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L'immunomodulazione indotta da Radioterapia Stereotassica Ablativa
in pazienti affetti da carcinoma della mammella oligometastatico
come fonte di biomarcatori predittivi
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Immunomodulazione da radiazioni ionizzanti
Razionale biologico

¢ |la morte cellulare indotta da
radioterapia comporta
un’inflammazione locale ed il
rilascio di danger signals
Reclutamento di diversi effettori

immuni
Haenetal, 2011

e cellule apoptotiche e/o
danneggiate dopo SABR sono
sorgente di antigeni associati al
tumore (TAA)

Stimolo di una risposta specifica

. =Sl
anti-tumore
Widenmeyer et al, 2011

e rimozione delle cellule tumorali

dopo SABR il

Riduzione
dell'immunosoppressione indotta

dal tumore
Fietta et al, 2009
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Immunomodulazione da radiazioni ionizzanti
Evidenze cliniche

Table 1| Recompilation of case reports on abscopal effect da de la Cruz-Merino,Frontiers in Immunology 2014
Caso Diagnosis Dose RT/imadiated Responsa to RT Associated] Specific immune
reports site treatments| response markers
Postow Meatastatic melanoma with 286Gy in3fx 10 All the metastases regressed  Ipdmmumab  |Increase of NY-ESO-1-specific
et al. (57) pleural-based paraspinal pleural-based paraspmal  significantly antibodses, CD4* ICOS high,
mass, hilar lymphadenopathy, mass NY-ESO-1-specific interferon-
and splenic lesions gamma-producing CO4* cells

and HLA-DR-expressing
CD14* monocytes
Decrease of myelod-
derived-suppressor cells

Stamell Metastatic melanoma Frst RT 24Gyin 3 fxto  All metastases had resolved Josmumab  |increase of MAGEA3
et al. (55) pramary tumor. (forehead. scalp. and neck)
Development of nodal and Second AT intracranial Complete remission, including
brain mestastases stereotactc rad!oe,urgerv node metastasis
S
= 16 . . .
|§ 1.2} e aumentate risposte T CD4+ specifiche per NY-ESO-1 in
L ol pazienti affetti da melanoma metastatico dopo RT
N = -
S Ll +Ipilimumab: Effetto Abscopal
% 015
g 01f e aumentate risposte T CD8+ specifiche per survivina in
& T pazienti con carcinoma del colon-retto trattati con RT
S ot . . .
3 +chemioterapia: Downstaging tumore

before during after
colorectal cancer patients

da Schaue, Clinical Cancer Research 2008



Scopo dello studio

VALUTARE GLI EFFETTI DELLA SABR SULLA RISPOSTA IMMUNE ANTI-TUMORE
in pazienti affette da carcinoma della mammella oligometastatico

PER STABILIRE IL POTENZIALE RUOLO PREDITTIVO DEI BIOMARCATORI IMMUNOLOGICI

Disegno dello studio

Arruolamento delle Trattamento SABR Follow up
pazienti * 30 Gy per ogni lesione Possibili terapie concomitanti:
* < 6 lesioni metastatiche * 3 frazioni giornaliere consecutive e terapia ormonale
(diagnosticate con FDG-PET/ (10 Gy/frazione) e/o
CT) e chemioterapia
e controllo della malattia loco- e steroidi

regionale ( ¢ f * Trastuzumab
* nessuna metastasi cerebrale ' :

y

$ $ é $
L ) 24h dopo la ® Imese & dmesi ¥
Diagnosi prima frazione dopo SABR dopo SABR

Immunomonitoraggio



SABR per pazienti con carcinoma della mammella oligometastatico: dati clinici
Caratteristiche delle pazienti

Febbraio 2013-febbraio 2014

Tumor . Concomitant || Tumor control
N° Site meta
hystotype therapy (6 months)

SABR1 | Luminal B Bone Hormonal yes

: Bone and axcilla
SABR3 | Luminal A lymph node Chemotherapy yes

SABR4 | Luminal A Bone Hormonal yes

Luminal B Herceptin
SABR5 Bone _ yes
(HER2+) and steroids

SABR6 | Luminal A Bone Hormonal yes
SABR7 HER2+ Bone Herceptin yes

SABR8 | Luminal B Bone Hormonal yes

SABR9 | Luminal A Lung Hormonal yes

SABR10 | Luminal A Bone Hormonal yes

SABR11 | Luminal A Bone Hormonal yes




Immunomonitoraggio: risposte T cellulari anti-tumore
Aumento di risposte T CD8* specifiche per survivina dopo 1 mese dalla SABR

Cancer Therapy. Clinical

T-Cell Responses to Survivin in Cancer Patients Undergoing

Radiation Therapy

Clin Cancer Res 2008

Tetramer + PE )
survivina—__° A Antl-CDB-FITC
S\ coe
Teoll Flow

Metodo: Prestimolazione in vitro dei linfociti della paziente
tramite peptidi derivanti da survivina. Dopo 12 giorni
quantificazione dei linfociti CD8+ specifici in

citofluorimetria.

Linfociti T CD8+ specifici per
epitopi derivanti da survivina
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Linfociti T CD8+ specifici per
epitopi derivanti da antigeni virali

—&— SABR6 CMV
—ll- SABR7 CMV
#— SABRS Flu

—®— SABR9 EBV

Diagnosis

1 month
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Immunomonitoraggio: risposte T cellulari anti-tumore

Induzione di risposte T CD8* polifunzionali specifiche per Her2 dopo 1 mese dalla SABR
. . L . » , . Her2-derived
Metodo: Prestimolazione in vitro dei linfociti della paziente tramite Cellula T CD8+
peptidi derivanti da survivina, Her2 e mammaglobina-A. Dopo 12  TNF.q
giorni caratterizzazione dei linfociti CD8+ specifici in citofluorimetria.

IL-2
MIP-18 CD107a
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Diagnosi 1 mese Diagnosi 1 mese 4 mesi



Immunomonitoraggio: attivita immuno-mediata del Trastuzumab
SABR modula I'attivita ADCC dipendente da Trastuzumab

Target Cell
{Cancer Cell)

Antibody

Metodo: in vitro Antibody-Dependent Cell
»\ |, FeReceptor  Cytotoxicity (ADCC)
7 -target: MDA-MB453 (carcinoma della mammella
overesprimente Her2)
Sk . Yo -anticorpo: Trastuzumab (20ug/ml)
by ADCC XiciTy Effector Cell -effettori: PBMCs paziente

(NK cell & Monocyte)

ADCC mediato da Trastuzumab
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Immunomonitoraggio: popolazioni immuni circolanti e livelli serici di citochine
Modulazione indotta da SABR su linfociti B e interleuchina-8

Linfociti B Metodo: Caratterizzazione immunofenotipica in
e | citofluorimetria di:
§ . * -linfociti T (CD4+ e CD8+) e B
< -cellule Natural Killer
=3 .
E A -cellule T CD4+ regolatorie
+ -linfociti T infiammatori (Th17)
E 2 -Myeloid-derived suppressor cells (MDSC)
ot Donatrici sane (n=4)
R
B razienti (n=5)
Diagnosis 1 month
IL-8
Metodo: Quantificazione in ELISA Multiplex dei % * _
livelli serici di IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, HSP70. ¢ mlmm ﬁ |
Donatrici sane (n=4) % ?
a 2

. Pazienti (n=10)

1
e livelli di IL-6 > rispetto alle l I
0

donatrici sane prima e dopo SABR
Diagnosis 24 h 1 month

Effetto immunosoppressivo?



Conclusioni

Il trattamento con SABR induce diversi effetti immuno-modulanti in pazienti affetti da
carcinoma della mammella oligometastatico:
T_T numero di cellule T CD8+ specifiche per survivina

T:rcellule T CD8+ polifunzionali specifiche per Her2
1T attivitd ADCC mediata da Trastuzumab e % cellule NK CD56bright
Il linfociti B eﬁ livelli serici di IL-8

SABR MODULA LA RISPOSTA IMMUNE ANTI-TUMORE

Radioterapia: Effetti immunogenici
versus effetti immunosoppressivi

NLGATIVE EFFECTS POSTIVE EFFECTS

Prospettive future

Completamento dello studio

VALUTARE IL RUOLO PREDITTIVO DEI MARCATORI
IMMUNOLOGICI

PROPORRE UNA STRATEGIA COMBINATA RADIO
+IMMUNO TERAPIA

da Formenti, INCI 2012
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Abstract 2014

12th CIMT Annual Meeting CIMT Europe’s largest meeting focused
May 6 — 8, 2014 O emm—ene on cancer immunotherapy
research and development
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Immunomodulation induced by Stereotactic Ablative
Radiotherapy (SABR) in oligometastatic breast cancer
patients as a source of predictive biomarkers
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Immune status of patients with localized prostate carcinoma
during primary radiotherapy
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Effect of local tumor irradiation on migration of
antigen-specific CTLs and tumor growth




