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Abstract della tesi

Il trapianto di cellule staminali allogeniche (allo-HSCT) rappresenta la terapia piu efficace per le
neoplasie ematologiche, in primis le leucemie acute, grazie all’effetto graft-versus-leukemia (GVL)
che riduce il rischio di ricaduta, tuttavia ¢ gravato da morbilita e mortalita, secondarie alla tossicita
del regime di condizionamento, alle infezioni e soprattutto alla graft-versus-host-disease (GVHD).
La profilassi della GVHD mediante immunosoppressione ¢ un componente essenziale della
piattaforma trapiantologica e si basa sull’associazione tra inibitori della calcineurina, antimetaboliti
e T deplezione.

L’ATG/ATLG (Globulina anti-Timociti o Globulina anti-Linfociti T) ¢ una delle forme di T
deplezione in vivo piu utilizzate in Europa sulla base di studi randomizzati, che ne hanno dimostrato
I’efficace nel ridurre I’incidenza di GVHD acuta e soprattutto cronica, senza un aumento significativo
del rischio di ricaduta e di mortalita infettiva. Esistono tuttavia delle limitazioni nella trasportabilita
dei risultati di questi studi randomizzati alla popolazione attuale di real-life.

In primis, negli studi randomizzati sono scarsamente rappresentati i pazienti che ricevono un
condizionamento a ridotta intensita (RIC), ossia i pazienti pit anziani o con comorbilita.

La ricerca clinica del presente progetto si ¢ incentrata sull’analisi dei principali endpoints clinici dei
pazienti sottoposti a trapianto RIC che hanno ricevuto come profilassi antimetabolitatCNI+ATLG
presso il nostro centro.

L’altra “open question” sull’uso dell’ATLG ¢ la variabilita farmacocinetica e farmacodinamica
interpaziente, a parita di dose somministrata.

La ricerca di laboratorio presentata in questa tesi si ¢ incentrata sullo studio di fattori ricevente-
specifici in grado di influenzare 1’esposizione all’ATLG e il rischio individuale di GVHD. Ci si ¢
concentrati su metodiche di biopsia liquida, utilizzando come surrogato delle cellule tissutali le
vescicole extracellulari (EVs), in particolare le EVs CD31+, marker di derivazione endoteliale,
essendo I’endotelio il primo tessuto non ematopoietico esposto all’ATLG e la superficie attraverso cui
avviene la migrazione dei leucociti nelle fasi iniziali della GVHD.

English version

Allogeneic stem cell transplantation (allo-HSCT) is the most effective treatment for hematological
malignancies, primarily acute leukemias, thanks to the graft-versus-leukemia (GVL) effect, which
reduces the risk of relapse. However, it is associated with morbidity and mortality secondary to the
toxicity of the conditioning regimen, infections, and, above all, graft-versus-host disease (GVHD).
GVHD prophylaxis through immunosuppression is an essential component of the transplant platform
and is based on the combination of calcineurin inhibitors, antimetabolites, and T-cell depletion.
ATG/ATLG (anti-thymocyte globulin or anti-T-cell globulin) is one of the most widely used forms
of in vivo T-cell depletion in Europe, based on randomized studies that have demonstrated its
effectiveness in reducing the incidence of acute and, above all, chronic GVHD, without a significant
increase in the risk of relapse and infectious mortality. However, there are limitations in the
transferability of the results of these randomized studies to the current real-life population.

Firstly, patients receiving reduced-intensity conditioning (RIC), i.e., older patients or those with
comorbidities, are poorly represented in randomized studies.

The clinical research in this project focused on the analysis of the main clinical endpoints of patients
undergoing RIC transplantation who received antimetabolite+CNI+ATLG prophylaxis at our center.
The other “open question” regarding the use of ATLG is the interpatient pharmacokinetic and
pharmacodynamic variability, even when the same dose is administered.

The laboratory research presented in this thesis focused on the study of recipient-specific factors that
can influence ATLG exposure and individual risk of GVHD. The focus was on liquid biopsy methods,
using extracellular vesicles (EVs) as a surrogate for tissue cells, in particular CD31+ EVs, markers



of endothelial origin, since the endothelium is the first non-hematopoietic tissue exposed to ATLG
and the surface through which leukocyte migration occurs in the early stages of GVHD.



INTRODUZIONE
PREMESSE GENERALI

Il trapianto di cellule staminali allogeniche (allo-HSCT) rappresenta la terapia piu efficace per le
neoplasie ematologiche, in primis le leucemie acute, grazie all’effetto graft-versus-leukemia (GVL)
che riduce significativamente il rischio di ricaduta. La procedura trapiantologica, tuttavia, ¢ gravata
da un tasso non trascurabile di morbilita e mortalitd, dovuto alla tossicita del regime di
condizionamento, alle infezioni e soprattutto alla graft-versus-host-disease (GVHD).

La Graft-versus-host disease fu osservata inizialmente negli anni *60 in modelli murini di allo-HSCT,
e, non essendo ancora noto il sistema HLA, fu descritta come “secondary disease”. I topi esposti a
una dose letale di radiazioni e a successiva infusione di splenociti sviluppavano lesioni cutanee,
diarrea e malnutrizione grave fino alla morte.

Negli stessi anni Billingham! stabili i tre elementi fondamentali che portavano allo sviluppo della
“secondary disease’:

-L’infusione di un inoculo (graft) contenente cellule immunocompetenti;

-Una disparita immunologica tra il donatore (donor) e il ricevente (host);

-La somministrazione del graft a un ricevente immunosoppresso, quindi incapace di rigettare le
cellule del graft.

Ad oggi, dopo decenni di trapianto allogenico, questi concetti restano validi e abbiamo appreso che
la “disparita immunologica” tra il donatore e il ricevente risiede principalmente nei polimorfismi del
locus HLA (Human Leucocyte Antigen, alias MHC Major Histocompatibility Complex, di qui in poi
i termini HLA e MHC saranno usati come sinonimi).

IL SISTEMA HLA

Struttura e funzioni
Il sistema HLA ¢ un complesso di loci genici, caratteristico per ciascun individuo, sito sul braccio
corto del cromosoma 6 (6q) (Fig.1).
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In corrispondenza del locus HLA si trovano gli alleli, altamente polimorfi, che codificano le molecole
HLA di classe I (la catena alfa delle molecole HLA-A, HLA-B, HLA-C) e di classe II (catene alfa e
beta di HLA-DR, HLA-DQ, -DP), vedi oltre.

Le molecole HLA svolgono un ruolo cruciale nell’attivazione e nella modulazione della risposta
immunitaria cellulo-mediata, in quanto presentano i peptidi antigenici ai linfociti T. Ciascun clone
linfocitario T riconosce, attraverso il suo TCR (T cell receptor), lo specifico complesso peptide-MHC
mediante la corrispondenza tra le regioni ipervariabili del TCR, responsabili della specificita
antigenica, e gli specifici complessi peptide-MHC, e questa interazione ¢ il primo “segnale” che attiva
il linfocita (Fig. 2).
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Fig.2 Sinapsi immunologica tra il linfocita T (CD4+ o CD8+) e i complessi peptide-MHC espressi
dalle APC (antigen presenting cells).

L’interazione tra i complessi peptide-MHC e il TCR avviene a livello di una regione specifica delle
membrane cellulari, sinapsi immunologica, dove si concentrano altre proteine fondamentali per una
attivazione efficace, 1 co-recettori CD4+ e CDS8+, e le molecole di co-stimolazione (“secondo
segnale™), oltre a diversi recettori di citochine che modulano la polarizzazione e la differenziazione
del linfocita attivato nella direzione piu efficace a montare una risposta adeguata allo specifico
antigene incontrato (“terzo segnale”).

Nella prima di queste interazioni, i complessi peptide-MHC di classe I legano e attivano linfociti T
CD8+ citotossici, mentre i complessi peptide-MHC di classe II legano e attivano le sottoclassi di
linfociti T CD4+ “helper”.

La struttura tridimensionale delle molecole HLA e la loro espressione sui diversi citotipi cellulari ¢
funzionale a questa attivazione (Fig. 3).
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Fig. 3 Struttura delle molecole HLA

Le molecole HLA di classe I, HLA-A, HLA-B e HLA-C, sono espresse da tutte le cellule nucleate.
Esse sono costituite da una catena alfa (a sua volta composta da 3 domini Ig-like, a1, 02, 03) € una
catena beta che ¢ la beta2-microglobulina, legate non covalentemente. La beta2-microglobulina non
¢ polimorfa e non ¢ codificata dal locus HLA, di conseguenza solo le catene alfa per le molecole HLA
di classe I sono rilevanti per la compatibilita.

I segmenti N-terminali dei domini a1, o2 formano la tasca di legame per il peptide e quindi sono quelli
in cui si concentra il maggior polimorfismo (in particolare negli esoni 2 e 3). Le molecole HLA di
classe I legano preferenzialmente in questa tasca piccoli peptidi di 8-11 aa. A causa del polimorfismo
nella tasca di legame per il peptide molecole MHC diverse legano peptidi differenti.

Il dominio a3 ¢ conservato in tutte le molecole HLA I e costituisce la maggior parte del sito di legame
del CD8, a cui contribuisce anche la beta2-microglobulina e il dominio C-terminale non polimorfo di
0.

La molecola HLA di classe I completamente assemblata ¢ un complesso trimerico costituito dalla
catena alfa, dalla beta2-microglobulina e dal peptide. Il legame al peptide stabilizza le interazioni
delle due catene, pertanto solo le molecole legate al peptide vengono espresse sulla membrana
cellulare.

Le molecole HLA di classe I presentano peptidi che derivano dalla degradazione di proteine
citosoliche via ubiquitina-immunoproteasoma ai linfociti T CD8+ citotossici. I linfociti T CD8+
riconoscono il complesso peptide-MHC, in questo riconoscimento sono coinvolti sia i peptidi sia i
residui aa dell’MHC. Le molecole MHC di classe I esprimono principalmente proteine di derivazione
virale o da microbi intracellulari o di derivazione neoplastica, per attivare i linfociti T CD8+ ad
uccidere le cellule infettate da virus o neoplastiche. Coerentemente, sono espresse da tutte le cellule
perché qualsiasi cellula pud essere infettata da virus o diventare neoplastica. Tuttavia, oltre alle
proteine di derivazione patogena o neoplastica, qualsiasi proteina che si trova nel citosol e viene
ubiquitinata e degradata nel proteasoma, incluse le proteine self o quelle derivanti dalla fagocitosi di
altre cellule (cross presentation), pud entrare nella via di presentazione della classe I e attivare una
risposta T citotossica.

Su ciascun cromosoma 6, materno e paterno, sono presenti 3 loci per le catene alfa delle molecole
HLA, 1 per HLA-A, 1 per HLA-B e 1 per HLA-C.

Ciascuno individuo quindi possiede 6 tipi di molecole HLA di classe I, 3 di derivazione paterna e 3
di derivazione materna e le esprime tutte perché ¢ una espressione co-dominante (per aumentare la
gamma di peptidi antigenici che puo legare).

La maggior parte degli individui ¢ ETEROZIGOTE per HLA di classe I e quindi esprime 6 DIVERSE
molecole HLA di classe I.



Le molecole MHC o HLA di classe II sono invece costituite da 2 catene polipeptidiche di dimensioni
simili, alfa e beta, entrambe codificate nel locus HLA ed entrambe polimorfe, anche se il maggior
grado di polimorfismo si concentra nella catena beta, soprattutto per HLA-DR.

Ciascuna catena ¢ a sua volta costituita da 2 domini Ig-like (4 in tutto), al e B1 si trovano all’N-
terminale, formano la tasca di legame per il peptide e sono le regioni in cui si concentra il maggior
polimorfismo (esone 2).

a2 e 32 sono piu vicini alla membrana e (come il segmento a3 e la beta-2 microglobulina delle MHC
di classe I) non sono altamente polimorfi e formano la regione di legame per il CD4.

La molecola MHC di classe II completamente assemblata ¢ un complesso trimerico costituito dalla
catena alfa, dalla catena beta e dal peptide legato (16-30 aa). Anche in questo caso, come per la classe
I, Pespressione sulla membrana cellulare richiede il legame del peptide.

Le molecole MHC di classe II sono fisiologicamente espresse dalle cellule APC (antigen presenting
cells) professionali: cellule dendritiche, macrofagi e linfociti B; sono inoltre espresse dalle cellule
epiteliali timiche nel corso della maturazione dei timociti e (nell’'uomo) dalle cellule endoteliali.
L’espressione in membrana delle molecole MHC di classe II puo, inoltre, essere indotta anche su
cellule non APC professionali, in condizioni inflammatorie, da parte delle citochine quali IFN-gamma
e TNF-alfa.

Le molecole MHC di classe II legano peptidi che derivano da proteine extracellulari che vengono
endocitate e degradate nei fagolisosomi.

Ciascuno individuo possiede su ciascun cromosoma 6: un gene DP-A che codifica per la catena alfa
di DP e un gene DP-B che codifica per la catena beta di DP; un gene funzionale per DQ-A che codifica
per la catena alfa di DQ e un gene funzionale DQ-B che codifica per la catena beta di DQ; un gene
per DR-A che codifica per la catena alfa di DR e uno o piu geni funzionali beta che codificano per la
catena beta di DR.

Quindi, ammesso che sia eterozigote che ¢ cio che accade nella maggior parte dei casi, ogni individuo
esprime per I’HLA di classe II:

-2 molecole DP (1 materna e 1 paterna)

-2 molecole DQ (1 materna e 1 paterna)

-2 0 3 0 4 molecole DR (1 o 2 materna e 1 o 2 paterna)

Quindi in tutto ogni individuo esprime 6 molecole per la classe I (in ciascuna cellula) e da 6 a 8 per
la classe II (raramente di piu se ci sono loci DRB funzionanti in piu).

Come fa un individuo con 14 molecole MHC a legare tutti i possibili peptidi antigenici che puo
incontrare?

La spiegazione ¢ che una singola molecola MHC puo legare piu peptidi diversi che rispettano le
dimensioni e le caratteristiche elettrostatiche utili al legame nella sua tasca ma il linfocita T riconosce
un solo complesso peptide-MHC e questo conferisce la specificita della risposta.

Le interazioni sinora descritte tra i complessi peptide-MHC e i TCR sono la base immunologica
delle dei due aspetti fondamentali del trapianto allogenico:
» GRAFT VERUS LEUKEMIA: reazione, benefica, dei linfociti T del donatore nei
confronti delle cellule leucemiche (o linfomatose/mielomatose) del ricevente;
> GRAFT VERSUS HOST DISEASE: reazione, dannosa, dei linfociti T del donatore nei
confronti delle cellule sane non-self del ricevente, la cosiddetta "secondary disease”
descritta da Billingham.



Studi successivi hanno dimostrato che tutte le cellule del sistema immunitario, innato e adattativo,
sono coinvolte nella GVHD, oltre alle APC e ai linfociti T, tuttavia questo modello patogenetico
semplificato resta valido per spiegare il dato clinico che il principale fattore di rischio della GVHD ¢
la disparita immunologica (HLA-mediata) tra il donatore ¢ il ricevente.

Il livello di compatibilita HLA tra donatore e ricevente rimane il singolo fattore di rischio piu
importante per lo sviluppo della GVHD.

Pertanto, la prima e fondamentale misura di profilassi della GVHD ¢ la scelta di un donatore
HLA-compatibile.

Ereditarieta, tipizzazione e matching nella scelta del donatore

I principali alleli del sistema HLA (-A, -B, -C, -DR, -DQ) sono ereditati “in blocco” per linkage-
disequilibrium (che rende altamente improbabile il crossing over tra i loci materni e paterni) e
costituiscono 1’aplotipo HLA. Ciascun individuo eredita 2 aplotipi HLA, uno da ciascuno da un
genitore: 1 sul cromosoma 6 di origine paterna e 1 sul cromosoma 6 di origine materna (Fig.4).
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Fig. 4 Ereditarieta degli aplotipi HLA

L’ereditarieta dell’aplotipo segue la genetica “mendeliana”, pertanto la probabilita che un individuo
condivida entrambi gli aplotipi con uno dei fratelli ¢ del 25% per ogni fratello, che in tal caso si
definisce “HLA-identico”.

Nel caso in cui i due fratelli abbiano ereditato 1 aplotipo uguale e 1 aplotipo differente dai genitori
vengono definiti “Aplo-identici”’; nel caso invece abbiano ereditato entrambi gli aplotipi differenti
sono “HLA-incompatibili”.

I fratelli HLA-identici e aplo-identici del paziente sono potenziali donatori.

I genitori e 1 figli biologici condividono (salvo crossing-over) un solo aplotipo e vengono definiti
“Aplo-identici”, e sono anch’essi potenziali donatori.?



1l trapianto da donatore aploidentico non sara oggetto successivo di questa trattazione, in quanto la
profilassi presso il nostro centro (e nel resto d’Europa) viene eseguita con la Ciclofosfamide post e
non con ATLG.

E’ possibile e frequente avere dei donatori HLA-compatibili al di fuori della famiglia, poiché gli alleli
del sistema HLA sono polimorfici nella popolazione ma le varianti, sebbene numerose, non sono
infinite, pertanto vi € una consistente probabilita di avere gli stessi alleli su entrambi i loci con un
individuo non imparentato. Tale principio ¢ alla base della ricerca e dell’utilizzo di donatori non
consanguinei, iscritti ai registri nazionali e internazionali (IBMDR in Italia).

I1 trapianto da donatore non consanguineo ¢ aumentato esponenzialmente dalla creazione dei registri
e ad oggi 1 donatori non familiari rappresentano la tipologia piu frequentemente utilizzata nella pratica
trapiantologica, almeno in Italia e in Europa.

I loci chiave da includere nel processo di tipizzazione e matching sono HLA-A, HLA-B, HLA-C
(classe I, catena alfa) e HLA-DRBI1 (classe II, catena beta), e opzionalmente HLA-DQB1 e HLA-
DPBI.

Fino alla meta degli anni 90, la tipizzazione sierologica era la principale metodica di tipizzazione
tissutale (match antigenico). Con I’avvento delle tecniche di biologia molecolare (PCR, polymerase
chain reaction), ¢ stata introdotta la tipizzazione allelica a livello di DNA, consentendo di apprezzare
un grado di polimorfismo assai maggiore di quello inizialmente evidenziato dalla sierologia.’

Il polimorfismo nucleotidico degli alleli HLA ¢ concentrato nelle regioni ipervariabili (HVRs,
Hypervariable regions), principalmente gli esoni 2, 3 e 4 della classe I e gli esoni 2 e 3 della classe
II, che codificano per le regioni di legame al peptide antigenico e ai co-recettori CD4-CDS8 (vedi
sopra). Pertanto, la tipizzazione basata sulla PCR, si focalizza principalmente su questi esoni.

La tipizzazione ad alta risoluzione (NGS, next generation sequencing) dei loci HLA ha consentito di
migliorare ulteriormente la definizione nella caratterizzazione dei polimorfismi e nella valutazione
della compatibilita tra donatore e ricevente. L’NGS consente di sequenziare le intere regioni
codificanti e non dell’HLA, il che ¢ essenziale per il miglior matching HLA e la minimizzazione del
rischio di GVHD.

Ad oggi quindi, la tipizzazione “ad alta risoluzione” del donatore e del ricevente si basa su metodiche
di NGS.

In caso di donatori familiari (MRD, Matched Related Donor o MSD, Matched Sibling Donor),
viene condiviso I’aplotipo parentale, che comprende HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-
DQBI1, HLA-DPBI, salvo rari fenomeni di ricombinazione (che vengono esclusi tramite lo studio
della compatibilita), pertanto, i fratelli HLA-identici sono compatibili 8/8, 10/10, 12/12.

Al contrario, i donatori non consanguinei (MUD, Matched Unrelated Donor), sono definiti HLA-
compatibili se condividono gli stessi alleli ai 4 loci principali, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1
e sono pertanto HLA-identici 8/8.

Nella maggior parte dei casi, i match 8/8 sono anche 10/10, cio¢ condividono anche I’allele HLA-
DQBI, per il forte linkage disequilibrium (LD) tra la regione del’HLA-DR e quella del’HLA-DQ.
Al contrario, il LD ¢ molto piu debole per la regione HLA-DP (i.e. i fenomeni di crossing over a
livello del -DP sono molto piu frequenti nella genetica di popolazione), pertanto la maggior parte dei
donatori HLA-identici (8/8 e anche 10/10) presentano mismatch in -DP.

Recenti evidenze di letteratura hanno evidenziato il contributo del mismatch in -DP alla GVL e alla
GVHD.*



La probabilita di trovare un donatore HLA-matched 10/10 da registro varia a seconda dei gruppi
etnici, da oltre il 75% per i caucasici a meno del 30% per altri gruppi etnici quali gli afro-americani.’
In assenza di un donatore MSD o MUD HLA-identico, un donatore con un singolo mismatch ¢ una
valida alternativa, in tal caso viene definito MMUD (MisMatched Unrelated Donor), associata
tuttavia a un maggior rischio di non relapse mortality (NRM) dovuto alla maggiore incidenza di
GVHD e delle terapie immunosoppressive (IS) necessarie per contrastarla.

E’ un dato consolidato in letteratura che, con la profilassi standard della GVHD (vedi oltre), ogni
mismatch ai loci HLA-A, HLA-B, HLA-C ¢ HLA-DRB1 aumenta il rischio di mortalita non da
ricaduta (NRM, non relapse mortality) di circa il 10%.°

Il mismatch in HLA-DQ ha minore impatto sulla sopravvivenza’, pertanto ¢ da preferire in assenza
di un donatore HLA compatibile 10/10.

IMMUNOSOPPRESSIONE FARMACOLOGICA
INIBITORI DELLA CALCINEURINA E ANTIMETABOLITI

I primi 200 trapianti, eseguiti sugli esseri umani negli anni ‘60, senza conoscenza
dell’istocompatibilita e senza immunosoppressione, si rivelarono un fallimento, tutti i trapiantati
morirono di infezioni, graft failure, GVHD o ricaduta della leucemia.®

Diversi gruppi di ricercatori si concentrarono, negli anni 70, sullo studio di modelli animali di
trapianto (piu complessi dei topi inbred studiati inizialmente), nel tentativo di comprendere e superare
gli ostacoli incontrati nel trasportare il trapianto dal laboratorio agli esseri umani. Il gruppo di Seattle,
in particolare, si concentro sullo studio dei cani, che condividono con gli esseri umani la maggiore
eterogeneita genetica e alcune malattie ematologiche.’

Gli studi di quegli anni dimostrarono che i cani che ricevevano il trapianto da un donatore DLA-
matched (dog leukocyte antigen), in base alle tecniche di istocompatibilita allora disponibili,
sopravvivevano significativamente piu a lungo dei mismatched, dimostrando I’importanza
fondamentale del matching sia per 1’attecchimento (prevenzione della graft rejection) che per la
prevenzione della GVHD letale.'”

Tuttavia, anche in caso di matching tra donatore e ricevente, la GVHD rimaneva una complicanza
potenzialmente fatale, che necessitava di ulteriori interventi prima di riportare il trapianto nel setting
clinico. Queste osservazioni stimolarono la ricerca di farmaci in grado di controllare la GVHD, il piu
promettente dei quali, nei modelli canini, si dimostro il Metotrexato!!, dapprima come agente singolo,
e successivamente in associazione alla Ciclosporina.'!-?

Sulla scorta di queste evidenze sul modello animale, un lavoro seminale di Storb del 1986 dimostro
la superiorita della combinazione Ciclosporinat+Metotrexato vs solo Metotrexato nel prevenire la
GVHD in pazienti trapiantati da donatori familiari HLA-identici e utilizzando midollo osseo come
fonte.'?

La combinazione Ciclosporina + Metotrexato ¢ diventata da allora il back-bone standard nella
profilassi della GVHD.

Il Metotrexato (MTX) ¢ un antimetabolita che interferisce con la replicazione cellulare. Il preciso
meccanismo con cui il MTX previene la GVHD non ¢ completamente noto; ¢ probabile che sia
correlato alla sua azione di inibizione della replicazione cellulare dei linfociti T attivati (alloreattivi)
che, essendo cellule rapidamente proliferanti, sono particolarmente sensibili all’azione
antireplicativa.



La Ciclosporina (CSA) e il Tacrolimus (FK506, vedi oltre), sono inibitori della calcineurina. La
calcineurina ¢ una fosfatasi calcio/calmodulina-dipendente che fa parte della via a di segnalazione a
valle del TCR. Dopo I’attivazione del TCR, la calcineurina attiva il fattore di trascrizione NFAT,
mediante defosforilazione, ed NFAT trasloca nel nucleo dove up-regola 1’espressione dell’IL-2 che
stimola la proliferazione e la differenziazione dei linfociti T.

Negli anni *90-2000 sono stati condotti due studi randomizzati di fase III di confronto tra CSA+MTX
e FK+MTX, come profilassi della GVHD nel trapianto da donatori familiari HLA-identici e
matched/mismatched unrelated (MUD/MMUD), rispettivamente.'>!4

Entrambi gli studi hanno riportato una riduzione dell’incidenza di GVHD acuta (grado II-IV) con
I’'uso del Tacrolimus rispetto alla Ciclosporina, senza tuttavia un guadagno netto in termini di
sopravvivenza e senza impatto significativo sulla GVHD cronica.

Successivi dati retrospettivi hanno confermato la sostanziale equivalenza dei due CNI sulla profilassi
della GVHD.

Le Linee Guida's del’European Bone Marrow Transplantation society (EBMT), pubblicate nel
2024, raccomandano che i pazienti che ricevono un trapianto allogenico da donatore MRD o
MUD debbano ricevere come profilassi un inibitore della calcineurina in associazione
all’antimetabolita, lasciando la scelta tra Tacrolimus e Ciclosporina all’esperienza del centro.
La combinazione Ciclosporina+Metotrexato rimane la piu utilizzata in Europa, soprattutto
dopo un condizionamento mieloablativo, mentre I’associazione Tacrolimus+Metotrexato ¢ la
piu utilizzata negli Stati Uniti.

E’ importante sottolineare che i1 suddetti studi sulla profilassi della GVHD sono stati condotti su
pazienti che ricevevano un condizionamento mieloablativo e midollo osseo come fonte di cellule
staminali.

Nelle ultime 2 decadi importanti novita sono state introdotte nella pratica clinica
trapiantologica rispetto al modello iniziale di trapianto di midollo osseo da donatore familiare
HLA-identico e con condizionamento mieloablativo:

-L’utilizzo di cellule staminali mobilizzate nel sangue periferico con il G-CSF come fonte
(PBSC)

-Il crescente impiego di donatori NON familiari

-L’estensione della trapiantabilita a pazienti piu anziani, resa possibile dall’avvento dei regimi
di condizionamento a “Intensita ridotta” (RIC) e/o non mieloablativi (NMA) che differiscono
dai tradizionali condizionamenti mieloablativi (MAC) per ’utilizzo di farmaci chemioterapici
e radiazioni a dosaggio inferiore (Busulfano <=8 mg/kg, Melfalan <=140 mg/mq, TBI <=8 Gy
in dosi frazionate).!

A parita di profilassi della GVHD (CNI+antimetabolita), I’impiego di donatore non familiare e 1’'uso
delle periferiche come fonte ha portato a un aumento dell’incidenza di GVHD acuta e soprattutto
cronica, rispetto al midollo osseo da fratello HLA-identico.!”

Questa osservazione ha stimolato la ricerca di una profilassi piu efficace della GVHD acuta e cronica,
che non avesse tuttavia un impatto negativo sulla GVL e quindi sulla ricaduta della neoplasia
ematologica.



Classicamente, il regime di condizionamento, ossia la radio/chemioterapia somministrata al paziente
prima dell’infusione del graft, ha un duplice obiettivo:

-Mieloablazione: eliminazione della neoplasia ematologica e delle cellule emopoietiche (sane) del
ricevente, per trattare la leucemia e “fare spazio” nelle nicchie midollari al midollo del donatore;
-Immunoablazione: soppressione del sistema immunitario del ricevente, per prevenire la “host versus
graft” ossia il rigetto delle cellule del donatore da parte dei linfociti del ricevente.

Studi successivi hanno dimostrato che per ottenere la mieloablazione non ¢ necessario utilizzare
farmaci radio/chemioterapici a dosaggio massimale in quanto la successiva reazione del graft-
versus-host ¢ in grado di eliminare I’emopoiesi eventualmente residua del ricevente, rendendo di
fatto il trapianto “mieloablativo” in seconda istanza, dopo un periodo di transitoria coesistenza tra
I’emopoiesi del donatore e quella del ricevente (chimerismo misto).

Inoltre, I’efficacia delle DLI (donor lymphocyte infusion) nel trattamento della ricaduta post trapianto
(con un efficacia malattia-specifica, maggiore per la Leucemia Mieloide Cronica e la Mielofibrosi,
minore per le Leucemie acute e i Linfomi aggressivi) e I’evidenza che la GVHD cronica si associa
invariabilmente a una riduzione dell’incidenza di ricaduta, in tutte le patologie neoplastiche, ha
dimostrato clinicamente che la superiore efficacia del trapianto risiede nella Graft versus
Leukemia/Linfoma ossia 1’azione di “immunosorveglianza” del sistema immunitario, linfociti in
primis, del donatore nei confronti delle cellule neoplastiche residue o riemergenti del ricevente.
Queste osservazioni hanno incentivato la sperimentazione di regimi di preparazione al trapianto “a
ridotta intensita, RIC”, basati sull’uso di farmaci a dosaggio inferiore e con proprieta immunoablative
(Fludarabina, TBI a dose ridotta, Busulfano a dose ridotta, Treosulfano)'®!®, che potessero essere
somministrati anche a pazienti piu anziani senza 1’eccessiva tossicita del regime di condizionamento
standard che risulta eccessivamente tossico (tossicita epatica, renale, polmonare, mucosale) nei
pazienti con eta >55-60 anni e/o con comorbilita.

I regimi “RIC” hanno I’obiettivo di trattare (sebbene non in maniera eradicante) la patologia di base
e soprattutto di fornire una sufficiente immunoablazione per garantire 1’attecchimento e consentire
I’instaurarsi della graft versus leukemia (GVL) come trattamento anti-neoplastico principale.
Diversi studi retrospettivi hanno dimostrato che i regimi meno intensivi si associano ad una inferiore
transplant-related-mortality (TRM) ma ad un maggior rischio di ricaduta, rispetto ai MAC classici,
risultando in una analoga sopravvivenza globale (OS).'%%

La scelta del regime di condizionamento ¢ ad oggi una decisione “tailored” sul singolo paziente,
bilanciando il rischio di ricaduta e il rischio di NRM.2!-2

Poiché con 'uso dei RIC, I’efficacia del trapianto risiede essenzialmente nella GVL, la profilassi
della GVHD deve essere mirata a bilanciare il rischio di una immunosoppressione insufficiente che
esiti in GVHD e il rischio di una immunosoppressione eccessiva con aumentato rischio di ricaduta.

T DEPLEZIONE IN VIVO: ATG/ATLG

L’introduzione delle PBSC come fonte di cellule staminali ha determinato un accorciamento del
periodo della citopenia e una minore incidenza di graft failure, a scapito di una aumentata incidenza
di GVHD acuta e soprattutto cronica, nei pazienti che ricevono come profilassi CNI+antimetabolita.
Queste proprieta delle PBSC rispetto al midollo osseo derivano innanzitutto dalla composizione
differente, in particolare le PBSC contengono circa 1 log in piu di linfociti T rispetto al midollo osseo.



I linfociti T svolgano un ruolo chiave sia nell’attecchimento, per eliminazione dell’emopoiesi residua
del ricevente (nei condizionamenti RIC), sia nella GVHD, di cui sono i principali effettori, spiegando
almeno in parte le diversita del trapianto da PBSC e da midollo.

Considerata la diversa composizione delle due fonti, ¢ intuitivo comprendere perché le strategie
impiegate per ridurre il rischio di GVHD associato alle PBSC siano state primariamente strategie di
T deplezione, ex vivo (non affrontate in questo lavoro) e in vivo.

Le due forme di T deplezione in vivo piu studiate e applicate nella pratica clinica sono la
ciclofosfamide post trapianto (PT-CY) e la ATG/ATLG (Globulina anti-Timociti o Globulina
anti-Linfociti T).

La Ciclofosfamide (CY) post trapianto ¢ stata introdotta con la classica “piattaforma di Baltimora”
(Luznik 2008) nel trapianto da donatore familiare aploidentico e prevede somministrazione di CY
50 mg/kg ai giorni +3 e +4 dopo I’infusione, in associazione a Tacrolimus e MMF a partire dal +5.
La CY agisce come farmaco antiproliferativo sui linfociti T attivati, rappresentati principalmente dai
subsets allo-reattivi nei giorni immediatamente successivi all’infusione del graft, risparmiando le
cellule staminali.??

I risultati soddisfacenti ottenuti con I’aploidentico hanno portato a un crescente utilizzo della
piattaforma di Baltimora anche nel setting del donatore MUD e MMUD, soprattutto in U.S.A. dove
’utilizzo dell’ATG/ATLG non si ¢ mai particolarmente diffuso e I’aggiunta della PT-CY alla duplice
profilassi con CNI e antimetabolita ha ridotto I’incidenza di GVHD acuta e cronica rispetto al solo
CNI+antimetabolita.>*

Le principali tossicita della PT-CY sono la cistite emorragica e la cardiotossicita che, sebbene rara,
puo rappresentare un effetto avverso significativo, soprattutto nei pazienti anziani €/o con preesistente
comorbilita.

L’ATG/ATLG ¢ un siero polivalente, costituito da anticorpi a diversa specificita antigenica e in
composizione variabile, ottenuto immunizzando I’animale (il coniglio) con timociti umani (ATG) o
linee cellulari T (Jurkatt, ATLG).

Il meccanismo di azione dell’ATLG, ancora non del tutto chiarito, ¢ attribuito principalmente a una
deplezione dei linfociti T sia del ricevente (fase pre-trapianto, attivita anti graft failure) sia del
donatore (fase post trapianto, attivita anti-GVHD).?

I target degli anticorpi contenuti nel siero ATG/ATLG sono tuttavia molteplici e includono antigeni
espressi anche dai linfociti B, dalle cellule APC e delle cellule endoteliali. Alcuni di questi antigeni
sono le molecole di costimolazione (CD80, CD86) e le integrine (LFA-1, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-
3, LFA-4, a4B7). Sulla base di queste interazioni e di studi di laboratorio su modelli preclinici, si
ritiene che, oltre alla T deplezione, all’attivita anti-GVHD dell’ATG/ATLG contribuiscano: la
deplezione dei linfociti B, ’inibizione della formazione delle sinapsi immunologiche tra APC e
cellule T e I’inibizione della migrazione dei leucociti attraverso 1’endotelio.?®

L’aggiunta dell’ATG/ATLG al “backbone” CNI+antimetabolita ¢ stata testata in diversi studi
randomizzati (Finke 2009, Walker 2015, Kroeger 2016, Soiffer 2017), che hanno confrontato la
triplice profilassi allo standard di CNI+antimetabolita, in pazienti trapiantati da donatore familiare
HLA-identico (Kroeger 2016) o MUD HLA-identico o MUD/MMUD.?6:27:28.29

Complessivamente tutti questi studi hanno dimostrato la superiorita della profilassi con ATLG nel
prevenire la GVHD acuta e soprattutto la GVHD cronica, senza un aumento significativo del rischio



di ricaduta e senza modificare significativamente la sopravvivenza globale, determinando un
guadagno netto in termini di Graft Relapse Free Survival (GRFS).

Sulla scorta di queste evidenze, le Linee Guida sulla profilassi (Lancet 2024)!5 raccomandano
I’uso della ATG/ATLG nei pazienti che ricevono un donatore familiare matched o un donatore
volontario matched o con un mismatch in aggiunta al back-bone CNI+antimetabolita. Nel
setting MUD/MMUD la PT-CY ¢ una valida alternativa.

Il lavoro si concentrera sull’ATLG, facendo riferimento alla PT-CY unicamente come
comparatore presente in letteratura nella discussione dei risultati.

Esistono tuttavia delle limitazioni nella trasportabilita dei risultati di questi studi randomizzati alla
popolazione attuale di real-life.

In primo luogo, negli studi randomizzati sono scarsamente rappresentati i pazienti che ricevono
un condizionamento a ridotta intensita (RIC)—>assenti nei lavori di Finke/Soiffer/Kroeger, solo
il 33% nel trial di Walker; pazienti che stanno diventando sempre pit numerosi.

In merito alla profilassi della GVHD nei pazienti trapiantati con condizionento RIC/NMA, le Linee
Guida'® (Lancet 2024) raccomandano che i pazienti dovrebbero ricevere una profilassi con inibitore
della calcineurina e antimetabolita. L’antimetabolita di scelta in questo setting ¢ il Micofenolato
Mofetile (MMF). Tale preferenza rispetto al MTX deriva dagli iniziali protocolli di
condizionamento/profilassi dei trapianti NMA/RIC e dalla pratica clinica che ne ¢ seguita; non ci
sono tuttavia evidenze dirette di comparazione MMF vs MTX nel setting NMA/RIC.

Per quanto riguarda 1’aggiunta di una T deplezione nel setting del trapianto RIC non ci sono
raccomandazioni forti e il timore iniziale degli esperti era un aumento dell’incidenza di ricaduta della
neoplasia ematologica a causa di una eccessiva T deplezione. D’altra parte la GVHD ¢ piu frequente
nei pazienti anziani e/o con comorbilita, che rappresentano la popolazione a cui vengono destinati i
condizionamenti RIC, e ha un impatto negativo significativo sia sulla sopravvivenza che sulla qualita
di vita post trapianto. Da questa esigenza clinica nasce la necessita di testare 1’aggiunta di una T
deplezione alla combinazione CNI+antimetabolita nel trapianto RIC, che ¢ diventata oggetto di
recenti studi clinici*®*! ed & un campo in espansione.

La ricerca clinica del presente progetto si ¢ incentrata sull’analisi dei principali endpoints clinici
dei pazienti sottoposti a trapianto condizionato con regime a ridotta intensita che hanno
ricevuto come profilassi antimetabolita+CNI+ATLG presso il nostro centro.

In secondo luogo, i diversi studi sull’ATG differiscono per preparazione utilizzata (ATG Thymo vs
ATLG Grafalon), dose totale e schedula di somministrazione; non vi ¢ quindi ad oggi una “Posologia”
ottimale dell’ATLG, che negli studi clinici varia tra 30 mg/kg totali e 60 mg/kg totali per ATLG
Grafalon (utilizzata nel presente lavoro come preparazione) ¢ 2.5 mg/kg — 7.5 mg/kg (fino a 10 nei
lavori piu datati) per ATG Thymo.

La dose totale di ATG/ATLG somministrata ¢ di rilevanza clinica in quanto dosi piu alte sono state
associate a una maggior tasso di infezioni e mortalita infettiva post trapianto.>?

E’ stato inoltre dimostrato che non ¢ la dose sola a influire sul tasso di infezioni e la mortalita infettiva
post trapianto, bensi 1’interazione tra la dose totale somministrata e la conta linfocitaria assoluta nel
primo giorno della somministrazione (ALC). * Essendo i linfociti il principale target dell’ATG, i
pazienti con ALC inferiori verosimilmente legano meno ATG e ne rimane una quota libera maggiore



nel post trapianto che ritarda ’immunoricostituzione e aumenta la morbilita e la mortalita infettiva.
Pazienti con ALC inferiore dovrebbero quindi ricevere dosi di ATG inferiori.

Eleganti studi di farmacocinetica di popolazione hanno ulteriormente mostrato che, a parita di dose
totale somministrata, esiste una notevole variabilita interindividuale nell’esposizione al farmaco
(misurata in termini di livelli a giorni stabiliti e AUC), parzialmente imputabile all’ALC, e che questa
¢ a sua volta correlata all’outcome clinico finale; pazienti con AUC piu elevata hanno un minor rischio
di sviluppare GVHD acuta e cronica e una maggiore incidenza di PTLD EBV+.3233

Gli studi di farmacocinetica e farmacodinamica hanno inoltre evidenziato che I’AUC dell’ATG prima
e dopo I’infusione del graft hanno un impatto diverso sugli outcome clinici, in particolare un AUC
dell’ATG maggiore PRIMA dell’inoculo si associa a una minore incidenza di GVHD acuta (grado 2-
4, grado 3-4) e cronica, mentre una AUC dell’ATG maggiore DOPO I’inoculo comporta un ritardo
nell’immunoricostituzione (alias un numero inferiore di T CD4+ entro il day +100) che a sua volta si
traduce in maggiore mortalita infettiva (e da ricaduta nelle neoplasie mieloidi) e ridotta
sopravvivenza.**®

Poiché una AUC maggiore nel pre-trapianto aumenta la protezione nei confronti della GVHD
senza impattare negativamente sulla ricostituzione immunologica, la schedula del nostro
centro, mutuata dalle esperienze pediatriche, ¢ basata su una somministrazione piu precoce
dell’ATLG rispetto ai trial randomizzati: dal giorno -6 al giorno -2.

Dal momento che nel pre-trapianto non vi sono cellule del donatore, viene da chiedersi quali fattori
ricevente-specifici determinino una diversa AUC del’ATLG nel pre-trapianto. Considerata
I’eterogeneita di legame del siero policlonale, ¢ improbabile che I’ ALC sia I’unico determinante della
variabilita dell’ AUC pre-trapianto.

La ricerca biologica di questo progetto di dottorato ¢ stata pertanto incentrata
sull’identificazione di potenziali fattori ricevente specifici che contribuissero al rischio di
GVHD e all’esposizione al’ATLG, con particolare riferimento allo studio di fattori di
derivazione endoteliale, essendo I’endotelio il primo “organo” del ricevente con cui PATLG
infusa entra in contatto, ed essendo noto che nel siero policlonale ATLG vi sono anticorpi in
grado di legare la superficie endoteliale.



STUDIO CLINICO: ATLG come T deplezione aggiuntiva a
CNI+antimetabolita nei trapianti RIC/NMA

PREMESSE

La profilassi migliore della GVHD per 1 pazienti che ricevono un condizionamento a ridotta intensita
non ¢ standardizzata e I’uso della duplice combinazione CNI+antimetabolita si associa a un tasso non
trascurabile di GVHD acuta e cronica.

I pazienti sottoposti a trapianto con condizionamento RIC sono poco rappresentati all’interno dei trial
randomizzati con ATG/ATLG e dati derivanti da studi retrospettivi € non randomizzati hanno
riportato risultati contrastanti sull’impatto dell’ATLG/ATG nei RIC, influenzati anche dalla dose e
dalla preparazione utilizzata. Basse dosi (5 mg/kg di ATG Thymo) non sono state associate a un
aumento del rischio di ricaduta, a fronte di un beneficio nella riduzione della GVHD acuta severa.>®
Viceversa, una T deplezione piu profonda con ATG a dosi maggiori o Alemtuzumab ¢ stata associata
ad un aumento del rischio di ricaduta e a una inferiore DFS.?” Sulla base della revisione dei dati
disponibili, una consensus di esperti (Bonifazi et al 2020) ha concluso che “In reduced intensity or
nonmyeloablative conditioning regimens, ATG/ATLG was deemed appropriate to reduce the
incidence of acute and chronic GvHD, but a higher risk of relapse should be taken into account.””®
Presso il nostro centro, I’'uso di ATLG (Grafalon, Neovii) alla dose di 30 mg/kg ¢ incorporato nella
profilassi standard dei pazienti che ricevono un condizionamento RIC e PBSC come fonte.
L’obiettivo principale di questo lavoro ¢ analizzare retrospettivamente gli outcome clinici rilevanti
dei pazienti trattati con questa schedula.

METODI

Disegno dello studio e criteri di inclusione

In questo studio retrospettivo monocentrico sono stati inclusi pazienti sottoposti a trapianto allogenico
tra il 2019 e il 2024 presso ’'UOC Trapianto e Terapie Cellulari in Ematologia dell’IRCCS AOU
Sant’Orsola di Bologna, con condizionamento a ridotta intensita (RIC).

La definizione di RIC ¢ stata basata sui criteri standard (Bacigalupo et al 2009), in base ai quali ¢
stato considerato a ridotta intensita un regime a base di Busulfano a dose < 8 mg/kg ev e/o TBI < 8
Gy a dosi frazionate e/o Melfalan < 140 mg/mq.

Altri criteri di inclusione sono stati:

-Pazienti adulti (>=18 anni) affetti da neoplasie ematologiche (escluse le malattie non neoplastiche);

-Uso di cellule staminali mobilizzate nel sangue periferico come fonte (PBSC);

-Donatore familiare HLA-identico (8/8, 10/10) o matched unrelated (8/8, ai loci -A, -B, -C, -DRBI)

o mismatch unrelated (7/8 ai loci -A, -B, -C, -DRB1);

-Profilassi della GVHD basata sulla triplice combinazione di inibitore della calcineurina (ciclosporina
o tacrolimus) + antimetabolita (Metotrexato o Micofenolato) + ATLG (Grafalon).



La schedula di Metotrexato usata in associazione ai RIC presso il nostro centro ¢ la seguente: 10
mg/mq al giorno +1, 8 mg/mq ai giorni +3 e +6. [l MMF ¢ stato somministrato alla dose di 10-15
mg/kg ogni 8 ore fino al +30. Il dosaggio della CSA ¢ stato modulato in base ai livelli plasmatici.

L’ATLG ¢ stata somministrata alla dose totale di 30 mg/kg, suddivisi in 5 somministrazioni da
6 mg/kg/die dal giorno -6 al giorno -2 rispetto all’infusione del graft, ciascuna della durata di
12 ore (infusione endovenosa).

Data collection, endpoints e analisi statistica

I dati sono stati raccolti retrospettivamente dalle cartelle cliniche scannerizzate relative al ricovero
per il trapianto allogenico, nelle quali ¢ riportata ’anamnesi ematologica, lo stato di malattia al
momento del trapianto, la tipizzazione HLA ad alta risoluzione del ricevente e del donatore, i dati
salienti del donatore (gruppo sanguigno, eta, CMV status, genere), il regime di condizionamento, lo
schema di profilassi della GVHD, Ia lettera di dimissione contenente i1 dati di engraftment e le
complicanze precoci.

Per D’aggiornamento relativo allo sviluppo della GVHD acuta e/o cronica, la ricaduta e la
sopravvivenza globale ¢ stata consultata la relazione di visita di Day Hospital/Ambulatorio,
aggiornata all’ultimo accesso del paziente.

L’endpoint primario ¢ stata I’incidenza cumulativa di GVHD acuta e cronica.

In dettaglio:

-Incidenza cumulativa di GVHD acuta di grado II-IV e di grado III-IV a 100 giorni e a 1 anno
dal trapianto

-Incidenza cumulativa di GVHD cronica e GVHD cronica moderata-severa a 1 anno e 2 anni
dal trapianto

La GVHD acuta ¢ stata gradata secondo i criteri del Consorzio MAGIC (Harris 2016).%

La GVHD cronica ¢ stata classificata secondo i criteri NIH 2015.4°

Gli endpoint secondari analizzati sono stati:

-Incidenza cumulativa di ricaduta della malattia ematologica di base (CIR, cumulative incidence

of relapse) e Non relapse mortality (NRM) definita come morte in assenza di ricaduta della
malattia ematologica a 1 anno e 2 anni;

-La sopravvivenza libera da ricaduta (Relapse Free Survival, RFS) definita come I’intervallo di tempo
tra il trapianto e I’evento ricaduta della neoplasia ematologica di base o morte, qualunque degli eventi
si verificasse prima;

-La sopravvivenza globale (Overall Survival, OS), definita come I’intervallo di tempo tra il trapianto
e ’evento morte;

-La GFRS definita come la sopravvivenza libera da ricaduta, GVHD acuta di grado III-IV, GVHD
cronica con necessita di immunosoppressione.

La RFS, la OS e la GRFS sono state stimate con lo stimatore di Kaplan-Meier.

Le incidenze cumulative di GVHD acuta e cronica, di ricaduta e la non relapse mortality sono state
stimate con il test di incidenza cumulativa con eventi competitivi (pacchetto CMPRSK di R),
considerando la ricaduta come evento competitivo per la non relapse mortality e viceversa e



considerando come eventi competitivi per la GVHD (sia acuta che cronica) la ricaduta e la morte. Le
analisi sono state condotte con Easy R.

RISULTATI

Sono stati analizzati 121 pazienti, sottoposti a trapianto di cellule staminali allogeniche presso
I’IRCCS AOU Sant’Orsola di Bologna tra il 2019 e il 2024, che avessero ricevuto un
condizionamento a ridotta intensita (RIC) e una triplice profilassi della GVHD contenente
CNI+antimetabolita (metotrexato o micofenolato) e ATLG.

Nella tabella sottostante (Tab. 1) sono riassunte le caratteristiche della popolazione.

L’eta mediana ¢ stata di 63 anni (IQR 56-67), il 62.8% dei riceventi era di sesso maschile.

Il1 47.1% dei pazienti aveva un Sorror basso (0-2) ed ha ricevuto un condizionamento a ridotta
intensita per eta e/o diagnosi di Linfoma.

La diagnosi piu frequente era la Leucemia Acuta Mieloide (48%), seguita dai Linfomi (21.5%) e
dalle Sindromi Mieloproliferative Croniche (16.5%), diagnosi meno frequenti le Sindromi
Mielodisplastiche (7.4%) e la Leucemia Linfoblastica Acuta (6.6%).

Tra i pazienti con LAM (N=58), 7 (12%) avevano un rischio ELN2017 favorevole e sono stati
trapiantati per MRD positivita, 19 (32.8%) avevano un rischio ELN2017 intermedio e 28 (48.3%) un
rischio ELN2017 sfavorevole, nei rimanenti 4 non era valutabile; 40 (69%) erano in I remissione
morfologica completa (CR1) al momento del trapianto, 4 (6.9%) in II remissione morfologica
completa (CR2) e 14 (24.1%) non erano in remissione (>5% blasti). I pazienti con LAL erano in CR1
(5/8) o CR2 (3/8). I pazienti con SMD sono stati trapiantati upfront, con o senza Azacitidina-bridge,
ed erano in malattia stabile al momento del trapianto. I pazienti con MPN erano in I fase cronica
(15/20) o in fase accelerata (5/20). I pazienti con Linfoma erano affetti da Linfoma T (9/26, 4 in CR1,
e 5 in CR2) o Linfoma di Hodgkin (5/26, 2 PR, 3 CR>2), Leucemia Linfatica Cronica (4/26) ad alto
rischio, Linfomi Non Hodgkin B in remissione successiva alla seconda.

Tutti 1 pazienti hanno ricevuto come fonte di cellule staminali allogeniche le periferiche (PBSC). 11
donatore ¢ stato un donatore volontario da registro nella maggior parte dei casi, matched unrelated
(MUD, ai loci -A, -B, -C, -DR) nel 63.6% dei casi, e MMUD (1 incompatibilita ai loci -A, -B, -C, -
DR) nel 29.8% dei casi; solo il 6.6% dei pazienti ha ricevuto le PBSC da un fratello HLA-identico.
L’eta mediana dei donatori ¢ stata di 28 anni e il 12.4% dei pazienti ha ricevuto un mismatch di genere
sfavorevole (donatrice femmina in ricevente maschio).

I1 48% dei pazienti ha ricevuto un condizionamento a base di Busulfano 6.4 mg/kg, il 20.7% un
condizionamento a base di Treosulfano 30 g/mq e il 21.4% un condizionamento con Tiotepa-
Fludarabina-Ciclofosfamide (Corradini et al). Quest’ultimo ¢ stato impiegato nei pazienti con
diagnosi di Linfoma.

La maggior parte dei pazienti ha ricevuto come CNI la Ciclosporina (95.1%), in associazione al
Metotrexato (68.7%) o al Micofenolato (26.4%).



Tab.1

Caratteristiche della popolazione Numero totale di pazienti
N=121
Eta, mediana (range min-max) 63 (20-72)
Sesso, n (%)
.M 76 (62.8)
- F 45 (37.2)
Diagnosi
- LAM 58 (48)
- LAL 8 (6.6)
- SMD 9 (7.4)
- SMC 20 (16.5)
- Linfoma 26 (21.5)
HCT-CI (Sorror), n (%)
- 0-2 57 (47.1)
- 23 62 (51.2)
- Missing 2 (1.7)
N. linee terapeutiche pre-, mediana (range min-
max) 1(0-8)
Tipo di donatore, n (%)
- Familiare HLA identico 8 (6.6)
- Unrelated 113 (93.4)
MUD 8/8 77 (63.6)
MMUD 7/8 36 (29.8)
Eta del donatore, mediana (range min-max) 28 (18-65)
Donatrice femmina in ricevente maschio 15 (12.4)

Condizionamento

- TT-Bu2-Flu 58 (48)
- Treo-Flu 25 (20.7)
- TT-CY-Flu 26 (21.4)
- Other 12 (9.9)
Profilassi GVHD
- CSA+MTX+ATLG 83 (68.7)
- CSA+MMF+ATLG 32 (26.4)
- FK+MMF+ATLG 5@4.1)
- FK+MTX+ATLG 1(0.8)

Abbreviazioni: LAM (Leucemia Acuta Mieloide), LAL (Leucemia Acuta Linfoblastica), SMD (Sindrome Mielodisplastica),
SMC (Sindrome Mieloproliferativa Cronica), HCT-CI (Hematopoietic Cell Transplantation-specific Comorbidity Index),
MUD (Matched Unrelated Donor), MMUD (Mismatched Unrelated Donor), TT-Bu2-Flu (Tiotepa-Busulfano-
Fludarabina), Treo-Flu (Treosulfano-Fludarabina), TT-CY-Flu (Tiotepa-Ciclofosfamide-Fludarabina), CSA (Ciclosporina),
MTX (Metotrexato), MMF (Micofenolato mofetile), FK (Tacrolimus).




GVHD ACUTA

A un follow-up mediano di circa 16 mesi (447 giorni), 47 pazienti (38.8%) hanno
sviluppato GVHD acuta (aGVHD) di qualsiasi grado, 35 pazienti (28.9%) hanno avuto
GVHD acuta di grado II-IV e 10 (8.3%) di grado III-IV.La GVHD acuta ¢

insorta a una mediana di 35 giorni (95% C.1. 29-42).

L’incidenza cumulativa (C.I.) stimata di GVHD acuta a 100 giorni é del 27% (95% C.I.
20%-35%) per il grado II-IV e 6% (95% C.1. 3%-12%) per il grado III-IV; a 1 anno
29% (95% C.1. 21%-37%) per il grado II-IV e dell’8% (95% C.1. 4%-14%) per il grado
[I-1V (Fig. 5A e B).
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Fig. 5 B : Incidenza cumulativa di GVHD acuta di grado llI-IV

L’incidenza cumulativa di GVHD acuta di grado II-IV ¢ risultata significativamente
piu alta nei pazienti con donatore 7/8 vs 8/8, a 100 giorni 50% (95% C.1. 33-65%)
vs 20% (95% C.1. 12-30%) (Gray test, p=0.001, Fig. 5C); tuttavia se si considerano solo
i gradi piu severi III-1V la differenza non ¢ statisticamente significativa, a 100 giorni 8%
(95% C.1. 2-20%) per 1 pazienti con donatore MMUD 7/8 vs 6% (95% C.1. 2-12%) per
1 donatori MUD 8/8 (Gray test p=0.486).
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GVHD CRONICA

Al follow-up mediano, 33 pazienti (27.3%) hanno sviluppato una GVHD cronica (c
GVHD) e 24 (19.8%) una cGVHD moderata-severa (secondo i criteri NIH 2015).

La GVHD cronica si ¢ manifestata a una mediana di 176 giorni (95% C.I. 110-216).
L’incidenza cumulativa stimata di GVHD cronica di qualsiasi grado ¢ del 27% (95%
C.I. 19%-36%) a 1 anno e del 29% (95% C.1. 21%-38%) a 2 anni (Fig. 6 A); con una
incidenza maggiore nei pazienti con donatore 7/8, a 1 anno 34% (95% C.1. 19-50%) vs
24% (95% C.1. 15-34%), sebbene non statisticamente significativa (Gray test, p=0.089).
L’incidenza cumulativa di GVHD cronica moderata-severa ¢ del 20% (95% C.1. 13%-
28%) a1 anno e del 22% (95% C.1. 14%-30%) a 2 anni (Fig. 6 B), con una incidenza
maggiore nei pazienti con donatore 7/8, a 1 anno 29% (95% C.1. 15-44%) vs 16% (95%



C.I. 9-25%, p=0.084).
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Fig. 6A : Incidenza cumulativa di GVHD cronica di qualsiasi grado
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Fig. 6B: Incidenza cumulativa di GVHD cronica moderata-severa

RICADUTA E NON RELAPSE MORTALITY

Al follow up mediano si sono verificati 28 eventi di ricaduta (23.1%) e 15 morti non da
ricaduta (12.4%). Tra i 28 ricaduti, 15 erano affetti da LAM, di cui 8 con malattia
refrattaria al trapianto (6 in CR1, 1 in CR2).

L’incidenza di ricaduta ¢ stata del 22% (95% C.I. 15%-30%) a 1 anno e del 25% (95%
C.I. 17%-34%) a 2 anni. La Non relapse mortality ¢ stata del 12% (95% C.1. 7%-
19%) a 1 anno e del 14% (95% C.1. 9%-21%) a 2 anni, senza differenze significative
in base al tipo di donatore (Fig. 7).
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Fig. 7: Incidenza cumulativa di ricaduta (curva nera) e NRM (curva rossa)

RELAPSE FREE SURVIVAL E OVERALL SURVIVAL

Al follow-up mediano, 35 pazienti sono morti (28.9%), 20 a causa della ricaduta della
neoplasia ematologica di base (13 LAM, 1 LMMC in fase accelerata, 1 LMC in fase blastica,
1 MF in fase accelerata, 2 LAL, 2 Linfomi); le morti non da ricaduta sono state causate nella
maggior parte dei casi da infezioni, solo 3 pazienti sono morti a causa della GVHD acuta di
grado 3-4 refrattaria ai trattamenti.

A un anno la RFS stimata ¢ del 66% (95% C.1. 56-74%) e 1a OS del 74% (95% C.I. 65-
82%); a 2 anni la RFS stimata ¢ del 61% (95% C.I. 51-70%) e 1la OS del 69% (95% C.1.
58-77%) (Fig. 8 ¢ 9).
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GRAFT FREE RELAPSE FREE SURVIVAL

A un anno la GFRS stimata ¢ del 46.8% (95% C.1. 37.4%-55.6%) e a 2 anni ¢ del 43.8% (95%
C.I. 34-2%-53%) (Fig. 10).
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DISCUSSIONE

L’introduzione dei regimi di condizionamento a ridotta intensita ha permesso di
estendere la trapiantabilita a pazienti anziani e/o con comorbilita, per minore non
relapse mortality, a spese di un teorico aumento del rischio di ricaduta, confermato da
dati retrospettivi. La profilassi ottimale della GVHD nei pazienti candidati a
condizionamento RIC non ¢ standardizzata e il rischio di GVHD acuta e cronica che
richiedono immunosoppressione ¢ di particolare rilevanza in una popolazione di
pazienti, di base anziani e con maggiore fragilita.

La duplice combinazione di CNI+antimetabolita potrebbe non essere sufficiente,
soprattutto con I'uso crescente delle periferiche come fonte e in caso di donatori
alternativi.

Nel 2013 il BMT CTN (Blood and Marrow Transplant Clinical Trials Network) ha lanciato

uno studio clinico di fase 23 (BMT CTN 1203) di confronto tra 3 diverse strategie di
profilassi nei pazienti sottoposti a trapianto con condizionamento RIC: Ciclofosfamide
+ Tacrolimus + Micofenolato vs Tacrolimus + Bortezomib + Metotrexato vs
Tacrolimus + Metotrexato + Maraviroc. Il trial ha dimostrato la superiorita della
combinazione Ciclofosfamide + Tacrolimus + Micofenolato in termini di GRFS
(GVHD-free relapse-free survival), pertanto questa tripletta ¢ stata scelta come braccio
di confronto rispetto allo standard di Tacrolimus + Metotrexato in un trial di fase III
(BMT CTN 1703) recentemente pubblicato sul NEJM (Bolanos 2023).%!

In questo studio, pazienti adulti affetti da neoplasia ematologica e sottoposti a trapianto
di PBSC allogeniche da donatore MRD o MUD o MMUD (7/8), con condizionamento
a ridotta intensita, sono stati randomizzati 1:1 a ricevere ciclofosfamide—tacrolimus—
micofenolato mofetil (braccio sperimentale) or tacrolimus—metotrexato (braccio
standard).

L’endpoint primario era la GRFS a 1 anno (sopravvivenza libera da GVHD acuta di
grado III-IV, GVHD cronica necessitante immunosoppressione, ricaduta della
neoplasia ematologica), ed ¢ risultato superiore nel braccio sperimentale (52.7% vs
34.9%).

I pazienti nel braccio sperimentale hanno avuto una minore incidenza di GVHD acuta
severa (al day 100 GVHD III-IV 6.3% con PT-CY vs 14.7% senza) o cronica (a 1 anno
21.9% con PT-CY vs 35.1% senza), e di conseguenza una maggiore sopravvivenza
libera da immunosoppressione a 1 anno dal trapianto.

Viceversa, non ci sono state differenze significative tra i due gruppi in termini di GVHD
acuta di grado II-IV a 100 giorni (52-54%), sopravvivenza globale (OS 72-77% a 1
anno) sopravvivenza libera da malattia (DFS 62-67% a 1 anno), ricaduta (CIR 20% a 1
anno), e non relapse mortality (NRM 12-17% a 1 anno) né in termini di engraftment.
Pur con i limiti di uno studio retrospettivo monocentrico e senza braccio di confronto e
con il bias di popolazioni in parte differenti, i nostri risultati comparano favorevolmente
con quelli del braccio sperimentale dello studio del NEJM.!

Nel nostro studio la GVHD acuta di grado II-IV a 100 giorni ¢ del 27%, inferiore a
quella riportata in letteratura, e di grado III-IV 6%, analoga a quella riportata in
letteratura con ['uso della PT-CY e inferiore a quella riportata usando
CNI+antimetabolita.



La GVHD cronica moderata severa a un anno ¢ del 20% ¢ globale del 27%, dati
paragonabili al braccio con PT-CY del lavoro di Bolanos e al braccio sperimentale
con ATG (Thymo 4.5 mg/kg) dello studio di Walker 2015 (22% a 1 anno)*.

I risultati sulla mortalita, 1’incidenza di ricaduta e la sopravvivenza appaiono
soddisfacenti con un’incidenza di ricaduta a 1 anno del 22%, una NRM a 1 anno del
12%, una RFS a 1 anno del 66% e una OS del 74%, del tutto in linea con il braccio
sperimentale di Bolanos 2023. In entrambi 1 lavori il 48% della popolazione era affetto
da Leucemia acuta Mieloide, nel nostro studio vi € una percentuale maggiore di pazienti
con Linfoma e una minore di pazienti con MDS. E’ inoltre importante sottolineare che
nella nostra popolazione il 30% dei pazienti ha ricevuto il graft da un donatore MMUD.
In questo sottogruppo I’incidenza cumulativa di GVHD acuta di grado II-IV a 100
giorni € del 50%, significativamente superiore a quella dei pazienti con donatore full
matched, non emergono invece differenze significative in termini di GVHD cronica
sebbene si conferma un trend di superiore incidenza di GVHD cronica e cronica
moderata-severa in caso di mismatch. Da questi ultimi risultati appare evidente come il
matching HLA sia un fattore di rischio importante per la GVHD utilizzando ATLG
come profilassi, ¢ da chiarire se nel setting del trapianto RIC valga lo stesso con PT-
CY. I dati del nostro studio, come quelli con PT-CY, supportano ’utilizzo di un terzo
agente, in associazione a CNI e antimetabolita, per la profilassi della GVHD nei
pazienti sottoposti a condizionamento RIC.

La scelta del terzo agente, tra PT-CY e ATLG, non ¢ al momento supportata da trial
clinici di confronto diretto e si basa sull’esperienza del centro e sulla presenza di
eventuali controindicazioni, in particolare il rischio di cardiotossicita associato alla
Ciclofosfamide. E’ in corso un trial clinico randomizzato (NCT04888741) di confronto
diretto di 3 differenti stretegie di profilassi della GVHD nei pazienti sottoposti a
trapianto con regime di condizionamento a ridotta intensita: ATG (Thymo 5 mg/kg) +
CSA + MMF vs PT-CY + CSA + MMF vs PT-CY + Sirolimus + MMF, 1 cui risultati
saranno fondamentali per le raccomandazioni future.



STUDIO BIOLOGICO: Identificazione di fattori biologici del

ricevente che contribuiscono alla diversa esposizione all’ATLG

PREMESSE

L’analisi di efficacia e sicurezza dell’ATG/ATLG nella profilassi della GVHD ¢ resa
piu complessa dalla eterogeneita delle formulazioni e delle schede posologiche
utilizzate nei differenti trial clinici e della diversa esposizione del singolo paziente al
farmaco, misurata mediante AUC, a parita di dose somministrata e schedula di
somministrazione.

Poiché ¢ noto da studi precedenti’*~> che una AUC maggiore nel pre-trapianto aumenta
la protezione nei confronti della GVHD senza impattare negativamente sulla

3435

ricostituzione immunologica, la schedula del nostro centro, mutuata dalle esperienze
pediatriche, ¢ basata su una somministrazione piu precoce dell’ATLG rispetto ai trial
randomizzati: dal giorno -6 al giorno -2.

Nella parte iniziale del lavoro del nostro gruppo (Storci et al 2023)*! ¢ stata verificata
la correlazione tra esposizione al farmaco in termini di AUC delle diverse
sottopopolazioni leucocitarie e outcome clinico, in termini di GVHD, usando la nostra
schedula e preparazione. E’ stato confermato che, anche alla posologia da noi utilizzata,
vi ¢ una correlazione tra I’AUC dell’ATLG e I’insorgenza della GVHD: pazienti con
esposizione maggiore al farmaco (AUC superiore, misurata come frazione specifica
legante le cellule CD45+, le CD45+CD3+ e le CD45+CD3+CD4+) hanno un minor
rischio di sviluppare GVHD. Questa correlazione tra esposizione ed outcome ¢ valida
sia considerando la AUC dal giorno -6 al +15 che facendo riferimento unicamente alla
fase pre-infusione, dal giorno -6 al giorno 0.

Il dato ¢ coerente con quanto riportato in letteratura.
Considerata I’eterogeneita di legame del siero policlonale, ¢ improbabile tuttavia che le
cellule leucocitarie e linfocitarie circolanti siano 1’unico determinante della variabilita
dell’AUC, soprattutto nella fase di condizionamento pre-trapianto in cui le cellule
circolanti sono estremamente scarse.

32,33

Pertanto, la ricerca che abbiamo condotto che costituisce il presente lavoro, ¢ stata
incentrata sull’identificazione di potenziali fattori ricevente-specifici che contribuissero
alla variabilita farmacocinetica individuale. E’ noto infatti che oltre 1 gia riconosciuti
target cellulari (e.g. i linfo/leucociti circolanti), sono da considerarsi impattanti la
biodisponibilita dell’ATG/ATLG anche altri target circolanti, primi fra tutti quelli di
derivazione endoteliale. Essendo noto che 1’endotelio il primo tessuto del ricevente con
cui I’ATLG infusa entra in contatto, e che nel siero policlonale ATLG vi sono anticorpi
in grado di legare la superficie endoteliale, abbiamo concentrato 1’attenzione sulle
popolazioni di vescicole extracellulari di derivazione primariamente endoteliale come
le vescicole extracellulari CD3 1+ per testare I’ipotesi che tali vescicole potessero agire
da “decoy” per ’ATLG. Abbiamo pertanto utilizzato una metodica di misurazione per
via citofluorimetrica delle vescicole CD31+, marker di derivazione endoteliale.*?



MATERIALI E METODI

Popolazione studiata e schedula di somministrazione

Sono stati arruolati pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali allogeniche presso
il Programma Trapianti e Terapie Cellulari Avanzate dell’IRCCS AOU di Bologna che
avessero ricevuto ATLG (Grafalon, Neovii) come parte della profilassi della GVHD,
di eta maggiore o uguale a 18 anni.

Tutti 1 pazienti hanno ricevuto PBSC come fonte, da donatore matched related, MUD
8/8 e MMUD 7/8, con condizionamento sia mieloablativo che RIC.

La schedula di somministrazione dell’ATLG ¢ stata la seguente, uguale per tutti i
pazienti: 30 mg/kg tot. divisi in 6 mg/kg/die, dal giorno -6 al giorno -2 rispetto
all’infusione del graft (giorno 0), con ciascuna infusione della durata di 12 ore.

I pazienti hanno fornito il consenso al prelievo dei campioni e alla raccolta dei dati in
forma  anonima. Lo studio ¢ registrato come  MET SCT 2018;
151/2018/Sper/AOUBO; NCT 03871269.

Misurazione delle vescicole CD31+ (marcatore endoteliale)

Sono stati raccolti campioni di siero al giorno -6, ossia prima dell’infusione della prima
dose di ATLG e all’inizio del condizionamento, e al giorno -1, ossia al termine
dell’ATLG e del condizionamento, rispetto all’infusione del graft (giorno 0).

Le vescicole sono state isolate mediante ultracentrifugazione e quantificate mediante
nanoparticles analyzer (nanosight).

Successivamente ¢ stata eseguita una analisi citofluorimetrica delle sottopopolazioni di
vescicole, immunofenotipicamente caratterizzate dall’espressione di proteine di
superficie indicative della cellula d’origine (CD31, PECAM-1, marcatore endoteliale).
E’ stata ricercata e quantificata mediante citofluorimetria la presenza di vescicole legate
all’ATLG, sia totali, sia CD31+.

Raccolta dei dati clinici e analisi statistica
E’ stata utilizzata la stessa metodologia descritta nel lavoro clinico (vedi sopra).

RISULTATI

Sono stati analizzati complessivamente 100 pazienti, comprendenti la coorte
esplorativa (n=23) dei pazienti in cui era stata studiata la farmacocinetica dell’ATLG
(Storci et al 2023).4!

Le caratteristiche demografiche, cliniche e trapiantologiche dei pazienti analizzati sono
riassunte nella tabella sottostante (Tab.2):

Tab. 2
Caratteristiche della popolazione Numero totale di pazienti
N=100
Eta, mediana (range) 55 (18-70)
Sesso, n (%)
M 56 (56)
F 44 (44)

Diagnosi



LAM 50 (50)
LAL 18 (18)
SMD 88
SMC Ph- 10 (10)
LMC 5 (5)
- Linfoma 9(9)
HCT-CI (Sorror), n (%)
0-2 50 (50)
>3 50 (50)
N. linee terapeutiche pre-, mediana (range)
1(0-7)
Tipo di donatore, n (%)
Familiare 7(7)
Unrelated 93 (93)
Compatibilita HLA, n (%)
- 8/8 69 (69)
7/8 31 (31)
10/10 65 (65)
9/10 32 (32)
8/10 303
Condizionamento, n (%)
MAC 50 (50)
- RIC 50 (50)
Profilassi GVHD
CSA+MTX+ATLG 77 (77)
CSA+MMF+ATLG 20 (20)
FK+MTX+ATLG 1(1)
FK+MMF+ATLG 2 (2
GVHD ACUTA

A un follow-up mediano di 21 mesi (range 1-39), la GVHD acuta di qualsiasi grado si
¢ manifestata nel 49% dei pazienti, la GVHD acuta di grado II-1V e III-1V nel 32% e
14% dei pazienti rispettivamente.

Il tempo mediano di insorgenza ¢ stato di 34 giorni dal trapianto (range 11-265).

La corrispondente incidenza cumulativa (C.I) stimata a 100 giorni ¢ risultata 41% (95%
C.I. 31-50%) per la GVHD acuta di qualsiasi grado e 27% (95% C.I. 19-36%) per la
GVHD acuta di grado II-IV e 10% (95% C.I. 5-17%) per il grado III-IV; a 1 anno la
C.I. stimata ¢ risultata 49% (95% C.I. 39-58%) per la GVHD acuta di qualsiasi grado,
32% (95% C.1. 23%-41%) per il grado II-IV, 14% (95% C.1. 8-21%) per il grado III-
IV.

La GVHD acuta di grado II-IV ¢ stata significativamente piu frequente nei pazienti con
donatore 7/8 (48.4% vs 24.6%, p=0.02), incidenza cumulativa di GVHD acuta II-IV a
100 giorni 42% (95% C.1. 25-58%) nei pazienti con donatore 7/8 vs 20% (95% C.I. 12-
30%) nei pazienti con donatore 8/8 (p=0.013) (Fig.11).
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Fig. 11: Incidenza cumulativa di GVHD acuta nei pazienti con donor 7/8 (curva nera)
vs 8/8 (curva rossa)

GVHD CRONICA

La GVHD cronica si ¢ verificata nel 29% dei pazienti, a un tempo mediano di 180 giorni
dal trapianto (range 53-665); il 25% dei pazienti ha avuto una GVHD cronica moderata-
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severa (grado 2-3 NIH 2015) e il 14% una GVHD severa (grado 3).

L’incidenza cumulativa stimata di GVHD cronica ¢ risultata del 24% (95% C.I. 16-
33%) a 1 anno, senza differenze significative in base al tipo di donatore (7/8 vs 8/8,
Gray test, p=0.148); la C.I. stimata di GVHD cronica moderata-severa 20% (95% C.1I.
13-29%) a 1 anno, senza differenze significative in base al tipo di donatore (7/8 vs 8/8,
Gray test, p=0.12).

EV CD31+ nei pazienti con e senza GVHD



Il dosaggio delle EVs totali al giorno -6 e -1 non ¢ risultato significativamente diverso
tra 1 pazienti che in seguito avrebbero sviluppato GVHD acuta (a GVHD) o meno (no
a GVHD). E’ invece emersa una differenza statisticamente significativa nel livello
mediano di vescicole esprimenti il CD3 1+ endoteliale.

EV CD31+ nei pazienti con e senza GVHD ACUTA

Nello specifico, le vescicole CD31+ al giorno -6, sono state analizzate in 97/100
campioni disponibili, 47 di pazienti che avrebbero sviluppato GVHD acuta (31 di grado
II-IV) e 50 di pazienti senza la complicanza.

I1 livello mediano ¢ risultato significativamente piu alto nei pazienti che hanno avuto in
seguito GVHD acuta (gruppo A) rispetto a coloro che non 1’hanno sviluppata (gruppo
B): EV CD31+ mediana 842/microL vs 372/microL (MW test, p=0.0001) Fig. 12 A
Analoga differenza ¢ emersa nei campioni del giorno -1: EV CD31+ mediana
851/microL. nel gruppo aGVHD vs 382/microL nel gruppo no aGVHD (MW test,
p=0.0005). Fig. 12 B
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La differenza rimane significativa anche se si considerano come gruppi i pazienti con
GVHD acuta di grado II-IV (gruppo C) vs i pazienti con GVHD acuta di grado 0-I
(gruppo D) con una mediana di EV CD31+ al giorno -6 di 880/microL nel gruppo C
(n=31 campioni) vs 532/microL nel gruppo D (n=66 campioni) (MW test, p=0.0037,
Fig. 12 C), e al giorno -1 di 851.5/microL nel gruppo C (n=30 campioni) vs
522/microL nel gruppo D (n=67 campioni) (MW test, p=0.0043, Fig. 12 D).

11 sottogruppo di pazienti con GVHD acuta di grado III-IV (n=14) presenta un numero
mediano di EV CD31+ di 769/microL.
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EV CD31+ nei pazienti con e senza GVHD CRONICA

Le vescicole CD31+ sono risultate significativamente piu alte anche nei pazienti che
hanno sviluppato in seguito GVHD cronica (cGVHD) rispetto a coloro che non I’hanno
sviluppata (no cGVHD), sia al giorno -6 con una mediana di EVs CD31+

di 880/microL cGVHD vs 596/microL no cGVHD (MW test, p=0.0240), Fig. 13 A



sia al giorno -1 con una mediana di EVs CD31+ di 1026/microL nel gruppo cGVHD
vs 544/microL nel gruppo no cGVHD (MW test, p=0.0023, Fig. 13 B).
Fig.13
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ANTICORRELAZIONE TRA ATLG LEGATO Al LEUCOCITI E ATLG LEGATO ALLE EVs

Nei 23 pazienti di cui era stata eseguita la farmacocinetica dell’ATLG ¢ stato analizzato
il livello di vescicole CD31+ leganti ’ATLG nei due gruppi di pazienti con e senza
GVHD (acuta e/o cronica).

E’ stato dimostrato che, in maniera opposta a ci0 che si ottiene con I’ATLG legato ai
leucociti (Storci et al 2023), ’ATLG legato alle EV CD31+ al giorno -1 ¢
significativamente piu alto in coloro che svilupperanno GVHD (MW test, p=0.0028)

(Fig. 14)
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Fig. 14: Numero di EVs CD31+ nei pazienti con GVHD e senza GVHD

Emerge inoltre una anti-correlazione tra il livello di ATLG legato alle vescicole CD31+
e quello legato ai linfociti CD3+ negli stessi pazienti (rs -0.48, p=0.019) (Fig.15).

2500
20004
1500 -

1000

ATLG+EV CD31+

500

0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000

AUC CD3+

Regressione lineare: Y = -0,5278*X + 1739

Fig. 15: Anticorrelazione tra ATLG legato alle EVs CD31+ e ATLG legato ai linfociti
CD3+



Quest’ultimo risultato suggerisce che le vescicole CD31+ possano agire come “decoy”
per I’ATLG, sottraendo una quota farmacologicamente attiva del siero.

DISCUSSIONE DEI RISULTATI

Nelle fasi iniziali della GVHD, il danno cellulare innescato dal regime di
condizionamento induce il rilascio di DAMPs (damage-associated molecular patterns)
da parte delle cellule del ricevente. I DAMPs e i PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns), rilasciati dai batteri che si trovano a contatto con le superfici
mucose, attivano le cellule dell’immunita innata che rilasciano ROS e citochine
inflammatorie, provocando il reclutamento delle cellule dell’immunita adattativa.

In questo processo cellule di derivazione emopoietica e non agiscono da APC per
attivare 1 linfociti T del donatore. L’endotelio, a sua volta, svolge un ruolo cruciale, in
quanto attraverso di esso avviene la migrazione delle cellule leucocitarie nei tessuti, e
sotto lo stimolo delle citochine inflammatorie, puo esprimere molecole MHC di classe
Il e agire da APC.#4

E’ noto da tempo che la disfunzione endoteliale ¢ alla base di complicanze precoci del
trapianto allogenico quali la SOS/VOD, la capillary leak syndrome, le microangiopatie
trombotiche associate al trapianto e il danno alveolare diffuso.*’

Studi piu recenti suggeriscono il coinvolgimento dell’endotelio anche nella graft versus
host disease.*® L’angiogenesi si manifesta precocemente negli organi target di GVHD,
prima ancora dell’infiltrazione da parte delle cellule immunitarie.*’

Nelle fasi piu tardive ¢ stata dimostrate una apoptosi delle cellule endoteliali nella
GVHD acuta cutanea*®e nei vasi della mucosa duodenale e colica in biopsie di pazienti
con GVHD acuta severa.®

Studi clinici hanno dimostrato che marcatori solubili di danno endoteliale come il
fattore di von Willembrand, la trombomodulina, 1’Angiopoietina-2 e Ile
“microparticelle” rilasciate dalle cellule endoteliali possono essere usati come
biomarcatori solubili durante la GVHD acuta.*6-°

Vi sono inoltre evidenze sperimentali che I’endotelio danneggiato rilascia una quantita
maggiore di vescicole rispetto all’endotelio fisiologico.”!

L’obiettivo del presente lavoro ¢ stato quello di valutare mediante “biopsia liquida”
basata sulla misurazione delle vescicole extracellulari, lo stato di “disfunzione”
dell’endotelio prima e dopo il regime di condizionamento ¢ la somministrazione
dell’ATLG, e la sua eventuale correlazione con la GVHD e il suo eventuale contributo
al legame all’ATLG e quindi alla sua biodisponibilita.

Nella casistica da noi analizzata, di 97 campioni prelevati a due differenti timepoints
su un totale di 100 pazienti, ¢ stato dimostrato che le vescicole CD31+ sono
significativamente piu alte gia al giorno -6, nei pazienti che in seguito svilupperanno
GVHD acuta e/o cronica. Tale dato si conferma analizzando le EVs CD31+ al giorno -
1, ossia al termine del condizionamento e della somministrazione dell’ATLG.

Questo risultato suggerisce che le EVs CD31+ siano biomarcatori di una maggiore
disfunzione/danno endoteliale che predispone alla GVHD e che ¢ gia presente nel



ricevente, prima ancora del danno indotto dal condizionamento e dell’infusione del
graft.

E’ inoltre emersa una interessante correlazione inversa tra la quota di ATLG legato alle
EV CD31+ e la quota di farmaco legante i linfociti CD3+ in un sottogruppo di 23
pazienti dei quali era stata misurata la farmacocinetica dell’ATLG, e I’impatto
sull’outcome GVHD. I pazienti che svilupperanno GVHD hanno una maggiore quantita
di ATLG legato alle EVs CD31+ e una minore quantita di ATLG legato ai linfociti
CD3+, suggerendo che le EVs CD31+ possano agire da “decoy” per I’ATLG e sottrarre
una quota farmacologicamente attiva del siero policlonale ai linfociti CD3+, target
principale, riducendone I’efficacia.

E’ ipotizzabile un modello patogenetico in cui i1 pazienti con maggiore disfunzione
endoteliale, al basale e dopo il regime di condizionamento, rilascino una maggiore
quantita di vescicole EVs CD31+, che sottraggono una maggiore quantita di ATLG, in
una popolazione di pazienti per s¢ a maggior rischio di GVHD per il maggior danno
endoteliale, come schematizzato nella figura sottostante (Fig.16).
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CONCLUSIONI

I1 trapianto di cellule staminali allogeniche (allo-HSCT) rappresenta la terapia piu
efficace per le neoplasie ematologiche, in primis le leucemie acute, grazie all’effetto
graft-versus-leukemia che riduce significativamente il rischio di ricaduta. La procedura
trapiantologica, tuttavia, ¢ gravata da un tasso non trascurabile di morbilita e mortalita,
dovuto alla tossicita del regime di condizionamento, alle infezioni e soprattutto alla
graft-versus-host-disease (GVHD).

I tradizionali schemi di preparazione mieloablativi si associano a una tossicita d’organo
eccessiva nella popolazione anziana (>55-60 anni), limitandone 1’uso negli anni. Le
crescenti evidenze accumulate nel tempo sull’importanza dell’effetto GVL
nell’eradicare la neoplasia, senza la necessita di una mielo-immunoablazione
farmacologica massimale, ha consentito 1’introduzione dei regimi di condizionamento
a ridotta intensita/ridotta tossicita che si sono dimostrati sufficientemente “safe” anche
in una popolazione di pazienti ultrasessantenni.

La profilassi migliore della GVHD per i pazienti che ricevono un condizionamento a
ridotta intensitd non ¢ standardizzata e 1’uso della duplice combinazione
CNI+antimetabolita si associa a un tasso non trascurabile di GVHD acuta e cronica.
Alcuni autori utilizzano la PT-CY, sulla scorta della piattaforma di Baltimora.

Presso 1 centri europei, incluso il nostro, ¢ utilizzata I’ATG/ATLG, sebbene i pazienti
sottoposti a trapianto con condizionamento RIC sono poco rappresentati all’interno dei
trial randomizzati con ATG/ATLG. Il nostro studio retrospettivo su 121 pazienti con
un follow-up mediano superiore a 1 anno e un’etd media di 63 anni, meta dei quali
affetti da Leucemia Acuta Mieloide, conferma che la combinazione ATLG + CNI +
antimetabolita ¢ una piattaforma di profilassi della GVHD associata a un favorevole
rapporto rischio/beneficio in termini di GVHD acuta e cronica e ricaduta della neoplasia
ematologica di base.

La dose da noi utilizzata ¢ di 30 mg/kg totali, piu bassa di quella dei trial randomizzati
sui donatori MUD, e mutuata dallo studio sui sibling (Kroeger, Bonifazi 2016), con una
schedula di somministrazione precoce, dal giorno -6 al giorno -2, per favorire
I’engraftment (attivita anti-linfociti T del ricevente), ridurre la GVHD e minimizzare
gli effetti deleteri di una ritardata immunoricostituzione, attribuibili principalmente alla
quota di siero farmacologicamente attivo che rimane nell’organismo del ricevente nelle
settimane successive all’infusione del graft.

Lo studio della farmacocinetica/farmacodinamica del’ATLG ¢ estremamente
complesso, sia per la metodica di misurazione della quota farmacologicamente attiva
sui leucociti/linfociti, sia per la presenza di anticorpi in grado di legare antigeni espressi
da cellule di derivazione non ematopoietica del ricevente.

La ricerca biologica del nostro lavoro ha dimostrato che I’ATLG ¢ in grado di legare
vescicole CD31+, marker endoteliale, presenti nel siero del ricevente all’inizio e al
termine dell’infusione (giorni -6 ¢ -1). Le EV CD31+ sono numericamente piu alte, in
maniera statisticamente significativa, nei pazienti che in seguito svilupperanno GHVD
acuta e/o cronica, suggerendo che uno stato pre-esistente di disfunzione endoteliale del
ricevente aumenti per s¢€ il rischio di GVHD, a parita di profilassi somministrata.



D’altra parte, il dato epidemiologico, che I’eta del ricevente si associa a un maggior
rischio di GVHD acuta e cronica, suggerisce che fattori non solo emopoietici e
indipendenti dal donatore e dalla composizione del graft, contribuiscano allo sviluppo
della complicanza. Le EVs CD31+ inoltre, legando I’ATLG, sottraggono una quota del
farmaco al suo target principale, riducendone la biodisponibilita proprio nei soggetti a
maggior rischio di sviluppo della complicanza.

Sebbene sia difficile standardizzare nella pratica clinica la misurazione delle vescicole
come biomarcatore di GVHD e proporre una personalizzazione della profilassi, questo
risultato biologico fornisce comunque un interessante e ulteriore spunto di ricerca sul
contributo del ricevente e dei tessuti non emopoietici all’innesco iniziale della graft
versus host disease.
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