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[bookmark: _GoBack]La ricerca del nostro laboratorio è volta allo sviluppo, validazione e ottimizzazione di nuovi approcci vaccinali in modelli preclinici. A tale scopo vengono utilizzati diversi sistemi di veicolazione di antigeni virali (HIV-1, Influenza, HPV, Ebola) o tumorali (antigeni modello e di melanoma) in presenza o assenza di adiuvanti, somministrati a livello sistemico o mucosale in modelli preclinici. Il progetto principale del nostro gruppo di ricerca riguarda lo sviluppo di vaccini genetici basati su vettori lentivirali integrasi-difettivi (IDLV) per la veicolazione degli antigeni vaccinali. Grazie a mutazioni introdotte nella proteina integrasi, IDLV non si integra nella cellula bersaglio, rimanendo in forma episomale (E-DNA) [1]. Il materiale genetico inserito nel vettore consiste solo del gene codificante l’antigene di interesse (transgene) che rimane espresso per lungo tempo in cellule non proliferanti [2, 3], quali cellule dendritiche e macrofagi, essenziali per l’induzione della risposta immunologica o nelle cellule muscolari, sito preferenziale di inoculo dei vaccini. Abbiamo dimostrato l‘efficacia di IDLV in diverse strategie vaccinali preventive e terapeutiche, in modelli preclinici murini e nei primati non umani [5-13]. 

Progetto: Ci proponiamo di ottimizzare la piattaforma vaccinale basata su IDLV mediante strategie volte all’aumento del livello di espressione dell’antigene, soprattutto nell’ambito di antigeni poco immunogenici e antigeni self, come nel caso di antigeni tumorali. Una delle strategie riguarda l’utilizzo di una classe di farmaci già in uso in clinica come antitumorali (histone deacetylases inhibitors, HDACi), in grado di aumentare significativamente l’espressione del transgene in vitro nelle cellule trasdotte con IDLV. L’espressione dell’antigene veicolato da IDLV sarà quindi valutata in vivo mediante tecniche di imaging (IVIS), a diversi tempi dall’inoculo. I topi saranno inoculati per via intramuscolare o sottocutanea con IDLV da solo o in combinazione con diversi farmaci HDACi, somministrati nello stesso sito o per via sistemica. Animali inoculati con vettori lentivirali integrasi-competenti saranno utilizzati come controllo positivo di alta espressione dell’antigene. La presenza della risposta immunologica antigene-specifica sarà valutata nel sangue degli animali immunizzati per tutta la durata dello studio.

Metodologie: Per lo svolgimento del progetto verranno utilizzate metodiche di biologia molecolare, quali estrazione di DNA e RNA, clonaggi, trasfezioni e PCR. Tecniche di biologia cellulare, quali mantenimento di cellule di linea, produzione dei vettori IDLV, isolamento di cellule del sistema immunitario dagli animali in sperimentazione. Verranno effettuati saggi in vitro per la valutazione delle risposte immunitarie specifiche, quali ELISA per la risposta anticorpale e ELISPOT per la risposta cellulare. Acquisizione delle immagini mediante lo strumento IVIS Lumina III per valutare l’espressione del transgene in vivo nei topi inoculati con IDLV.
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