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1. ABSTRACT 

Lo sviluppo degli approcci viroterapici risulta uno dei maggiori campi di ricerca per 

la cura di svariate forme di tumore. I vettori basati sul virus dell’herpes simplex 

sembrano essere molto promettenti in tal senso, grazie alle proprietà che questo 

virus possiede per natura. Nell’articolo di seguito presentato e discusso, si analizza 

lo sviluppo di un vettore basato su questo virus, ingegnerizzato in modo da 

infettare esclusivamente le cellule di tumore al seno riconoscendo sulla loro 

superficie il recettore del GDNF, denominato GFRα1, il quale risulta sovra-espresso 

soprattutto a livello delle cellule di questa forma di tumore. Il retargeting, come 

descritto poi, è stato ottenuto modificando la glicoproteina dell’envelope virale gD 

in maniera tale da presentare una mutazione nel residuo 38 e da esprimere il 

ligando specifico del recettore GFRα1, il GDNF, al posto della sequenza segnale 

utilizzata solitamente dall’antirecettore del virus per legare i recettori cellulari. Gli 

esperimenti condotti hanno permesso, quindi, di vagliare l’effettiva dipendenza 

da GFRα1 per l’ingresso nelle cellule, l’effettiva crescita e diffusione a livello di 

colture cellulari GFRα1+ in vitro e la regressione della massa tumorale a seguito di 

inoculazione intratumorale in vivo. Nella presente tesi, i risultati ottenuti dagli 

Autori vengono presentati e discussi criticamente. 
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2. STATO DELL’ARTE 

2.1 La viroterapia: come i virus possono contribuire nella cura dei tumori 

Il termine viroterapia si riferisce oggi all’insieme di tutte le tecniche e di tutti gli 

approcci terapeutici che utilizzano un virus wild-type o modificato adeguatamente 

per infettare selettivamente le cellule tumorali e indurre la loro eliminazione senza 

provocare danni alle cellule sane adiacenti. Nello specifico, si sfruttano soprattutto 

le capacità litiche di alcuni virus, i quali sono in grado di indurre la morte delle 

cellule infettate semplicemente replicandovisi all’interno1.  

L’efficacia terapeutica dei vettori oncovirali si basa sostanzialmente su 2 aspetti 

precisi quali l’induzione dello sviluppo di un’immunità antitumorale nel paziente 

trattato e la selettività d’infezione nei confronti delle cellule tumorali.  

La stimolazione immunitaria è dovuta alla lisi cellulare e al conseguente rilascio nel 

microambiente tumorale dei detriti cellulari, degli antigeni virali e degli antigeni 

tumorali, i quali sono quindi riconosciuti dalle cellule dendritiche. Queste fungono 

da ponte per l’attivazione dell’immunità adattativa in quanto sono in grado di 

migrare verso i centri di attivazione dei linfociti T e di stimolarne la maturazione. 

Si sviluppa così un pool di cellule T CD4+ e CD8+ specifiche per il contesto tumorale 

che può quindi svolgere la propria funzione contro le cellule trasformate.  

Alla selettività d’infezione contribuiscono, invece, numerosi fattori diversi, primi 

fra tutti i meccanismi di ingresso nella cellula bersaglio. Ogni virus, infatti, ha un 

proprio tropismo specifico che dipende dalla presenza o meno su una data cellula 

di uno dei recettori riconoscibili per l’entrata. I recettori utilizzabili in un approccio 

di tipo viroterapico sono, ad esempio, quelli che sono sovra-espressi solo a livello 

delle cellule tumorali. Il problema, però, è che così non è possibile garantire un 

ingresso selettivo verso le cellule tumorali, per cui la ricerca si è progressivamente 

orientata verso il retargeting dei virus al fine di renderli selettivi nei confronti di 

un recettore esclusivamente tumore-specifico. 

Attualmente è utilizzato, per fini terapeutici, un ampio range di virus diversi per 

dimensioni, genetica, complessità e infettività, ma che sono accumunati dalla 

capacità innata o acquisita grazie alla presenza di un transgene di causare la lisi 

delle cellule infettate1. Alcuni di questi sono virus wild-type che non sono stati 

ingegnerizzati in alcun modo se non al fine di ridurne la patogenicità (sono utilizzati 

infatti dei ceppi destinati allo sviluppo di vaccini). Alcuni esempi sono il reovirus, 

un virus umano con una ridotta patogenicità per l’uomo; il coxsackievirus, un virus 

strutturalmente simile al poliovirus; e alcuni virus non umani come il virus della 

stomatite vescicolare. La maggior parte dei vettori oncolitici utilizzati, però, sono 

virus ingegnerizzati per migliorare la specificità nei confronti delle cellule tumorali. 

I principali sono l’herpes simplex virus 1 (HSV-1), il primo vettore oncolitico ad 

essere stato approvato per l’utilizzo terapeutico; l’adenovirus, il primo vettore 
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oncolitico ad essere stato testato1; e il virus del morbillo, il quale è in grado di 

indurre la formazione di sincizi multicellulari e quindi la morte cellulare1. 

2.2 Herpes simplex virus 1: un ottimo vettore oncolitico 

Come già riportato in precedenza, l’HSV-1 è uno dei virus oncolitici più utilizzati 

nell’ambito viroterapico, date le sue potenti proprietà litiche, la facilità con cui 

esso può essere ingegnerizzato e le profonde conoscenze circa la sua biologia1. Si 

tratta di un virus a dsDNA dotato di envelope che appartiene alla famiglia 

Herpesviridae e alla sottofamiglia α, assieme all’HSV-2. L’HSV-1, in particolare, 

infetta l’uomo a livello della regione oro-facciale, dando luogo ad un vasto range 

di manifestazioni patologiche che spaziano dalle semplici lesioni alle encefaliti2.  

Il genoma dell’HSV-1 è costituito da una molecola di DNA a doppio filamento di 

circa 152 kbp in cui sono distinguibili 2 regioni adiacenti dette UL (long) e US (short), 

ciascuna fiancheggiata da una sequenza ripetuta-invertita e da una sequenza 

terminale-ripetuta. Le dimensioni del genoma permettono ad esso di codificare 

almeno 84 polipeptidi diversi, prodotti in un ordine temporale ben preciso. Si 

possono infatti distinguere 3 gruppi di geni la cui espressione avviene in maniera 

sequenziale durante il ciclo replicativo del virus, quali i geni precocissimi α, quelli 

precoci β e quelli tardivi γ. I geni α sono espressi già dal primo ciclo di replicazione 

e codificano dei fattori di trascrizione che permettono l’espressione delle proteine 

non presenti nel virione; quelli β codificano le proteine coinvolte nella replicazione 

virale; quelli γ, infine, codificano le proteine strutturali del virione3.  

Strutturalmente, l’HSV-1 presenta un virione sferico di circa 120 nm di diametro in 

cui sono distinguibili 3 regioni quali il nucleocapside, l’envelope e il tegumento. Il 

capside presenta una simmetria icosaedrica e contiene il DNA virale densamente 

compattato. L’envelope è invece rappresentato da un doppio strato lipidico 

esterno, a livello del quale si inseriscono le glicoproteine virali responsabili delle 

interazioni con la cellula bersaglio, dell’ingresso e dell’evasione dalla risposta 

immunitaria. Il tegumento, invece, occupa lo spazio libero tra il nucleocapside e 

l’envelope e contiene approssimativamente 20 proteine virali necessarie negli 

stadi precoci della replicazione virale3. 

L’ingresso all’interno delle cellule bersaglio avviene secondo vie diverse che 

dipendono dal tipo cellulare. Ad esempio, l’ingresso nei neuroni avviene a seguito 

della fusione diretta tra l’envelope lipidico e la membrana cellulare mentre invece 

l’ingresso all’interno delle cellule epiteliali avviene per endocitosi seguita poi dalla 

fusione a livello della membrana endosomiale2. Se da un lato questi pathways di 

ingresso sono stati caratterizzati nel dettaglio, dall’altro rimangono ancora 

incomplete le informazioni riguardanti il ruolo delle proteine virali e di quelle 

cellulari all’interno di questi stessi processi2.  

Ciò che è noto è che, tra le glicoproteine di superficie, soltanto gB, gH, gL e gD sono 

essenziali per l’ingresso all’interno della cellula bersaglio2,3. Il modello ad oggi più 

accreditato prevede che la fusione e l’ingresso nella cellula siano mediate da una 



9 
 

serie di eventi a cascata a cui partecipa sequenzialmente ciascuna di queste 4 

glicoproteine. Nello specifico, inizialmente gD si lega ad uno dei 3 recettori cellulari 

possibili quali la nectina-1, l’Herpesvirus Entry Mediator (HVEM) e l’eparan solfato. 

Questo induce un cambio conformazionale in gD che ne permette l’interazione 

con l’eterodimero gH/gL e la sua attivazione. A sua volta gH/gL interagisce con gB 

e ne attiva la capacità fusogena grazie alla quale si ha l’ingresso del virus2. 

Tutte queste caratteristiche rendono l’HSV-1 un vettore molto promettente per lo 

sviluppo di nuovi approcci terapeutici rivolti verso tumori di differente tipo. Non a 

caso, il primo virus oncolitico ad aver ottenuto nel 2015 l’approvazione per il 

trattamento del melanoma negli USA da parte della FDA è stato proprio un vettore 

derivato dall’HSV-1, che prende il nome di talimogene laherparepvec (T-VEC)1. Il 

T-VEC è un vettore oncolitico derivato da un ceppo di laboratorio particolarmente 

litico detto JS1 opportunamente ingegnerizzato in modo da esprimere il fattore di 

stimolazione delle colonie di granulociti-macrofagi (GM-CSF). Esso, infatti, difetta 

dei geni accessori ICP34.5 e ICP47, i quali sono responsabili rispettivamente della 

neurovirulenza e della down-regolazione dell’esposizione dell’MHC-I3,4. In questo 

modo il vettore perde il tropismo per i neuroni in favore di uno tumore-specifico 

e al contempo viene aumentata la capacità della cellula infettata di presentare gli 

antigeni tumorali sulla propria superficie a livello dell’MHC-I, favorendone il 

riconoscimento da parte delle cellule del sistema immunitario come i linfociti T 

CD8+ e le cellule NK. Al posto dei geni rimossi sono state aggiunte altrettante copie 

del gene per il GM-CSF, poste sotto il controllo del promotore del citomegalovirus, 

in modo da permettere degli elevati livelli di espressione. Il rilascio locale di GM-

CSF ha un effetto di tipo immunostimolatorio in quanto incentiva il reclutamento 

e la maturazione delle cellule dendritiche4. Sembra, poi, che gli anticorpi anti-HSV-

1 sierici non alterino la diffusione del virus, la quale può essere controllata grazie 

alla disponibilità di farmaci in grado di limitare gli eventi replicativi indesiderati4. 

Sebbene il T-VEC abbia inizialmente dato risultati positivi per il trattamento del 

melanoma, ad oggi si ritiene che esso possa essere efficacemente utilizzato anche 

per il trattamento di numerosi altri tumori solidi.  

2.3 Il tumore al seno: un possibile approccio viroterapico 

Il tumore al seno è uno dei target che ad oggi richiamano più attenzione, dato che 

esso interessa ogni anno milioni di donne in tutto il mondo, presentando una 

mortalità ancora elevata. A complicare le cose è l’elevata eterogeneità biologica e 

morfologica che intercorre tra le varie forme tumorali, la quale si ripercuote in 

maniera diretta sulla responsività ai vari trattamenti disponibili. Attualmente, una 

delle classificazioni tradizionali più utilizzate si basa sull’espressione o meno di uno 

tra i recettori per gli estrogeni (ER), per il progesterone (PR) e per il fattore umano 

di crescita epidermica 2 (HER2)5. 

L’ER e il PR sono i recettori nucleari per gli ormoni sessuali steroidei, i quali 

stimolano la crescita dell’epitelio del seno. Il 75% delle forme di tumore al seno 
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sovra-esprime questi recettori ed è detto ER+ e PR+. Sono forme poco aggressive e 

altamente responsive alla terapia ormonale. Un piccola percentuale delle forme 

restanti è positiva solo ad uno dei 2 recettori ed è quindi caratterizzata da una 

maggiore aggressività e una minore responsività alla terapia ormonale. Il 15% delle 

forme tumorali è, invece, HER2+ a causa della duplicazione del corrispondente 

gene sul cromosoma 17. Il restante 10% è, infine, detto triplo negativo in quanto 

non sovra-esprime nessuno di questi recettori, per cui si tratta in genere di forme 

tumorali molto aggressive con una bassa sopravvivenza del paziente5. 

L’affinamento delle tecniche di sequenziamento ha complicato la classificazione 

tradizionale permettendo la distinzione di 5 sottotipi differenti detti luminal A, 

luminal B, HER2-overexpressing, basal-like e normal-like5. I primi 2 sono perlopiù 

ER+ mentre i restanti sono ER-. L’espressione, invece, di HER2 è molto eterogenea 

in ciascuno dei 5 sottotipi diversi. Nell’insieme, ciascuno di questi sottotipi mostra 

delle proprietà cliniche e patologiche molto diverse che si sovrappongono solo in 

parte con la classificazione tradizionale e che quindi richiedono lo sviluppo di 

approcci terapeutici specifici per ciascuna condizione. 

L’articolo oggetto della presente discussione tratta esattamente di un possibile 

nuovo trattamento del tumore al seno basato su un vettore oncolitico derivato 

dall’HSV-1 e adeguatamente ingegnerizzato per garantire la specificità d’infezione 

verso le sole cellule tumorali. Il completo retargeting del vettore è stato ottenuto 

attraverso l’introduzione di alcune modifiche a livello del genoma virale, in 

particolare a livello del gene codificante la glicoproteina di superficie gD, la quale, 

come si è visto in precedenza, è direttamente responsabile della cascata di eventi 

che determina l’ingresso del virus all’interno della cellula bersaglio. È stata quindi 

interrotta la capacità di interazione tra gD e i suoi possibili recettori cellulari 

introducendo una mutazione a livello del residuo 38 (ciò previene il legame con la 

nectina-1) e sostituendo la porzione N-terminale con la sequenza codificante il 

ligando di un recettore tumore-specifico (ciò previene il legame con l’HVEM e 

garantisce un’entrata tumore-specifica). Nell’articolo in questione è stato scelto il 

recettore α1 del fattore neurotrofico derivato dalla linea cellulare gliale (GFRα1) il 

quale è espresso a livelli bassi o irrilevabili nelle cellule sane mentre invece è sovra-

espresso in circa il 60% delle forme di tumore al seno. Considerando che questa 

sovra-espressione è correlata di norma con i tumori ER+, che questi rappresentano 

circa il 75% di tutte le forme di tumore al seno e che questi presentano un elevato 

rischio di morte nel lungo periodo, risulta chiara l’importanza dello sviluppo di un 

efficacie trattamento contro questa specifica forma tumorale.  

Questo articolo si affianca ad una letteratura già rigogliosa, nella quale è già stata 

testata l’efficacia, ad esempio, del retargeting HER2-dipendente, ma occorre 

ancora una volta sottolineare come l’estrema eterogeneità delle forme di tumore 

al seno necessiti lo sviluppo di approcci differenti, che possano essere utilizzati 

sinergicamente e che permettano di ottenere risultati positivi e pieni di speranza.  
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Bacterial Artificial Chromosomes 

Uno dei maggiori problemi legati all’utilizzo dei vettori plasmidici tradizionali è la 

dimensione massima dei frammenti clonabili, la quale è mediamente di sole poche 

chilobasi, raggiungendo un massimo di 5-10 kbp. Per ovviare a questi limiti fisici, 

sono stati sviluppati i Bacterial Artificial Chromosomes (BAC), i quali sono dei 

vettori, basati sul plasmide F di E. coli, che consentono di clonare frammenti di 

DNA lunghi fino a 300 kbp6. Oltre a questo importante aspetto, i principali vantaggi 

di questi vettori di clonaggio sono la stabilità durante la loro replicazione e 

l’elevata efficienza di trasformazione in E. coli. 

La struttura generale di un BAC prevede la presenza di una sequenza di origine 

della replicazione, la quale è in grado di garantire la stabilità del plasmide 

mantenendolo in quantità pari a poche copie per cellula (il ridotto numero di copie 

è utile per limitare le reazioni indesiderate di ricombinazione in grado di alterare 

in modo non prevedibile l’inserto); dei geni par, importanti per dirigere la corretta 

distribuzione dei cromosomi nelle cellule figlie; un marcatore di selezione, in modo 

da permettere di vagliare la corretta trasformazione delle cellule; un marcatore di 

identificazione, in grado di saggiare la presenza nel plasmide dell’inserto di DNA 

esogeno; e un polylinker, contenente i siti di restrizione riconosciuti dagli enzimi 

utilizzabili per la linearizzazione del vettore e il clonaggio dell’inserto6.  

Il clonaggio del frammento di DNA esogeno, che in questo caso corrisponde al 

genoma ingegnerizzati dell’HSV-1, avviene linearizzando il vettore e il genoma con 

lo stesso enzima, in modo da rilasciare a livello di entrambe le molecole delle 

estremità compatibili che possono essere saldate assieme attraverso una reazione 

di ligazione. Nell’articolo oggetto di questa discussione, il genoma inserito nel 

vettore risulta floxed, dato che presenta alle proprie estremità un sito loxP. I 

vettori ricombinanti ottenuti possono, quindi, essere utilizzati per la trasfezione di 

cellule competenti di E. coli, le quali sono poi piastrate e selezionate in base ai 

marcatori di selezione e di identificazione presenti all’interno del BAC. 

3.2 Mix enzimatico LR clonasi 

Il mix enzimatico LR clonasi rappresenta un kit di clonaggio industriale basato sulla 

ricombinazione conservativa sito-specifica operata dal macchinario del fago λ a 

livello del genoma di E. coli. Il kit contiene, infatti, tutte le componenti del sistema 

di ricombinazione del fago, opportunamente modificate in modo da migliorarne 

la specificità e l’efficienza in vitro. 

Gli eventi di ricombinazione avvengono a livello dei siti di attachment (att) R e L, 

fiancheggianti rispettivamente il DNA bersaglio e quello esogeno che deve essere 

inserito. Essi fungono da sito di ancoraggio per i complessi enzimatici coinvolti e 

presentano una sequenza core conservata di 15 bp, sebbene anche le regioni 
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laterali meno conservate siano importanti per la ricombinazione. A seguito del 

processo, i siti attR e attL sono convertiti rispettivamente in attB e attP. 

Il mix enzimatico utilizzato comprende una serie di enzimi in grado di legarsi ai siti 

att, avvicinarli tra loro, tagliarli, scambiare i filamenti e legarli covalentemente. La 

sua composizione varia a seconda del materiale genetico a disposizione. Se il DNA 

da inserire è contenuto in un plasmide lineare allora sono necessari l’integrasi 

(Int), l’excisionasi (Xis) e l’Integration Host Factor (HIF) di E. coli. Se, invece, esso è 

rappresentato da un piccolo frammento lineare, Xis risulta superfluo (in questo 

caso, attB e attL sono posti rispettivamente a livello del frammento da inserire e 

del vettore bersaglio). La diversa composizione ricalca la possibilità del fago λ di 

utilizzare in vivo un ciclo, rispettivamente, lisogenico o litico. Nel caso dell’articolo 

discusso, è stato utilizzato il primo mix, il quale ha permesso la sostituzione della 

Gateway (GW) cassette con la sequenza genica modificata codificante gD. 

Grazie a questo kit, diventa facile e veloce modificare il plasmide ricombinante di 

interesse, a patto che le regioni bersaglio siano fiancheggiate dai corretti siti att.  

3.3 Saggio delle placche di lisi 

Il saggio delle placche di lisi rappresenta uno dei metodi di titolazione della carica 

virale di una soluzione a concentrazione ignota di particelle virali in grado di 

infettare e lisare le cellule bersaglio. Esso si basa sul principio secondo cui l’entità 

degli effetti citopatici indotti su una coltura cellulare infettata (intesa come il 

numero di eventi di lisi che si verificano) è proporzionale al numero di particelle 

virali infettive inoculate.  

Operativamente, occorre, per prima cosa, allestire delle diluizioni seriali della 

soluzione iniziale di particelle virali, inoculando ciascuna diluizione a livello di una 

diversa coltura cellulare, nelle stesse condizioni sperimentali. Lo scopo delle 

diluzioni è quello di ridurre gradualmente il numero di particelle inoculate, in 

modo da ridurre la possibilità che più particelle infettino la stessa cellula. La 

condizione ideale, infatti, si ottiene quando una singola particella virale infetta una 

sola cellula della coltura inoculata. Successivamente occorre distribuire l’inoculo 

su tutta la superficie della coltura, in maniera tale da renderlo omogeneo e limitare 

gli eventi di co-infezione. Dopo un adeguato tempo di incubazione, si ricopre la 

superficie della coltura con una sostanza gelatinosa, come l’agar, per impedire che 

la progenie virale generata dall’infezione possa diffondere verso le cellule 

adiacenti, infettandole e rendendo impossibile risalire al numero di particelle 

infettanti presenti nell’inoculo iniziale. 

A questo punto vengono contate le placche di lisi, ognuna delle quali corrisponde 

ad una particella virale che inizialmente ha infettato e ucciso una cellula della 

coltura. Tipicamente, le piastre più significative sono quelle in cui si contano 50-

70 eventi di lisi, dato che, statisticamente, quelle troppo diluite o troppo poco 

diluite contengono un numero di particelle troppo piccolo o troppo grande che 

ridurrebbe la sensibilità del metodo. Per la stessa ragione, vengono eseguite più 
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colture in parallelo, infettate con inoculi alla stessa diluizione, ottenendo così dei 

dati da poter mediare tra loro. Una volta ottenuto il numero di placche di una 

coltura, è possibile moltiplicarlo per il fattore di diluizione dell’inoculo rispetto alla 

soluzione iniziale per ottenere una stima valida del numero di particelle virali in 

essa contenuto. Il risultato viene fornito in unità formanti placca (pfu), inteso come 

il numero di virioni necessari a formare una placca di lisi. 

3.4 Western Blot 

Il Western Blot è una tecnica di blotting che permette di rilevare la presenza di una 

specifica proteina a livello di un campione di interesse, precedentemente separato 

mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide.  

La procedura sperimentale prevede che, inizialmente, il campione venga separato 

mediante elettroforesi su gel, la quale permette alla proteine di essere distinte in 

relazione alla loro struttura tridimensionale, alla loro carica globale e al loro peso 

molecolare6. A questo punto, le proteine sono trasferite dal gel ad una membrana 

di nitrocellulosa o di PVDF per permetterne, poi, il rilevamento tramite degli 

anticorpi specifici. Il trasferimento utilizza un campo elettrico perpendicolare al 

gel e alla membrana, orientato in modo tale da permettere il passaggio delle 

proteine verso la membrana. Per favorire il processo, può essere utilizzato anche 

un buffer di trasferimento in grado di scorrere per capillarità attraverso la 

membrana, trasportando con sé le proteine del gel. Il corretto trasferimento del 

campione può essere visualizzato colorando la membrana con un colorante come 

il Coomassie Brilliant Blue o il rosso Ponceau, i quali possono essere poi lavati via 

con facilità per non interferire con le fasi successive6. 

La membrana viene, quindi, bloccata attraverso una serie di lavaggi con una 

soluzione di albumina di siero bovino (BSA), in modo da saturare i siti della 

membrana in cui non sono presenti delle proteine legate. In questo modo viene 

ridotta la possibilità di interazioni aspecifiche tra gli anticorpi, usati in seguito, e la 

membrana. Infine, si esegue la rilevazione della proteine di interesse attraverso 

l’utilizzo di un anticorpo specifico per questa, coniugato con un fluoroforo o un 

enzima in grado di convertire un substrato incolore in un prodotto colorato, che 

precipita nel sito in cui viene prodotto6. Questa tipologia di rilevazione viene detta 

diretta, ma essa risulta spesso svantaggiosa data la bassa sensibilità e la scarsa 

disponibilità di anticorpi specifici coniugati con un tracciante rilevabile. Per tali 

ragioni, si preferisce una rilevazione di tipo indiretto, durante la quale si utilizza un 

anticorpo primario diretto contro la proteina di interesse e uno secondario, 

specifico per quello primario, coniugato con il tracciante rilevabile. Il grande 

vantaggio di questa tecnica di rilevazione è la capacità di amplificazione del 

segnale, dovuta al fatto che più anticorpi secondari possono legarsi ad uno stesso 

anticorpo primario. L’anticorpo primario e quello secondario sono, poi, spesso 

prodotti in altrettanti animali diversi. 
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3.5 Citometria a flusso 

La citometria (o citofluorimetria) a flusso è una tecnica di laboratorio che permette 

l’analisi, la quantificazione e la separazione delle cellule di una sospensione liquida 

monodispersa mediante l’utilizzo di un citofluorimetro.  

La tecnica impiega l’utilizzo di anticorpi monoclonali coniugati ad un fluoroforo, in 

grado di legarsi specificamente ad un preciso antigene cellulare, permettendo di 

individuare e caratterizzare quali e quante cellule della sospensione lo presentano. 

Le cellule così marcate sono, quindi, trasportate all’interno del citofluorimetro 

attraverso un condotto capillare percorso da un liquido in grado di separarle e di 

disporle ordinatamente in fila. In questo modo, i fasci laser utilizzati possono 

attraversare singolarmente ciascuna cellula.  

L’interazione tra ogni cellula e la luce laser genera dei segnali luminosi diversi a 

seconda delle sue caratteristiche fisiche e del fatto che vi sia o meno legato il 

marcatore. I 2 segnali che permettono di identificarne le caratteristiche fisiche 

sono correlabili alle dimensioni della cellula e alla sua complessità e sono dati, 

rispettivamente, dai fenomeni di diffrazione e di riflessione/rifrazione. I marcatori 

fluorescenti legati, invece, possono dare ulteriori informazioni sul tipo cellulare e 

sulla presenza di alcuni antigeni specifici quali quelli virali, come nel caso del 

seguente articolo oggetto della presente discussione. 

3.6 Saggio di vitalità cellulare con alamarBlue 

I saggi di vitalità cellulare sono una serie di tecniche sperimentali utilizzate per 

valutare lo stato di salute delle cellule di un campione di interesse. Esistono varie 

modalità tramite cui questo viene analizzato, tra cui quello utilizzato nell’articolo 

in questione, il quale si basa sul reagente alamarBlue. Esso è un colorante non 

tossico e permeante che viene utilizzato come indicatore dell’attività cellulare, 

dato che è in grado di variare il proprio picco di emissione in relazione all’attività 

metabolica di ossidoriduzione della cellula, senza alterare in alcun modo nessuno 

dei processi cellulari noti. 

La forma ossidata, infatti, prende il nome di resazurina ed è in grado di emettere 

debolmente nel blu. L’attività metabolica della cellula, però, è in grado di ridurre 

la resazurina in resorufina, la quale è in grado di emettere brillantemente nel 

rosso. In questo modo, la continua crescita della cellula mantiene il colorante nella 

forma ridotta, mentre l’inibizione della crescita e la morte cellulare lo riportano 

nella forma ossidata. Misurando la fluorescenza nel rosso del campione in esame, 

diventa, quindi, possibile valutare il numero di cellule vitali, il quale è direttamente 

proporzionale all’emissione rilevata.   
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4. APPROCCIO SPERIMENTALE E RISULTATI 

4.1 Ingegnerizzazione del vettore  

Il primo fondamentale passaggio esposto nell’articolo è stata l’ingegnerizzazione 

del vettore oncolitico, al fine di ottenere un ceppo con le caratteristiche necessarie 

per gli intenti dell’esperimento. 

Il genoma dell’HSV-1 di partenza è rappresentato da quello del ceppo KOS, uno dei 

ceppi di laboratorio più utilizzati assieme a quello 17, inserito all’interno di un BAC 

e fiancheggiato ad entrambe le estremità da un sito loxP, in modo da permetterne 

l’escissione attraverso l’azione della CRE ricombinasi. L’utilizzo dei BACs permette 

il mantenimento stabile del genoma virale all’interno delle cellule di E. coli e la sua 

facile manipolazione attraverso il macchinario di ricombinazione batterica. Il BAC 

contenente il genoma virale è stato poi inserito nelle cellule batteriche mediante 

elettroporazione e, quindi, modificato a piacimento mediante ricombinazione 

omologa. A questo punto, però, il genoma virale non è ancora infettivo, dato che 

la sua sequenza genica è interrotta dalla sequenza del BAC stesso. È stato, però, 

sufficiente rimuovere quest’ultimo mediante l’utilizzo della CRE ricombinasi per 

ripristinare l’integrità genica del virus e la sua infettività. Le particelle complete 

sono state, poi, ottenute trasfettando il genoma modificato all’interno di una 

coltura di cellule di mammifero, dove esso può essere espresso. 

Successivamente è stato rimosso, tramite ricombinazione, il gene codificante la 

glicoproteina gD e sostituito con una GW cassette, la quale è necessaria per 

l’inserimento successivo delle sequenze opportunamente modificate del gene gD. 

È stato poi inserito anche un gene reporter quale l’mCherry, posto sotto il 

controllo trascrizionale del promotore dell’ubiquitina C, in modo da permettere la 

visualizzazione delle cellule infette. Infine, sono state introdotte anche due 

mutazioni a livello del gene gB, note per favorire il retargeting del virus. 

Le modifiche fondamentali per il retargeting sono state, però, eseguite a livello del 

gene gD, in quanto è stata rimossa la sequenza segnale N-terminale, responsabile 

del legame all’Herpesvirus Entry Mediator (HVEM), ed è stata sostituita con la 

sequenza codificante il preproGDNF, il precursore del fattore neurotrofico 

derivato dalla linea cellulare gliale, in modo da rendere l’ingresso nella cellula 

bersaglio dipendente dalla presenza del solo GFRα1. Le sequenze codificanti il 

dominio transmembrana e quello citoplasmatico di gD sono rimaste invariate. 

Sono state, poi, aggiunte anche tutte le sequenze necessarie al processamento del 

preproGDNF e alla sua traslocazione verso l’ambiente extracellulare. 

Le sequenze per gD così ottenute sono state, quindi, introdotte nel genoma virale 

grazie alla reazione catalizzata dalla LR clonasi, generando il vettore d’ora in avanti 

denominato KNTc-gD:GDNF (figura 1A e 1B  dell’articolo in APPENDICE). L’effettivo 

inserimento è stato verificato mediante restrizione enzimatica, gel elettroforesi in 

campo inverso, amplificazione della regione contenente il sito di inserzione (con 
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una coppia di primers specifici per esso) e, infine, sequenziamento dell’amplicone. 

Le particelle virali infettive sono state, poi, ottenute trasfettando il BAC con il 

genoma virale ingegnerizzato in alcune cellule esprimenti la nectina-1 sulla propria 

superficie e purificando successivamente i virioni prodotti. I titoli virali sono stati 

valutati attraverso il saggio delle placche di lisi. 

L’analisi, mediante Western Blot, delle particelle virali purificate ha rivelato la 

corretta espressione di gD:GDNF, dato che essa ha dimostrato avere un peso 

molecolare maggiore rispetto a quello della proteina isolata dalle particelle virali 

wild-type (figura 1C dell’articolo in APPENDICE).  

4.2 Verifica dell’infezione GFRα1-dipendente in vitro 

Per verificare in vitro l’ingresso esclusivamente GFRα1-dipendente del vettore 

KNTc-gD:GDNF, è stata quindi allestita l’infezione di una linea cellulare J1.1-2 e di 

una B78H1 (la prima è una linea di cellule di rene di criceto mentre la seconda una 

di cellule di melanoma murino), preventivamente ingegnerizzate per esprimere il 

recettore GFRα1 e per non presentare sulla propria superficie la nectina-1 e 

l’HVEM, i recettori cellulari utilizzati normalmente dall’HSV-1 per il suo ingresso. 

Sono state eseguite varie infezioni a differenti Multiplicity of Infections (MOIs, 

corrisponde al rapporto tra il numero delle particelle virali inoculate e quello delle 

cellule della coltura infettata), valutate in base alle unità formanti placca generate 

dall’infezione della linea cellulare U2OS-ICP4 esprimente il GFRα1 (d’ora in avanti 

denominata U2OS-ICP4- GFRα1). 

I risultati sono stati visualizzati 24 ore dopo l’infezione attraverso il rilevamento 

della fluorescenza emessa dal prodotto del gene reporter mCherry e hanno 

dimostrato un’efficiente infezione a livello di entrambe le linee cellulari esprimenti 

il GFRα1. Al contrario, si è rilevata un’infezione quasi assente a livello delle linee 

parentali non esprimenti il recettore. In particolare, in entrambi i casi, si è potuto 

osservare come il numero di cellule infettate decrescesse in maniera MOI-

dipendente (figura 2 dell’articolo in APPENDICE). Ciò dimostra, quindi, un ingresso 

GFRα1-dipendente e nectina-1/HVEM-indipendente del vettore KNTc-gD:GDNF. 

Le condizioni in vivo, però, richiedono lo sviluppo di un vettore che sia del tutto 

indipendente dal legame con la nectina-1 cellulare (non si fa più riferimento 

all’HVEM dato che il legame con questo è stato già impedito a seguito della 

rimozione della sequenza segnale N-terminale di gD). Il residuo di tirosina in 

posizione 38 sembra essere particolarmente importante per questa interazione, 

per cui si è proceduto alla generazione del vettore KNTc-gD:GDNFΔ38 mediante 

ricombinazione, all’interno della linea U2OS-ICP4-GFRα1, tra il vettore contenente 

la GW cassette al posto del gene per la proteina gD e il vettore contenente la 

versione mutata di quest’ultimo gene.  

L’effettivo retargeting del vettore KNTc-gD:GDNFΔ38 è stato, quindi, valutato 

infettando le linee J1.1-2-GFRα1 e B78H1-GFRα1. In parallelo sono state anche 

allestite le infezioni delle stesse linee con il vettore KNTc-gD:wt, privo di ogni 
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ingegnerizzazione nei confronti di gD, e le infezioni delle linee J1.1-2-nectina-1 e 

B78H1-nectina-1 con il vettore KNTc-gD:GDNFΔ38. Si è quindi potuto osservare 

che, a 24 ore dall’infezione, il vettore KNTc-gD:GDNFΔ38 è stato in grado di 

penetrare solo all’interno delle cellule delle linee J1.1-2-GFRα1 e B78H1-GFRα1 e 

non nelle altre, a livello delle quali manca il recettore GFRα1. Al contrario, il 

vettore KNTc-gD:wt è stato in grado di entrare solo nelle cellule delle linee J1.1-2-

nectina-1 e B78H1-nectina-1 e non nelle altre, dato che solo in queste è espresso 

un recettore che normalmente viene riconosciuto dal virus wild-type. L’infezione 

delle cellule parentali delle linee J1.1-2 e B78H1, invece, ha generato dei titoli virali 

bassi o addirittura irrilevabili, dato che esse non esprimono alcun recettore 

utilizzabile da nessuno dei 2 vettori (figura 3 dell’articolo in APPENDICE). 

4.3 Verifica della lisi delle cellule di tumore al seno GFRα1+ in vitro 

Per avvicinarsi sempre più alla condizione in vivo, sono state selezionate 4 diverse 

linee cellulari derivate da altrettante forme di tumore al seno umano, quali la linea 

MCF7, rappresenta il sottotipo luminale ed è ER+; la linea HCC1500, rappresenta il 

sottotipo luminale ed è ER+; la linea MDA-MB-453, rappresenta il sottotipo HER2-

overexpressing ed è ER-; e la linea MDA-MB-231, rappresenta il sottotipo triplo 

negativo ed è ER- e HER-. Soltanto le prime 2 linee presentano dei livelli di GFRα1 

utili ai fini sperimentali e questo è in linea con le conoscenze pregresse, secondo 

cui esiste una certa associazione tra la sovra-espressione di questo recettore e 

quella dei recettori per gli estrogeni (l’effettiva espressione è stata valutata 

attraverso un’analisi condotta mediante Western Blot, figura 4A dell’articolo in 

APPENDICE). 

Sono quindi state allestite delle infezioni a livello di tutte le linee tumorali scelte 

utilizzando sia il vettore non ingegnerizzato, KNTc-gD:wt, che quello retargeted, 

KNTc-gD:GDNFΔ38. I risultati sono stati valutati analizzando la fluorescenza 

emessa del gene reporter ed eseguendo una citofluorimetria a flusso utilizzando 

come bersaglio la glicoproteina virale gB, la quale è espressa a partire da un gene 

tardivo γ ed è poi incorporata a livello della membrana plasmatica durante il ciclo 

replicativo virale.  

Le cellule delle linee MCF7 e HCC1500 si sono rivelate permissive all’infezione da 

parte di entrambi i vettori, facendo registrare rispettivamente un numero di 

cellule infettate pari all’84% e all’80%, nel caso del vettore wild-type, e pari al 69% 

e al 57%, nel caso del vettore ingegnerizzato. Al contrario, le cellule delle linee 

MDA-MB-453 e MDA-MB-231 hanno registrato dei tassi di infezione pari al 78% e 

al 42%, nel caso del vettore wild-type, e pari al 5,3% e al 4,5%, nel caso del vettore 

ingegnerizzato, a causa della mancanza di espressione del recettore GFRα1 (figura 

4B e 4C dell’articolo in APPENDICE). 

Per confermare ulteriormente il ruolo di GFRα1 nell’entrata specifica del vettore 

KNTc-gD:GDNFΔ38, è stata allestita un’infezione utilizzando delle cellule della 

linea MCF7 trasfettate con un pool di siRNA complementari all’mRNA di GFRα1. Le 
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cellule sono state incubate e dopo 72 ore è stata valutata l’entrata del vettore 

allestendo una reazione di immunofluorescenza indiretta rivolta contro la proteina 

ICP4, codificata da uno dei geni α precocissimi. I risultati ottenuti sono, quindi, 

stati confrontati con quelli derivati dall’infezione delle stesse cellule ma trasfettate 

con un pool di siRNA di controllo non specifici per GFRα1 e con quelli derivati dalle 

cellule di controllo non infettate. In accordo con le aspettative, la presenza dei 

siRNA complementari all’mRNA di GFRα1 ha ridotto di netto le capacità di ingresso 

del vettore KNTc-gD:GDNFΔ38, a causa della degradazione degli mRNA endogeni 

codificanti il recettore GFRα1 tramite i meccanismi di RNA interference cellulari, 

mentre, invece, non ha alterato quelle del vettore wild-type, essendo questo 

indipendente da GFRα1 (figura 5A e 5B dell’articolo in APPENDICE). I livelli di 

espressione di GFRα1 sono stati quindi rilevati mediante Western Blot, osservando 

come effettivamente essi fossero molto bassi nelle cellule trasfettate con i siRNA 

GFRα1-specifici. Sembra che anche il pool di controllo abbia ridotto i livelli di 

espressione del recettore, ma questa riduzione non ha in alcun modo interessato 

l’ingresso di nessuno dei 2 vettori usati (figura 5C dell’articolo in APPENDICE).  

Infine, è stata saggiata la vitalità delle cellule della linea MCF7 e MDA-MB-453 

dopo 72 ore dall’infezione da parte di entrambi i vettori. La vitalità cellulare è una 

misura della proporzione di cellule vive all’interno di una popolazione cellulare 

effettuata, ad esempio, sfruttando il naturale potere riducente delle cellule vive di 

convertire una sostanza non fluorescente in una, invece, che lo è. Nel presente 

articolo è stato utilizzato il kit alamarBlue. 

Come previsto, la vitalità delle cellule MCF7 è risultata significativamente ridotta 

nel caso di entrambe le infezioni, essendo queste cellule GFRα1+, mentre, invece, 

quella delle cellule MDA-MB-453 è rimasta molto elevata nel caso dell’infezione 

da parte del vettore KNTc-gD:GDNFΔ38 (le percentuali di vitalità non sono state di 

molto diverse da quelle delle cellule non infettate), essendo queste GFRα1-, ma 

ugualmente bassa nel caso dell’infezione col vettore wild-type (figura 6A e 6B 

dell’articolo in APPENDICE). Tutti questi dati, in definitiva, sono in linea con le 

osservazioni fatte in precedenza e con lo scopo ultimo dell’articolo stesso. 

4.4 Verifica dell’efficacia in vivo 

L’ultimo aspetto affrontato durante la procedura sperimentale illustrata è stata la 

verifica in vivo dell’efficacia terapeutica del vettore ottenuto contro il tumore al 

seno. Si è quindi proceduto all’inoculo subcutaneo di cellule tumorali della linea 

MCF7 a livello del fianco destro di 6 femmine di topi BALB/c atimici, inducendo 

così la formazione ectopica del tumore. Una volta raggiunti i 70 mm3 di volume 

(circa dopo 22 giorni), è stato iniettato a livello intratumorale il vettore KNTc-

gD:GDNFΔ38 e si è poi monitorato lo sviluppo del tumore per gli 85 giorni 

successivi all’inoculo. Per motivi etico-morali, se il volume totale avesse raggiunto 

i 2000 mm3 o una dimensione in una qualsiasi direzione di oltre 20 mm, le cavie 

sarebbero state soppresse. Al pari, nel momento in cui le cavie fossero risultate 
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incapaci di muoversi o di nutrirsi o il loro peso corporeo fosse diminuito di oltre il 

10%, esse sarebbero state eutanizzate. In caso di infiammazione locale e 

arrossamento a livello del sito di inoculo, si è proceduto alla somministrazione di 

antibiotici, al fine di minimizzare il rischio di infezione topica. Sono stati allestiti in 

parallelo, nelle stesse condizioni, degli inculi di controllo, effettuati con PBS al 

posto del vettore oncolitico. 

I risultati sono stati del tutto soddisfacenti, facendo registrare una regressione 

completa del tumore e l’uccisione totale delle cellule tumorali nei topi inoculati 

con il vettore, mentre, invece, un aumento della massa tumorale fino ad oltre i 

2000 mm3 in quelli di controllo (figura 6C dell’articolo in APPENDICE). Sembra 

quindi che, anche in vivo, il vettore conservi la propria specificità d’azione e riesca 

efficacemente ad infettare e ad uccidere le cellule tumorali. 
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5. DISCUSSIONE 

5.1 I topi atimici: un modello con delle limitazioni   

Come descritto in precedenza, gli studi in vivo sull’efficacia del vettore generato 

sono stati eseguiti utilizzando dei topi atimici. I risultati positivi ottenuti, quindi, 

devono essere analizzati alla luce del modello utilizzato e delle caratteristiche che 

lo contraddistinguono.  

I topi atimici sono dei modelli immunodeficienti che mimano le condizioni tissutali 

umane in cui si sviluppano normalmente i tumori7. Gli studi in vitro sulle linee 

cellulari tumorali, infatti, non permettono uno studio approfondito di quella che è 

la biologia dei tumori in quanto non è possibile ricreare il microambiente che, 

invece, è necessario ad essi per proliferare, crescere e, eventualmente, evolversi 

in metastasi. I topi atimici sono utili, quindi, per studiare lo sviluppo dei tumori 

senza l’interferenza dovuta all’intervento del sistema immunitario. 

Questo modello murino, infatti, è caratterizzato dall’assenza del timo e, come 

conseguenza, da una ridotta popolazione di linfociti T, i quali sono responsabili 

dell’immunità verso le cellule infettate da un virus o quelle tumorali7. Tutte queste 

proprietà semplificano il trapianto e l’induzione di un tumore, la quale risulta così 

attuabile attraverso la semplice inoculazione subcutanea delle cellule tumorali.  

Fenotipicamente, i topi atimici sono privi di pelliccia, da cui deriva il nome ‘nudi’ 

con cui sono spesso denominati. La base genetica di queste caratteristiche è una 

mutazione recessiva a livello del gene FoxN1, il quale di norma codifica un fattore 

di trascrizione coinvolto nell’espressione di molti geni caratteristici delle cellule 

del sistema immunitario adattativo e del sistema linfoide. Per tali ragioni, negli 

individui omozigoti per la mutazione, lo sviluppo del timo si arresta poco dopo i 

primi giorni di vita. I topi che ne derivano mostrano una crescita ritardata, una 

ridotta fertilità e una ridotta vitalità7 (dai 6 ai 12 mesi, può essere aumentata nel 

momento in cui l’individuo cresce in un ambiente completamente asettico). 

L’utilizzo di questo tipo di modello rappresenta quindi un vantaggio sotto alcuni 

punti di vista (ad esempio, in termini di successo dell’impianto), ma non è esente 

da alcune limitazioni. Esso, infatti, possiede comunque un piccolo numero di 

linfociti T periferici e mantiene intatta la componente immunitaria innata, tra cui 

le cellule natural killer (NK), le quali sembrano essere particolarmente sovra-

espresse. Tutte queste caratteristiche rendono i topi atimici ideali per gli studi 

preclinici di nuove sostanze antitumorali o solo per una prima modellizzazione di 

un tumore prelevato da un paziente per cui si vuole sviluppare una cura mirata7. 

Esistono, tuttavia, dei modelli migliori per lo studio della crescita dei tumori e del 

loro trattamento, i quali ricreano delle condizioni più simili a quelle presenti in un 

paziente umano, pur continuando a lavorare a livello di un ospite murino. Questi 

modelli prendono il nome di topi umanizzati e sono generati trapiantando in un 

topo fortemente immunodepresso delle cellule o dei tessuti umani funzionali. 
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Nel tempo sono stati sviluppati vari ceppi umanizzati trapiantando, ad esempio, 

gli epatociti, le cellule epiteliali, le isole del pancreas, l’endometrio uterino o le 

cellule del sistema nervoso8, ma, ad oggi, il prototipo di topi umanizzati sono quelli 

generati utilizzando le componenti del sistema immunitario. Esso, infatti, è uno 

degli aspetti che più differisce tra l’uomo e il topo, in particolar modo in termini di 

livelli circolanti di cellule linfoidi e mieloidi, di meccanismi della risposta innata e 

di pathways di segnalazione mediati dalle cellule T.  

La generazione di un ceppo umanizzato richiede, innanzitutto, un ceppo di topi 

particolarmente immunodepressi, ancora di più dei topi nudi, quali i topi SCID. Essi 

presentano, infatti, una mutazione nel gene C.B17 che impedisce la completa 

maturazione sia dei linfociti T (al pari di quanto si ha nei topi atimici) che dei 

linfociti B (che invece sono funzionali a livello dei topi nudi)8. A questo punto, è 

possibile trapiantare delle cellule staminali emopoietiche umane CD34+ per 

permettere lo sviluppo, nell’ospite murino, della maggior parte delle componenti 

del sistema immunitario umano quali i linfociti B e T, le cellule NK, i macrofagi e le 

cellule dendritiche. I topi così generati sono in grado di mimare le normali risposte 

immunitarie umane quali la produzione di anticorpi in risposta ad un antigene 

inoculato e la citotossicità mediata dalle cellule T8. 

Anche questi modelli, però, presentano delle limitazioni riguardo, ad esempio, lo 

sviluppo dei linfociti T e il cambio di classe anticorpale. In aggiunta, i linfociti T 

generati sono istruiti a livello del timo dell’animale, dove acquisiscono la capacità 

di discriminare i complessi MHC self da quelli non-self, i quali hanno una specificità 

diversa in quanto a peptidi riconosciuti rispetto a quelli umani. Per ovviare a 

questo inconveniente, sono stati sviluppati dei topi in cui è stato trapiantato del 

tessuto timico fetale umano, riuscendo ad ottenere una corretta istruzione dei 

linfociti T anche agli antigeni self umani.  

Sia i topi atimici che quelli umanizzati, in definitiva, possono essere liberamente 

utilizzati per osservare in vivo lo sviluppo di un tumore e vagliare l’efficacia di varie 

sostanze antitumorali specifiche, tenendo però conto che in entrambi i casi si 

tratta di modelli murini, generati ad hoc per questi scopi. Il contesto umano in vivo 

risulta, infatti, molto più complicato da affrontare.   

5.2 I topi MMTV: modellizzare il tumore al seno in topo 

Nel caso specifico del tumore al seno, sono stati sviluppati dei modelli murini in 

grado di ricreare in vivo una grande varietà di alterazioni genetiche alla base 

dell’insorgenza di questa forma di tumore. Ciò è stato possibile grazie all’utilizzo 

del virus del tumore al seno murino (MMTV), il quale è un virus appartenente alla 

famiglia Retroviridae in grado di integrarsi nel genoma delle cellule epiteliali della 

ghiandola mammaria e di indurre l’insorgenza di un tumore nel momento in cui la 

sua espressione viene attivata9. L’attivazione sembra essere frequente durante 

l’allattamento e sembra essere dovuta all’influenza degli ormoni steroidei, secreti 

massicciamente durante questa fase. La trasformazione maligna delle cellule è 
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dovuta all’inserzione del genoma virale, il quale funge da agente inserzionale 

mutageno e da attivatore trascrizionale nei confronti dei geni adiacenti. È 

interessante notare, inoltre, come i siti di inserzione siano particolarmente 

conservati e mappino sempre in prossimità di alcuni oncogeni la cui espressione 

risulta alterata anche in numerose forme di tumore al seno umano9. 

Ad oggi sono stati generati oltre 50 ceppi di topi MMTV, ciascuno transgenico nei 

confronti di uno o più degli oncogeni cellulari che normalmente sono associati alla 

tumorigenesi al seno, in quanto mutati o sovra-espressi (alcuni esempi sono la 

ciclina D1, la ciclina E, Ras, c-myc, Wnt1 e c-rel)9. L’espressione dei transgeni è a 

carico di uno dei promotori forti dell’MMTV, primo fra tutti quello contenuto nelle 

sue Long Terminal Repeats (LTRs), dato che esso è attivo sia durante l’allattamento 

che durante il resto della vita dell’ospite. La maggior parte di questi geni sono 

coinvolti nella cascata di segnalazione mediata dalle cicline D (D1, D2 e D3), la cui 

induzione avviene durante la risposta precoce della cellula ad un fattore di 

crescita. La presenza del mitogeno, infatti, attiva la sintesi delle chinasi ciclina-

dipendenti (Cdk) 4 e 6, le quali si complessano con le cicline D promuovendo 

l’avanzamento del ciclo cellulare nella fase G1 tramite la fosforilazione di pRb (il 

prodotto di uno dei maggiori oncogeni cellulari). L’accumulo dei complessi ciclina 

D-CdK induce, di norma, il reclutamento di alcuni inibitori che ne sopprimono 

l’attività. In questo modo, viene attivato il rilascio del fattore di trascrizione E2F e 

la sintesi di alcuni geni fondamentali per la regolazione del ciclo cellulari. 

L’uso di questi modelli permette, quindi, di ottenere numerose informazioni sulla 

cascata di segnalazione intracellulare che governa l’eziologia di numerose forme 

di tumore al seno, nonostante le differenze morfologiche e ormonali che separano 

l’uomo dal topo. Data la problematicità legata alla cura di questa particolare forma 

di tumore, risulta essenziale riuscire ad identificare nel dettaglio tutte le possibili 

alterazioni genetiche che possono essere utilizzate come indicatore prognostico 

dell’inizio della trasformazione maligna, al fine di sviluppare approcci terapeutici 

sempre più efficaci e specifici9.  

Sebbene i tumori sviluppati da questi modelli siano indistinguibili da quelli che 

sorgono nell’uomo, vi sono comunque delle limitazioni. Il 50% delle forme umane, 

infatti, è ER+, mentre invece quelle murine sono solitamente ER-. In aggiunta, 

l’elevata mortalità associata al tumore al seno è dovuta alla metastasi, la quale 

nell’uomo interessa i polmoni, i linfonodi, le ossa e il fegato, mentre invece nei 

modelli MMTV solo i polmoni9. Lo sviluppo di un modello in grado di riprodurre in 

vivo lo sviluppo metastatico del tumore al seno rimane, perciò, ancora aperto.  

5.3 I tumori solidi: veicolare un vettore oncolitico nell’organismo 

Un ultimo aspetto interessante dei risultati ottenuti sperimentalmente è il fatto 

che essi siano riferiti al trattamento di un tumore al seno ectopico, dato che le 

cellule tumorali sono state iniettate a livello del fianco e che qui hanno dato origine 

alla massa tumorale analizzata e trattata. L’inoculazione intratumorale, quindi, è 
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risultata essere il miglior modo per veicolare in vivo il vettore oncolitico generato, 

unita al fatto che l’utilizzo di topi nudi facilita la visualizzazione ad occhio nudo 

della massa tumorale in crescita. Il tumore al seno, però, al pari di molti altri tumori 

solidi, non si sviluppa così in superficie, ma forma delle masse profonde nel tessuto 

che non necessariamente risultano trattabili in questa maniera. 

Esiste, infatti, una florida ricerca scientifica che mira a sviluppare degli approcci 

più efficaci per la veicolazione in vivo dei vettori oncolitici, in maniera tale da agire 

anche a livello di tumori solidi profondi e svariatamente localizzati nell’organismo. 

In teoria, l’iniezione intravenosa sarebbe il metodo migliore per bersagliare il 

tumore primario e, eventualmente, anche le metastasi. In pratica, però, questo 

approccio presenta numerosi lati negativi, in quanto in questo modo viene indotta 

una risposta immunitaria capace di neutralizzare il vettore prima ancora che esso 

abbia raggiunto la massa tumorale (gli effetti sono tanto più marcati quanto più il 

virus da cui deriva il vettore è diffuso nella popolazione, come nel caso dell’HSV-

1)10. Per tale ragione, il metodo per eccellenza rimane l’iniezione intratumorale, la 

quale, però, è in grado di agire solo a livello del tumore primario e, solo in maniera 

molto limitata, anche a livello delle metastasi. 

Per riuscire a veicolare il vettore virale a livello del tumore di interesse, occorre, 

quindi, sviluppare un approccio del tutto diverso. A tal scopo, sono in fase di studio 

le cellule carrier, le quali permettono di essere infettate ex vivo con il vettore 

oncolitico e, una volta inoculate, di proteggerlo all’interno dell’organismo fino al 

tessuto bersaglio. In questo modo viene migliorata la distribuzione del vettore, 

viene aumentata la sicurezza del trattamento, vengono ridotte le dosi da 

somministrare e vengono limitati gli effetti off-target10. 

Attualmente, sono molti i tipi cellulari studiati come carrier per i vettori oncolitici. 

Per fungere da carrier ottimale, occorre che la cellula scelta presenti un tropismo 

specifico per il tumore, consenta l’internalizzazione nella cellula bersaglio delle 

particelle di vettore trasportate e presenti una vitalità sufficiente a permettere 

una corretta veicolazione del vettore attraverso la circolazione sanguigna. Per 

evitare, poi, fenomeni di rigetto, è preferibile utilizzare delle cellule autologhe10.  

Le cellule più utilizzate sono le cellule mesenchimali staminali, le quali sono dotate 

di attività immunosoppressiva, grazie alla quale reprimono la risposta immunitaria 

antivirale che viene attivata nel momento in cui l’organismo percepisce la 

presenza del vettore virale replicante. Si è, però, osservato che tale risposta può 

amplificare l’efficacia del trattamento antitumorale, sinergizzando con l’azione 

litica del vettore virale. Per tale ragione, gli studi si sono ampliati nei confronti dei 

linfociti T, dei monociti e delle cellule neuronali staminali.  

I linfociti T risultano utili in quanto sono in grado di circolare liberamente nel 

sangue fino a raggiungere, poi, il tumore bersaglio verso cui possono espletare la 

propria azione citotossica. Si è dimostrato anche che è possibile far esprimere le 

proteine fusogeniche virali sulla superficie di queste cellule per permettere la 

fusione con le cellule tumorali e l’internalizzazione del vettore oncolitico10. Il 
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grande limite, però, risiede nel fatto che molti tumori solidi sviluppano un 

microambiente che rallenta o preclude la penetrazione dei linfociti, vanificando 

l’azione oncolitica e citotossica da essi mediata. Più promettenti sono, invece, i 

monociti, i quali appartengono a quelle cellule mieloidi in grado di infiltrarsi a 

livello tumorale. Questa è, infatti, una caratteristica comune di molti tumori solidi, 

ragion per cui i monociti e i macrofagi (la forma tissutale dei monociti) richiamano 

sempre più interesse. Si tratta di un tipo cellulare facilmente prelevabile a partire 

dal sangue periferico e che può essere coltivato, espanso e differenziato in vitro. 

Essendo, poi, una componente comune di molte forme tumorali differenti, è 

improbabile che il tumore sviluppi una qualsiasi forma di immunità contro esso10. 

Le cellule neuronali staminali, infine, sono perlopiù utilizzate per la veicolazione di 

vettori a livello cerebrale, grazie alle loro capacità migratorie all’interno del 

parenchima del cervello. 

Alla luce delle svariate modalità con cui può essere veicolato in vivo il vettore 

oncolitico ingegnerizzato, i risultati sperimentali ottenuti nell’articolo oggetto 

della presente discussione risultano poveri di risvolti concreti. Ciononostante, si 

tratta solo del primo di una lunga serie di passi sperimentali, che un giorno, forse, 

permetteranno lo sviluppo di un approccio efficacie e sicuro per la cura di un male, 

come il tumore al senso, che ancora oggi risulta difficile da combattere. 
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7. APPENDICE 

Di seguito si allega l’articolo oggetto della precedente discussione. 

Hall BL, Leronni D, Miyagawa Y, Goins WF, Glorioso JC, Cohen JB. Generation of 

an Oncolytic Herpes Simplex Viral Vector Completely Retargeted to the GDNF 

Receptor GFRα1 for Specific Infection of Breast Cancer Cells. Int J Mol Sci. 2020 

Nov 21;21(22):8815.  

doi: 10.3390/ijms21228815. PMID: 33233403; PMCID: PMC7700293. 
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