ridare speranza all’industria nazionale e ai nostri malati oncologici considerando
metaforicamente ACC al pari di una grande impresa il cui prodotto terminale ¢ il “malato-
curato” e la prevenzione dei tumori per il cittadino. Tale prodotto richiede 1’iniezione continua
di innovazione che puod derivare solo da un programma a lungo termine concordato a livello
nazionale, ma nel contesto di uno sviluppo integrato europeo per il quale ACC ha avuto la
possibilita quasi unica di partecipare ai piani di sviluppo che mirano a costruire e armonizzare
I’interazione delle infrastrutture di ricerca e cliniche.

Occorre tuttavia registrare che esistono ancora carenze e difficoltd di comunicazione tra i
membri di ACC che devono essere superate per sviluppare al meglio un processo di
internazionalizzazione della ricerca oncologica nazionale. Affrontare in modo organico tali
difficolta e sfide, con la lucidita derivante da una valutazione meritocratica e dalla conoscenza
dell’esistente, pud portare a raggiungere i traguardi che seguono:

— uso efficiente delle risorse;

— annullamento delle situazioni di “casualita” nel processo decisionale;

— miglioramento della qualita della ricerca oncologica;

— programmazione degli interventi con una visione globale e conseguente potenziamento

dei risultati;

— aumento della fiducia dei pazienti;

— realizzazione di programmi di formazione continua per gli operatori che sviluppino

concretamente il divenire delle professionalita di ricerca, cliniche e amministrative;

— inserimento a pieno titolo di ACC tra gli attori della programmazione nazionale ed

europea.
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Nell’ambito del Programma 4 del DM “ISS per ACC”, sono stati individuati 13 macrosettori
di attivita che hanno cercato di focalizzare opportunita emergenti nella programmazione
internazionale e attivita (vedi Tabella 4 pag. 4), da sviluppare in un contesto gia consolidato che
richiedeva comunque una migliore partecipazione dell’oncologia italiana al fine di sostenere e
valorizzare le competenze scientifiche che il Paese ¢ in grado di esprimere. Nella grande
maggioranza dei casi, le attivita indicate si riferivano ad iniziative di sicuro respiro pluriennale,
riguardanti la partecipazione ad importanti iniziative europee, mentre in casi specifici I’attivita
riguardava eventi specifici conclusi nel 2008.

Nel complesso, nel corso del primo anno di attivita sono state avviate tutte le iniziative
approvate dal Comitato Direttivo di ACC nella seduta del 27 aprile 2007. Non potendo
prevedere in anticipo quali interventi avrebbero condotto a risultati piu concreti e in che misura
avrebbero dovuto essere sostenuti, in fase di attivazione si ¢ proceduto ad una ripartizione
finanziaria indicativa dei 3,2 milioni di euro. A conclusione del primo anno di attivita si ¢ resa
necessaria una valutazione che ha indirizzato la ripartizione finanziaria per il secondo anno di
attivitd. Tale ripartizione dovra servire a consolidare le iniziative che hanno dimostrato una
concreta possibilita di sviluppo, e a sostenere nuove ipotesi di lavoro anche a scapito di
interventi gia programmati che, seppure avessero buone prospettive operative, non hanno
trovato nel Paese concreti interessi scientifici in grado di sostenerle nel loro processo di
maturazione e realizzazione.

Il Programma 4 ¢ direttamente collegato all’approccio pratico che i referenti di ACC hanno
deciso di adottare per sostenere e migliorare la partecipazione della comunita scientifica del
Paese alla ricerca oncologica e per superare le difficolta che si incontrano nel processo di
internazionalizzazione. Tale approccio mira anche a stimolare una riflessione interna al Paese
che possa dare nuovo slancio agli aspetti traslazionali riformulando nel contempo la
programmazione per renderla piu consona alle esigenze applicative della ricerca clinica.

Il Programma 4 ¢ formulato per dare continuita agli investimenti nazionali, premiare il
merito conseguito e dimostrabile sia a livello nazionale che europeo, partecipare alla
costruzione dell’Area Europea della Ricerca in oncologia e discipline biomediche correlate,
offrire maggiori possibilita al Paese di svolgere un ruolo da protagonista nel contesto
internazionale, stabilendo una sinergia tra merito e interazione con gli organi governativi di
riferimento.

Attuazione del programma:
strategia, risultati e prospettive

Il concetto di internazionalizzazione, visto in una dimensione moderna di collaborazione
transnazionale, ha comportato lo studio di un programma di attivita che potesse attuare uno
stimolo nazionale all’interazione multidisciplinare tra quanti avessero le caratteristiche di
eccellenza necessarie a far emergere una posizione Paese nel contesto europeo. La maggior
parte delle attivita previste nel Programma 4 sono state disegnate per essere sviluppate in
concomitanza con i progetti di rete finanziati nell’ambito del Programma 2 (“Integrazione delle
attivita di ricerca attraverso la costruzione di strutture e reti di collaborazione
interistituzionali”).

Nel complesso, 1’esigenza di realizzare un progetto che ambisca a creare le condizioni
necessarie a sviluppare in maniera sistematica 1’abitudine a collaborare stabilendo interfacce
formali con le istituzioni omologhe ad ACC presenti in altri Paesi e con i progetti europei
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d’interesse oncologico in atto o in fase di progettazione sembra essere stata rispettata ad un anno
dall’inizio del progetto stesso.

Particolare attenzione ¢ stata posta allo sviluppo di alcune infrastrutture di ricerca che
dovrebbero rispondere alla roadmap disegnata dallo European Strategy Forum on Research
Infrastructures, nel cui ambito il Programma 4 ha consentito al Paese di colmare 1’assenza in
alcuni dei settori piu promettenti per lo sviluppo dell’industria del futuro. Tale approccio, oltre a
garantire il MUR nel processo di investimento per il sostegno alle infrastrutture nazionali,
qualifica la partecipazione italiana che, da una fase di intervento spontaneo, si trasforma in
programma di Governo da sostenere anche a livello regionale, proprio a conferma del concetto
di globalizzazione della ricerca e dello sviluppo industriale che non puo esulare da un sostegno
nazionale e locale. Sempre maggiore sforzo dovra essere dedicato in futuro alla promozione del
collegamento alle infrastrutture europee in fase di preparazione e alla realizzazione di reti di
ricerca transnazionali che possano giovarsi degli strumenti attualmente resi disponibili dall’UE.

Si puo affermare che il Programma 4 abbia dato I’avvio ad un processo a cascata che si
auspica possa consentire ai gruppi operanti nel contesto di ACC, supportati dall’Istituto
Superiore di Sanita, di partecipare ad interventi di valenza sovranazionale, nazionale e locale,
dai quali la comunita scientifica di riferimento e il Paese sarebbero probabilmente rimasti
esclusi o per i quali si sarebbero potute verificare partecipazioni casuali e comunque non
rientranti in una strategia nazionale.

A tal riguardo ¢ necessario sottolineare come, per ragioni di opportunita, in molti casi ¢
apparso necessario oltre che opportuno, privilegiare la partecipazione dell’Istituto Superiore di
Sanita che, in qualita di braccio operativo del Ministero della Salute, aveva le caratteristiche di
eleggibilita richieste dalla controparte europea. Tale opportunita ¢ stata particolarmente
applicata per la partecipazione alle infrastrutture di ricerca (dove rientra anche 1’oncologia), per
gli ERA-NET e per il progetto di formazione tramite la mobilita TRAIN (Training through
Research Application Italian iNitiative).

Un altro aspetto qualificante del processo in corso ¢ ’impiego di 7 unita di personale, a
tempo determinato, specificamente dedicato alle attivita collaborative internazionali e al loro
sviluppo nazionale. E auspicabile che tale personale, al termine del periodo di contratto, possa
essere confermato gravando su progetti acquisiti o nell’ambito di interventi previsti nel quadro
di sviluppo delle attivita collaborative che ACC e ISS hanno promosso. Appare, infatti,
fondamentale, al fine di non disperdere competenze maturate e continuare a fornire il sostegno
necessario alla progettualita in fase di realizzazione, garantire continuita al supporto offerto da
personale efficiente ed esperto alle procedure di progettazione e gestionali in genere, funzione
non riscontrabile in nessun IRCCS in maniera organizzata e coordinata con il sistema centrale e
la direzione europea della ricerca.

Per quanto riguarda i risultati raggiunti in questo primo anno di attivita del Programma 4, si
desidera segnalare quanto segue.

La partecipazione all’infrastruttura europea per la ricerca traslazionale EATRIS (European
Advanced Translational Research InfraStructure in medicine) ha dato 1’avvio ad un processo di
ampio respiro, caratterizzato da un ruolo leader del nostro Paese sugli aspetti regolatori ed etici
per la ricerca traslazionale, che ha suggerito al tempo stesso di promuovere un’importante
iniziativa congressuale internazionale co-organizzata da ISS e ACC, in accordo con il Ministero
della Salute, che si ¢ svolta a Roma nei giorni 1-3 ottobre e in occasione della quale si ¢ tenuto
un meeting parallelo tra i rappresentanti di “funding organizations” di 16 Paesi europei
interessati allo sviluppo dell’ERA-NET per la ricerca traslazionale in oncologia. Inoltre, grazie
alle attivita sviluppate nell’ambito del Programma 4, sono state create le basi per un’importante
partecipazione di ISS e aCC nelle fasi preparatorie dei progetti per la creazione di altre 2
infrastrutture europee nel settore della biomedicina — quella per i trial clinici e le bioterapie,
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ECRIN (European Clinical Research Infrastructures Network), e quella sulle biobanche. Allo
stesso tempo, ¢ stata formalizzata la partecipazione di ACC ad altre importanti iniziative
europee, quale il progetto ERA-NET sulle linee guida in oncologia (CoCanCPG, Coordination
of Cancer Clinical Practice Guidelines), iniziative che devono trovare sempre piu collegamento
con i corrispettivi progetti di rete, finanziati nell’ambito del Programma 2.

L’evento OECI (Organisation of European Cancer Institutes) 2008 tenutosi a Genova dal 20
al 24 maggio 2008 si ¢ dimostrato essere l’iniziativa europea piu importante nel settore
oncologico dopo la conferenza del’ECCO (European CanCer Organisation), fornendo
un’ulteriore dimostrazione delle capacita di coordinamento che ACC puo mettere in campo in
un sistema organizzato che si giovi delle infrastrutture e delle competenze sviluppate dal
Programma 4.

Per quanto concerne gli aspetti formativi, si ¢ in attesa dei risultati di una proposta di
mobilita per la formazione che potrebbe consentire al Paese di acquisire una progettualita che
potrebbe dare 1’avvio ad un processo di scambio in uscita e in entrata per un totale di 70
anni/uomo. Tale programma, oltre a posizionare ACC nel contesto internazionale tra le grandi
istituzioni oncologiche, potrebbe significare 1’avvio di un processo inverso all’abituale
migrazione di scienziati verso altri Paesi europei o terzi.

Non si puo nascondere che sono stati incontrati ritardi e difficolta che, seppure attesi in un
programma di vaste dimensioni e aspettative, potrebbero essere superati grazie ad un
auspicabile maggiore impegno del Paese a disegnare e sostenere politiche di
internazionalizzazione derivanti dalla definizione di una posizione Paese da difendere su tutti i
tavoli di trattativa nazionali ed europei e in un processo di concertazione interministeriale.

Oltre ai risultati pratici conseguiti, al Programma 4 deve comunque essere assegnato il
merito di aver avvicinato la programmazione del Ministero della Salute con la partecipazione al
Programma Quadro di ricerca e sviluppo di competenza del Ministero della Ricerca dando vita
ad un processo di collaborazione nel settore biomedico che costituisce 1’elemento di maggior
rilievo di tutto il processo avviato.

Grande importanza ¢ stata e verra data, al potenziamento delle sinergie con i Ministeri
competenti: la ricerca biomedica italiana deve risentire maggiormente delle indicazioni
provenienti da coloro che hanno il compito di indirizzare e sostenere gli interventi nazionali
verso la programmazione europea e internazionale in genere, e che purtroppo sono spesso
esclusi dalla comunita scientifica nella fase progettuale e raramente coinvolti in interventi che
richiedono la loro diretta partecipazione.

In conclusione si puo affermare che il Programma 4, ad un anno dall’avvio effettivo della
sua attivita, ha gia fornito risposte concrete anche per gli aspetti di immagine a livello europeo
che ne ¢ scaturita. ACC viene citata dal progetto Eurocan+Plus come esempio positivo di
coordinamento-Paese e si pud pertanto immaginare che da questa promozione possano derivare
benefici che in futuro potrebbero addirittura concretizzarsi nell’assegnazione al Paese di un
ruolo di coordinamento in importanti iniziative per la ricerca traslazionale e clinica in oncologia,
per le quali ACC si sta impegnando assieme all’ISS, e che prevedono tra I’altro la costituzione
di un ERA-NET per la ricerca traslazionale in oncologia.

Per il secondo anno di attivitd si auspica un concreto sviluppo delle attivita previste dal
programma per potenziare la partecipazione del Paese allo sviluppo dell’area europea della
ricerca in sintonia e in sinergia con gli investimenti nazionali.
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PROGRAMMA 4 DEL DM ISS PER ACC:
RELAZIONE CONSUNTIVA 2008
E PROGRAMMATICA 2009

Claudio Lombardo (a, b), Filippo Belardelli (c)

(a) Itituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro, Genova

(b) Alleanza Contro il Cancro, Roma

(c) Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, I stituto Superiore di Sanita, Roma

In totale il Programma 4 nel corso del primo anno di attivita ha sostenuto circa 100 missioni
di ricercatori di ACC che a vario titolo hanno partecipato ad incontri correlati ad una delle 13
attivita previste dal programma. In Tabella 1 si riporta 1’elenco delle attivita e le relative
previsioni di costi per 1’anno 2009, cosi come presentati al Comitato Esecutivo di ACC del 19
dicembre 2009 ed approvate dal comitato stesso.

Tabella 1. Tabella impegno di spesa secondo anno di attivita (totale€ 2.373.265,67)

Attivita Previsione di impegno 2009
(in euro)
Focal Point e integrazione web site 192.000,00
Promozione della mobilita in entrata e uscita 580.000,00
General Assembly & Scientific Conferences OECI 2008 -
ERA-NET - registri tumori europei 250.000,00
European Bio-Banking and Biomolecular Resources 127.000,00
Programma ECRIN e Infrastructure for Clinical Trials and Biotherapy 153.550,00
Infrastruttura EATRIS 360.715,67
Infrastruttura INSTRUCT 30.000,00
Partecipazione a CoCanGPC 150.000,00
Accreditation of European Comprehensive Cancer Centres 100.000,00
Collaborazione con I’America Latina 100.000,00
Supporto ad iniziative emergenti a seguito di opportunita nella 230.000,00
programmazione UE del VII PQ
Collaborazioni con Paesi extraeuropei 100.000,00

Sono di seguito indicati, punto per punto, seppur brevemente, i risultati conseguiti nel corso
del primo anno di attivita del Programma 4 e gli ostacoli che, in alcuni casi, hanno impedito di
rispondere alle aspettative.

Focal Point e integrazione web site

Nel corso del primo anno di attivita ¢ stata la formalizzata la convenzione ISS-IST che ha
permesso 1’attivazione del Focal Point International Affairs ACC (FPIA). Sono stati definiti i
contratti di collaborazione a tempo determinato per le seguenti figure professionali: 1 bio-
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ingegnere, 1 economista, 1 linguista. Allo scopo di far conoscere le attivita e i servizi svolti dal
FPIA ¢ stato realizzato il website del Focal Point accessibile all’indirizzo:
http://www.istge.it/fp_acc/index.htm. Il FPIA ha fornito supporto continuo non solo allo
sviluppo di tutte le attivitd del Programma 4 ma anche alle iniziative dei soci di ACC che pur
esulando da quanto previsto hanno trovato naturale motivazione e giustificazione.

Proposta programmatico-finanziaria
La convenzione ISS-IST per il Focal Point prevede per il secondo anno di attivita
I’impegno di 192.000 €.

Promozione della mobilita in entrata e in uscita

11 progetto triennale europeo di formazione attraverso la mobilita TRAIN (¢ stato realizzato e
presentato nel contesto della “Call for proposal” FP7-PEOPLE- 2007-2-3-COFUND. Tale
progetto prevede la mobilita in entrata e uscita per un totale di 70 anni/uomo per attivita di
ricerca traslazionale in oncologia per un importo globale di 3,5 milioni di euro. Al momento
attuale il progetto ha superato la valutazione scientifica e si attende la decisione della
Commissione Europea per I’eventuale finanziamento.

Proposta programmatico-finanziaria
L’impegno di spesa ¢ di 580.000 €, da prevedere nel caso in cui il progetto dovesse essere
finanziato.

General assembly and scientific conference OECI 2008

L’evento OECI Genova 2008 si ¢ svolto come previsto a Genova dal 20 al 24 maggio.

Tutte le attivita sviluppate sono accessibili all’indirizzo www.oeci.org o sul website del
Focal Point.

In occasione dell’evento il Dott. Marco Pierotti ha assunto la carica di presidente OECI.

Circa 160 ricercatori e clinici afferenti ai membri di ACC hanno partecipato alle attivita
scientifiche e sociali della Settimana Europea esentati dal pagamento delle quote di iscrizione.

I1 Numero 2-2008 della rivista Tumori ¢ stato dedicato alla raccolta degli atti dell’evento
riportando in copertina il logo di ACC.

Proposta programmatico-finanziaria
Grazie ad un’efficace attivita di fund raising ad integrazione del contributo concesso da
ACC e ad un’attenta gestione dei fondi, il Comitato Promotore Genova OECI 2008 ha
realizzato un avanzo di circa 20,000 € che, tolte le spese di gestione e le spese previste per
la chiusura del Comitato e in accordo con la presidenza ACC ¢ stato cosi destinato:

1) 10.000 € per contribuire all’organizzazione dell’incontro per la costituzione di un
gruppo di Paesi europei interessati a finanziare, quali fondatori, un ERA-NET sulla
ricerca traslazionale in oncologia. Tale incontro si € svolto il 1° ottobre 2008 presso
I’Istituto Superiore di Sanita nell’ambito della conferenza internazionale “Needs and
Challenges in Translational Medicine”; entrambi gli eventi sono stati co-organizzati da
ACC.
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2) 3000 € per sostenere 1’azione preparatoria al lancio di un progetto pilota europeo che
affronti I’argomento “Applicazione di nanotecnologie in oncologia” che dara naturale
seguito alla conferenza nanotecnologie in oncologia di Genova, e che potrebbe essere
focalizzato sulle seguenti due aree tematiche principali: a) auto-assemblaggio di nano
particelle per la diagnosi e terapia del cancro; b) terapie combinate (abbinare approcci
biofarmaceutici e trattamenti con nuove molecole per migliorare la terapia del cancro).
Il coordinamento dell’iniziativa sara affidato al coordinatore della EFPIA (European
Federation of Pharmaceutical Industries and Associations).

3) La somma restante sara utilizzata per sostenere in parte 1’incontro che si svolgera a
Bruxelles nel febbraio 2009 durante il quale verranno presentati formalmente alla
comunita scientifica europea, alle istituzioni europee ¢ alla stampa la rete italiana
Alleanza Contro il Cancro e il Programma di lavoro 2008-2011 della Presidenza
italiana all’OECI, cosi come I’iniziativa di ERA-NET sulla ricerca traslazionale in
oncologia, se tale strumento sara previsto nell’ambito del primo bando 2009 del VII
Programma Quadro della UE. Tale incontro si svolgera in regime di co-finanziamento
con I’Ambasciata d’Italia a Bruxelles e con I’OECI. Sara inoltre da prevedere un
ulteriore finanziamento a carico del Programma 4 come meglio descritto al punto 13
di questo documento.

Non si prevedono ulteriori richieste di contributo a valere sui fondi 2009.

ERA-NET —registri tumori europei

Relativamente a questa attivita e per poter rispondere alla “Call for proposal” lanciata nel
contesto del VII Programma Quadro UE, sono stati identificati i possibili partecipanti alla rete
europea ed ¢ stato presentato un progetto nell’ambito del bando europeo. Nonostante la rete e il
progetto presentato, designato EUCARES, avessero tutte le caratteristiche per accedere al
finanziamento, la proposta non ¢ stata ritenuta idonea ed & stato approvato il progetto
competitore EUROCOURSE. Formale richiesta di chiarimenti ¢ stata inoltrata alla
Commissione Europea e le motivazioni addotte non hanno chiarito e giustificato il giudizio
fornito dai valutatori. Su richiesta del consorzio EUROCOURSE, ¢ in corso una trattativa
informale per verificare la possibilita di una partecipazione di EUCARES al progetto ERA-NET
associando le due reti. E stato altresi presentato un progetto per la realizzazione di una
Infrastruttura di Ricerca Nazionale “Rete Registri Tumori” nell’ambito della costituenda
roadmap italiana delle Infrastrutture per la Ricerca (IR) promossa dal MUR.

Inoltre, al fine di co-finanziare il lancio indipendente di EUCARES ed EUROCARES (v.
appresso), ¢ stato ottenuto un finanziamento di 700.000 € dalla Compagnia di San Paolo tramite
INT e per conto del gruppo nazionale EUCARES.

Proposta programmatico-finanziaria
In data 10-12 marzo 2009 si svolgera a Genova il Convegno Europeo Registri Tumori per
la formulazione della rete e del nuovo progetto EUROCARES, per co-finanziare la
realizzazione del database EUCARES-EUROCARES e per sostenere il convegno degli 83
registri tumori europei che parteciperanno alla fase 5 di EUROCARE.
L’impegno di spesa ¢ di 250.000 €.
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European Bio-Banking and Biomolecular Resources

Relativamente a questa attivita e per poter partecipare alla “Call for proposal” lanciata nel
contesto del VII Programma Quadro UE, ¢ stato attivato il collegamento con il costituendo
consorzio per la preparazione della proposta progettuale di fase preparatoria dell’Infrastruttura
Europea. ISS/ACC, grazie anche all’acquisizione di un’unita di personale a contratto presso la
Direzione Generale di ACC, ha partecipato attivamente alla fase progettuale; cid ha permesso
I’ingresso a pieno titolo tra i partner della fase preparatoria dell’Infrastruttura. Inoltre, grazie al
finanziamento del Comitato Nazionale per la Biosicurezza, le Biotecnologie e le Scienze della
Vita, ¢ stato acquisito, presso 1’ISS, il software per la gestione in rete dei campioni biologici.
Nello stesso tempo ¢ stato presentato un progetto per il riconoscimento di una Infrastruttura di
Ricerca Nazionale “Bio-banche” nell’ambito della costituenda roadmap italiana delle IR del
MUR.

Proposta programmatico/finanziaria
Il Progetto, ormai avviato, potrebbe necessitare di un ulteriore finanziamento per il secondo
anno di attivitd al fine di consentire alle unita operative presso i membri di ACC di
partecipare al meglio anche garantendo la loro presenza in incontri e riunioni
internazionali. Si prevede inoltre di realizzare un incontro dei centri di risorse oncologiche
nazionali al fine di coordinare al meglio la partecipazione italiana all’infrastruttura europea.
L’impegno di spesa ¢ di 127.000 €.

Programma ECRIN e Infrastructure for Clinical Trials
and Biotherapy

Nell’ambito di questa attivita ¢ stato attivato il collegamento con il costituendo consorzio per
la preparazione della proposta progettuale di fase preparatoria dell’Infrastruttura Europea e,
grazie anche all’acquisizione di un’unita di personale a contratto presso la Direzione Generale
di ACC, ISS/ACC ha partecipato attivamente alla fase progettuale; ¢io ha permesso 1’ingresso a
pieno titolo tra i partner della fase preparatoria dell’Infrastruttura.

In particolare, I’ISS ¢ responsabile del WP4 (GMP facilities for biotherapy). Le attivita, di
considerevole interesse per le prospettive di ricerca clinica di ACC, sono coordinate dal Dott.
Filippo Belardelli e dalla Dott.ssa Maria Ferrantini dell’ISS. Inoltre, il coordinatore del FPIA
partecipa quale rappresentante italiano al gruppo di lavoro per la definizione degli aspetti legali
dell’infrastruttura europea.

ISS/ACC ha partecipato al kick-off meeting insieme agli altri partner nazionali (CIRM-
IRFMN) con i quali ¢ in fase di sviluppo un intervento di concertazione.

Nello stesso tempo ¢ stato presentato un progetto per il riconoscimento di una Infrastruttura
di Ricerca Nazionale Bio-CIRT (Centro Italiano per la Ricerca Traslazionale in Biomedicina)
nell’ambito della costituenda roadmap italiana delle IR del MUR Tale proposta ¢ stata
sviluppata in modo concertato con il Ministero del Welfare e prevede la creazione di un centro
la cui missione sara quella di promuovere la ricerca traslazionale nazionale in tutti i settori della
biomedicina mediante attivita di informazione, formazione, ricerca traslazionale e attivita di
servizio per gli IRCCS e in particolare di assistenza e consulenza su aspetti regolatori per
I’allestimento di dossier per studi clinici FIM e di fase 1 e I-II. Il Bio-CIRT potrebbe
rappresentare il contact point del collegamento italiano ad ECRIN.
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Proposta programmatico-finanziaria
Per questo progetto si prevede, per il secondo anno di attivita, un ulteriore impegno per
favorire la realizzazione della rete italiana e per 1’organizzazione di un ristretto incontro di
lavoro in data da definire ed eventualmente avviare una prima sperimentazione pilota
nell’ambito del programma dell’infrastruttura europea.
L’impegno di spesa ¢ di 153.550 €.

Infrastruttura EATRIS

Nell’ambito di questa attivita ¢ stato attivato il collegamento con il costituendo consorzio per
la preparazione della proposta progettuale di fase preparatoria dell’Infrastruttura europea e,
grazie anche all’acquisizione di un’unita di personale a contratto presso la Direzione Generale
di ACC, ISS/ACC ha partecipato attivamente alla fase progettuale; ¢io ha permesso 1’ingresso a
pieno titolo tra i partner della fase preparatoria dell’Infrastruttura.

In particolare, I’ISS ¢ responsabile del WP8 (Regulatory issuesin translational research). Le
attivita, di considerevole interesse per le prospettive di ricerca clinica di ACC, sono coordinate
dal Dott. Filippo Belardelli dell’ISS, con I’importante contributo di altri ricercatori dell’ISS su
aspetti specifici riguardanti gli aspetti regolatori ed etici (G. Migliaccio, M.C. Galli, A.
Meneguz, C. Petrini, G. Calamandrei, A. Vitale). Inoltre, il coordinatore del FPIA partecipa
quale rappresentante italiano al gruppo di lavoro per la definizione degli aspetti legali
dell’infrastruttura europea.

ISS/ACC ha partecipato al kick-off meeting insieme agli altri referenti nazionali (CNR-
CRFMN) con i quali sono stati realizzati due incontri di lavoro presso 1’ISS al fine di sviluppare
un intervento di concertazione. Va inoltre ricordato I’'impegno di ISS/ACC nel promuovere la
partecipazione al progetto EATRIS del Ministero del Welfare che figura ora tra i partner
governativi della fase preparatoria dell’Infrastruttura.

Nello stesso tempo, come sopra menzionato, ¢ stato presentato il progetto per la
realizzazione dell’infrastruttura Bio-CIRT nell’ambito della costituenda roadmap italiana delle
IR del MUR. Il Bio-CIRT intende rappresentare il contact point del collegamento italiano ad
EATRIS.

Infine, ¢ stata organizzata insieme al Ministero del Welfare la conferenza internazionale
“Needs and Challenges in Translational Medicine”, tenutasi presso I’ISS dal 1 al 3 ottobre 2008.

Proposta programmatico-finanziaria
Per questo progetto si prevede un ulteriore impegno per sostenere la fase di fattibilita e la
presentazione della componente italiana all’infrastruttura europea EATRIS ovvero di
IATRIS che si sviluppera nel contesto di attivazione del Bio-CIRT.
Il contributo richiesto € di 360.715,67 €.

Infrastruttura INSTRUCT

Nell’ambito di questa attivita ¢ stata realizzata I’interazione con il contact point nazionale
Prof. Ivano Bertini e sono state identificate possibili aree di intervento. Sono al momento in fase
di progettazione le possibili ipotesi di rete nazionale per gli aspetti oncologici che potrebbero in
futuro interagire con ’IR INSTRUCT e con I’IR nazionale Bio-CIRT.
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Proposta programmatico-finanziaria

Seppure per questo progetto non si siano osservati particolari sviluppi per una carenza
specifica di ACC nel settore di riferimento, al fine di dare comunque I’opportunita alla rete
di ACC di integrarsi nella fattibilita di INSTRUCT che in parte potrebbe anche essere di
supporto allo sviluppo del Bio-CIRT, si rende necessario prevedere un finanziamento. In
particolare si ritiene auspicabile che grazie al sostegno dell’ISS e di ACC, la proposta
formulata in occasione dell’ultimo incontro di INSTRUCT a Monaco dal dottor Camillo
Rosano dell’IST e dal Dott. Andrea Musacchio dell’TEO al coordinatore scientifico per
I’Italia, Prof. Bertini, possa trovare un’eventuale momento di verifica e parziale
attivazione. Tale proposta prevede di costruire un “Associated Center” in Italia che si
occupi di produzione e caratterizzazione di macromolecole biologiche. Si ritiene infatti che
un tale centro possa avere un interesse strategico per il Paese anche in funzione di possibili
(e auspicabili) infrastrutture nel campo del “Drug Design and Delivery” e delle nano-
biotecnologie. Tale intervento consentirebbe di evitare che vengano proposti centri non
Nazionali quali Associated Center al nodo di INSTRUCT diretto dal professor Bertini
perdendo un’occasione di sviluppo della Ricerca Sanitaria Nazionale.

L’impegno di spesa ¢ di 30.000 €.

Partecipazione a CoCanGPC

Durante il primo anno di attivita ¢ stata lanciata la proposta di inserimento di ISS/ACC quali
nuovi partner dell’ERA-NET esistente. In questo contesto rappresentanti di ISS/ACC hanno
partecipato alla riunione di presentazione che si ¢ tenuta a Edimburgo il 14-16 maggio 2007. In
seguito ¢ stata presentata tutta la modulistica necessaria al riconoscimento di ISS e ACC quali
referenti nazionali in aggiunta alla Regione Emilia Romagna e quindi ISS/ACC sono stati
formalmente accolti quali nuovi partner dell’ERA-NET CoCanGPC. Al momento attuale ¢ in
fase di sviluppo un’ipotesi di programma di lavoro per la realizzazione di GCP europee per gli
istituti afferenti all’OECI.

Proposta programmatico-finanziaria
Nel corso del secondo anno di attivita si potrebbe prevedere la formulazione di una
proposta di ERA-NET-Plus. Si ritiene necessario prevedere un impegno per la
partecipazione alla stesura di un primo contributo per la realizzazione di GCPs europee ¢
per I’avvio della preparazione della versione italiana.
Il contributo richiesto & di 150.000 €.

Accreditation of European Comprehensive
Cancer Centres

Nell’ambito di questo progetto ¢ stata curata 1’organizzazione del primo “Accreditation
Training Course”, Genova 28 maggio 2007 per la seconda fase di sperimentazione del tool
elettronico di validazione.

In seguito all’inclusione dell’Istituto Oncologico di Bari tra i 4 CCC riconosciuti nel progetto
pilota di OECI si ¢ ritenuto opportuno provvedere ad un contributo all’Istituto oncologico di
Bari per favorire una migliore partecipazione alla fase pilota. Nel corso del primo anno di
attivita ¢ stato garantito un costante supporto alla partecipazione dei delegati degli istituti di
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ACC alle attivita formative per 1’accreditamento realizzate a Genova e a Budapest. Tale
impegno ha portato all’ingresso formale del dottor Angelo Paradiso nello Steering Committee
del progetto Accreditation. Infine, ¢ stato organizzato nell’ambito dell’evento Genova OECI
2008 il secondo “Accreditation Training Course”, tenutosi il 23 maggio.

Proposta programmatico-finanziaria
Si ritiene necessario continuare a supportare 1’Istituto Oncologico di Bari nella
partecipazione al progetto di accreditamento europeo con I’obiettivo di traslare i risultati
europei a livello nazionale. Si svolgeranno a Roma in data 27 gennaio 2009 e 10-11
febbraio 2009, presso I’ISS, due incontri internazionali per discutere il programma di
accreditamento istituzionale in concertazione a quanto sviluppato dall’OECI
L’impegno di spesa ¢ di 100.000 €.

Collaborazione con I’America Latina

In questo ambito ¢ stata individuata una rete di ricerca Europa - America Latina per lo studio
dell’eziologia della leucemia pediatrica in Europa e America Latina ed ¢ stato preparato e
presentato il progetto denominato STELLAE, come previsto da programma e in risposta la
bando specifico. La proposta, per un errore non chiarito in fase di inserimento dati nel sistema
EPSS della Commissione Europea, non ¢ risultata eleggibile. In alternativa ¢ stato presentato un
progetto speciale al Ministero degli Esteri per la costituzione della rete Italia-Brasile per lo
studio dell’eziologia dei tumori pediatrici nei due Paesi. Il progetto ¢ in attesa di valutazione.

Proposta programmatico-finanziaria
Per il secondo anno di attivita, nel caso il progetto presentato al Ministero degli Esteri
venisse approvato, ¢ da prevedersi un co-finanziamento a carico del Programma 4.
Il co-impegno di spesa ¢ di 100.000 €.

Supporto ad iniziative emergenti a seguito
di opportunita nella programmazione UE del VII PQ

Sono in fase di studio possibili progettualita da indirizzare alla programmazione europea in
funzione delle esigenze emergenti dalla comunita scientifica di ACC e dalla programmazione
europea. Di seguito sono indicate alcune attivita in fase di sviluppo e per le quali si ritiene
necessario prevedere un adeguato contributo per 1’anno 2009.

Proposta programmatico-finanziaria
Questa attivita si articola in:

a) Organizzazione, nel corso del 2009, della seconda riunione del gruppo di lavoro
europeo su “Nanotecnologie in oncologia”gia finanziato dal Comitato Genova OECI
2008. Sostegno della fase preparatoria del progetto che verra bandito nel primo bando
2009 del VII PQ della UE nell’ambito del Tema 4: Nanoscienze, nanotecnologie,
materiali e nuove tecnologie di produzione.

Impegno di spesa: 20.000 €
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b) Supporto all’organizzazione della conferenza Exploitation of Research Outcomes
towards Cancer Patients' Expectations: European Perspectives. L’incontro ¢ previsto a
Bruxelles il 17 marzo 2009 e si realizzera in collaborazione con I’Ambasciata d’Italia.
Nel corso del convegno ¢ prevista una Tavola Rotonda sul coordinamento della ricerca
traslazionale in Europa e alla quale parteciperanno la CE e le maggiori organizzazioni
internazionali operanti nel settore oncologico. In occasione dell’evento verra presentata
alla stampa internazionale, la rete italiana ACC e il Programma di lavoro 2008-2011
della Presidenza italiana all’OECI.

Impegno di spesa: 40.000 €

¢) Supporto all’organizzazione a Bruxelles in data 16 marzo 2009, in concomitanza con
I’evento di cui al punto b, dell’incontro dei rappresentanti delle funding organization dei
Paesi membri interessati a partecipare all’ERA-NET per la ricerca traslazionale.
Impegno di spesa: 20.000 €

d) Supporto alla preparazione del progetto ERA-NET per la ricerca traslazionale e
attivazione delle fasi preliminari alla preparazione di futuri bandi europei.
Impegno di spesa: 100.000 €

e) Supporto all’organizzazione del IIT International Cancer Control Congress (ICCC-3).
ACC partecipa in qualita di co-organizzatore dell’evento che si svolgera a Cernobbio
dal 7 all’ll novembre 2009. Tale conferenza alla quale parteciperanno circa 2000
ricercatori trattera i seguenti temi:

- promozione della collaborazione internazionale tra Paesi sviluppati ¢ Paesi in via di
sviluppo;

- promozione della collaborazione internazionale per favorire 1’uso dei dati e dei
sistemi di sorveglianza per elaborare le statistiche, e degli indicatori del cancro
basati sulla popolazione;

- sostenibilita economica delle azioni di lotta contro il cancro per la pianificazione dei
programmi di controllo del cancro sia nei Paesi sviluppati e Paesi in via di sviluppo;

- promozione delle politiche nella prevenzione primaria contro i fattori di rischio
professionali, del comportamento e di stile di vita per abbattere i costi connessi con
il cancro.

La ICCC-3 ¢ un’occasione unica per sottolineare ulteriormente il ruolo di ACC nel
contesto internazionale.
Impegno di spesa: 50.000 €

Collaborazione con i Paesi extraeuropei

In questo ambito sono gia in fase avanzata di progettazione interventi bilaterali per la
promozione della rete di bioinformatica e di altri settori particolarmente sviluppati negli USA e
nel Regno Unito.

Proposta programmatico-finanziaria
Si ritiene necessario sostenere il processo di interazione nel settore bioinformatico con UK
ed estenderlo al rapporto con il gruppo di bioinformatica del NCI. Tale approccio si deve
realizzare in collaborazione con lo sviluppo del Bio-CIRT a supporto del processo di
apertura di ACC e di ISS all’infrastruttura europea per la ricerca traslazionale.
L’impegno di spesa ¢ di 100.000 €.

155



Rapporti ISTISAN 09/1

CONSUNTIVO DELLE ATTIVITA CONGRESSUALI,
LETTURE PLENARIE, ATTIVITA PROPEDEUTICA
ALLA REALIZZAZIONE DI INCONTRI SCIENTIFICI,
PUBBLICAZIONI

Claudio Lombardo (a, b), Filippo Belardelli (c)

(a) Itituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro, Genova

(b) Alleanza Contro il Cancro, Roma

(c) Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Organizzazione di convegni e conferenze

Sono di seguito elencate le numerose iniziative convegnistiche organizzate nel contesto del
Programma 4:

— 25 giugno 2007 — Roma, Istituto Superiore di Sanita
“La costruzione dell’area europea della ricerca in biomedicina e il contributo degli enti di
ricerca del servizio sanitario nazionale”

— 21 aprile 2008 — Roma, Istituto Superiore di Sanita
Convegno di presentazione delle attivita iniziate dei programmi 1, 2, 3, 4 ISS per ACC.
“Rete nazionale solidale e collaborazioni internazionali”

— 20-24 maggio 2008 — Genova, Palazzo Ducale
“The OECI 2008 Scientific Week”

— 11 giugno 2008 — Roma, Istituto Superiore di Sanita
1° incontro dei partecipanti italiani al progetto EATRIS

— 10 settembre 2008 — Roma, Istituto Superiore di Sanita
2° incontro dei partecipanti italiani al progetto EATRIS

— 8 ottobre 2007- Roma, Istituto Superiore di Sanita
“Rete Nazionale solidale e collaborazioni internazionali del Programma Straordinario
Oncologia 2006 (ISS per ACC)”

— 1-3 ottobre 2008 — Roma, Istituto Superiore di Sanita
“Needs and challenges in translational medicine: Filling the gap between basic research
and clinical applications”

— 1 ottobre 2008 — Roma, Istituto Superiore di Sanita
Simposio satellite “Toward an ERA-NET on Translational Cancer Research”

— 27 ottobre 2008 — Londra, Italian Cultural Institute
Conferenza “e-Oncology: a bi-lateral Italy-UK Workshop”

— 28 novembre 2008 — Milano, Fondazione Istituto Tumori
Conferenza “Nanotechnologies in oncology”
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Conferenze in preparazione

Sono di seguito elencate le conferenze in preparazione programmate nell’immediato futuro:

27 gennaio 2009 (Roma, ISS): “OECI educational activities: perspectives in the
accreditation of European CCCs”

9-10 febbraio 2009 (Roma, ISS): “Sviluppo della rete oncologica nazionale per il
progresso della ricerca sanitaria- Consuntivo Attivita Scientifica 2007 ISS per ACC”
10-11 febbraio 2009 (Roma, ISS): “Meeting of the OECI Accreditation project”

10-12 marzo 2009 (Genova): Conferenza degli 83 rappresentanti dei registri tumori

europei per la messa a punto del nuovo progetto EUROCARES finanziato dalla
Compagnia di San Paolo

16 marzo 2009 (Bruxelles, Jolly Hotel Sablon): “II meeting of the funding agencies
involved in the setting-up of the ERA-NET for translational research”

17 marzo 2009 (Bruxelles, Centro Congressi MPS): Conferenza “Research and
exploitation: toward cancer patients expectations”

7-11 novembre 2009 (Cernobbio): “3™ International Cancer Control Congress”.

Pubblicazioni conseguite nell’ambito del progetto

11 presente progetto ha prodotto in questo primo anno di attivita le seguenti pubblicazioni:

1. Belardelli F, D’Alessandro F, Ferrantini M, Lombardo C, Moretti F (Ed.). Costruzione dell’area

europea della ricerca in biomedicina e contributo degli enti di ricerca del Servizio Sanitario
Nazionale. Roma: Istituto Superiore di Sanita; 2007. (Rapporti ISTISAN 07/27).

. Belardelli F. Contributo dell’Istituto Superiore di Sanita nella costruzione dell’area europea della

ricerca biomedica: esperienze, iniziative e prospettive. In: Belardelli F, D’Alessandro F,
Ferrantini M, Lombardo C, Moretti F (Ed.). Costruzione dell’area europea della ricerca in
biomedicina e contributo degli enti di ricerca del Servizio Sanitario Nazionale. Roma: Istituto
Superiore di Sanita; 2007. (Rapporti ISTISAN 07/27). p. 26-32.

. Berrino F, Lombardo C, et al. The need of comparative survival information in Europe: Why do

we need population based survival studies? The European Journal of Cancer (inviato per la
pubblicazione).

. Boyle P, Anderson BO, Andersson LC, Ariyaratne Y, Auleley GR, Barbacid M, Bartelink H,

Baselga J, Behbehani K, Belardelli F, Berns A, Bishop J, Brawley O, Burns H, Clanton M, Cox
B, Currow D, Dangou JM, de Valeriola D, Dinshaw K, Eggermont A, Fitzpatrick J, Forstmane
M, Garaci E, Gavin AT, Kakizoe T, Kasler M, Keita N, Kerr D, Khayat D, Khleif S, Khuhaprema
T, Knezevic T, Kubinova R, Mallath M, Martin-Moreno J, McCance D, McVie JG, Merriman A,
Ngoma T, Nowacki M, Orgelbrand J, Park JG, Pierotti M, Ashton LP, Puska P, Escobar CV,
Rajan B, Rajkumar T, Ringborg U, Robertson C, Rodger A, Roovali L, Santini LA, Sarhan M,
Seffrin J, Semiglazov V, Shrestha BM, Soo KC, Stamenic V, Tamblyn C, Thomas R, Tuncer M,
Tursz T, Vaitkiene R, Vallejos C, Veronesi U, Wojtyla A, Yach D, Yoo KY, Zatonski W, Zaridze
D, Zeng YX, Zhao P, Zheng T. Need for global action for cancer control. Ann Oncol
2008;19(9):1519-21.

. Ferrantini M, Lombardo C, Moretti F, Belardelli F. Biotherapy of cancer. Break the barriers to

foster translation of Knowledge. Tumori 2008;94(2):182-7.
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Ferrantini M, Moretti F, Belardelli F. Il ruolo dell’Istituto Superiore di Sanita nel coordinamento
della ricerca sul cancro e nello sviluppo di infrastrutture. Notiziario dell’Istituto Superiore di
Sanita 2007;20(11):15-8.

. Ferrantini M, Moretti F, Belardelli F. Infrastruttura europea EATRIS (European Advanced

Translational Research Infrastructure in Medicine). In: Belardelli F, D’Alessandro F, Ferrantini
M, Lombardo C, Moretti F (Ed.). Costruzione dell’ area europea della ricerca in biomedicina e
contributo degli enti di ricerca del Servizio Sanitario Nazionale. Roma: Istituto Superiore di
Sanita; 2007. (Rapporti ISTISAN 07/27). p. 55-8.

. Lombardo C, Campione B, Albanese D, D’Alessandro F, Rondanina T. Il contributo italiano nella

costruzione dello spazio europeo della ricerca: le aspettative per 1’oncologia. In: Collaborazione
sanitaria internazionale e programmi europei. Roma: Ministero della Salute; 2008. p. 95-102.

. Lombardo C, Cope J, De Andres Medina R, Ferrantini M, Guillemette B, Wetteraurer B.

Coordinating Cancer Research in Europe: the role of Member States. In: Moretti F, Romero M,
Belardelli F (Ed.). International Meeting. Needs and Challenges in Translational Medicine:
filling the gap between basic research and clinical applications. Istituto Superiore di Sanita.
Rome, Italy, October 1-3, 2008. Abstract Book. Roma: Istituto Superiore di Sanita; 2008.
(ISTISAN Congressi 08/C7). p.71

Lombardo C, D’Alessandro F. Considerazioni conclusive. In: Belardelli F, D’Alessandro F,
Ferrantini M, Lombardo C, Moretti F (Ed.). Costruzione dell’area europea della ricerca in
biomedicina e contributo degli enti di ricerca del Servizio Sanitario Nazionale. Roma: Istituto
Superiore di Sanita; 2007. (Rapporti ISTISAN 07/27). p. 83-84.

Lombardo C, D’Alessandro F. Costruzione e internazionalizzazione delle reti di ricerca nazionali
in oncologia: il contributo italiano e la strategia per la competitivita. In: Belardelli F,
D’Alessandro F, Ferrantini M, Lombardo C, Moretti F (Ed.). Costruzione dell’ area europea della
ricerca in biomedicina e contributo degli enti di ricerca del Servizio Sanitario Nazionale. Roma:
Istituto Superiore di Sanita; 2007. (Rapporti ISTISAN 07/27). p. 17-22.

Lombardo C., Rondanina T, D’Alessandro F, Albanese D. Training and mobility, a priority fort
the network of European Comprehensive Cancer Centers. How a national mobility initiative
could enhance the EU cooperation in cancer research contributing to ERA development: the
example of the Alleanza Contro il Cancro Italian CCCs Network. Tumori 2008;94(2):147-53.

Maio M, Nicolay HJ, Ascierto P, Belardelli F, Camerini R, Colombo MP, Queirolo P, Ridolfi R,
Russo V, Anzalone L, Fonsatti E, Parmiani G. The Italian Network for Tumor Biotherapy
(NIBIT): getting together to push the field forward. J Trans Med 2008;6:8

Micheli A, Di Salvo F, Lombardo C, Ciampichini R, Baili P, Pierotti MA. The Italian
performance in cancer research. Tumori (inviato per la pubblicazione).

Moretti F, Romero M, Belardelli F (Ed.). International meeting. needs and challenges in
trangational medicine: filling the gap between basic research and clinical applications. Istituto
SQuperiore di Sanita. Rome, Italy, October 1-3, 2008. Abstract Book. Roma: Istituto Superiore di
Sanita; 2008. (ISISAN Congressi 08/C7).

Pierotti MA, Lombardo C, Rosano C. Nanotechnology: going small for a giant leap in cancer
diagnostics and therapeutics. Tumori 2008;94(2):191-6.

Ringborg U, De Valeriola D, van Harten W, Bosch AL, Lombardo C, Nilsson K, Philip T,
Pierotti MA, Riegman P, Saghatchian M, Storme G., Tursz T, Verellen D. Improving
translational research in oncology: the role of the network of comprehensive cancer centres
Tumori 2008;94(2):143-6.
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