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¥ trapianto

Trapiantare, dal latino fransplantars, 1a 'rlfer'\menlto
allatto di trasferire cellule, tessutl o organi & un gltg-
a un altro. I desidsrio di realizzare un tragianto origi-
na dalla consapevolezza che molte malattie possano
sssere curate dall'impianto di.un organo sano, di un
nuovo tessuto o di cellule da un individuo, donatore,
a un altro, ricevente in necessita di trapiantc,
Il concetto del “rasfermsnto dei tessuti™ & ben Qotf:
gia prima delio sviluppe delia scienza moderna. Di ¢io
ne sono modello esemplificativo dal nono seoo|o‘ a.c.
Omero e la sua descrizione de! concetto di chime-
ra nelfOdiissea, il testo del chirurgo cinese Tsin Yue-
Jen, il medico fllosofo Galeno, & I’iconograﬁa‘clasglga,
come dimostra la “Guarigione de! diacono Giustnmq-
ro” raffigurata dal Beaio Angslico, che riporta'un api-
sodio cella vita dei Santi Cosma e Damiano (Fig. 1).
Dallinizio del diciannovesimo secole, la gtorlal del
traplanto ha visto un continuc e inarrestabile svilup-
po. | maggiorl contributi si devono a Paul Blundell
nel 1818, il prime medico ostetrico a effettuars una
trasfusione (dal marito alla moglie partgriente),. pe;
pol passars ai primi, seppur falimentari tentativi di
trapianto di osso e d cute da cadavere. Una svalta

Figura 1. Baata Angelico, Museo Mazionale di Sgn Marco (Fi.'
venze) Guarigione del diacono Giustiniano che raﬁlgura la sos’u-‘
tuzione di una gamba ulcerata con quelia di un etiope morto di
recenie.

significativa & stata data in primo luogo dalla scoper-
+a nel 1902 da parte di Karl Landstsiner del sistema
dei gruppi sanguigni O, A, B, AB per la quale rice-
vette il premio Nobel nel 193C e lo sviluppo da parte
del Dott: Alexis Carrel, premio Nobel del 1912, della
tocnica per suturare | vasi, quall arterie e vene che.
viene usata ancor oggi nelle procedure di trapianto di
organo solido e nelle procedure di chirurgia generale.
Successivi studi d'impartanza fondamentale risalgo-
no ai 1944, quando Meadawar dimostrd che i riget-
o dellinnesto cutanec & upa risposta immunitaria
dell'ospite contro il donatore, che, in seguito, Mitchi-
son scopr! essers di tipo cellulo-mediata. Seguwgno
pol i primi successi: 1| primo traplanto tra gemell fu
Quello di rene eseglito a Boston nel 1964 da Joseph
E. Murray, seguito dal prime trapiante di fegato' da
parte di Thomas E. Starz! nel 1967, Il primo trlapﬁlin—‘
to di cuore di Christian Barnard nel 1967, el priml
trapiant! di cellule emopoietiche ottenutel Qal mujoi-
Io osseo eseguiti nel 1968 su due bambini afetti da
un'lmmunodeficienza grave combinata (SCID, se-
vere combined immune-deficiency) o sindrome
Wiskott-Aldricn (WAS), .
Da quando nel 1959 Schwartz ¢ Dameashek scopfi-
rono ie proprietd immunce-modulanti della 6-n:1ercap-|
topurina nel topl, si inaugurd 1o sviluppd del'ara del
trattamento Immunosoppressivo, Queste scoperte e
queste terdple hanno contribuito allo syi!uppo e al:
miglicramento delle cure & della sfopravwvenza deg
raani iraplantati o delle cellule infuse.
gegr cid cﬁe riguarda 1l trapianto di ceHL‘JIe nucleate
possiamo distinguers 1o seguent! tipolog[e: N
« traplanto singenicc {tra gemelil omozigoth; -
* allotrapianto (tra individui delia stessa 8pecie, .
che non condividono il medesimo assetto MM
nogenetico);
» autotrapiante {trasferimento di tess
50 individug). ‘
Il grado di risposta immunclogica &l graf, Z\? :ﬁsg
oute, organo solido o cellule emopoletichs, '(?even-
dalla disparita immunologica esistente ?ral il ri 0
te e || donatore. Lo Xenotrapianto, ossia ﬁrapu 0
tra individu! di specle diversa, rappresenté il pi

Uti dello stes-

570

Immunclogia dei rapianti e trapianto ¢ cellule staminali ematopoietiche

grado di disparita, scatena una forte risposta immu-
nitaria, esitando nella quasi totalitd dei casi in rigatio.
Diversamente accads, invece, nal caso dell’sutotra-
pianto e del trapianto singenico. Nel-primo caso, es-
sendo 'autotrapiantc per definizione il trasferimanto
di tessuto endogeno all'intarno dello stesso indivi-
duo, non induce alcuna reazione immunclogica; lo
stesso avviene nel casc del trapianto tra gemelli ge-
neticamente identici (frapiante singenico).

La limitata disponibilita d'organc compatibile, sia
asso solido o cellule staminali rapprasenta tuttora |l
problema primarle o il limite principale di tutti i tipi d
trapianto. Da cid scaturiscono gii studi approfonditi
¢che si stanno svolgendo sulle potenzialita dello xenc-
trapianto, in particolars da maiale & uome, per guanto
figuarda il trapfanrto di polmoni, di cuore, di pancreas
e delle isole di Langherans. Tuttavia, tra i maggio-

A limitt dello xenotrapianto ricordiamo: il rigetto im-

mediato del graft, dovuto alla pressnza di anticorp)
preformati e del complemento, la dubbia efficacia del
surrogato, la potenziale trasmissione di virus patoge-
ni per 'uomo e, infine, alouni aspetti che pertangono -
al’etica della procedura. In virth di queste significati-
ve Imitazioni, a oggi, la pit comune procedura tra-
piantologica rimane I'allotrapiante, ossia il trapianto
tra indvidul geneticaments (& Immunogenaticamen-
te) diversl, ma della stessa specie. La misura in cul i
frapianti allogenici vengono rigettati dipende in larga
parte dal grado di Istocompatibilita tra il donators & |l
ficevente che ha alla bass il sisterma HLA.,

Immunologia dei trapianti: il sistema HLA

La funzione biclogica delle molecols HILA & di pre-
sentare peptidi presenti nellambiente intra- o ex-
tracellulare ai linfociti T CD8* citotossicl & al linfociti
T-helper CD4* attraverso un processo conosciuto
Come presentazicne antigenica MHC-restricted. Gli
antigeni HLA di classe | sono glicoproteine ubiquita-
fie, modulabili quantitativamente nella loro aspressio-
ne sulla superficle cellulars sotto I'azions di citochine
nel corso di eventi stressanti ¢ patclogici. Si pud af-
fermara che ls molecole di HLA di classe | presisdo-
no alla difesa di un mifieu intracellulare infetto. | pep-
Itldi di derivazione endogena {autologhi o di patogen!
Integrati nella cellula da essi infettati) vengono degra-
dati in frammenti @i 8-10 amincacici e, quindi, car-
Gati nel solco combinatorio delle molscole df classe
Heostituito da una catena o ripiegata in tre demini
= due dei quali formanti il solco combinatorio - € la
-2 microglobulina). Queste complesso HLA-pepti-
de. Viene, poi, trasportato sulla superficie cellulare;
Qi legame con il recettore dei linfociti T citotossici
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presenti nell’area di reazione immune-infiammatoria
induce la liverazione di citochine quali interleuchina
(ID-2 e IL-12 che provwedonc ad attivare | linfocit]
T citotossicl stesst, trasformandoli in cellule effettrici
che provocheranno, infine, la lisi cellulare dal target.
Gli antigeni HLA di classe 1l sono, invece, costitu-
tivamente espressi da dsterminate celluls del siste-
ma immunitario, quali cellule dendritiche, callule di
Langherans, di Kupffer, timociti e linfocltl B e, dope
stimolo induttivo, sulla superficis cellulare dai tinfocitl
T attivati. Le moleccle HLA di casse Il conferiscono
all’individuo la possibilita di reagire contro un milieu
extracellulare infetto. La processazione dei peptidi
esogeni in questo caso & moko complessa e parte
dal riconoscimento degli stessi da parte di immuno-
globuline di membrana di linfaciti B ¢ la loro cattura
da parte di cellule dendritiche (note complessiva-

mente col termine ARG, antigen preseniing celis},

al'interno delle quali penetranc con processe di
endocitosi-fagocitosi. L'antigene viene frammentato
in paptidi di 10-25 aminoacidi che verranno montati
sulle molecole HLA di classe Il ed esposti sulla su-
perficie cellulare. |l 7-cell receptor {TCR) del linfociti T
helper CD4* presenti nel’area di reazions immunolo-
gica/infiammatoria riconcsce il complesso e vi silega
innescando la produzione e secrezione di interleu-
chine, soprattutto IL-2, che provocano fattivazions
& la replicazione def linfocti T-hefper i quali, a loro
volta stimeleranno la genesi & 'espansione di linfoctt
T cltetessici o di linfociti B che si differenzieranno in
plasmacellule produtiric! di anticorpi spacific! per |l
daterminante antigenice responsabile dellinnesco

_ della risposta immune.

Le molecole HLA sono percid colnvolte in mode di-

retto, ovverosia con il legame al peptide, e in medo

indiretio attraverso il legame al TCR, nal riconosci-

meanto dell’antigene. .

Come scpra menzicnato, tuttavia, i| TCR dovrekbbe ri-

conoscere I'antigens sole in presenza di una molecola

HLA-self, ma nella realta il riconoscimento avviene an-

che quando it pentide & presentato da molecols HLA-

non-self (8 pensi al fenomeno de! *rigettc”).

Varie sono le ipotesi a riguarde:

* riconoscimento “peptide domninant binding”;

* riconoscimento “MHC dominant binging”;

* riconoscimento degli antigeni minori o isto-
compatibilita, protelne polimerfiche endogene
aapresse sulla superficie cellulare con I'MHGC di
classe prima e importanti nell’ambito delle reazio-
ni di rigetto.

| geni che codificano per le molecole HLA mappanc

sul bracclo corto del cromosoma 6 (regione 6p21),

vengono trasmess! secondc modalitd codominanta




IMMUNOLOGIA 8 ALLERGOLOGIA FPEDIATRICA

& scno fortemente polimorfici, & proprio tale polimor-
fismo a garantirs ia risposta antigenica giacché, ge-
nerando un vasto numero di combinazion HLA, esso
aumenta la probabilita o avere un legame efficiente a
degli antigen! esogeni differenti,

Laloreattivita &, quindl, genericamente definibile
Come la mancanza di tolleranza di fronte a una nuova
combinazione peptide-molecola HLA,

Il trapianto di organo sclido: generalith

il trapianto di organo solide (SOT) & una realta ben
consolidata per aicuni crgani, quali cuore, cornes,
fegato, rens, mentre per alt, come polmons, inte-
stino e pancreas, rappresenta una procedura an-
cora in fase di perfezionamento. Una grande svolta
di estrema avanguardia e degna di nota dsll'ultimo
decennio, invace, & rappresentata dal successo del
trapianto di uterg,
I grado e il tipo di risposta immunoclogica dipende
dal tipo d'organo s0ggetto a trapianto e dal grado dj
incompatibilita Immunologica. Tuttavia, alcune sedi
come occhio, cervello, testicoli e il sisterna placenta-
feto essendo santuari immunoiogici, possono tolle-
rare anche un grade pit slevato di disparita HLA,
L'assenza di un drenaggio linfatico convenzionale
da questi siti specificl praviene il riconcscimento di
antigeni da parte del sistama imrmunitario & di con-
seguenza I'innesco di una risposta inflammatoria cel-
lulo-mediata. Questi siti immuno-privilegiati o punt
clechi del nostro sistema immunitaric, sono struttu-
rati in modo da;

* N primo luogo, deviare la natura della risposta
immunitaria al di fuori di queste sedi: si noti, in-
fatti, che gli organi in Questions possiedono una
limitata capacita rigenerativa intrinseca;

* Insecondo luogo, per la loro struttura fislologica,
tale da bloccare una potenzlaie risposta infiam-
matoria distruttiva,

Essl, dungue, nel contesto frapiantologico, piuttosto
che la regola rappresentano I'eccezions, un com-
promesso immunclogico del nostro sistema immu-
hitario, un meccanismo di adattamento che limita |
processi infiammatori immunomediati in sedi con
limitata capacita rigenerativa.

Quindi nel SOT o cofnea, in quanto priva di vascola-

flzzazione, Ia tivizzazione HLA 6 1a compatibilita ABO

assumono un ruclc marginala.

In tutt gl altrl casi di trapianto SOT allogenico invece,

888umono una certa imporianza le dimensioni fisiche

dell'organc, condizioni precipue per cuore e poimo-
ni, e i critert immunologici quali: la compatibilita HLA,
la compatibliita di gruppo sanguigne e i cross-match

test che rilevano I'esistenza df anticorpi Preforma;
nel ricevente. Tali criteri assumono cifferente filevan.
7a a seconda dell'organo da trapiantare, Nel cagq
del fegato & molto rilevante 13 compatibilita ARQ.
al contrario, nel caso del fraplanto di reng j| Cross.
match & imprescindibile, data la freguents osistenzy
di anticorpi prefarmati,

Trapianto di celiule staminaii emopoietiche

introduzicne
Lubbio nen vi & che poche altre teraple abbiano cos
profoendamente inciso sulla storlg naturale di molte
patclogie coms il trapianto di cellyle staminaii smo.
poistiche (TCSE). | TCSE, Infatti, ha apportato ng|
corso della sua evoluzione due sostanziali campia.
menti: ha radicalmente modificato le prospettive g
sopravvivenza df pazient! affetti da malatie altrimenti
destinate a un esito infausto {si pensi, paradigmati-
camente, alls leucemie acute, alle SCID o alle apla-
sie midollari, siano esse acquisite o congenite) o hg
sostanzialmente migliorato |z qualita di vita associata
ad alcune patologie {ad es. Ianemia 2 cellule falgi-
formi o |a thalassemia major) che compertano gravi
morbilita per il pazisnte, purnon essendo gravate da
prognosi sfavorevols nel breve termins.
[ primi trapianti di collule emopoistiche coronatl da
successo sl registrano, come gia ricordato, ne-
gli anni sessanta quando Gatti et al. e Bach ¢t al.
eseguono tale procedura rispettivaments in un lat-
tante di cinque mesl affetto da SGID € in un bimho
di dus anni affetto da WAS, Questa procedura, nel
Ccorso def cinquant'anni che sono trascors dai primi
TCSE, si & progressivamente raifinata grazis a tutta
una serie di innovative scoperte nel campo dellim-
munologla, dellistocompatibilita, dell'infettivologla
8GC., assumendo | connotati di una vera rivoluzions
terapeutica che deve ancora portare a termine tutto
il suo percorse. Glova, inoltre, ricordare che, anco-
ra oggi, a piu di trent'anni dalle prime segnalazionl
sul'efficacia del traplanto, i maggior succassi & ls
pit ampie indicazioni rimangono campo di elsttiva
pertinenza pediatrica,
I“obiettivo del TCSE & quello di sostituire i compar-
timento alterato del paziente con un patrimonio di
cellule staminali ottenuto da un donatore sano capa-
ce di ricostituire il sisterna emopoistico & immunitario
del ricevente, || raggiungimento di tale obisttivo, che
si identifica pertanto con la guarigions, dipende dalla
reallzzaziona di tre component! principali:
1. utilizzo di una terapia pre-traplanto (detta di “con-
dizionamento”) In grado di “creare spazio” alle ceh-
lute staminall dlel donatore in sostituzione di quelle
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del ricevente e di contribuire a eliminare cealluis
levcemiche presenti nal malato al momento della
realizzazione della procedura trapiantologica;

2. superamento, ai fini del'attecchimento, della
barriera immunclogica rappresentata dalls cel-
lule Immunocompstent! del paziente che sono
responsabili del rigetto;

3. superamento delia seconda barriera immunclogi-
ca rappresentata dale cellule immunocompsatent
del donatore presenti nella sospensions di cellule
staminal!, responsabili dslla malattia dal trapianto
contro l'ospite (graf-versus-host-diseass, GVHD).

A differenza, quingi, di qualsiasi altro tipo di trapian-
to, nel TCSE la barriera immunclogica da superare
6 direzionalmente doppia: dal ricevente verso dona-
tore (rigetto) e dal donatore verso ricevente (GVHD),
La sostituzione del compartimento staminale del
paziente con le cellule del donatore determina la
convivenza nello stesso individuo dal patrimonio
genstico di due scggetti different: il ricevente In tal
caso diventa genotipicamente una chimera {termi-
ne mutuato dalla mitologia classica per definire una
creatura con parti anatomiche derivate da individyl
differanti),

Della cellula staminate emopaistica derivano, inol-

tre, | macrofagi tissutali, quali quelll alvoolari de pol-

mone, le cellule del Kuppfer spatiche, gli osteocla-
sti, le cellule del Langhsrans cutanee, la microglia

cersbrale e, come dimostrate di recente, anche i

Tabella

D38
Lsucemia mieloide acuta {AML)
in | © succsssiva remissions

-Indicazioni al trapianto di cellule staminali emapoietiche in eta pediatrica (da Burgio e Locatelli, 2005, mod.).

rabdomiociti. Questa caratteristica rende ragione
del’impiego del TOSE anche in pazienti affett! da
osteopetrosi {patologia caratterizzata da un difetto
di funzione, o piti raramente di numera, degli oste-
oclast) o in alcuni errorl cengeniti del mestabolismo
(ac es. tesaurismosi lisosomiale). Quando, infatt, si
gsegue un allotragianto in un ricevente sottoposto
a regims migloablativo, le CSE traplantate danno
origine a tutte le discendenze emopoisetiche, inclusa
|2 linea dei monociti come precursori dei macrofagi
tissutali che si trevano a livelio polmonare, cutanso
C epatico.

Indicazioni

Le indicazicni trapiantologiche sonc suscettibili df
un continuo, dinamico processo dj revisione, in of-
temperanza allobbligo di avers come punto di ri-
ferimento la necassita di offflre al paziente, in ogni
momento, le migliorl terapie assaciate ai minor ef-
fetti collaterali (Tab, 1), E Necessario, infatti, alla luce
dei principi fondamentali delia biostica, effettuare
sempre, prima di porre un'indicazicns trapiantologi-
ca, un'attenta e programmatica varifica del bilancio
costi/benefic In termini di guadagno di salute. Essa
consiste nel comparare il rischic assoclato ala ma-
lattia con quello legate alla procadura trapiantologi-
ca, il quale dipende da diverse variabili, tra le quall;
lo stadio di malattia, I'eta del paziante, l'intervallo di
tempo trascorso tra la diagnosi e i traplanto, il tipo

Immunodeficienza con Iper Igh

Sindrome di Wiskott-Aldrich

s indrome di Kostmann (agranulccitosi maligna Infantile)

Lirfoistlocltosi emofagositica

Anemia di Diamond-Blackfan

Tipi selezicrati di mucopolisaccaridosi e dl altre malattie liposomiali e

lisosomiall/psrisscsomiall

Anemia a cellule falaiform

Selezionati ipi ¢f melattie autoimmuni refrattarle ai trattamenti o assoclati a
prognosi grave

" Paziant! ad aito richio dl recidiva (e con traslocazions %9;22) o t(4:11); non responder alla fase ;
o pll di 100x10° WBC/L alla diagnosi; pazienti con alt! velli di malattia resicua minma ai punti df valutazions), . ‘ .
Neuroblastoma metastatico o refrattario ale teraple corvenzionail o recidivato dopo traplanto autologo, rabdomiosarcoma refrattarlo alle terapie

£

pre-fass corticosteroldea g con immunofenotipe T

Convenzionali o recidivate dopa traplanto autologo, sarcoma di Ewing adl aitissimo rischic,
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di donatore (germano 0'80ggetto non imparentato), |
$essc del donatore e e caratteristiche individuall. Le
attuali finee guida promosse dalle societa sclentifiche
di trapianto emopoietice suggeriscons una progras-

siva integrazions nel processo decisionale dei profili .

di-rischic individuali dsi pazienti. :

Tutto questo RISMEesse, come si pud facliments evin-
Cere dalla Tabella |, dubbic non vi & che 'ambito pe-
diatrico offra variegati ambrti applicativi- del trapianto
cli cellule emopaistiche, principalmente In virt dello
spettio eterogenso df malattis geneticamente deter-
minate per le quali il trapianto rappresenta un tratta-
mento salva-vita (ad es. le forme pIU gravi dimmuno-
deficienze primitive ¢ le aplasie midollari sia congenits,
sla acquisite) o largamente migliorativo della qualita
della medesima (si considering nel merito l differenti
emoglobinopatie o alcune forma di gravi plastrinopatis
costituzionali). Proprio nelle immunodeficienze primiti-
Ve, sonc di ormal largo riscontro risultati trapiantclogi-
cl con probabiita o guarigicne largamente nel’ambito
del 90%, soprattutto Jualcra si possa Impiegare, al
meglio in tempi rapid) soprattutto per i bambini con
SCID, un donatore HLA-compatibiie.

Fonti di CSE

La prima sorgente di CSE storicaments impisgata &
stata il midolio osseo, ottenuto attraversa aspirazion
rivetute a livello deila cresta iliaca posteriore del do-
natore, In anestesia generale o locale. La morbillta
correlata al prelieve midollare per | donatore & molto
assa e s limita generalmente a un temporaneo fa-
stidio a livello della sede di prelievo (rari sono | cast di
difficclta alia deambulazions, chs Possono sussiste-
re da aualche giorno fino ad alcuni mesi). La quantita
ai micollc da prelovare & solitamente rispetto al nu-
mero di cellule nucleate per kg di peso corpores del
ticevente g, al fini del’attecchimento, & consigliabile
ottenere un numero di ceiluie nucleate >3 x 108%kg
di peso corpores dal ricevents,

Sulla base dell'csservazions per cuile celluls stamina!]
emopoelstiche si distaccano continuamente dal com-
parte midallars, entrano nella circolazione sanguigna
& ritornanc a micolio, si & dimostrato che il sangue
pariferico pud rappresentare un’utile sorgents alterna-
tva e, nel corso degli ultimi 2 decenni, Ia raccolta gli
cellule staminali emopoistiche mobllizzate nel sangue
periferico dallimplego del G-CSF (granu!ocyte—co/ony
stimulating factor) ha sostitulto il prefievo di midollo os-
580 nel trapianto autcloge e, soprattutto per i pazient
adulti, nella maggicr parte degli allatrapianti, | varntagg
di tale procedura vanno da queli offerti ai donatore,
Ossia una minore morbilita associata alla raccoita delle
cellule staminali (vengono evitats l'anestesia, I'ospe-

dalizzazione & g potenziale esposizione g 8Modieri.
vali allogenicll, a queli pIil-propriamenta clinici per |
pazienti, esemplificati da un Pl rapido attecchimemo
{con precoce risalita dei neutrofil © dalle Piastring)
dal’infusione df un numero maggiors di linfogi Ta
di cellule NK presenti nellinoculo, che Potrebbe .
crementare 'sffetto anti-tumorale de trépiantg {graf.
versus-leukeria effect, GvL). D'altro Ganto, menirg
non esistono evidenze conclusive sl fatto che ping;.
denza della GvHD acuta sig Mmaggiors dopo PBSCT
(verioheral blood stem celf lransplantation) che dopo
BMT hone marnow transplantation), la letteraturg hg
ormatl stabllitc che I'eccesso d cellule T ngl sangue
periferico rispetto al midolio osseo (a7 a10 volte
maggiore) aumenta considerevoimente Iincidenzg
aella GvHD cronica, anche neile sue forme Pl gra-
vl, rendendo necessario un trattamento JmmunosoD_
Ppressivo prolungato. -

Le PBSC sono raccoke mediants sedute singole o
multicle di leucaferas effettuate mediante separatorf
cellulart a flusso. continuo: per oftenere un adeguato
attecchimento, I'obiettivo & raggiungere un numero
totale di collule staminali emopoietiche (intese come
cellule CD34%) » 3-4 % 10%kg di peso corporec et
ricevants, & censigliabile, in caso di trapianti non ma-
nipolat! anche da donatore germano HiA-identico,
non superars la soglia di 8 x 10° ceilule CD34+kg di
Peso corporeo del ricevante,

Linfusione delle cellule del donatore, in qualsiasi
modo raccolte, avviens nel ricevente solitaments
atiraverso un catetere venoso centraie posizionate
chirurglcamente In modo da collocars la sua astre-
mité distale a lvello della glunzione tra vena cava
superiore e atrlo destro. Una volta infuse, Ie celluls
staminali emopoletiche vanno a colonizzars il micro-
ambiente midollare grazie al fencmeno dell’homing e
sotto I'azione regolatoria dells celllle stromali e dai
fattori di cresclta da esse prodett], conducono alla
completa ricostituzione smopoietica,

Negll ultimi due decenni, numerosi sono stati gii stuch

- che hannc investigato I'donsita del sangue cordo-

nale come sorgente alternativa di ceiluis staminali
emopoistiche. I primo trapianto di sangue cordonale
risele al 1988 quando Gluckman et al. trapiantarono,
CON successo, con e cellule di una soraling HLA-
identica un paziente di 5 anni affotto da Ansmia d
Fanconi. Da quel momento in poi, l'sfficacia dal cor-
done come fonte alternativa di CSE sia nel contesto
di patologie maligne che benigne & stata ampiamean-
te dimostrata In diverss pubblicazioni. A oggi, nel
mondo, scno Conservate, dopo opportuna caratte-
rizzazlone e crioconservazione, piti di 600.000 Uit
di sangue cordonale & con le cellye emopoiatiche
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in esse contenute sono stati eseguit! pitl di 30.000
trapianti allogenici. ‘ . o

siugi effetivati nella popolazione pediatrica hanno
dimestratc una sopravvivenza globale e una soprav-
vivenza libera da malattia sovrapponibil al trapianto
da un donatore non correiato (matched unrelated
doner, MUD), con lo svantaggio di essers caratie-
rizzati da un attecchimento pill lento, soprattutto per
quanto riguarda la risalita delle piastrine, ma con |l
vantaggio di una minor incidenza e gravita di GvHD
acuta e cronica.

[ due principall vantaggi che detsrminanc il succos-
so oi guesto lipo di trapianto sono la dose cellulare
infusa. (normalmente espressa in termine di callu-
le nucleate totali per kg del ricevente, TNC/kg) e |l
matching HLA (espresso in termini di matching FILA
per iloci AB e DR (x/8) o periloci A, B, C e DR
(x/8). Tenendo in considerazione che | due fattori #ra
loro interagiscono, In case di una disparita immuno-
genetica maggiore nella coppia donatore/ricevente &
necessario disporrs di una maggicre dose cellulare
per raggiungers il desiderato outcome. 7
Pochf dublbl, comunaus, che specialmente nei pa-
Zenti adultl, ma anchs nei pazienti pediatrici con un
peso elevato, I'mportanza della dose cellulare spes-
so rappresenta un fattore limitants per il successe
del trapianto. Alla luce di questa osservazions, diver-
sl gruppi di ricerca hanno investigato strategie atlo a
migliorare ['attecchimento dell'unita cordonale.

I primo approceio preso in considerazione & stato
quello del trapianto contemperanso di 2 unita cor-
donali diverse. Se questo approceio ha trovato iarga
applicazione nei pazient adut, tuttavia, nel contesto
pediatrico, I'analisi preliminare di unc studic prospst-
tico randomizzato ha evidenziato come |l co-trapian-
fo di 2 unita non manipolate di sangue cordonala
nen solo non porti a un vantaggic in termini di so-
pravvivenza, ma compoorti anche un rlschio di GvHD
acuta maggiore.

Laseconda strategia adottata & rappresantata dall's-
spansione ex-vivo di un‘unita di sangue cordonals
su un fayer di cellule stromali mesenchimali {M3Cs),
diacché tali cellule concorrono a costituire la nioohia
ematopoietica, E stato dimostrato da de Lima et al.
COme questo approccio permetta un'sspansions
Oelle cellule nucieate di 12 volte & delle cellule CD34+
di circa 30 volte, Inoftre, I'nfusione dsl prodotto, in-
si6ms a una seconda unita di sangue cordeonale non
Manipolata, determina un attecchimento pil rapido,
Sebbens non siano ancora definiti univocamente i
Meceanism| patofisiclogici sottostanti, & intersssan-
'& notare che, come osservato in altrl studl di co-
trapianto df 2 unita di sangue cordonale di cui una
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era stata manipolata, io studic del chimerismo ha
evidenziato che I'unita espansa attraverso la co-cul-
tura con MSCs era responsabile dell'attecchimenta
precoce, mentre quella nen manipclata sosteneva -

I'attecchimento a lungo termine. Non & stato ancora

ben definito se ¢io sia dovuto a un ssaurimento della

capacita di autcrinnovamento delle celiule staminali

0 a una minor presenza di cellule favorenti I'attecchi-

mento (dato che la maggior parte delle plattaforme di

espansione compertans la deplezicne dei linfociti T &

delle cellule natural kilier, NK).

Un approccio simile dal punto di vista concettuale &

costituito dalla coinfusione di un'unita di sangue cor-

donale con MSCs: tale strategia non ha perd mostra-
to un vantaggio in termini di attecchimanto, pur dime-
strando una minor incidenza ¢i GvHD di grado [I1-IV,

Con lintento di bypassare I'intrappolamente di una

percentuals significativa df cellule staminali emopoie-

tiche a livello del filtro poimonare, Frassoni et al. han-
no. esplorato la sicurerza e I'efficacia dell’infusione

direttamente a livello delle creste-iliache, ossia nal mi-

dollo osseo. E stato dimostrato come tale agproccio

possa permetters | supsramente dell’effetto-dose,
anche in presenza di una elevata disparita Immuno-
genetica fra donators e ricaverite.

Sono allo studio approcel ulterior attualmente volti al

miglioramento dell’attecchimento e dall’immunorico-

stituzions, quali; - .

* il co-trapianto di sangue cordonale e callule sta-
minali periferiche dopo deplezicne deal linfogiti T
da donatore aploidentico o MUD:;

* [l miglioramento del’homing delle celivle stami-
nali e dei progenitor! cordonall infus!, attraversc la
fuccsilazione delle cellule, I'inibizione dall'enzima
dipeptildipeptidasi 4 (DPP4} e |l pretrattamento
con prostaglancina E modificata.,

Tipi di TCSE

Trapianto da germano HLA-identico (sibling) ’

| geni del complesso HLA sono strettaments associa-
titra loro, segregano assisms e si trasmattonc come
un biocco unico di informazione genetica secondo
l2 | legge dl Msndel (conosciuta anche come la leg-
ge del'uniformita degli ioridi della prima generazio-
ne) in modo codominants; tale “unita genatica” sullo
stesso cromosgoma & detta “aplotipo” e il genotipo
consta di due aplotipi parentali (paterno e materno,
Fig. 2}. Bunqus, due fratelll sono HLA-identici fra loro
gualora abbiamo ereditato gli stessi aplotipi mater-
no & paterno, eventualith che si verifica nal 25% dei
casl. Il trapianto da donatore familiare HLA-identico &
ancora oggi considerato il golden standard, assendo
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caratterizzato solitamente da un rapido engrafment,
da un rischio relativamente basso di GvHD fatale, da
un soddisfacente sviluppo di immunoctcllseranza e da
una ricostituzions immunclogica completa del rice-
vente nel giro di pochi mesi dal trapianto,

Il trapianto da donatore non consanguineo
HLA-identico (MUD)

Cansiderando la modalita co-dominante della eredi-
tarieta del sistera HLA, la probabilita di reperire per
un paziente un germano compatibile &, come appena
ricordato, del 26% & anche meno alla luce della con-
trazione demografica osservata nelle ultime decadi
nei Paesi occidentall, E, quindi, evidente che sclo una
minoranza dei pazienti che potrebbero beneficiare di
un trapianto pessiede un denatore HLA-identico all'in-
terno delle fratria. La probabllitd di reperire un dona-
tore HLA-Identico tramite | Registri Intermazionali dei
donatori di cellule staminall © le banche ci raccolta e
conservazione del sangue cordenale & stimabile oggi
nell’crdine del 80-70%, dipendsndo, tuttavia, in larga
parte dalle caratteristiche immunogenstiche e dall'st-
nia del ricevents. Pazient! di origine caucasica hanno,
infatti, una probakiita i identificare un denatore com-
patibile maggiore rispstto a pazienti di origine africana
0 ispanica, in guanto | gruppi etnici da cui originano
guesti pazienti sono assal Meno rappresentati nel re-
gistri rispetto al gruppo caucasico.

tl trapiante da donatore aploidentico

Per donatore aploidentico, s'intends un donators
che condivida cen il ricevente la meta def gent HLA:
guesti donatori sono solitamente rappresentati dai
genitori, da fratelli ¢ dalla prole dsl ricevente (Fig. 2).
Il trapiantc da donatore aploidentice (o donatore fa-
miliare HLA-parziaimente ccmpatibile) presenta, ri-

spetto ad altri tipl di trapianto, indubbil vantaggi, tra |
quali: 'immediata dispenibiiita, almeno virtuaimente
per tutti | pazienti {con conseguente ottimizzazioné
del timing del traplanto stesso); la possibilita di sceltg
del miglior donatore tra tutti | familiar disponibili ge-
condo detarminate connctazioni immunogenetiche;
e la possibilita di far ricorse al donatore in caso dj
necessita di terapie cellulari.

Come & intuitivamente immaginabile, tuttavia, que-
sto tipo di traplanto presenta diverse problematiche
principalmente concernenti il superamento della bar-
riera HLA nalla coppia donatore/ricevents. Da €334,
soho derivate, per anni, un’aumentata incidenza ¢
tigetto del trapiantc e di sviluppo di quadri stracrdi-
nariamente gravi di GvHD. La messa a punto di tec-
niche in grado di ottenere una deplezione eatensiva
dei T linfociti del donatore, respensablli dello sviluppo
della GvHD acuta o cronica, dallinoculo trapiantato
& la possibilita di otteners numeri assal elevati di pro-
genitorl emopcietici dal sangus periferico del dona-
torf hanno consentito di superare in larga parie guest
ostacoli. [n particolars, I'ottenimento di 4 logaritmi di
T-deplezione del graft (eseguita nella maggicr parts
dei casi con un metodo “indirettc”, ciod attraverso la
selezione positiva delle celluls staminali emopoist-
che CD34% e l'infusione di una mega-dose di pro-
genitori ematopolstici (definita come l'infusione di un
numero di cellule CD34~ supericre a 10-12 x 10%ky
di pesc corporec del ricevents) si sono dimostrate
cruciall per garantire un'elevata probabilita di attec-
chimento dsll'emopoiesi del donatore, senza conco-
mitante sviluppo di GvHD, Nonostante la rimozione
guasi completa dai linfogiti T, 'effetic immunologico
del trapiantc contro eventuali cellule maligns residue
{effetio Gvl) pud esssre mantenuio dalle cellule NK
alloraattive?,

?  Lalloreattivitd NK fu descritta per la prima volta pili di 20 anni fa da Moretta st al,, | quali osservarono la lisl In vitro di blasti
leucemici allogenici da parte di particolari subset di cellule NK caratterizzate dall'espressions/assenza di alcune melacole di
superficle, identificate successivamente come recattorl spacifici per molecole HLA di classe |. Nelle studio oitato gli Autoti han-
no descritto per la prima volta il fenomeno dell'alloresttivia NK. Le cellule Natural Kifer possiadono specifici recettor, distribult
clonalmente, denominati Kifer cell Immuncglobidin-ike Receptors (KIRs) cha riconoscono specifici detarminanti antigenici (KIR
ligands), condivisi da aleuni gruppl gllelict di molecole HLA dl classe | (HLA-C:; alleli di gruppo 1 & 2 HLA-B alleli che cond-
vicilono la specificita Bw4), Durante il loro sviluppo, dopo lnterazione tra KIR e ligandi self, le cellule NK diventano “gcjucate/
licenziate” a esercitare I'alloreattivitd contro barsagll allogenicl che non esprimane KIR ligandi seff. Nel setting del traplanto
aploidentico, dunque, I'alloreattivita NK (donor-versus-recipient} viene esercitata da cellule NK del donatore “licenziate® (matu-
rancio a livelle del midollo osseo depo il trapianto, esse vengono esposte prevalentemente a molecole HLA del donatore, pre-
senti sulle cellule ematopoietiche), ciod calfule NK che esprimeno il propric repertorio KIR, | cul ligandi sono, almeno in par‘EG:
non espressi sul bersagll allogenici. Lalloreattivitd mediata dalle cellule NK si esplica su tre tipi cellulari (Fig. 3), con altrettant
effett] benefici in termini ¢linicl: in primo luogo 'eliminazione del iinfozltl T del ricevents resicul & in grado di prevenlre il rigetto
delle cellule del conatore, migliorando, quindi, la probabilité di attecchimente; in secondo luogo, I'eliminazione dslle oellulel
dendritiche del ricevente (con conseguente priming Insfficace del linfocit! T alloreattivi del donators) diminuisce I'incidenza di
GvHD; infine, I'sffetto pili imporiants per 'outcome clinico, si esplica attraverse |'azione litica sulle ceilule lsucemiche residue
con conseguents riduzions del rischio di recidiva della leucemia, Nel lavoro di Cevermann et al. viene discusso come ['effétto
Gvl & mantenuto anche nel trapianto aploidantico grazle allazicne delle cellule NK alloroattive.
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Figlio ricevente

Figura 2. Meccanismo i trasmissions co-dominante degll
aplotipi HLA,

Allo stato attuale, dungus, dal punto di vista im-
munologico, il problema maggiore da cui e gravato
il trapianto aploidentico & costituitc dalla ritardata
ricostituzione immunologica, dovuta al ridotto nu-
mero di linfocit T trasferiti con il graft, che si tradu-
¢e pol sul piano clinico in una marcata incidenza di
patclogia infettiva e, in assenza di alloreattivita delle
cellule NK, in un maggior rischio di recidiva della
malattia di base.

Per ottimizzare i risultati ottenibili con il trapianto HLA-
aplcidentico, sono, tuttora, in fase di sperimentaziona
diverse strategie per superars il problema di un ritardo
del processo di ricostituzione delllimmunita adattiva;
ira tutte queste, si possono riconoscere due impor-
tanti filoni di ricerca che ineriscono all'ambito del tra-
pianto agloidentico cosiddetio “T-repleto” {in cui cicé |l
graff non visne T-depletato} e strategie nell'ambito del
trapianto aploidentico cosiddetto T-depleto.

Il trapianto aploidentico T-repleto

In accordo a Huang et al., I'uso di CSE cttenuta da
donztore mobilizzato con G-CSF con successiva
robusta profilassi della GvHD post-trapianto & asso-
ciato a ridotto rischic di mortalita trapianto correla-
ta (TRM) e miglior sopravvivenza a lungo termins, I
meccanismo di modulazione della GvHD, che gli au-
tori suggeriscono essers mediato dal priming del G-
GSF sulle zellule T nel midollo osseo, & ancora poce
chiaro. Chiaro & che 'ATG (anti-thymocyte globuiin,
siero anti-linfocitaric) utilizzato nel regime di condizio-
namento e l'energica profilassi post-tragianto delta

GvHD probabilmente hanno un ruclo maggiore nel
controlio dall’alloreattivita.

Data, poi, 'ssperienza in vitro secondo cui la rapa-
micina non ha effetto negativo su un subset partico-
lare di Iinfociti, fisiclogicamente deputato a mediare
una tolleranza periferica, i linfociti T regolateri (Treg),
Peccatori ei al. hanno sviluppato un protocolio con
repamicina (appartenente alla classe degli inibitori
del pathway di mTOR} e MMF (micofenclato mofetile)
per la profilassi della GvHD.

’'osservazione, poi, chea la ciclofosfamida non & tos-
sica per le CSE, grazie al loro alto tassc di esprassio-
ne dell’'enzima detossificante aldeide deidrogenasl,
e la dimostrazione da parte del gruppo di Prigozhina
che la scmministrazione di alie dosi di guesto al-
chilanie pud ridurre la GvHD e 1l rigstto del graft nei
topl, senza alcun effetio collaterale sullengrafment,
ha portato a un rinnovato interesss per 'uso di un
approccio post-trapiantologico basato sullimpiege
di questo farmaco. Studi clinici della Johns Hopkins
University di Beltimora (USA) e del Fred Huichinscn
Caricer Research Center di Seattle (USA) hanno va-
lutato un protocollo non mieloablative con ciclofosfa-
mide, fludarabina e 2 Gy di TBI seguiti da profilassi
della GvHD con ciclofosfamide (50 mg/kg ai giomi
+3 & +4 post-trapiante), MMF (ai glorni +5-35) e ta-
crolimus (giorni 5-180). A frente di un'assal limitata
incidenza e gravitd della GvHD acuta o cronica, la
percentuale di recidiva neoplastica, tutlavia, & stata
rilevante, facendo cosi scemare il risultato di una re-
lativaments bassa TRM.

Considerati nell'insieme, | diversi approccl di tra-
pianto aploidentico offrcno un'alternativa trapianto-
logica di facile applicazions molii centri per pazienti
affetti da diverse neoplasie. Tuttavia, 'applicazions
di queste strategie in ambito pediatrico & ancora fi-
mitata, soprattutic per quanto inerisce alle malattie
non neoplastichs, suscsttibill di cura con Il trapian-
to, e risultati a lunge termine sonc ancora materia
d'invastigazione da parte della comunita scientifica
frapiantologica.

Trapianto aploidentico T-depleto

| primi studi clinici che hanno convincentements
dimostrato I'efficacia del traplanto emopoistico da
donatore familiare HLA-aploidenticc dopo T-de-
plezione, realizzata atiraverso I'mglege di eritroci-
ti di montone e agglutinazione con lecting di soia,
si sono fondati sul'infusione di una “megadose” di
CSE oltenute da midollo osseo 0 da sangue perl-
ferico dopo mobilizzazione con G-CSF, senza alcu-
na addizicnale profilassi della GvHD post-traplanto,
Successivamente, al fine di ottimizzare | risultat! of-
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Figura 3, Generazione di cellule NK alloreattive e loro ruolo terapeutico nel trapianto aploidentico.

tenibili con il trapianto, sono stati ottimizzati | regimi

di condizionamenito ai fini di ridurre 1a tossicita extra-

ematologica, cosi come la processazione del graff &

stata migliorata con I'utilizzo della immunosslezione

positiva delie cellule TD24* ¢ la somministrazions di

G-CSF post-trapianto & stata sospesa quando si &

capitc che impattava sulia produzione di IL-12 da

parte delle cellule dendritiche, la qual cosa portava

ad abnorme attivita di oresentazione antigenica e

iperattivazions T-cellulare.

| risultati ottenuti con I'impiego di celiule CD34* po-

sitivamente selezionate hanno evidenziato numeros

aspetti che meritanc particolare attenzione; in partl-
colare;

~ 1. Iinfusione di un alto numero di cellule CD34+ del
donatere pud superare la barrisra HLLA®:

2. unlimite di 2-5 x 10* di ceiluiz T CD3* del cona-
tore/kg di peso corporec del ricevente previene
quasi complstamente la GvHD anche in assenza
di qualsiasi immunosoppressione post-trapianto;

3. in presenza di alloreattivita delle caliule NK del
donators si osserva una bassa incidenza di reci-
dive leucemiche pest-trapianto cui pud sontribu-

ire anche I'implego di terapia di condizionamento
al trapfanto ad alta intensita;

4. questo tipo di trapianto si assccla a una TRM
relativamente alta dovuta alla ritardata immuno-
ricostituzione post-traplanto con alta incidenza
soprattutio di infezioni opportunistiche da HOMY
(citomegalovirus umano) e aspergillo nel prime
anno post-trapianto. ‘

Quindi, 'infusione di una “megadose” ¢i CSE da dona-

tore aploidentico T-cepleta previene il rigetto del graft,

la GvHD acuta e cronlca e, in presenza dl alforeattivita

NK del donatore, si-associa a tassi di sopravvivenza

+ simili & un trapianto MUD. La mortalita relativamente

alta rispetto ai MUD & dovuta principalments & infezio-
ni oppertunistiche e in assenza di immunoscporessio-
ne post-trapiantologica si apre una finastra terapau-
tica per I'immuncterapla acottiva con T-linfocit per
migliorare Mimmunercostituzione e I'owtcome linico.
A tal proposito il trapianto aploidentico di cellule sta-
minali da sangue periferico selettivamente depletate
di linfocit! Taf* offre potenziali vantaggi rispetto all'u-
so della selezione positiva di sole CD34+ perché con
questo approcgio il paziente beneficia della presenza

"Megadose” e superamento della barriera HLA: la veto activity, Lattivita "Veto” & statz definita nel 1980 da Miller come la

capacita di sopprimere specificamente | precurson T-citotessicl diretti dontro antigeni presentati dalle “veto cells”, Tale termine
"vetG" rappresenta una definizicne operativa e non una specifica sottopopolazione cellulare tants che nel corso dlegll anni sond
state identificate diverse celiuls con tale capacitd. In particolars, dopo il trapianto dl CSE CD34* purificate, la probabiita di
attivazione di CTLp {linfociti T citotossict pracursori) anti-donatore & properzionale al livello delie cellule T residus def ricevente
& Inversamente proporzionale al numero di cellule veto e altrs cellule regolatorle. La “attivits veto” potrebhe essers inizialmentg
esercitata dall'infusione di CD34+ e i loro precursori CH33+, cost come dalle cellule dendritiche immature CD11¢*. Incltre il
trapianto con particolar genotipi HLA {ac es. NK alloreattivi) che generano rapidamente cellule NK alloreattive pud aradicare
I CTLs maturl che sfuggono alle vato gells, Quindi 'nocule di CD34* aploidentiche & responsabile dellativita veto sui CTLP
anti-conatore e rapidamente genera anche altre cellule (NK, ecc.) richisste per |'eradicazions délls F-cells antl-donatore dél
paziente. Studi succassivi hanne pol messo in luce come Iz megadose possa arrivare anche a 20 x 10°%/kg.
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nel graft anche di altre cellule ancillari dell’immunita
innata, in particelare le NK e i T-linfociti TCRyS, i guali,
cltre & esercitare un'azione anti-tumorale contrioui-
scono a conferire al ricevents un trapianto apioident-
co T-depletato una miglior protezione rispetto a rischi
infettivi (si veda oltre).
Per supplire al’elevata TRM, altre strategie volte al
miglicramento del'immunoricostituzione nel trapian-
to aploidentico T-depleto sono costituite da:
1. infusions di linfociti T patogeno-specific;
2, infusione di linfoclti T "ingagnerizzat” con geni
suicidi;
3. Infusione di linfoctti T regolatori {Treg).
Infusione di [infociti T patogeno-specifici
Diversi gruppl hanne messc a punto, partendo da
cellule mononucleate del donatore, protocolli per la
generazione di linee callulari ¢ cloni T spacifici per
i principali agenti patcgeni responsabill di compli-
canze gravi o addirittura fatali dopo il trapiante. Par-
ruceio et al. hanno generato cloni di T linfoaitl diretti
contro antigent di aspergllo e di cytomegalovirus.
Con un approccic simile, scno state generate linee
dirette verso antigeni di adlenovirus ed EBV. L'elevato
impegno richiesto, tuttavia, in termini di tempo per
la preparazione, costi e la necessita di una gualifl-
cazicne ed esperienza tecnica nelambito specifico,
per la generazione di quests linee o cloni, ne limita
Fimpiego su larga scala.

Infusione di linfociti T “ingegnerizzati® con geni suicidi

Un altro recente approccio al miglioramente della
ricostituzione immunclogica consiste nell’infusione
di linfociti T policlonail ingegnerizzati per esprimare
geni suicidi, attivabill da farmaci o sostanze inerti nel
caso, dopo linfusione, si sviluppi GvHD non control-
lablle con le terapie convenzionall, Cicerl et al. han-
no infuso linfocitl policlonali del donatore transfettail
con if gene suicida HSVY thymidine kinase (HSV-TK),
attivabile grazie all'infusione di ganciclovir, farmaco
routinariamente impiegato nelle infezioni/riattivazion
d'infezione da cytomegalovirus.

[

Il gruppo del Baylor College of Medicine df Houston
ha, pili recentemente, sviuppato un‘altra strate-
gia sfruttando il pathway dell’apoptosi indotta calle
caspasi: le celluie T dal donatore sono, infatti, state
tfransfettate con un transgene codificante per una
caspasi @ la cui attivazione & inducibile mediante
una molecola inerte (AP1803). Linfusione di questa
molecola determina I'apoptosi del 90% del linfociti T
modificati entro 30 minuti dall'infusione con controllo
delia GVHD e senza alcuna ricorrenza della stessa.
Rispetio a HSV-TK, I gene suicida della caspasi-9
inducibile, oltre a non essere immunogenico, possie-
de un pit rapido meccanismo d’azions ¢ permette
di poter impiegare ganciclovir, qualora se ne ponga
I'coporunitd/necessita,

Infusione di linfociti T regolatori (Treg)

Un'ulteriore strategia per migliorare I'immunoricosti-
tuzione consiste nellinfusione sequenziale dif Treg
seguita da quella di linfociti T convenzionali {Tcom).
In madell murini, infatti, I'infusicne di Treg determina
una scppressione della GvHD senza inibire I'effetto
GVL e una pid rapida ricostituzione di linfociti Teon.
Recentemente, sono stati riportati risultati clinici mol-
to incoraggianti di guesto approccio.

Deplezione TCRap/CD19

A cavallo tra il trapiantc T-repleto e quelle T-depleto &
stata recentemente sviluppata una terza strategia: la
deplezione dei linfogiti TcRaB/CD19.
Quest'approceio si basa sulla sola eliminazione,
dal graft, delle cellule effeitrici deila GvHD, owvero
i Iinfociti Taf e deai linfociti B CD19* (implicati nello
sviluppo post-traplanto di malattie linfopreliferative-
ERBV correlate], manienendo al contempo nelifinocu-
o altre popolazione cellulart utili al fini dell'cutcomes
trapiantologico (principaimente cellule NK, linfocit|
Tyd ¢ e, in misura minore, csliule dendritiche). Dato
che tali cellule sono funzionalmente mature, esse
possonc esplicars il loro effetto benefico immediata-
mente dopo il trapianto {cosa che non succeds nal

[Ninfociti Ty8 (dencminati anche linfocit! T innate-like o transazionali) sonc una sottapopolazione linfocitaria che possiece deter-

minate caratteristiche proprie del compartimento Innate del sistema: Infaittl, In modo simile 2d altri linfocitl T non cenvenzionali,
essi riconoscona antigeni nen-peptidict conservatl che sone ipersspress! da cellule sottoposts a stress, la cul distribuzione o
modalita i espressions assomiglano & quelle dei PAMPs (associazionistica Molecuiar Patterns) e DAMPs (Danger - Associa-
ted Molecular Patterns), riconosciuti dai PRR (Pattern Recognition Recsptors). Inoltre i infociti TyS acquisiscona, In una fase
moltc precoce del loro sviluppo, un fenctipo pre-attivato, caratterzzaio dal'espressions di marker di memoria: questo stato
pre-attivato permette una rapida Induzlone dells funzioni sffettrici dopo Il riconoscimento dallo stress cellulare, Numsrosi studi,
in vitro e in vivo, hanne suggeritc come i linfocitl Tyd possanc essers affsttor potenzialments efiicac! nel contesto del frapianto
dicellule staminall. In particolare Godder et al. hanno analizzato prospatticarmients I'immuncricostituzione del linfoofi] Ty inuna
coorte di pazienti sottoposti a trapianto aploidsntico: & stato evidenziato un netto incremento della sopravvivenza in pazienti
che prasentavano un alto numero dl linfocltl Tv8 nal sangue periferico rispetto al pazienti con un nUMero normale/basso,

579




IMMUNOLOGIA & ALLERGOLOGIA PEDIATRICA

traplanto di cellule CD34* positivamente selezionate,
perché la generazione da progenitori emopoietic e
la maturazione delie cellule NK richiede dalle 6 alle 8
settimane di tempo.

Questa manipolazione pil selsttivamente mirata &
stata rasa possibile dallo sviluppo di una metodica
per la deplezicne dei linfociti TeRaf* & CD19* da cel-
lule mononucleate (PBMGCs) mobllizzate, utilizzabile
a livello clinico.

A oggi scno disponibili dati di cutcome in pazient
pediatrici affettl da emopatie maligne, o da patolo-
gia non necplastica sottopcsti & trapfanto aploiden-
tico TcRap/CD19 deplsto. In questo ultimo gruppo
di pazienti, con differenti tipl di immuncdeficienza
primitiva o con altre patclegie nen negplastiche, per
i quali nen era dispeonibile un altro tipo di donatore,
si & 0ssarvata una probebilita di sopravvivenza libe-
ra da malattia nell'ordine del ©0%. Lo studio della
ricostituzione Immunitaria ha mostratc un rapido
incremento del linfociti Tyd* nel pericdo prococe
post-trapianto con pil tardiva risalita della contro-
parte ap*.

Peculiarita immunologiche dei TCSE

Il rigetto del trapianto
Il fenomeno del rigette si instaura allorché le cellule
midcllari del conatore, riconosciuts come non proprie
{hon self), vengono aggredite e distrutte dalle cellule
Immunocompetenti del ricevente (principalmente T
linfeciti citotogsicl), scpravvissute alla terapia di pre-
parazione al trapianto. La profonda immunosoppras-
. slone indotta dalle alte dosi di chemioterapla pre-
trepianto riduce, tuttavia, l'incidenza del rigetto nel
pazienti leucemici sottopost! a trapianto allogenico
non T-depleto da donatore HLA compaticile all'1-2%
dei casl. La frequenza del rigetio incrementa consi-
derevolments in pazientl affetti da patclogie non-ne-
oplastiche {incluse quelle forme di immunodeficienza
con resldua apprezzakile funzione T linfocitaria), in
particolare se sottoposti a trapianto T-depletato e,
soprattutto in presenza di disparita HLA nella coppia
donatore/ricevente. In ambito di SCID, glova ricor-
dare che, scprattutto quando il paziente non viene
sottoposto ad alcun regime di condizicnamento al
trapianto ¢ viene trattato con regimi a bianda inten-
sita, si pud osservare un attecchimentc selettivo dei
soll T linfociti del donatore, la restante emopoiesi,
cosi come il compartimento B linfocitario, restando
di origine del ricevente. Questo attecchimento selet-
tivo del T linfociti pud esitare in una difettiva coope-
razione T-B linfocitaria, con subcttimale produzione
immunoglobulinica.

La Graft versus Host Disease {(GvHD),

ovvero la malattia da trapianto contro I'ospite

La reattivita delle cellule immunocompetenti alloge-

niche contro i tessuti dell’ospite determina, invece,

come pib volte ricordato la reazione GvHD. Quasts
rappresenta a tutt'oggi una celle pil rilevanti compl-
canze del TCSE, particolarmente nei casi di trapianto
incompatibile, & con un impatto negativo soprattutto
nelle patologle non neoplastiche. Dalle diverse casi-
sticheg, nel contesto del trapianto da donatore HLA-
identico, Incidenza della GvHD & quantificabile in
circa il 30-50% dei casi; questa incidenza aumenty
al 50-80% dei casl di trapianti da donatore non cor-
relato (MUD, matched unrelated donon o da familiari

HLA parziamsnte compatibil, in assenza di effica-

¢l misure di T-deplezione in vitra o di modulazione

dell'alloreattivita. Inoltre, non soto il tipo di trapianto

{il trapianto di sangue da cordons ombelicale corre-

la con una pit bassa probabilita di incidenza della

GvHD) & il grado di compatihilita donatore-ricavente

influenzano lincidenza della GvHD, ma anche Il ro-

gime di profilassi impiegatc, cosl come altri fattor]
quali I'eta del ricevente e del donators, la disparita

di sesso, la positiviti slerclegica per CMV. Esistono

evidenze che sla i linfociti T CD4* sla i linfociti CD8*

possone giocare un ruole rilevante nella fisicpatolo-
gia della GvHD insieme a citochine infiammatorle,
quali I'interfercns-y {IFN-y), il tumor necrosis factor-o.

(TNF-a) e l'interleuchinz-8. In particolars, nall'imme-

diato post-trapianto gli afti livell di citochine e I'indu-

zione di espressione sulle csllule tissutali del ricevan-
te di molecole di adesione possono rendere mag-
glormente reattivi i linfociti T infusi verso gl antigen

HLA del ricevente e in tal modo contribuire a! danno

tissutale della GvHD. Copelan e colleghi & in seguito

altri ricercatori hanno postulato un meccanismao fisio-
patologice della GvHD suddivisibile in tre fasi:

1) I'attivazione delle celluls presentanti I'antigene
(@ntigen-presenting cells, APC), princlpaments
del ricavents;

2) lattivaziong, la differenziazicns e la migrazione
dei linfociti T alloreattivi del donatore;

3) lattivazione degli effsttori del donatore che me-
diano pol il danno tissutale.

Dosi slevate di agenti citostatici o dl terapla radiante

impiegate nel contesto del regimi di condizionamen-

to al trapiante dannegglano i tessutl, in particolare
l'intestino, consentendo al lipopolisaccaridi prodotti
dal batterl di raggiungere i tessuti adiacenti e la cir-
colazione sanguigna. Questo meccanismo determi-
na I'attivazione di cellule diverse (APC, fase 1) can

il rilascio di citoching inflammatorie TNF-a, interleu-

china-1, interleuchina-8 e interleuchina-12. Gome
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glementl costitutivi dell'immunita innata neutrofl,
macrofagl ed esosinofili migrano nalla sede di dan-
ne cellulare causando un'ulteriore lesione. Le cellule
dendritiche, presentanti gli antigeni provenient! dalle
cellule mucosall alterats, vengono attivate ¢ migranc
a livello degli organi linfoidi (in particolare nelle plac-
che dsl Peyer) dove maturano. La cellula dendritica
matura, a guesto punto, e in grado di presentare gl
antigeni alle cellule T del donatore e di indurre una
risposta immunitada con proliferazione delle cellule T
alogeniche e produzione di ulteror! citochine (inter-
lsuchina 12 e IFN-y); la secrezione citochinica, a sua
volta, promuove 'attivazione di cellule T citotossiche
e di effettrici principall del danno tissutale, Infine, con
la soppressione dei meccanismi di regolazione, le
cellule T attivate migrano nella circolazione ematica e
vanno a danneggiare altri crgani, in particolars fegato
e cute. Quest'ultima fase di distruzlone dei tessuti
bersaglio & dungue mediata da un’azione sinergica
di due classi di mediatori: cellular! (propri delle celiule
T s, in parte, delle cellule NK} e solublli {interlsuchina
12, interleuchina 1, IFN-y & ossido nitrica).

Sono distinguibili due different! “sindromi” distinte di
GvHD, denominate GvHD acuta & GvHD cronica in
relazlone al tempo di insorgenza: la prima comprare
entro i primi 100 glorni mentre la seconda si sviluppa
successivamente. La GvHD acuta si manifasta me-
diamente intorne al 15° giorno dopo Iinfusione dal
midelle allogenico e rispecchia il complesso mec-
canismo patogsnstico appena enunciato. Le sue
caratteristiche cliniche ruotano Intormo alla triade
sintomatologica costituita da: rash cutaneo (Fig. 4),
diarrea, disfunzione epatica (ttero colastatico), Non
necessariamente tutti e tre gli organi vengeno inte-
ressati, ma in relazione al livello di compromissione
d'organo e alle manifestazioni cliniche, alla GvHD
acuta viene dato un grade complessivo di gravita
che va dal | al V. La scpravvivenza a lungo terming
nei pazienti con GvHD di grado superiore al I, non
prontamente responsiva alla terapia di prima linea
costituita da steroidi, risulta inferiore ai 50%.

La GvHD crenica ha un tempo di comparsa succes-
sivo ai primi 160 giorni dal TMO allogsnico e pud
far seguito a una GvHD acuta o insorgere de novo.
Pué interessare le stesse sedi della controparte acu-
ta, ma solitaments la sua estensione & pil sistemica
con impegno di guasl tuttl gli crgani e apparati (cute,
ccehi, mucosa orale o esofagea, fegato, palmone,
apparato neuromuscolars, intastino; pud assumere
le caratteristiche della sclerodermia, della cirrosi bi-
liare ¢ della bronchiclite obliterante). | meccanismo
fisopatologico che connota la GvHD cronica & pil
complesso di quello della GvHD acuta e in parte an-

cora 0scuro: se da un lato la forma cronica & assimi-
labile & quella acuta in termini di coinvolgimento pa-
togenstico delle celiule T del donatore che sostengo-
no una fisposta alloimmune nel confronti di antigeni
del ricevente, dall’altro la GvHD cronica &, per alcuni
aspetti, simile alle malattie autoimmuni sia dal punto
di vista clinice [lesioni cutanee o mucoss lichenoidi e
sclerodermiche (Fig. &), rash malare, sindrome sicca
Siogren-like, artrite, contratture articolari, bronchioli-
te obliterativa, degenerazicne dei dotti biliari & cole-
stasf], sla per la presenza di autoanticorpl e aumen-
tata produzione di collagene e fibrosi. In relazione aila
compromissions d'organc che guesta complicanza
immunologica pud detarminare, la GvHD cronica
pud essere classificata come limitata o ostesa.

ta miglicre comprensione del fenomeni immuno-
biclogici alla base della patogenesi della GvHD ha
aperto la strada allo sviluppe di trattamenti immu-
nosoppressivi diversificati e piu raffinati  rispetto
allimplege della terapia stercidea, che pur rimang |l
trattamento di prima linea nal pazianti che sviluppa-
no questa complicanza. Sonc largaments impiegati,
infattl, come trattamenti di seconda linea anticorpl
moneclonali specificatamente dirsttl verso i linfocitl
T attivati o verso citochine coinvolte nella risposta
infiammatoria alloreativa e sirategle di immunomo-
dulazione, guall quelle basate sul’impisge di MSCs o
sulla fotochemioterapia extracorporea. E largamente
da sottolinears che entrambe le forme di GvHD, acu-
ta e cronica, incrementanc la probabilita di sviluppo
di complicanze infetlive, sia per la loro naiura dere-
golants un ordinato e armenico processo di ricosti-
tuzione immunologica post-trapianto, sia per Meffetio
immunosoppressore delle terapie impiegate per |l
loro trattamento. Da quest’osservazione deriva gvi-
dentemente la crucialitd di un attento menitoraggio
delle comglicanze infettive e una loro sfficace profi-
lagsi o tempestivo trattamento pre-sintomatico.

GvL

La terza rilevante implicazione immunclogica con-
nessa al TCSE & il gia pll vetta citato effetto grarft-
versus-leukerma (Gvl), sinteticamente riassumibi-
le nel’azione immunologica di cellule dal donatore
su antigeni (inclusi quelli minort di istocompatibiliza)
present! sulla supericie delle cellule lsucemichs e
in grade di evocars una risposta immune. Infatti,
oltre alla gia menzionata alloreattivita NK, le cellule
T del donatore sono in grado di distruggers callule
leucemiche & posscno, inoltre, reéagire contro protei-
ne aberranti espresse dal clone neoplastice (ad es.
la proteinasl 3 nelle cellule mielaidi) Inibendo la sua

581




IMMUNOLOGIA e ALLERGOLOGIA PEDIATRICA

GVHD acuta della cute (grado )

GVHD acuta della cute (grade II)

Figura 4. GYHD acuta cutanea.

crescita e preservando gueila delle cellule normaili.
Ueffetto Gyl & responsablle di un'incidenza ricotta
di recidiva neoplastica dopo trapianto allogenico (se
confrontato con trapiantc da gemello omozigote) e
in pazienti che sviluppano la GvHD (ss confrontati
con pazienti nel quall questa evenienza non acca-
de). Queasti rlsultati rappresentano, inoltre, | razionale
che sottende all'infusione di linfocit! del donatore nal
trattamento della reciciva leucemica, meglic se solo
molecolare, dopo trapianto.

Uno sguardo al futuro: Vinfusione
di cellule geneticamente modificate
con attivith anti-tumorale

Gli ultimi anni sono stati caratterfzzati da approccl
di immunoterapia adottiva, basati sull’'infusiong di
cellule dell'immunita innata o adottiva, opportu-
naments selezionate e attivate ax vivo. Come ben
noto, I'avvento di tecniche d'ingegneria genetica ha
permessc anche di svilupoare approccl terapeutici
basati sull'introduzions di geni in cellule somatiche.
Esempi di applicazione clinica coronata da succes-
50 in questo amkitc sone rappresentati dal tratta-
meantc di bambini affetti da forme gravi di immuno-
deficienza primitiva SCID o sindrome di Wiskott-Al-
drich. Pil recentemente, importanti sforzi di ricerca

8i sonc concentratl sull'introduzione In T linfociti di
seguenze geniche che codificano per recettori spe-
cifici diretti contro molecole espresse sulla superfi-
cie di elementl tumorali {chimeric antigen receptors,
CARY). In ambito pediatrico, & di recentissima pub-
blicazions il trattamento di pazienti affett! da leuce-
mia linfcblastica acuta (zlcuni dei quall sottoposto
ad allo-TCSE e infusi con cellule di derivazione deal
donatore) trattati con successo attraverso Fimpiego
di T linfoctti trasdotti con un CAR specifico per la
molecola CC18, espressa sulla superficie di cellula
leucemiche a differenziazicne B linfocitaria. L'asso-
ciazione di guesti CAR con sequenze In grado ¢l
mediare un segnale co-stimolaiorio che ottimizza
I'attivazione T linfocitaria ne aumenta in maniera
considerevole I'attivita, promuovendone sia la ca-
pacitd di espansione-persistenza in vivo, sia la ca-
pacita fitica sui bersagli tumorali,

Limiti legat! a questa straordinaria strategia terapeu-
tica ineriscono alla possibile emargenza di celluls tu-
merali con esprassioni di Iscforme dell’antigens non
riconosciute dal CAR e all’eccesso di atiivazione &
proliferazions di cellule coinvolte in una risposta in-
flammatoria. Per quest’ultime aspetto, 'introduzione
nel costruttc genice che si viene a trasdurre di una
sequenza che codifica per un gense suicida, come
ad esempio quello della caspasi-2 inducibile prece-
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Figura 5. GVHD cronica: lesioni al cavo orale.

dentemente menzionatc, pud rappresentare un'utile
strategia in grado di migliorare la sicurezza del’ap-
proccio. Negli anni a venire, questi sofisticati approc-
¢l di'bioingegneria callulars troveranno vasta arena
clinico-applicativa e certamente contribuiranno a
rendere sempre pil vicino il sogno di tutti gli oncologi
pediatri: rendere 1 cancre una malattia guaribile in
tutti i bambini che ne ammalano.
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