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RIASSUNTO

INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI

L’anemia falciforme (Sickle Cell Anemia, SCA), o drepanocitosi, ¢ un disordine
ematologico ereditario a trasmissione autosomica recessiva ed ¢ I’emoglobinopatia
a maggiore prevalenza a livello mondiale (1). Il trait falcemico ¢ stato associato ad
una maggiore resistenza alla malaria nelle aree in cui questa malattia ¢ endemica:
ci0 ha fatto si che lo stato di portatore della mutazione rs334 raggiungesse una fre-
quenza del 10-20% in molte zone dell’ Africa sub-sahariana, dell’India, del Medio-
Oriente e del bacino del Mediterraneo (2,3).

Storicamente, le manifestazioni cliniche della drepanocitosi piu conosciute erano
gli eventi acuti conseguenti ai fenomeni vasocclusivi e all’aumentata emolisi, ma
I’aumento dell’aspettativa di vita dei pazienti ha reso evidenti molte complicanze a
lungo termine, risultanti da un danno d’organo cronico legato agli stessi meccani-
smi fisiopatologici.

Fino a pochi anni fa, le uniche modalita di trattamento capaci di mitigare le mani-
festazioni cliniche della malattia erano 1’idrossiurea e le trasfusioni croniche con
chelazione del ferro. La progressiva comprensione dei fenomeni fisiopatologici che
contribuiscono alle complicanze della SCA ha permesso lo sviluppo di nuove tera-
pie capaci di ridurre la severita delle sue complicanze. Tuttavia, nonostante le nuove
terapie disponibili, ad oggi I’unico approccio curativo per la SCA ¢ rappresentato
dal trapianto di cellule staminali e progenitori da donatore sano HLA-compatibile
(Allo-TCSE). 1l trapianto puo sostituire il midollo emopoietico del paziente con le
cellule di un donatore sano che produrra una serie eritroide normale, senza tendenza
alla falcizzazione, prima che insorga un danno d’organo importante. Cio determina
una sopravvivenza complessiva (Overall Survival, OS) che varia tra il 91% e il
100% e una sopravvivenza libera da eventi (Event-Free Survival, EFS) tra il 73% e
i1 100% (4,5). Nonostante questi risultati incoraggianti, cio che limita oggi I’utilizzo
dell’allo-TCSE nei pazienti SCA ¢ la poca disponibilita di donatori compatibili:
meno del 15% dei pazienti ha un donatore familiare (Matched Sibling Donor, MSD)
e solo il 19% ha un donatore da registro (Matched Unrelated Donor, MUD) (6,7).
Per questo motivo, negli ultimi anni si sta studiando la possibilita di ricorrere a

donatori alternativi, tra cui i donatori familiari con genotipo aploidentico.



Lo scopo di questa tesi ¢ quindi quello di dimostrare la non inferiorita in termini di
sopravvivenza (OS e EFS) dell’aplo-TCSE rispetto al trapianto da MSD e da MUD
nell’ambito della casistica del centro di Padova. La possibilita di utilizzare queste
fonti alternative permetterebbe di ampliare la proporzione dei pazienti drepanocitici

candidabili a trapianto.

MATERIALI E METODI

Il presente lavoro € uno studio osservazionale retrospettivo monocentrico su una
popolazione di pazienti pediatrici affetti da malattia drepanocitica sottoposti a
TCSE allogenico da donatore familiare HLA-compatibile, TCSE allogenico di do-
natore da Registro, TCSE aploidentico da familiare HLA-parzialmente compatibile
presso I’Oncoematologia Pediatrica dell’ Azienda Ospedale Universita di Padova da
gennaio 2010 a dicembre 2020. Sono stati raccolti retrospettivamente i dati riguar-

danti in totale 20 coppie ricevente-donatore.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Nel nostro studio nessun paziente ¢ deceduto nel corso del follow-up post-trapianto.
Pertanto, abbiamo riportato una OS = 100% e una TRM (Transplant-Related Mor-
tality) = 0%. Solo un paziente, appartenente al gruppo MSD, ha avuto una recidiva
di malattia in seguito al rigetto del trapianto. Pertanto, considerando 1I’intera popo-
lazione dello studio, abbiamo registrato una EFS = 95%; nel gruppo MSD I’EFS ¢
del 90%, mentre nei gruppi Aplo e MUD del 100%.

La maggior parte dei pazienti ha sviluppato un chimerismo misto senza avere tut-
tavia segni di ripresa della malattia. Nessun paziente dello studio ha manifestato
una malattia del trapianto contro I’ospite (Graft versus Host Disease, GVHD) cro-
nica, mentre tutti i casi di GVHD acuta di grado II-IV che si sono manifestati hanno
interessato bambini trapiantati da MUD (4/5).

In conclusione, il nostro studio dimostra una non inferiorita del TCSE da familiare
aploidentico rispetto al trapianto da MSD e da MUD in pazienti in eta pediatrica
affetti da drepanocitosi. Tale dato dovra essere confermato mediante studi prospet-

tici, multicentrici e con una casistica di pazienti maggiore.



ABSTRACT

INTRODUCTION AND AIM

Sickle Cell Anemia (SCA) is an autosomal recessive hematologic disorder and the
most common hemoglobinopathy worldwide (1). Sickle cell trait provides a sub-
stantial survival advantage in malaria-endemic environments: this benefit has
driven rs334 carrier frequencies to 10-20% in many parts of sub-Saharan Africa,
India, the Middle East, and the Mediterranean basin (2,3).

Acute clinical manifestations, caused by vasocclusive events and by an increased
hemolysis, have historically been the best well-known, but, thanks to the increase
in life expectancy for patients with Sickle Cell Anemia, many long-term complica-
tions have been reported, resulting from a chronic organ damage.

Until a few years ago, the only therapies which aimed to control symptoms were
Hydroxyurea (HU) and chronic blood transfusions associated to iron chelation;
nowadays, the better understanding of the physiopathology underlying SCA com-
plications has allowed the development of new therapies. Nevertheless, hematopoi-
etic stem cell transplantation (HSCT) from a healthy HLA-matched donor (alloge-
neic HSCT) currently remains the only curative approach for SCA. This procedure
can replace patient’s bone marrow (BM) with healthy donor’s hemopoietic
stem/progenitor cells before the onset of a major organ damage. This therapy grants
an Overall Survival of 91-100% and an Event-Free Survival of 73-100%. Despite
these encouraging results, allogeneic HSCT in patients with SCA is limited by the
low availability of matched donors: less than 15% of patients have a matched sib-
ling donor (MSD) and only 19% have a matched unrelated donor (MUD). For this
reason, the possibility of using alternative donors, such as HLA-haploidentical re-
lated donors, have been explored.

The aim of this study is to show the non-inferiority of haploidentical HSCT com-
pared to HSCT from MSD and MUD in terms of overall survival (OS) and event-
free survival (EFS) within the patients of the Padua center. The possibility of using
alternative sources would allow increasing the number of patients suffering from

sickle cell anemia who could be treated with HSCT



MATERIALS AND METHODS

This is an observational retrospective monocentric study on a population of pediat-
ric patients suffering from sickle cell disease treated with allogeneic HSCT from
MSD, from a MUD or from a HLA-haploidentical related donor at Pediatric Hem-
atopoietic Stem Cell Transplantation Unit of Padova from January 2010 to Decem-
ber 2020. Data about a total of 20 couples of donors and recipients have been ret-

rospectively collected.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study no patient died during the follow-up after HSCT. Therefore, we re-
ported an OS = 100% and a Transplant-Related Mortality (TRM) = 0%. Only one
patient, who received his transplant from a MSD, relapsed because of a graft rejec-
tion. Therefore, considering the whole population, we reported an EFS = 95%;
MSD group has an EFS = 90%, while Haplo and MUD groups have an EFS = 100%.
Most of the patients developed a mixed chimerism without showing signs of re-
lapse. No patients in this study developed chronic GvHD (Graft versus Host Dis-
ease) and all the cases of I[I-IV grade acute GvHD occurred in the MUD group (4/5).
In conclusion, this study shows the non-inferiority of HSCT from haploidentical
related donors as compared to HSCT from MSD and MUD donors in pediatric pa-
tients suffering from SCA. This result needs to be confirmed by prospective, mul-

ticentric studies on a wider number of patients.



INTRODUZIONE

1.1 L’ANEMIA FALCIFORME (SICKLE CELL ANEMIA, SCA) (8)

L’anemia falciforme (SCA), o drepanocitosi, ¢ un disordine ematologico ereditario
a trasmissione autosomica recessiva ed ¢ I’emoglobinopatia a maggiore prevalenza
a livello globale (1). E stata descritta per la prima volta nella letteratura occidentale
da Herrick, nel novembre del 1910 (9); nel 1949, Pauling et al. (10) la descrissero
come la prima “malattia molecolare”, associandola alla presenza di una emoglobina
anormale, che, per via della sua forma, chiamarono HbS (dove la “s” sta per sickle,
che significa “falce”); nel 1957, Ingram (11) scopri che la causa della sintesi della
HbS era una singola sostituzione amminoacidica in posizione 6 della catena beta
dell’emoglobina (acido glutammico sostituito da una valina, mutazione E6V) e, nel
1963, Goldstein et al. (12) dimostrarono che questa sostituzione amminoacidica de-

riva dalla sostituzione di una singola base (A>T) a livello del codone 6 (rs334).

1.1.1 BASE MOLECOLARE DELLA MALATTIA A CELLULE FALCIFORMI
Con il nome di “malattia a cellule falciformi” (Sickle Cell Disease, SCD) si descrive
una sindrome clinica caratterizzata dalla presenza di HbS. Le cause genetiche della
SCD includono:
e omozigosi per la mutazione rs334 (HbSS), generalmente chiamata SCA.
e cterozigosi composta da rs334 e una mutazione che porti o a un’altra va-
riante strutturale della catena beta (ad esempio I’HbC, in cui I’acido glutam-
mico in posizione 6 viene sostituito da una lisina) oppure a ridotti livelli di
produzione della catena beta (beta-talassemia).
Nei pazienti di origine afroamericana, SCA ¢ la causa pit comune di SCD (65-
70%), seguita da HbSC (circa 30%) (8). Lo stato di eterozigosi di rs334 risulta nel
trait falcemico (HbAS), in cui gli eritrociti contengono un misto di molecole HbA

e HbS.

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA
La malattia drepanocitica rappresenta uno dei pit comuni disordini congeniti ema-
topoietici oltre ad essere I’emoglobinopatia con la piu alta prevalenza a livello mon-

diale. Sebbene la sua prevalenza a livello Europeo non sia nota, il numero di



pazienti pediatrici registrati in centri di ematologia pediatrica ¢ in costante aumento
a causa del recente fenomeno migratorio.

I1 trait falcemico ¢ stato associato ad una maggiore resistenza alla malaria nelle aree
in cui questa malattia era e continua ad essere endemica, tramite meccanismi non
ancora chiariti. Uno studio condotto nel 2014 in Africa, Asia e Oceania, confron-
tando quasi 12000 casi severi di malaria e piu di 17000 controlli, ha dimostrato una
riduzione dell’86% del rischio di malaria severa per gli individui portatori di HbAS
(13): questo beneficio ha fatto si che lo stato di portatore della mutazione rs334
raggiungesse una frequenza del 10-20% in molte zone dell’ Africa sub-sahariana,
dell’India, del Medio-Oriente e del bacino del Mediterraneo (2). Stime recenti sug-
geriscono che globalmente piu di 300.000 bambini nascono ogni anno con SCA (3)
e che 25-30 milioni di persone nel mondo soffrono di SCD, di cui I’85% in Africa

sub-sahariana (14).

1.1.3 FISIOPATOLOGIA

Tutte le manifestazioni cliniche caratteristiche della SCD sono riconducibili a due
fattori fondamentali: la vasocclusione e I’aumentata emolisi.

L’evento fondamentale che sottosta alle molteplici manifestazioni cliniche della
SCA ¢ la polimerizzazione delle catene di HbS in condizioni di bassa tensione di
ossigeno (15). Questo evento induce una disidratazione mediata dall’influsso di cal-
cio, portando ad un’aumentata concentrazione intracellulare di HbS e quindi ad una
ancora maggiore polimerizzazione della stessa, con conseguente alterazione della
struttura dell’eritrocita, il quale assume la forma a falce (16). I globuli rossi cosi
deformati hanno difficolta ad attraversare i capillari a livello periferico e causano
un ingorgo che risulta in una ipossia tissutale. Tuttavia, non ¢ solo questo evento
’unico responsabile del fenomeno della vasocclusione, ma almeno tre altre con-
cause sono state riconosciute. Gli eritrociti falcizzati sono anche altamente fragili,
con una vita media di circa 16 giorni, contro i 120 dei globuli rossi sani (17): il
continuo rilascio di emoglobina libera nel comparto intravascolare induce una de-
plezione dell’ossido nitrico (NO) biodisponibile, contribuendo alla patologia (18).
La neutrofilia ¢ un’altra caratteristica della SCA: studi recenti indicano che i1 neu-
trofili svolgono un ruolo centrale nel fenomeno della vasocclusione mediante le
loro interazioni con eritrociti contenenti HbSS ed endotelio vasale (19) ma anche

attraverso la formazione di trappole extracellulari (Neutrophil Extracellular Traps,



NET) che infliggono un ulteriore danno all’endotelio (20). Infine, ¢ stata osservata
maggiore una attivazione basale delle piastrine, attivazione che aumenta ulterior-
mente durante le crisi vasocclusive (21).

Tutti questi fattori di rischio fanno della SCA uno stato ipercoagulativo, come di-
mostrato dalla maggiore frequenza nei drepanocitici di eventi trombotici venosi e
arteriosi. Pertanto, la gestione ospedaliera delle crisi di dolore acuto comprende an-
che una profilassi antitrombotica che viene continuata il piu delle volte anche dopo
la risoluzione della stessa (8).

I pazienti con SCA sono in costante stato di emolisi scompensata, che aumenta ul-
teriormente durante le crisi di dolore acuto, con aumento di lattato deidrogenasi
(LDH) plasmatica (22). L’emolisi e il conseguente rilascio di emoglobina hanno un
ruolo fondamentale nella fisiopatologia degli eventi vasocclusivi: oltre alla gia ci-
tata riduzione della biodisponibilita di NO, ¢ stato osservato nei topi che I’esposi-
zione dell’endotelio all’eme induce upregolazione nella produzione di molecole di
adesione, aumentata permeabilita vascolare e reclutamento di neutrofili (23), 1 quali
vengono anche attivati direttamente dall’eme (20). Oltra a ci0, studi epidemiologici

suggeriscono che molte complicanze della SCA sono correlate ad un aumentato
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Figura 1.1 Fisiopatologia, stimoli infiammatori e interazioni cellulari della SCA. Da Annu. Rev. Genom. Hum.
Genet. 2018. 19:113—47. Legenda: HbS, emoglobina S; NET, neutrophil extracellular trap; NO, nitric oxide;
RBC, red blood cell; ROS, reactive oxygen species; SCA, sickle cell anemia, sRBC, sickle red blood cell; VWF,
von Willebrand factor



livello di emolisi e ad una ridotta concentrazione basale di emoglobina, tra cui la
colelitiasi, la formazione di ulcere cutanee agli arti inferiori, il priapismo e I’iper-

tensione polmonare (24,25).

1.1.4 DIAGNOSI E SCREENING

La diagnosi di SCD si basa sull’analisi dell’Hb. Tipicamente questa analisi consiste
in elettroforesi proteica o cromatografia, che sono tecniche economiche disponibili
in tutto il mondo (26), tuttavia la spettrometria di massa dell’Hb e ’analisi del DNA
stanno prendendo sempre piu piede in quanto permettono degli studi a piu alto ren-
dimento (27). In alcuni Paesi ¢ inoltre disponibile uno screening prenatale volto ad
identificare le coppie che possono avere figli con SCD ma anche a diagnosticare la
patologia in epoca prenatale (27). La diagnosi precoce permette di impostare tem-
pestivamente una profilassi antibiotica nel neonato (i bambini affetti da SCD sono
ad alto rischio di infezioni acute, cfr. 1.3.5) e di educare i genitori al riconoscimento

delle complicanze come il sequestro splenico acuto (28).

1.1.5 MANIFESTAZIONI CLINICHE, COMPLICANZE E MORTALITA
DELLA DREPANOCITOSI

Nonostante il miglioramento significativo nella gestione dei pazienti affetti da dre-
panocitosi, sia a scopo preventivo che terapeutico, purtroppo morbidita e mortalita
secondari al danno multiorgano cronico che tale malattia induce non sono altret-
tanto migliorati. Infatti, ’aspettativa media di vita di tali pazienti € intorno a1 40-50
anni, con un rischio di disabilita del 30-50%.

Storicamente, le manifestazioni cliniche piu riconosciute erano gli eventi acuti, tra
cui 1 pit comuni sono gli episodi di dolore. Con I’aumento dell’aspettativa di vita
per 1 pazienti drepanocitici, si € visto che 1 pazienti giovani/adulti possono presen-

tare un danno d’organo cronico.

Manifestazioni acute. Una delle piu frequenti manifestazioni precoci di SCA ¢ la
hand-foot syndrome, caratterizzata da un doloroso rigonfiamento di una o piu estre-
mita dovuto all’infarto del midollo all’interno delle piccole ossa presenti a livello
di mani e/o piedi (29).

Dopo il primo anno di vita, la piu frequente complicanza acuta sono le crisi dolo-

rose, che consistono in episodi di dolore ad insorgenza acuta a livello di estremita,



petto, addome e/o schiena, e che sono dovute a fenomeni vasocclusivi con conse-
guente danno da ischemia-riperfusione. Queste crisi possono essere ulteriormente
complicate da necrosi ossea e conseguenti infezioni secondarie, come osteomieliti
o artriti settiche (8).
Un'altra complicanza acuta comune ¢ la sindrome toracica acuta (acute chest syn-
drome, ACS), caratterizzata da tosse, dispnea, segni di consolidamento del paren-
chima polmonare e ipossiemia, e scatenata tipicamente da infezioni, embolia pol-
monare grassosa ¢ microembolismi di aggregati eritrocitari (29). L’anemia acuta,
definita come un calo di almeno 2g/dL di Hb rispetto al basale (29), ¢ una comune
caratteristica delle crisi di dolore ma puo anche essere dovuta a un sequestro intra-
vascolare degli eritrociti, tipicamente a livello splenico o epatico (30), ad episodi
aplastici secondari ad infezione da Parvovirus B19 (31) o a un’aumentata emolisi
secondaria a infezioni acute severe.
I pazienti con SCA sono anche a rischio di gravi infezioni batteriche, soprattutto
causate da germi capsulati S. pneumoniae, H. influenzae e Salmonella spp. Questo
stato di aumentata suscettibilita ¢ legato all’asplenia funzionale che consegue ai
ripetuti episodi di ischemia tissutale, episodi responsabili anche di un danno a li-
vello dell’intestino e delle altre barriere contro I’ingresso di patogeni all’interno
dell’organismo e della formazione di aree ischemiche che rappresentano possibili
foci settici (32).
Altre complicanze comuni sono:
e priapismo, condizione di spontanea e dolorosa erezione che dura piu di 2
ore
e danno renale acuto
e ictus, che probabilmente rappresenta la complicanza piu devastante di que-
sta patologia, e che puo essere di natura sia ischemica, piu frequente, che
emorragica (33). In eta infantile € possibile valutare il rischio di ictus ische-
mico misurando la velocita del flusso ematico nei vasi cerebrali mediante
ecodoppler transcranico (transcranial Doppler, TCD), metodica che oggi
viene ampiamente utilizzata come screening: i1 pazienti con velocita
>200cm/s sono considerati ad alto rischio e per questo indirizzati verso una

terapia trasfusionale preventiva (34).
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Complicanze croniche. Tra queste complicanze ritroviamo il danno neurologico,
evidenziato in circa il 39% di pazienti entro 1 18 anni di eta. In particolare, studi di
neuroimaging basati sull’utilizzo della risonanza magnetica hanno permesso di evi-
denziare infarti cerebrali silenti (anomalie all’imaging di almeno 3mm in presenza
di un esame neurologico normale) (35). Fattori di rischio includono basse concen-
trazioni di Hb, elevata pressione arteriosa sistolica, sesso maschile e episodi di ane-
mia acuta (36).

Altra complicanza comune ¢ 1’ipertensione polmonare, che rappresenta una causa
importante di morbidita e mortalitd nei pazienti affetti da drepanocitosi. Essa puo
essere associata a due cause: circa una meta dei casi € di origine precapillare, dovuta
alla vasculopatia che insorge per gli eventi di falcizzazione ricorrenti, per lo stato
inflammatorio basale tipico di questi pazienti, per il tromboembolismo cronico e
per la deplezione di NO gia descritta (cfr. 1.3.3) (37); la restante meta ha invece alla
base meccanismi patologici a livello postcapillare, associati sostanzialmente alla
disfunzione ventricolare sinistra causata dall’elevata gittata cardiaca e dal sovrac-
carico di volume ventricolare secondari all’anemia cronica (38) e che si manifesta
in circa il 13% degli adulti con SCD (24).

Un’ultima complicanza che deve essere considerata ¢ il danno renale, che ¢ quasi
inevitabile nella drepanocitosi e che porta ad un danno renale cronico (allo stadio
II-1V) il 4-18% dei pazienti (31) e pud anche causare un’ipertensione renovasco-
lare. Il meccanismo fisiopatologico si basa sul fatto che 1’ipossia, 1’acidosi e I’ipe-
rosmolarita tipiche della midollare renale rappresentano un ambiente perfetto per la
polimerizzazione dell’HbS, portando ad un danno acuto ischemico che sommandosi

nel tempo puo terminare in una insufficienza renale cronica (8).

1.2 GESTIONE E TRATTAMENTO DELLA DREPANOCITOSI

Per molti anni, il trattamento della SCA si ¢ limitato alla somministrazione di anal-
gesici per la gestione delle crisi di dolore acuto e alle trasfusioni di sangue per par-
ticolari indicazioni, tra cui episodi di ACS e di anemia acuta severa (29). Fino a
pochi anni fa, le uniche terapie che miravano ad un controllo della sintomatologia
erano 1’idrossiurea e le trasfusioni croniche con chelazione del ferro; la maggiore
comprensione dei fenomeni fisiopatologici sottostanti alle complicazioni della SCA
ha permesso lo sviluppo di nuove terapie, volte al controllo della storia naturale

della patologia.
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1.2.1 TRATTAMENTI TRADIZIONALI

L’idrossiurea ¢ stato per lungo tempo 'unico farmaco approvato nel trattamento
della SCA in grado di prevenirne le complicanze. Esso agisce come potente inibi-
tore della ribonucleotide reduttasi, un enzima chiave nella sintesi del DNA (39). La
sua somministrazione al corretto dosaggio (tipicamente di 15-30 mg/kg/die) induce
una riduzione di neutrofili, reticolociti, piastrine e citochine inflammatorie, ma an-
che I’aumento della produzione di emoglobina fetale (HbF)': tutti questi effetti
hanno come conseguenza un controllo sui fenomeni di vasocclusione e di emolisi,
quindi un aumento dei livelli basali di Hb e un miglioramento della reologia di eri-
trociti e neutrofili grazie alla riduzione della citoaderenza vascolare (41).

La terapia trasfusionale cronica ha dimostrato di ridurre il rischio di ictus ischemico
nei bambini ad elevato rischio sulla base del monitoraggio con TCD: nello studio
STOP (Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia), questa terapia ¢ stata asso-
ciata ad una riduzione del 92% del rischio di stroke nei bambini con velocita al TCD
>200cm/s e anche ad una riduzione del rischio di ulteriori stroke in bambini con
infarti silenti (42). I trial SWiTCH (Stroke with Trasfusions Changing to
Hydroxyurea) ha dimostrato che la trasfusione cronica con chelazione del ferro ¢
superiore all’idrossiurea nella gestione dei bambini con ictus esistente e sovracca-
rico di ferro (43). Complicanze comuni di questa terapia sono il sovraccarico di
ferro e le reazioni emolitiche post-trasfusione causate dallo sviluppo di alloimmu-
nizzazione verso gli antigeni degli eritrociti infusi. Quest’ultima rappresenta la
complicanza piu temuta ed ¢ inoltre relativamente pit comune nei pazienti con
SCA: una possibile ragione di questa maggiore incidenza ¢ il mismatch tra gli anti-
geni eritrocitari espressi nei pazienti di origine africana e quelli dei donatori, che
piu frequentemente sono di origine europea (44). Come prevenzione, molti centri
trasfusionali hanno adottato la procedura di fenotipizzazione estesa dei globuli
rossi, includendo gli antigeni ABO, Rh, Kell, Kidd, Duffy, S e s.

Oltre a questi due approcci terapeutici, un’altra pratica ormai consolidata dagli anni

’80 ¢ la profilassi antibiotica con penicillina volta a prevenire le severe infezioni

! L’HbF (02y2) ha un effetto di controllo sulla polimerizzazione dell’HbS perché i tetrameri ibridi
(02yB%) € ’HbF stessa da una parte danno una riduzione dellla concentrazione intracellulare
dell’HbS e dall’altra non posso prendere parte alla polimerizzazione dell’HbS, risultando cosi in un

effetto benefico sulla SCA che consiste in un ridotto dolore e un’aumentata sopravvivenza (40)
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batteriche responsabili di mortalita in eta precoce, a cui ¢ seguita 1’introduzione
della vaccinazione contro S. pneumoniae e H. influenzae (45—-47).

Infine, per il trattamento degli episodi di dolore acuto, molto spesso ¢ necessario
ricorrere all’utilizzo di forti analgesici, compresi gli oppioidi orali, che si sono di-

mostrati equivalenti a quelli per via parenterale nei bambini (48).

1.2.2 NUOVI FARMACI

La Food and Drug Administration (FDA) ha approvato negli ultimi anni tre nuovi
farmaci per il trattamento della SCD. Come visto in precedenza (cfr. 1.3.3), la po-
limerizzazione dell’HbS ¢ ’evento che sta alla base di tutte le complicanze della
SCD; pertanto, si ¢ cercato di sviluppare dei farmaci in grado di prevenire proprio
questo fenomeno. Voxelotor (GBT440) ¢ un aldeide poliaromatica che lega I’Hb
ossigenata in modo reversibile e stabilizza il legame con I’ossigeno: nello studio di
fase 3 HOPE (Hemoglobin Oxygen Affinity Modulation to Inhibit HbS Polymeriza-
tion) si ¢ dimostrata efficace nel ridurre la necessita di trasfusioni ma ha fallito
nell’obiettivo secondario di ridurre la frequenza delle crisi di dolore (49).

Un altro farmaco recentemente approvato ¢ la L-glutamina, che in uno studio ran-
domizzato ha dimostrato la capacita di ridurre il numero di crisi di dolore contra-
stando la deplezione di glutamina che contribuisce al danno a carico della mem-
brana cellulare, riducendo cosi la citoaderenza delle cellule falcizzate all’endotelio
vascolare (50,51). A causa dei suoi effetti collaterali a livello gastrointestinale, il
tasso di abbandono del farmaco ¢ stimato maggiore del 60% (52).

Il terzo farmaco approvato di recente ¢ il Crizanlizumab, un anticorpo monoclonale
che inibisce la P-selectina bloccando 1’adesione di eritrociti, neutrofili e piastrine
all’endotelio. Anche questo ha dimostrato di ridurre il numero di crisi di dolore in
uno studio randomizzato (53).

Tutti questi farmaci hanno il grande limite di essere molto costosi e di non essere

in grado di migliorare la qualita di vita dei pazienti con SCD (54).

1.2.3 TERAPIA GENICA (55)

Il concetto che la terapia genica possa curare le malattie genetiche umane ¢ emerso
negli anni 70, dopo la scoperta che i virus possono fungere da sistema di trasporto
di geni (56). L applicazione di questa tecnica nell’ambito delle emoglobinopatie ¢

sempre stata un’area di interesse nel campo della ricerca, ma le difficolta associate
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in particolare ai vettori esprimenti beta-globina hanno ritardato il passaggio dal la-
boratorio al paziente: i vettori virali erano inizialmente insufficienti a trasportare il
pesante gene della globina e gli elementi regolatori necessari per un’elevata espres-
sione (55). Dopo la scoperta del locus della regione di controllo della beta-globina
(locus control region, LCR), nuovi vettori lentivirali (basati sull’utilizzo del virus
HIV) contenenti una catena beta mutante, con una glutamina sostituita da una treo-
nina in posizione 87 (B™7?) che conferiva proprieta anti-falcizzazione, in modelli
murini di SCD risolsero I’anemia, ridussero il danno d’organo e espressero fino al
20-25% Hb del vettore (57).
Mentre le prime metodologie di terapia genica consistevano in strategie di gene
addition, adesso ci sono diverse potenziali strategie, come 1’aggiunta di beta-glo-
bina per formare HbA o di gamma-globina per aumentare I’espressione di HbF:
nucleasi programmabili, come le nucleasi zinc-finger (ZFN), le nucleasi trascrip-
tion activator-like effector (TALEN) e le meganucleasi, diminuiscono gli effetti oft-
target e sono in grado di correggere efficacemente le mutazioni della SCD o di in-
durre la globina fetale modificando sequenze regolatorie come BCL11A, KLF1 e
MYB (58).
La recente scoperta del sistema CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced
short palindromic repeats (CRISPR)-associated protein 9), tuttavia, ha rivoluzio-
nato le strategie di genome editing, introducendo una tecnologia facile da proget-
tare, altamente efficiente e poco costosa (59): un confronto tra ZFN, TALEN e CRI-
SPR/Cas9 nella loro capacita di modificare il locus della beta-globina ha dimostrato
la superiorita del sistema CRISPR/Cas (60).
Complessivamente, i vantaggi del targeted gene editing rispetto al gene addition
includono una precisa correzione del gene e la capacita di ridurre significativamente
o evitare del tutto le integrazioni non specifiche che possono portare ad una onco-
genesi inserzionale. Inoltre, il gene editing non ha lo stesso rischio di perdita di
efficacia dovuta al gene silencing, ossia al silenziamento che invece puo avvenire
nell’ambito del gene addition.
Una modificazione genica riuscita per SCD include diversi principi di base:

1. trasferimento genico nelle CSE ad alta efficienza e con una genotossicita

minima
2. nelle strategie di addition, un’espressione ad alto livello del gene inserito,

indipendentemente dal sito di integrazione
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3. correzione del fenotipo e miglioramento della clinica
4. espressione del gene inserito specifica per la linea eritroide e per lo stadio
di sviluppo.
Dopo decadi di ricerche nel campo, la terapia genica per la cura della SCD ¢ ora
una realta ed ¢ studiata in numerosi trial clinici. Tuttavia, non sono ancora disponi-
bili dati sufficienti relativi a sicurezza ed efficacia in grado di confermarne 1’utilita

su larga scala in pazienti affetti da malattia drepanocitica.

1.2.4 TRAPIANTO ALLOGENICO DI CELLULE STAMINALI
EMATOPOIETICHE
I1 trapianto di cellule staminali ematopoietiche (TCSE) ¢ una procedura terapeutica
complessa impiegata per la cura di numerose patologie ematologiche, siano esse
maligne o benigne. Il TCSE prevede la sostituzione completa del midollo osseo del
paziente (ricevente) attraverso una terapia sovramassimale (condizionamento) co-
stituita da chemioterapia associata o meno a radioterapia, seguita poi dall’infusione
delle cellule staminali ematopoietiche (CSE).
I condizionamento pre-TCSE ha tre funzioni essenziali:
e Eradicare la patologia maligna ematologica
e Indurre una immunosoppressione tale da assicurare un attecchimento delle
CSE e da prevenire sia il rigetto che la Graft versus Host Disease (GvHD).
e Fornire lo “spazio” nel midollo osseo del ricevente per le nuove CSE (61)
Le fonti di CSE comunemente impiegate sono:
- CSE da midollo osseo (Bone Marrow, BM): storicamente rappresenta la
prima fonte di CSE utilizzata (62). La raccolta avviene mediante procedura
di espianto di midollo osseo, che permette di prelevare direttamente le cel-
lule dalla sede della loro produzione
- CSE da sangue cordonale (Umbilical Cord Blood, UCB): il suo primo im-
piego risale al 1986 (63). Le cellule vengono raccolte al momento del parto
direttamente dal cordone ombelicale e successivamente crioconservate fino
al loro impiego
- CSE da sangue periferico (Peripheral Blood Stem Cells, PBSC): utilizzate
dal 1994, la raccolta avviene previa mobilizzazione con stimolazione me-
diante fattore di crescita (G-CSF, Granulocyte-Cell Stimolating Factor)
(64,65).
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A seconda del grado di compatibilita HLA tra donatore e ricevente, il TCSE allo-
genico puo essere:
e TCSE allogenico da donatore HLA-compatibile: il donatore puo essere un
familiare (solitamente fratello o sorella: Matched Sibling Donor, MSD) op-
pure non familiare reclutato dalle banche di donatori di midollo osseo o di
cordone ombelicale nazionali o internazionali (Matched/Mismatched Unre-
lated Donor, MUD). La compatibilita tra donatore e ricevente ¢ completa o
puo esserci una differenza HLA.
e TCSE allogenico da donatore parzialmente HLA-compatibile o TCSE
aploidentico: il donatore ¢ solitamente un familiare (madre, padre, fratello)
e condivide con il ricevente meta dei loci HLA (61).
L'infusione delle CSE avviene per via endovenosa attraverso un accesso venoso
centrale. Una volta infuse, qualsiasi sia la loro origine (BMCSE, PBCSE,
UCBCSE) queste cellule raggiungono il midollo osseo (“homing”) dove, previo
attecchimento, iniziano a moltiplicarsi e differenziarsi fino a completa ricostitu-
zione del nuovo sistema ematopoietico. In generale, viene considerato “attecchi-
mento” il momento in cui si assiste ad uno stabile aumento del numero di granulo-
citi neutrofili e piastrine per almeno tre giorni consecutivi (attecchimento dei neu-
trofili: numero di neutrofili >500/mmc; attecchimento piastrinico: numero di pia-
strine >50.000/mmc a distanza di almeno una settimana dall'ultima trasfusione).
Solitamente I’attecchimento avviene in circa 2-3 settimane. Le tempistiche di recu-
pero midollare dipendono principalmente da: numero totale di cellule nucleate e di

CD34+ infuse, fonte di CSE impiegate (BM, PBSC o UCB).

In ambito di SCD, il TCSE allogenico ¢ attualmente I’unica opzione terapeutica
curativa, indicato solo per 1 pazienti con gravi complicanze secondarie alla malattia
quali stroke, episodi di ACS e/o altre gravi compromissioni d’organo (66) (Tabella
1.6).

Il primo TCSE HLA-identico eseguito con successo per il trattamento della malattia
drepanocitica risale al 1984 e fu effettuato in un paziente con SCD e leucemia mie-
loide acuta (67). Da allora, diversi gruppi hanno descritto serie di pazienti trapian-
tati da donatori MSD con una sopravvivenza complessiva (Overall Survival, OS)
che varia tra il 91% e il 100% e una sopravvivenza libera da eventi (Event-Free

Survival, EFS) tra il 73% e il 100% (4,5). Inoltre, sia I’OS che I’EFS sono risultate
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migliori nei pazienti piu giovani, ’EFS ¢ risultata piu alta nei trapianti eseguiti dopo

i1 2006 e I’OS ¢ risultata inferiore nei trapianti di PBSC (68).

Alcune delle pit comuni indicazioni sono riportate nella tabella 1.1.

Tabella 1.1: indicazioni al TCSE nella SCD (66)

Eta <16 anni

Disponibilita di donatore MSD
Presenza di una o piu delle seguenti
complicanze

Ictus o evento a carico del SNC durato > 24
ore

Danno polmonare cronico

Danno renale cronico

Retinopatia

Acute Chest Syndrome

Osteonecrosi

Alloimmunizzazione verso gli antigeni eri-
trocitari

Priapismo ricorrente

Crisi di dolore da vasocclusione ricorrenti
Inefficacia della terapia di supporto con
idrossiurea o incapacita o mancanza di vo-
lonta di proseguire tale terapia

Danno neuropsicologico con RMN cere-
brale e/o angiografia anormali

Velocita al TCD anormale

Le indicazioni per pazienti meno gravi sono ancora oggi oggetto di discussione,

considerato che il TCSE rimane comunque una procedura complessa e con un po-

tenziale rischio di mortalita trapianto-correlata (TRM, Transplant Realated Morta-

lity). L’aspettativa di vita per i sopravvissuti a 5 anni dal trapianto ¢ pari al 70%

rispetto a quella della popolazione generale (69).

Le principali cause di morbidita e mortalita post TCSE nella SCD sono (70):

- Infezioni secondarie alla profonda aplasia e in una seconda fase alla terapia

immunosoppressiva post TCSE (batteriche, fungine, virali)

- Tossicita del condizionamento con danno d’organo: 1 danni conseguenti alla

chemioterapia impiegata possono essere precoci o tardivi, con un rischio di

danno anche a distanza di tempo (es, infertilita, sviluppo di neoplasie a di-

stanza, disordini metabolici, cardiopatie)

- Rigetto: si verifica quando il graft viene completamente sostituito dalle cel-

lule del ricevente, cui si associa la comparsa di percentuale di HbS patolo-

gica. L’analisi del chimerismo permette di studiare il genotipo delle cellule
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ematopoietiche, confrontando il DNA delle cellule del ricevente con quello
del donatore. Nelle patologie non oncologiche la coesistenza di cellule del
ricevente pre-TCSE con cellule del donatore, noto come stato di “chimeri-
smo misto”, ¢ una condizione molto frequente che non si correla necessa-
riamente al rigetto.

Malattia del trapianto contro 1’ospite acuta e cronica (Graft versus host di-
sease o GvHD) (71-73): si tratta di un disordine immunologico causato dai
linfociti T maturi del donatore presenti nell’inoculo diretti contro gli alloan-
tigeni dell’ospite. Si distinguono la forma acuta e la forma cronica, origina-
riamente distinte sulla base dell’epoca di insorgenza rispetto al TCSE
(prima o dopo 100 giorni). Piu di recente sono stati rivisti i criteri di classi-
ficazione e la distinzione viene fatta anche in base alle caratteristiche clini-
che piu o meno tipiche della forma acuta o cronica. Mentre la forma acuta
puo interessare principalmente cute, intestino e fegato, la forma cronica puo
coinvolgere tutti gli organi (74,75). La terapia si basa sull’uso singolo o
combinato di immunosoppressori, la cui intensita di trattamento dipende
dalla gravita delle manifestazioni cliniche (76). Di seguito classificazioni e

stadiazioni della GVHD [Tabelle 1.2, 1.3, 1.4 ¢ 1.5].

Tabella 1.2: distinzione tra GvHD acuta e cronica (77)
Classificazione  Giorni dopo TCSE Caratteristiche di ~ Caratteristiche di

aGvHD c¢GVvHD
aGvHD
e classica <100 giorni Si No
e persistente, >100 giorni Si No
ricorrente o
late onset
c¢GVvHD
e classica No limiti temporali No Si
e sindrome da No limiti temporali Si Si
overlap

Tabella 1.3: classificazione della GvHD acuta secondo Glucksberg (78)

Stadio Rash cutaneo (cute) Bilirubina Quantita di diarrea
(fegato) (tratto GI)

+ <25% della superficie 34-50 umol/L 500-1000 mL

++ 25-50% della superficie 51-102 pmol/L 1001-1500 mL

+++ Eritroderma generalizzato 103-255 ymol/L. ~ >1500 mL

++++  Eritroderma generalizzato con ~ >255 pmol/L Dolore addominale se-

bolle e desquamazione vero con e senza ileo
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Tabella 1.4: stadiazione complessiva della GvHD acuta secondo Glucksberg (78)
Grado

| Cute +/++

11 Cute +/++, GI e/o fegato +; lieve calo nelle performance cliniche

111 Cute ++/+++, GI e/o fegato ++/+++; marcato calo nelle performance cliniche

v Cute ++/++++, GI e/o fegato ++/++++; estremo calo nelle performance clini-
che

Tabella 1.5: Classificazione e stadiazione della GvHD cronica: ogni organo viene
graduato da 0 a 3 e la severita complessiva classificata sulla base del grading or-
gano-specifico (numero di organi e severita del coinvolgimento) (75)

Severita complessiva  Lieve Moderata Grave

Numero di organi 1-2 >3 >3

coinvolti

Severita del coinvolgi- Lieve (esclusi i Lieve-moderata Grave (per i pol-

mento polmoni) (solo lieve per i moni moderata o
polmoni) grave)

Uno dei fattori maggiormente limitanti verso ’utilizzo dell’allo-TCSE nei drepa-
nocitici ¢ la poca disponibilita di donatori compatibili: meno del 15% dei pazienti
hanno un donatore MSD e solo il 19% hanno un MUD (7,79). L utilizzo di donatori
alternativi offre a piu pazienti la possibilita di ricevere questo trattamento poten-
zialmente curativo, ma I’elevata incidenza di rigetto e di GVHD attualmente limi-
tano un utilizzo esteso di questo approccio e la prevenzione di queste gravi compli-

canze ¢ 1’obiettivo di numerosi trials che utilizzano donatori alternativi.

TCSE APLOIDENTICO

I1 trapianto di cellule staminali ematopoietico aploidentico (aplo-TCSE) potrebbe
essere considerato una valida opzione terapeutica per i pazienti affetti da drepano-
citosi con indicazione al TCSE. Il grande interesse verso 1’utilizzo di donatori aploi-
dentici in tale setting di pazienti deriva dal fatto che permetterebbe di avere dispo-
nibilita di un donatore potenzialmente per tutti i pazienti.

La prevenzione primaria e il trattamento del rigetto e della GvHD rappresentano la
principale sfida in questo particolare tipo di trapianto. A tal proposito sono dispo-
nibili diverse piattaforme di manipolazione cellulare, tra cui la selezione positiva
delle cellule CD34+ e la deplezione linfocitaria in vitro e/o in vivo.

I maggiori rischi derivanti dalla manipolazione cellulare, impiegati per la preven-
zione della GvHD, possono essere il rigetto e la lenta ricostituzione immunologica

con conseguente rischio infettivo.
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Le varie esperienze di TCSE aploidentico con manipolazione cellulare derivano
dall’impiego di tale metodica nell’ambito delle patologie oncologiche, in cui, negli
anni, tale tipologia di TCSE ¢ stato via via sempre piu implementato fino ad ottenere
risultati sovrapponibili alle altre metodiche di TCSE (MSD, MUD).

In particolare, la rimozione fisica delle cellule T del donatore dal materiale da in-
fondere fu introdotta per la prima volta dal gruppo di Perugia alla fine degli anni
’90 (80). L’idea originale era quella di prevenire la GVHD trapiantando una dose
totale di cellule T non superiore a 1 x 10*/kg del ricevente.

La manipolazione ex vivo piu sperimentata ¢ stata la selezione positiva delle cellule
CD34+ realizzata tramite CliniMACS® CD34 System Miltenyi, che forniva un in-
nesto T-depleto e con un’alta dose di cellule CD34+ ottenute da PBSC mobilizzate
con G-CSF da un donatore familiare aploidentico (80—82). Questa profonda rimo-
zione di cellule T richiedeva regimi di condizionamento mirati ad una immunosop-
pressione massimale del ricevente mediante ATG e irradiazione corporea totale (7o-
tal-body irradiation, TBI) associata a farmaci chemioterapici con potente azione di
tipo immunosoppressiva, quali fludarabina e thiotepa (TT). Nonostante I’applica-
zione di intensi regimi immunoablativi, la percentuale di rigetto del trapianto era
comunque elevata (10-15%), il che poi comportava la necessita di effettuare un se-
condo TCSE di salvataggio con una percentuale di attecchimento del 95%. Tuttavia,
questo si traduceva in una lenta immunoricostituzione post-trapianto, con una pro-
lungata e profonda linfopenia (82,83): in questa piattaforma, la mortalita correlata
al trapianto (Transplant-Related Mortality, TRM) ¢ stata osservata in una percen-
tuale consistente di pazienti, avente come causa principale le infezioni da patogeni
opportunistici insorte anche ad un anno post-TCSE in assenza di terapia immuno-
soppressiva o di GVHD (81).

Negli ultimi anni, sono state implementate piattaforme di manipolazione cellulare
che prevedono la selezione negativa di cellule TCRaf/CD19, al fine di ottenere un
prodotto da infondere contenente insieme alle cellule staminali CD34+ anche altre
cellule dell’immunita in grado di favorire da una parte 1’attecchimento, dall’altra
accelerare la ricostituzione immunologica post TCSE, tuttavia senza aumentare il

rischio di rigetto e/o GVHD post TCSE (84,85).
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SCOPO DELLA TESI

La drepanocitosi ¢ una sindrome che compromette la qualita della vita dei pazienti
affetti, visto I’elevato rischio di complicanze acute e croniche. Attualmente, accanto
ai trattamenti tradizionali, basati sulla somministrazione cronica di idrossiurea o
sull’eritrocitoaferesi, e sul trattamento sintomatico delle crisi di dolore acuto,
I’unico approccio risolutivo ¢ I’Allo TCSE. Questo ¢ tuttavia un trattamento da
considerare solo nelle forme piu gravi e di difficile gestione, in quanto comporta
esso stesso delle complicanze a carico del paziente, sia a breve che a lungo termine.
Ad oggi, si tratta di un approccio ormai consolidato, con un OS che varia tra 1’82%
e il 94% a seconda degli studi e un EFS tra 1’84% e il 92%.

Una delle principali limitazioni al ricorso all’allo-TCSE per la cura della SCA ¢ la
difficolta nel trovare un donatore compatibile: come abbiamo visto, infatti, meno
del 15% dei pazienti ha un donatore MSD, mentre per quanto riguarda i donatori
MUD, poiché la maggior parte dei pazienti drepanocitici € di origine afroamericana,
la probabilita di trovare un donatore da registro HLA-compatibile ¢ solo del 16-
19% (7,79). Per questo motivo negli ultimi anni si sta studiando la possibilita di
ricorrere a donatori alternativi, tra cui i donatori familiari con genotipo aploidentico.
Lo scopo di questa tesi ¢ quello di dimostrare la non inferiorita in termini di OS e
EFS del TCSE aploidentico rispetto al trapianto da MSD e da MUD. Sono stati
confrontati pertanto pazienti sottoposti a TCSE da donatore aploidentico previa de-
plezione ex vivo di cellule T TCRap e CD19 con pazienti sottoposti a TCSE da
donatore volontario unrelated e TCSE da MSD. La possibilita di utilizzare queste
fonti alternative permetterebbe di ampliare la proporzione di pazienti drepanocitici

candidabili a trapianto.
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MATERIALI E METODI

I presente lavoro ¢ uno studio osservazionale retrospettivo monocentrico su una
popolazione di pazienti pediatrici affetti da malattia drepanocitica sottoposti a
TCSE allogenico da donatore familiare HLA-compatibile, TCSE allogenico di do-
natore da Registro, TCSE aploidentico da familiare HLA-parzialmente compatibile
presso I’Oncoematologia Pediatrica dell’Azienda Ospedale Universita di Padova
da Gennaio 2010 a Dicembre 2020. Sono stati raccolti retrospettivamente 1 dati ri-

guardanti in totale 20 coppie ricevente-donatore.

Tipizzazione HLA

E stata effettuata presso il Laboratorio HLA dell’lUOC Immunotrasfusionale
dell’ Azienda Ospedaliera di Padova. La tipizzazione HLA di ricevente e donatore
non correlato ¢ stata effettuata mediante tecniche di biologia molecolare (PCR-

SSP) con un livello di risoluzione allelico.

Dati microbiologici

Per quanto riguarda gli aspetti microbiologici, la quasi totalita di riceventi e dona-
tori aveva eseguito una sierologia per CMV ed EBV pre-TCSE.

Presso il Centro Trapianti di cellule staminali ematopoietiche dell’Oncoematologia
pediatrica di Padova i pazienti trapiantati sono stati sottoposti a stretto monitoraggio
microbiologico per diagnosticare precocemente eventuali riattivazioni di CMV,
EBV e Adenovirus e poter iniziare il trattamento in fase pre-sintomatica. I controlli
sono stati eseguiti con una frequenza di 2 volte alla settimana nei primi mesi post-
TCSE e successivamente diradati in base all’andamento della ricostituzione immu-
nologica e della profilassi o eventuale terapia per GVHD.

Le viremie per CMV, EBV e Adenovirus sono state rilevate mediante real-time
PCR quantitativa, utilizzando un cut-off di 1000 copie/mL per la definizione di

riattivazione virale.

Follow-up
I1 periodo di osservazione ¢ stato concluso il 22 giugno 2022. Sono stati esclusi
dallo studio 1 pazienti per 1 quali, al momento dell’inizio dell’analisi dei dati, era

disponibile un follow-up inferiore a 9 mesi dal TCSE.
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Raccolta dati

I dati sono stati raccolti e analizzati retrospettivamente, consultando le cartelle con-
servate nell’archivio dell’Oncoematologia Pediatrica. Le variabili associate ai pa-
zienti, alla malattia e al trapianto erano espresse in numero assoluto e in percentuale
o come mediana e range, a seconda dei casi.

Sono stati riportati i dati relativi a: eta dei pazienti e loro indicazioni di malattia al
momento del trapianto (morbidita secondarie alla drepanocitosi), genotipo HbS,
tipo di condizionamento, profilassi della GVHD utilizzata, grado di compatibilita
HLA donatore-ricevente, sesso di ricevente e donatore, ABO incompatibilita tra ri-
cevente e donatore, stato sierologico virale per CMV ed EBV di ricevente ¢ dona-
tore pre-trapianto, fonte di CSE, riattivazione virali post trapianto. numero totale di
cellule nucleate infuse e cellule CD34+. Sono stati fatti 1 seguenti confronti tra le 3
coorti: tempi di attecchimento di granulociti neutrofili e piastrine, durata della de-
genza, ricoveri successivi, sviluppo di GvHD (grado, forma acuta e forma cronica),
rigetto, infezioni e periodo di comparsa (batteriche, fungine, riattivazioni virali),
decesso (secondario a tossicita trapianto-correlata o alla malattia di base), altre

complicanze tardive secondarie al trapianto.

Definizioni

Attecchimento dei neutrofili: primo giorno in cui la quota circolante dei polimorfo-
nucleati ¢ superiore a 500/mm3 per piu di tre giorni consecutivi.

Attecchimento piastrinico: primo giorno in cui il valore piastrinico € superiore a
50000/mm3 per piu di tre giorni consecutivi, a distanza di almeno una settimana
dall’ultima trasfusione.

GVHD acuta: sono stati considerati i gradi III e IV della scala di Glucksberg
GVHD cronica: si ¢ fatto riferimento ai criteri NIH del 2005

Riattivazioni virali: sono state prese in considerazione solo le riattivazioni di Cito-
megalovirus (CMV), Epstein-Barr Virus (EBV) ed Adenovirus. E’ stata definita
riattivazione di CMV il riscontro di un valore di CMV-DNA su sangue superiore a
1000 copie/mL, riattivazione di EBV il riscontro di un valore di EBV-DNA su san-
gue superiore a 1000 copie/mL, riattivazione di Adenovirus il riscontro di un valore
di Adenovirus-DNA su sangue superiore a 1000 copie/mL, in tutti i casi indipen-

dentemente dalla presenza di manifestazioni cliniche.
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Aspergillosi: positivita dell’antigenemia Aspergillare (su sangue periferico o BAL)
in associazione a sintomi di infezione (febbre, sintomatologia respiratoria) e a ri-

scontro (strumentale o istologico) di evidenza di localizzazione infettiva fungina.

Analisi statistica

L’analisi statistica dei dati clinici e trapiantologici ¢ stata condotta utilizzando test
non-parametrici (test di Fisher) per la comparazione di variabili categoriali o dico-
tomiche e il test di Wilcoxon per confrontare i parametri quantitativi.

Quali indicatori per 1 test di sopravvivenza sono stati considerati la probabilita di
sopravvivenza globale (Overall Survival, OS) e libera da evento (Event-Free Sur-
vival, PFS). Inoltre, ¢ stata valutata I’incidenza cumulativa della mortalita trapianto
correlata (Transplant-Related Mortality, TRM). L’OS ¢ stata calcolata a partire
dalla data di trapianto fino alla data del decesso (per qualunque causa) oppure
dell’ultimo follow-up. La EFS ¢ stata calcolata a partire della data di trapianto fino
alla data del primo evento (definito come progressione di malattia o recidiva) o
dell’ultimo follow-up. Per la TRM ¢ stato considerato come evento il decesso per
cause diverse dalla progressione della malattia di base considerando come eventi
competitivi la ricaduta o il rigetto.

Per il confronto tra gruppi, valori di p < 0,05 sono stati considerati statisticamente

significativi.

3.1 PAZIENTI

La coorte di questo studio comprende un totale di 20 pazienti, suddivisi in base al
tipo di donatore in tre gruppi: da donatore MSD (10 pazienti), da donatore MUD (5
pazienti) e da donatore familiare HLA-parzialmente compatibile (aploidentico) (5

pazienti).

3.1.1 PAZIENTI TRAPIANTATI DA DONATORE FAMILIARE
HLA-COMPATIBILE

All’interno del gruppo che ha ricevuto un TCSE da MSD, 7 pazienti erano di sesso
maschile e 3 di sesso femminile, tutti di eta inferiore ai 16 anni al momento del
trapianto. Tra questi, 9 avevano un genotipo omozigote HbSS, di cui uno con deficit

dell’enzima glucosio-6-fosfato deidrogenasi, mentre solo uno aveva un genotipo
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eterozigote HbS/B. Per questo gruppo la durata mediana del follow-up post tra-
pianto ¢ stata di 97,6 mesi (range 17-149,3).

Per quanto riguarda le indicazioni che hanno portato i pazienti al trapianto, 4 pa-
zienti su 10 avevano crisi vasocclusive ricorrenti, 5 su 10 avevano una malattia
cerebrovascolare e 4 su 10 avevano Acute Chest Syndrome.

Per quanto concerne il sierostato pre-TCSE dei bambini all’interno questo gruppo,
7 di loro erano positivi al CMV e 8 a EBV.

In epoca pre-trapianto, 4 pazienti avevano ricevuto una terapia a base di idrossiurea,
4 erano in regime trasfusionale e 2 ricevevano entrambi i trattamenti, mentre nes-
suno era stato sottoposto ad eritrocitoaferesi (ECA).

Infine, prima dell’inizio del condizionamento pre-TCSE, 7 pazienti avevano livelli

di HbS > 30% (per le caratteristiche, vedi Tabella 3.1).

3.1.2 PAZIENTI TRAPIANTATI DA DONATORE DA REGISTRO
HLA-COMPATIBILE

Questo gruppo era composto da 3 bambini di sesso maschile e 2 di sesso femminile,
di cui 4 di eta al trapianto inferiore ai 16 anni. Di questi, 4 avevano un genotipo
omozigote HbSS, di cui uno con deficit dell’enzima glucosio-6-fosfato deidroge-
nasi, mentre solo uno aveva un genotipo eterozigote HbS/B°. Per questo gruppo la
durata mediana del follow-up post trapianto ¢ stata di 67,7 mesi (48,5-82,8).

Per quanto riguarda le indicazioni al trapianto, 4 pazienti su 5 avevano crisi vasoc-
clusive ricorrenti, 2 su 5 avevano una malattia cerebrovascolare e 2 su 5 avevano
Acute Chest Syndrome.

Per quanto concerne il sierostato pre-TCSE dei bambini all’interno questo gruppo,
3 di loro erano positivi al CMV, mentre tutti erano positivi a EBV.

In epoca pre-trapianto, 3 pazienti avevano ricevuto una terapia a base di idrossiurea,
di cui uno era stato precedentemente sottoposto ad ECA, un paziente era in regime
trasfusionale cronico mentre uno aveva ricevuto sia il trattamento con idrossiurea
che il regime trasfusionale cronico.

Infine, in 3 pazienti i livelli di HbS prima dell’inizio del condizionamento pre-

TCSE erano > 30% (per le caratteristiche, vedi Tabella 3.1).
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3.1.3 PAZIENTI TRAPIANTATI DA FAMILIARE APLOIDENTICO

Questo gruppo era composto da 3 bambini di sesso maschile e 2 di sesso femminile,
di cui 4 di eta al trapianto inferiore ai 16 anni. Tutti questi pazienti avevano un
genotipo omozigote HbSS. Per questo gruppo la durata mediana del follow-up post
trapianto ¢ stato di 70,5 mesi (range 25,2-117,1).

Per quanto riguarda le indicazioni al trapianto, 2 pazienti su 5 avevano crisi vasoc-
clusive ricorrenti, 4 su 5 avevano una malattia cerebrovascolare e 1 su 5 avevano
Acute Chest Syndrome.

Per quanto concerne il sierostato pre-TCSE dei bambini all’interno questo gruppo,
tutti erano positivi al CMV e 4 a EBV.

In epoca pre-trapianto, un paziente aveva ricevuto solo una terapia a base di idros-
siurea, 2 erano stati sottoposti sia ad ECA che a un regime trasfusionale cronico, un
paziente era passato da una terapia con idrossiurea all’ECA e un paziente era pas-
sato da un regime trasfusionale cronico ad un trattamento con idrossiurea ed ECA.
Infine, al momento dell’inizio del condizionamento pre-TCSE, 4 pazienti avevano

livelli di HbS > 30% (per le caratteristiche, vedi Tabella 3.1).

Tabella 3.1: caratteristiche dei tre gruppi di pazienti pre-TCSE

MSD MUD Aplo TOT
N° Pazienti 10 5 5 20
Sesso
M 7 3 3 13
F 3 2 2 7
Eta @ TCSE
<16 anni 10 4 4 18
>16 anni 0 1 1 2
Genotipo
HbSS (%) 9 (90) 4 (80) 5(100) 18 (90)
HbS/BO (%) 1(10) 1 (20) 0 (0) 2 (10)
Mediana (range) durata follow- 97,6 (17- 67,7 (48,5- 70,5 (25,2- 81 (17-
up mm 149,3) 82,8) 117,1) 149,3)
Complicanze pre-TCSE
VOC 4 (40) 4 (80) 2 (20) 10 (50)
Vasculopatia cerebrale 5(50) 2 (40) 4 (80) 11 (55)
ACS 4 (40) 2 (40) 1(20) 7 (35)
Sierostato pre-TCSE
CMV
pos (%) 7 (70) 3 (60) 5 (100) 15 (75)
neg (%) 3 (30) 2 (40) 0 (0) 5(25)
EBV
pos (%) 8 (80) 5 (100) 4 (80 17 (85)
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neg (%) 2 (20) 0 (0) 1 (20) 3 (15)
Trattamento pre-TCSE

ECA (%) 0(0) 1 (20) 3 (60) 4 (20)
Idrossiurea (%) 6 (60) 3 (60) 3 (60) 12 (60)
Regime trasfusionale cronico (%) 6 (60) 3 (60) 3 (60) 12 (60)
HbS % pre-TCSE

<30% (%) 3 (30) 2 (40) 1 (20) 6 (30)
>30% (%) 7 (70) 3 (60) 4 (80) 14 (70)
3.2 DONATORI

I 20 donatori di CSE sono suddivisi in 3 gruppi, a seconda del rapporto con il rice-

vente: MSD, MUD o aploidentici (vedi Tabella 3.2).

3.2.1 DONATORI MATCHED SIBLING (MSD)

A questo gruppo appartengono 10 donatori. Di questi, nessuno ha ricevuto stimola-
zione con fattore di crescita (G-CSF); tutti hanno donato cellule staminali midollari
raccolte mediante espianto di midollo osseo; sette donatori presentavano un trait
falcemico.

L’eta mediana di questa categoria ¢ di 6,5 anni (range 1,9-16).

Per quanto riguarda il sierostato di questi donatori, 8 di loro risultavano positivi a
CMV e 8 ad EBV.

Infine, 9 erano compatibili per il gruppo ABO e per il fattore Rh, mentre uno aveva

un’incompatibilita maggiore rispetto al ricevente.

3.2.2 DONATORI UNRELATED DA REGISTRO (MUD)

A questo gruppo appartengono 5 donatori, di cui solo uno era stato sottoposto a
stimolazione con G-CSF prima della raccolta di CSE da sangue periferico (PBSC),
mentre per gli altri donatori le CSE sono state prelevate dal midollo osseo; nessuno
presentava trait falcemico.

L’eta mediana al momento della donazione era di 30 anni (range 27-39).

Per quanto riguarda il sierostato di questi donatori, 3 di loro risultavano positivi a
CMV e 4 ad EBV.

Infine, 4 erano compatibili per il gruppo ABO e per il fattore Rh, mentre uno aveva

un’incompatibilita maggiore rispetto al ricevente.
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3.2.3 DONATORI FAMILIARI APLOIDENTICI

Cinque erano i donatori familiari aploidentici. Di questi, tutti erano stati sottoposti
a stimolazione con G-CSF pre-raccolta di CSE da sangue periferico (PBSC) e tutti
presentavano trait falcemico.

L’eta mediana al momento della donazione era di 42 anni (range 33-53).

Per quanto riguarda il sierostato di questi donatori, tutti risultavano positivi sia a
CMV che ad EBV.

Infine, tutti erano compatibili per il gruppo ABO e per il fattore Rh.

Tabella 3.2: caratteristiche dei donatori al momento della donazione di CSE

MSD MUD Aplo TOT
Tipologia di donatore 10 5 5 20
Mobilizzazione con G-CSF
si (%) 0(0) 1 (20) 5 (100) 6 (30)
no (%) 10 (100) 4 (80) 0(0) 14 (70)
HDbS trait
si (%) 7 (70) 0(0) 5(100) 12 (60)
no (%) 3 (30) 5 (100) 0(0) 8 (40)
Eta mediana donatore aa 21,5
(range) 6,5(1,9-16) 30(27-39) 42 (33-53) (1,9-53)
Sierostato
CMV
pos (%) 8 (80) 3 (60) 5(100) 16 (80)
neg (%) 2 (20) 2 (40) 0 (0) 4 (20)
EBV
pos (%) 8 (80) 4 (80) 5 (100) 17 (85)
neg (%) 2 (20) 1 (20) 0 (0) 3 (15)
ABO match
compatibile (%) 9 (90) 4 (80) 5 (100) 18 (90)
Incompatibilita maggiore (%) 1 (10) 1 (20) 0(0) 2 (10)

3.3 CARATTERISTICHE DEL TRAPIANTO

Tutti 1 pazienti dello studio hanno ricevuto un regime di condizionamento mieloa-
blativo con thiotepa-treosulfan-fludarabina e hanno ricevuto siero antilinfocitario
di coniglio (ATG) come parte dell’immunoprofilassi prima dell’infusione delle

CSE (per le caratteristiche del trapianto, vedi Tabella 3.3).

3.3.1 PAZIENTI SOTTOPOSTI A TCSE ALLOGENICO DA FAMILIARE
HLA-COMPATIBILE
All’interno di questo gruppo, tutti i pazienti hanno ricevuto una terapia immuno-

soppressiva in vivo per prevenire il rigetto e la GvHD. Questo trattamento
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consisteva nella somministrazione di 4 dosi da 10 mg/m? di MTX (solo due pazienti
hanno ricevuto 3 dosi) nei giorni successivi all’infusione associata alla sommini-
strazione di inibitori della calcineurina (ciclosporina in 10 pazienti, in 1 paziente la
ciclosporina ¢ stata sostituita con tacrolimus per nefrotossicita) la cui durata me-
diana ¢ stata di 17,3 mesi (range 4,7-40,3).

Tutti i pazienti hanno ricevuto CSE da midollo osseo. Due pazienti hanno ricevuto
anche una piccola quantita prelevata da sangue cordonale; la quantita mediana di
cellule nucleate (Total Nucleated Cells, TNC) infuse ¢ stata di 4,15 x 108/kg (range
2,36-7,88) e quella di cellule CD34+ ¢ stata di 6,4 x 10%kg (range 3,8-11).

3.3.2 PAZIENTI TRAPIANTATI DA DONATORE DA REGISTRO
HLA-COMPATIBILE

All’interno di questo gruppo, tutti i pazienti hanno ricevuto una terapia immuno-
soppressiva in vivo per prevenire il rigetto e la GvHD, ma per un paziente la profi-
lassi ¢ stata eseguita in vitro mediante deplezione di cellule TCRaf/CD19 visto il
grado di mismatch presente rispetto agli antigeni HLA del donatore (il match era di
9 antigeni sui 12 studiati). La profilassi immunosoppressiva ¢ stata effettuata con 4
dosi da 10 mg/m? di MTX nei giorni successivi all’infusione associata a inibitori
della calcineurina (ciclosporina in 4 pazienti, sostituita dal tacrolimus in 3 pazienti
per nefrotossicita), la cui durata mediana ¢ stata di 25,2 mesi (range 19,3-25,9). Il
paziente che ha ricevuto cellule staminali cellule T-deplete ha ricevuto una dose di
Rituximab (200 mg/m?) al giorno -1.

Per 4 bambini di questo gruppo la fonte delle CSE ¢ stato il midollo osseo, mentre
1 paziente ha ricevuto cellule staminali da sangue periferico; la quantita mediana di
cellule nucleate (Total Nucleated Cells, TNC) infuse ¢ stata di 4,2 x 10%/kg (range
3,3-7,1) e quella di cellule CD34+ ¢ stata di 4,7 x 10%/kg (range 2,8-8,3).

3.3.3 PAZIENTI TRAPIANTATI DA FAMILIARE APLOIDENTICO

All’interno di questo gruppo, tutti i pazienti hanno ricevuto una terapia immuno-
soppressiva in vitro per prevenire il rigetto e la GvHD mediante deplezione di cel-
lule TCRaf/CDI19. Inoltre, 4 pazienti hanno ricevuto una dose di Rituximab
(200mg/m?) al giorno -1 rispetto all’infusione del graft per ridurre il rischio di

GvhD cronica e di sviluppo di malattia linfoproliferativa EBV-correlata post TCSE.
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Solo un paziente ha ricevuto profilassi con ciclosporina dal giorno -7 al mese 23,7,

per livelli di TCRap infuse >25.000/Kg del ricevente.

Per tutti 1 bambini di questo gruppo la fonte delle CSE ¢ stata il sangue periferico

previa stimolazione del donatore con GCS-F; la quantita mediana di cellule nucleate
(Total Nucleated Cells, TNC) infuse ¢ stata di 6,5 x 10%/kg (range 5,2-15,8) e quella
di cellule CD34+ ¢ stata di 15,8 x 10%kg (range 11-23,9).

Tabella 3.3: caratteristiche del Trapianto

MSD MUD Aplo TOT
Tipo di condizionamento
MAC (TT-Treo-Flu) (%) 10 (100) 5 (100) 5 (100) 20 (100)
altro (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
ATG
si (%) 10 (100) 5(100) 5(100) 20 (100)
no (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Profilassi GVHD
In vivo
CsA + MTX (%) 10 (100) 4 (80) 0(0) 13 (65)
CsA (%) 0(0) 0(0) 1 (20) 1(5)
MTX (%) 0(0) 0(0) 0(0) 1(5)
Rituximab (%) 0(0) 1 (20) 4 (80) 5(25)
In vitro
TCRafp/CD19 depleto (%) 0(0) 1 (20) 5 (100) 6 (30)
Mediana durata IS mm 17,3 25,2 19,5
(range) (4,7-40,3)  (19,3-25,9) NA (4,7-40,3)
Fonte CSE
PBSC (%) 0(0) 1 (20) 5(100) 6 (30)
BM (%) 10 (100) 4 (80) 0(0) 14 (70)
Mediana TNC infuse x10%kg 4,15 4,2 6,5 5,05
(range) (2,36-7,88) (3,3-7,1) (5,2-15,8) (2,36-15,8)
Mediana CD34+ infuse x10°kg 6,4 4,7 15,8 6,8
(range) (3,8-11) (2,8-8,3) (11-23,9) (2,8-23,9)
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RISULTATI

4.1 TEMPI DI ATTECCHIMENTO, DURATA DELLA DEGENZA,
RICOVERI POST-TCSE

Come si puo evincere dalla tabella 4.1, la durata mediana dei ricoveri per il trapianto
¢ stata leggermente maggiore nei pazienti che hanno ricevuto le CSE da MSD ri-
spetto agli altri due gruppi, che hanno invece dati piu vicini tra loro e al di sotto
della mediana di tutta la popolazione.

Per quanto riguarda i tempi di attecchimento, anche qui si puo osservare che sia per
i polimorfonucleati che per le piastrine sono stati necessari piu giorni per il gruppo
trapiantato da MSD, soprattutto rispetto al gruppo sottoposto ad aplo-TCSE.

In seguito al ricovero per il TCSE, solo il 50% dei pazienti trapiantati da MSD (5
su 10) ha avuto necessita di ulteriori ricoveri, con una media di 0,6 ricoveri per
paziente, contro 1’80% del gruppo MUD (4 su 5), con una media di 1,2 ricoveri per
paziente, e il 100% (5 su 5) del gruppo Aplo, con una media di 1,4 ricoveri per

paziente.

Tabella 4.1

MSD MUD Aplo p-value

Mediana durata degenza gg

(range) 42 (25-56)  32(26-42) 34 (29-39) 0,1
Mediana tempo di attecchi-

mento gg (range)

PMN 25,5(20-34) 19(15-32) 14 (12-18) 0,005
PLT 23,5(19-32) 19(13-25) 13 (10-18) 0,005
Ricoveri post-TCSE

si (%) 5(50) 4 (80) 5 (100) 0,21
no (%) 5(50) 1 (20) 0(0)

Numero medio di ricoveri

post-TCSE 0,6 1,2 1,4

4.2 RIATTIVAZIONI VIRALI E ALTRE INFEZIONI

Nella tabella 4.2 sono riportati i dati riguardanti il numero di riattivazioni virali e
altre infezioni insorte nel periodo post-TCSE.

Nel gruppo dei pazienti trapiantati da MSD solo due bambini (20%) hanno avuto
una riattivazione virale, con un caso di EBV e uno di ADV, entrambi a meno di tre

mesi dalla data di infusione delle CSE; nessuno ha avuto una riattivazione di CMV.
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Inoltre, solo un paziente ha avuto un’infezione di origine batterica, mentre non ci
sono stati casi di infezioni fungine.

Nel gruppo dei pazienti trapiantati da MUD tre bambini (60%) hanno avuto una
riattivazione virale, con 3 casi di EBV e uno di CMYV, tutti a meno di tre mesi dalla
data di infusione delle CSE tranne uno dei casi di EBV che ¢ avvenuto a distanza
di piu di 6 mesi; nessuno ha avuto una riattivazione di ADV. Inoltre, solo un pa-
ziente ha avuto un’infezione di origine batterica, mentre non ci sono stati casi di
infezioni fungine.

Nel gruppo dei pazienti trapiantati da familiare aploidentico 4 pazienti (80%) hanno
avuto una riattivazione virale, con un caso di EBV e tre di CMV, tutti a meno di tre
mesi dalla data di infusione delle CSE; nessuno ha avuto una riattivazione di ADV.

Inoltre, ci sono stati un caso di infezione di origine batterica e uno di origine fun-

gina.
Tabella 4.2
MSD MUD Aplo p-value
Riattivazioni virali
si (%) 2 (20) 3 (60) 4 (80) 0,2
no (%) 8 (80) 2 (40) 1 (20)
Riattivazione CMV
si (%) 0(0) 1(20) 3 (60) 0,03
no (%) 10 (100) 4 (80) 2 (40)
n® riattivazioni <3 mm 0 1 3
n® riattivazioni >3 mm, <6 mm 0 0 0
n® riattivazioni >6 mm 0 0 0
Riattivazione EBV
si (%) 1(10) 3 (60) 1 (20) 0,16
no (%) 9 (90) 2 (40) 4 (80)
n® riattivazioni <3 mm 1 2 1
n° riattivazioni >3 mm, <6 mm 0 0 0
n® riattivazioni >6 mm 0 1 0
Riattivazione ADV
si (%) 1(10) 0(0) 0 (0) 1
no (%) 9 (90) 5(100) 5(100)
n® riattivazioni <3 mm 1 0 0
n® riattivazioni >3 mm, <6 mm 0 0 0
n® riattivazioni >6 mm 0 0 0
Infezioni batteriche
si (%) 1(10) 1 (20) 1 (20) 1
no (%) 9 (90) 4 (80) 4 (80)
Infezioni fungine
si (%) 0(0) 0(0) 1 (20) 0,5

no (%) 10 (100) 5(100) 4 (80)
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4.3 GVHD, RIGETTO, CHIMERISMO FULL DONOR

Per quanto riguarda i casi di GVHD, sono stati considerati solo quelli di grado II-IV
secondo la classificazione di Glucksberg.

Per quanto riguarda la GvHD acuta, ci sono stati 4 casi, tutti all’interno del gruppo
MUD.

Non sono stati osservati casi di GVHD cronica in nessuno dei pazienti dei tre gruppi.
L’unico caso di rigetto ha riguardato una paziente che ha ricevuto CSE da MSD ed
¢ avvenuto a circa 5,5 mesi di distanza dall’infusione.

Infine, la tabella 4.3 riporta il numero di pazienti con un chimerismo full donor
all’ultimo follow-up: esso ¢ stato riscontrato in 3 bambini del gruppo MSD (30%),

4 del gruppo MUD (80%) e 3 del gruppo Aplo (60%).

Tabella 4.3
MSD MUD Aplo p-value

GVHD
acuta II-1V
si (%) 0(0) 4 (80) 0(0) 0,002
no (%) 10 (100) 1 (20) 5 (100)
cronica II-1V
si (%) 0(0) 0(0) 0(0) 1
no (%) 10 (100) 5 (100) 5 (100)
Rigetto
si (%) 1 (10) 0(0) 0(0) 1
no (%) 9 (90) 5 (100) 5 (100) 19 (95)
Chimerismo full donor
si (%) 3 (30) 4 (80) 3 (60) 0,2
no (%) 7 (70) 1 (20) 2 (40)

4.4 ALTRE COMPLICANZE

Nella tabella 4.4 sono riportati i pazienti che hanno avuto altre complicanze precoci
(entro 1 3 mesi dal TCSE) e/o tardive (dopo 1 3 mesi dal TCSE), comprese le infe-
zioni batteriche e fungine. Tra le complicanze precoci, frequenti sono state quelle
iatrogene legate alla terapia immunosoppressiva a base di CsA (in particolare, iper-
trofia gengivale e ipertensione arteriosa da danno renale iatrogeno); altre compli-
canze precoci sono state le infezioni batteriche. Le complicanze tardive registrate
erano di nature diverse, tra cui ipogammaglobulinemia post-Rituximab per il trat-
tamento di infezioni da EBV, rallentamento della crescita, deficit ventilatori di tipo

restrittivo e calcolosi biliare



33

All’interno del gruppo MSD, 2 pazienti hanno avuto complicanze precoci e 4 tar-
dive.

Nel gruppo dei pazienti che hanno ricevuto un TCSE MUD ¢ stata osservata la piu
alta percentuale di complicanze, sia tardive che precoci, avendo entrambe interes-
sato 4 bambini su 5.

Nel gruppo dei pazienti che hanno ricevuto un TCSE aploidentico, infine, solo 1

paziente su 5 (20%) ha sviluppato complicanze a distanza da trapianto.

Tabella 4.4
MSD MUD Aplo p-value
Altre complicanze precoci (<3
mesi)
si (%) 2 (20) 4 (80) 1 (20) 0,1
no (%) 8 (80) 1 (20) 4 (80)
Altre complicanze tardive (>3
mesi)
si (%) 4 (40) 4 (80) 1 (20) 0,27
no (%) 6 (60) 1(20) 4 (80)

4.5 OVERALL SURVIVAL (OS), EVENT-FREE SURVIVAL (EFS) E
TRANSPLANT-RELATED MORTALITY (TRM)
Nel nostro studio nessun paziente ¢ deceduto nel corso del follow-up post-trapianto.

Pertanto, abbiamo riportato una OS = 100% e una TRM = 0%.
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Grafico 1: curve di sopravvivenza. Legenda: 0 = Aplo; 1 = MSD; 2 = MUD
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La EFS ¢ stata calcolata a partire della data di trapianto fino alla data del primo
evento (definito come progressione di malattia o recidiva) o dell’ultimo follow-up:
solo un paziente, appartenente al gruppo MSD, ha avuto una recidiva di malattia in
seguito al rigetto del trapianto. Pertanto, considerando 1’intera popolazione dello
studio, abbiamo registrato una EFS = 95%; nel gruppo MSD I’EFS ¢ del 90%, men-
tre nei gruppi Aplo e MUD del 100%.

Tabella 4.5
Gruppo N eventi 5-y EFS% (SE%) p-value
Aplo E 0 100 0.61
MSD 10 1 90 (10)

MUD 5 0 100
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Grafico 2: Event-Free Survival in funzione del tempo. Legenda: 0 = Aplo; 1 =

MSD; 2 = MUD
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DISCUSSIONE

Attualmente, 1’unico trattamento risolutivo per I’anemia falciforme 1’allo-TCSE.
Ci0 che limita oggi 1’utilizzo dell’allo-TCSE nei pazienti SCA ¢ la poca disponibi-
lita di donatori compatibili: la probabilita di avere un donatore MSD ¢ inferiore al
15% (7). Inoltre, per i pazienti di origine afroamericana, che costituiscono la gran
parte dei drepanocitici, la probabilita di trovare un donatore HLA-compatibile da
registro ¢ bassa, rappresentando circa il 16-19% (79). Un donatore aploidentico ¢
invece spesso disponibile, rappresentando dunque una valida fonte alternativa di
CSE. Per permettere ad un numero maggiore di pazienti di ricevere un TCSE, sono
state quindi sperimentate diverse fonti alternative di CSE, inclusi i donatori fami-
liari aploidentici oggetto di questa tesi.

Quando un donatore MUD non ¢ disponibile, deve essere considerato un donatore
familiare aploidentico.

Con il continuo avanzamento della ricerca scientifica nell’ambito del trapianto
aploidentico, negli anni sono state sviluppate diverse piattaforme di manipolazione
cellulare. Quelle piu largamente impiegate nei diversi Centri di Trapianto di Cellule
Staminali Ematopoietiche riguardano la deplezione di cellule T CD3/CDI19 o
TCRoB/CD19 da CSE da sangue periferico raccolte previa stimolazione con G-CSF
del donatore, oppure I'utilizzo di ciclofosfamide post-TCSE (PT-CY) sommini-
strata al ricevente a distanza dall’infusione di CSE midollari (90,91). Quest’ultima
piattaforma, ideata per la prima volta dal gruppo di Baltimora e ampiamente impie-
gata in ambito delle patologie oncologiche, si basa sull’impiego della CY ai giorni
+3 e +4 post-TCSE aploidentico non manipolato. Esso ¢ basato sull’idea che la CY
ad alte dosi (50mg/kg) uccide le cellule T alloreattive che proliferano ai giorni +3
e +4, mentre le altre CSE non vengono toccate in quanto non ancora in fase di pro-
liferazione e con un’alta concentrazione di aldeide deidrogenasi (92). Le due stra-
tegie in ambito oncologico sono, al momento, comparabili in termini di Overall
Survival, Disease-Free Survival e Transplant-Related Mortality (88,93). Per quanto
riguarda il loro impiego per patologie non oncologiche, dai dati riportati in lettera-
tura la deplezione linfocitaria ex vivo si ¢ dimostrata sicura ed efficace in pazienti
affetti da patologie genetiche (OS=91%, EFS=74%) (90), inclusa la SCD (94).
Un’estensiva deplezione delle cellule T puo ridurre significativamente il rischio di

GvHD ma ¢ associata ad un ritardato recupero del funzionamento del sistema
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immunitario e ad un aumentato rischio di rigetto, soprattutto nelle patologie non
maligne (95). Per questo 1’approccio basato sull’infusione di megadosi di CD34+
(>10 x 10%/kg) ¢ stato molto discusso e ormai abbandonato, in quanto si & scoperto
che le cellule T del donatore svolgono un ruolo importante anche nel promuovere
I’attecchimento dopo il trapianto (96). Nello studio del 2018 di Gaziev et al. ¢ stata
registrata un’incidenza di rigetto del trapianto del 53,8% (7/13) nel gruppo di pa-
zienti che hanno ricevuto megadosi di CD34+, nonostante il regime di condiziona-
mento mieloablativo e la terapia immunosoppressiva post-trapianto (97).

Nel nostro studio, in una popolazione di 20 pazienti pediatrici con SCD in stadio
avanzato, 5 pazienti sono stati trapiantati con cellule staminali TCRaf/CD19-de-
plete da donatore familiare aploidentico previo priming con G-CSF, 5 pazienti
hanno ricevuto un TCSE da donatore da registro e 10 pazienti sono stati sottoposti
a TCSE da donatore MSD: tutti i pazienti hanno ricevuto lo stesso regime di condi-
zionamento di tipo mieloablativo, basato sull’impiego di thiotepa-treosulfan-fluda-
rabina e siero antilinfocitario di coniglio (ATG). Durante il periodo post-TCSE,
tutti 1 riceventi da MUD e MSD hanno ricevuto una profilassi immunosoppressiva
con Ciclosporina A, mentre, tra i riceventi da donatore aploidentico, solo un pa-
ziente ha ricevuto immunoprofilassi per valori di cellule TcR alfa/beta infuse
>25.000/Kg di peso corporeo del ricevente, gli altri 4 non hanno necessitato di al-
cuna immunosoppressione. La sopravvivenza globale dei tre gruppi ¢ stata del
100%, nessun paziente in tutti e tre 1 gruppi ha avuto complicanze fatali derivanti
dal TCSE. L’EFS globale ¢ stata del 95%, con un caso di rigetto in un paziente
sottoposto a TCSE MSD.

Anche i dati sul chimerismo post TCSE sono abbastanza confrontabili nei tre gruppi
di pazienti: la maggior parte dei pazienti ha sviluppato un chimerismo misto senza
avere tuttavia segni di ripresa della malattia (ad eccezione dell’unico paziente che
ha presentato rigetto, nel gruppo dei TCSE MSD). Ancora una volta, si conferma
come lo stato di chimerismo misto ¢ sufficiente per indirizzare il midollo osseo a
produrre preferenzialmente emoglobina del donatore in modo da eliminare le ma-
nifestazioni cliniche della SCD: Abraham et al. hanno riportato che con un chime-
rismo misto stabile al di sopra del 25% I’HbS puo essere mantenuta sotto il 50% e
le manifestazioni cliniche possono essere prevenute (98).

I pazienti del gruppo Aplo hanno registrato tempi di attecchimento, sia dei PMN
che delle piastrine, piu rapidi, soprattutto rispetto al gruppo MSD. Questo ¢
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verosimilmente legato al fatto che tutti i pazienti sottoposti a TCSE aploidentico
hanno ricevuto CSE da sangue periferico, contrariamente ai pazienti sottoposti a
TCSE MSD che hanno ricevuto cellule da sangue midollare, i cui tempi di attecchi-
mento sono notoriamente piu lunghi. Il recupero ematologico piu rapido ha com-
portato anche una durata del ricovero inferiore per i pazienti sottoposti a TCSE
aploidentico rispetto al gruppo di pazienti post TCSE MSD.

Tuttavia, dopo il TCSE, tutti i pazienti sottoposti a trapianto aploidentico hanno
avuto bisogno di nuovi ricoveri, con in media 1,4 ricoveri per paziente, contro i 5
pazienti su 10 del gruppo MSD, con in media 0,6 ricoveri per paziente, € i 4 su 5
del gruppo MUD. Questa differenza si pud giustificare almeno in parte con le piu
alte incidenze di riattivazioni virali proprio nei gruppi Aplo per quanto riguarda
CMV (60% nel gruppo Aplo contro il 20% del MUD e lo 0% del MSD), e MUD
per quanto riguarda EBV (60% nel gruppo MUD contro il 20% dell’Aplo ¢ il 10%
del MSD). Il numero di riattivazioni virali osservato nei pazienti sottoposti a TCSE
aploidentico ¢ stato sovrapponibile a quello dei pazienti sottoposti a TCSE MUD,
ma superiore a quelli sottoposti a TCSE MSD. In ogni caso, nessuna delle riattiva-
zioni virali osservata ¢ stata clinicamente significativa e tutte si sono verificate entro
i primi 3 mesi dal TCSE, dato che coincide con il recupero immunologico post
TCSE.

Un dato interessante riguarda 1’incidenza di GVHD acuta e cronica. Nessun paziente
dello studio ha manifestato una cGvHD, il che si puo giustificare con una buona
profilassi immunosoppressiva, ma anche con il fatto che uno dei principali fattori
di rischio per I’insorgenza di questa complicanza ¢ 1’eta (68). In uno studio del 2020
di Foell et al., I’incidenza della cGvHD ¢ stata distinta in base all’eta al momento
del trapianto minore o maggiore di 18 anni, risultando rispettivamente del 4% (1/23)
e del 33% (5/15): I’intera popolazione del nostro studio aveva meno di 18 anni al
TCSE, fattore che si ¢ dimostrato protettivo verso questa complicanza. A tal propo-
sito, ¢ noto come migliore sia avviare I’opzione trapiantologica precocemente in
modo da prevenire un danno d’organo secondario a SCD e le complicanze tipiche
dell’eta infantile e da ottenere risultati migliori dopo il TCSE grazie ad un minore
danno d’organo preesistente e ad una minore alloimmunizzazione. E stato dimo-
strato che 1 pazienti trapiantati in giovane eta hanno migliori OS e EFS a tre anni,

con un minor rischio di aGvHD e cGvHD (68).
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Per quanto riguarda la GvHD acuta, ¢ molto interessante il fatto che tutti i casi di
grado II-IV che si sono manifestati hanno interessato bambini trapiantati da MUD
(4/5). Allo stesso modo, il gruppo MUD ¢ quello che ha registrato una maggiore
incidenza di altre complicanze sia precoci che tardive (escludendo dunque le riatti-

vazioni virali e la GvHD).

Data la limitata disponibilita di donatori matched, esiste un bisogno urgente di tro-
vare approcci alternativi per i pazienti con SCD. Tuttavia, Foell et al. non si fermano
qui, ma sostengono che si debba anche discutere quale sia la migliore seconda tipo-
logia di donatore dopo il MSD, se MUD o aploidentico (99). Uno studio osserva-
zionale, retrospettivo, multicentrico ha riportato una EFS a 3 anni per MSD e MUD
dell’89% e del 69% ¢ una OS del 96% e del 82%, con un’incidenza di cGvHD del
19% e del 31%, rispettivamente (100). Dunque, oltre alla difficolta di trovare un
donatore matched da registro, anche i risultati ottenuti dalle due tipologie di tra-
pianto, da MUD e da aploidentico, depongono a favore di quest’ultima; pertanto, lo
standard di selezione del donatore (MSD > MUD > donatore alternativo) dovra es-
sere ridiscusso (99). Inoltre, Gluckman et al. ha riportato che un ritardo del TCSE
di 10 anni ¢ associato a un calo dell’OS del 12%, per non parlare dell’aumentato
rischio di complicanze irreversibili legate alla patologia, che impattano significati-

vamente sulla qualita di vita del paziente (68).

La piu grande sfida nell’ambito delle patologie non maligne ¢ quella di offrire un
trapianto libero da GvHD e da rigetto, il che ¢ particolarmente difficile in pazienti
drepanocitici con vasculopatia sistemica, alto rischio di alloimmunizzazione e di
rigetto per via delle multiple trasfusioni pre-TCSE (99). Nella nostra casistica, in
cui tutta la popolazione ha ricevuto lo stesso regime di condizionamento con un
approccio immunosoppressivo standardizzato, 1 risultati riguardo a OS, EFS e inci-
denza di GvHD acuta e cronica sono stati comparabili tra i tre gruppi. Tuttavia, il
gruppo di pazienti sottoposti a TCSE MUD, ha mostrato maggiori complicanze an-
che tardive rispetto agli altri due gruppi di pazienti. Infine, non ¢ stato osservato
alcun evento maggiore in nessuno dei donatori aploidentici sottoposti a stimola-

zione con G-CSF prima della raccolta delle CSE periferiche.
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Il nostro studio ha dei limiti, avendo una coorte ristretta in termini numerici ed es-
sendo uno studio retrospettivo e monocentrico. Tuttavia, tutti i pazienti hanno rice-
vuto un follow-up di almeno un anno e tutti i bambini del gruppo Aplo di almeno
due anni, permettendoci di trarre conclusioni affidabili per quanto riguarda le com-
plicanze a breve ma anche a lungo termine; inoltre, i risultati sono paragonabili a
quelli riportati in letteratura anche da studi con coorti pit ampie. Se questi risultati
verranno confermati da uno studio largo, prospettico, multicentrico (EudraCT
2018-002652-33), esso potra portare ad una ridefinizione delle indicazioni al tra-
pianto di cellule staminali ematopoietiche in SCD, in modo da evitare le compli-
canze peggiori ed irreversibili della patologia, come i deficit cognitivi, e da ridurre
anche le complicanze correlate al trapianto stesso, come la GvHD, che viene piu

spesso osservata nei pazienti con eta piu avanzata.

In conclusione, il nostro studio dimostra una non inferiorita del TCSE da familiare
aploidentico in pazienti in eta pediatrica affetti da drepanocitosi. Tale dato dovra
essere confermato mediante studi prospettici, multicentrici € con una casistica di

pazienti maggiore.
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