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Un vaccino innovativo contro il cancro della mammella basato su
vescicole extracellulari ingegnerizzate endogenamente

Micaela Donnini!, Flavia Ferrantelli!, Francesco Manfredi!, Patrizia Leone!, Katherina Pugliese!,

Eleonora Olivettal, Elisabetta Affabris2, Maurizio Federico!, and Chiara Chiozzini!
1National Center for Global Health, Istituto Superiore di Sanita, 00161 Rome, Italy;

2Department of Science, Roma Tre University, 00146 Rome, Italy.

e-mail: micaela.donnini@iss.it e chiara.chiozzini@iss.it

Abstract

We previously developed an innovative strategy to
induce CD8+ T lymphocyte-immunity through in vivo
engineering of extracellular vesicles (EVs). This
approach relies on intramuscular injection of DNA
expressing antigens of interest fused to a biologically-
inactive HIV-1 Nef protein mutant (NeffUt), NefMut jg
very efficiently incorporated into EVs, thus conveying
large amounts of fusion proteins into EVs released by
transfected cells. This platform proved successful against
highly immunogenic tumor-specific antigens. Here, we
tested whether antigen-specific CD8+ T cell immune
responses induced by engineered EVs can counteract the
growth of tumors expressing two “self” tumor-associat-
ed antigens (TAAs): HOXB7 and HER2. FVB/N mice
were injected with DNA vectors expressing NefMut
fused to HOXB7 or HER2, singly and in combination,
before subcutancous implantation of breast carcinoma
cells co-expressing HOXB7 and HER2. All mice immu-
nized with the combination vaccine remained tumor-
free, whereas groups vaccinated with single Neffut.
fused antigens were only partly protected, with stronger
antitumor effects in HER2-immunized mice. These
results show the efficacy of EV-based vaccination
against two TAAs, and represent the first demonstration
that HOXB7 may be targeted in multi-antigen
immunotherapy strategies.

INTRODUZIONE

Cancro della mammella e vaccini antitumorali

Il cancro della mammella ¢, ancora oggi, la principale
causa di morte per cancro nella donna, con un numero
stimato di 2,3 milioni di nuovi casi e oltre 685.000 deces-
si causati nel 2020 (Sung et al., 2021). Una delle ultime
frontiere nella lotta contro il cancro ¢ I’immunoterapia
che agisce stimolando ex-novo, potenziando, o modifi-
cando il funzionamento del sistema immunitario in modo
da renderlo capace di riconoscere ed attaccare le cellule
tumorali (Waldman, Fritz and Lenardo, 2020). Tra le
diverse possibili strategie immunoterapiche vi ¢ lo svi-
luppo di vaccini antitumorali, i quali offrono 1’attraente,
e forse non piu futuristica, prospettiva di fornire un’im-
munita a lungo termine contro queste patologie
(Grimmett et al., 2022). Nonostante i numerosi progres-
si raggiunti, pero, ad oggi nessun vaccino ¢ stato appro-
vato per il trattamento del cancro (Davodabadi et al.,
2022). Un vaccino antitumorale efficace deve essere in
grado di istruire il sistema immunitario a riconoscere ¢
attaccare le cellule tumorali che esprimono antigeni non-
self o self-derived, rispettivamente TSA (Tumor Specific
Antigen) o TAA (Tumor Associated Antigen), che siano
essenziali per la loro sopravvivenza e, possibilmente,
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assenti o poco espressi nelle cellule normali. Nelle rispo-
ste antitumorali il ruolo principale ¢ svolto dall’immuni-
ta cellulare mediata dai linfociti T CD4+ e, soprattutto,
dall’attivazione di linfociti T CD8+ citotossici funziona-
li, cio¢ in grado di avviare una risposta T citotossica
(CTL) nei confronti delle cellule tumorali, generando
una “memoria” immunitaria. Per queste ragioni, il nume-
ro dei CTL nel microambiente tumorale (TME) risulta un
marker prognostico critico del cancro (Halle, Halle and
Forster, 2017).

Piattaforma vaccinale basata su EV ingegnerizzate
con Nefmut

Nel nostro laboratorio ¢ stato isolato un mutante inattivo
della proteina Nef di HIV-1 denominato Nef™Ut, che si
incorpora efficientemente nelle vescicole extracellulari
(EV), anche quando fuso al suo C-terminale con una pro-
teina esogena (Di Bonito et al., 2009). Le EV sono un
gruppo eterogeneo di vescicole, rilasciate da tutte le cel-
lule, che svolgono un ruolo centrale nella comunicazio-
ne intercellulare e sono per questo considerate ottimi
sistemi di delivery, potenzialmente sfruttabili in ambito
clinico. Su tali presupposti, ¢ stata sviluppata e brevetta-
ta un’originale strategia vaccinale basata su EV ingegne-
rizzate endogenamente, che si ¢ rivelata efficace, in
diversi studi preclinici, sia contro malattie infettive che
contro tumori. Nel modello murino di immunizzazione
proposto (Figura 1), una sospensione di DNA in solu-
zione fisiologica viene somministrata a livello del qua-
dricipite attraverso un’iniezione intramuscolare (i.m.), a
seguito della quale, si effettua un’elettroporazione che
favorisce la penetrazione del DNA all’interno delle cel-
lule (Kisakov et al., 2024). Il DNA si esprime nelle cel-
lule muscolari, ma non solo, ¢ il prodotto proteico di
fusione viene incorporato nelle EV e rilasciato nell’am-
biente extracellulare, raggiungendo anche siti molto
distanti da quello di inoculo. Le EV immunogeniche
vengono dunque captate dalle APC e, nello specifico,
dalle DC convenzionali che, attraverso il meccanismo di
cross-presentazione, inducono I’attivazione e 1’espansio-
ne di cloni di linfociti T CD8+ specifici per quell’immu-
nogeno, generando anche una popolazione di linfociti T
CD8+ di memoria (Federico, 2023).

Un vaccino valido contro i tumori

La strategia vaccinale basata su NefUt sj ¢ dimostrata
efficace in ambito tumorale, anche contro TAA, come
dimostrato contro tumori ortotopici esprimenti I’antigene
HER2 in modelli murini che spontaneamente sviluppano
tumori mammari multipli. L’immunita T CD8 specifica,
indotta nei topi immunizzati contro HER2, ¢ in grado di
generare un effetto antitumorale che consente un con-
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trollo della crescita tumorale, ma non la remissione com-
pleta (Anticoli et al., 2018). Sicuramente, il meccanismo
di cancer immunoediting pud limitare 1’efficacia com-
plessiva di questa strategia terapeutica (Schreiber, Old
and Smyth, 2011). Una possibile contromisura potrebbe
essere quella di attivare il sistema immunitario contro
bersagli multipli. Tale strategia ¢ permessa dalla flessibi-
lita della piattaforma vaccinale CTL basata su NefMut,
che consente di immunizzare efficacemente contro piu
antigeni contemporaneamente (Ferrantelli et al., 2021a).

Scopo del lavoro

Lo scopo di questo progetto ¢ stato la valutazione del-
I’efficacia di un vaccino profilattico di combinazione,
che sfrutta la piattaforma vaccinale basata sull’inoculo di
specifici vettori di DNA e la produzione endogena di EV
ingegnerizzate per la generazione di risposte immunita-
rie CTL dirette contro due TAA espressi dalle cellule
tumorali, in un modello preclinico di cancro della mam-
mella. Per la loro rilevanza e per i risultati promettenti
ottenuti precedentemente con la vaccinazione singola
verso uno dei due antigeni, sono stati considerati i TAA
HOXB7 e HER2. Lo scopo ultimo ¢ quello di ottenere
importanti informazioni al fine di traslare questa strate-
gia vaccinale nell’ambito delle terapie cliniche contro il
cancro.

MATERIALI E METODI

Costrutti molecolari

I costrutti molecolari utilizzati sono stati ottenuti prece-
dentemente e pubblicati in lavori del gruppo (Anticoli et
al., 2018; Ferrantelli et al., 2018).

Colture di cellule tumorali 305

Le cellule denominate “305” sono una linea cellulare
esprimente entrambi i TAA HOXB7 ed HER2, derivata
da tumori della ghiandola mammaria cresciuti sponta-
neamente in topi FVB/N transgenici per HER2 e
HOXB?7 (Liu et al., 2015). Questa linea cellulare ¢ stata
fornita gentilmente da wun gruppo di ricerca
dell’Universita della Carolina del Sud (USA) che si ¢
occupato anche della sua caratterizzazione (Liu et al.,
2015).
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Figura 1. Schema del meccani-
smo d’azione della piattaforma
vaccinale CTL basata su Nefmut,
L’iniezione im. di un vettore di
DNA permette I’espressione del-
I’immunogeno di interesse fuso al
C-terminale della proteina di anco-
raggio alle EV Nefmut, I] prodotto di
fusione viene incorporato nelle EV
e rilasciato ad elevati livelli nel-
I’ambiente extracellulare, raggiun-
gendo anche siti molto distanti. La
cattura delle EV ingegnerizzate da
parte delle APC consente, attraver-
so il meccanismo di cross-presenta-
zione, I’attivazione di linfociti T
CD8+ specifici per I’immunogeno
trasportato, in grado poi di esplica-
re le proprie funzioni. Da:
(Federico, 2023).

Scelta del modello

Gli studi in vivo sono stati condotti in topi FVB/N, un
ceppo di laboratorio molto utilizzato nella ricerca bio-
medica, in particolare in ambito oncologico, per la sua
suscettibilita allo sviluppo di certi tipi di tumori, che lo
rende un ottimo modello per lo studio della biologia del
cancro e per valutare le potenzialita di trattamenti antitu-
morali (https://www.criver.com/products-services/find-
model/fvb-mouse?region=27). Topi del ceppo FVB/N
sono stati ottenuti da ENVIGO RMS srl, e stabulati pres-
so I’Istituto Superiore di Sanita di Roma, autorizzato dal
Ministero della Salute con decreto ministeriale numero
12/2005-A, e rilasciato in data 04/02/2005. Tutte le pro-
cedure in vivo sono state eseguite come previsto da
Decreto legislativo 26/2014 in attuazione della Direttiva
Europea 2010/63.

Immunizzazione

Per le procedure di immunizzazione, i topi sono stati sot-
toposti ad anestesia generale mediante inalazione di iso-
flurano 1,5% (Isoflo), e successivamente inoculati i.m. (a
livello del quadricipite, sia a destra che a sinistra) con 10
png di DNA in 30 pL di soluzione fisiologica sterile. Nel
caso dell’immunizzazione combinata, € stata inoculata la
stessa quantita di DNA per ciascuno dei due vettori, sem-
pre risospesi in 30 pL di soluzione fisiologica.
Immediatamente dopo I’iniezione, i topi sono stati sotto-
posti ad elettroporazione nel sito di inoculo, mediante lo
strumento Agilpulse IM (BTX, Harvard Bioscience).
Ogni ciclo di immunizzazione ¢ consistito in due vacci-
nazioni a distanza di due settimane.

Inoculo cellule tumorali

Nel modello di efficacia preventiva proposto, a distanza
di due settimane dalla seconda immunizzazione, 100 pL
di una sospensione di cellule 305 ad una concentrazione
di 2 x 10° cellule/mL in PBS sono stati inoculati sotto-
cute (s.c.), nel fianco di ogni topo ¢ la crescita tumorale
¢ stata monitorata per i 30 giorni successivi. I volumi
sono stati calcolati secondo la formula (diametro mag-
giore x diametro minorez)/2. Al sacrificio, ¢ stata valuta-
ta D’effettiva presenza di masse tumorali sottocute, a cui
¢ seguito I’espianto, o confermata I’assenza delle stesse.
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Figura 2. Rappresentazione schematica del saggio di stimolazione delle cellule T e del rilascio di citochine. (a) Campioni di sple-
nociti vengono scongelati e stimolati con peptidi HER2 o con pool di peptidi HOXB7; (b) dopo 6 giorni, gli stimoli vengono rimossi
e le cellule coltivate per 2 giorni senza stimoli; (¢) ciascuno dei due campioni precedenti viene quindi seminato in 4 condizioni di sti-
molazione: peptide NS3; peptidi HER2; pool peptidi HOXB7; PMA/ionomicina.

Espianto e processamento delle milze

Per analizzare le risposte immunitarie T specifiche indot-
te nei topi vaccinati, al sacrificio le milze dei topi sono
state espiantate e processate per ottenere colture di sple-
nociti. Ogni milza ¢ stata sminuzzata in una piastrina ste-
rile contenente terreno di coltura (RPMI 1640, Gibco)
per liberare la componente cellulare nel terreno di coltu-
ra. 11 tutto ¢ stato trasferito in un tubo e, atteso qualche
minuto, il sovranatante contenente gli splenociti ¢ stato
trasferito in un altro tubo ¢ sottoposto ad un lavaggio con
terreno senza siero. Le cellule sono state risospese in ter-
reno di coltura RPMI 1640 (Gibco) completo (FBS al
15%, glutammina, penicillina e streptomicina, B-mercap-
toetanolo 50 puM), ¢ contate utilizzando il colorante
Trypan blue, per escludere le cellule morte. Gli splenoci-
ti sono stati crioconservati in terreno di congelamento
costituito da FBS con 10% di dimetilsolfossido
(DMSO).

Saggio di stimolazione delle cellule T

I campioni di splenociti crioconservati derivati dai topi
sono stati scongelati, contati, ¢ seminati alla concentra-
zione finale di 10 x 100 cellule/mL in due condizioni:
aggiungendo due peptidi HER2 (PDSLRDLSVF e
PYNYLSTEYV, GenScript) specifici per i linfociti CD8+,
alla concentrazione di 5 pg/mL ciascuno, oppure un pool
di peptidi HOXB7 (GenScript), alla concentrazione di 1
pg/mL ciascuno (Figura 2a). Le cellule sono state man-
tenute in coltura per 6 giorni, quindi, dopo aver rimosso
gli stimoli, sono state riseminate in terreno completo e
coltivate per due giorni (Figura 2b). A questo punto, ¢
stato allestito il saggio di stimolazione delle cellule T e

del rilascio delle citochine, che prevede la semina di cia-
scun campione precedente in 4 condizioni di stimolazio-
ne (Figura 2c¢): peptidi HER2 (5 pg/mL); pool peptidi
HOXB7 (1 pg/mL ciascuno); peptide NS3 di HCV (5
pg/mL) come stimolo scorrelato; PMA (10 ng/mL) e
ionomicina (1 pg/mL) come controllo positivo dell’atti-
vazione cellulare. Dopo un’ora di incubazione a 37 °C, ¢
stata aggiunta in tutti i campioni la brefeldina (BFA) alla
concentrazione di 1 pg/mL per bloccare la secrezione di
IFNy. La coltura ¢ stata incubata a 37 °C o.n.

Marecatura intracellulare delle citochine (ICS)

Dopo I’incubazione, i campioni cellulari sono stati rac-
colti in tubi da FACS e centrifugati a 250 x g per 7’ a 4
°C. Una volta rimosso il sovranatante, le cellule sono
state marcate con il colorante delle cellule morte, FVD-
eFluor506 (Invitrogen), e sono state poi incubate con 1
pL di Fe-blocking (anti-CD16/CD32, eBioscience) da
stock concentrato 500 pg/mL. Dopo I’incubazione, si ¢
proceduto direttamente con la marcatura extracellulare
aggiungendo 2 pL di ciascuno degli anticorpi di superfi-
cie coniugati ad un differente fluorocromo (Tabellal).
L’incubazione ¢ stata effettuata al buio per 1 ha 4 °C, ed
¢ stato poi eseguito un lavaggio con 1 mL di PBS. A que-
sto punto, le cellule sono state fissate e permeabilizzate
con I’agente Cytofix/Cytoperm (BD), e si ¢ passati al
protocollo di marcatura intracellulare, aggiungendo 2 pLb
dell’anticorpo anti-IFNy (Tabellal) e incubando le cel-
lule come sopra. Infine, dopo un lavaggio con PBS, le
cellule sono state fissate con 200 L di PBS con PFA 1%
e analizzate mediante un citofluorimetro Cytoflex LX
(Beckman Coulter).

Tabella 1. Pannello anticorpi per marcatura extra- e intra-cellulare. Elenco degli anticorpi con i rispettivi fluorocromi utilizzati

per campione risospeso in 100 uL di PBS 2% FBS.
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Figura 3. Strategia di gating delle popolazioni
cellulari. Sono state separate le cellule vive
dalle cellule morte confrontando il parametro
morfologico forward scatter (FSC-A) con il
segnale fluorescente dell’eFluor506. Nella
popolazione di cellule vive, ¢ stata valutata la
presenza di doppietti, confrontando due parame-
tri morfologici, sia in base alle dimensioni cellu-
lari (FSC-A e FSC-H) che alla granulosita (SSC-
A e SSC-W); le cellule singole (singlets) si
distribuiscono in maniera omogenea lungo una
retta in quanto, in forma singola, presentano
valori di area, altezza e larghezza simili. Sono
state quindi selezionate, nell’ordine, le cellule T
CD3+, separate poi in cellule T CD8+ ¢ CD4+;
quindi, sono state identificate le cellule T CD8+
CD44+ e, al loro interno, selezionate le cellule
esprimenti [FNy.

Figura 4. Schema dello studio di efficacia preventiva che mostra la sequenza temporale delle procedure effettuate in un model-
lo murino basato sul ceppo FVB/N. I topi sono stati vaccinati 2 volte a distanza di 2 settimane, secondo il grotocollo ottimizzato nel
laboratorio e, a distanza di 2 settimane dalla seconda immunizzazione, sono stati inoculati s.c. con 2 x 10° cellule 305. La crescita
tumorale ¢ stata monitorata per 30 giorni. Al termine del follow-up ¢ stato eseguito I’espianto delle milze (e dei tumori). Nello sche-
ma ¢ indicato il numero di topi arruolati per gruppo: 10 per tutti i gruppi, ad eccezione del gruppo di controllo NeffUt (6).

Figura 5. Grafico della cinetica di cre-
scita dei tumori nel modello di effica-
cia preventiva. Dati riportati come volu-
mi medi (+ES) delle masse tumorali
misurati per ciascun gruppo ad ogni time
point di osservazione. Il monitoraggio ¢
stato condotto per 30 giorni dall’impian-
to delle cellule tumorali e i volumi calco-
lati secondo la formula (diametro mag-
giore x diametro minorez)/2. In alto ¢
riportata la legenda con i vari gruppi spe-
rimentali e di controllo, e la frequenza di
topi negativi per il tumore riscontrata in
ciascun gruppo; la significativita statisti-
ca dei risultati rispetto al controllo
NefMUt ove presente, ¢ indicata di segui-
to al nome del gruppo; p-values: * <
0,05; ** < 0,01.
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Analisi citofluorimetrica e strategia di “gating” delle
popolazioni cellulari

I parametri di acquisizione sono stati settati per acquisi-
re 1.000.000 di cellule per ciascun campione. La strate-
gia di gating delle popolazioni cellulari ¢ stata ottimiz-
zata per questo tipo di analisi, ed ¢ descritta nella Figura
3. La soglia di positivita ¢ stata settata sulla base dei
risultati ottenuti nei campioni trattati con peptide scorre-
lato. Tutte le analisi sono state condotte con software
Kaluza (Beckman Coulter).

Analisi statistiche

Quando appropriato, i dati sono stati presentati come
media con I’errore standard (£ES). I confronti dei tempi
di crescita tumorale tra i gruppi sperimentali ¢ di con-
trollo, negli esperimenti di efficacia preventiva, sono
stati eseguiti utilizzando il test non parametrico per
misure ripetute di Friedman, con correzione per confron-
ti multipli mediante test di Dunn. L’analisi statistica delle
risposte T CD8 specifiche ¢ stata condotta, invece, appli-
cando il test non parametrico di Kruskal-Wallis con cor-
rezione per confronti multipli (test di Dunn). Per le ana-
lisi di correlazione ¢ stato usato il test di correlazione non
parametrico di Spearman Rank; p-values (p) < 0,05 sono
stati considerati statisticamente significativi; p < 0,01
sono stati considerati statisticamente molto significativi.
Nelle figure, la Star scale ¢ stata assegnata come segue:
* <0,05; ** <0,01. Tutte le analisi statistiche sono state
condotte con il software GraphPad Prism 9.

una doppia immunizzazione contro i due TAA, HOXB7
ed HER2, rispetto a quella singola contro HER2
(Anticoli et al., 2018), sono stati condotti studi preclini-
ci di efficacia in un modello murino di vaccinazione anti-
tumorale preventiva. Come schematizzato nella Figura
4, gruppi di 10 topi (Naive; Nefmm/HOXB7tr;
NefMUYHER2; Nef™YHOXB7,, + Nef™MU/HER?) o di
6 topi (Nef™U%) sono stati immunizzati mediante inocu-
lo di DNA im., secondo il protocollo di vaccinazione
descritto nella sezione “materiali e metodi”. Dai risultati
ottenuti (Figura 5) si evidenzia come I’'immunita T CDS§
specifica indotta dall’inoculo di vettori di DNA singoli
esprimenti Nef"UHOXB7,, o Nef™UY/HER?2 ¢ abba-
stanza forte da generare un effetto antitumorale specifico
che si ¢ tradotto in un 30% di topi protetti dallo sviluppo
di masse tumorali nel primo caso, ¢ in un 70% nel secon-
do caso, dove questo effetto generato ¢ significativo
rispetto al controllo. La vaccinazione con la combinazio-
ne degli stessi due vettori (Nefmm/HOXB7tr +
Nef™MUY/HER?2) ¢ stata invece in grado di proteggere il
100% dei topi dallo sviluppo di tumori, generando un
effetto antitumorale statisticamente molto significativo.

Dal momento che, in ambito oncologico, I’induzione di
linfociti T CD8+ specifici contro antigeni tumorali cor-
rela con una prognosi migliore e una maggiore probabi-
lita di sopravvivenza, e con I’obiettivo di valutare la pre-
senza di eventuali correlati di protezione, per ciascun
topo (N =5), sono state analizzate le risposte T CD8 spe-
cifiche verso entrambi gli antigeni, HOXB7 ¢ HER2

Figura 6. Rilevamento mediante analisi ICS/citofluorimetrica di cellule T CD8+ specifiche per HOXB7 e HER2. Campioni deri-
vati da splenociti isolati da topi FVB/N (tN = 5) immunizzati per via im. con vettori di DNA Nefmut Nefmut/HOXB%[r,
NefMUYHER2, o Nefmut/HOXB7tr + NefMUY/HER2. Sono presentati dati RAW presi da un’analisi rappresentativa di linfociti T CD8+

esprimenti [FNy.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Efficacia in modello di vaccinazione antitumorale
Per verificare se le risposte immunitarie T specifiche,
indotte nei topi immunizzati per HOXB7 (dati non
mostrati), siano in grado di generare un effetto antitumo-
rale, e per valutare i possibili effetti positivi derivati da
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(Figura 6, 7), mediante saggi di stimolazione dei linfo-
citi T con peptidi specifici, seguiti da marcatura ICS e
analisi FACS. Per quanto riguarda HOXB7 (Figura 7A),
emergono risposte T CDS specifiche e statisticamente
significative in entrambi i gruppi di immunizzazione per
questo antigene, sia singolarmente che nella combinazio-

ATTIVITA SCIENTIFICA

17



ne. Anche per quanto riguarda HER2 (Figura 7B), si
riscontrano risposte T CD8 specifiche nei gruppi vacci-
nati per HER2 e per la combinazione di entrambi gli anti-
geni, con il primo che raggiunge la significativita stati-
stica. Per valutare se I’immunizzazione abbia avuto
effetto anche sull’attivazione dei linfociti T CD4+, nel-
I’analisi delle risposte HOXB?7, ¢ stato verificato il rila-
scio di IFNy da parte di questa sottopopolazione di lin-
fociti, ma non ¢ stato riscontrato alcun segnale degno di
nota (dati non mostrati). Le analisi di correlazione, con-
dotte tra i volumi delle masse tumorali registrate al sacri-
ficio e le risposte riscontrate nelle milze verso i due anti-
geni, hanno identificato come correlati di protezione le
risposte T CD8 specifiche dirette sia contro HOXB7 che
HER2.

Nel complesso, quello che emerge chiaramente ¢ il con-
tributo significativo apportato dall’immunizzazione
verso HOXB7 nella vaccinazione combinata verso i due
antigeni, che consente di generare un effetto antitumora-
le sufficiente a prevenire lo sviluppo delle masse tumo-
rali in tutti 1 topi vaccinati con i vettori
Nefmm/HOXB7tr e NefMUYHER2. Questi dati confer-
mano 1’ipotesi secondo cui una possibile contromisura
per contrastare il fenomeno di escape, consiste nell’uti-
lizzo di strategie che agiscano su target tumorali multipli,
tagliando le vie di fuga alle cellule tumorali, e consen-
tendone quindi I’eliminazione.

CONCLUSIONI

E PROSPETTIVE FUTURE

Nonostante I’impegno costante e I’apporto di conoscen-
ze sempre piu dettagliate riguardo la biologia e i mecca-
nismi alla base di sviluppo ed evoluzione del cancro
della mammella, la sua cura rimane tutt’oggi una sfida
ardua (Nolan, Lindeman and Visvader, 2023) e nessun
vaccino si ¢ rivelato sufficientemente efficace da essere
approvato per il trattamento di questa patologia
(Davodabadi et al., 2022). In questo lavoro ¢ stata pre-
sentata un’innovativa e originale strategia vaccinale,
basata su EV ingegnerizzate endogenamente, contro il
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Figura 7. Risposte T
CD8+ specifiche contro
gli antigeni HOXB7 ed
HER2, analizzate trami-
te ICS e D’ausilio di un
citofluorimetro a flusso.
Percentuale media (£ES)
di cellule che esprimono
IFNy, rispetto alla popola-
zione di linfociti T CD8+
CD44+  specifici  per
HOXB7 (A) o HER2 (B)
in ciascun gruppo di
immunizzazione (N = 5);
p-values: * < 0,05; ** <
0,01.

cancro della mammella che offre numerosi
vantaggi rispetto agli attuali limiti delle immunoterapie
antitumorali. Possiamo concludere che:

v' L’immunita T CDS8 specifica indotta nei con-
fronti dei singoli antigeni, HOXB7 o HER2, ¢
sufficientemente forte da generare un effetto
antitumorale specifico in un modello di effica-
cia preventiva.

v La combinazione di vettori di DNA esprimenti
HOXB7 o HER2, fusi a NefMUt ¢ abbastanza
potente da proteggere i topi dallo sviluppo dei
tumori, quando somministrata come vaccino
preventivo.

Nell’ottica di un possibile sviluppo di questa piattaforma
vaccinale in ambito clinico, sara comunque necessario
indagare, in studi futuri, la biodistribuzione e i potenzia-
li effetti off-target delle EV ingegnerizzate con NefMut,
per confermarne o, eventualmente, migliorarne il profilo
di sicurezza. Uno dei principali ostacoli alla cura del can-
cro consiste nello sviluppo di resistenza nei confronti
della terapia da parte delle cellule tumorali, con conse-
guente recidiva nel malato. In tale senso, sarebbe utile
approfondire la durata dell’effetto protettivo indotto
dalla vaccinazione nel modello di efficacia preventiva
valutato, effettuando esperimenti che prevedano il reino-
culo delle cellule tumorali a diversi tempi dal termine del
ciclo di immunizzazione, per verificare se I’immunita
CTL stimolata sia sufficientemente potente e durevole
nel tempo. La capacita della strategia vaccinale basata su
EV ingegnerizzate endogenamente di indurre una prote-
zione sostenuta nel tempo ¢ stata dimostrata nei confron-
ti di tumori esprimenti TSA (Ferrantelli et al., 2021b) e
di infezioni respiratorie (Manfredi et al., 2023).

Dunque, grazie alla sua specificita, flessibilita (ad es.
vaccinare contro antigeni multipli), semplicita, e bassi
costi, questa piattaforma vaccinale basata su EV inge-
gnerizzate  endogenamente  potrebbe  rendere
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possibile quello che oggi ¢ considerato uno degli approc-
ci potenzialmente piu efficaci contro il cancro.
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La riproducibilita del dato citofluorimetrico é di grande utilita
nello studio delle patologie mieloidi
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Abstract

Despite the last international classifications of myeloid
diseases and acute myeloid leukemias give a primary
role to the genetic abnormalities in the diagnosis and
monitoring, the flow cytometry represents a useful tool
because is fast and well consolidated. Most of flow cyto-
metric abnormalities observed in the pathological popu-
lation are characterized by the abnormal expression of
surface antigens that presents a lower or higher intensity
than normal counterpart. The increase of the repro-
ducibility of the flow cytometric results is needed to bet-
ter discriminate the differences between normal and
abnormal populations, in particular in the monitoring of
MRD. Here are presented the strategies adopted in our
laboratory to try to obtain the best performances over the
time to perform an effective study of myeloid diseases.

Introduzione

Le sindromi mielodisplastiche (MDS) o neoplasie mielo-
proliferative (MPN) sono un gruppo eterogeneo di pato-
logie che coinvolgono una o piu linee cellulari mieloidi
del midollo osseo. Tali patologie sono caratterizzate da
displasia morfologica, che porta ad una ematopoiesi inef-
ficace o da una proliferazione incontrollata (in particola-
re per le forme croniche) e presentano un rischio elevato
di evoluzione a leucemia acuta mieloide (LAM)
(Fontana D. et al. 2023). Le LAM sono patologie carat-
terizzate dalla proliferazione incontrollata e clonale di un
precursore staminale della linea mieloide (Shimony S. et
al. 2023). Per la definizione di queste patologie, nel 2022
sono state pubblicate due diverse classificazioni da parte
della World Health Organization (Khoury J. D. et al.
2022) e dell’International Consensus Classification
(Arber D. A. et al. 2022). Al di la delle differenze piu o
meno marcate che emergono tra questi due criteri classi-
ficativi, cio che condividono ¢ il ruolo preponderante
assunto dalle alterazioni citogenetiche e molecolari nella
caratterizzazione di queste patologie. Recentemente,
I’International  Consortium for Myelodisplastic
Syndromes, classificando retrospettivamente 1 pazienti
con entrambi 1 sistemi, ha individuato quelle che sono le
alterazioni molecolari che comportano variazioni signifi-
cative in termini di sopravvivenza e proposto un algorit-
mo che armonizzasse ¢ semplificasse la classificazione
delle MPN in cui solo in ultima istanza si tiene conto
della percentuale di blasti presenti nel midollo osseo
(Komrokji R. S. et al. 2024).

La citofluorimetria ¢ sempre stata un utile strumento dia-
gnostico nella valutazione delle neoplasie mieloprolife-
raive in quanto permette di valutare molti aspetti, in ter-
mine di espressione di marcatori di superficie, delle varie
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linee cellulari coinvolte in questo tipo di patologie.
Malgrado la rilevanza riservata alle aberrazioni moleco-
lari e citogenetiche, la citofluorimetria riveste un ruolo
essenziale nella diagnosi differenziale delle citopenie,
nel loro follow up, in tutte quelle situazioni in cui non sia
possibile studiare integralmente tutte le alterazioni gene-
tiche e in quei casi in cui ci si trovi di fronte a una per-
centuale di blasti superiore al 10% in assenza di altera-
zioni molecolari (Verigou E. et al. 2024).

La citofluorimetria nelle patologie mieloidi

Le recenti indicazioni dell’European LeukemiaNet e
dell’International Myelodysplastic Syndrome Flow
Cytometry Working Group, riassunte nella Tabella 1,
possono essere considerate un validissimo punto di rife-
rimento e raccolgono le variazioni di espressione dei
marcatori di superficie sulle diverse popolazioni cellula-
11 coinvolte (Porwit A. et al. 2023).

Le alterazioni caratteristiche dei progenitori mieloidi
consistono in un incremento della percentuale sia come
cellule CD34 positive che come cellule CD45 debol-
mente positive. Generalmente nelle MDS/MPN si
riscontra un valore >2%, mentre un valore >3% ¢ consi-
derato un cut-off critico oltre il quale la probabilita di
essere in un contesto di MDS/MPN ¢ molto alta. In gene-
re questo incremento si accompagna ad una riduzione dei
precursori linfoidi B CD34 positivi. Inoltre, si pud osser-
vare un aumento dei precursori che esprimono il CD117
e perdono il CD34 (che sono la causa pit frequente della
sottostima della percentuale di blasti citofluorimetrica
rispetto alla morfologica), e delle cellule che coesprimo-
no CD34 e CD123, una perdita di espressione di marca-
tori normalmente espressi come CD38, CD13, CD33,
HLA-DR, I'espressione di marcatori aberranti come
CD2, CD4, CDS5, CD7, CD56 o I'espressione asincrona
del CD11b (Kriegsman K. et al. 2018).

Bisogna considerare, pero, che, talvolta, nei midolli rige-
neranti si pud osservare una piccola popolazione positi-
va per CD34, CD7 e CDI3 a bassa intensita di fluore-
scenza e che I'espressione del CD11b puo verificarsi nel
midollo di pazienti trattati con fattori di crescita.

Le alterazioni citofluorimetriche della popolazione gra-
nulocitaria sono tra quelle pit indicative di patologia
mielodisplastica. In genere i granulociti presentano una
riduzione del loro side scatter dovuto ad ipogranularita,
che spesso ¢ rapportato a quello dei linfociti per avere un
dato che possa essere utilizzato indipendentemente da
piattaforma o metodo usato per la determinazione, ed
una riduzione in termini percentuali sul totale delle cel-
lule. Inoltre, si puo verificare la perdita o ridotta espres-
sione del CD33, CDI15 e del CD10, I'acquisizione
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Tabella 1.

Alterazioni citofluorimetriche caratteristiche delle diverse popolazioni cellulari in un contesto di MDS/MPN.

dell’espressione asincrona del CD34 o I'espressione
aberrante di marcatori quali CD5, CD7, CD56. Di note-
vole aiuto per lo studio dei granulociti ¢ la valutazione di
tutti gli elementi in fase di maturazione (promielociti,
mielociti/metamielociti, band cells/maturi) tramite dot
plot che valutano in contemporanea 1'espressione di
CD11b/CD16, CD13/CD16 e CD11b/CD66b. Infatti, in
caso di mielodisplasia 1'espressione di questi antigeni
risulta alterata e anche le popolazioni in fase di matura-
zione presentano delle proporzioni anomale (Figura 1).

Nella valutazione di queste caratteristiche, pero, ¢ neces-
sario prestare attenzione al contesto clinico del paziente
o alla qualitd del campione. Infatti, il side scatter puo
essere ridotto a causa del deterioramento del campione,
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il CD10 puo6 essere ipoespresso in caso di malattie
autoimmuni, il CD33 pud essere ipoespresso a causa di
alcuni polimorfismi genetici, il CD56 pud essere ipere-
spresso in contesti infiammatori cosi come, in questi
casi, pud esserci un aumento delle forme immature.
Inoltre, I'espressione del CD16 e del CD66b ¢ ridotta nel
caso di presenza di un clone di emoglobinuria parossisti-
ca notturna.

Anche la linea monocitaria pud assumere delle caratteri-
stiche peculiari in caso di mielodisplasia. Infatti, i mono-
citi possono presentare una ridotta espressione di CD13,
CD14, CD15, CD36, CD64, HLA-DR, CDI11b, CDllc,
o un'espressione aberrante di CD56 e CD2 o avere un
ridotto side scatter. Inoltre, bisogna prestare attenzione
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Figura 1.

Alterata distribuzione delle forme immature granulocitarie

(A, B, C, D) e regolare maturazione (E, F).

alle forme immature come i promonociti, che esprimono
il CD64, il CD33 e non esprimono il CD14 poiché sono
considerati “blasti equivalenti” in termini di importanza
clinica (Figura 2). Infine, in caso di patologia mielopro-
liferative, i monociti sono costituiti per una elevata per-
centuale (> 94%) da monociti classici (CD16-/CD14+)
con una ridotta presenza di monociti intermedi
(CD16+/CD14+) e non classici (CD16+/CD14-)
(Dohner H. et al. 2022) .

Anche la linea eritroide pud essere di aiuto nell identifi-
care situazioni patologiche sebbene mostri alterazioni
citofluorimetriche meno definite. In genere nelle mielo-
displasie la popolazione eritroide ¢ maggiormente rap-
presentata in termini percentuali e mostra un aumento
del CV dei CD36 ¢ CD71, un alterato rapporto tra
CD235a e CD71, una ridotta intensita di espressione del
CD71, unalterata percentuale di elementi positivi per
CD117 e CD105 (Porwit A. et al. 2023). Senza dubbio le
evidenze piu robuste sono quelle ottenute dal CD71 e il

Figura 2. Dot plot che mostrano la presenza di monociti immaturi.
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CD36 che hanno dimostrato maggiore capacita di discri-
minare tra pazienti sani e con MDS anche su un’ampia
coorte di pazienti (Westers T. M. et al. 2017) sebbene
rimangano delle zone grigie tra pazienti sani e malati.
Inoltre, il CD71 e il CD36 risultano ridotti in termini di
intensita media di fluorescenza anche in pazienti con
anemia o in midolli rigeneranti (Stetler-Stevenson M. et
al. 2001). Inoltre, a causa della labilita delle cellule eri-
troidi, in particolare quelle pitt mature, ci sono numerosi
studi che ritengono che lo studio della linea eritroide
sarebbe inficiato dal processo di lisi (Mathis S. et al.
2013). Questo argomento, pero, ¢ ancora controverso e,
comunque, usare una modalita di preparazione dedicata
per un tubo specifico rende difficile il suo utilizzo in una
routine consolidata.

Scores citofluorimetrici adottati nelle patologie
mieloidi

Alcuni dei parametri menzionati sopra, combinati in
maniera differente, hanno rivelato una certa utilita nel
comporre svariati sistemi per calcolare la probabilita di
trovarsi di fronte ad una MDS/MPN (Tabella 2)

Uno degli score piu diffusi ¢ quello di Ogata del 2009
che si basa sulla valutazione di pochi parametri essen-
ziali ottenibili in maniera semplice. E prevista 1’assegna-
zione di un punto se si verifica una di queste condizioni:
1 Mieloblasti > 2%
2 % precursori B sulla totalita delle CD34+ < 5%
3 Rapporto MFI del CD45 dei linfociti/ MFI
CD45 dei mieloblasti <4 02>7.5
4 Rapporto SSC dei granulociti/SSC dei linfociti
<6
Nel 2018 c’¢ stato un aggiornamento da parte del grup-
po di Ogata dello score, riducendo i parametri da consi-
derare e modificandone il loro peso.
1 Se i mieloblasti > 2% sono assegnati 2 punti
2 Se il rapporto SSC dei granulociti/SSC dei lin-
fociti < 6 si assegna 1 punto
3 Se il rapporto MFI del CD33 sui
granulociti/MFI del CD33 sulle cellule CD34+
< 2.5 si assegna un punto
In entrambi i casi uno score > 2 ¢ fortemente indicativo
di patologia mielodisplastica (Ogata K. et al. 2018).
Uno degli score piu recenti ¢ il cosiddetto MDS-PB13.
Questo score si basa su 13 parametri, riportati in Tabella
3, valutati su sangue periferico: un valore >3 ¢ fortemen-
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Figura 3. Dot plot che mostrano la prevalenza di monociti classici di un caso di Leucemia mielomonocitica cronica.

Tabella 2. Alcuni dei piu diffusi metodi usati per calcolare un punteggio basato su parametri citofluorimetrici che aiutano ad indivi-

duare i pazienti con MDS/MPN.

te indicativo di MDS. Questo ¢ uno score veloce e non
invasivo, su sangue periferico, per individuare quei
pazienti che necessitano con maggiore urgenza di ulte-
riori indagini su un campione di aspirato midollare
(Oeclschlaegel U. et al. 2024)

Anche per la linea eritroide sono stati elaborati degli
score. Uno di questi ¢ il cosiddetto RED score (Mathis S.
et al. 2013) in cui un aumento del CV del CD71 >80 da
3 punti, un aumento del CV del CD36 >65 da 2 punti ed
un valore di emoglobina piu basso di 1,5 g/dL rispetto al
limite minimo di normalita da 2 punti; un punteggio >3
¢ indicativo di MDS. Un altro score ¢ quello elaborato
dal’IMDSFlow working group (Westers T. M. et al.
2017) in cui un aumento del CV del CD36 >145 da 1
punto, un aumento del CV del CD71 >133 da 1 punto,
una riduzione dell’MFI del CD71 <46 da 1 punto, un’al-
terata percentuale di progenitori eritroidi CD117+, indi-
viduati nell’ambito della popolazione eritroide, <36 o
>212 da 1 punto; un punteggio >2 ¢ indicativo di MDS.
Questi valori, pero, sono da intendere come relativi
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rispetto ad una popolazione di almeno 10 soggetti sani
testati con 1 propri anticorpi ed i propri settings strumen-
tali.

La citofluorimetria nelle LAM

Nelle leucemie acute mieloidi (LAM), invece, con le
nuove classificazioni ha preso ampio spazio la biologia
molecolare. Infatti, é stato ridotto il limite finora adotta-
to del 20% di blasti nel sangue midollare al 10% purché
siano presenti determinate alterazioni molecolari. Tale
sistema classificativo ¢ adottato anche nella classifica-
zione fatta dall’European LeukemiaNet (Dohner H. et al.
2022).

La citofluorimetria mantiene comunque un ruolo impor-
tante per la diagnosi rapida, la caratterizzazione delle
LAM, di cui riesce ad individuare il lineage, misto o no,
anche in assenza di determinate alterazioni genetiche e
citogenetiche, la valutazione del grado di maturazione
del compartimento midollare e la valutazione della
malattia minima residua.
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Tabella 3. Parametri valutati dall’MDS-PB13 score (Oelschlaegel U. et al. 2024).

Numerosi studi sono stati fatti per cercare una correla-
zione tra alterazioni molecolari e citofluorimetriche. Una
delle alterazioni piu frequenti é la mutazione di NPM1 e,
in alcuni casi, pud essere associato a DNMT3A, FLT3,
TET2, IDH1 e IDH2. In concomitanza con la mutazione
di NPM1, in citofluorimetria osserviamo blasti negativi
o con bassa espressione del CD34, CD13, HLA-DR,
CD15, CD64 ed espressione aumentata di CDI117,
CD33, CD123. In particolare la negativita per CD34 ¢
HLA-DR puo indurre la diagnosi errata di leucemia
acuta promielocitica in cui, pero, nei casi classici i para-
metri fisici ed in particolare la granulosita dei blasti puo
aiutare. La presenza di mutazioni di FLT3, sia ITD che
TDK, sono associate ad un fenotipo che esprime CD34,
CDI123, CD25, CD99 ed clevata espressione del CD33.
Invece, pazienti con mutazione di DNMT3A presentano
alta espressione di HLA-DR e bassa espressione di
CD34. La presenza della traslocazione PML-RARA
della leucemia acuta promielocitica negativa per CD34 ¢
HLA-DR, positiva per CD33 che risulta omogeneo e per
CD13 che risulta eterogeneo (Pessoa F. M. C. P. et al.
2023).

Le anomalie 1123 (MLL) presentano I’espressione di
CD34, CD117, CD56, NG2 e di alcuni marcatori mono-
citari quali CD14, CD4, CDI11b, CDllc, CD64, CD36 ¢
Lisozima.

La traslocazione 8;21 (RUNXI1), invece, si presenta con
blasti positivi per CD34, HLA-DR, MPO, CDI13 ed
espressione asincrona o aberrante di CDI15, CDI9,
CD56, cyCD79a e TdT.
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Malgrado questi studi, pero, ¢ difficile trovare una rela-
zione univoca tra fenotipo ed alterazione molecolare o
citogenetica.

Oltre alla classificazione, alcune mutazioni rivestono
anche un ruolo prognostico favorevole o sfavorevole e
cosi anche alcune alterazioni citofluorimetriche. E stato
dimostrato, infatti, che I"espressione del CD34 combina-
ta ad un incremento del CD117 e una riduzione del CD38
e/o dell’HLA-DR ¢ correlata ad una prognosi peggiore.
Anche I'espressione del CD123, che generalmente si
accompagna a riarrangiamenti di KMT2A e mutazioni di
FLT3-ITD, ha un valore prognostico negativo (Lucas F.
et al. 2023).

Infine, la citometria, di concerto con la biologia moleco-
lare, consente di valutare la malattia residua misurabile
(MRD) dopo terapia. La strategia per lo studio della
MRD ¢ duplice: da un lato si pu6 sfruttare 1" espressione
dei marcatori aberranti, cosiddetti fenotipi associati a
leucemia (LAIP), e dall*altro si valutano le anomalie in
termini di intensita di espressione di alcuni marcatori
normalmente espressi dai blasti, cosiddetta strategia
“different from normal”. In entrambi i casi € necessario
avere un campione alla diagnosi e prestare attenzione
alle popolazioni con fenotipo simile a quello patologico
che in condizioni normali possono avere marcatori
espressi in maniera transiente da progenitori non leuce-
mici rigeneranti. In questi ultimi casi sarebbe opportuno
aggiungere alla MRD un commento che indichi la tran-
sitorietd della popolazione rinvenuta (Heuser L. et al.
2021).
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In queste condizioni ¢ inevitabile che ci sia un peggiora-
mento nella valutazione della MRD in termini di Limite
di identificazione (LOD) e di quantificazione (LOQ). In
condizioni normali, si considera sufficiente I’acquisizio-
ne di 500000 eventi per ottenere un livello di sensibilita
clinicamente significativo.

11 nostro approccio nello studio

delle patologie mieloidi

Appare chiaro da quanto descritto finora che spesso
I'individuzione di una patologia mieloide si basi soprat-
tutto sulla distinzione dell'intensita di espressione di
molteplici marcatori e alterazione di parametri fisici
nelle diverse popolazioni cellulari implicate. Per fronteg-
giare al meglio questo tipo di studio, ¢ necessario adotta-
re tutta una serie di strategie che facciano in modo che
nel tempo 1 risultati ottenuti siano confrontabili e ripro-
ducibili.

Nel nostro laboratorio abbiamo cercato di ottimizzare
tutte le fasi di lavorazione del campione. Innanzitutto,
tutti i campioni sono preparati con la metodica lisi-lavag-

Tabella 4. Pannello per lo screening delle MDS/MPD e LAM.

Tabella 5. Pannello per lo studio delle LAM.

gio-marcatura-lavaggio che consente un confronto otti-
male dei parametri ottenuti tra diagnosi e valutazione
della MRD (Muccio V. E. et al. 2018). La lisi, il lavaggio
e I'incubazione delle provette sono tutte effettuate trami-
te BD FACS Lyse Wash Assistant (Becton Dickinson™)
che consente di impostare programmi con quantitd di
reattivi e tempi di reazione definiti.

Per cercare di ridurre al minimo errori di marcatura,
abbiamo adottato un pannello a dodici colori composto
da due tubi liofili ad otto colori disegnati dall’Euroflow
(van Dongen J. J. et al. 2012) integrati ognuno con 4
anticorpi liquidi, riportati nella Tabella 4. Questi ultimi,
inoltre, sono usati per preparare una miscela per dieci
test in modo da ridurre sia i tempi di marcatura che la
possibilita di errore.

Nel caso in cui fossimo di fronte ad un sospetto di LAM,
invece, allestiamo in aggiunta un tubo a dodici colori di
anticorpi liquidi e tre tubi per la valutazione degli anti-
geni intracitoplasmatici (il primo dei quali € il tubo liofi-
lo disegnato dall'Euroflow BD OneFlow™ ALOT)
riportati in Tabella 5.

Come si puod evincere dalle tabelle, abbiamo cercato di
avere un “bakbone” di anticorpi (CD45, CD117, CD34,
HLA-DR) negli stessi colori in piu tubi per poter avere
una strategia ripetibile e riproducibile per identificare i
blasti in tutti i tubi allestiti.

Dal punto di vista strumentale, il FACSLyric (BD sfrut-
ta la tecnologia BD FACS™ QC Cytometer Setup &
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Tracking che consente la valutazione delle performances
strumentali ed il loro monitoragigo nel tempo. Il sistema
fa uso di un modulo software e di biglie dedicate, le
CS&T beads. Queste biglie consentono di impostare dei
setting strumentali capaci di modificarsi automaticamen-
te ad ogni Performance Quality Control, che eseguiamo
quotidianemente, in modo da riposizionare la mean fluo-
rescence delle popolazioni da rilevare, sempre nello stes-
so canale medio.

Tutti questi accorgimenti permettono una elevata stan-
dardizzazione dei risultati ottenuti nel tempo e di poter
discriminare con un buon grado di sicurezza tutte quelle
alterazioni immunofenotipiche che caratterizzano le
patologie mieloidi. Infatti, con questo sistema, i disco-
stamenti della popolazione cellulare patologica sono evi-
denti rispetto alla medesima popolazione sana e sono
riproducibili nel tempo. Queste condizioni consentono,
quindi, di poter aiutare il clinico nell’ottenere una dia-
gnosi in tempi brevi, di evidenziare tempestivamente
delle evoluzioni della patologia in esame ¢ di effettuare
un’efficiente valutazione della malattia residua misurabi-

le, sebbene con le limitazioni riportate in precedenza.
Inoltre, in questo modo ¢ possibile notare eventuali cam-
biamenti immunofenotipici che si possono verificare in
caso di recidiva post terapia e, quindi, possono rappre-
sentare la base per la successiva valutazione della rispo-
sta ad una seconda linea terapeutica. Sicuramente 1’au-
mento delle conoscenze nel campo delle alterazioni
genetiche e molecolari di queste patologie continuera ad
aumentare il peso della diagnostica molecolare in queste
patologie ma, malgrado cio, la citofluorimetria puo con-
tinuare a rivestire un ruolo di primaria importanza sia per
la rapidita di esecuzione che per la capacita di identifica-
re il lineage di appartenenza della popolazione blastica e
dare una valutazione dell’intero contesto midollare.
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Elenco dei Citometristi Esperti
con struttura di Albo scientifico-professionale

Dal 2013 il GIC ha intrapreso un percorso per il riconoscimento della figura professio-
nale di “Citometrista Esperto” istituendo uno specifico Elenco, con struttura di Albo
scientifico-professionale.

La qualifica di “Citometrista Esperto” pud essere ottenuta con due diversi profili :
Citometrista Esperto “Livello Base” e Citometrista Esperto “Livello Avanzato”, entram-
bi i profili vengono ulteriormente articolati in specifiche aree applicative della Citometria:
Ematologia, Immunologia, Ricerca e Ambiente/Microbiologia.

L’accesso a ciascun livello avviene mediante la valutazione oggettiva del profilo acca-
demico e professionale del candidato ed il superamento delle prove di esame (uno scrit-
to ed uno orale).

La qualifica di Citometrista Esperto e la conseguente iscrizione all”’Albo” vuole avere |l
significato di “riconoscimento” delle effettive capacita e conoscenze professionali e non
quello di un ulteriore titolo accademico. Intende essere uno strumento da “spendere” nel
campo professionale ed allo stesso tempo uno strumento effettivo di formazione ed
aggiornamento delle proprie tematiche professionali.
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a cura di Raffaele De Vita e Giuliano Mazzini
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Il GIC promuove un nuovo supporto didattico e di aggiornamento “Quaderni GIC”. Analogamente allo storico
Manuale, i “Quaderni” rappresentano anche un valido strumento di studio ed approfondimento; nella realizzazione
di questa iniziativa & stato dato molto risalto sin dall'inizio alle “conoscenze di base” che un Citometrista Esperto
deve conoscere. Questo bagaglio di conoscenze non € inteso semplicemente come valore culturale, ma € prima di
tutto una condizione indispensabile, che porta il Citometrista dal semplice livello di operatore esecutivo a quello di
protagonista. Egli € infatti responsabile dell'intero ciclo analitico di un campione e deve saper valutare criticamente
il risultato del proprio lavoro. Il Quaderno “I fondamenti della Citometria” & dedicato ai concetti di base delle tecniche
citometriche e fra questi, particolare rilievo € stato dato ai concetti di interazione fra luce e materia e quindi ai
fenomeni di “scattering” e di fluorescenza che stanno veramente alla base di ogni analisi citometrica. L'obiettivo del
GIC ¢ infatti anche quello di curare scrupolosamente la formazione delle nuove generazioni di Citometristi a garanzia
della qualita dei risultati, con particolare riferimento alle applicazioni citometriche in ambito clinico. | Quaderni sono
disponibili per i Soci GIC e per i Partecipanti alla Conferenza e ai Corsi GIC e possono essere richiesti anche con-
testualmente all'iscrizione:http://www.citometriagic.it// e http://www.conferenzadicitometriagic.it//
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