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2 ABSTRACT

Il linfomma non Hodgkin B diffuso a grandi cellule (Diffuse Large B cell ymphoma, DLBCL) ¢ la
forma piu frequente di linfoma non-Hodgkin, con una soprawivenza globale del 30-50% a 5
anni. IL60% dei pazienti ottiene e mantiene una risposta completa dopo la prima linea standard
di chemioimmunoterapia: R-CHOP (rituximab, ciclofosfamide, doxorubicina, vincristina e
prednisone). Tuttavia una parte significativa dei malati, 20-25%, ha una ricaduta di malattia o
progressione entro due anni daltermine del trattamento di prima linea. Risulta quindi evidente
come siano necessarie strategie innovative volte a migliorare e mantenere la risposta alla
prima linea e ad individuare i pazienti a maggior rischio di ricaduta. La comprensione della
variabilita di risposta dai pazienti con stessa patologia e sottoposti a stesso trattamento € un
punto chiave allo scopo diidentificare strategie che possano migliorare e potenziare Uefficacia
dei farmaci antitumorali e migliorare capacita prognostica dei pazienti.

Recenti ricerche sul ruolo del microbiota intestinale (Gut Microbiota, GM) in ambito tumorale
hanno evidenziato come questo possa influenzare il decorso della terapia attraverso
meccanismi sia diretti (biotrasformazione del farmaco) che indiretti (modulando il
metabolismo dell’ospite e le funzioni immunologiche). Anche se preliminari, i datiindicano un
possibile impatto della terapia con R-CHOP sulla struttura mutualistica del GM dell’ospite.

Alla luce di tali evidenze € stato condotto uno studio prospettico, in collaborazione con
Ulstituto Tumori IRCSS di Meldola, con Uobiettivo di caratterizzare il microbiota dei pazienti
affetti da DLBCL all’esordio e di valutare eventuali correlazioni con le risposte ottenute e le
tossicitarilevate

| dati da noi raccolti confermano la presenza di un profilo disbiotico e pro inflammatorio del
microbiota nei pazienti affettida DLBCL all’esordio rispetto al gruppo di controllo. Nei pazienti
affetti da DLBCL, al baseline e al’EOT, & stata riscontrata un'abbondanza superiore di
Proteobacteria (phylum) e delle famiglie Enterobacteriaceae e Streptococcaceae rispetto ai
controlli.

La struttura del microbiota nel DLBCL ¢ influenzata, e influenza a sua volta, la malattia, lo stato
di sorveglianza immunitaria del paziente, la risposta alla terapia e gli effetti collaterali.
Comprendere questi fattori e il loro impatto sara fondamentale al fine di sviluppare linee
terapeutiche personalizzate. Si rendono tuttavia necessari ulteriori studi per chiarire l'origine
e il ruolo della disbiosi intestinale nella DLBCL e per concretizzare la possibilita di intervenire
sul microbiota con 'obiettivo di migliorare i tassi di risposta al trattamento e aumentare i tassi
di sopravvivenza dei pazienti.



3 LINFOMA NON HODGKIN B DIFFUSO A GRANDI CELLULE

I linfomi B linfocitari a grandi cellule (large B-cell ymphoma, LBCL), costituiscono il sottotipo
istologico piu comune di linfomma non-Hodgkin (NHL) e ne rappresentano circa il 25-30%. Il
linfoma non Hodgkin B diffuso a grandi cellule non altrimenti specificato (diffuse large B-cell
lymphoma not otherwise specified, DLBC NOS) rappresenta la forma piu comune di LBCL.

Si tratta, infatti, di una patologia eterogenea dal punto di vista morfologico, genetico e di
comportamento biologico. A riconoscimento di questo nella classificazione
dell'Organizzazione mondiale della sanita (OMS) del 2017 sono ora riconosciute humerose
nuove entita clinico-patologiche che sono sufficientemente distinte da essere considerate
categorie diagnostiche separate, quali il linfoma a cellule B ad alto grado non altrimenti
specificato (HGBCL-NOS) ed il linfoma a cellule B ad alto grado con riarrangiamento dei geni
MYC e BCL2 e/o BCL6, definito anche linfoma a doppio (DHL) o triplo hit (THL).

Negli ultimi due decenni, una migliore comprensione dei linfomi a grandi cellule B, in termini
di epidemiologia, fattori prognostici ed eterogeneita biologica, ha portato ad un
perfezionamento della classificazione della malattia e allo sviluppo di nuovi approcci
terapeutici.

3.1 EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSI E CLASSIFICAZIONE

3.1.1 Epidemiologia

ILDLBCL ¢ il linfoma pit comune e rappresenta circa il 25% di tutti i NHL nel mondo sviluppato
'. In tutta Europa, Uincidenza & di circa 4,92 casi ogni 100.000 persone all’anno?. L'incidenza
sembra variare in base all’etnia ed & stata notata una possibile aggregazione familiare®34.

Come la maggior parte degli altri linfomi non Hodgkin, esiste una predominanza maschile con
circa il 55% dei casi che si verificano negli uomini’ con un rapporto maschi/femmine di 2,1:1.
La malattia puo esordire a qualsiasi eta, sebbene sia piu frequente nell’eta adulta e anziana,
con un’eta media alla presentazione di 64 anni circa e con il 30% dei pazienti che ha piu di 75
anni alla diagnosi .

Gli studi epidemiologici evidenziano un’origine multifattoriale del DLBCL; sono stati identificati
alcuni fattori di rischio quali virus (HIV, epatite B, epatite C), caratteristiche genetiche,
disordini autoimmuni, immunodeficienza, radiazioni ionizzanti e pesticidi.

Sebbene il DLBCL non sia considerato una malattia ereditaria, studi di associazione sull'intero
genoma hanno identificato molteplici loci di suscettibilita genetica, che implicano funzioni
coinvolte con il sistema immunitario 8.



Il DLBCL si pu0 presentare come forma de novo, cioé senza una pregressa anamnesi di
linfoma oppure come risultato di una trasformazione di un linfoma a cellule B a basso grado
precedentemente noto o occulto al pazienti. Nel caso, invece, di trasformazione a partire dalla
leucemia linfatica cronica si parla di sindrome di Richter.

3.2 CLINICA

La manifestazione clinica piu frequente & la comparsa di linfoadenimegalie a rapida crescita,
che possono interessare sia le stazioni linfonodali superficiali che profonde. Se superiori ai 10
cmo a 1/3 del diametro toracico (se localizzate in mediastino) queste vengono definite masse
bulky. La crescita di queste lesioni pud portare allo sviluppo di sintomi secondari
alloccupazione di spazio e alla conseguente compressioni di altri organi come sindrome
mediastinica o della vena cava superiore, idro-ureteronefrosi o dolore. Possono essere
presenti sintomi linfoma-relati che comprendono febbre, sudorazioni notturne profuse e
perdita di perso (perdita significativa di almeno il 10% del peso corporeo in 6 mesi).

In circa il 30% dei casi il linfoma si manifesta in stadio precoce (I-1l secondo Ann Arbor) e in
circa il 40% dei casi con coinvolgimento extranodale.

3.3 DIAGNOSI

La diagnosi dei linfomi a grandi cellule B, come tutti i linfomi, si basa sull’esecuzione di una
biopsia escissionale e sul successivo esame istologico del tessuto tumorale. Una corretta
diagnosi e classificazione del linfoma richiede spesso, oltre alle caratteristiche morfologiche,
anche indagini di immunoistochimica, citometria a flusso e talora molecolari. Lo svolgimento
di tutti questi accertamenti richiede campioni bioptici adeguati: il solo campionamento con
ago aspirato non € solitamente sufficiente per poter eseguire una valutazione completa e tale
tecnica sarebbe dariservare solo in caso di sedi inaccessibili dal punto di vista chirurgico.

Nella valutazione diagnostica lo studio dell’immunofenotipo ha un ruolo fondamentale ed &
condotto attraverso tecniche di immunoistochimica. La colorazione Ki-67 consente di
determinare la frazione proliferativa delle cellule ed & solitamente superiore al 40% e
occasionalmente pu0 essere >90%.

Le cellule tumorali nel DLBCL generalmente esprimono marcatori delle cellule B quali CD20,
CD22,CD19 e CD79a, cosi come i fattori di trascrizione PAX5, BOB.1 e OCT2. Al contrario non
Si osserva espressione dei marcatori classici dei linfociti T quali CD2, CD3, CD5 e CD7.
Raramente CD5 € espresso e tale risultato si associa ad una malattia piu aggressiva con una
prognosi peggiore’. Dal 50% al 75% dei DLBCLs esprime immunoglobuline di superficie e
citoplasmatiche di tipo M.

| LBCL trasformati da forme di linfoma indolente possono mantenere alcuni dei marcatori
fenotipici presenti nella componente di origine. Inoltre, valutando l’espressione della ciclina



D1, & possibile distinguere le forme DLBCL CD5+ dalla variante pleomorfa del linfoma
mantellare, anch’esso CD5+,
Altri marcatori comunemente espressi sono il CD10 dal 30 al 60% dei casi e MUM1/IRF4 nel
35-65% dei casi. Sebbene MUM1/IRF4 e BCL6 non siano coespressi nelle cellule B normali, la
loro coespressione si puo riscontrare nel 50% dei DLBCL.

L’espressione di CD10, BCL6, IRF4, LMO2, GCET1 e FOXP1 € variabile e la combinazione di
queste molecole permette la costruzione di algoritmi immunoistochimici in grado di
identificare i sottotipi definendo la cellula di origine (cell of origin, COO) secondo l’algoritmo di
Hans: origine dai linfociti B del centro germinativo (GCB) o di origine dalle cellule B attivate
(ABC). Tale algoritmo subentra alla GEP (gene expression profiling) nella distinzione nei
sottotipi, sebbene quest’ultima sia considerata il gold standard, ma non sempre ¢ di facile
applicazione clinica.

Altri antigeni da valutare per ragioni prognostiche sono ilCD30, BCL2 e MYC. L'espressione di
CD30 € presente in circa il 25% dei casi (in particolare nella variante anaplastica) ed ¢
associata a una malattia piu favorevole®®. La proteina BCL2 & espressa nel 25-80% dei DLBCL
e BCL6 e espressa nel 70% circa (indipendente dal riarrangiamento del gene BCLG) 2,
L’espressione simultanea delle proteine BCL2 e MYC definisce i cosiddetti linfomi dual
expressor che sono caratterizzati da prognosi peggiore, indipendentemente dal fatto che
appartengano al sottotipo GCB o ABC, anche sono pil comunemente ABC'3.

3.4 CLASSIFICAZIONE
La classificazione aggiornata dell'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) ha modificato e
ulteriormente categorizzato i linfomi a grandi cellule B, che sono una raccolta eterogenea di



entita clinico-patologiche, di cui il linfoma a grandi cellule B diffuso, non altrimenti specificato
(DLBCL, NOS), ¢ il piu comune (Figure 1e 2)".
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Figurele 2. Confronto e integrazione delle
classificazioni WHO (a destra WHO-HAEMS,
a sinistra WHO-HAEM4). Alaggio et al. The
5th edition of the World Health Organization
Classification of Haematolymphoid
Tumours: Lymphoid Neoplasms

Le caratteristiche biologiche cosi eterogenee riflettono le scoperte acquisite negli ultimi 10-20

anni.

ILDLBCL NOS stesso, pur rappresentando un’unica entita, e altamente eterogeneo. Il profiling
dell'espressione genica (GEP) ha delineato due sottotipi molecolari distinti di DLBCL.: il
sottotipo simile a cellula B del centro germinativo (GCB) e il sottotipo simile a cellula B attivata



(ABC). Il sottotipo GCB rappresenta il 40-50% dei casi di linfoma diffuso a grandi cellule B, il
sottotipo ABC il 50-60%.

Nel 2000, Alizadeh et hanno confrontato per la prima volta i profili di espressione genica dei
tumori linfoidi con i profili delle cellule linfoidi normali’®. Dal loro studio € emerso come ci
fossero almeno due gruppi distinti all'interno del DLBCL. Il primo gruppo, che & stato designato
come GCB, era caratterizzato da un'elevata espressione di geni espressi nelle normali cellule
B del centro germinativo. Il secondo gruppo ha mostrato un'espressione molto bassa di questi
geni delle cellule B del centro germinativo, ma un'elevata espressione di geni normalmente
espressi dalle cellule B attivate ed & stato quindi denominato ABC DLBCL. Questi due
raggruppamenti hanno spiegato parte dell'eterogeneita clinica nel DLBCL, poiché i pazienti
con DLBCL ABC hanno generalmente prognosi peggiore rispetto al DLBCL GCB. Questo lavoro
e stato successivamente validato ed esteso ampliato dal Leukemia Lymphoma Molecular
Profiling Project, applicando la stessa tecnologia di microarray a una coorte piu ampia di
pazienti'®. In questo caso sono stati identificati tre raggruppamenti: GCB, ABC e un terzo
gruppo chiamato type 3 . Quest’ultimo, se trattato con CHOP, aveva una prognosi simile al
DLBCL ABC.

Si ritiene che questi due sottotipi derivino da diversi stadi di differenziazione linfoide delle
cellule B (cell of origin, COQ), con un'espressione genica simile alla loro normale controparte
delle cellule B. Sono stati, infatti, identificati profili funzionali distinti e aberrazioni genetiche
all'interno dei due sottotipi. Il sottotipo germinale centro B-cell-like presenta la fusione
IGH::BCL2 a causa di t(14;18)(g32;921) e la mutazioni di geni necessari per lo sviluppo del
centro germinativo quali EZH2, GNA13, MEF2B, KMT2D, TNFRSF14, B2M e CREBBP". Il
sottotipo attivato e caratterizzato da un’attivazione cronica del recettore delle cellule B (BCR)
e dell’attivazione di NFkB, esprime IRF4/MUM1'8, Sono presenti mutazioni del pathway BCR
come in MYD88, CD79B e PIM1, cosi come per mutazioni che bloccano il programma di
differenziazione delle cellule B come i riarrangiamenti BCL6 e la mutazione/distruzione
PRDM1/BLIMP1",

Questa distinzione fenotipica € rilevante sia dal punto di vista prognostico che dal punto di
vista terapeutico dato che le terapie target possono essere preferenzialmente attive in uno
solo dei due sottotipi. Sebbene il profiling dell'espressione genica venga raramente eseguito
nella pratica clinica a breve potrebbero essere disponibili piattaforme idonee alla diagnostica
di routine. Ad oggi, lalternativa piu valida, & rappresentata da algoritmi diagnostici basati
sull'immunoistochimica, quale 'algoritmo di Hans' che pud essere utilizzato per suddividere
i casiin GCB e non-GCB (quest'ultimo comprendente sia il sottotipo ABC che la maggior parte
dei casi non classificati) con una concordanza del 79%.

All’interno della famiglia dei DLBCL NOS recenti analisi genetiche hanno permesso di generare
sottotipi geneticamente definiti portando alla proposta di nuove tassonomie per il DLBCL,
come la classificazione LymphGen39 e cluster DLBCL40 (Figura 3). Questi schemi di
classificazione recentemente proposti, nonostante richiedano ulteriori convalide e la
creazione di test riproducibili, hanno Uobiettivo di individuare e delineare meglio entita
biologiche distinte, creando le basi per terapie personalizzate.



Biologic Features of DLBCL
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Figura 3. Caratteristiche biologiche e genetiche del DLBCL NOS. Laurie H. Sehn, Diffuse Large B-Cell
Lymphoma

Si segnala a livello della nuova classificazione WHO, la creazione della nuova entita "linfoma a
cellule B di alto grado con riarrangiamenti MYC e BCL2 e/o BCL6", comunemente indicato
come linfoma a doppio o triplo hit. Il 4-8% dei LBCL mostra traslocazioni doppie o triple che
coinvolgono i geni MYC e BCL2/BCLA6. Nella maggior parte dei casi sono DLBCL del sottotipo
GCB??', Queste neoplasie sono associate ad un outcome sfavorevole se trattatiin prima linea
con R-CHOP. I dati suggeriscono che l'outcome avverso associato al linfoma a cellule B di alto
grado a doppio o triplo colpo € principalmente evidente quando MYC ¢ traslocato con un
partner genico dellimmunoglobulina (raramente valutato nella pratica clinica) e che i
riarrangiamenti concomitanti che coinvolgono BCL2 o BCL6 hanno un significato prognostico
simile.

In contrasto con la relativa rarita del linfoma a cellule B di alto grado a doppio o triplo hit
rilevata, la sovraespressione della proteina MYC misurata mediante analisi
immunoistochimica siverificain circail45% dei casi e la sovraespressione della proteina BCL2
siverifica in circa il 65% dei casi (in assenza di un doppio riarrangiamento di MYC e BCL2)?. La



sovraespressione sia di MYC che di BCL2, che si verifica in circa il 30% dei casi di DLBCL,
chiamato linfoma doppio espressore, &€ associata a una prognosi peggiore e rappresenta
un'entita biologica distinta, poiché puo verificarsi in entrambi i sottotipi GCB e ABC, ma ¢ piu
comune nel sottotipo ABC.

3.5 STADIAZIONE E CRITERI DI RISPOSTA

Alla conferma diagnostica deve fare seguito una precisa stadiazione di malattia sia a scopo
prognostico sia al fine di guidare il percorso terapeutico del paziente. Le indagini strumentali
essenziali sono la tomografia computerizzata (TC) di collo torace e addome con mezzo di
contrasto iodato e la tomografia a emissione di positroni (PET) con '8F-fluorodesossiglucosio
(FDG). Questi stessi accertamenti saranno poi ripetuti in maniera variabile in corso di
trattamento e al termine per valutare il grado di risposta al trattamento. Le stesse metodiche
dovranno essere ripetute anche in caso di ricaduta di malattia o in qualsiasi momento si
modifichi il percorso terapeutico.

La stadiazione e la valutazione della risposta dovrebbero essere eseguite in accordo con la
stadiazione di Ann Arbor (Figura 5) e i criteri di classificazione di Lugano??24,

Stage Involvement Extranodal (E) Status
Limited
| One node or a group of adjacent nodes Single extranodal lesions without nodal
involvement
Il Two or more nodal groups on the same side of the Stage | or Il by nodal extent with limited
diaphragm contiguous extranodal involvement
Il bulky* Il as above with “bulky” disease Not applicable
Advanced
Nodes on both sides of the diaphragm; nodes above the Not applicable

1l diaphragm with spleen involvement

Additional noncontiguous extralymphatic involvement Not applicable

NOTE. Extent of disease is determined by positron emission tomography—computed tomography for avid lymphomas and computed
tomography for nonavid histologies. Tonsils, Waldeyer's ring, and spleen are considered nodal tissue.

Whether stage Il bulky disease is treated as limited or advanced disease may be determined by histology and a number of prognostic
factors.

Figura 5. Sistema di stadiazione secondo Lugano 2014. Cheson et al. Recommendations for initial
evaluation, staging, and response assessment of Hodgkin and non-Hodgkin lymphoma: the Lugano
classification

Negli ultimi decenni la PET-FDG ha sostituito la TC come indagine primaria grazie alla sua
maggiore sensibilita nei linfomi FDG avidi®?. L’utilizzo della PET all’esordio puo determinare un
cambiamento di stadio nel 10-30% dei pazienti, portando pit spesso ad un upstaging, sebbene



questo non sempre comporti una modifica della terapia programmata. Tuttavia, il
miglioramento dell'accuratezza dello staging garantisce che un numero inferiore di pazienti sia
sottotrattato o sovratrattato®. Il ruolo della PET con FDG non si limita allambito della
stadiazione e della valutazione della risposta, ma sta portando allo sviluppo di nuovi marcatori
prognostici come il volume metabolico totale del tumore alla diagnosi 2.

L’esecuzione della biopsia del midollo osseo fa parte del percorso di stadiazione
convenzionale nei pazienti affetti da LBCL ed € positiva all’esordio nel 15-20% dei casi. Non &
piu obbligatoria nei pazienti sottoposti a stadiazione PET-TC, nonostante questo possa portare
a non intercettare una piccola taglia di malattia presente o la presenza di un concomitante
linfoma indolente .22?7,

La valutazione della risposta al termine del trattamento viene eseguita mediante PET-TC, con
interpretazione della riposta secondo il Deauville score che utilizza come riferimento la
captazione di mediastino e fegato. Un punteggio di 1 o 2 e probabilmente 3 & considerato
indicativo di una risposta metabolica completa.

Alcuni studi hanno cercato di valutare il valore e il ruolo di una PET-TC ad interm, cioe dopo 2
o 4 cicli di trattamento, i dati suggeriscono che questa possa avere un significato prognostico,
in particolare quando la risposta viene valutata con l'uso di metodi quantitativi?® . Nonostante
cio i dati al momento non giustificano una modifica del trattamento in corso unicamente
sull’esito della PET-TC intermedia.

Una volta ottenuta una remissione completa i pazienti devono essere monitorati clinicamente
ogni 3-6 mesi per un periodo di 2 anni, quindi ogni 6-12 mesi. | pazienti che mantengono la
remissione completa dopo due anni dal momento della diagnosi hanno una soprawvivenza
globale attesa che & quasi simile alla sopravvivenza nella popolazione generale, di pari eta®. |
pazienti devono comunque seguire un follow up clinico al fine di identificare eventuali
complicanze a lungo termine del trattamento, in particolare tumori secondari, eventi
cardiovascolari (la terapia di prima linea prevede l'utilizzo di antracicline) o complicanze
infettive tardive.

3.5.1 Fattori prognostici

ILDLBCL € curabile in circa la meta dei casi con la terapia attuale, in particolare in coloro che
ottengono una remissione completa con il trattamento di prima linea. | fattori estrinseci del
tumore che contribuiscono all’esito includono fra gli altri Ueta, le condizioni socioeconomiche,
le comorbilita, il performance status e le caratteristiche cliniche. Vari score prognostic sono
stati individuati e validati negli anni al fine di permettere una piu precisa stratificazione
prognostica del paziente affetto da DLBCL.

L’Indice Prognostico Internazionale (IPl) & stato sviluppato per valutare quali caratteristiche
presenti alla diagnosi predicono la sopravvivenza nei pazienti con linfoma non Hodgkin
aggressivo al seguito del trattamento con regimi chemioterapici contenenti doxorubicina. |
fattori correlati in modo significativo a una ridotta sopravvivenza globale (OS) o una ridotta
soprawvivenza libera da recidiva (RFS) sono: eta alla diagnosi >60 anni, performance status
secondo UEastern Cooperative Oncology Group (ECOG)pari a 2 o 3, livelli sierici di LDH



aumentati, presenza di malattia extranodale in piu di 1 sito, stadio llI-IV secondo Ann Arbor. In
base al punteggio ottenuto, i pazienti sono suddivisi in 4 gruppi, consentendo di stratificare il
rischio di progressione di malattia e la probabilita di sopravvivenza. Lo studio che ha portato
alla sua validazione comprendeva un gruppo iniziale di 2.031 affetti da linforma non Hodgkin
aggressivo trattati con regimi chemioterapici a base di antracicline (non era incluso il
rituximab). | tassi di OS a cinque anni per i pazienti con punteggi da zero a uno, due, tre e da
guattro a cinque sono risultati rispettivamente del 73, 51, 43 e 26%.%°.

| pazienti con eta inferiore ai 60 anni possono essere suddivisi in gruppi di rischio mediante
Ulndice Prognostico Internazionale aggiustato per eta (age-adjusted IPIl, aa-IPI). | fattori di
rischio che contribuiscono al calcolo dell’aa-IPl sono: ECOG >1, aumentati livelli sierici di LDH
e stadio secondo Ann Arbor.

L'aggiunta di rituximab alla chemioterapia standard ha portato a miglioramenti nei tassi di OS
nei pazienti linfoma CD20-positivo tanto che ad oggi la combinazione di rituximab pit CHOP o
regimi simili a CHOP & ad oggi il trattamento piu comunemente impiegato per il DLBCL. Alla
luce della modifica della terapia di prima linea con Uintroduzione dell’anticorpo monoclonale
il sistema di punteggio IPI originale ¢ stato rivalidato anche in questo gruppo di pazienti®'.

Altri score prognostici proposti sono:

- Il Revised International Prognostic Index (R-IPl ); identifica cinque fattori di rischio: eta
alla diagnosi > 60 anni, ECOG > 2, aumentati livelli sierici di LDH, coinvolgimento di piu
di 1 sito extranodale e stadio lll-IV secondo Ann Arbor. Il punteggio totale, ottenuto
dalla somma delle diverse variabili, varia da zero a cinque punti massimo, e classificai
pazientiin tre classi di rischio (very good, good, poor)3233,

- Il National Comprehensive Cancer Network IPl (NCCN-IPI) incorpora informazioni piu
dettagliate sulle variabili cliniche utilizzate nell'IPl originale (ovvero, eta, LDH,
performance status ECOG, stadio e malattia extranodale) e consente una maggiore
discriminazione tra i pazienti ad alto rischio. Nello specifico, eta e LDH sono
considerate variabili continue piuttosto che dicotomiche e viene utilizzata la
localizzazione della malattia extranodale anziché il numero di siti extranodali ®.

Nei pazienti affetti da DLCL la ricaduta di malattia a livello del sistema nervoso centrale (SNC)
e relativamente rara, in quanto si verifica in circa il 2-4%% dei casi, e rappresenta un evento
devastante per il malato, in quanto siaccompagna ad una sopravvivenza mediana solitamente
inferiore a sei mesi*®%’,

Nel 2016, Schmitz et al hanno sviluppato il Central Nervous system CNS-IPI utilizzando i dati
di 2164 pazienti trattati in studi prospettici del German High-Grade Non-Hodgkin Lymphoma
Study Group (DSHNHL). Questo € stato poi convalidato in 1597 pazienti trattati con RCHOP
presso la British Columbia Cancer Agency (BCCA) 3. Da allora, il CNS-IPI & stato adottato per
valutare il rischio di recidiva del SNC da diverse linee guida nazionali ed internazionali.

ILCNS-IPl viene calcolato assegnando un punto a ciascuno dei seguenti eventi e sommandoli:
presenza di malattia a livello renale o surrenalico, eta > 60 anni, LDH elevato, ECOG PS > 1,
stadio II-IV secondo Ann Arbor, coinvolgimento di piu di un sito extranodale. Il rischio di
recidiva del SNC & classificato in base alla somma dei punti e varia in base alla categoria di



rischio: basso, intermedio e alto con tassi di recidiva a 2 anni del 0.6, 3.4 e 10.25
rispettivamente.

3.6 TRATTAMENTO DI PRIMA LINEA

3.6.1 Stadi avanzati

ILtrattamento di prima linea del DLBCL si basa sulla chemio-immuonoterapia.

Storicamente, otto cicli di CHOP erano considerati il regime chemioterapico standard.
L'aggiunta dell'anticorpo monoclonale anti-CD20 rituximab ha successivamente portato a un
significativo miglioramento della sopravvivenza complessiva®° e ad una riduzione del numero
dei cicli di chemioterapia a 6. Negli anni diversi studi hanno cercato di implementare tale
trattamento intensificando la terapia con o senza trapianto di cellule staminali, o riducendo
lintervallo tra i cicli R-CHOP a 14 giorni, ma non hanno prodotto alcun beneficio in termini di
soprawvivenza. Si segnala unicamente uno studio che valutava lutilizzo di rituximab
combinato con doxorubicina, ciclofosfamide, vindesina, bleomicina e prednisone (R-ACVBP)
che ha mostrato un vantaggio di sopravvivenza rispetto a R-CHOP nei pazienti con un
punteggio aa-IPl di 14'. Tuttavia, il maggior numero di eventi avversi ne hanno limitato l'uso.

La terapia di prima linea € pertanto rimasta immodificata negli anni fino al recente studio
POLARIX, studio internazionale di fase 3, in doppio cieco, controllato con placebo??, che ha
confrontato la terapia con R-CHOP con quella con R-pola-CHP in prima linea, mettendo in
evidenza come quest’ultimo schema abbia ottenuto risultati superiori rispetto a R-CHOP negli
adulti con DLBCL di nuova diagnosi, a rischio intermedio o alto (un terzo degli 879 pazienti
presentava un DLBL e quasi due terzi avevano un punteggio basale IPl compresotra 3e 5). L'OS
e stata dell'89% per entrambi i gruppi, ma R-pola-CHP ha ottenuto una sopravvivenza libera da
progressione del 77% a due anni, rispetto al 70% con R-CHOP. Gli eventi avversi segnalati sono
stati gravi nel 30-34% dei pazienti (principalmente neutropenia e anemia) e la neuropatia
periferica di grado =2 si & verificata nel 14-17% dei casi. Alla luce dell’esito di tale studio ad
oggiilregime R-pola-CHP ¢ indicato nel trattamento dei pazienticon DLBC all’esordio arischio
IPlintermedio o alto.

Data l’eterogeneita biologica del DLBCL, eventuali terapie target possono apportare benefici
solo a sottogruppi selezionati di pazienti e richiedendo quindi la valutazione di eventuali
biomarcatori. Diversi studi randomizzati hanno valutato l'aggiunta di nuovi agenti a R-CHOP al
fine di individuare nuove combinazioni di farmaci che incrementino Uefficacia del regime
terapeutico in prima linea. Di seguito ne illustrero alcuni.

L’anticorpo monoclonale anti-CD20 obinutuzumab non ha apportato un beneficio aggiuntivo
rispetto a rituximab*>4344 cosi come ’aggiunta di bortezomib (inibitore del proteasoma) non ha
mostrato alcun vantaggio®>4e.

L’associazione con lbrutinib (inibitore della tirosin chinasi di Bruton) ha prodotto risultati
contrastanti. Uno studio di fase 3* che ha confrontato Ibrutinib e R-CHOP con il solo R-CHOP
in pazienti affetti da DLBCL non-GCB (selezionati sulla base di test immunoistochimici) e non
ha mostrato differenze significative negli esiti tra i gruppi nella popolazione intention-to-treat,



ma una analisi secondaria ha suggerito un beneficio in termini di sopravvivenza con l'aggiunta
di Ibrutinib per i pazienti di eta inferiore a 60 anni.

L’associazione di lenalidomide a R-CHOP (R2-CHOP) & stato analizzato in uno studio
randomizzato di fase e ha indicato un possibile miglioramento della sopravvivenza libera da
progressione e globale,*® ma lo studio definitivo di fase 3 che ha coinvolto pazienti con il
sottotipo ABC di DLBCL (selezionato mediante profilo di espressione genica) non ha
confermato alcun valore aggiunto della lenalidomide.*®

Diversi studi di fase 3 non sono riusciti a dimostrare un beneficio in termini di sopravvivenza
della terapia di mantenimento dopo R-CHOP, con agenti quali enzastaurina®’, everolimus®’, o
lenalidomide, in aggiunta a precedenti studi negativi sul loro utilizzo come terapia di
mantenimento.%>-%

| risultati, anche negativi, ottenuti nel corso degli studi devono essere interpretati nel contesto
della nota eterogeneita biologica secondaria alla complessita molecolare del DLBCL, € nella
nostra attuale difficolta ad individuare sottogruppi ancora piu contenuti rispetto agli attuali
sottotipi identificati per COO.

Sebbene il DLBCL in stadio avanzato venga generalmente trattato con sei cicli di terapia, nella
pratica clinica spesso viene eseguita una rivalutazione intermedia tramite PET o TC dopo tre o
quattro cicli di trattamento. Ad oggi non vi € nessuna indicazione che intensificare il
trattamento in funzione di tale valutazione sia necessario. Nello studio PETAL, i pazienti con
malattia PET positiva dopo due cicli di R-CHOP hanno avuto outcome peggiori rispetto ai
pazienti con PET negativa; tuttavia, Uintensificazione del trattamento per i pazienti PET-positivi
non ha migliorato i risultati. Inoltre, la PET ad interim puo incorrere in falsi positivi (es., risposta
inflammatoria alla terapia) e molti pazienti hanno una risposta positiva, nonostante una PET
intermedia positiva.>¢°8

Per quanto riguarda il ruolo della radioterapia nel trattamento dei linfomi diffusi a grandi
cellule non vi sono dati che dimostrino un vantaggio nell’aggiunta della radioterapia dopo
immuno-chemioterapia nei pazienti che ottengono una remissione completa metabolica post
trattamento, mentre un consolidamento con RT pud essere preso in considerazione in pazienti
selezionati che presentino un residuo di malattia captante in PET senza segni di progressione
della malattia ematologica®®. Inoltre la RT puo essere valutata in pazienti selezionati, come
al presenzadilocalizzazioni scheletriche isolate, malattia paraspinale o in un paziente anziano
con positivita PET residua nella malattia inizialmente bulky.

3.6.2 Stadi precoci

Circa il 30% dei pazienti presenta una malattia all’esordio in stadio precoce, comunemente
definita come stadio I-ll Ann Arbor, non bulky ed in assenza di sintomi sistemici linfoma-relati.
Questi pazienti tendono ad avere caratteristiche cliniche a basso rischio ed un esito
favorevole. Prima dell'introduzione di rituximab, il trattamento standard consisteva in tre cicli
di CHOP e radioterapia delle sedi coinvoltelte®!, con riscontro di un miglioramene nella OS.
Tuttavia, questo vantaggio in termini di sopravvivenza € andato perso con un follow-up piu
lungo a causa di recidive tardive e di secondi tumori probabilmente correlati alla radioterapia,



suggerendo che la sola chemioterapia potrebbe essere piu appropriata. Considerando un
tasso di sopravvivenza globale a 5 anni compreso tra '85 e il 95% in questo sottogruppo di
pazienti, gli sforzi si sono concentrati sulla limitazione del humero di cicli di chemioterapia o
sull’omissione della radioterapia®.

Uno studio randomizzato ha confermato che il trattamento con quattro cicli di R-CHOP da solo
e sufficiente per i pazienti di eta pari o inferiore a 60 anni con malattia non bulky di stadiol o Il
che non presentano fattori di rischio aa-IP1.5® In uno studio di fase 3, i pazienti che avevano una
risposta metabolica completa, come indicato dalla valutazione PET-CT dopo quattro cicli di R-
CHOP, non hanno tratto beneficio dall'aggiunta della radioterapia, sebbene i pazienti con
almeno un fattore di rischio IPI abbiano ricevuto sei cicli di R-CHOP.®* | risultati di uno studio
di fase 2 hanno dimostrato che il trattamento con quattro cicli di R-CHOP da solo sembra
essere sufficiente nei pazienti che hanno una risposta metabolica completa come indicato
dalla PET-CT dopo tre cicli di R-CHOP®*®¢, La gestione ottimale non & stata completamente
definita per i pazienti con una valutazione PET-CT provvisoria positiva o per quelli con un
punteggio IPl modificato per stadio elevato o una malattia con caratteristiche biologiche ad
alto rischio.

3.6.3 Pazienti fragili

Circa il 20-25% dei pazienti non sono candidabili al trattamento con la terapia di prima linea
standard a causa delle condizioni cliniche generali, comorbilita o eta. Nel caso in cui 'ECOG
sia buono e le condizioni cliniche all’esordio siano condizionate prevalentemente dalla
patologia ematologica stessa devono essere candidati a terapia standard.

La valutazione dell’idoneita mediante una valutazione geriatrica (GA) ¢ il gold standard per
comprendere lo stato di salute di un individuo anziano, compresi gli ambiti della funzione
fisica, cognizione, nutrizione, salute psicologica, supporto sociale, comorbidita e farmaci.®’

Fondazione ltaliana Linfomi (FIL) ha sviluppato una valutazione dell’idoneita specifica per il
linfoma (la versione semplificata GA) e classifica gli anziani con DLBCL in idoneo, non idoneo
e fragile in base a quattro criteri: eta, attivita della vita quotidiana (ADL), ADL strumentali (IADL)
e scala di valutazione della malattia cumulativa per la geriatria (CIRS). E importante
sottolineare che solo 'eta = 80 anni classifica automaticamente un individuo come nonidoneo
o fragile basato sull'AG semplificato. Tuttavia, il GA semplificato manca di validazione nel
contesto del paziente ricaduto/refrattario, nel quale rimane raccomandato l'uso del GA
convenzionale.

Per i pazienti fragili e non candidabili a trattamento standard si possono usare, con intento
curativo, versioni a dose ridotta di R-CHOP, come R-mini-CHOP®°. Nei pazienti con una
controindicazione all'antraciclina, la sostituzione con gemcitabina o etoposide pu0 fornire
risultati soddisfacenti, mentre gli studi di antracicline alternative o agenti cardioprotettivi non
hanno fornito prove convincenti di sicurezza o efficacia’®’".



3.6.4 Profilassi del sistema nervoso centrale

La recidiva della malattia a livello del sistema nervoso centrale si verifica nel 3-5% dei pazienti
e rappresenta un evento significativo dal punto di vista prognhostico con una sopravvivenza
globale medianainferiore a 6 mesi. Simanifesta spesso precocemente dopo ilcompletamento
della terapia, suggerendo la presenza di un coinvolgimento occulto del sistema nervoso
centrale alla diagnosi.

Il modello di rischio CNS-IPI, che comprende i cinque fattori di rischio IPl e la presenza di
coinvolgimento renale o surrenale, stratifica i pazienti in categorie di rischio, con il 12% dei
pazienti ad alto rischio di recidiva del SNC (rischio dal 10 al 12%).”? Altri fattori possono
aumentare questo rischio, incluso il sottotipo ABC, la doppia espressione di MYC e BCL2 e il
coinvolgimento testicolare all’esordio’®”4. Il ruolo della profilassi del SNC che incorpora agenti
sistemici che penetrano nel SNC rimane controverso’® e la chemioterapia intratecale
profilattica non & piu raccomandata per i pazienti affetti da DLBCL.”®

3.6.5 Terapiadel paziente con DLBCL ricaduto/refrattario

Circa il 10-15% dei pazienti trattati con R-CHOP presenta una malattia refrattaria primaria
(ovvero unarisposta incompleta o una recidiva entro 6 mesi dal trattamento) e un ulteriore 20-
25% avra una recidiva dopo una risposta iniziale, in genere entro i primi 2 anni’”’. | risultati
rimangono scarsi per i pazienti in cui il trattamento di prima linea fallisce, in particolare i
pazienti con malattia refrattaria, per i quali la soprawivenza globale mediana € di circa 6
mesi’®. | pazienti con ricadute tardive (>2 anni dopo il trattamento) hanno prognosi
leggermente migliori. IN caso di ricaduta di malattia tardiva si sottolinea la necessita diripetere
la biopsia sia per individuare in immuniositochimica eventuali bersagli terapeutici (es CD19)
sia perche si puo verificare una recidiva di linfoma indolente °.

Prima del dell’avvento della terapia con CAR-T, lo standard di cura per il DLBCL recidivante era
la chemioterapia di salvataggio seguita da chemioterapia ad alte dosi con trapianto autologo
di cellule staminali (ASCT)®°. Nel 1995, lo studio Parma 8 riportava i primi risultati in merito
all’efficacia del trapianto autologo in pazienti di eta inferiore a 60 anni con linfoma recidivante
di grado intermedio o alto, ricaduti/refrattari. Si trattava di uno studio randomizzato di fase 3
condotto in 215 pazienti con linfoma aggressivo recidivato o refrattario, avviati a terapia di
seconda linea. | pazienti che ottenevano una risposta parziale o completa dopo due cicli di
DHAP venivano assegnati o a due ulteriori cicli DHAP oppure a consolidamento ad alte dosi
con supporto di cellule staminali. EFS e OS a 5 anni sono risultate del 46% e 53% per i pazienti
del gruppo “alte dosi” e quindi significativamente superiori rispetto a quelle registrate per i
pazienti nel braccio di confronto (p = 0.001 e p = 0.038). Questo studio ha consolidato il ruolo
delllASCT come standard di cura nei pazienti affetti da DLBCL recidivante di seconda linea e
nei pazienti refrattari, sebbene tale gruppo non sia stato studiato specificatamente.

Successivamente altri studi di fase 3 quali CORAL e LY12 hanno analizzato i diversi regimi
chemioterapici di salvataggio come rituximab, ifosfamide, carboplatino ed etoposide (R-ICE),
R-DHAP e gemcitabina, desametasone e cisplatino, dimostrando un'efficacia simile®'-2,



Degli studi CORAL e LY.12 € emerso che i pazienti con malattia refrattaria o con recidiva entro
12 mesi dalla diagnosi risultano avere sopravvivenze significativamente inferiori rispetto ai
pazienti che presentano recidiva dopo 12 mesi. In particolare, lo studio CORAL ha mostrato
una sopravvivenza libera da progressione a 3 anni di solo il 23%8" dei pazienti con DLBCL R/R
entro 12 mesi dalla diagnosi con precedente esposizione a rituximab.

Il trattamento con chemioterapia ad alte dosi e trapianto autologo di cellule staminali offre
un’ottima possibilita di cura nei pazienti con malattia recidivante o refrattaria sensibile alla
chemioterapia, ma a causa dell’eta avanzata e delle condizioni mediche coesistenti, solo la
meta di questi pazienti &€ considerata candidabile a tale procedura.

Lo studio internazionale SCHOLAR-1 ha valutato retrospettivamente i pazienti con DLBCL
refrattario. Questa analisi ha dimostrato che i pazienti che erano refrattari primari, refrattari a
due o piu linee di terapia o recidivanti entro 1 anno da un ASCT avevano un tasso di risposta
globale del 26%, con untasso dirisposte complete alla linea successiva di trattamento del 7%
con un OS mediana di 6,3 mesi e solo il 20% dei pazienti era vivo a 2 anni’®.

Pertanto, 'ASCT pud rappresentare un approccio potenzialmente curativo per alcuni pazienti,
tuttavia, i sottogruppi ad alto rischio come quelli con malattia refrattaria primaria e quelli con
recidiva precoce giustificano la ricerca di una modalita terapeutica diversa.

La terapia con cellule T con recettore dell'antigene chimerico (CAR) € una nuova strategia di
trattamento che ha migliorato i risultati nei pazienti con linfomi R/R e sta rivoluzionando
approccio terapeutico a questa malattia, mettendo in discussione ancheilruolo deltrapianto
autologo in I linea.

La terapia con cellule T CAR € una terapia con cellule effettrici immunitarie in cui le cellule T
autologhe sono geneticamente progettate per colpire l'antigene CD19 sulle cellule di linfoma.
| pazienti in attesa di terapia con cellule CAR-T possono richiedere una terapia ponte, che puo
comprendere steroidi, chemioterapia, immunoterapia o radioterapia con scopo di mantenere
il controllo della malattia fino al termine dell’ingegnerizzazione del prodotto cellulare. Prima
dell’infusione di cellule CAR-T, i pazienti ricevono chemioterapia linfodepletiva, spesso con
fludarabina e ciclofosfamide.

Sulla base di studi pilota di fase ll, tre costrutti CAR-T, vale a dire axicabtagene ciloleucel (axi-
cel), lisocabtagene maraleucel (liso-cel) e tisagenlecleucel (tisa-cel), sono stati
successivamente approvati 8285, Nello studio zuma-1 sono stati arruolati 111 pazienti con
LBCL R/R trattati con axi-cell ottenendo un ORR dell'82% e un tasso di RC del 54%. L'OS a 18
mesi € stata del 52%.% Nello studio TRANSCEND, i pazienti con LBCL R/R sono stati trattati
con liso-cel e dei 344 il 54% ha ottenuto una risposta completa con un ORR del 74%. L'OS
mediana & stata di 21,1 mesi dopo un follow-up di 17,5 mesi®. Nello studio JULIET, sono stati
arruolati 93 pazienti con DLBCL R/R e tutti i pazienti hanno ricevuto la terapia con tisa-cel.
L'ORR e stato del 52% con un tasso di CR del 40%?2.1 risultati a lungo termine con un follow-up
di oltre 4 anni per ZUMA-1 hanno dimostrato un'OS mediana di 25,8 mesi con untasso di OS a
4 anni del 44%, suggerendo una possibile cura per un sottogruppo di DLBCL R/R®. Ad un
follow-up mediano di 40,3 mesi per JULIET, l'ORR & stato del 53%, con il 39% dei pazienti che
ha raggiunto una CR¥.



Questi studi hanno dimostrato la sicurezza, 'efficacia e la durata della risposta della terapia
con cellule CAR-T come terapia di terza linea per pazienti affetti da DLBCL R/R. Date le rispose
ottenute in questi studi di fase 2 si & proceduto ad indagare Uefficacia e la sicurezza di tali
trattamenti nel contesto di DLBCL R/R di seconda linea ad alto rischio, creando cosi un
cambiamento di paradigma nel trattamento del DLBCL.

Sono stati condotti tre studi pilota di fase 3, ZUMA-7, TRANSFORM e BELINDA, che hanno
esplorato l'uso di axi-cel, liso-cel e tisa-cel, rispettivamente, nel contesto di seconda linea in
pazienti idonei al trapianto con malattia refrattaria o ricaduta precoce. Il confronto & stato
eseguito con chemioterapia di salvataggio standard scelta dallo sperimentatore, seguita da
chemioterapia ad alte dosi e ASCT®°, | risultati hanno mostrato un EFS migliorata con axi-
cel®® o liso-cel® rispetto ad ASCT, incluso un beneficio in termini di OS per axicel®.

Come per il paziente all’esordio anche il paziente ricaduto/ refrattario potrebbe presentare
delle fragilita cliniche tale da renderlo non eleggibile al trapianto di cellule staminali autologhe
e/o alla terapia con CAR-T.

Inizialmente sono emerse preoccupazioni sull’adeguatezza della terapia CAR-T per i pazienti
anziani a causa del potenziale rischio di grave tossicita, inclusa la sindrome da rilascio di
citochine (CRS) e sindrome da neurotossicita associata alle cellule immunitarie effettrici
(ICANS). Per risolvere questo problema, diversi recenti studi di coorte multicentrici hanno
cercato di valutare 'impatto dell’eta sull’efficacia e sicurezza della terapia CAR-T. 99

Questi studi hanno riscontrato risultati clinici e tossicita comparabili tra pazienti di eta
superiore o inferiore a 70 anni trattati con axi-cel o tisa-cel. L'analisi dello studio clinico zuma-
1, che ha valutato axi-cel nella terza linea o successivamente il trattamento del DLBCL, ha
riportato una risposta ed esiti di tossicita simili nei pazienti di eta 265 anni rispetto ai pazienti
piu giovani.®® Allo stesso modo, in un'analisi di sottogruppi pre-pianificata di axi-cel di seconda
linea (ZUMA-7)% rispetto allo standard di cura, sono stati riscontrati tassi di risposta e EFS
mediana simili tra i pazienti >65 anni e quelli piu giovani. Si sono verificati piu CRS e ICANS di
grado elevato nei pazienti piu anziani rispetto alla popolazione complessiva, ma non & stata
eseguita un’analisi statistica. Questo risultato e paragonabile ad un’esperienza tedesca
numericamente piu elevata (anche se non statisticamente significativa) che riporta differenze
negli ICANS di alto grado nei pazienti trattati con axi-cel o tisa-cel®”. Complessivamente,
gueste indagini suggeriscono una possibile maggiore incidenza di tossicita neurologica che
richiede validazione e ulteriori studi, ma sottolineano che la sola eta cronologica non dovrebbe
essere una controindicazione alla terapia CAR -T.

Lo studio di fase 2 PILOT®, volto a valutare l'efficacia di liso-cel, ha reclutato pazienti con
DLBCLR/R considerati nonidonei all'ASCT. Nello specifico, i pazienti dovevano soddisfare uno
dei seguenti criteri: eta pari o superiore a 70 anni, performance status ECOG pari a 2, aver
ricevuto una precedente linea terapeutica contenente un'antraciclina e un agente mirato anti
CD20, LVEF <50%, clearance della creatinina <60 ml/min o transaminasi due volte il limite
superiore della norma. Settantaquattro pazienti sono stati sottoposti a leucaferesi, di cui 61
hanno ricevuto terapia con liso-cel. Le caratteristiche di base erano rilevanti per un'eta media
di 74 anni, il 26% aveva un ECOG di 2 e il 42% aveva un punteggio aa-IPl =22. Il 54% dei pazienti
aveva una malattia refrattaria, il 21% aveva avuto una recidiva entro 1 anno dal trattamento di



prima linea e il 25% aveva avuto una recidiva 12 mesi dopo il trattamento di prima linea. Con
un follow-up mediano di 12,3 mesi, l'ORR & stato dell'80% e il tasso di RC & stato del 54%. La
PFS mediana € stata di 9,03 mesi e l'EFS & stata di 7,23 mesi. Tra i pazienti che hanno raggiunto
la RC, la PFS mediana & stata di 22,6 mesi e l'EFS & stata di 22,6 mesi. La sindrome da rilascio
di citochine & stata osservata nel 38% e la neurotossicita nel 31%, per lo piu di basso grado.
Non sono state segnalate CRS o neurotossicita di grado 4 o 5. Gli eventi avversi correlati al
trattamento sono stati simili a quelli precedentemente riportati e non si sono verificati decessi
associati allo studio.

Per i pazienti non idonei al trapianto e senza accesso alla terapia con cellule CAR-T, sarebbe
raccomandabile, se possibile, 'arruolamento in uno studio clinico o altri regimi terapeutici
approvati quali tafasitamab con lenalidomide, polatuzumab-vedotin con bendamustina e
rituximab (pola-BR), R-GemOx o loncastuximab tesirine

Tafasitamab, un anticorpo monoclonale umanizzato anti-CD19, & stato valutato in
associazione con lenalidomide nello studio L-MIND?®*"'%° che ha arruolato pazienti con DLBCL
R/R non idonei per ASCT in seconda linea. E importante sottolineare che in questo studio sono
stati esclusi i pazienti con malattia refrattaria primaria definita come nessuna risposta o
malattia progressiva entro 3 mesi dalla terapia di prima linea. Sono stati arruolati ottantuno
pazienti, di cui il 56% di eta superiore a 70 anni; Il 75% dei pazienti aveva una malattia in stadio
I11-1V, con il 51% che aveva un punteggio IPl = 3; solo il 18,5% dei pazienti aveva una malattia
refrattaria primaria e il 43,8% era refrattario all’ultima linea di trattamento. Dopo un follow-up
mediano di 35 mesi, 'ORR & stato del 57,5% e il tasso di CR & stato del 43%, con una PFS
mediana di 11,6 mesi e un'OS mediana di 33,5 mesi. Per i pazienti che hanno ottenuto una CR,
la PFS mediana e ’OS mediana non sono state raggiunte.

Polatuzumab-vedotin &€ un coniugato farmaco-anticorpo mirato al CD79b con un carico di
monometilauristatina E, un inibitore dei microtubuli’. In uno studio di fase I/11'%?, pola-BR &
stato confrontato con BR da solo in pazienti non idonei al’ASCT con DLBCL R/R. In studi
precedenti, il solo BR in questa popolazione di pazienti aveva una PFS mediana di 3,6-6,7
mesi'%1% Per questo studio sono stati inclusi pazienti con DLBCL R/R dopo almeno una
precedente linea di terapia. Sono stati arruolati 118 pazienti, di cui 67 sottoposti a terapia con
pola-BR. Nel gruppo pola-BR il 25% aveva fallito un precedente ASCT e il 30% aveva avuto una
risposta insufficiente alla terapia precedente. Dopo un follow-up mediano di 22,3 mesi, la PFS
e stata di 9,5 mesi, nel gruppo pola-BR rispetto a 3,7 mesi nel gruppo BR-solo, e I'OS e
significativamente migliorata, con pazienti con pola-BR che soprawivono per 12,4 mesi
rispetto a pazienti con BR che sopravvivono per 4,7 mesi.

Loncastuximab tesirine &€ un coniugato farmaco-anticorpo mirato al CD19 coniugato a un
agente alchilante citotossico, SG3199.14, che viene internalizzato dalle cellule B
impedendone lareplicazione e provocando ’'apoptosi. Nello studio di fase 2 LOTIS-2 sono stati
arruolati pazienti con due o piu linee di trattamento per DLBCL o malattia refrattaria primaria.
Dei 184 pazienti arruolati, il 39% aveva una malattia refrattaria primaria, il 24% ha avuto una
recidiva entro 3 mesi dalla terapia di prima linea e il 39% ha avuto una recidiva entro 6 mesi
dalla terapia di prima linea. L'eta media era di 66 anni, con il 10% affetto da DLBCL doppio o
triplo. L'ORR & stato del 48,3% (IC al 95%, 39,9%-56,7%), la PFS mediana ¢ stata di 4,9 mesi e



'OS mediana & stata di 9,9 mesi. Il tasso di CR ¢ stato del 24,1% e dei pazienti in CR, il57% ha
continuato la CR al momento del cut-off dei dati'®®

Sebbene la terapia con cellule CAR-T sembri promettente per il trattamento del DLBCL R/R,
sono in corso nuove strategie di trattamento che potrebbero aggirare i problemi di produzione
e di costo. Gli attivatori bispecifici delle cellule T (BITE) che prendono di mira il CD20 hanno
dimostrato risultati eccellenti. Ci sono almeno quattro BITE attualmente in commercio o in
corso di trial clinici, tra cui mosunetuzumab, glofitamab, epcoritamab e odronextamab.

Glofitamab ¢ un BITE che si lega in modo 2:1 al C20 sulle cellule B e al CD3 sulle cellule T. In
uno studio di fase 1 su 171 pazienti affetti da NHL che erano stati sottoposti ad almeno una
linea di trattamento per i pazienti con istologie di NHL aggressivo, l'ORR ¢ stata del 48% con un
tasso di RC del 33,1%. La CRS si ¢ verificata nel 50,3% nella maggior parte dei casi di grado 1
(21,6%) o di grado 2 (25,1%) '°¢. Nello studio di fase 2, i pazienti sono stati trattati con
glofitamab per 12 cicli o fino alla progressione della malattia. Nella coorte di 154 pazienti con
un follow-up mediano di 12,6 mesi, il 39% dei pazienti ha ottenuto una RC e laPFSa 12 mesie
stata del 37%'". Dati recenti hanno dimostrato che il trattamento limitato nel tempo con
glofitamab pu0 determinare una RC duratura, infatti, dei 61 pazienti che avevano ricevuto
glofitamab per 1 anno con un follow-up mediano di 18.1 mesi, la maggioranza dei pazienti (45)
ha mantenuto la RC™%,

Epcoritamab & un BITE che lega il CD3 sulle cellule T e il CD20 sulle cellule B e viene
somministrato per via sottocutanea. In uno studio di fase I/ll, sono stati reclutati 157 pazienti
affetti da DLBCL o altro NHL aggressivo con due o piu linee terapeutiche, non idonei all'ASCT.
| pazienti hanno ricevuto una media di tre linee di terapia (range: 2-11), il 61,1% aveva una
malattia primaria refrattaria e il 75,8% era refrattario a due o piu linee di terapia; si segnala che
il 38,9% aveva ricevuto in precedenza una terapia con cellule CAR-T. L'ORR ¢ stato del 63,1%
con untasso di RC del 38,9%. Nel complesso, epcoritamab si € dimostrato tollerabile, con gli
eventi avversi piu comuni che sono stati CRS (49,7%), reazione nel sito di iniezione (19,7%) e
neutropenia (17,8%)'%°.

Mosunetuzumab € un anticorpo bispecifico che recluta le cellule T ed e diretto contro il CD20
ed iLCDS3, avendo come obiettivo le cellule B che esprimono CD20. La coorte di espansione di
uno studio di fase I-1I""° ha verificato la sua sicurezza ed efficacia nei pazienti con DLBCL
recidivante/refrattario (R/R). Sono stati arruolati 88 pazienti (73,9% DLBCL de novo; 26,1%
linfoma follicolare trasformato) con ottenimento di un ORR del 95% e RC del 23,9%, nel
dettaglio le RC nei 26 pazienti che avevano gia ricevuto terapia con CAR-T & stato del 12%. La
CRS ¢ stata uno degli eventi avversi piu comuni e si € manifestata nel 26.1% dei pazienti, nella
maggior parte dei casidigrado 1 e 2.



4 L MICROBIOMA INTESTINALE E IL RUOLO NELLA PATOGENESI E NELLA
TERAPIA DEL CANCRO

Il microbiota € composto dall’insieme dei microrganismi simbiotici che popolano U'essere
umano. L’interazione tra il microbiota e lospite mutualistica € in grado di influenzare
guest’ultimo sia in condizioni di salute che di malattia’"''2. Questa popolazione & complessa
e la sua composizione presenta una grande variabilita sia tra soggetti diversi che all’interno
dello stesso soggetto in termini spazio-temporali. La sua composizione ¢ influenzata da
caratteristiche intrinseche ed estrinseche all’ospite quali lo stile di vita e, in particolare, le

abitudini alimentari.

Il microbioma rappresenta il patrimonio genetico del microbiota. Il suo studio awviene
attraverso tecniche di next generation sequencing (NGS) e da metodi volti ad analizzare il
metaboloma. A questo scopo sono nati molteplici studi, tra cui lo Human Microbiome Project
(HMP)""® ed il Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHIT) che hanno permesso di
ottenere notevoli progressi nel caratterizzare la struttura del microbiota umano e della sua
interazione con Uospite.

4.1 ILMICROBIOTA INTESTINALE

Tutte le superfici del corpo umano che comunicano con l'esterno sono popolate da un
ecosistema di microrganismi che comprende batteri, virus, protozoi, funghi e archaea e che
includono fra le 500 e 1.000 specie diverse. Si stima che questo insieme di microrganismi, il
microbiota, sia composto da un numero di microrganismi maggiore di 10' e che quindi sia
circa dieci volte pil numeroso delle cellule del corpo umano™*.

Per numerosita, implicazioni cliniche, facilita di raccolta dei campioni e studi condotti il
microbiota piu studiato € rappresentato da quello del tratto gastrointestinale, gut microbiota
(GM). La maggior parte delle specie che compongono il microbiota del tratto gastrointestinale
sono incluse nei cinque phyla principali nella classificazione tassonomica con particolare
predominanza di 2 soli phyla che insieme comprendono circa il 85-95% del totale dei
microrganismi: Firmicutes (60%—-80%), Bacteroidetes (15%-25%), Actinobacteria (2,5%-5%),
Proteobacteria (1%-10%) e Verrucomicrobia (0,1%-2,2%).

Il numero di microorganismi e la sua composizione qualitativa varia in funzione del sito
anatomico analizzato. Nella cavita orale il numero di microrganismi € molto elevato ed e
costituito principalmente da Proteobacteria e Firmicutes, questi ultimi presenti in numero
ancora maggiore a livello esofageo. Nello stomaco vi sono molti meno batteri e tra questi i piu
abbondanti sonoi Firmicutes, i Proteobacteria e gli Actinobacteria. Questariduzione numerica
€ secondaria al pH molto basso dovuto alla secrezione acida. A livello duodenale si conferma
una bassa numerosita di microrganismi a causa del breve tempo di transito, 'intensa attivita
motoria propulsiva del viscere impedisce una colonizzazione stabile del lume, e della



secrezione di bile e fluidi pancreatici che uccidono la maggior parte dei batteri ingeriti. La
composizione batterica a questo livello sembra avere un ruolo in alcune malattie come la
sindrome dell'intestino irritabile (IBS)''°. Procedendo nel tratto gastrointestinale si va incontro
ad un progressivo aumento del numero di specie. Il microbiota € particolarmente abbondante
a livello colico grazie allambiente favorevole alla crescita batterica dovuta alla grande
disponibilita di substrati, al lungo tempo di transito, la pronta disponibilita di nutrienti ed un pH
favorevole'®'"”. Nell'ileo e nel colon, dove avviene l'assorbimento degli acidi biliari, si trovano
una miriade di batteri, tra cui Ruminococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Peptococcus,
Escherichia, Eubacterium, Clostridium, e molti altri meno abbondanti come Proteobacteria,
Actinobacteria e Fusobacteria®®'%°,

Si definisce disbiosi un’alterazione della struttura locale del microbiota sia in composizione
che funzionalita, come un aumento delle popolazioni di batteri patogeni (eccesso di
patobionti) o riduzione dei batteri commensali, riduzione della diversita batterica e
deterioramento dell'equilibrio funzionale. La disbiosi influisce negativamente sulla salute
dell’ospite impedendo il regolare funzionamento del sistema immunitario e pud svolgere un
ruolo nella patogenesi di alcune malattie’'quali patologie infiammatorie'?>'?4, disturbi
metabolici®® e tumori %,

Si definisce diversita beta (beta-diversity) la variabilita tassonomica inter-individuale: in
genere le caratteristiche funzionali del microbiota nel soggetto sano sono relativamente simili
e coinvolgono vari processi metabolici quali fermentazione, putrefazione, sintesi di vitamine,
acidi grassi a catena corta (short chain fatty acids, SCFAs) e amminoacidi essenziali.

Si definisce diversita alfa (alfa-diversity) la variabilita intra-individuale; infatti, il microbiota &
capace di modificare la suacomposizione inrisposta a variabili sia intrinseche che estrinseche
all’ospite.

Partendo dalla grande variabilita si & arrivati all'identificazione di un set di geni stabile e
comune alla maggior parte delle persone, definito microbiome core, che interagisce ed e
complementare alla componente variabile che € influenzata da fattori esterni ed interni
all’ospite quali dieta, stimoli inflammatori e piu in generale lo stile di vita. Lo scambio di
materiale genetico tra il core microbioma e la riserva flessibile fornisce all'ospite un vantaggio
di adattamento all'ambiente™®'°, La stabilita del microbioma & rappresentata dalla sua
capacita di resistere ai cambiamenti e dalla capacita di tornare ad una condizione di equilibrio
dopo una perturbazione (Figura 6).

La composizione e la diversita del microbioma possono variare nel corso degli anni: se il primo
anno di vita € fondamentale per la costituzione del microbioma, questo poi evolve in modo
variabile nell'eta adulta da persona a persona 3133,
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Figura 6. Core microbioma e microbioma flessibile. Turnbaugh P. et al, Nature 2007

La colonizzazione del tratto gastrointestinale inizia gia alla nascita con Bacteroides e
Bifidobacteria in caso di parto vaginale. Oltre al tipo di parto, anche il tipo di alimentazione &
un fattore determinante e significativo del microbiota intestinale dei neonati. In caso di
allattamento con latte materno ritroveremo Bifidobacterium e Lactobacillus mentre in caso di
utilizzo di latte artificiale si riscontrano Enterococcus, Enterobacteria, Bacteroides,
Clostridium e altri batteri anaerobi™-.

Come precedentemente accennato, lo stile divita, in particolare le abitudini alimentari, svolge
un ruolo significativo nella modulazione del microbioma intestinale, influenzandone la
composizione e la funzione attraverso modifiche della diversita microbica, tassonomia
microbica, delle espressioni geniche e delle attivita enzimatiche. Tutti i fattor che
singolarmente o in combinazione, influenzano il microbioma intestinale e la sua alterazione &
correlata a varie malattie, tra cui obesita, diabete di tipo 2, aterosclerosi, cancro, malattie

neurologiche e psichiatriche, malattie inflammatorie intestinali (IBD) e malattie autoimmuni
135,136

Il contenuto di macronutrienti della dieta, alcuni alimenti specifici (probiotici, alimenti
fermentati, contenuto di fibre, semi oleosi e frutta) e la dieta complessiva hanno il potenziale
di modulare il microbioma intestinale in breve tempo. In uno studio che esaminava gli effetti
delle abitudini alimentari a breve e lungo termine sul microbioma, & stato dimostrato che le
abitudini alimentari a lungo termine sono associate a tre enterotipi: Bacteroides, Prevotella e
Ruminoccous. Gli enterotipi Bacteroides sono stati riscontrati in diete ricche di proteine e
grassi animali e gli enterotipi Prevotella in diete ricche di carboidrati complessi’™’. Una elevata
assunzione di fibre nella dieta a lungo termine pud modellare 'enterotipo del microbiota, in
particolare la colonizzazione di prevotella™:. In un altro studio, la produzione di butirrato e
aumentata quando e stato aumentato il contenuto di fibre della dieta mentre sono diminuiti il
contenuto di grassi, la sintesi secondaria di acidi biliari, la proliferazione della mucosa del
colon e l'inflammazione™?.

Oltre alla dieta, anche i trattamenti antibiotici, i patogeni invasivi, l'assunzione di farmaci o lo



stress possono disturbare l'equilibrio degli organismi e causare disbiosi. Diversi studi hanno
dimostrato come il microbiota venga influenzato dalla somministrazione di terapia antibiotica
cosi come l'utilizzo eccessivo di antibiotici porti ad un aumento dei patogeni resistenti’#141,

| battericommensali rappresentano un ulteriore meccanismo diresistenza alla colonizzazione
di microbi esogeni potenzialmente patogeni. La loro azione protettiva viene esercitata grazie a
doversi meccanismi: competono per i siti di attacco sull’orletto a spazzola delle cellule
epiteliali intestinali, producono sostanze antimicrobiche e competono con i nutrimenti per i
batteri potenziali patogeni'?45,

La flora intestinale come riportato sopra svolge un ruolo metabolico, protettivo e interviene
anche nello sviluppo e nella regolazione del sistema immunitario attraverso linfluenza
esercitata nello sviluppo dei linfociti B e nella regolazione dei linfociti T helper. Diversi studi sui
topi hanno dimostrato che le cellule dendritiche tollerogeniche e le cellule T regolatrici (Treg)
sonho assenti nei topi germ-free e che sia i batteri commensali che i loro metaboliti, come
l'acido butirrico, sono necessari per lo sviluppo dei Treg 146148,

| carboidrati digeribili vengono scomposti nei loro monomeri e assorbiti dall'intestino tenue,
mentre i carboidrati non digeribili raggiungono il colon e la loro fermentazione ¢ fonte di
energia. Le fibre sono resistenti alla digestione nell'intestino tenue a causa della
conformazione del legame glicosidico, gli enzimi dell'intestino tenue non possono, infatti,
scindere i legami di tipo B, presente ad esempio nella cellulosa.

Nel cieco e nel colon destro, la fermentazione € molto intensa con un'elevata produzione di
SCFA, ossia acido acetico, propionico e butirrico, che generano un pH acido e una rapida
crescita batterica. Al contrario, il substrato nel colon sinistro o distale € meno disponibile alla
fermentazione i processi putrefattivi diventano piu importanti. La putrefazione & un altro
processo metabolico anaerobico anaerobico di peptidi € proteine. Produce anch’essa SCFA
ma, allo stesso tempo, genera sostanze potenzialmente tossiche tra cuiammoniaca, ammine,
fenoli, tioli e indoli ™.

Come descritto gli SCFA vengono rilasciati a causa della fermentazione di alcuni componenti
dietetici, in particolare la fibra alimentare *® e hanno funzioni importanti nella fisiologia
dell'ospite. Il butirrato sembra avere un effetto protettivo contro il cancro del colon, l'acetato
e il propionato possono svolgere un ruolo come modulatori del metabolismo del glucosio e del
colesterolo, il butirrato e il propionato favoriscono la transizione delle feci '*'-'%%, Fra i vari effetti
esercitati dai SCFA vi € anche una capacita immunomodulatoria attraverso la soppressione di
NF-kB e/o l’azione sui recettori accoppiati alle proteine G e 'aumento dell'espressione del
gene Treg . Questo effetto si traduce, per alcuni studi, in un aumento della tolleranza
immunologica e della protezione da malattie inflammatorie o allergiche.

Inoltre, i batteri che producono SCFA sembrano influenzare il ciclo degli enterociti nel colon,
ad esempio il butirrato inibisce la proliferazione cellulare e stimola la differenziazione nelle



linee cellulari neoplastiche epitelialiin vitro™>'%¢, | meccanismi alla base della prevenzione del
cancro da parte delle fibre non sono ovviamente correlati al solo butirrato. | tipi di fibre
insolubili come la cellulosa non vengono fermentati dai batteri intestinali e accelerano il
transito riducendo, quindi, 'esposizione delle cellule del colon e dei cancerogeni esogeni'™’.
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Figura 7. principali funzioni del microbiota intestinale

4.2 MICROBIOTA E NEOPLASIE EMATOLOGICHE

I tumori sono generalmente riconosciuti come una malattia multifattoriale in cui sono coinvolti
sia una componente genetica che una componente ambientale. Fra le componenti ambientali
o estrinseche i microrganismi sono coinvolti in circa il 20% dei casi'*®. In ambito ematologico
diversi studi hanno analizzato la relazione fra microbiota, patologia onco-ematologica, il suo
trattamento e le sue possibili complicanze.

Negli ultimi anni vari studi ci hanno mostrato come le variazioni del microbiota siano diverse a
seconda delle singole patologie ematologiche. Tuttavia la relazione fra la composizione del
microbiota, patologia e trattamento non sono ancora del tutto chiare.

| farmaci utilizzati rappresentano indubbiamente un elemento importante nell’alterare
Uequilibrio del microbiota intestinale portando a disbiosi, che pu0 a sua volta influenzare i
risultati del trattamento stesso della malattia. Gli antibiotici sono fra i farmaci piu utilizzati in
corso di terapia per una patologia ematologica, sia con intento curativo che in profilassi.

Nell’analisi del microbioma in pazienti pediatrici con leucemia o linfoma, sia gli antibiotici che
gli antimicotici sono stati collegati ad una riduzione generale della diversita nei campioni di
feci, compresa una diminuzione dell'abbondanza relativa nei produttori di butirrato che come
abbiamo visto svolgono un ruolo critico nella fisiologia intestinale dell'ospite (ad esempio,



Faecalibacterium, Anaerostipes, Dorea, Blautia). Inoltre, l'uso di antimicotici € stato associato
a un aumento significativo dell'abbondanza relativa di patogeni opportunisti'®.

Viaud et al. hanno dimostrato nel modello murino che la somministrazione di ciclofosfamide
porta a mucosite e successiva traslocazione di batteri Gram-positivi nei linfonodi mesenterici
e nella milza, seguita da un aumento di interferone-y e di un sottoinsieme di cellule T spleniche
secernenti interleuchina 17'%. Inoltre, i topi portatori di tumore andavano incontro ad una
minor riduzione del carico tumorale se pretrattati con antibiotici, mentre l'iniezione di cellule
patogene TH17 nei topi pretrattati con antibiotici ripristinava l'effetto antitumorale della
ciclofosfamide. La riduzione di efficacia della ciclofosfamide era piu pronunciata dopo
l'esposizione a un antibiotico attivo sullo spettro Gram-positivo, rispetto agli antibiotici che
prendevano di mira lo spettro Gram-negativo.

In un altro studio, pubblicato nel 2013, Lida et al. sono stati identificati specifici batteri Gram-
positivi in grado di promuovere l'efficacia antitumorale della combinazione immunoterapica
mediante l'innesco di cellule mieloidi infiltranti il tumore''. Entrambi i lavori sopracitati hanno
dimostrato un collegamento tra la somministrazione di antibiotici mirati ai patogeni Gram-
positivi, la composizione del microbiota intestinale e lefficacia del trattamento
antineoplastico nei topi. Non & chiaro se questi risultati siano trasferibili agli esseri umani e, al
fine di definire meglio questi aspetti, Pflung et al "2, in uno studio pubblicato nel 2016, ha
indagato potenziali associazioni fra utilizzo di un antibiotico anti-Gram-positivo e U’esito della
terapia antiblastica. Per riuscire a studiarlo all’interno di un contesto clinico sono state
identificate due popolazioni di pazienti: 1. pazienti trattati con una terapia di prima linea
contenente ciclofosfamide per la leucemia linfatica cornica (LLC), 2. pazienti trattati con un
regime contenente cisplatino per il linfoma ricaduto. | dati, in particolare, provenivano dallo
studio CLL8 e dalla Cologne Cohort of Neutropenic Patients. Tra gli 800 pazienti con LLC
disponibili, 45 avevano ricevuto terapia con antibiotici anti-Gram-positivi. Le analisi hanno
evidenziato: ORR significativamente inferiore (74,3% vs. 90,2%), PFS ridotta (PFS mediana 14,1
vs. 44,1 mesi) e OS ridotta (OS mediana 56,1 vs. 91,7 mesi). L'analisi multivariata ha mostrato
un’associazione indipendente fra assunzione di antibiotico anti GRAM positivo e PFS. Dei 122
pazienti con linfoma recidivante, quelli trattati con antibiotici anti-Gram-positivi (n = 21/122)
hanno ottenuto un tasso di OR significativamente piu basso (70,3% vs. 42,9%) e una
progressione significativamente piu precoce rispetto agli altri (PFS mediana 2,3 vs. 11,5 mesi).
Per quanto riguarda l'analisi multivariata, l'uso di antibiotici anti-Gram-positivi & stato
indipendentemente associato a una riduzione di PFS e OS.

Nel contesto del trapianto di cellule staminali ematopoietiche numerosissimi studi hanno
indagato la relazione tra GM e le sue possibili espressioni, quali malattia del trapianto contro
Uospite (GVHD), infezioni, ricostituzione immunitaria e ricadute. Gli studi hanno dimostrato
cambiamenti nel microbiota durante la fase di condizionamento, con agenti chemioterapici
che danneggiano le cellule epiteliali intestinali e aumentano la suscettibilita alla
batteriemia’3'%, Inoltre & stato evidenziato come il regime di condizionamento utilizzato
prima dellHSCT possa alterare significativamente il microbioma intestinale, superando
persino gli effetti del trapianto stesso'’. La GVHD grave & stata associata a una maggiore



abbondanza di Enterobacteriaceae, mentre i Clostridia sono stati collegati a risposte
antinflammatorie®.

Nell’ambito dei linfomi, piu nello specifico nei DLBC oggetto di questa trattazione, Yuan et al.
%9 hanno caratterizzato il microbiota intestinale di 25 individui non trattati con linfoma diffuso
a grandi cellule B. Rispetto al gruppo di controllo, gli autori hanno osservato una maggiore
abbondanza di Proteobacteria a livello di phylum, nonché di Escherichia coli e Clostridium
butyricum (C. butyricum) a livello di specie. Varie analisi hanno suggerito che una maggiore
prevalenza del phylum batterico Proteobacteria potrebbe fungere da potenziale marcatore per
una comunita microbica instabile '7*'"" ed essere associata alla differenziazione delle cellule
B '¢°. A differenza della maggior parte dei microbi, che sono anaerobi stretti, i Proteobacteria
sono spesso anaerobi facoltativi o obbligati, il che consente loro di tollerare un'ampia gamma
di condizioni tossiche. D'altro canto, U'E. coli produce colibactina e tossine citoletali-
distendenti, che sono state associate a rotture del DNA nelle cellule epiteliali, promuovendo
mutazioni genetiche e contribuendo alla formazione di tumori. L'E. coli svolge un ruolo cruciale
anche nei processi linfoproliferativi e nelle infezioni colonizzando principalmente lo strato. C.
butyricum, un batterio che produce butirrato e acetato, € stato studiato per il suo potenziale
uso terapeutico nelle malattie correlate alla disbiosi'”2.



5 STUDIO ONCOPASSPORT: DISEGNO DI NUOVI APPROCCI
TERAPEUTICI PERSONALIZZATI PER IL LINFOMA NON HODGKIN B
DIFFUSO A GRANDI CELLULE

Il linformma non Hodgkin B diffuso a grandi cellule (Diffuse Large B cell lymphoma, DLBCL) ¢ la
forma piu frequente di linfoma non-Hodgkin, con una sopravwvivenza globale del 30-50% a 5
anni. IL60% dei pazienti rimane libero da malattia dopo la prima linea diimmunochemioterapia
standard costituita da R-CHOP (rituximab, ciclofosfamide, doxorubicina, vincristina e
prednisone), tuttavia il 20-25% ricade dopo la risposta iniziale entro due anni dalla fine della
terapia. Risulta quindi evidente come siano necessarie strategie innovative volte a migliorare
e mantenere la risposta alla prima linea. Per questo la comprensione della variabilita di
risposta dai pazienti con stessa patologia e sottoposti a stesso trattamento € un punto chiave
allo scopo di identificare strategie che possano potenziare Uefficacia dei farmaci antitumorali
e migliorare la predizione degli outcomes dei pazienti.

Recenti ricerche sul ruolo del microbiota intestinale (Gut Microbiota, GM) in ambito tumorale
hanno evidenziato come possa influenzare il decorso della terapia attraverso meccanismi
diretti (biotrasformazione del farmaco) e indiretti (modulando il metabolismo dell’ospite e le
funzioni immunologiche).

Il microbiota umano ¢ parte attiva della fisiologia umana, con un ruolo di primaria importanza
nella regolazione delle nostre funzioni metaboliche e immunitarie; € un ecosistema plastico
che puo riorganizzare funzionalita e composizione in risposta a fattori ambientali.

Anche se preliminari, i dati indicano un possibile impatto della terapia con R-CHOP sulla
struttura mutualistica del GM dell’ospite. Obiettivo primario dellaricerca € la caratterizzazione
longitudinale del microbiota intestinale dei pazienti affetti da DLBCL trattati con R-CHOP (pre,
durante e post terapia) al fine di individuare le caratteristiche del GM che prevedono l'esito
terapeutico, oltre a caratterizzare le modifiche compositive e funzionali del GM durante i due
anni di follow-up. Se possibile si intendono formulare approcci innovativi per la stratificazione
dei pazienti. Infine, una prospettiva futura € la creazione di linee guida per la modificazione del
microbiota pre- e durante terapia per migliorare la risposta al trattamento e/o diminuirne la
tossicita.

3.1 Pazienti e metodi
3.1.1 Disegno dello studio

Si tratta di uno studio multicentrico prospettico osservazionale condotto a partire dall’Aprile
2019, presso Ulstituto di Ematologia L. e A Seragnoli e Uistituto IRCSS Istituto Tumori della
Romagna, volto ad analizzare il ruolo del microbiota intestinale in pazienti affetti da linfoma
non-Hodgkin diffuso a grandi cellule B di nhuova diagnosi, candidati a terapia di prima linea
secondo schema R-CHOP.



Lo studio haricevuto Uapprovazione dalcomitato etico CEAVEC di Bologna e tuttii partecipanti
hanno fornito consenso informato in accordo con la Dichiarazione di Helsinki.

Lo studio prevedeva l’arruolamento di 50 pazienti affetti da linfoma non Hodgkin B diffuso a
grandi cellule candidati a prima linea di terapia secondo schema R-CHOP. | pazienti dovevano
rispettare i seguenti criteri di inclusione/esclusione:

- Criteridiinclusione: eta = 18 anni, nuova diagnosi di DLBCL istologicamente
confermata, pazienti candidati alla terapia con R-CHOP, la COO ¢ stata valutata in
immunoistochimica

- Criteri di esclusione: concomitante neoplasia, o storia di neoplasia pregressa nei
precedenti 5 anni, donne in gravidanza o allattamento, presenza di patologie mediche
o psichiatriche gravi, acute o croniche che possano condizionare Uinterpretazione dei
risultati o interferire con gli stessi.

| pazienti sono stati valutati all’esordio secondo i criteri di Ann Arbor. TC collo torace addome,
FDG-PET e biopsia osteomidollare sono state eseguite in tutti i pazienti, salvo
controindicazioni cliniche.

La rivalutazione di malattia ¢ stata eseguita dopo 3 cicli di trattamento e al termine. La
rivalutazione ad interim & stata eseguita mediante FDG-PET, mentre alla rivalutazione finale
sono state seguite nuovamente TC, FDG-PET e biopsia midollare se positiva all’esordio di
malattia.

In corso di chemio-immunoterapia tutti i pazienti hanno ricevuto profilassi antibiotica con
Trimetropim-Sulfametossazolo contro U'infezione da Pneumocystis jiroveci

Le indagini riguardanti la composizione del GM, sullo stile di vita e sulla dieta dei pazienti sono
state condotte in modo continuo, seguendo i pazienti per tutta la durata del trattamento.
Durante la fase di screening (entro 7 giorni prima dell’inizio della terapia) i pazienti sono stati
sottoposti a valutazione tramite questionari validati sulle abitudini alimentari e sull’attivita
fisica e alla raccolta del primo campione di feci (pre-trattamento).

In corso di trattamento i campioni di feci sono stati raccolti prima dell’inizio di ognuno dei sei
cicli di terapia contestualmente alla compilazione di questionari riguardo lo stile di vita e le
abitudini alimentari. In caso di tossicita gastrointestinale e/o disordini immunologici di
grado>2 e di tossicita ematologica di grado = 3 & stato raccolto un campione di feci aggiuntivo.

Al termine del trattamento i campioni e i questionari sono stati raccolti in corrispondenza con
la rivalutazione della patologa ematologica e, in caso di ottenimento e mantenimento di una
remissione completa, oghi 6 mesi peri successivi 2 anni di follow-up.

Nel caso di recidiva di malattia entro i due anni, i pazienti eseguivano un’ultima raccolta di
campione fecale e uscivano dallo studio.

3.1.2 Obiettivi dello studio

Obiettivo primario dello studio era la caratterizzazione longitudinale del microbiota
intestinale pre, durante e post terapia per individuare le caratteristiche del GM che possano
prevedere la risposta al trattamento.



Gli Obiettivi Secondari ed esplorativi erano:

- Caratterizzazione delle modificazioni compositive e funzionali del GM durante i due
anni di follow-up;

- Sviluppo di approcciinnovativi per la stratificazione dei pazienti;

- Progettazione di nuove terapie integrate personalizzate basate su R-CHOP che, anche
mirando all'ecosistema microbico intestinale, consentiranno il miglioramento dei
risultati terapeutici del DLBCL;

- Progettazione di uno stile di vita personalizzato e di raccomandazioni dietetiche per
migliorare l'esito a lungo termine nei pazienti con DLBCL dopo RCHOP di prima linea.

5.1.1 Analisi del microbiota intestinale

Le indagini sui campioni di feci sono state condotte presso il Dipartimento di Farmacia e
Biotecnologie (Chimica e Biotecnologia delle Fermentazioni) dell’Universita di Bologna
(responsabile Prof.ssa Patrizia Brigidi).

I campioni fecali raccolti sono stati sottoposti ad estrazione del DNA batterico mediante il kit
DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN) e la concentrazione finale del DNA ¢ stata determinata
usando lo spettrofotometro NanoDrop ND-1000.

Inoltre, € stata eseguita la caratterizzazione filogenetica del GM mediante amplificazione delle
regioni ipervariabili V3 e V4 del gene batterico codificante il 16S rRNA seguendo il protocollo
Ilumina per la preparazione delle librerie. Le sequenze ottenute sono state analizzate
attraverso il software open source Quantitave Insights Into Microbial Ecology (QIIME), sono
state raggruppate sulla base dell’identita al 97% in Operational Taxonomic Units (OTUs) e
quindi assegnate ad un taxon batterico.

5.1.2 Metodi statistici

Gli endpoint di sopravvivenza considerati nello studio sono la sopravvivenza globale (overall
suvival, OS), la sopravvivenza libera da progressione (progression free survival, PFS) e la
soprawvivenza libera da malattia (desease free survival, DFS). La sopravvivenza globale si
definisce come il periodo che intercorre tra Uinizio della terapia ed il decesso avvenuto per
qualsiasi causa. La sopravvivenza libera da progressione si definisce come il periodo che
intercorre dall’inizio della terapia fino a progressione/ricaduta di malattia, o decesso per
qualsiasi causa. La sopravvivenza libera da malattia si definisce come il periodo che intercorre
da quando il paziente raggiunge lo stato di remissione completa (RC) fino alla ricaduta, al
decesso legato alla malattia o a tossicita acuta correlata al trattamento.

Le caratteristiche demografiche dei pazienti sono riportate come statistiche descrittive e le
curve di sopravvivenza sono tracciate secondo il metodo di Kaplan-Meier.

Il tasso di risposta globale (overall response rate, ORR) & definito come la percentuale di
pazienti, relativa al totale dei soggetti arruolati, che ottengono una risposta completa o
parziale.



Gli eventi avversi e gli eventi avversi gravi sono stati valutati nella loro incidenza e la gravita €
definita in base ai Common Terminology Criteria for Adverse Events (NCI-CTCAE v.5.0) del
National Cancer Institute.

La diversita della composizione del microbiota intestinale € stata studiata sviluppando curve
di rarefazione di a-diversity, che misura ’abbondanza degli OTU (operational taxonomic unit)
in relazione ad altri nello stesso campione, utilizzando diverse metriche. La diversita
interindividuale nella composizione del microbiota intestinale (f-diversity) & stata invece
valutata mediante distanze UniFrac pesate e non, utilizzate successivamente per 'analisi
delle coordinate principali (PCoA). ILtest di Fisher & stato utilizzato per valutare la significativita
delle differenze trai cluster. Il test Wilcoxon signed-rank t & stato utilizzato per confrontare a-
e [-diversity.

5.2 RISULTATI

5.2.1 Caratteristiche dei pazienti

Da Aprile 2019 a ottobre 2021 sono stati arruolati consecutivamente 50 pazienti di cui45 hanno
conseghato almeno un campione di feci e costituiscono il campione finale dello studio valido
per le analisi.

Le caratteristiche dei pazienti sono riassunte nella tabella 3. | pazienti arruolati erano per il
57.8% maschi e per il 42.2% femmine. L'eta mediana all’arruolamento & stata di 63,7 anni
(range, 20-84 anni). Alla diagnosi il 75,6% dei pazienti aveva un ECOG di 0 e 1’82,2% non
presentava sintomi. Inoltre, la maggioranza dei pazienti (66,7%) presentava una malattia in
stadio avanzato, llI-IV secondo Ann Arbor. Per quanto riguarda la stratificazione in sottotipi il
44,4% erano GCB-Like, il 37.8% non GCB 0 ABC e un 17.8% non specificato (Tabella 1).

Sesso N (%)
Maschi 26 (57,8)
Femmine 19(42,2)

Eta (range)

Eta mediana al reclutamento, anni 63,8 (20-84)
Eta mediana alla diagnosi, anni 63,6 (20-84)
Stadio alla diagnosi N (%)

I 7 (15,5)

I 8(17,8)

1] 5(11,1)

\Y, 25 (55,6)




Sintomi alla diagnosi N (%)

Sl 8(17,8)
No 37 (82,2)
ECOG, performance status N (%)

0 34 (75,6)
1 9(20,0)
2 2(4,4)
Istologia N (%)
NOS 8(17,8)
GCB 20 (44,4)
ABC 5(11,1)
non GCB 12 (26,7)

Tabella 1. Caratteristiche dei pazienti

5.2.2 Efficacia

La valutazione della risposta al trattamento & stata eseguita dopo tre cicli R-CHOP, al termine
dei sei cicli e al termine dello studio. Per quanto riguarda la valutazione ad interim questa era
presente in 41 pazienti con un ORR del 91.1%, in particolare un tasso di RC pari al 71.1%, di RP
del 20% ed un unico paziente con stabilita di malattia (SD). Quarantaquattro pazienti sono
invece stati sottoposti a rivalutazione finale (post 6° ciclo). Il tasso di ORR ¢ stato pari al 91,1%
conun RC nell’80% dei pazienti (36/45), di cui quattro hanno convertito la RP ad interim, mente
'11,1% (4/45) ha mantenuto una remissione parziale. Nel corso dello studio la miglior risposta
ottenuta e stata la remissione completa nell’84.4% dei casi. Al termine dello studio 4 pazienti
erano andati incontro a progressione di malattia e 2 a decesso (Tabella 2).

ESITI DEL TRATTAMENTO

Valutazione ad interim N (%)
Stabilita 1(2,2)
Risposta parziale 9(20,0)
Risposta completa 32(71,1)
NA 3(6,7)
ORR, % 91,1%
VALUTAZIONE FINALE N (%)
Progressione 3(6,7)
Risposta parziale 5(11,1)
Risposta completa 36 (80,0)
NA 1(2,2)
ORR, % 91,1%
VALUTAZIONE TERMINE STUDIO N (%)
Decesso 2(4,4)




Progressione di malattia 4 (8,9)
Scelta del paziente 3(6,7)
Scelta del medico 3(6,7)
Trattamento completato secondo il 2(4,4)
protocollo

Follow-up completato secondo il 24 (40,0)
protocollo

NA 12(28,9)
Best Response N (%)
Risposta parziale 7(15,6)
Risposta completa 38 (84,4)

Tabella 2. Risposte al trattamento

5.2.3 Eventiavversi

Gli eventi avversi sono stati definiti in base ai Common Terminology Criteria for Adverse Events
(NCI-CTCAE v.5.0) del National Cancer Institute. Le tossicita sono state suddivise in
ematologiche, non-ematologiche e, vista la peculiarita dello studio, fra quest’ultime sono
state individuate tutte le tossicita gastrointestinali.

Trentatré pazienti su 45 hanno sviluppato almeno una tossicita ematologica durante il
trattamento, di cui la neutropenia & stata la piu frequente (70%), presentandosi nel 62.5% dei
casi come di grado 3-4.

Quarantatré pazienti hanno sviluppato almeno una tossicita extra-ematologica, di cui le piu
frequenti sono state Uiperpiressia di grado 1-2 (10,8%) e la neuropatia periferica di grado 1-2
(11,5%). Ventisette pazienti hanno sviluppato tossicita gastrointestinali, principalmente di
grado 1-2. Gli eventi avversi Gl piu frequenti sono stati la stipsi (15,3%), la mucosite del cavo
orale (15,3%) e la nausea (12,9%). Solo in due casi € stato riportato un evento avverso di grado
superiore a 2 ( epigastralgia e occlusione colica) (Tabella 3).

EVENTI AVVERSI [\ Tutti |
gradi
Ematologici 80
Emoglobina bassa 18
Leucocitosi neutrofila 1
Leucopenia 2
Neutropenia 56
Neutropenia febbrile 3
GASTROINTESTINALI 85
Afte orali 1
Bruciore di stomaco 1

Candidosi orale 1



Disfagia

Disgeusia
Dissenteria

Dolore allo stomaco
Dolore del cavo orale
Edema orale
Epigastralgia (dolore addominale)
Erniaiatale
Meteorismo
Mucosite orale
Nausea

Ostruzione del colon
Perdita di peso
Polipo infiammatorio

Reflusso gastro-esofageo con bruciore retrosternale

Sangue nelle feci
Stipsi
Vomito

Extra-ematologici

Alopecia

Anoressia

Astenia

Bruciore

Cefalea

Disfonia

Disturbi cardiaci

Disturbi del tratto respiratorio
Disturbi del tratto urinario
Dolore

Edema degli arti inferiori
Evento tromboembolico
Febbre

Fratture ossee

Herpes labiale

Innalzamento dei livelli di GGT
Innalzamento delle transaminasi
Insonnia

Ipercolesterolemia
Ipercreatininemia
Iperglicemia

Ipocalcemia

Ipopotassemia

Ipotensione

Ipovisus

Lesione purpurica

Mancanza di folati
Neuropatia periferica
Paronichia degli alluci
Pielonefrite bilaterale multifocale
Rash

Rialzo pressorio

Tremore
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Vertigini
Vulvovaginite acuta

Tabella 3. Eventi avversi



5.2.4 Analisi di sopravvienza

Le analisi di sopravvivenza eseguiti hanno incluso gli andamenti di OS, PFS e DFS. L’OS e
risultata del 94% con un follow-up mediano di 35 mesi (Figura 8), la PFS del 81% (Figura 9), e la
DFS del 91% a 31 mesi (Figura 10).

oS PFS

n

T T
0 10 2‘0 30 40 0 10 20 30 40

Analysis time Analysis time
Number at risk Number at risk
38 27 24 17 0 38 27 24 17 0
95% ClI Survivor function 95% ClI Sunivor function

DFS

T T T T
0 10 20 30
Analysis time
Number at risk
25 23 21 4

‘ 95% CI Survivor function

5.2.5 Risultati analisi microbiota

L’analisi del microbiota intestinale nei pazienti con DLBCL ha mostrato una alterazione della
normale composizione gia prima dell’inizio del trattamento. In particolare, presentavano una
minore varieta e una composizione disbiotica. Questa alterazione si € mantenutafino al quarto
ciclo di trattamento al quale € seguita una globale contrazione della popolazione batterica con
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Figura 11. Andamento longitudinale della variazione in termini di genere del microbiota

intestinale
parziale ripristino di un microbiota sano dopo circa sei mesi dal termine della terapia (Figura
11).

Sono state eseguite analisi al fine di valutare le differenze del microbiota pre e post
trattamento, nei pazienti che hanno manifestato eventi avversi e fra i pazienti con malattia e
un gruppo di controllo. Di seguito nel dettagli Uesito di tali analisi.

Il confronto fra il microbiota dei pazienti al baseline e all'EOT ha evidenziato una 3 diversita
statisticamente significativa (p = 0,04) ai due time points. Nel dettaglio alla fine del
trattamento, c'é stato un aumento del phylum Tenericutes e del genere Gemmiger rispetto al
basale con una riduzione della famiglia delle Bifidobacteriaceae e del genere Oscillospira
(Figura 12).
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Figura 12. diversita e boxplots dei pazienti al baseline (C1) e all’end of treatment (RIV).

Successivamente € stato studiato il microbiota nei pazienti che hanno manifestato eventi
avversiin corso di trattamento vs i pazienti che non hanno manifestato tossicita con riscontro
di una differenza statisticamente significativa (p=0,0045) in B diversita. Particolare attenzione
€ stata rivolta ai pazienti che hanno manifestato tossicita gastrointestinale e neutropenia
febbrile. | pazienti che avevano manifestato eventi avversi presentano un aumento del phylum
Bacteroidetes, della famiglia Porphyromonadaceae e dei generi Butyricimonas e



Paraprevotella e al contempo una riduzione degli Actinobacteria, delle famiglie
Peptostreptococcaceae e Bifidobacteriaceae e dei generi Dorea e Coprobacillus (Figura 13).
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Figura 13. diversita e boxplots dei pazienti al baseline che non hanno manifestato eventi avversi (N) e dei pazienti che hanno
sviluppato eventi avversi (Y)

Infine & stato eseguito un confronto fra microbiota dei pazienti, sia al baseline che al
termine del trattamento (EOT, end of treatement), con quello di una popolazione sana di
controllo con caratteristiche simili e comparabili. | dati hanno evidenziato delle differenze
statisticamente significative in termini di beta diversita ad entrambi i time point. Si segnala,
nella popolazione affetta DLBCL, un incremento dei batteri appartenenti al phylum
Proteobacteria e della famiglia delle Enterobacteriacae (Figura 14).
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6 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

La presenza di disbiosi del microbiota intestinale € stata osservata in numerosi studi sul
linfoma. Yoon e colleghi hanno descritto i pazienti con diagnosi di linfoma diffuso a grandi
cellule B (DLBCL) mostrano una diversita a significativamente ridotta rispetto ai soggetti sani,
insieme a un marcato aumento dell'abbondanza di batteri della famiglia delle
Enterobacteriaceae rispetto a quelli osservati nei controlli sani'’3. Una ricerca ha rilevato che
la somministrazione di antibiotici ad ampio spettro prima del trattamento con cellule T
bersaglio del recettore dell'antigene chimerico CD19 (CAR-T) ha prodotto esiti sfavorevoli '74.
Nel contesto del trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche (HSCT) in pazienti con
linfoma, la ricerca ha rivelato una correlazione tra la proliferazione delle specie Lactobacillus
con 'esacerbazione o il peggioramento della malattia del trapianto contro Uospite (GVHD) >

La maggior parte degli studi condotti € limitato nello stabilire una relazione causale definitiva
tra Uesposizione e Uesito in esame. Inoltre i potenziali fattori confondenti sono numerosi.
Tuttavia cercare di stabilire connessioni causali migliorerebbe la nostra comprensione del
ruolo del microbiota intestinale nella patogenesi del linfoma e avrebbe il potenziale di guidare
interventi personalizzati basati sul microbiota.

Fra gli studi condotti negli ultimi anni tre sono fondamentali allo scopo di interpretare e
confrontare i dati da noi ottenuti.

Il primo studio che prenderemo in esame € stato pubblicato nel 2021 da Yuan et al'®ed ha
coinvolto 25 pazienti affetti da DLBCL all’esordio e 26 controlli sani (CG, control group). |
pazienti erano suddivisi secondo il sottotipo di COO: GCB (14 casi, 58,3%) o ABC (10 casi,
41,7%). L'eta media del CG era di 56 anni con 14 (53,8%) uomini e 12 (46,2%) donne. Non c'era
alcuna differenza significativa di eta e sesso tra EG e CG. Sono stati analizzati mediante
sequenziamento del gene 16S rRNA un totale di 51 campioni fecali. Nell'analisi della diversita
a, non & stata riscontrata alcuna differenza significativa nella diversita e nell'abbondanza delle
specie tra i due gruppi. Tuttavia, € stata osservata una differenza significativa nell'analisi della
diversita B. Il microbiota intestinale nei pazienti con DLBCL ha mostrato una relazione
evolutiva continua, che & progredita dal phylum, proteobacteria, al genere, Escherichia-
Shigella. La loro abbondanza era significativamente piu alta di quella del gruppo di controllo.
A livello di genere, Allisonella, lachnospira e Roseburia erano piu abbondanti nei pazienti con
DLBCL rispetto al gruppo di controllo. La previsione funzionale tramite PICRUSt ha indicato
che il metabolismo della tiamina e la biosintesi di fenilalanina, tirosina e triptofano erano
significativamente piu bassi nel gruppo DLBCL rispetto al gruppo di controllo.

Ilsecondo studio condotto da Lin et al.”® ha analizzato 35 pazienti affettida DLBCL all’esordio
e 20 controlli sani (HC, health control). Anche in questo caso non sono state riscontrate
differenze nella alfa diversita, mentre la diversita beta era significativamente diminuita. Il
Proteobacteria era dominante nel DLBCL, mentre la presenza di Bacteroidetes era
significativamente diminuita rispetto agli HC.



Infine, il terzo studio condotto da Yoon et al.’”, pubblicato nel 2023, ha valutato 199 pazienti,
sempre considerando DLBCL all’esordio. Un primo sequenziamento & stato eseguito su 158
pazienti e successivamente il sequenziamento shotgun dell'intero genoma su campioni
aggiuntivi, pari a 106. Sono stati confrontati i dati del microbioma dei pazienti con i dati dei
controlli sani. In questo studio, a differenza dei due precedenti, € emersa una diversita alfa
significativamente inferiore nei pazienti con DLBCL rispetto ai controlli sani. Nei pazienti
stata riscontrata un’abbondanza della famiglia Enterobacteriaceae appartenente al phylum
Proteobacteria rispetto ai controlli sani. | membri delle Enterobacteriaceae erano
significativamente arricchiti nei pazienti che avevano manifestato neutropenia febbrile e in
quelli che avevano manifestato recidiva o progressione. Questa abbondanza di
Enterobacteriaceae correlava anche a una PFS piu breve. | profili citochinici dei pazienti il cui
microbioma era arricchito con Enterobacteriaceae erano significativamente associati ai livelli
di interleuchina 6 e interferone gamma.

| dati da noi raccolti confermano la presenza di un profilo pro inflammatorio nei pazienti affetti
da DLBCL all’esordio rispetto al gruppo di controllo. Nei pazienti affetti da DLBCL, al baseline
e allEOQOT, & stata riscontrata un'abbondanza superiore di Proteobacteria e delle famiglie
Enterobacteriaceae e Streptococcaceae rispetto ai controlli. Sia nel lavoro di Ling et al che di
Sang et al veniva descritta un’abbondanza di proteobacteria nei pazienti affetti dalla patologia
ematologica rispetto al gruppo di controllo. | nostri risultati sono inoltre concordi con quando
descritto da Sang et al in merito alla maggior presenza di Enterobacteriaceae, se nello studio
pubblicato nel 2023 questa famiglia sembra essere associata allo sviluppo di neutropenia
febbrile e ad un peggiore outcome nel nostro lavoro questo non &€ emerso. Tuttavia €
necessario considerare che la scarsa numerosita del campione non consente valutazioni di
confronto statisticamente adeguate. Come presentato precedentemente l’assunzione di una
terapia antibiotica puo influenzare la composizione del microbiota intestinale. Al momento
non abbiamo dati relativi alla nostra popolazione in merito ad eventuali correlazioni fra le
terapie antibiotiche svolte in corso di trattamento ed eventuali modifiche del microbiota
intestinale. Esplorare tale aspetto potra essere utile al fine di distinguere le modifiche indotte
dalla chemioterapia stessa sulla popolazione microbica da quelle indotte dalle frequenti
terapie antimicrobiche di accompagnamento.

La relazione tra microbiota e neoplasia ematologica € complessa e influenzata da vari fattori;
tuttavia, sembra ormai evidente come la struttura del microbioma nel DLBCL sia influenzato e
influenzi a sua volta la malattia, lo stato di sorveglianza immunitaria del paziente, la risposta
alla terapia e gli effetti collaterali. Comprendere questi fattori e il loro impatto sara
fondamentale per lo sviluppo di strategie terapeutiche personalizzate. Sono tuttavia necessari
ulteriori studi per chiarire l'origine e il ruolo della disbiosi intestinale nella DLBCL e per
concretizzare la possibilita di intervenire sul microbiota con 'obiettivo di migliorare i tassi di
risposta al trattamento e aumentare i tassi di sopravvivenza dei pazienti.
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