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SUMMARY

Collagen Induced Arthritis (CIA) is a widely studied animal model to develop and test novel therapeutic approaches
for treating Rheumatoid Arthritis (RA) in humans. Soluble Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA4-1g), which binds
B7 molecule on antigen presenting cells and blocks CD28 mediated T-lymphocyte activation, has been shown to ame-
liorate experimental autoimmune diseases such as lupus, diabetes and CIA.

Objective of our research was to investigate in vivo the effectiveness of blocking the B7/CD28 T-lymphocyte co-stim-
ulatory pathway, utilizing a genetransfer technology, as a therapeutic strategy against Cl A. Replication-deficient ade-
noviruses encoding a chimeric CTLA4-Ig fusion protein, or B-galactosidase as control, have been injected intra-
venously once at arthritis onset. Disease activity has been monitored by the assessment of clinical score, paw thick-
ness and type Il collagen (ClI) specific cellular and humoral immune responses for 21 days.

The adenovirally delivered CTLA4-Ig fusion protein at a dose of 2x10° pfu suppressed established CIA, whereas the
control 3-galactosidase did not significantly affect the disease course. Cl1-specific lymphocyte proliferation, IFNg pro-
duction and anti-Cl1 antibodies were significantly reduced by CTLA4-1g treatment.

Our results demonstrate that blockade of the B7/CD28 co-stimulatory pathway by adenovirus-mediated CTLA4-Ig gene

transfer is effective in treating established CIA suggesting its potential in treating RA.

INTRODUZIONE

artrite collagene-indotta (CIA) del topo &il mo-

dello sperimentale piu studiato di Artrite Reu-
matoide (AR), malattiainfiammatoria cronica del-
le articolazioni sinoviai che esitain perdita della
fisiologicafunzionalitaarticolareein anchilosi. La
CIA viene indotta in animali geneticamente su-
scettibili mediante immunizzazione con collagene
di tipo Il (Cll) in adiuvante completo di Freund
(CFA) chedeterminalacomparsadi un’ artrite acu-
tacon eritemaed edemadi vario grado acarico del-
le quattro zampe dell’animale. La reazione in-
fiammatoria, localizzata a livello della membrana
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sinoviale articolare, anche nel topo geneticamente
predisposto, induce laformazione del panno sino-
viale con raccolta di un numero crescente di ma-
crofagi e fibroblasti cui fa seguito I’ erosione della
cartilagine articolare e dell’ osso subcondrale e con-
seguente anchilosi delle articolazioni colpite (1,2).
Sebbene I’ esatta sequenza patogenetica resti tutto-
ra sconosciuta, € noto che in seguito al’ attivazio-
ne dei T-linfociti sia I'immunita cellulo-mediata
che la immunita umorale verso il collagene sono
determinanti nell’innescare il processo flogistico
con produzione di citochine pro-infiammatorie e
fattori di crescita che contribuiscono a mantenere
e perpetuare laflogosi (3, 4).

L’ attivazione dei T-linfociti necessita di ameno
due segnali: il primo segnale & antigene-specifi-
co ed e generato dall’interazione tra il recettore
dei T-linfociti (TCR) con il peptide antigenico
nel contesto delle molecole di classe 1l del siste-
ma maggiore di istocompatibilita (MHC) singe-
nico presente alivello di cellule presentanti I’ an-
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tigene (APC) (5,6). Tale segnale € potenziato dal-
lainterazionetraCD4 ed MHC di classe |l e pud
essere inibito da anticorpi monoclonali contro il
CD4 o I’'MHC (7). Vari studi hanno dimostrato
che I’induzione della CIA pud essere prevenuta
dal pre-trattamento con anticorpi anti-CD4, TCR
0 MHC di classe Il, dimostrando I’importanza
dell’ attivazione delle cellule T nella fase di in-
duzione dellamalattia. Tuttavia, quando il tratta-
mento vieneiniziato ad artrite conclamata, la sua
efficacia risulta notevolmente ridotta (8). Il se-
condo segnal e € denominato “ co-stimolatorio” in
guanto sebbene essenziale non € perd in grado da
solo di indurre una corretta attivazione T-linfoci-
taria. La cosiddetta“ co-stimolazione” gioca per-
tanto un ruolo cruciale in quanto determinal’ at-
tivazione o viceversa |I’anergia dei T linfociti.
Due paiadi recettori/co-recettori, il CD40/CD154
ed il CD80-CD86 (anche denominato B7)/CD28
sono stati studiati negli ultimi anni nell’ambito
della patogenesi delle malattie autoimmunitarie
poichéil CD40/CD154 & necessario per una cor-
retta attivazione delle APC (9) ed il B7/CD28 e
importante per la corretta attivazione dei T-linfo-
citi (10) (vedi Figura 1). Al contrario, il CTLA-

Cellula presentante " antigene

T-linfociia |

Figura 1 - Schema rappresentativo dei segnali richiesti per I'attiva-
zione dei T-linfociti.

[ segnale: la cellula presentante I'antigene (APC) “presenta” I'antige-
ne nel contesto dell’antigene MHC di classe Il al recettore del T-linfo-
cita (TCR); I segnale (co-stimolatorio): interazione tra gli antigeni
CDA40 e B7 espressi sulla superficie dell’APC rispettivamente con il
CD154 ed il CD28 espressi sulla superficie del T-linfocita.

4 (antigene associato ai T-linfociti) che viene
espresso dalle cellule T in seguito allaloro atti-
vazione ed eéin grado di legare il co-recettore del
B7 espresso sulle APC con una affinita piu ele-
vatadel CD28 bloccal’ attivazione dei T-linfoci-
ti (12). Laforma solubile del CTLA-4, coniuga-
ta cioé ad una immunoglobulina (CTLA4-Ig),
in grado di legare le molecole del B7 con eleva-
parte del CD28 inibendo quindi il segnale di at-
tivazione dei T-linfociti sia in vitro che in vivo
(20). 1l trattamento con CTLA4-Ig € stato utiliz-
Zato con successo nei trapianti d’ organo (14-16),
per inibire risposte anticorpali verso antigeni T-
dipendenti (17) e nel prevenirelo sviluppo di ma-
lattie autoimmuni in modelli animali di LES e di
sclerosi multipla (18-20). E stato inoltre prece-
dentemente dimostrato che somministrazioni ri-
petute della proteina di fusione CTLA4-1g pre-
vengono lo sviluppo di CIA (21, 22) e se som-
ministrata all’ esordio dei sintomi artritici si ot-
tiene un miglioramento significativo dellamal at-
tia (22).

Letecnologie di trasferimento genetico consento-
no oggi unaprolungata ed efficiente espressione di
citochinein vivo (23-26) e gli adenovirus ricombi-
nanti a replicazione interrotta risultano estrema-
mente utili per veicolarne il DNA al’interno delle
cellule in quanto in grado di infettare svariati tipi
cellulari ed anche cellule in stato di quiescenza
(23). Scopo del presente lavoro é stato quindi va-
lutare il potenziale terapeutico della somministra-
zione prolungata di CTLAA4-Ig mediante trasferi-
mento genetico con adenovirus ricombinanti sul
decorso della CIA.

MATERIALI E METODI

Vettori adenovirali ricombinanti

| vettori adenovirali ricombinanti a replicazione
interrottautilizzati in questo studio sono stati ge-
nerati dai Dott. A. Byrnes, M. Wood e M. Dall-
mann (Universita di Oxford, Oxford, UK) e con-
tengono rispettivamente il cDNA della proteina
di fusione solubile CTLA-4 murina coniugata ad
una lgG umana (AdCTLAA4-1g) ed il cDNA del-
la 3-galattosidasi (Adpgal) come controllo (27).
| virus sono stati propagati mediante lalineacel-
lulare 293 e purificati mediante ultracentrifuga-
zione su gradiente di cloruro di cesio (Boeriger
Mannheim, Lewes, East Sussex, UK). Per lati-
tolazione della preparazione finale aliquote del
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Figura 2 - Schema rappresentativo della metodica di trasferimento
genetico.

La figura schematizza la metodica di trasferimento genetico utilizzata
in questo studio e descritta nella sezione Materiali e Metodi.

virus sono state diluite e testate per lacapacitadi
formare placche su un monostrato di cellule 293
come precedentemente descritto (24) (vedi Figu-
ra2).

Induzione e monitoraggio dell’ artrite
L’induzione e monitoraggio dell’ artrite sono sta-
ti eseguiti come precedentemente descritto (28).
Topi DBA/1 sono stati immunizzati con unaemul-
sionedi Cll in CFA (Difco laboratories, West Mo-
lesey, UK). Esordio dell’ artrite & stato considera-
toil giorno di comparsa del primo segno di erite-
ma/edema a carico delle zampe ed uno score cli-
nico da0 a 3 per arto assegnato in base all’ entita
della sintomatologia. In particolare & stato asse-
gnato O = articolazione normale, 1 = presenza di
eritema e/o edemadi grado lieve, 2 = presenzadi
edema pronunciato, 3 = deformitaed anchilosi ar-
ticolari. Lo spessore delle zampe posteriori € sta-
to inoltre misurato con un calibro per valutare
I"entita dell’ edema per tutto il decorso della ma-
lattia.

Protocollo del trattamento

| vettori adenovirali sono stati iniettati per via en-
dovenosaal’ esordio dei sintomi articolari (giorno
1 di malattia) alle dosi di 2x10" e 2x10° pfu in so-
luzione isotonica e gli animali (10 per gruppo) so-
no stati monitorati per 21 giorni. Anche topi non
immunizzati sono stati sottoposti a trattamento con

adenovirus e non hanno riportato segni macrosco-
pici di malattia. Ulteriori gruppi di animali sono
stati trattati con somministrazioni multiple della
proteinadi fusione CTLA4-Ig (generosamente for-
nita dal Dott. G. Larsen, Genetics Institute, Bo-
ston, USA) alla dose di 200 pg a giorni alterni.
Sieri prelevati dopo 3, 10e 21 giorni dall’inizio del
trattamento sono stati congelati a-80°C per le de-
terminazioni successive.

Determinazione della produzione di CTLA4-Ig
La proteina di fusione prodotta mediante trasfe-
rimento genetico e stata quantificata nel siero
degli animali trattati al citofluorimetro (Beckton
& Dickinson, Oxford, UK). Unalinea cellulare
transfettata con il legante del CTLA-4 (CHO-
CD80) ed un anticorpo anti-lgG umana FITC so-
no stati utilizzati per evidenziarne la presenza
nel siero.

Test di proliferazione linfocitaria

I linfonodi inguinali dei topi trattati e dei control-
li sono stati asportati dopo 10 e 21 giorni dall’ini-
zio del trattamento elasospensione cellulare & sta-
ta piastrata ad una densita di 5x10° cellule in 0.2
ml di terreno per colture cellulari DMEM in pia-
stra da 96 pozzetti. Le cellule sono state incubate
72 ore a 37°C con o senza Cll denaturato e per le
successive 24 orein presenzadi 1 mCi per pozzetto
di timidina triziata (Amersham International,
Amersham, UK). L’ incorporazione di timidina da
parte delle cellule proliferanti & stata misurata me-
diante spettrofotometro (LKB Instruments Inc.,
Bromma, Sweden) ed i risultati espressi come me-
diaaritmeticadelle cpm (counts per minute) dei tri-
plicati + SEM.

Determinazione della produzione di IFNy

La sospensione cellulare ottenuta dai linfonodi
inguinali a giorno 10 e 21 & stata anche testata
per la capacita di produrre IFNy dopo stimola-
zionein vitro con Cll denaturato o anti-CD3 (at-
tivatore dei T-linfociti). Dopo 72 ore di incuba-
zionei surnatanti delle colture sono stati prelevati
e testati in ELISA come precedentemente de-
scritto (29).

Valutazione della risposta anticorpale

I livelli degli anticorpi anti-ClI circolanti sono sta-
ti determinati su ciascunsieroin ELISA. Piastreda
96 pozzetti sono state incubate con 2 pg/ml di Cli
a4°C per 12 ore, quindi bloccate con BSA a 2%.
Diluizioni scalari dei vari sieri sono state aggiunte
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alapiastraed incubate a4°C per atrel2 ore e, do-
po lavaggio, anticorpi anti-1gG1 ed anti-lgG2amu-
rini coniugati afosfatasi alcalina (The Binding Si-
te, Birmingham, UK) incubati a temperatura am-
biente per 1 ora. | risultati sono stati letti ad una
lunghezza d’ ondadi 405 nm mediante spettrofoto-
metro.

Analis statistica

L'analis statisticadi tutti i risultati & stata effettuata
medianteil test Mann-Whitney del software Mini-
tab (Minitab, State College, PA, USA). Le diffe-
renze sono state considerate statisticamente signi-
ficative quando p < 0.05.

RISULTATI

Soppressione della CI A mediante

trasferimento genetico di CTLA4-Ig

E stato precedentemente dimostrato che la som-
ministrazione ripetuta della proteina di fusione
CTLAA4-1g determinaun miglioramento dellasin-
tomatologia artritica nell’ animale da esperimen-
to (22) e la terapia genetica con adenovirus ri-
combinanti risulta essere molto efficace nell’in-
durre una elevata concentrazione siericadelle pro-
teine prodotte per periodi prolungati (24-26, 30).
L’ adenovirus ricombinante utilizzato in questo
studio, AACTLAA4-1g, e stato quindi sommini-
strato per via endovenosa in doppia dose, 2x10’
e 2x10° pfu in soluzione isotonica, agruppi di 10
animali all’ esordio dei sintomi articolari. | con-
trolli erano costitutiti da animali iniettati con la
sola soluzione isotonica, con la dose piu alta di
un adenovirus di controllo AdBgal o con inie-
zioni multiple dellaproteina di fusione CTLA4-
Ig. Come mostrato in Figura 3A il trattamento
con la dose piu elevata di AACTLA4-Ig ha de-
terminato un miglioramento statisticamente si-
gnificativo dell’ infiammazione articolare a par-
tire da giorno 3 (p=0.001) sino alla fine
dell’ esperimento (p=0.01 giorno 21). Tali risul-
tati non si possono ascrivere al vettore virale in
guanto I’ andamento della malattia nei topi iniet-
tati con AdPgal érisultato sovrapponibileall’ an-
damento della malattia nei topi di controllo (Fi-
gura 3B). Conferma dello avvenuto trasferimen-
to genetico si & avuta dalla misurazione della
concentrazione sierica della proteina prodotta.
Livelli circolanti di CTLA4-1g sono stati rileva-
ti il decimo giorno (69.6 = 15.7 pg/ml) e si so-
no mantenuti elevati nelle settimane successive
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Figura 3 - Il trasferimento genetico di CTLA4-Ig migliora il decorso
della CIA.

(A) Gruppi di 10 topi immunizzati con Cll e CFA sono stati inocula-
ti per via endovenosa con 2x10’ (cerchi bianchi) e 2x10° pfu (cerchi
neri) di AdCTLA4-Ig o soluzione isotonica (quadrati) il primo giorno
di malattia. Gli animali sono stati monitorati per 21 giorni e la me-
dia dello score clinico per gruppo riportata in figura + SEM.

(B) Come controlli, due gruppi di topi sono stati iniettati giorno 1 con
2x10° pfu di Adpgal (triangoli bianchi) o con iniezioni multiple di una
IgG1 umana (quadrati neri) dimostrando un decorso di malattia so-
vrapponibile a quello degli animali non trattati (quadrati bianchi).
(©) Un gruppo di animali & stato anche trattato con iniezioni ripetu-
te della proteina di fusione CTLA4-Ig (cerchi neri) o con iniezioni mul-
tiple di un anticorpo anti-CTLA4.
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(127.2 £ 9.6 pg/ml giorno 21 e 115 + 10.3 pg/ml
giorno 45). 1l dosaggio della proteina a 24, 48
ore e 5 giorni dalla somministrazione e risultato
al di sotto dei livelli dosabili ma probabilmente
la proteina prodotta inizialmente e stata seque-
strata nei siti di legame cellulari e non e stato
quindi possibile dosarla nel siero. Analogamen-
teal trattamento con AACTLAA4-1g anche lasom-
ministrazione ripetuta di CTLAA4-1g ha prodotto
un miglioramento significativo della sintomato-
logia artritica (Figura 3C).
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Figura 4 - Effetto del trattamento con AdCTLA4-Ig sull’edema della
zampa.

Lo spessore delle zampe posteriori & stato misurato a giorni alterni in
animali trattati con 2x10° pfu (cerchi neri) rispetto ai controlli (qua-
drati bianchi) e la media + SEM per gruppo € riportata in figura.

Effetto del trattamento

con AACTLA4-1g

sull’ edema della zampa

La misurazione dello spessore delle zampe po-
steriori ha messo in evidenza la netta riduzione
dell’ edema nella fase infiammatoria acuta della
CIA nei topi trattati con la dose piu atadi AdC-
TLA4-Ig (Figura 4) statisticamente significativa
apartire dal terzo giorno (p = 0.008) sino agior-
no 11 (p = 0.004). Ci¢ indical’ efficacia di que-
sto trattamento nella fase edematosa acuta della
CIA che potrebbe essere dovuta a blocco della
attivazione continua dei T-linfociti alivello arti-
colare (32).

Figura 5 - L'inibizione del segnale co-stimolatorio in vivo riduce la
proliferazione linfocitaria antigene-specifica.

Gruppi di tre topi immunizzati sono stati iniettati il giorno 1 con so-
luzione isotaonia o iniezione singola di CTLA4-Ig, iniezioni multiple
di CTLA4-Ig 0 con 2x10° pfu di ACTLA4-Ig. Giorno 10 (A) e giorno
21 (B) I linfonodi inguinali sono stati asportati e la sospensione cel-
lulare piastrata in pozzetti con 0.2 ml di DMEM +/- Cll denaturato.

Il blocco della* co-stimolazione”

in vivo inibisce I’ attivazione dei T-linfociti

La misurazione della proliferazione e quindi
dell’ attivazione linfocitaria in seguito a stimola-
zioneinvitro con Cll é mostratain Figura. Grup-
pi di tre animali sono stati inoculati con una dose
singola o dosi ripetute di CTLA4-Ig o con 2x10°
pfu di AACTLAA4-1g e la proliferazione linfocita-
ria & stata misurata a 10 e 21 giorni. A 10 giorni
I” attivazione linfocitaria é risultata ridottain tutti e
tre i gruppi trattati (Figura 5A) a conferma
dell’ azione immunosoppressivaoperatadal blocco
del segnale co-stimolatorio. A 21 giorni dallasom-
ministrazione invece la proliferazione linfocitaria
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Figura 6 - Effetto del trattamento con AdCTLA4-Ig sulla produzio-
ne di IFNg antigene-indotta.

Cellule linfonodali di topi trattati con 2x10° pfu di AdCTLA4-Ig 0 so-
luzione isotonica sono state piastrate a 10 e 21 giorni dalla somini-
strazione e ristimolate in vitro con Cll denaturato (A) o anti-CD3 (B),
con o senza CTLA4-Ig ed anticorpo anti-CTLA-4, per 72 ore. La pre-
senza di IFNy & stata misurata dai surnatanti in ELISA.

collagene-indottain vitro érisultata pit el evata nei
gruppi trattati rispetto ai rispettivi controlli (Figu-
ra 5B) ma ridotta ulteriormente se si analizza la
proliferazione ottenuta dai trattati a giorno 10.

Effetto del trattamento con AACTLA4-1g

sulla produzione di IFNy

L'IFNy & una delle citochine prodotte dai linfociti
Thl implicati nella patogenes delle malattie au-
toimmuni sperimentali. |1 dosaggio dell’IFNy in
vitro dopo stimolazione di colture linfocitarie mi-
ste con il Cll che rappresenta I’ antigene “patoge-
no” in questo modello sperimentale di artrite e che
necessitadi un’ opportuna presentazione ai linfoci-

Controlli

AdCTLA4-Ig 108 pfu

4 p=0.001

0 5 10 15 20 25

Unita' arbitrarie (x 10%)

Figura 7 - Effetto del trattamento con AdCTLA4-Ig sulla produzio-
ne anticorpale.

I sieri dei topi a 10 giorni dallinizio del trattamento sono stati testa-
ti per la presenza di anticorpi anti-ClI dell'isotipo 1gG1 e IgG2a me-
diante determinazione ELISA. | risultati mostrano | livelli medi di
unita arbitrarie rispetto ad un siero di riferimento + SEM.

ti daparte delle APC, o con anticorpo anti-CD3 che
invece é un attivatore policlonale aspecifico dei T-
linfociti, & risultato ridotto in maniera significativa
nel gruppo dei ristimolati in vitro con Cll siaa 10
che a 21 giorni dalla somministrazione di AdC-
TLA4-1g (Figura 6A e 6B). Talerisultato avvalora
I'ipotesi che i linfociti Thl siano continuamente
attivati dal Cll duranteil decorso della CIA.

Effetto del trattamento con AACTLA4-1g

sulla risposta anticorpale

La risposta anticorpale collagene-specifica misu-
ratasiaa 10 che a2l giorni € risultata significati-
vamente ridotta dal trattamento con AACTLA4-Ig
(Figura7). Siagli anticorpi dellasottoclasse |gG2a
che 1gG1 sono risultati ugualmente diminuiti. Poi-
cheé tali isotipi sono associati rispettivamente con
un tipo di risposta T-linfocitaria Thl e Th2 laloro
riduzione conferma I’ effetto immunosoppressivo
generale sullarisposta T-linfocitaria collagene-spe-
cificadel trattamento con AACTLA4-1g (33-36).

DISCUSSIONE

Il blocco del segnale costimolatorio innescato
dall’interazione tra B7 e CD28/CTLA-4 espressi
rispettivamente a livello di APC elinfociti T &€in
grado di ridurre la risposta immunitaria siain vi-
tro cheinvivo edi prevenirelo sviluppo di malattie
autoimmuni sperimentali (18-22, 37, 40). In par-
ticolare, e stato precedentemente dimostrato chela
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somministrazione della proteina di fusione
CTLA4-Ig, che lega ad elevata affinita il B7
espresso sulle APC e ne impedisce quindi lainte-
razione con il CD28 espresso dai T-linfociti ini-
bendone |a corretta attivazione, previene la com-
parsadell’ artrite sperimentale, migliorando lasin-
tomatologia anche se somministrato a malattia
conclamata (22). Tuttavia, la necessita di sommi-
nistrazioni ripetute e prolungate della proteina di
fusione (che ha un’emivita molto breve in circo-
l0) ed i costi connessi con tali tipi di trattamento
ne rendono poco probabile un eventuale utilizzo su
un numero elevato di pazienti affetti da malattie a
patogenesi immunomediata. Studi recenti sulla
possibilitadi trasferimento genetico di prodotti ad
azione anti-infiammatoria e/o immunosoppressiva
in vivo, mediante vettori virali ricombinanti are-
plicazione interrotta, hanno dimostrato |’ estrema
efficacia di questa tecnica nell’indurre elevate
concentrazioni di una proteina “terapeutica’
nell’ animale da esperimento per periodi di tempo
prolungati (24-26). Abbiamo quindi valutato nel
presente studio I’ efficacia ed il potenziale tera-
peutico della somministrazione “continua’ di
CTLA4-Ig mediante trasferimento genetico con
adenovirus ricombinanti sul decorso dell’ artrite
sperimentale conclamata. | nostri dati conferma-
no |’ efficacia della somministrazione unica siste-
mica del vettore virale nell’indurre elevati livelli
sierici dellaproteinaterapeutica che érisultata do-
sabile nel siero sino a 45 giorni dalla sommini-
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L artrite indotta dal collagene (CIA) & una malattia infiammatoria delle articolazioni largamente utilizzata come mo-

dello sperimentale di Artrite Reumatoide.

La CIA puo essere trattata inibendo il segnale co-stimolatorio alivello di linfociti T con somministrazioni ripetute di
CTLAA4-1g. Abbiamo quindi valutato il potenziale terapeutico del trasferimento genetico di CTLA4-1g mediante ade-
novirus ricombinanti (AdCTLAA4-1g) sulla CIA. La somministrazione di AdCTLA4-1g ha indotto un miglioramento
stati sticamente significativo della mal attia con el evate concentrazioni sieriche della proteina prodotta. La risposta pro-
liferativa linfocitaria ed anticorpale a collagene sono risultate ridotte nei gruppi trattati.
Questo studio dimostra |’ efficacia del trasferimento genetico con adenovirus nella CIA.
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strazione del vettore virale. L’ utilizzo in partico-
lare di un costrutto ad ampia azione immunosop-
pressiva, quale la proteina di fusione CTLA4-Ig,
rende probabilmente ulteriormente prolungato il
periodo di espressione dell’ adenovirus ricombi-
nante in quanto risulta ridotta in generale la reat-
tivita immunologica sia di tipo cellulo-mediato
che di tipo anticorpale dell’ organismo quindi an-
che nei confronti del vettore virale (38, 39). Il no-
stro studio inoltre dimostra I’ efficacia terapeutica
del blocco del segnale co-stimolatorio dei T-linfo-
citi nella artrite indotta sperimentalmente in vivo
con collagene di tipo Il ed identifica nella ridu-
zione della risposta anti-collagene sia di tipo cel-
lulo-mediato che di tipo umorale il meccanismo
d azione.

Se confermato da attente ricerche future soprattut-
to sul monitoraggio di reazioni avverse sia a vet-
tore virale (che nel nostro studio sul topo non so-
no state riscontrate) che al prodotto del trasferi-
mento genetico questo tipo di trattamento potreb-
be rappresentare I’ evoluzione delle strategie tera-
peutiche per una serie di malattie ad oggi inguari-
bili tra cui alcune malattie reumatol ogiche.

Ringraziamenti: Gli Autori ringraziano il Dott.
G. Larsen del GeneticsInstitute di Boston per aver
fornito la proteina di fusione CTLA4-Ig e la
Dott.ssa M. Dallman dell’ Imperial Collegedi Lon-
dra per aver fornito i vettori adenovirali utilizzati
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