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Trapianto di cellule staminali emopoietiche T-dep#&o da donatore familiare aploidentico nelle emo-
patie maligne dell'infanzia

Il trapianto allogenico di cellule staminali emogiiihe rappresenta il trattamento di scelta petenmatologie
oncoematologiche dell'infanzia e dell’'eta adultaittfivia, un donatore familiare HLA-identico & disfimle
solo in circa il 25% dei casi e spesso non é pidesdentificare in tempo utile un donatore volaianon con-
sanguineo nei registri internazionali dei donatariontari di midollo osseo. Proprio per questo mmtisono
state sviluppate nel corso degli anni strategipiargologiche alternative, basate sull'impiegoatitf di cellule
staminali emopoietiche differenti (come ad esembiangue placentare) o sull'impiego di donatorniizari
HLA-parzialmente compatibili. In particolare, questecondo approccio appare di rilevante interessgjanto
permette virtualmente di poter identificare un donadi cellule staminali emopoietiche per tuthazienti can-
didati ad un trapianto. Questo lavoro dimostra cdrivapianto di cellule staminali emopoietichesbngue peri-
ferico da donatore familiare HLA-parzialmente comilgibe, dopo procedura di T-deplezione, rappresant
valida opzione terapeutica per pazienti che netzwsidi un trapianto allogenico di cellule stamimahopoieti-
che ma che sono sprovvisti di un donatore familéar®n consanguineo HLA-compatibile.

T-depleted haploidentical hematopoietic stem ceftansplantation from related donor in pediatric
hematological malignancies

Allogeneic hemopoietic stem cells transplantatiepresents the most commonly used treatment for roany
coemathologic infant and adulthood pathologies. e\mv, a familiar HLA-identical donor is available énly
about 25% of cases and it is often impossible émtifly a voluntary non-consanguineous donor inittterna-
tional registers of bone marrow voluntary donors: #his reason, during these last few years altematrate-
gies have been developed, based on the use afediffieemopoietic stem cells sources (i.e. corddjlao on the
use of familiar HLA-partially matched donors. Inrpieular, this second approach seems to be intagbgtrele-
vant, virtually allowing to identify a hemopoietgtem cells donor for any patient needing a tramgplahe
present work shows how the hemopoietic stem aalissplantation of peripheral T-depleted blood frfamil-
iar HLA-partially matched donor represents a validrapeutic option for patients needing an allogetrans-
plantation, yet without an HLA-matched donor.
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Introduzione

Il trapianto di midollo osseo allogenico rappreseial momento attuale, la migliore terapia per @ilcu
pazienti selezionati (alto rischio alla diagnosi edsistenti) affetti da emopatie maligne, in atare
leucemie acute, leucemia mieloide cronica, linfermiielomi. Purtroppo, solo il 25% circa dei pazien-
ti candidati per il trapianto di midollo allogenidispone di un donatore familiare HLA identico e la
probabilita di identificare un donatore compatibilell’'ambito dei registri di donatori volontari var
dal 50-60% per i caucasici a meno per le etnie i C’'é poi il problema della ricerca che, per
pazienti con leucemia acuta diventa spesso indahitéd con le necessita di urgenza terapeutica del
paziente. Ne consegue che oltre la meta dei pazie@mtemopatie maligne di fatto non dispone di un
donatore compatibile nelllambito familiare o da ta(MUD). Per contro, spesso sono disponibili
familiari (genitori, fratelli, figli) incompatibiliper due o tre loci che potrebbero essere immedeia
te utilizzati come donatori. In passato, i tentadiwtilizzare, in pazienti leucemici, il midollosseo di
donatori aploidentici (2-3 loci incompatibili) sorstati non sempre soddisfacenti, a causa dell'&deva
incidenza diGraft Versus Host Diseag&vHD) grave dopo infusione di midollo osseo nomipala-
to o di rigetti dopo infusione di cellule midollgreventivamente depletate in T-linfociti per pnave
la GvHD [2-5] Queste alloreazioni sono in gran pantediatein vivo dai linfociti T, ma anche
I'alloreattivita delle celluleNatural Killer (NK) puo avere un ruolo nell’esito clinico dei tiapti in-
compatibili per un intero aplotipo [2]. In partiené, nel contesto di un trapianto incompatibile tper
loci, le cellule NK del donatore e/o del riceveptessono essere responsabili di tre situazioni:
1. Un potenziale effettgraft versus hosfuando il ricevente non esprime gli alleli MHCamno-
scibili dai recettori inibitori (KIR) delle cellul&lK del donatore.
2. Un potenziale effettdost versus grafinediato dalle cellule NK, quando il donatore nen e
sprime gli alleli MHC riconoscibili dai KIR delleetiule NK del ricevente.
3. Nessuna alloreattivitd NK quando gli allelismatchedlel donatore e del ricevente sono rico-
nosciuti dai KIR sia del donatore che del ricevente

Nella Figura 1 vengono sintetizzati, da un lat@tatata e I'importanza del trapianto aploiden-
tico, e dall’altro i principali problemi ad essorcelati.

Principali vantaggi e limiti del trapianto aploideiico
| principali vantaggi correlati a tale procedurapiantologica sono:

» Trattandosi di un familiare, il donatore e immediaénte disponibile, sia al momento del tra-
pianto, sia qualora si renda necessaria una seamzione a causa di un rigetto o di un
mancato attecchimento, oppure W@nor Lymphocyte InfusiofDLI) per una immunoterapia
di prevenzione della ricaduta di malattia [6].

* Sempre in quanto familiare, il donatore & altamemdé&vato.

* Rispetto alla ricerca del donatore nei Registrvaliontari, non esistono restrizioni di ti-
po razziale o etnico.

e Grazie all'elevato numero di possibili familiarilajglentici (genitori, fratelli, zii), c’é la pos-
sibilitd di selezionare il donatore piu idoneo,®®&o criteri che comprendono il sesso, l'eta,
la sierologia CMV, I'alloreattivita NK, la cellulda dopo mobilizzazione con G-CSF.

e | costi sono diminuiti [7].

Sino ai primi anni '90, il trapianto da donatordaagbentico e stato gravato da una considerevole per
centuale di insuccessi, a causa della elevatagnzal di grave GvHD acuta, causata dalle cellule T
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alloreattive del donatore [8-10]. La soluzione aesio problema sembrava poter essere la T-
deplezione dell'inoculo. Tuttavia, nei casi in eeniva effettuata tale procedura, il trapiantoltesta
essere gravato da un'aumentata occorrengeafti failure, ossia di fallimento del trapianto stesso. Cio
dipendeva dal rigetto delle cellule emopoietichiedbmatore da parte del sistema immunitario residuo
(in quanto resistente alla radio-chemioterapiarégime di condizionamento) del ricevenittoét Ver-
sus Graft ReactignrHvG), e da altri meccanismi, fra cui la competng tra le cellule staminali resi-
due dell’'ospite e quelle del donatore per le litaitaicchie disponibili nello stroma midollare dojpo
mieloablazione [8, 10-11]. Per ovviare a questailticonveniente e giungere all’attecchimento oggi s
utilizza con successo l'infusione di una megadoseitule staminali da sangue periferico del donato
re, dopo mobilizzazione con G-CSF, leucoafere®leztone delle cellule staminali CD34+. La dose
impiegata di routine & di almeno 10%1Rg di peso corporeo [8]. A sua volta, pero, I'irego della
megadose di cellule staminali, anche se di inodGuttepletato, espone potenzialmente a un maggior
rischio di GvHD, principalmente a causa di una aonbazione di cellule T. Tuttavia, i casi di
GvHD oltre il grado | sono risultati essere estremate rari, anche grazie alla AT@n(ti-
Thymocyte Globuline che, somministrata tra i giorni -5 e -2 dal feafio, contribuisce a ridur-
re sia la frequenza che la gravita della GvHD, @s@ndo un effetto citotossico contro i linfoci-
ti T del donatore [10]. E stato dimostrato che anth co-infusione di cellule staminali mesen-
chimali espansex vivoe efficace nel ridurre il rischio @jraft failure [12].

Un’ulteriore complicanza del trapianto aploident&gostituita dalla lenta ricostituzione immuneg ch
espone i pazienti al rischio di gravi morbiditai endrtalita per infezioni virali, fungine e opponiigti-

che per un periodo di tempo significativamente Ipiigo se confrontato con il trapianto da fratello
HLA-identico [7]. L’eliminazione fisica dei linfoti T maturi dal trapianto comporta che il ricevente
non possa beneficiare del trasferimento adottivbnilociti T della memoria, che, attraverso la loro
espansione periferica, rappresentano la principatezione dalle infezioni durante i primi mesi dop

il trapianto [13]. Questo stato di profonda immuabdienza si protrae per almeno 4-6 mesi dopo
il trapianto, al termine dei quali la ricostituz@nmmunitaria dei bambini riceventi un aplo-
HSCT Hematopoietic Stem Cell Transplamton differisce in modo sostanziale da quella dei
pazienti sottoposti a un allotrapianto da altri tipdonatore [13-16].

Un metodo promettente per favorire e velocizzargiistino dell'immunita specifica, anche se alta-
mente specializzato, consiste nel trasferimentdtig@dadi cloni cellulari T, specifici per i princii
patogeni (soprattutto CMV, EB\Aspergilluse Adenovirus) [7, 13, 15-18].

Infine, la T-deplezione comporta un aumentato isah ricaduta leucemica, a causa della perdita
dell'effetto GvL Graft Versus Leukemid7]. Con questo termine si intende I'azione @s#ica anti-
leucemica espressa da cloni di linfociti T CD4+[@282 del donatore, ad attivita ristretta per gliiant
geni HLA di classe | e Il; gli antigeni target peitbero essere antigeni minori del sistema di isteco
patibilita presenti sulle cellule leucemiche, maten neo-peptidi prodotti dalle traslocazioni cromo-
somiche o proteine glicosilate o fosforilate in meaa anomala. In realta, paradossalmente, studk cli
ci hanno mostrato che, specialmente nei paziefatitiofla leucemia mieloide acuta, il tasso di ria@id
era relativamente basso [19]. Cio e probabilmenteitd, come suggerito da recenti lavori, al sigatfivo
ruolo rivestito nell'effetto GvL da una diversa ptgzione cellulare, ossia le cellule NK [20-21].

L'alloreattivita NK

Le cellule NK, che appartengono al compartimentbihenunita innata, possono rivestire importanza
nellinduzione della GvL, essendo attivate da uefata o assente espressione di molecole HLA di
classe | sulla superficie cellulare. In questo mddaellule NK non sarebbero coinvolte nella génes
della GvH, non attaccando i tessuti con normaleessipne delle molecole HLA di classe |, ma solo
della GvL. In sintesi, quindi, le cellule NK sono grado di sopprimere le cellule anormali, rispar-
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miando al tempo stesso le cellule autologhe norrditti, gli alleli di classe | del ricevente neono

in grado di bloccare tutte le cellule NK del domate vengono cosi generati cloni NK alloreattiVii de
donatore, che uccidono cellule bersaglio dell'asdita cui le cellule leucemiche. Cio dimostra the
cellule NK sono responsabili dell'effetto GvL, eexga perché, nonostante la T-deplezione, il tagso d
recidiva dopo trapianto aploidentico si sia riveleglativamente basso.

La virtuale abrogazione della GvHD potrebbe ess@i@ conseguenza di un inefficiengaming di
(poche) cellule T alloreattive del donatore, consede all’'uccisione cellule NK-mediata delle cedlul
presentanti I'antigene (APC) del ricevente. In adoocon questo concetto, stuidi vitro hanno
dimostrato che proprio i cloni di cellule NK all@iive sono capaci di uccidere le cellule den-
dritiche (DC) monocito-derivate, sia immature chature.

Manipolazione delle cellule staminali

Il rischio di GvHD grave dipende dal grado di disggafra i complessi HLA del donatore e del rice-
vente e un’incidenza pari al 90% di GvHD di graticel IV e stata rilevata in pazienti riceventi tra-
pianti di midollo non manipolati da donatori faraifi con 3loci mismatcH22]. Le cellule T del dona-
tore giocano senza dubbio un ruolo maggiore nelianeda malattia del trapianto contro I'ospite in
tali situazioni e la deplezione di queste cellulé plunque effettivamente prevenire la comparsadai u
sintomatologia clinica. Diverse strategie sonoestaiindi utilizzate con lo scopo di minimizzare il
numero di cellule T del donatore, presenti nelitnajo:
1. deplezione diretta delle cellule T con agglutinagiai lectina di semi di soia vitro o con
anticorpi monoclonaiin vitro ein vivo;
2. selezione positiva di cellule progenitrici CD34-€5133+ commicrobeaddmmunomagnetici
in vitro, che include una deplezione indiretta di tuttiadfii tipi cellulari;
3. deplezione diretta delle cellule T caricrobeadsanti-CD3, in associazione con deplezione B
cellulare anticorpo-mediata (anti-CD20, Rituximabyivo, o conmicrobeadsCD19 [22].

Il numero di cellule T residue nel trapianto & dhseguenza cruciale. Esiste evidenza clinica che pe
sino valori molto bassi di cellule presenti nepteanto possa comportare la comparsa di gravi faime
GvHD in pazienti che non ricevano ulteriore immumressione farmacologica a seguito della pro-
cedura trapiantologica. Tuttavia, almeno in amipéadliatrico, sembra che un valore soglia di 0.2-
5.2x10 cellule T/kg non comporti un rischio significatidb GvHD [22)].

Attualmente, sono disponibili nuove tecniche dildejpne diretta delle cellule T e B, che permettono
un una co-trasfusione di elevati valori di cellMK vitali.

Scopo del lavoro

Diversi approcci sono stati sperimentati nel categli anni per risolvere i principali problemi dn u

trapianto da donatore HLA-parzialmente compatitsila, per permettere I'attecchimento del trapianto
[23], sia per prevenire la malattia del trapiamatco I'ospite (GvHD) per mezzo di una completa de-
plezione delle cellule Tn vitro e/oin vivo [24], sia per ridurre la mortalita correlata allegedura

trapiantologica (TRM), causata dagli intensi regdnicondizionamento e dal lento ripristinarsi della
popolazione T a seguito del trapianto [25]. In gafare, un protocollo che prevedeva l'infusione di
megadosi di cellule staminali dopo T-deplezionersiva (almeno 3 logaritmi di riduzione nel conte-
nuto di linfociti maturi CD3+), preceduta da unirag di condizionamento altamente mieloablativo e
immunosoppressivo, ed in assenza di immunosoppresgarmacologica quale profilassi della GvHD
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post-trapianto, si & dimostrato efficace nell’attenun attecchimento stabile del trapianto, edsopeavvi-
venza libera da malattia (EFS) ottimale in paziedtilti affetti da neoplasie ematologiche [10, 19].
L'esperienza in merito alla possibile applicazideétrapianto di cellule staminali emopoieticheddaatore
familiare aploidentico in pazienti pediatrici affeta emopatia maligna & estremamente limitatid4p,
Obiettivo del nostro studio € dimostrare come dptanto di cellule staminali emopoietiche T-
depletato da donatore familiare aploidentico pagkae, in termini di mortalita trapianto-corretat

di sopravvivenza libera da malattia, risultati @i renderlo una routinaria prospettiva terapeutica
tutti quei pazienti in cui non siano realizzabitiopedure trapiantologiche alternative. In particola
modo, é stato analizzato il ruolo di alcune impuatitaariabili associate al trapianto, che permetter
bero di migliorare a livello clinico I'esito dellarocedura.

Pazienti e metodi

Pazienti

Dal luglio 1999 al giugno 2010 settantadue paziéfiti maschi, 25 femmine) sono stati sottoposti a
trapianto aploidentico di cellule staminali periédie da donatore familiare HLA-parzialmente compa-
tibile presso I'Unita di Oncoematologia Pediatrifedla Fondazione IRCCS San Matteo di Pavia.

Il range per I'eta dei pazienti inclusi era compréa 0.2 e 24 anni, con un valore mediano di 5.ann

La coorte arruolata nello studio comprendeva 42epéizaffetti da LLA (58%), di cui 7, al momento
del trapianto, erano in prima remissione compl2@ain seconda e 15 presentavano malattia in stadio
avanzato; 21 pazienti avevano ricevuto il trapiaimt@eguito a diagnosi di LMA (29%) di cui 4

in prima remissione completa, 8 in seconda e &adise avanzato di malattia; infine, 9 pazienti
erano affetti da SMD (13%). Il trapianto aploideatidi cellule staminali emopoietiche rappre-
sentava per questi pazienti I'unica opzione cugtiv

Donatori, mobilizzazione delle cellule staminali@o raccolta

Sono stati impiegati come donatori 61 genitori (dri, 34 madri), 10 fratelli o sorelle e una zia.
L’eta dei donatori era compresa tra 17 e 51 anmiwca mediana di 36 anni. Nel 37% dei casi il dona-
tore era di sesso femminile e il ricevente maschilentre nel restante 63% dei casi sono state-utili
zate altre combinazioni. L'NK alloreattivita eraepente nel 57% delle coppie donatore/ricevente.

| donatori sono stati sottoposti a mobilizzazioedealcellule staminali periferiche mediante sommini
strazione sottocutanea di G-CSF alla posologidel3ug/kg per 4-5 giorni. La raccolta é stata ese-
guita in quarta e/o quinta giornata per mezzo dseparatore cellulare, eseguendo, a seconda della
necessita, una o piu leucoaferesi. Il numero mddicellule CD34+ e CD3+ infuse per Kg di peso
corporeo del ricevente & stato di 20%{f@nge 9-41) e 0.7xt@range 0.1-22), rispettivamente.

Schema terapeutico del condizionamento

Il regime di condizionamento ha previsto come aratnto mieloablativo I'impiego delkatal body
irradiation (TBI) o di farmaci mieloablativi come il busulfanibfreosulfano e il melphalan con speci-
fiche modificazioni a seconda del paziente, dell'etdella diagnosi. Sono stati associati ai presidi
farmacologici e radioterapici sopramenzionati digecombinazioni di chemioterapici, quali il thiote-
pa e la fludarabina (in 40 pazienti, associati aBd; in 9 pazienti, associati al treosulfano)hiotepa

e il melphalan (in 9 pazieni, 12% dei trapianti)thiotepa e la ciclofosfamide, la ciclofosfamidd e
melphalan associati al busuflfano (in 7 pazierfi®oldei trapianti) e altre combinazioni.
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Al fine di minimizzare il rischio di rigetto, sierantilinfocitario di coniglio (ATG) & stato sommini
strato a tutti i pazienti prima dell’allotrapiantdessun paziente é stato sottoposto a immunoseppres
sione farmacologica post-trapianto come profilafiai GvHD.

Monitoraggio e terapia antiinfettiva e valutaziorgel chimerismo

Tutti i pazienti hanno ricevuto terapia infusivatiafettiva di profilassi con ciprofloxacina (20
mg/kgMie perosin 2 somministrazioni giornaliere), ceftazidim®@img/kgdie per via endovenosa in
3 somministrazioni), acyclovir (30 mg/klié per via endovenosa in 3 somministrazioni giormajie
fluconazolo (6 mg/kglie per via endovenosa in un’unica somministrazionengiliera).

Quale profilassi della polmonite d@neumocystis jirovea@ stata somministrata I'associazione
trimethoprim/sulfametossazolo alla dose di 5 mgtKgper tre giorni alla settimana pesin 2
somministrazioni giornaliere.

Periodicamente sono state somministrate immunotfebaspecifiche per via endovenosa.

Il monitoraggio effettuato tramite PCHP@lymerase Chain Reactipguantitativa della riattiva-
zione dell'infezione da CMV é stata eseguita dukevalla settimana. Allo stesso modo anche il
monitoraggio per la riattivazione dell’infezione &8V, per I'infezione da Adenovirus e per la
ricerca del galatto-mannano p&spergillus sppsono stati eseguiti settimanalmente.

Sono stati intrapresi trattamenti antivirali sp@ti€on ganciclovir e/o foscarnet in caso di ristio-

ne di CMV, con cidofovir in caso di infezione daekxbvirus, con rituximab (Mabthera®, anticorpi
monoclonali anti-CD20) in caso di riattivazioneEBV.

In caso di mancata risposta alla terapia farmadcdogntinfettiva, i pazienti hanno ricevuto terapia
preemptiveo curativa mediante infusione di linfoctiti T pgémo-specifici del donatore, espansi in
laboratorio secondo le normative di Buona Pratideadbbricazione (GMP) e criopreservati.
L'attecchimento e stato valutato attraverso I'amalel chimerismo post-trapianto eseguita mediamtglifi-
cazione di sequenze STBhprt Tandem Repepu cellule mononucleate di sangue perifericdinsaal-
mente fino al centesimo giorno dopo il trapiantuimdi ogni mese durante il primo anndaliow-up

Definizioni

| pazienti sono stati considerati in remissionefoiogica completa di malattia se alla valutazioeé d
lo striscio di sangue midollare si evidenziava goata blastica inferiore al 5%.

L’'attecchimento é stato definito come il primo dé tgiorni consecutivi, in cui la conta di neu-
trofili fosse superiore a 0.5xi (500/mnt), mentre I'attecchimento piastrinico & stato digéin
come il primo di sette giorni consecutivi, in cai tonta piastrinica fosse superiore a 20410
(20000/mnl), in assenza di supporto trasfusionale.

Tutti i pazienti al giorno +10 dal trapianto soratisconsiderati a rischio di sviluppare una GvHidta. |
bambini dal giorno +100 erano considerati potenm@ake a rischio di sviluppare una GvHD cronictralh
tamento della GvHD sia acuta che cronica é staefguése in accordo con i protocolli in uso nel nogentro.

Risultati

Risultati clinici della casistica analizzata

Un rapido attecchimento del trapianto si € osserirat66 pazienti, con un tempo mediano di attec-
chimento dei neutrofili pari a 13 giorni e di atthiomento piastrinico pari a 12 giorni. L’incidendia
rigetto é stata dell'8%, essendosi verificati &tigprimari e 2 rigetti secondari.
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La sopravvivenza totale dei 72 pazienti arruolattaga del 61%, con una sopravvivenza libera da ma-
lattia del 55%, ad ufollow-up mediano dei pazienti vivi pari a 2.9 anni (rage-10.7) (Figura 3).
Ventisei pazienti sono deceduti, ad un tempo meddrd mesi dal trapianto (ran@e3-21 mesi), 11
per cause legate alla procedura trapiantologica pet progressione di malattia. Tra le cause di de-
cesso trapianto-correlate, le piu frequenti soretesie infezioni batteriche, virali o fungine
(n=6), seguite dalla GvHD acuta e cronica (n=3pfa 4).

Ventuno pazienti (29%) hanno mostrato una ricadet malattia di base ad un tempo mediano di 4
mesi dal’HSCT (rang@-12 mesi) (Figura 4); 6 di questi pazienti sona ed in remissione dopo un
successivo trapianto. Diciannove pazienti hannlugpato una GvHD acuta; dei 58 pazienti valutabi-
li, 6 hanno sviluppato una GvHD cronica dopo ipteanto.

Risultati del trapianto per i diversi tipi di neogsie ematologiche

La soprawvivenza libera da malattia, globalmentestdta al 55%, si differenzia in base al tipoabn
plasia ematologia considerata. In particolare,sultati del’lHSCT da donatore familiare HLA-
aploidentico sono risultati incoraggianti nel casazienti con SMD (LFS pari al 78%) o LLA (LFS
pari al 61%), mentre nel caso di pazienti con LMALUFS é significativamente inferiore (33%,
p<0.01) (Figura 5). | peggiori risultati ottenuttinpazienti con LMA sembrano attribuibili ad una
maggiore mortalita legata al trapianto, piuttoste ad una aumentata incidenza di ricadute.

Fattori correlati all'outcome clinico

Si e, quindi, proceduto all'analisi del ruolo divdrsi parametri clinici e biologici sulla soprav-
vivenza libera da malattia nei riceventi di HSCT af@znatore familiare HLA-aploidentico con
neoplasie ematologiche. Nel dettaglio, sono stalutati fattori inerenti ai pazienti e ai donato-
ri, al regime di preparazione al trapianto, e aptanto stesso.

Caratteristiche dei riceventi di HSCT, quali etaesso, non hanno mostrato un impatto signifi-
cativo sui risultati clinici del trapianto.

L'HSCT effettuato per una malattia neoplasticaasd avanzata ha un impatto negativo, seppur
non in modo significativo, sulla EFS.

Non si € evidenziato alcun impatto del regime nablativo, ed in particolare dell'uso della TBI, ri-
spetto a farmaci chemioterapici quali busulfanceogulfano.

Parallelamente, le caratteristiche del trapiandaneparticolare il numero di cellule staminali CB3
cosi come il numero di linfociti T maturi CD3+ peggi nell'inoculo, non correlava con la LFS.

Avere effettuato il trapianto dalla madre piuttostee dal padre o da un fratello/sorella sembra
costituire un vantaggio, seppure nella nostra tiaaida numerosita non consenta di osservare
una variazione significativa della EFS.

Inoltre, aver ricevuto un trapianto da donatore ali¢reattivo ha determinato una migliore EFS, sep-
pure non si sia raggiunta una significativita stada (EFS pari al 66%s 41% in caso di donatore NK
non-alloreattivo, p=0.11) (Figura 6). Limitando dalisi alle sole leucemie acute, il vantaggio
dell'avere un donatore NK-alloreattivo, in termihiEFS, aumenta (EFS pari al 63%35%, p=0.08).

Il vantaggio osservato € pressoché completamentésigfie ai pazienti con LLA. Infatti, i pazienti
affetti da LLA che avevano ricevuto il trapianto dianatori NK-alloreattivi hanno mostrato una EFS
pari al 73%, a differenza del 42% di pazienti \@d in remissione dopo HSCT da donatore NK non-
alloreattivo. La migliore EFS osservata nei paziaffetti da LLA che avevano ricevuto un
HSCT da donatore NK-alloreattivo e risultata prpalimente ascrivibile ad un rischio significa-
tivamente ridotto di recidiva (REL: 16% in paziemon donatore NK-alloreattivos 51% in
pazienti con donatore NK-non alloreattivo, p<0.0&obabilmente determinato dall’attivita an-
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ti-leucemia mediata da linfociti NK del donatoreic®versa, la mortalita legata al trapianto non
e risultata significativamente correlata alla NKeatattivita del donatore.

Un altro fattore che ha mostrato un impatto swlaravvivenza libera da malattia nei pazienti can le
cemia acuta e risultato essere il periodo nel gaatto effettuato il trapianto. In particolareemri-
cevuto I'HSCT dopo il 01/01/2005 si € associatand LFS pari al 62%, in paragone ad una LFS del
42% nei pazienti trapiantati prima di tale datandtto miglioramento netbutcomedel trapianto, rile-
vato a partire dal 2005, é risultato ascrivibilewadh significativa riduzione della mortalita legaa
trapianto (6% dal 01/01/0%s 33% prima del 01/01/05, p<0.005), dovuta all'impéntazione di pro-
tocolli di monitoraggio delle infezioni post-trapi@, e trattamento pre-sintomatico mediante sommi-
nistrazione di farmaci anti-infettivi o, in casordancata disponibilita di agenti specifici, o dirmata
risposta ai farmaci, mediante infusione di prodotti terapia cellulare.

Discussione

Il trapianto allogenico di cellule staminali emogiithe rappresenta il trattamento di scelta petanol
patologie oncoematologiche dell'infanzia e dell'etdulta. Tuttavia, un donatore familiare HLA-
identico & disponibile solo in circa il 25% dei icdsoltre, per i pazienti sprovvisti di un fratelb so-
rella HLA-identico, spesso, non € possibile idecaife in tempo utile un donatore volontario non-con
sanguineo nei registri internazionali dei donatmiontari di midollo osseo. Esiste, quindi, un dens
stente numero di soggetti che, pur avendo l'indaa ad un trapianto allogenico di cellule staniinal
emopoietiche, non possono beneficiare di tale phaeeessendo sprowvisti di un donatore idoneo.
Proprio per questo motivo, sono state sviluppateorso degli anni strategie trapiantologiche alber
tive, basate sull'impiego di fonti di cellule starali emopoietiche differenti (come ad esempio il-sa
gue placentare) o sullimpiego di donatori familistfLA-parzialmente compatibili. In particolare,
guesto secondo approccio appare di rilevante sgeren quanto permette virtualmente di poter iden-
tificare un donatore di cellule staminali emopaileé per tutti i pazienti candidati ad un trapianto.

La popolazione da noi analizzata e descritta redgate lavoro, che include 72 pazienti pediatati s
toposti a trapianto aploidentico T-depleto di dellstaminali emopoietiche, rappresenta ad oggi la
casistica piu numerosa fino ad ora descritta retteratura medica in ambito pediatrico. Inoltde, i
periodo di osservazione post-trapianto particolateéungo (mediana dollow-up pari a quasi 3 an-
ni) contribuisce a rendere questi risultati paticmente significativi. Numerosi sono gli aspetpdi

di nota dei risultati ottenuti da questo studidie meritano di essere discussi e commentati.

In primo luogo va segnalato il basso numero di dasigetto osservati: solo 6 pazienti (8%) hanno
infatti presentato un rigetto acuto o una perditditva del trapianto. Questo risultato appare diipa
colare rilevo proprio perché la rimozione della giag parte dei linfociti T dall'inoculo midollare s
associa frequentemente a maggiori difficolta nd#lioere I'attecchimento delle cellule staminali emo
poietiche trapiantate e ad un maggiore rischiaggitto del trapianto.

Allo stesso modo, anche la cinetica di attecchimela trapianto appare particolarmente buona, con
un tempo mediano per I'attecchimento dei polimoufdeati neutrofili di 13 giorni ed un tempo me-
diano per I'attecchimento piastrinico di soli 12mii. La cinetica di attecchimento ed il rischiordi
getto sono decisamente favorevoli anche quandaoauati con i risultati comunemente osservati nel
contesto di trapianto di midollo osseo da donafarsiliare o volontario non consanguineo HLA-
identico. A questo proposito, & possibile cheVate numero di cellule staminali infuse, con unaien@a di
20x10 cellule CD34+ per Kg di peso corporeo del ricevealtivia giocato un ruolo importante per quanto
riguarda la bassa percentuale di rigetti, ed atsidribuito alla rapida ricostituzione ematologisservata.
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Infatti, seppur senza raggiungere il livello dirdiigativita statistica, si segnala come la LFSrsaltata mi-
gliore per i pazienti che hanno ricevuto un nunaeeellule CD34+ superiore alla mediana.

Anche per quel che riguarda la GvHD i risultati sategni di nota, con un’incidenza cumulati-
va globale pari al 25% per la GvHD acuta di gradb/I(solo del 4% per i gradi IlI-1V) e ugua-

le all'11% per la GvHD cronica. Questi valori sosionili, se non addirittura inferiori, a quanto
osservabile nel contesto di trapianti da donatoté&+dompatibile.

Particolarmente basso e poi risultato il rischiondirtalita trapianto-correlata, con un’incidenzancd
lativa globale pari al 15%, valore sovrapponibilguanto si puo osservare dopo un trapianto da dona-
tore volontario non consanguineo. L'incidenza cuatiué di mortalita trapianto correlata scende poi
al 6% quando vengono presi in considerazione siépianti effettuati dopo il 2005.

Come gia descritto da Stern e colleghi [26], I'iego della madre quale donatrice delle cellule stami
nali sembra dare un vantaggio in terminioditcomeclinico rispetto al padre. Come gia ipotizzato,
questo vantaggio potrebbe essere il risultatoegbsizione del sistema immunitario della madre nei
confronti degli antigeni fetali durante la gravidanQuesta esposizione sarebbe in grado di faviorire
sviluppo, tramite il trasferimento con il trapiardoun limitatissimo numero di linfociti T materrdj

un effettoGraft Versus Leukemib-dipendente, sufficiente a ridurre il rischio dcidiva leucemica.
Globalmente, la probabilitd di sopravvivenza libdealeucemia post-trapianto e risultata essere del
55%, con risultati significativamente migliori pker LLA rispetto alla LMA (61%vs 33%). Questa
differenza e dovuta soprattutto ad un piu bassthigsdi ricaduta per i pazienti affetto da LLA
rispetto alla LMA (10%vs 29%), mentre la differenza per quel che riguaedebrtalita trapian-
to-correlata € minore (29% per le LLA e 38% peLMA).

Il dato piu interessante, confermato dal nostrdistuiguarda comunque I'impatto dell’alloreattdvit
NK sull’outcomedei pazienti trapiantati. | soggetti che hannevido il trapianto da un donatore NK-
alloreattivo hanno, infatti, una probabilita di ggéone nettamente superiore a quella dei soggeti
piantati da donatore non NK-alloreattivo (66%41%). Questo effetto, mediato dalle cellule NK, &
molto piu evidente nel sottogruppo di pazienti tiffdga LLA (dove il vantaggio in termini di soprav-
vivenza libera da malattia arriva al limite deligrsficativita statistica) rispetto ai pazienti cama
diagnosi di LMA. Il vantaggio in termini diutcomeclinico per i pazienti che hanno ricevuto un tra-
pianto da donatore NK-alloreattivo € legato ess#mente ad una netta e significativa riduzione del
rischio di ricaduta che, per i pazienti affetti dbA, raggiunge la significativita statistica (16%In
caso di donatore NK-alloreattiwes 51% nel caso di donatore non NK-alloreattipe; 0,035), mentre

e piu limitato nella LMA (33%vs 44%, p non significativa).

Infine, € doveroso sottolineare il miglioramento riultati nel corso del tempo, passando da upeasui-
venza libera da malattia del 42% per i paziergidratati prima del 2005 al 62% per i pazienti tafati dopo

il 2005 (p=0.06). Questo netto miglioramento € dovad una drastica riduzione della mortalita tratpia
correlata, dal 33% di prima del 2005 al 6% deiigratpeffettuati in epoca pit recente=(p002).

In conclusione, questo lavoro dimostra come iligam di cellule staminali emopoietiche da sangue
periferico da donatore familiare HLA-parzialmentampatibile, dopo procedura di T-deplezione, rap-
presenti una valida opzione terapeutica per pdazibetnecessitano di un trapianto allogenico dueel

le staminali emopoietiche ma che sono sprovvistirddonatore familiare o non consanguineo HLA-
compatibile. Questa opzione terapeutica dovrebberegresa in considerazione per tutti i pazienti
per cui sussiste un’indicazione ad un trapiantogaihico e non solo come ultima risorsa per pazienti
con malattia refrattaria o plurirecidivata.dutcomefinale dei soggetti sottoposti a questa procedura
pud essere migliorata impiegando, quando possiliiejonatore NK-alloreattivo, preferibilmente la
madre, e cercando di infondere un elevato cariazltlile staminali CD34+.
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Tabelle e figure

Donatori di midollo

Figura 1. Per quasi tutti i pazienti leucemici peri quali non & possibile trovare un donatore compatiile, sia consan-
guineo che non, o una idonea unita di sangue cordale, un'opzione ¢ il trapianto da un donatore famikre, che sia
compatibile per un aplotipo HLA e completamente inompatibile per i loci HLA di classe | e di classelldell'aplotipo
non condiviso (aploidentico). Gli ostacoli al trapanto di midollo osseo da donatore aploidentico sori@levata inciden-
za di grave GvHD acuta nei trapianti non manipolati(T Cell Repletg e il rigetto nei trapianti T cell-depleti.

No GvHD

No graft

No leukamic

* maturation
+ NK recaptor exprassion
* acquisition of KIR repertolre

Figura 2. Le cellule NK sonno generate dalle cellalstaminali (HSC) del donatore. Esse subiscono umgp
cesso di maturazione e acquisiscono il repertorio IR del donatore. Cosi, contengono un sottogruppo di
cellule NK alloreattive caratterizzate dalla capad& di uccidere efficacemente le cellule leucemiche
vitro. Le cellule NK alloreattive possono ucciderde cellule leucemiche residue dopo chemioterapiara-
dioterapia (regime di condizionamento). Questo traamento pud prevenire le ricadute leucemiche. Esse
possono anche eliminare le DC del paziente, prevam® cosi il priming di (poche) cellule T allogeniche
residue nella sospensione di HSC trapiantate, e GvHD. Infine, le cellule NK alloreattive uccidono & cel-
lule linfo-emopoietiche residue del paziente, inchi i linfociti T, prevenendo cosi il rigetto del tapianto.
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Figura 3. Sopravvivanza totale (SUR), e sopravvivera libera da malattia (LFS) della coorte analizzata
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Figura 4. Mortalita legata al trapianto (TRM), e incidenza di ricadute (REL) nella coorte analizzata.
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Figura 5. Sopravvivenza libera da malattia in basal tipo di neoplasia ematologica.
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Figura 6. Sopravvivenza libera da malattia di tuttala coorte analizzata in base alla alloreattivita M del donatore.
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