UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PADOVA

DIPARTIMENTO DI SCIENZE DEL FARMACO

CORSO DI LAUREA MAGISTRALE IN FARMACIA

TESI DI LAUREA

CAR-T THERAPY: DALLA TERAPIA
ANTITUMORALE AI NUOVI POTENZIALI IMPIEGHI
NELLA FIBROSI CARDIACA

RELATORE: Prof.ssa GUGLIELMINA FROLDI

LAUREANDO: RICCARDO RAISA

ANNO ACCADEMICO 2021-2022






INDICE

Sommario
L. INtrOAUZIONE. .....ccoiiieieiiiee ettt e e e e e ear e e e snaaea e eas pag. 1
1.1 Storia e origine della terapia..........ccveeeeveeerieeniiieriie e pag. 1
1.2 Struttura CAR-T €IS .oonuiiiiiiiiiieieee et pag. 3
1.3 Generazioni di CAR-T Cells........oooueieiiieeiiieiieeieecieeee e pag. 5
1.4 Metodo di produzione e procedure cliniche.............cccccveeeeciveeiinieeennne. pag. 8
2. CAR-T therapy nel trattamento dei tUmMOTT..........ccccvveeeriieeeeeiiieeeieee e, pag. 10
2.1 Tumori ematologici: leucemie, linfomi € mielomi............cccccvveeennennne. pag. 10
2.1.1 LEUCEIMIC......eeeeeeiiieeiiieeeieeeeeteee ettt e e tee e e sree s eseaee e e e eneeeenenee s pag. 10
200 N U111 ) o) RS P pag. 11
2 B I8\ £ TS) ) oV PSPPI pag. 11
2.2 TUMOTT SOIIAI....uviieeiiiieeiiie ettt e e e pag. 13
2.3 Terapie a base di cellule CAR-T attualmente approvate....................... pag. 14
2.3.1 Kymriah®......oooooviiieiiieececeeeeeeeeeeeeee et pag. 14
2.3.2 Y ESCATTA®.......voeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt enenas pag. 16
2.3.3 TECATTUS®......oveeeeeeeeeeeeee ettt pag. 18
2.3.4 ADECIA®.......ooivieiieeceeeeeeeeeeee e pag. 19
2.3.5 BIEYANZI®.....ocvoveieeieeeeeeeeeeeeeeee e, pag. 19
2.3.6 CarVYKE®...cooovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt pag. 20
3. La fibrosi cardiaca e le CAR-T cells.......ccveeveiiiieiiiiiieiiieeciee e, pag. 22
3.1 Patogenesi fibrosi cardiaca.........cccceeevveieeeiiieeeeiiee e pag. 22
3.2 Strategie terapeutiche contro la fibrosi cardiaca............cccceeeeeveennnennnee. pag. 25

3.3 Impiego delle CAR-T cells nella fibrosi cardiaca.........ccccceeevveeeenrnnnnnns pag. 30



4. Limitazioni nell’impiego delle CAR-T cells nell’'uomo...........ccceueenneenee. pag. 35

4.1 Resistenza alla terapia: fuga dell’antigene e cambio di lignaggio......... pag. 35
4.2 Cardiotossicita delle CAR-T cells.......c.cccouvevereieviieeiiieniieeeieeeieeeen. pag. 36
4.3 Difficolta nella progettazione e produzione delle cellule CAR-T......... pag. 37
5. Terapia CAR-T: effetti collaterali €/0 aVVersi.......cccceeeeuveeeveeecieeriieeieen. pag. 39
5.1 Sindrome da rilascio di citochine (CRS).........cccccooeiiiiiiiiiiiiiieeee. pag. 39
5.2 Sindrome da neurotossicita da cellule effettrici immuni
(TCANS) ettt et e e e e et e e e are e e e e araeeeeaens pag. 41
5.3 Anafilassi SISLEMICA. .......ccevcuiiieeriiieeeeiieeeeree e erree e e e e e e eeree e e eaeeees pag. 42
5.4 Sindrome da lisi tumorale (TLS)......cccoviiiiiiiiiieeeeee e, pag. 42
5.5 Infezioni associate all’infusione di CAR-T cells (CTI).......ccceeeuunen.. pag. 43
5.6 Displasia delle cellule B...........ocovviiieiiiiiiieeeeeeee e, pag. 43
5.7 Disturbi della coagulazione............cccceeeveeeeeiiiieeeiiiie e, pag. 44
6. Prospettive di utilizzo della terapia con CAR-T cells...........ccceveveennnee... pag. 45
6.1 Gestione della tossicita e ottimizzazione della efficacia
delle CAR-T ... et earee e pag. 45
6.1.1 Modifiche alla struttura del recettore CAR...........cccvvviiviieeeennnenn. pag. 46
6.1.2 Recettore CAR “Off-SWItCHES ”........ouveeeceieeeeciieeeiee e pag. 47

6.2 “Universal CAR cells”: Cellule CAR allogeniche...........c.cccccvveenennee. pag. 48



7. Conclusioni

8. Bibliografia






SOMMARIO

Con I’acronimo “CAR-T therapy” (“Chimeric Antigen Receptor T cell therapy” ovvero “Terapia a
base di cellule T esprimenti un Recettore Chimerico per 1’Antigene”) si indicano le nuove terapie
avanzate, personalizzate, contro il cancro che agiscono direttamente sul sistema immunitario del
paziente per renderlo in grado di riconoscere e distruggere le cellule tumorali (immunoterapia). In
questo lavoro di tesi si considera 1’evolversi della terapia a base di cellule CAR-T, i metodi di
produzione e le varie generazioni dei linfociti T ingegnerizzati presentanti il recettore chimerico
dell’antigene (CAR). Si descrivono inoltre le applicazioni in campo oncologico delle cellule CAR-T
e 1 farmaci attualmente approvati dalla FDA e dall’EMA. Infine, si evidenziano i dati presenti in
letteratura, riguardanti nuovi possibili impieghi nel trattamento della fibrosi cardiaca considerando

gli effetti collaterali, i limiti d’impiego delle cellule CAR-T e le prospettive future della terapia.






1. Introduzione

1.1 Storia e origine della terapia

Le “CAR-T therapy” (dall’inglese “Chimeric Antigen Receptor T cell therapy” ovvero “Terapia a
base di cellule T esprimenti un Recettore Chimerico per I’Antigene”) sono nuove terapie
personalizzate contro il cancro che agiscono direttamente sul sistema immunitario del paziente per
renderlo in grado di riconoscere e distruggere le cellule tumorali (immunoterapia) (Le terapie geniche
CAR-T, AIFA). I recettori chimerici dell'antigene (CAR) sono dei recettori geneticamente modificati
che forniscono proprieta specifiche a una cellula effettrice immunitaria (ad es., cellula T linfocitaria).
Queste cellule immunitarie vengono geneticamente modificate utilizzando un vettore virale
(retrovirus o lentivirus), il quale contiene al suo interno un gene ricombinante che permette di
esprimere sulla superficie dei linfociti T una proteina, nota appunto come recettore dell’antigene
chimerico (CAR). Le cellule CAR-T possono essere autologhe o allogeniche. Quelle autologhe sono
derivate tramite leucaferesi dal sangue del paziente. In questo caso, i linfociti T vengono prelevati dal
sangue del paziente medesimo in un centro trasfusionale autorizzato, mediante un processo che
consente di isolarli dal sangue periferico, rimettendo in circolo i restanti elementi ematici. I linfociti
T cosi ottenuti vengono congelati e inviati alla struttura che si occupera della fase di
ingegnerizzazione genetica. Le cellule allogeniche invece derivano dal sangue di un donatore sano,

sempre tramite lo stesso processo di leucaferesi e, successiva, ingegnerizzazione (Styczynski J. 2020).

La terapia CAR-T rientra quindi tra le cosiddette terapie geniche, poiché prevede l'inserzione di
materiale genetico all'interno delle cellule dell’organismo umano. Si distingue percio da altre
immunoterapie attuate mediante “inibitori dei checkpoint immunologici” come, ad esempio, gli
anticorpi monoclonali, che mirano a togliere il freno alla risposta immunitaria, orientandola contro il
cancro (Le terapie geniche CAR-T, AIFA). I primi studi inerenti alla preparazione di cellule CAR
(1989-1993) furono svolti dagli immunologi israeliani Zelig Eshhar e Gideon Gross, del
Dipartimento di Immunologia Chimica del Weizmann Institute of Science (Rehovot, Israele). Le
CAR-T di prima generazione, tuttavia, non risultarono clinicamente efficaci. Nei successivi
trent'anni, le CAR-T furono immunologicamente e tecnologicamente modernizzate e nacquero cosi
le CAR-T di seconda, terza, quarta e quinta generazione, ancora in fase di sviluppo. Le CAR-T di
seconda generazione presentarono una migliore attivita antitumorale grazie a una migliore
proliferazione dei linfociti T, resistenza all'apoptosi e alla secrezione di citochine e persistenza in
vivo. Quelle di terza generazione, rispetto alle CAR-T di seconda generazione, esibirono funzioni

effettrici e persistenza in vivo migliori. Infine, le CAR-T di quarta generazione, le cosiddette TRUCKSs
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(“T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated killing”), presentano ulteriori

modifiche che le rendono efficaci anche nel trattamento di tumori solidi (Styczynski J. 2020).

La prima applicazione clinica di questa terapia genica risale al 2012, grazie a un gruppo di ricerca
dell’Universita della Pennsylvania. Carl June ¢ stato I'immunologo che ha guidato lo sviluppo della
tecnologia cellulare CAR-T, insieme a David Porter e all’oncologo pediatra Stephan Grupp. Il primo
paziente ¢ stata una bambina di sette anni affetta da leucemia linfoblastica acuta (ALL), ricoverata
presso 1’ospedale pediatrico di Philadelphia, che non rispondeva alle terapie antitumorali classiche
(Figura 1). In seguito a questa prima sperimentazione, la food and drug administration agency (FDA)
statunitense e 1’agenzia europea per i medicinali (EMA) hanno autorizzato i primi due prodotti a base
di cellule CAR-T: tisagenlecleucel (Kymriah® per 1'uso nei bambini e nei giovani adulti fino a 25
anni con ALL a cellule B che non rispondono alla terapia classica e axicabtagene ciloleucel
(Yescarta®) per l'uso in pazienti adulti con linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL) o linfoma

primitivo del mediastino a cellule B (PMBCL) (Styczynski J. 2020), (Figura 2).
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Figura 1. Emily Whitehead e Stephan Grupp 10 anni dopo
il trattamento con la terapia genica con CAR-T (tratto dal
sito Children’s Hospital of Philadelphia).




Figura 2. Timeline delle approvazioni dei primi due prodotti a base di cellule CAR-T
da parte della FDA ed EMA ( da: Styczynski J. 2020).

Date Authorities CAR-T cell Study Indications
August 30, US Food and Drug Tisagenlecleucel (Kymriah, ELIANA, Maude et |  Children and young adults up to 25 years of age with
207 Administration Novartis) al.[18] B-cell ALL who do not respond to treatment or have
relapsed two or more times
October 18, US Food and Drug Axicabtagene ciloleucel (Yescar- | ZUMA-1,Neelapu |  Adult patients with relapsed or refractory DLBCL
2017 Administration ta, Gilead-Kite) etal.[19]
May 1,2018 US Food and Drug Tisagenlecleucel (Kymriah, JULIET, Schusteret |  Adult patients with relapsed or refractory DLBCL,
Administration Novartis) al.[20) high grade B-cell ymphoma, and DLBCL arising from
follicular lymphoma
June 28,2018 |  European Medicines Tisagenlecleucel (Kymriah, ELIANA, Maudeet | Children and young adults up to 25 years of age with
Agency Novartis) al.[18] B-cell ALL who do not respond to treatment or have
relapsed two or more times
June 28,2018 | European Medicines Axicabtagene ciloleucel (Yescar- | ZUMA-1,Neelapu |  Adult patients with relapsed or refractory DLBCL
Agency ta, Gilead-Kite) etal.[19]

1.2 Struttura CAR-T cells

Le cellule CAR-T sono costituite da un recettore dell'antigene chimerico (CAR) che viene inserito,

tramite tecniche di ingegneria genetica, su una cellula effettrice immunitaria (linfocita T), (Figura

3). I recettori chimerici possono essere suddivisi in tre domini:

1. Ectodominio (dominio di riconoscimento dell’antigene): ¢ posto al di fuori del citoplasma

ed ¢ esposto nello spazio extracellulare. E costituito da un frammento variabile di anticorpi a

singola catena (scFV), che sono in grado di riconoscere gli antigeni associati ai tumori (TAA)

espressi sulle cellule tumorali, indipendentemente dall'elaborazione e dalla presentazione

dell'antigene da parte del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC). Le potenziali

molecole bersaglio non sono soltanto antigeni peptidici, ma anche glicolipidi, glicoproteine e

gangliosidi (El-Daly et al., 2019).

a.

Il frammento scFV ¢ ingegnerizzato a partire da anticorpi monoclonali, dai quali si
ricava soltanto la porzione variabile delle catene leggere e pesanti
del’immunoglobulina collegandoli tra loro con un linker flessibile. Questo
ectodominio si lega al dominio transmembrana tramite uno spaziatore (di solito

costituito da una “hinge region” di un anticorpo IgG) (Zhang C. et al.,2017).



2. Dominio transmembrana: tra lo spaziatore e I’endodominio si trova il dominio transmembrana.
Esso ¢ costituito solitamente da una a-elica idrofobica che si estende attraverso la membrana e che
deriva da proteine recettoriali di membrana native dei linfociti T, come ad esempio CD3-{, CD8, CD4
o CD28. Attualmente, il dominio transmembrana CD28 ¢ considerato il piu stabile (El-Daly et al.,

2019).

3. Endodominio (dominio di segnalazione): ¢ la parte intracellulare del recettore CAR responsabile
dell'attivazione, proliferazione e sopravvivenza delle cellule T. E costituito da un dimero formato da
una catena CD3 e una catena { che contengono nella porzione terminale dei motivi ITAM
(“Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”) che sono in grado di segnalare all’interno della
cellula il legame del dominio di riconoscimento dell’antigene con il suo ligando. Infine, all’interno
della cellula T sono presenti uno o piu frammenti di proteine di segnalazione che hanno lo scopo di

attivare il linfocita T quando ha individuato la cellula tumorale (Zhang C. et al., 2017).
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Figura 3. Componenti strutturali del recettore dei linfociti T (TCR) e
dell'anticorpo monoclonale (mAb) utilizzati nella costruzione di un recettore
CAR. Struttura recettore dell’antigene chimerico (CAR) formato da
ectodominio, dominio transmembrana ed endodominio (da: El-Daly. et al.,
2019).




1.3 Generazioni di CAR-T cells

Sin dal loro sviluppo iniziale avvenuto nel 1989, la struttura delle CAR-T si ¢ evoluta rapidamente
per cercare di ridurne la tossicita e aumentarne la specificita per il bersaglio tumorale. Come gia visto
in precedenza, la struttura generale del recettore CAR consiste in un ectodominio contenente domini
leganti I’antigene, un dominio transmembrana che funge da ancoraggio alla membrana dei linfociti T
e un dominio intracellulare, o endodominio, responsabile dell'avvio della cascata di segnalazione. La
maggior parte delle modifiche avvenute negli anni su queste cellule, riguardano soprattutto il dominio
intracellulare dei recettori CARs. In quanto tale dominio ¢ essenziale per 1’attivazione e proliferazione
delle cellule CAR-T. Ad oggi, le cellule CAR-T possono essere classificate in quattro diverse
generazioni € una quinta generazione, attualmente in fase di sviluppo. Il motivo per il quale le
modifiche strutturali sui recettori CARSs si sono concentrate sul dominio intracellulare ¢ legato al fatto
che questo dominio intracellulare funge da endpoint funzionale innescando il processo di
differenziazione, la produzione di citochine e il reclutamento di altre cellule immunitarie il tutto per
facilitare 1’eliminazione del tumore (Zhang C. et al, 2017). Nella figura 3 ¢ rappresentata
I’evoluzione del recettore dell’antigene chimerico CAR dalla prima alla quinta generazione di cellule

CAR-T (Kozani et al, .2021).

CAR-T di prima generazione

I recettori CAR di prima generazione erano costituiti da un anticorpo a singola catena ({ - CD3 o
FceRly) privo di domini costimolatori aggiuntivi. Questi complessi risultavano essere molto simili ai
recettori TCR endogeni; tuttavia, presentavano un notevole inconveniente in quanto ’attivazione del
recettore CAR non portava a una produzione sufficiente, da parte dei linfociti T, di interleuchina 2
(IL-2) per favorire 1’eliminazione delle cellule tumorali. Per questo motivo, durante 1 trattamenti era
necessario la co-somministrazione di IL-2 esogena. Inoltre, la prima generazione di CAR-T risultava

avere una scarsa proliferazione cellulare e una breve permanenza in vivo (Zhang C. et al., 2017).

CAR-T di seconda generazione

Nella seconda generazione di CAR-T si ¢ migliorata la produzione di IL-2, la ridotta proliferazione
cellulare e la breve vita di queste cellule in vivo. Per fare cio si € pensato di sfruttare le conoscenze

riguardanti 1 meccanismi di attivazione dei linfociti T. Infatti, per I’attivazione ¢ necessaria una



duplice stimolazione, la prima consiste nell’interazione del recettore TCR del linfocita con il peptide
associato alle molecole del complesso MHC presente sulla cellula target, la seconda consta nella co-
stimolazione ad opera dei recettori per le citochine o di altre proteine co-stimolatorie (CD28) che
promuovono la sintesi di IL-2 per completare 'attivazione dei linfociti T, favorirne la proliferazione
ed evitarne l'apoptosi. Quindi, la seconda generazione di CAR-T presentava sul recettore CAR un
ulteriore dominio citoplasmatico, rispetto alla prima generazione, costituito da una proteina co-
stimolatoria (CM1) come ad esempio CD28, CD137 o CD134. Queste modifiche portarono a un
miglioramento sia della proliferazione cellulare e dell’attivita citotossica, sia del prolungamento della

vita di queste cellule in vivo (Zhang C. et al., 2017).

CAR-T di terza generazione

Le CAR-T di terza generazione sono state realizzate combinando piu domini di co-stimolazione
all'interno dell'endodominio. Esempi noti di questi costrutti includono CD3({-CD28-CD137 o CD3{-
CD28-CD134 (Zhang C. et al., 2017). Quest'ultimo era particolarmente promettente poiché i domini
di co-stimolazione CD28 sono ben noti per la loro capacita di innescare una rapida eliminazione del
tumore, mentre gli endodomini CD134 promuovono la persistenza a lungo termine delle CAR-T.
Sebbene le cellule CAR-T di terza generazione siano state utilizzate per trattare con successo alcuni
tipi di tumore come linfomi o tumori al colon con buoni profili di sicurezza, maggiore persistenza e
proliferazione, non ¢ stata raggiunta alcuna maggiore efficacia rispetto alle cellule CAR-T di seconda

generazione, questo dato sarebbe dovuto alla scarsita degli studi eseguiti (Zhang C. et al., 2017).

CAR-T di quarta generazione

A causa degli scarsi risultati ottenuti con I’introduzione di piu domini di co-stimolazione nel recettore
CAR, nella quarta generazione di CAR-T la struttura di base utilizzata ha fatto riferimento alle CAR-
T di seconda generazione. La differenza ¢ che alla struttura di base si aggiunse quella di una citochina
(IL-2) dando origine alle “cellule T reindirizzate per I’uccisione universale mediata da citochine”
(TRUCKSs). Tale modifica strutturale ha portato a una migliore attivazione delle cellule T e a una piu
efficace risposta da parte delle cellule del sistema immunitario innato, facilitando di fatto
I’eliminazione delle cellule tumorali (Zhang C. et al., 2017). Si ¢ visto, inoltre, in alcuni studi come
le TRUCKSs siano efficaci nella terapia di infezioni virali, disordini metabolici e malattie autoimmuni

(Chmielewski M. et al., 2015).



CAR-T di quinta generazione

La quinta generazione di CAR-T ¢ attualmente in fase di sviluppo, la struttura di base ¢ simile alle
CAR-T di seconda generazione con I’aggiunta di un dominio troncato della catena 3 del recettore
citoplasmatico dell’IL-2, situato tra il dominio di trasmissione CD3z e il dominio co-stimolatorio
CD28. Inoltre, nella porzione terminale della catena CD3z ¢ presente un sito di legame per il fattore
di trascrizione STAT3/5. La struttura del recettore CAR di quinta generazione consente,
contemporaneamente, 1’attivazione di due vie di segnalazione: TCR (dominio CD3{ e dominio co-
stimolatorio CD28) e il rilascio di citochine (fattore di trascrizione STAT3/5). Questi segnali sono

necessari per una completa attivazione dei linfociti T (Abreu et al., 2020).
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Figura 3. Evoluzione del recettore dell’antigene chimerico CAR dalla prima alla
quinta generazione di cellule CAR-T (da: Kozani et al, .2021).




1.4 Metodo di produzione e procedure cliniche

La produzione delle CAR-T cells ¢ il loro utilizzo clinico richiedono una serie di fasi molto articolate
in cui sono coinvolte diverse figure professionali. La procedura pud essere riassunta in cinque

passaggi di seguito riportati e illustrati nella Figura 4.

1. Prelievo dei linfociti T da paziente o donatore sano. I linfociti T del paziente sono raccolti
attraverso una procedura chiamata leucaferesi. Il sangue del paziente ¢ prelevato e i leucociti sono
raccolti, mentre i restanti componenti del sangue vengono infusi di nuovo nel torrente circolatorio.
La separazione dei linfociti T (CD4+/CD8+) dagli altri elementi corpuscolati del sangue, avviene per
mezzo di anticorpi specifici in grado di legare specificatamente queste cellule (Maus and June, 2016).
Successivamente, 1 linfociti sono congelati e inviati alla struttura nella quale avverra

I’ingegnerizzazione genetica (El-Daly et al., 2019).

2. Ingegnerizzazione delle cellule T in laboratorio. I linfociti T vengono trasfettati per mezzo di un
vettore virale (retrovirus o lentivirus) il cui genoma codifica per il recettore CAR desiderato che verra
poi espresso sulla superficie dei linfociti T. Il virus si fonde con la membrana cellulare dei linfociti T
e introduce il materiale genetico sotto forma di RNA. L'RNA viene quindi convertito in DNA, ad
opera di una transcrittasi inversa virale, e si integrera in modo permanente nel genoma di questi
linfociti T. Quindi, I’espressione di questo recettore chimerico CAR ¢ mantenuta mentre le cellule si
dividono e si espandono nel terreno di coltura. Dopo la proliferazione cellulare dei linfociti T
ingegnerizzati in vitro, questi vengono nuovamente congelati e inviati all'ospedale dove il paziente ¢

in cura (El-Daly et al.,2019).

3. Chemioterapia del paziente pretrattamento. In ospedale prima dell’infusione dei linfociti T
ingegnerizzati, il paziente viene sottoposto ad un breve ciclo di chemioterapia, tale processo prende
il nome di “linfodeplezione”, che serve a evitare il possibile rigetto delle cellule CAR-T
successivamente infuse, andando a ridurre i linfociti T del paziente a livello dei tessuti linfoidi e dei
tessuti tumorali (El-Daly et al.,2019). I primi studi condotti con le cellule CAR-T hanno, infatti,
dimostrato che I’infusione di CAR-T senza un precedente processo di linfodeplezione, portava a una
ridotta persistenza di queste cellule nell’organismo come vitali e a una ridotta efficacia antitumorale

(Gattinoni et al., 2005).



4. Infusione. Dopo il processo di linfodeplezione, le cellule CAR-T vengono infuse nel paziente, con
un processo simile a una classica trasfusione sanguigna. Le CAR-T cells immesse nel circolo
sanguigno del paziente sono considerate delle cellule “attaccanti” che sono in grado di riconoscere e

attaccare le cellule tumorali che presentano I’antigene target sulla loro superficie (El-Daly et al.,
2019).

5. Monitoraggio. Il paziente in seguito al trattamento resta ricoverato per alcuni giorni € monitorato
per verificare che non vi sia la comparsa di reazioni avverse al trattamento. Nelle quattro settimane

successive alle dimissioni, comunque, il paziente ¢ sottoposto a un attento controllo continuo (EI-
Daly et al., 2019).
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Figura 4. Schema illustrativo delle procedure cliniche per il trattamento con cellule CAR-T (da: El-Daly
etal., 2019).




2. CAR-T Therapy nel trattamento dei tumori

La terapia a base di cellule CAR-T, seppure con quelle di prima generazione non ha dimostrato
risultati significativi nel trattamento dei tumori, le generazioni successive (seconda e terza
generazione) gli studi clinici ne hanno documentato I’efficacia (Hartmann et al., 2017). In particolare,
risultati positivi si sono osservati nel trattamento delle neoplasie ematologiche e in alcune forme di
tumore solido, anche se per quest’ultimi ci sono ancora molti aspetti da chiarire per quanto concerne

’efficacia della terapia.

2.1 Tumori ematologici: leucemie, linfomi e mielomi

Le neoplasie ematologiche sono forme tumorali che colpiscono le cellule del midollo osseo, il sistema

linfatico e il sistema immunitario e possono essere divise in tre gruppi: leucemie, linfomi e mielomi.

2.1.1 Leucemie

Le leucemie derivano dalla proliferazione incontrollata di due principali linee cellulari del sangue:
cellule mieloidi e cellule linfoidi (tumori ematologici, IEO https://www.ieo.it/it/PER-I-
PAZIENTI/Cure/Tumori-ematologici/). Dalla linea mieloide originano globuli rossi, granulociti,
monociti e piastrine, mentre dalla linea linfoide originano 1 linfociti. La proliferazione incontrollata
delle cellule staminali ematopoietiche, dovuta a mutazioni genetiche, porta a un’errata maturazione
degli elementi che costituiscono la parte corpuscolare del sangue e, conseguentemente, a un’invasione
di tali cellule nel midollo osseo e talvolta nei linfonodi con la distruzione delle cellule emopoietiche
sane. Questo porta ad anemia per la ridotta produzione di globuli rossi, infezioni frequenti per la
carenza di globuli bianchi e, infine, a emorragie per la mancanza di piastrine nel sangue (leukemia,
NIH https://www.cancer.gov/types/leukemia). Le leucemie a loro volta possono essere divise in
sottotipi a seconda che si manifestino in forma acuta o cronica. Quelle di forma acuta sono la leucemia
linfoblastica acuta (LLA) e la leucemia mieloide acuta (LMA), caratterizzate da una progressione
della malattia molto rapida con un blocco nella maturazione delle cellule staminali emopoietiche. La
leucemia linfatica cronica (LLC) e la leucemia mieloide cronica (LMC) sono invece forme croniche
nelle quali la progressione della malattia avviene piu lentamente, in quanto viene mantenuta
parzialmente la capacita di maturazione da parte dei precursori delle cellule emopoietiche (leucemia,

AIL https://www.ail.it/patologie-e-terapie/patologie-ematologiche/leucemia). Le leucemie sono le
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patologie tumorali piu frequenti nei bambini in eta pediatrica, mentre negli adolescenti rappresentano
la terza patologia piu frequente (Armeni et al., 2020). Per quanto riguarda il trattamento classico delle
forme di leucemie acute esso prevede I’'impiego di cicli di chemioterapia in combinazione alla
radioterapia e, in pazienti di eta inferiore ai 65 anni, il trapianto del midollo osseo utilizzando cellule
del proprio midollo osseo (autotrapianto) o sostituendo le cellule malate con le cellule di un donatore
(trapianto allogenico). Invece, per le forme di leucemia cronica il trattamento prevede 1I’impiego della
chemioterapia in associazione con I’immunoterapia nella leucemia linfatica cronica (LLC) e con
inibitori della tirosin-chinasi nella leucemia mieloide cronica (tumori ematologici, IEO

https://www.ieo.it/it/PER-I-PAZIENTI/Cure/Tumori-ematologici/).

2.1.2 Linfomi

I linfomi sono invece dei tumori solidi che prendono origine dal sistema linfatico che comprende
diverse strutture: linfonodi, vasi linfatici, timo, midollo osseo, milza, tonsille e adenoidi. Le cellule
principali di questo tessuto linfatico sono i linfociti che si dividono in due tipi: i linfociti B e i linfociti
T. La proliferazione anormale e incontrollata dei linfociti causa i linfomi, che vengono classificati in
due grandi categorie: il linfoma di Hodgkin, dovuto alla trasformazione dei linfociti B, e il linfoma
non-Hodgkin che puo coinvolgere entrambi i tipi di linfociti (B e T). All’interno del grande gruppo
dei linfomi non Hodgkin rientrano il linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL) e il linfoma
primitivo del mediastino a cellule B (PMBCL) (linfomi, AIL https://www.ail.it/patologie-e-
terapie/patologie-ematologiche/linfomi). Il linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL) ¢ il sottotipo
piu comune di linfoma non-Hodgkin (LNH), esordisce nell’eta adulta (dopo 1 60 anni) e rappresenta
il 35-40% di tutti i casi di LNH (AIFA, Report tecnico Kymriah®). Mentre il linfoma primitivo del
mediastino a cellule B (PMBCL) ¢ un raro sottotipo di linfoma che colpisce principalmente donne di

eta adulta compresa tra i 30 e 40 anni (Lees et al., 2019).

2.1.3 Mielomi

I mielomi sono neoplasie ematologiche che interessano il midollo osseo, in particolare coinvolgono
le plasmacellule, ossia le cellule deputate alla produzione degli anticorpi. Le cellule del mieloma non
producono i normali anticorpi, ma bensi un tipo anomalo di anticorpo: la paraproteina monoclonale
(proteina M). Questo si traduce in primis in un alterato funzionamento del sistema immunitario,
poiché mancano 1 normali anticorpi. Inoltre, nel mieloma si ha 1’accumulo incontrollato di

plasmacellule anormali nel midollo osseo che va a interferire sia con la normale produzione di globuli
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bianchi, globuli rossi e piastrine, sia con il metabolismo osseo portando a fragilita ossea con possibili
fratture e dolore. Il Mieloma multiplo (MM)) risulta essere la forma piu invasiva e diffusa di mieloma
(“Che cos’¢ il mieloma?”, AIMAC https://www.aimac.it/libretti-tumore/mieloma-multiplo/che-cos-

e-il-mieloma).

La terapia con cellule CAR-T ha mostrato sin da subito la sua efficacia nel trattamento di leucemie
linfoblastiche acute a cellule B (LLA) (Gauthier e Yakoub-Agha, 2017). In particolare, la maggior
parte degli studi clinici riguardanti la CAR-T therapy nel trattamento di neoplasie ematologiche
riporta 1’uso di linfociti T modificati aventi come bersaglio una proteina di superficie sovraespressa
nei linfociti B neoplastici, la proteina CD19. I primi studi hanno valutato 1’efficacia e la sicurezza del
trattamento con cellule CAR-T di seconda generazione in un piccolo gruppo di pazienti affetti da
LLA o LLC, refrattari ad altri trattamenti. I risultati furono molto incoraggianti, in quanto si osservo
una completa remissione del tumore nei soggetti trattati (El1-Daly e Hussein, 2019). Questi primi dati
furono supportati, in seguito, da una serie di studi clinici riguardanti un numero sempre maggiore di
pazienti affetti da LLA o LLC refrattari ad altri trattamenti, trattati con linfociti T modificati aventi
come target la proteina CD19 dei linfociti B. Si ¢ cosi dimostrato che la seconda generazione di CAR-
T era piu efficace nel trattamento della LLA o LLC refrattaria, rispetto alla prima generazione di
CAR-T. Inoltre, i pazienti affetti da LLA dimostrarono risultati migliori rispetto a quelli affetti da
LLC. Ulteriormente, i pazienti che erano stati sottoposti, prima dell’infusione delle cellule CAR-T,
ad un processo di linfodeplezione (processo di “svuotamento” del compartimento linfocitario o
meglio di distruzione dei linfociti residenti del paziente) hanno avuto dei risultati piu efficaci al
trattamento. Purtroppo, si ¢ anche rilevato, che 1 pazienti con un elevato tasso di risposta alla terapia
CAR-T sviluppavano una sindrome da rilascio di citochine di entita medio-grave. Gli studi clinici
svolti hanno anche evidenziato che non risulta esserci una correlazione diretta tra la dose di cellule
CAR-T infuse ai pazienti e la risposta alla terapia o tra il numero delle cellule tumorali iniziali (carico
tumorale) e la risposta alla terapia (Gill e June, 2015; El-Daly e Hussein, 2019). I risultati di questi
studi clinici insieme a quelli riguardanti 1 tumori solidi sono riassunti nella Tabella 1 (El-Daly e

Hussein, 2019).
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2.2 Tumori solidi

Le CAR-T nel trattamento dei tumori solidi non hanno dimostrato, nei vari studi clinici, risultati
promettenti al contrario di quanto riscontrato nelle neoplasie ematologiche (Xu et al., 2017; El-Daly
e Hussein, 2019). Questa ridotta efficacia sarebbe attribuibile a diversi fattori, in primis alla
complessa struttura del microambiente del tumore solido dove troviamo cellule immunitarie,
fibroblasti, molecole della matrice extracellulare, citochine, cellule endoteliali che ostacolerebbero
I’accesso alle cellule CAR-T (Scarfo e Maus, 2017). In secondo luogo, ad influenzare negativamente
la terapia con cellule CAR-T sarebbe la condizione di ipossia tipica dei tumori solidi. Infatti, le cellule
tumorali proliferano in un ambiente privo di ossigeno con cambiamenti adattativi che sono associati
a un fenotipo metastatico e resistente alle terapie (El-Daly e Hussein, 2019). Inoltre, le cellule dei
tumori solidi sono caratterizzate dalla presenza sulla loro superficie della proteina PD-LI
(“programmed death ligand-1"") che ¢ in grado di legarsi a uno specifico recettore espresso sui
linfociti T inibendo la loro azione citotossica. Per questo motivo, nella terapia CAR-T si considera
utile associare un inibitore di PD-1 per migliorare 1’efficacia del trattamento (Chong et al., 2017). Si
deve inoltre considerare il problema legato alla tossicita on target/off tumor. Infatti, nella
realizzazione delle cellule CAR-T potenzialmente utili nella terapia dei tumori solidi si utilizzano
come target degli elementi quali proteine, acidi grassi, ecc. che sono presenti, seppure in quantita
inferiore, anche nelle cellule tessutali fisiologiche in quanto, a differenza dei tumori ematologici, si €
osservata una scarsa presenza di marcatori di superficie specifici per le cellule tumorali. Di
conseguenza, la ricerca di antigeni tumore-specifici (TSA) risulta essere particolarmente difficile e si
utilizzano come target bersaglio gli antigeni associati al tumore (TAA), 1 quali perd non sono espressi
soltanto dalle cellule tumorali ma anche dalle cellule dei tessuti sani, comportando fenomeni di
tossicita. Inoltre, a rendere la progettazione di cellule CAR-T ancora piu complessa, subentra anche
I’estrema eterogeneita antigenica riscontrata nei diversi pazienti affetti dallo stesso tipo di tumore
(Khorasani et al.,2021). Un esempio di tossicita on target/off tumor ¢ riportato nello studio di Lamers
et al. (2006) che ha utilizzato cellule CAR-T di prima generazione per trattare il carcinoma renale,
usando come target I’anidrasi carbonica-IV (CAIX). Si ¢ purtroppo riscontrata una severa
epatotossicita: questo perche, I’anidrasi carbonica- IV, oltre ad essere sovraespressa a livello delle
cellule tumorali renali € presente anche nelle cellule epiteliali del dotto biliare (El-Daly e Hussein,

2019).
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Tabella 1. Tabella che mostra alcuni studi clinici riguardanti la CAR-T therapy nel trattamento
di neoplasie ematologiche e tumori solidi (da: El-Daly e Hussein, 2019).

Tumor target Type of tumor Signalling domain No. of cases Clinical efficacy Clinical trial gov. identifier
41BB-CD3( 27 complete remission MNCT01626495
€h-19 ALL “2nd generation” 30 3 progressive disease NCT01029366
cp-19 ALL o CD2BCD, 16 14 coanplete remission NCT01044069
2?nd generation 2 progressive disease
1 complete remission
CLL + CD28-CD3{ 8CLL 1 partial remission NCT00466531 (CLL)

CD-19 ALL “2nd generation” DALL 2 stable dizease NCT01044069 (ALL)

4 progressive disease
2 non evaluable

1 complete remission

41BB-CD3{ 4 partial remission

CD20 DLBECL - A 7 . . MNCT01735604
2nd generation 1 progressive disease
1 non evaluable
N CD28-CD3{ Owverall response rate .
M T s
BCM Multiple Myeloma “and generation” 12 339 NCT02215967
3 complete remission
- 1 partial remission
CD3( N NCTO0085930
GD2 Neuroblastoma "1 st generation” 19 1 stab]e.dlsc:asc NCT02546167
6 progressive disease
8 non evaluable
e CD3{ DDHES7-
CAIX Renal cell carcinoma "1 st generation” 1z none 29/P00.0040C
HERZ2 Colon carcinoma ;.028_4IBB_CD3._( 1 none MNCI-09-C-0041
3rd generation
HER? Sarcoma CD28-CD3{ 19 4 stable disease NCT00902044

“2nd generation” 15 none

2.3 Terapie a base di cellule CAR-T attualmente approvate

I farmaci a base di cellule CAR-T fanno parte, secondo la classificazione EMA, della categoria di
prodotti medicinali di terapia avanzata (“Advanced Therapy Medicinal Product”, ATMP) e sono
autorizzati all’immissione in commercio tramite una procedura di tipo centralizzato. Attualmente, 1
farmaci a base di cellule CAR-T approvati dalla FDA (Stati Uniti d’America) e dal’EMA (Europa)
per il trattamento di neoplasie ematologiche sono sei in totale, dei quali tre autorizzati dall’AIFA in

Italia (https://www.osservatorioterapieavanzate.it/terapie-approvate).

2.3.1 Kymriah® (Tisagenlecleucel)

Tisagenlecleucel, noto anche con il nome commerciale Kymriah® (Novartis Europharm Limited) ¢
stato approvato dalla FDA nell’agosto 2017 e dal’EMA nell’agosto 2018, per il trattamento della
leucemia linfoblastica acuta a cellule B in pazienti di eta inferiore ai 25 anni che non abbiano mai
risposto alla chemioterapia o che siano in recidiva dopo trapianto di cellule staminali emopoietiche
allogeniche. Il farmaco ¢ approvato anche per 1'uso negli adulti con linfomi diffusi a grandi cellule B
(DLBCL) (Aamir Ahmad et al., 2020). Inoltre, nel marzo 2022 ¢ stata approvata una nuova
indicazione terapeutica per quanto riguarda il trattamento del linfoma follicolare (FL) in pazienti

adulti (https://www.osservatorioterapieavanzate.it/terapie-approvate).
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Per allestire Kymriah®, i linfociti T del paziente vengono prelevati e modificati geneticamente ex vivo
mediante trasfezione attraverso un vettore lentivirale in modo che esprimano il recettore chimerico
per I’antigene (CAR), contenente un frammento variabile a catena singola dell’anticorpo anti-CD19

di origine murina, legato al dominio costimolatorio 4-1BB e al dominio di segnalazione CD3-zeta.

In seguito al legame con le cellule che esprimono 1’antigene CD19, il CAR trasmette un segnale che
promuove da un lato I’espansione e la persistenza dei linfociti T modificati, dall’altro il
potenziamento della loro azione antitumorale che conduce all’eliminazione diretta della cellula
bersaglio (Report tecnico Kymriah®, AIFA). Il prodotto finito si presenta come una dispersione per
I’infusione. Le informazioni quantitative relativamente alle cellule CAR-T vitali/mL e le cellule totali
nel prodotto sono presentate nell'etichettatura di ciascuna lotto specifico per il paziente. Solitamente
una sacca per infusione contiene un totale da 1,2 x 10° fino a 6 x 108 cellule T vitali CAR-positive.

Per quanto riguarda lo schema posologico esso dipende dall’indicazione terapeutica.

I dati a supporto delle indicazioni terapeutiche approvate provengono principalmente da due studi
clinici: lo studio ELIANA nel quale Tisagenlecleucel ¢ stato sperimentato per il trattamento di
pazienti di eta compresa tra i3 e i 25 anni affetti da LLA a cellule B, e lo studio JULIET nel quale i
ricercatori si proponevano di valutare 1’efficacia e sicurezza del farmaco in soggetti adulti affetti da

DLBCL (“4ssessment report” Kymriah®, EMA).

Lo studio ELIANA ¢ uno studio clinico di fase II sponsorizzato da Novartis in collaborazione con
I’Universita della Pennsylvania e il Children’s Hospital of Philadelphia, che ha coinvolto 25 centri
ospedalieri nei territori di Stati Uniti, Canada, Giappone, Europa, per determinare l'efficacia e la
sicurezza di Tisagenlecleucel in un totale di 92 pazienti pediatrici con LLA a grandi cellule B. La
durata totale dello studio ¢ stata di cinque anni dall'infusione delle cellule CAR-T
(clincaltrials.gov_ ELIANA). Da tale studio ¢ emerso che a distanza di 3 mesi dall’infusione delle
cellule CAR-T il 66% dei pazienti ha avuto una risposta completa al trattamento, cio¢ non sono stati
evidenziati segni di cancro residuo. Inoltre, a distanza di 12 mesi dall’infusione la probabilita di

sopravvivenza ¢ stata del 70%.

Lo studio JULIET ¢ uno studio aperto e multicentrico, di fase II, che ha arruolato una coorte di 165
pazienti allo scopo di determinare ’efficacia e la sicurezza in pazienti adulti affetti da DLBCL. La
durata totale dello studio ¢ stata di cinque anni. I risultati ottenuti da questo studio a distanza di tre
mesi dal trattamento erano paragonabili a quelli di studi su pazienti che ricevevano trattamenti
oncologici standard. I1 24% dei pazienti ha avuto una risposta completa e il 34% ha avuto una risposta

parziale. Il dato che ¢ rimasto costante nel tempo ¢ stato il tasso di risposta al trattamento anche a
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distanza di 19 mesi, dimostrando quindi una durata prolungata della risposta (Kymriah®, EMA). Le

caratteristiche di utilizzo di Kymriah® sono riportate in Figura 6.

AlC Confezione Regime di | Specialisti Classe | Nota | PT/PTH
fornitura AIFA
046996017 | Sacche 1,2x 10°6,0x | OSP Centri individuati H - NO
10° cellule T vitali CAR dalle Regioni
positive-disperse per
infusione endovenosa

Principio attivo Tisagenlecleucel
ATCV livello LO1XX
Specialita Kymriah®
Confezione 1 sacca
Prezzo al pubblico €528.128
z:'?:;rg)et?):::c;{:cr::lzla\ordo delle riduzioni €320.000

Figura 6. Tabelle riassuntive riguardanti il farmaco Kymriah® (Report tecnico
Kymriah®, AIFA).

2.3.2 Yescarta® (Axicabtagene ciloleucel)

Axicabtagene ciloleucel, noto anche con il nome commerciale Yescarta® (Kite Pharma Eu B.V.) &
stato approvato dalla FDA nell’ottobre 2017 e dal’EMA nell’agosto 2018 per il trattamento di
pazienti adulti con linfoma a grandi cellule B dell'adulto (DLBCL), linfoma primitivo del mediastino
a grandi cellule B (PMBCL) e per il linfoma follicolare (LF) (Aamir Ahmad et al., 2020). Yescarta®
¢ un trattamento immunoterapico a base di cellule T autologhe geneticamente modificate in grado di
riconoscere ’antigene CD19 espresso dalle cellule tumorali. Per allestire Yescarta®, i linfociti T del
paziente vengono prelevati e modificati geneticamente ex vivo mediante trasfezione retrovirale in
modo che esprimano il recettore chimerico per I’antigene (CAR), contenente un frammento variabile
a catena singola dell’anticorpo anti-CD19 di origine murina, legato al dominio costimolatorio CD28
e al dominio di segnalazione CD3-zeta. Possiamo notare come i domini co-stimolatori per i due
farmaci siano differenti: per Tisagenlecleucel ¢ 4-1BB (CD137) mentre per axicabtagene ciloleucel
¢ CD28. I co-domini possono influenzare, in primo luogo, la persistenza di queste cellule CAR-T e
la loro proliferazione nell’organismo. Infatti, la presenza del dominio co-stimolatorio 4-1BB (CD137)
¢ associata a una proliferazione e persistenza nell’organismo piu prolungata rispetto alle cellule CAR-

T che presentano il dominio CD28. Inoltre, le cellule CAR-T presentanti il co-dominio CD28 vanno
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a differenziarsi nel sottotipo di cellule T della memoria effettrici, mentre le CAR-T presentanti il co-
dominio 4-1BB si differenziano nel sottotipo di cellule T della memoria centrale (Aamir Ahmad et
al., 2020). Per quanto riguarda il prodotto finito, esso si presenta come una dispersione per infusione
endovenosa. Ogni singola sacca per infusione di Yescarta®, specifica ciascun paziente, contiene una
dispersione di cellule CAR-T anti-CD19 in circa 68 mL di preparato, per una dose target di 2 x 10°
cellule T CAR-positive anti-CD19 vitali per kg di peso corporeo (intervallo: 1 x 10° - 2 x 10°
cellule/kg), con un massimo di 2 x 10® cellule T CAR anti-CD19 (RCP Yescarta®, AIFA). I dati a
supporto delle indicazioni approvate provengono principalmente da uno studio clinico: lo studio
clinico ZUMA-1. Nella fase I dello studio ¢ stato valutato axicabtagene ciloleucel su un totale di sette
pazienti di eta compresa tra 29 e 69 anni (cinque maschi e due femmine). Cinque pazienti su sette
hanno ottenuto una risposta obiettiva, mentre quattro di sette hanno ottenuto una risposta completa
entro un mese dall'infusione di CAR-T. Tre pazienti su sette hanno dimostrato una remissione
completa e livelli rilevabili di CAR-T, anche dopo un anno dall’infusione. La fase 2 dello studio
ZUMA-1 ha coinvolto 21 centri ospedalieri negli Stati Uniti e un centro ospedaliero in Israele. I
pazienti sono stati divisi in due coorti che comprendevano una coorte di 77 pazienti con DLBCL ¢
un’altra di 24 pazienti con PMBCL (n=8) e con linfoma follicolare (n=16). Cosi, sono stati inclusi un

totale di 101 pazienti, con un'eta media di 58 anni nella coorte 1 e 57 anni nella coorte 2.

La coorte 1 aveva 50 maschi e 27 femmine, mentre la coorte 2 aveva 18 maschi e 6 femmine. La
risposta obiettiva ottenuta ¢ stata dell'82%, mentre la risposta completa ottenuta ¢ stata del 54%.
Inoltre, la risposta completa ¢ stata del 40% al tempo mediano di follow-up di 15,4 mesi. Dopo due
anni di follow-up questo studio ha rivelato un tasso di risposta obiettiva dell'83%, tasso di risposta
completa del 58% e un tasso di risposta parziale del 25%. Inoltre, il 10% dei pazienti presentava una
malattia stabile, mentre il 5% 1 pazienti avevano una malattia progressiva. Nell’analisi aggiornata
dello studio ZUMA-1 (follow-up mediano di 39,1 mesi e di 51,1 mesi), ¢ emerso che rispettivamente
11 47% e 1l 44% dei pazienti ¢ ancora in vita dopo 3 e 4 anni dall’inizio dello studio (Aamir Ahmad
et al.,, 2020). Recentemente, Yescarta ha ricevuto una estensione delle proprie indicazioni
terapeutiche, da parte dell’EMA, per il trattamento di pazienti adulti affetti da linfoma diffuso a grandi
cellule B (DLBCL) e linfoma a cellule B di alto grado (HGBL) con ricaduta entro un anno o refrattari
alla chemioimmunoterapia di prima linea. Questa approvazione di nuove indicazioni terapeutiche, si
basa sui dati di uno studio di fase III (ZUMA-7) randomizzato, in aperto, multicentrico condotto in
359 pazienti in 77 diversi centri ospedalieri (https://www.pharmastar.it/news/ema/approvazione-
europea-per-le-car-t-axicel-nel-linfoma-a-cellule-b-in-seconda-linea-39621). Le caratteristiche di

utilizzo di Yescarta® sono riportate in Figura 7.
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AlC Confezione Regime di | Specialisti Classe | Nota | PT/PTH
fomitura AIFA
046995015 | 1 sacca per osp Centri individuati H - NO
infusione, 0,4 — 2 x dalle Regioni
108 cellule
dispersione per
infusione
endovenosa
Principio attivo Axicabtagene ciloleucel
ATCV livello LO1XX
Specialita Yescarta™
Confezione 1 sacca
Prezzo al pubblico €539.680,80

Prezzo ex-factory al lordo delle

riduzioni di legge, IVA esclusa €327.000

Dose raccomandata in RCP 1 infusione una tantum

Numero confezioni per la durata del
trattamento

Costo per la durata del trattamento
per paziente a carico del SSN, IVA €327.000
esclusa (€)

1 confezione

Sconto confidenziale alle strutture del SSN e meccanismo di
Condizioni negoziali pagamento condizionato (Payment at results) a 180, 270 e
365 giorni

Figura 7. Tabelle riassuntive riguardanti il farmaco Yescarta® (Report tecnico
Yescarta®, AIFA)

2.3.3 Tecartus® (Brexucabtagene autoleucel)

Brexucabtagene autoleucel, noto anche con il nome commerciale Tecartus® (Kite Pharma Eu B.V.) &
un medicinale approvato per il trattamento del linfoma mantellare in adulti in cui il tumore si
ripresenta dopo due o piu trattamenti oppure non risponde a nessun trattamento. Tecartus®
(Brexucabtagene autoleucel) ¢ un trattamento immunoterapico a base di linfociti T geneticamente
modificati per 1’espressione del recettore chimerico CAR, indirizzato verso la proteina CD19,
presente sulla membrana delle cellule tumorali. I farmaco ¢ stato approvato dalla FDA nel luglio
2020, mentre in Europa da parte del’EMA a dicembre 2020. Tuttavia, ha ricevuto un’autorizzazione
all’immissione in commercio condizionata, poiché questo medicinale viene sottoposto a
monitoraggio aggiuntivo, in quanto 1’azienda che commercializza il medicinale dovra fornire
al’EMA, entro la fine del 2022, 1 rapporti finali dello studio attualmente in corso comprovanti

efficacia e sicurezza.

I dati che hanno portato all’approvazione di Tecartus® sono forniti dallo studio ZUMA-2, attualmente
in corso, che coinvolge 74 pazienti in cui il linfoma mantellare ¢ ricomparso dopo almeno due
trattamenti precedenti. Nel 59% dei casi si € osservata una risposta completa in seguito al trattamento

con cellule CAR-T (Tecartus®, EMA). Questo trattamento insieme a Kymriah® e Yescarta® fa parte
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dei tre trattamenti attualmente disponibili in Italia ed ¢ stato approvato dall’ AIFA recentemente, nel

marzo 2022 (https://www.osservatorioterapieavanzate.it/terapie-approvate).

2.3.4 Abecma® (Idecabtagene vicleucel)

Idecabtagene vicleucel, noto con il nome commerciale Abecma® (Bristol-Myers Squibb Pharma
EEIG) ¢ un medicinale utilizzato per il trattamento negli adulti del mieloma multiplo recidivante e
refrattario dopo almeno tre linee di trattamento precedenti. Abecma® ¢ una terapia a base di cellule T
autologhe geneticamente modificate trasdotte con un vettore lentivirale (LVV) per esprimere il
recettore chimerico per I’antigene (CAR) che riconosce in maniera mirata I’antigene di maturazione
delle cellule B (BCMA), espresso sulla superficie di plasmacellule normali e maligne. Il recettore
CAR ¢ costituito da un dominio anti-BCMA, un dominio transmembrana, un dominio di attivazione
delle cellule T (CD3-zeta) e un dominio co-stimolatorio (4-1BB). L’attivazione antigene-specifica di
Abecma® porta alla proliferazione delle cellule CAR-T, la secrezione di citochine e la successiva
morte per citolisi delle cellule esprimenti il BCMA (RCP di Abecma®, EMA). Il farmaco ¢ stato
approvato dalla FDA nel marzo 2021, mentre in Europa da parte del’EMA ad agosto 2021. Come
nel caso del farmaco Tecartus®, il medicinale ha ricevuto una autorizzazione all’immissione in
commercio condizionata, in quanto ’azienda detentrice dell’AIC, dovra fornire i dati di follow-up a
24 mesi dello studio clinico principale riguardanti 1’efficacia e sicurezza del farmaco. Inoltre,

® con il trattamento

I’azienda dovra realizzare uno studio che porti a confronto Abecma
chemioterapico standard in pazienti affetti da mieloma multiplo. I dati riguardanti 1’efficacia del
trattamento con Abecma® sono stati ottenuti con lo studio clinico di fase II KarMMa. Questo studio
¢ stato eseguito su un totale di 140 pazienti adulti con mieloma multiplo recidivante e refrattari. Sui
140 pazienti trattati con Abecma®, si & osservata una risposta completa nel 30% dei casi e almeno

una risposta parziale nel 67% dei casi (RCP di Abecma®, EMA).

2.3.5 Breyanzi® (Lisocabtagene maraleucel)

Lisocabtagene maraleucel, noto con il nome commerciale Breyanzi® (Bristol-Myers Squibb Pharma
EEIG) ¢ indicato per il trattamento di pazienti adulti con linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL)
recidivante o refrattario, linfoma primitivo del mediastino a grandi cellule B (PMBCL) e linfoma
follicolare di grado 3B (FL3B), dopo due o piu linee di terapia sistemica. Breyanzi® ¢ una terapia a
base di cellule T CD8+ e CD4+ autologhe, geneticamente modificate trasdotte separatamente con un

vettore lentivirale (LVV) che codifica per un CAR anti-CD19. 1l legame tra il recettore CAR e CD19,
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espresso sulla superficie delle cellule tumorali e delle normali cellule B, induce I’attivazione e la
proliferazione delle cellule CAR-T, con conseguente rilascio di citochine pro-infiammatorie e la
soppressione citotossica delle cellule bersaglio (RCP Breyanzi®, EMA). Il farmaco ¢ stato approvato
dalla FDA nel febbraio 2021 e in Europa da parte dell’EMA nell’aprile 2022. Gli studi clinici che
hanno portato all’approvazione di Breyanzi® e che sono attualmente in corso sono due:
TRANSCEND NHL-001 e TRANSCEND WORLD. 1l primo ¢ uno studio clinico di fase 1 in aperto
che valuta la sicurezza, 1’efficacia antitumorale e la farmacocinetica delle cellule T modificate
somministrate a pazienti adulti con linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL) recidivato o
refrattario, linfoma primario a cellule B mediastinico (PMBCL), linfoma follicolare di grado 3B e
linfoma mantellare (MCL). Per lo studio sono stati arruolati un totale di 314 pazienti che verranno
seguiti per 24 mesi dopo I'infusione di cellule CAR-T (clincaltrials.gov, TRANSCEND NHL-001).
Il secondo ¢ lo studio clinico di fase Il TRANSCEND WORLD che coinvolge 188 pazienti affetti da
linfoma non-Hodgkin (NHL) a cellule B recidivante o refrattario ai trattamenti standard e, anche in
questo caso, 1 pazienti verranno seguiti per 24 mesi dopo l’infusione di cellule CAR-T
(clincaltrials.gov, TRANSCEND WORLD). I primi risultati di questi studi, dopo un follow-up di 12
mesi dall’infusione delle cellule CAR-T, hanno evidenziato che il 53% e il 33% dei pazienti trattati
con Breyanzi® ha una risposta completa e il 73% e il 61% almeno una risposta parziale (Breyanzi®,

EMA).

2.3.6 Carvykti® (Ciltacabtagene autoleucel)

Ciltacabtagene autoleucel, noto con il nome commerciale Carvykti® (Janssen-Cilag International NV)
¢ indicato per il trattamento di pazienti adulti con mieloma multiplo recidivante e refrattario che hanno
ricevuto almeno tre precedenti terapie, inclusi un agente immunomodulante, un inibitore del
proteasoma e un anticorpo anti-CD38, e nei quali si ¢ verificata progressione della malattia durante
I’ultima terapia. Carvykti® ¢ un medicinale a base di cellule autologhe geneticamente modificate,
contenente cellule T trasdotte usando un vettore lentivirale (LVV), che codifica per un recettore CAR
diretto contro 1’antigene di maturazione delle cellule B (BCMA). Il BCMA ¢ sovraespresso
principalmente sulla superficie dei linfociti B anomali del mieloma multiplo, ma anche in misura
minore sulla superficie dai linfociti B maturi normali e dalle plasmacellule. Il recettore CAR di
Carvykti® presenta due domini singoli di riconoscimento anti-BCMA, un dominio co-stimolatorio 4-
1BB e un dominio di segnalazione citoplasmatica CD3-zeta (CD3(). Quando si lega alle cellule che
esprimono BCMA, il recettore CAR, stimola 1’attivazione e 1’espansione delle cellule T, inducendo
I’eliminazione delle cellule tumorali (RCP Carvykti®, EMA). Il farmaco ¢ stato approvato dalla FDA
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nel febbraio 2022 e dal’EMA nel maggio 2022. I dati riguardanti I’efficacia e la sicurezza del
trattamento con Carvykti® sono stati ottenuti tramite lo studio clinico di fase Ib/Il MMYO001. Lo
studio ha coinvolto 113 pazienti adulti affetti da mieloma multiplo recidivante e refrattario che
avevano ricevuto almeno 3 precedenti linee di terapie antimieloma (RCP Carvykti®, EMA). Una
singola infusione (flebo) di Carvykti® ¢ stata efficace nell'eliminare le cellule tumorali nei pazienti
con mieloma multiplo recidivante e che non avevano risposto a tre o piu trattamenti precedenti. Dopo
un anno ¢ mezzo di follow-up, circa 1'84% dei pazienti (95 su 113) ha avuto una buona risposta al
trattamento e nel 69% (78 su 113) una risposta completa. Tuttavia, Carvykti® non ¢ stato confrontato
con un altro medicinale chemioterapico standard in questo studio, percio la ditta detentrice dell’ AIC
dovra fornire ulteriore documentazione a riguardo al fine di ottenere una autorizzazione permanente

(Carvykti®, EMA).
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3. La fibrosi cardiaca e le CAR-T cells

Con il termine fibrosi si descrive 1'eccessiva deposizione di proteine della matrice extracellulare
(ECM) nei tessuti parenchimali; questo processo tipicamente riflette un’attivazione inappropriata o
sregolata di un programma riparativo. La fibrosi ¢ un'importante causa di disfunzione d'organo in
diverse malattie, comprese le malattie polmonari interstiziali, la cirrosi epatica, la sclerosi sistemica
progressiva e la nefropatia diabetica ed € presente in quasi tutte le forme di malattia del miocardio.
La fibrosi cardiaca porta prevalentemente all'espansione dell'interstizio cardiaco attraverso la
deposizione di proteine della matrice extracellulare ed ¢ collegata alla progressione di varie forme di
malattie cardiache tra cui I’insufficienza cardiaca (Frangogiannis, 2020). Attualmente le strategie
terapeutiche per ridurre il processo fibrotico non sono efficaci e per questa ragione, visti gli ottimi
risultati nel trattamento dei tumori ematologici e, in parte, nei tumori solidi, sempre piu studi studiano
I’efficacia dell’impiego di cellule T ingegnerizzate nel trattamento della fibrosi cardiaca (Aghajanian

etal., 2019).
3.1 Patogenesi della fibrosi cardiaca

Il miocardio costituisce la componente muscolare del cuore, ¢ composto da cardiomiociti immersi in
una matrice extracellulare (ECM) di fibre di collagene. I cardiomiociti occupano circa il 75% del
volume miocardico e sono organizzati in lamine, spesse 2-5 cellule. I diversi strati di cardiomiociti
sono circondati da ECM, composta prevalentemente da collagene fibrillare. L'ECM cardiaca non ha
solo funzioni di sostegno meccanico ma ¢ anche importante per la trasmissione della forza contrattile.
E composta prevalentemente da collagene di tipo I e III, glicoproteine, glicosaminoglicani,
proteoglicani, proteasi e fattori di crescita latenti, che possono essere attivati rapidamente in seguito
a lesioni per stimolare la riparazione tissutale. Oltre ai cardiomiociti, si trovano altre popolazioni
cellulari immerse all'interno dell’ECM, tra queste troviamo le cellule endoteliali vascolari, ma anche
cellule immunitarie (macrofagi, mastociti e cellule dendritiche) e cellule murali vascolari (cellule
muscolari lisce e periciti) che si trovano anche nell'interstizio cardiaco. I fibroblasti cardiaci sono le
cellule produttrici del’ECM e costituiscono una delle piu grandi popolazioni cellulari presenti nel
cuore dei mammiferi. I fibroblasti svolgono un ruolo omeostatico molto importante- garantendo
I’integrita strutturale della matrice, regolando la produzione di collagene e la sintesi o degradazione
di proteine che costituiscono I’ECM. Hanno anche un ruolo fondamentale nei processi di riparazione
delle lesioni cardiache e nella progressione della fibrosi associata alla maggior parte delle malattie

cardiache (Frangogiannis, 2020).
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Nel processo di fibrosi cardiaca si ha deposizione di fibre di collagene di tipo I e III da parte dei
fibroblasti e differenziazione di quest’ultimi in miofibroblasti: cellule connettivali intermedie tra i
fibroblasti e cellule della muscolatura liscia che svolgono sia funzioni secretorie, producendo fibre
elastiche e fibronectina, sia contrattili favorendo la chiusura della lesione. I processi fibrotici possono

essere suddivisi come di seguito riportato.

1. Fibrosi reattiva che ¢ legata all’ipertensione arteriosa e al sovraccarico protratto di lavoro
del miocardio, di solito senza perdita di cardiomiociti. Si suddivide in due tipi denominati
perivascolare ¢ interstiziale. E stimolata da segnali disadattivi a lungo termine (cellule
inflammatorie, segnali paracrini, stress ossidativo) che portano a un progressivo
rimodellamento cardiaco patologico.

2. Fibrosi riparativa che avviene dopo un infarto del miocardio (IM) ed ¢ legata a danno e

morte dei cardiomiociti.

Il collagene di tipo I si pud depositare con diverse modalitd: compatto (senza cardiomiociti),
interstiziale (fra cardiomiociti), diffuso a chiazze (tipica della fibrosi cardiaca diffusa). La Figura 8

illustra le classi di fibrosi cardiaca (De Boer et al., 2019).
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Figura 8. Immagini riguardanti le diverse forme di fibrosi cardiaca.
I pannelli di sinistra mostrano la fibrosi riparativa (pannello
superiore), reattiva interstiziale (centrale) e perivascolare
(inferiore), con le diverse popolazioni cellulari coinvolte: fibroblasti
(verde), cellule infiammatorie (blu), miociti (rossi). In realta, in un
tipico infarto cardiaco, possono sussistere tutte e tre le forme di
fibrosi cardiaca (pannello istologico destro) (da: De Boer et al.,
2019).
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Quindi si € visto come, a seguito di un processo patologico a carico del tessuto cardiaco (ipertensione
arteriosa, diabete mellito, infarto del miocardio), si ha una perturbazione della omeostasi cellulare.
Cio provoca un rimodellamento del tessuto miocardico con una sproporzionata crescita dei non-
cardiomiociti (in primis fibroblasti) rispetto ai cardiomiociti, a cui consegue 1’instaurarsi di fibrosi
cardiaca estesa o localizzata (https://www.sigg.it/wp-content/uploads/2020/01/News_cuore-

fibrotico.pdf).

Anche se nella maggior parte delle malattie del miocardio, la fibrosi € associata a un esito negativo
della malattia, essa non ¢ necessariamente la causa principale della disfunzione cardiaca. Invece, in
molti casi, la fibrosi cardiaca ¢ riparativa portando alla sostituzione dei cardiomiociti morti con una
cicatrice di collagene. L'infarto miocardico (IM) ¢ un tipico esempio di fibrosi riparativa, in quanto
la morte improvvisa di un gran numero di cardiomiociti stimola 1'inflammazione e la successiva
attivazione dei miofibroblasti riparativi, portando alla formazione di una cicatrice. La cicatrice manca
di capacita contrattile, ma svolge un ruolo protettivo critico mantenendo l'integrita strutturale delle
camere cardiache. Nel caso di un infarto transmurale, cosi chiamato perché interessa la parete
miocardica in tutto il suo spessore, la fibrosi del tessuto miocardico evita la comparsa di complicanze
meccaniche catastrofiche, come la rottura della parete cardiaca (Frangogiannis, 2020). In altre
malattie cardiache, la fibrosi coinvolge prevalentemente l'interstizio e si sviluppa in assenza di una
significativa perdita di cardiomiociti. Ad esempio, l'ipertensione sistemica ¢ associata a una
progressiva deposizione interstiziale e perivascolare di ECM che aumenta la rigidita miocardica e
causa disfunzione diastolica. L'obesita e il diabete sono dei fattori di rischio che possono promuovere
la fibrosi interstiziale del miocardio portando a ridurre la capacita contrattile dei ventricoli con
comparsa di insufficienza cardiaca con frazione di eiezione preservata (HFpEF). Anche durante
I’invecchiamento il cuore va incontro ad alterazioni strutturali che coinvolgono il miocardio, il
sistema di conduzione e 1’endocardio, cid comporta una riduzione delle sue proprieta elastiche e

alterazioni fibrotiche (Frangogiannis, 2020).
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3.2 Strategie terapeutiche contro la fibrosi cardiaca

Negli anni sono state proposte diverse terapie antifibrotiche ma si sono rivelate poco efficaci. Questo
perché la logica per l'attuazione di tali approcci terapeutici, era spesso basata sul concetto che la
fibrosi cardiaca potesse essere assimilabile a condizioni fibrotiche di altri organi, come la fibrosi
polmonare idiopatica o la sclerodermia. Tuttavia, la fibrosi cardiaca non ¢ una malattia specifica, ma
piuttosto ¢ da considerarsi una anomalia patologica che accompagna la maggior parte delle malattie
del miocardio e spesso rappresenta una risposta riparativa secondaria a un insulto primario. Purtroppo,
il tessuto miocardico ha un potenziale rigenerativo trascurabile e le lesioni che portano alla necrosi
dei cardiomiociti vengono riparate attraverso la produzione di tessuto fibroso. Quindi, nelle terapie
antifibrotiche si dovrebbe tenere conto dell'eterogeneita fisiopatologica della malattia miocardica, del
profilo distinto di alterazioni fibrotiche che si instaurano in ciascun tipo di lesione del miocardio e
del fatto che non esistono terapie in grado di ripristinare in foto la normale architettura del miocardio

(Frangogiannis, 2020).

Le strategie terapeutiche proposte negli anni per ridurre la fibrosi cardiaca sono varie ma come gia
evidenziato, di efficacia incerta. I farmaci piu utilizzati sono gli inibitori del sistema renina-
angiotensina-aldosterone (RAAS), quali gli inibitori dell’enzima convertitore dell’angiotensina, gli
antagonisti del recettore dell’angiotensina e gli antagonisti del recettore dell’aldosterone. Si

impiegano anche i B-bloccanti e le statine (Morfino et al., 2022).

1. Inibitori dell’enzima convertitore dell’angiotensina

Gli inibitori dell'enzima di conversione dell'angiotensina (angiotensin converting enzyme, ACE)
agiscono sul sistema renina-angiotensina-aldosterone andando a inibire l'attivita dell'enzima ACE,
impedendo cosi la trasformazione dell'angiotensina I in angiotensina II ed esplicando in questo modo
un'azione antipertensiva. Questa classe di farmaci ¢ impiegata nella terapia dell’ipertensione
arteriosa, del post-infarto del miocardio e nell’insufficienza cardiaca cronica. Tra i composti piu
prescritti si ricorda il captopril, I'enalapril, il lisinopril, perindopril e il ramipril (Borghi e Rossi, 2015).
L’ Angiotensina II legandosi ai recettori AT1 promuove la sintesi del collagene; si ¢ infatti osservato
che in molte malattie cardiache croniche vi ¢ generalmente un’attivazione significativa del sistema
RAAS, direttamente associato allo sviluppo della fibrosi cardiaca (Kong et al. 2014). Vari studi hanno
dimostrato che gli inibitori ACE riducono significativamente la fibrosi miocardica,
indipendentemente dal loro effetto ipotensivo (Morfino et al., 2022). Tra questi farmaci il lisinopril €

stato sperimentato per trattare la fibrosi cardiaca.
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In un modello sperimentale costituito da topi spontaneamente ipertesi (SHR) di 14 settimane, affetti
da cardiopatia ipertensiva precoce che includeva ipertrofia ventricolare sinistra (LVH) e fibrosi
miocardica, si ¢ rilevato come le alterazioni strutturali potevano essere revertite insieme alla
normalizzazione della pressione sanguigna e della rigidita diastolica del miocardio mediante un
trattamento di 12 settimane con lisinopril (Brilla et al., 1991). Successivamente, in un altro studio
condotto dagli stessi autori, sono stati trattati un gruppo di topi maschi SHR di 78 settimane con
ipertensione cronica, LVH avanzata e fibrosi miocardica grave per 8 mesi con lisinopril e, anche in
questo caso, si ¢ osservata una riduzione della fibrosi cardiaca (Brilla et al., 1996). Sulla base dei
risultati ottenuti, il farmaco lisinopril fu esaminato anche in un piccolo gruppo di pazienti ipertesi con
ipertrofia ventricolare sinistra (n=35), con un ciclo di trattamento di 6 mesi osservando una riduzione
della fibrosi e un’attenuazione della disfunzione diastolica (Brilla et al., 2000). Tuttavia, gli studi
clinici che seguirono, condotti in gruppi di pazienti piu ampi, hanno generato risultati spesso
inconcludenti e, in alcuni casi, contrastanti che riflettono I’eterogeneita delle lesioni fibrotiche e la

difficolta nel trattarle (Frangogiannis, 2020).

2. Antagonisti del recettore dell’angiotensina (sartani)

I sartani, noti anche come antagonisti del recettore AT1 dell’angiotensina II, sono medicinali utilizzati
per il trattamento dell'ipertensione arteriosa. L'angiotensina II ¢ un ormone che aumenta i valori della
pressione arteriosa attivando il recettore AT1. I sartani bloccano il legame tra 'angiotensina II e il
recettore AT1, svolgendo un'azione antipertensiva. Gli antagonisti AT1 sono utilizzati principalmente
nell’ipertensione arteriosa, nello scompenso cardiaco o nel caso di disfunzione renale nei pazienti
ipertesi con diabete mellito di tipo 2. I principali sartani utilizzati in terapia sono il losartan, il
valsartan, il candesartan, il telmisartan e 1’olmesartan (https://www.issalute.it/index.php/la-salute-
dalla-a-alla-z-menu/a/antagonisti-del-recettore-at1-dell-angiotensina-ii). Recenti studi sperimentali e
clinici suggeriscono che l'interazione dell'angiotensina II con i suoi recettori AT1 gioca un ruolo
critico nelle alterazioni del metabolismo del collagene di tipo I e nello sviluppo della fibrosi
miocardica nell'ipertensione arteriosa. Per questo motivo si ¢ valutato 1’efficacia dei sartani nel
trattamento della fibrosi cardiaca (Diez et al., 2001). I primi studi sperimentali, preclinici, furono
eseguiti su topi SHR con ipertrofia ventricolare sinistra, trattati con losartan (20 mg/mg pro die, per
via orale) per 14 giorni. I risultati dello studio dimostrarono che il blocco cronico dei recettori AT1
causava una diminuzione della sintesi post-trascrizionale di molecole di collagene di tipo I da parte

dei fibroblasti, responsabili del processo fibrotico a livello cardiaco.
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Questo effetto puo essere implicato nella capacita del losartan di invertire il processo di fibrosi, a
livello del ventricolo sinistro, nei ratti trattati (Varo et al., 1999). Successivamente, nello studio di
Diez et al. del 2002, si sono valutati gli effetti di un trattamento di 12 mesi con losartan su gruppo di
34 pazienti umani affetti da cardiopatia ipertensiva, di cui diciannove trattati con losartan e i restanti
15 trattati con placebo. L'analisi istologica del tessuto miocardico dei pazienti coinvolti nello studio
ha rivelato la presenza di 2 sottogruppi: 8 con fibrosi grave e 26 con fibrosi non grave. A seguito del
trattamento, si € osservato come i pazienti con fibrosi grave (n=7) mostravano una riduzione dei
parametri misurati per valutare la fibrosi (“collagen volume fraction” (CVF) e “left ventricular (LV)
chamber stiffness (KLV)), mentre per i pazienti con fibrosi non grave (n=12) nessuno dei parametri
misurati era cambiato significativamente dopo il trattamento. Complessivamente, i risultati mostrano
una associazione tra il contenuto di collagene miocardico e la rigidita della camera ventricolare
sinistra nei pazienti con ipertensione. Inoltre, la capacita del losartan di indurre la regressione della
fibrosi miocardica grave ¢ stata associata alla diminuzione della rigidita miocardica nei pazienti
ipertesi (Diez et al., 2002). Nella figura 9 si puo osservare la sezione istologica della biopsia del
campione miocardico di un paziente iperteso con fibrosi miocardica non grave (A) e paziente iperteso

con fibrosi grave (B) prima e dopo il trattamento con losartan (Diez et al. 2002).
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Figura 9. Sezioni istologiche di biopsie del miocardio di un paziente
iperteso con fibrosi miocardica non grave (A) e paziente iperteso
con fibrosi miocardica grave (B), prima e dopo il trattamento con
losartan (da: Diez et al., 2002).
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3. Antagonisti del recettore dell’aldosterone

L’aldosterone, la cui produzione ¢ stimolata dall'angiotensina II, oltre a favorire I’aumento della
pressione sanguigna, esercita anche un effetto pro-fibrotico del miocardio interagendo con i recettori
mineralcorticoidi (Brilla et al. 1994). Gli antagonisti del recettore dell'aldosterone (spironolattone,
canrenone ed eplerenone) hanno mostrato significativi effetti antifibrotici in diversi studi clinici.
Nello studio di Kosmala et al. del 2011, 80 pazienti con sindrome metabolica furono trattati con
spironolattone per 6 mesi, osservando un miglioramento delle funzioni diastoliche € una diminuzione
dei processi fibrotici secondo i1 parametri misurati (propeptidi del collagene, PICP, e pro-peptide
ammino-terminale del pro-collagene di tipo III, PIIINP). Risultati simili sono stati ottenuti in un altro
studio che includeva 113 pazienti con obesita e lieve disfunzione diastolica (Kosmala et al., 2013).
In 44 pazienti con insufficienza cardiaca con frazione di eiezione conservata (HFpEF), la
somministrazione di eplerenone per 12 mesi ha ridotto i livelli di PIIINP e ha determinato un modesto
miglioramento delle funzioni diastoliche (Mak et al., 2009). Nello studio clinico RALES (studio
clinico randomizzato di valutazione su Aldactone), condotto in pazienti con insufficienza cardiaca
con frazione di eiezione ridotta (HFrEF), lo spironolattone era associato a una riduzione della
mortalita e del ricovero, cosi come con la riduzione dei livelli ematici dei biomarcatori della fibrosi

e della sintesi del collagene (Zannad et al. 2000).
4. p-bloccanti

I farmaci B-bloccanti rappresentano una categoria di medicinali che agiscono come antagonisti ai
recettori di tipo P per gli ormoni adrenalina e noradrenalina (recettori B-adrenergici di tipo 1, 2 e 3),
riducendo notevolmente la forza di contrazione e la frequenza cardiaca. Per questa loro azione sul
cuore, tali farmaci sono particolarmente utilizzati nella terapia di alcune patologie cardiovascolari tra
le quali: ipertensione arteriosa, angina pectoris, insufficienza cardiaca, aritmie, fibrillazione atriale e
prevenzione secondaria dell’infarto miocardico. Per le patologie cardiovascolari sono particolarmente
indicati 1 composti selettivi per 1 recettori f1 adrenergici, benché in commercio esistano anche -
antagonisti non selettivi che interagiscono sia con recettori B1 sia 2. Tra i composti di maggiore

interesse si ricordano:

- propranololo, nadololo e timololo, considerati farmaci di prima generazione, non selettivi per i

recettori B1 e in grado di interagire anche con 1 recettori $2;

- atenololo, metoprololo e bisoprololo, composti di seconda generazione, che agiscono
preferenzialmente antagonizzando i recettori f1 a livello cardiaco ma che a elevate dosi possono

interagire anche con i recettori f2;
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- carvedilolo, labetalolo, celiprololo e nebivololo, considerati farmaci di terza generazione, specifici
soprattutto per 1 recettori Bl  (https://www.issalute.it/index.php/la-salute-dalla-a-alla-z-

menu/b/betabloccanti);

Tra questi farmaci, quello piu studiato per i suoi possibili effetti benefici nel trattamento della fibrosi
cardiaca ¢ il carvedilolo. Il suo effetto antifibrotico non ¢ ancora del tutto chiarito ma sembra essere
associato alla sua capacita antiradicalica e anti-ROS, che porta a una riduzione del rimodellamento
miocardico (Chen et al., 2013). Inoltre, diversi studi mostrano come la via di segnalazione dei
recettori 2 svolge effetti antifibrotici. Tuttavia, mentre 1'effetto acuto dell'attivazione dei recettori 32
inibisce la sintesi del collagene, i miofibroblasti estratti e isolati da pazienti con scompenso cardiaco
sembrano essere resistenti agli agonisti del recettore B2, probabilmente a causa dell’aumento
dell'attivita di una chinasi GPCR-2 (GRK?2). Diversi studi su modelli murini hanno evidenziato il
ruolo patologico di GRK2 nell’insufficienza cardiaca. Per questo motivo, GRK2 ¢ diventato un
possibile bersaglio farmacologico, dopo la scoperta che la sua inibizione porta a una significativa
protezione contro la fibrosi miocardica nei modelli animali con insufficienza cardiaca. Un altro
potenziale target farmacologico ¢ il recettore adrenergico B3. L'espressione cardiaca di questo
recettore ¢ fisiologicamente bassa, ma aumenta in condizioni di malattia cardiaca cronica (Morfino
et al., 2022). Evidenze del suo ruolo cardioprotettivo, sono emerse dalla dimostrazione che i topi
knock-out per il recettore B3 sperimentano un significativo rimodellamento cardiaco in risposta a
costrizione aortica trasversale (TAC) (Moens et al., 2009). Quindi, sono in fase di studio degli agonisti
del recettore B3 (BRL) che si sono dimostrati efficaci nel contrastare la fibrosi cardiaca in diversi

modelli preclinici di malattie cardiovascolari (Morfino et al., 2022).
5. Statine

Le statine sono una classe di farmaci che limitano la sintesi del colesterolo endogeno inibendo
'enzima idrossimetilglutaril-CoA (HMG-CoA) reduttasi, che converte la molecola del 3-idrossi-3-
metilglutaril-CoA in mevalonato, precursore del colesterolo. Gli effetti benefici degli inibitori della
HMG-CoA reduttasi sono solitamente attribuiti alla loro capacita di ridurre la sintesi del colesterolo
endogeno. Tuttavia, il mevalonato non ¢ solo precursore del colesterolo, ma anche di molti altri
composti isoprenoidi non steroidei, per questo motivo I’inibizione dell’enzima HMG-CoA reduttasi
provoca molteplici effetti pleiotropici. Essi possono essere suddivisi in due categorie: quelli che
coinvolgono direttamente i lipidi e quelli che coinvolgono vie di segnalazione intracellulare. In primo
luogo, le statine inibiscono la biosintesi di colesterolo, favoriscono un maggiore assorbimento e
degradazione di lipoproteine a bassa densita (LDL), inibiscono la secrezione di lipoproteine e
I’ossidazione delle LDL. Questi farmaci sono inoltre coinvolti nel modulare una serie di processi che
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portano alla riduzione dell'accumulo degli esteri del colesterolo nei macrofagi, favoriscono I’aumento
a livello endoteliale della eNO sintasi, riducono i processi infiammatori, stabilizzano le placche
aterosclerotiche, ripristinano la normale attivita piastrinica e il processo di coagulazione (Stancu e
Sima, 2001). Per questi molteplici effetti le statine sono indicate per ridurre 1 livelli di colesterolo
ematici, prevenire 1’aterosclerosi nei soggetti a rischio e prevenire i danni cardio-cerebro-vascolari in
tutti quei soggetti che abbiano gia avuto un evento come infarto cardiaco o ictus. I principi attivi
appartenenti al gruppo delle statine attualmente in uso in Italia sono numerosi, tra questi
I’atorvastatina, la fluvastatina, la lovastatina, la pravastatina, la rosuvastatina e la simvastatina
(https://www.issalute.it/index.php/la-salute-dalla-a-alla-z-menu/s/statine#tipi-di-statine). Numerosi
studi, suggeriscono che le statine sono in grado di inibire la proliferazione dei fibroblasti, I’ipertrofia
dei miociti e modulare I’accumulo di proteine della matrice extracellulare. Questi risultati
suggeriscono un potenziale impiego delle statine anche nel rallentare il processo di rimodellamento

del tessuto miocardico e la progressione dell’insufficienza cardiaca (Reddy et al. 2005).

Rosuvastatina e atorvastatina sono fra i composti piu studiati per la loro potenziale efficacia nel
rallentare la fibrosi cardiaca; tuttavia, i risultati degli studi preclinici e clinici sono a volte contrastanti.
Alla luce dei risultati disponibili, il ruolo delle statine nel trattamento della fibrosi cardiaca associata

a uno stato di insufficienza cardiaca rimane controverso (Morfino et al., 2022).

3.3 Impiego delle CAR-T cells nella fibrosi cardiaca

Attualmente in commercio non esistono farmaci aventi come indicazione terapeutica il trattamento
della fibrosi cardiaca, per di piu i farmaci studiati per una potenziale azione secondaria sulla
progressione della fibrosi cardiaca, mostrano risultati clinici limitati e, a volte, controversi. Per queste
ragioni, spinti dalla necessita di trovare una terapia efficace contro il processo di fibrosi a carico del
miocardio, alcuni gruppi di ricerca hanno ipotizzato di utilizzare le cellule CAR-T, vista la loro
efficacia in ambito oncologico. Tuttavia, le sperimentazioni cliniche fino ad ora eseguite si limitano
a modelli animali (Morfino et al., 2022). E stato evidenziato che il fenotipo di fibroblasto
maggiormente presente nei tessuti infartuati del miocardio ¢ il miofibroblasto, responsabile della
sintesi e deposizione di collagene con conseguente formazione di cicatrici e fibrosi. I miofibroblasti
possono persistere nel sito della cicatrice dell’infarto per diverso tempo e sono stati osservati anche
sei mesi dopo infarto del miocardio in modelli murini (Sun e Weber, 2000). In genere, il
miofibroblasto produce collagene di tipo 1, transforming growth factor-f (TGF- B) e altri fattori di

crescita, che a loro volta stimolano altre cellule a diventare miofibroblasti promuovendo processi
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fibrotici (Liu et al., 2021). Inizialmente, la difficolta maggiore nel progettare terapie mirate contro
questa popolazione cellulare ¢ stata la mancanza di target specifici per i miofibroblasti attivati.
Recentemente ¢ stata identificata una proteina sovra-espressa solamente da queste cellule: la
glicoproteina di superficie FAP, fibroblast activation protein (Liu et al., 2021). Nello studio di
Aghajanian et al. del 2019 ¢ stata studiata 'efficacia di cellule T ingegnerizzate ex vivo (CD8+T) nel
provocare 1'eliminazione selettiva di miofibroblasti esprimenti la proteina FAP sulla superficie della
membrana cellulare, in un modello murino di fibrosi indotta dall'infusione di angiotensina II e
fenilefrina. L'uso di cellule CAR-T contro la proteina FAP ha portato alla riduzione della fibrosi in
tutti e sette 1 topi trattati, all'eliminazione quasi totale della proteina FAP in 5 su 7 topi trattati, nonché
al mantenimento della normale funzione sistolica e diastolica. Una conferma della selettivita del
trattamento con le cellule CAR-T ¢ fornita dalla persistenza di fibrosi perivascolare dopo il
trattamento con cellule CAR-T su miofibroblasti perivascolari non esprimenti la proteina FAP sulla
superficie della membrana e quindi non bersaglio della terapia. Dunque, la somministrazione di
cellule T ingegnerizzate nei topi con fibrosi indotta farmacologicamente si ¢ dimostrata sicura e
scarsamente cardiotossica, con una risposta inflammatoria molto lieve (Aghajanian et al., 2019). In

figura 10 sono riassunti i risultati dello studio clinico di Aghajanian et al., 2019.
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Figura 10. In alto la progressione delle fasi dello studio
preclinico (a). Al centro (b), sono mostrate le sezioni coronariche
del cuore di topi colorate tramite picrosirium red per valutare la
fibrosi (rosso) con un trattamento costituito da soluzione salina (a
sinistra), angiotensina Il/fenilefrina (centro) o tramite cellule
CAR-T contro la proteina FAP, precedentemente trattati con
angiotensina II/PE (a destra). In basso, a destra (c), un grafico a
colonne che mostra i livelli percentuali di fibrosi in ciascun
gruppo di trattamento (da: Aghajanian ef al., 2019).
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In uno studio separato di Amor et al. del 2020 si ¢ andati a valutare 1’effetto antisenolitico di una
terapia a base di cellule CAR-T. La senescenza ¢ un processo biologico involutivo associato
all'invecchiamento. E caratterizzato da modificazioni strutturali e dal decadimento di varie attivita e
funzioni fisiologiche, tra cui le capacita proliferativa della cellula. Fisiologicamente, la senescenza
funge da meccanismo soppressivo per lo sviluppo di neoplasie, impedendo 1'espansione delle cellule
premaligne e svolge anche un ruolo benefico nelle risposte di guarigione delle ferite. Tuttavia,
'accumulo aberrante di cellule senescenti genera un ambiente infiammatorio, che porta a danni
tissutali cronici e contribuisce a malattie come fibrosi epatica polmonare e cardiaca, aterosclerosi,
diabete e osteoartrite. Di conseguenza, si € pensato di verificare se I'eliminazione di cellule senescenti
dai tessuti danneggiati in vitro e poi in vivo, portasse a dei miglioramenti nei sintomi di queste
patologie. Per verificare cio, sono state utilizzate delle cellule CAR-T dirette contro una proteina di
superficie uPAR (“recettore attivatore del plasminogeno di tipo urochinasi”) sovra-espressa in cellule
di topo senescenti. Si ¢ visto che le cellule CAR-T dirette contro uPAR favoriscono una estensione
della sopravvivenza dei topi trattati affetti da adenocarcinoma polmonare; inoltre, si € osservata una
riduzione della fibrosi epatica indotta farmacologicamente nei topi. Quindi, i risultati dello studio di
Amor et al. definiscono un potenziale ruolo dei linfociti CAR-T come agenti anti-senolitici, utili nel
trattamento delle malattie associate alla senescenza, tra cui indirettamente anche la fibrosi cardiaca

(Amor et al., 2020).

Le cellule CAR-T, come gia descritto, sono solitamente prodotte ex vivo utilizzando un retrovirus o
un lentivirus contenente DNA o RNA codificante per una proteina CAR geneticamente modificata,
in cellule T autologhe prelevate dal paziente. Una volta modificate, le cellule T vengono espanse e
infuse nel paziente precedentemente sottoposto a un processo di linfodeplezione. Questo metodo di
produzione delle CAR-T risulta essere efficace ma lungo e costoso (Sermer e Brentjens, 2019). Per
questo motivo, Rurik ef al. hanno cercato di sviluppare una strategia per ottenere delle cellule CAR-
T transitorie con azione antifibrotica, utilizzando un sistema di nanoparticelle lipidiche (LNP) che
racchiudono mRNA modificato (Rurik et al., 2022). L'introduzione di mRNA in cellule T per
trasformarle in cellule CAR-T era gia stata eseguita con il metodo di “elettroporazione”, ma
esclusivamente ex vivo (Zhao et al., 2010). Il vantaggio principale di questa strategia ¢ che si evita il
processo di estrazione e reinfusione di cellule T nel paziente. L'utilizzo di questi sistemi LNP-mRNA
ha avuto molto successo anche nella produzione dei vaccini contro la pandemia di COVID-19, poiché
i LNP possono essere rivestiti con anticorpi diretti contro una specifica cellula bersaglio, come
appunto i linfociti T, a cui rilasciare 'mRNA (Pardi et al., 2018). Il gruppo di Rurik ¢ riuscito a
produrre cellule CAR-T meno stabili e durature di quelle normalmente prodotte ex vivo, evitando il

problema della loro permanenza e attivazione per tempi indefiniti nell’organismo. L'infusione in vivo
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dei sistemi LNP-mRNA porta all'endocitosi delle nanoparticelle lipidiche, con conseguente rilascio
del’'mRNA in esse contenuto, che perd ¢ incapace di integrarsi nel genoma della cellula T e ha
un'emivita limitata nel citoplasma della cellula (Rurik et al., 2022). L’'mRNA modificato contenuto
all’interno di queste LPN, codifica per un recettore CAR diretto contro la proteina FAP (espressa dai
miofibroblasti cardiaci attivati in seguito a danno tissutale) e il sistema LPN-mRNA ¢ a sua volta
rivestito da anticorpi anti-CD5 (CDS5/LNP-FAPCAR). La CDS5 ¢ una glicoproteina di membrana
fisiologicamente espressa dai linfociti T (Rurik et al., 2022). Gli autori hanno inizialmente
sperimentato I’efficienza del sistema CDS/LNP-FAPCAR nel trasformare una coltura di cellule T in
cellule CAR-T e la loro capacita di eliminare cellule bersaglio esprimenti la proteina FAP in vitro.
Visti gli ottimi risultati, Rurik et al. hanno applicato il metodo in vivo: un gruppo di 12 topi con fibrosi
cardiaca indotta farmacologicamente tramite la somministrazione di angiotensina II e fenilefrina per
28 giorni ha ricevuto una somministrazione endovenosa di CDS5/LNP-FAPCAR. Dopo 48 h
dall'iniezione, gli autori hanno rilevato gia un aumento significativo dell’espressione dei recettori
FAPCAR (17,5-24,7%) nelle cellule T (FAPCAR+-T) nel gruppo di topi trattati. Si ¢ inoltre rilevato
un miglioramento nelle funzioni sistoliche e diastoliche, un miglioramento della geometria cardiaca
e una riduzione della massa LV rispetto ai topi non trattati. L'analisi istologica ha inoltre mostrato
una significativa riduzione delle proteine della matrice extracellulare, con regressione della fibrosi
interstiziale (Rurik et al., 2022). In figura 11 sono riassunti i risultati dello studio di Rurik et al.,

2022.

33



Angll/PE Analysis
f f I
1] 1 3
Time (weeks)
A | p=0.0159 B | p<0.0001 E |

E

longitudinal strain m
& %2 & &

Global
2

End diastolic
volume (ul)
° 8 L]
O kud systolic
volume (pL)
o =3 -]
Ejection
fraction (%)

(2]

_—
[ saline + Saline

I AnglI/PE + Saline

Bl Angll/PE + CDS/LNP-FAPCAR

Figura 11. In alto (A), schema delle fasi dello studio preclinico di Rurik et al., 2022. I topi
hanno ricevuto un'infusione continua di soluzione fisiologica o di angiotensina (Ang) II +
fenilefrina (PE) tramite una pompa osmotica impiantata per 28 giorni. Dopo una settimana, i
topi hanno ricevuto una singola dose di 10 mg di CD5/LNP-FAPCAR. I topi sono stati
analizzati due settimane dopo il trattamento. Al centro sono rappresentati i parametri misurati:
volume telediastolico e telesistolico (B), indice di massa ventricolare sinistra (LVMI) (C),
funzione diastolica (Rapporto E/e) (D), Frazione di eiezione (EF) (E) e stima della
deformazione longitudinale globale (F). Nella parte sottostante, a sinistra, sono mostrate le
sezioni coronariche del cuore, colorate tramite Picrosirius red (G) per caratterizzare i processi
fibrotici (rosso) nei topi sani trattati soltanto con la soluzione salina (sinistra), nei topi di
controllo con danno fibrotico indotto da Ang II+PE (centro) e topi trattati con CDS/LNP-
FAPCAR con danno fibrotico indotto da Ang II+PE (destra). In basso, a destra, ¢ riportato un
grafico che mostra i livelli percentuali di fibrosi a seconda del trattamento (da: Rurik et al.,
2022).
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4. Limitazioni nell’impiego delle CAR-T cells nell’'uomo

L'infusione di cellule CAR-T sta emergendo come un ottimo approccio per contrastare lo sviluppo di
neoplasie ematologiche e il numero dei nuovi potenziali target farmacologici in questo campo, sta
crescendo rapidamente. Il sistema cardiaco e il sistema immunitario sono altamente interconnessi tra
loro e l'acquisizione di nuovi dati clinici, suggerisce che la modulazione dell’attivita di cellule
immunologiche pud portare a effetti benefici in molte malattie cardiovascolari, come la fibrosi
cardiaca, l'aterosclerosi coronarica e l'insufficienza cardiaca. Per tale motivo, 1’applicabilita delle
cellule CAR-T potrebbe essere traslata in altri campi, rendendo I'immunoterapia con cellule CAR-T
un potenziale approccio anche contro le malattie cardiovascolari. Tuttavia, ci sono ancora importanti
limiti nell’impiego delle cellule CAR-T legate ai meccanismi di resistenza alla terapia, ai possibili

effetti cardiotossici e neurotossici che ne ostacolano 1I’impiego in altri ambiti (Morfino et al., 2022).

4.1 Resistenza alla terapia con cellule CAR-T: fuga dell’antigene e cambio di lignaggio

Uno dei limiti, pit comuni, della terapia cellulare con CAR-T nelle malattie oncologiche ¢ lo sviluppo
di una resistenza tissutale acquisita al targeting di un singolo antigene. Le cellule di una parte
significativa di pazienti trattati con cellule CAR-T pud perdere parzialmente o completamente
l'espressione dell'antigene bersaglio nel tempo, eludendo cosi le cellule CAR-T (Morfino et al., 2022).
11 possibile meccanismo d’azione che porta alla perdita totale o parziale dell’antigene, deriva da due
meccanismi distinti: la fuga dell’antigene e il cambio di lignaggio. Nella fuga dell’antigene, si osserva
una ricaduta della malattia in cui il fenotipo delle cellule tumorali rimane simile, ma viene a mancare
I’antigene di superficie sulle cellule bersaglio, oppure pud avvenire una down-regulation
dell’antigene che non consente una ottimale attivazione dei linfociti CAR-T. Invece, nel cambio di
lignaggio si osserva una ricaduta della malattia nella quale le cellule tumorali sono fenotipicamente
diverse, ad esempio, in risposta all’immunoterapia diretta all’antigene CD19 in pazienti affetti da
ALL a cellule B, il fenotipo leucemico passa da linfoide a mieloide (Majzner e Mackall, 2018). Sono
ora in sviluppo delle cellule CAR-T “multispecifiche”, ossia in grado di essere indirizzate su piu
antigeni simultaneamente. Questo puo essere realizzato andando a produrre le cosiddette “cellule
CAR-T tandem” o le “cellule CAR-T bicistroniche”. Nelle cellule CAR-T tandem, il recettore CAR
contiene due domini di legame per due antigeni distinti, mentre nelle cellule CAR-T bicistroniche
sono espressi due diversi recettori CAR nella stessa cellula T. Sono in fase di sviluppo anche cellule
CAR-T tricistroniche, le quali esprimono tre diversi recettori CAR sulla loro superficie andando a

riconoscere tre antigeni differenti (Majzner e Mackall, 2018).
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4.2 Cardiotossicita delle CAR-T cells

La terapia con cellule CAR-T nonostante la significativa efficacia clinica ha evidenziato una possibile
associazione con fenomeni di tossicita cardiaca, per questa ragione gli effetti delle cellule CAR-T sul
sistema cardiovascolare devono essere chiariti ulteriormente (Stein-Merlob et al., 2021). 1l
meccanismo fisiopatologico alla base della cardiotossicita, secondo diversi studi, ¢ collegato al fatto
che le cellule CAR-T legandosi ai loro rispettivi antigeni, suscitano una forte risposta immunitaria.
In seguito al legame del recettore CAR con il proprio antigene, vengono rilasciate massivamente a
livello sistemico diverse citochine, tra cui IL-6, TNF-a e IFN-y, che causano l'attivazione della
ghiandola prostatica e innescano la sindrome da rilascio di citochine (CRS). La CRS si manifesta con
febbre, tachicardia, ipotensione, ipossia e disfunzione multiorgano che pud coinvolgere anche il
sistema cardiaco, con fenomeni di cardiotossicita. In particolare, un aumento dei livelli di IL-6 ¢
associato a complicanze cardiovascolari tra cui ischemia miocardica, aterosclerosi, scompensi
cardiaci e ipertensione (Stein-Merlob et al., 2021). Tra gli eventi avversi maggiori associati al sistema
cardiovascolare (MACE) segnalati al sistema di farmacovigilanza dell’FDA americana dal 2017 al
2019 (n=196), la CRS era presente nei due terzi delle segnalazioni. Gli altri MACE piu comuni
segnalati erano aritmie, scompensi cardiaci, infarto del miocardio, ictus e, piu raramente, sindrome
del QT lungo. Diversi studi, anche retrospettivi, hanno poi indagato sui possibili effetti
cardiovascolari delle terapie con cellule CAR-T (Tabella 2). Ad esempio, nello studio di Alvi ef al.
del 2019, effettuato su di un gruppo di pazienti adulti trattati con linfociti T ingegnerizzati (n=137),
tutti i MACE osservati (n=17) si sono verificati con associata una sindrome di rilascio di citochine
(CRS) e il 95% si ¢ verificato con livelli di troponina elevata nel sangue. In un altro studio
retrospettivo (n=145), la CRS era associata a un aumento del rischio di MACE (Lefebvre et al., 2020).
Anche nello studio di Ganatra ef al. 2020, in una coorte di 116 pazienti trattati con cellule CAR-T
dirette contro CD19 e sottoposti a ecocardiogramma, si ¢ visto che il 10% dei pazienti aveva
sviluppato nuove cardiomiopatie o mostrava un peggioramento di quelle gia presenti, con un declino
mediano della frazione di eiezione ventricolare sinistra (LVEF) dal 58% al 37%. Si ¢ inoltre
riscontrato che anche la popolazione pediatrica in terapia con cellule CAR-T non ¢ esente da fenomeni
di cardiotossicita. Nello studio di Shalabi ez al. 2020, un gruppo di pazienti pediatrici e giovani adulti
(n=52) con neoplasie ematologiche trattate con cellule CAR-T contro I’antigene CD19, hanno
sviluppato CRS (n=37), disfunzione ventricolare sinistra (n=6) e ipotensione che ha richiesto
I’intervento con agenti vasoattivi (n=9). Inoltre, il 31% dei pazienti con CRS avevano livelli di

troponina elevati nel sangue e ridotta LVEF (Shalabi et al., 2020).
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Tabella 2. Principali studi sulla cardiotossicita delle terapie con cellule CAR-T (da: Stein-

Merlob et al., 2021).
Study Population (indication) (n) Therapy Developed CRS (%) Adverse CV event (%)
Shalabi et af** Paediatrics, young adults (r/r B-cell Investigational CD19-directed CART 71 >10% LVEF decrease or new-onset grade
malignancies) {n=52) =2 LV dysfunction (12%)

Hypotension requiring pressors (17%)
Lefebvre et af™  Adults (DLBCL, ALL, CLL) (n=145) CD19-directed CART 72 CV death {1.4%)

Symptomatic HF (15%)

Non-fatal ACS (1.4%)

New Afib (7.6%)
New other arrhythmia (1.4%)
Alvietal 2019 Adults (DLBCL, MM, transformed CD19-directed CART (or 40% (only CRS =grade 2) CV death (11%)
follicular, other) (n=137) investigational CART) Mew-onset HF (11%)
HF decompensation (3.6%)
Any new arrhythmia (12%)
ELIANA— Maude  Paediatrics, young adults (r/r B-ALL) Tisagenleceucel (CD19-directed 7% Cardiac arrest (4%)
etal (n=75) CART) Heart failure (2.7%)
DIC (2.7%)
ZUMA-1—locke  Adults (r'r B-ALL) (n=101) Axicabtagene ciloleucel (CD19- 93% Cardiac arrest (1%)
etal™ directed CAR T) Hypoxia (33.6%)
Burstein et al* Paediatrics (ALL) (2-27 years old) (n=93) CD19-directed CART Not reported (100% among Hypotension requiring pressors (no
patients requiring inotropic echocardiography performed) (4%)
support) Hypotension requiring pressors (normal

echocardiography) (10%)

Hypotension requiring pressors
(echocardiographic dysfunction) (109%)

DLBCL= linfoma diffuso a grandi cellule B; ALL= leucemia linfocitica acuta; CLL= leucemia
linfatica cronica; MM= mieloma multiplo; LVEF= frazione di eiezione ventricolare sinistra;
LV= ventricolo sinistro; CV= cardiovascolare; HF= insufficienza cardiaca; ACS= sindrome
coronarica acuta; Afib= fibrillazione atriale; DIC= coagulazione intravascolare disseminata.

4.3 Difficolta nella produzione e progettazione delle cellule CAR-T

Nonostante la loro comprovata efficacia nel trattamento di tumori ematologici e potenziali nuovi
impieghi nell’ambito delle malattie cardiache, uno dei principali limiti rimane la complessita nella
produzione delle cellule T ingegnerizzate in termini di tempo e costi di produzione. Perché il metodo
di produzione classico avviene ex vivo richiede diversi passaggi che coinvolgono diverse strutture
ospedaliere e laboratori, non consentendo un accesso rapido alla terapia per il paziente. Per questo
motivo si sta cercando di sfruttare una tecnologia impiegata gia nella produzione dei vaccini contro
il COVID-19, per realizzare delle cellule CAR-T in vivo utilizzando un sistema di nanoparticelle
lipidiche (LNP) che racchiudano mRNA codificante per il recettore CAR. Un’altra importante
limitazione nell’impiego delle cellule CAR-T in terapia ¢ la scelta dell’antigene associato al bersaglio
(TAA) dei linfociti T ingegnerizzati. Idealmente, nella progettazione di cellule CAR-T, esse
dovrebbero mirare solo alle cellule bersaglio e non alle cellule normali, ma in realta 1'espressione
della maggior parte dei (TAA) non ¢ limitata alle cellule maligne (Shirasu e Kuroki, 2012). Cio

comporta la comparsa di effetti tossici per le cellule normali dell’organismo che prende il nome di
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“effetto On-target/Off-tumor”. La gravita di questo effetto puo variare da effetti di lieve entita come
la deplezione di linfociti B, fino a effetti piu gravi che possono colpire tessuti e organi che possono
sfociare anche nella morte del soggetto. Questo fenomeno avviene perché sia le cellule tumorali sia
il fenotipo di fibroblasti target nella fibrosi cardiaca derivano principalmente da cellule normali e la
maggior parte dei TAA identificati sono autoantigeni. L'unica differenza ¢ che i TAA sono
solitamente sovra-espressi nelle cellule target dei linfociti T. Per quanto riguarda le cellule tumorali,
gli antigeni derivanti da mutazioni geniche potrebbero essere 1’obiettivo ideale per i recettori CAR,
in quanto tali bersagli non sono espressi su cellule di tessuti normali. Sfortunatamente, non tutti i
tumori esprimono mutazioni specifiche con alterazioni genetiche che possono essere mirate. I target
antigenici maggiormente sfruttati nella terapia con cellule CAR-T nel trattamento di neoplasie
ematologiche sono CD19 e CD20, espressi sulla superficie dei linfociti B. Le cellule CAR T-CD19 e
le cellule CAR-T-CD20, come abbiamo visto in precedenza, sono state utilizzate con successo in
diversi studi clinici per il trattamento della leucemia linfatica cronica (LLC), la leucemia linfoblastica
acuta (ALL), il linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL) e il linfoma non Hodgkin a cellule B (B-
NHL) (El-Daly e Hussein, 2019). Per quanto riguarda invece i tumori solidi, la complessita nella
progettazione di terapie efficaci ¢ dovuta alla ridotta capacita delle cellule CAR-T di migrare ed
infiltrarsi all’interno del tumore, in primo luogo dovuta alla barriera fisica dello stroma tumorale che
limita la penetrazione e la mobilita delle cellule CAR-T e, in secondo luogo, il microambiente
tumorale ha una azione immunosoppressiva che riduce ’efficacia del trattamento (Sterner e Sterner,
2021). Infine, per quanto riguarda la fibrosi cardiaca il potenziale target farmacologico sovraespresso
dai miofibroblasti cardiaci e target per i linfociti CAR-T ¢ la glicoproteina di superficie FAP
(Aghajanian et al., 2019; Rurik et al., 2022). Pertanto, la scelta del giusto target antigenico ¢ un punto
critico nella progettazione delle cellule CAR-T non solo per migliorare la specificita del target ma

anche per la sicurezza dei pazienti e prevenire gli effetti collaterali.
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5. Terapia CAR-T: effetti collaterali e/o avversi

Oltre ai limiti che rendono difficile I’approccio terapeutico con le cellule CAR-T, nei diversi studi
clinici effettuati per verificare la sicurezza e 1’efficacia del trattamento con cellule CAR-T sono
emersi effetti collaterali, che possono essere di lieve entita oppure gravi, che mettono in pericolo la
vita del paziente. Per questa ragione, sono necessari ulteriori studi per trovare delle soluzioni utili a

ridurre gli effetti collaterali.

5.1 Sindrome da rilascio di citochine (CRS)

La sindrome da rilascio di citochine (CRS) ¢ una risposta infiammatoria sistemica e rappresenta
l'effetto collaterale pit comune dopo la somministrazione di cellule T CAR. La CRS ¢ attribuita alla
rapida attivazione delle cellule CAR-T nella circolazione sanguigna del paziente, che causa una
perturbazione generale del sistema immunitario con un improvviso rilascio di citochine pro-
infiammatorie, principalmente IL-6 e IFN-y (Xu e Tang, 2014). I sintomi della CRS possono essere
lievi (febbre, affaticamento, mialgia e mal di testa) fino ad arrivare a sintomi piu gravi come
ipotensione, shock cardiocircolatorio, coagulazione intravascolare disseminata e 1’insufficienza
d’organo multisistemica (Figura 12). Questa reazione avversa di tipo infiammatorio ¢ stata
riscontrata in quasi tutti gli studi clinici effettuati per portare all’approvazione delle terapie a base di
cellule CAR-T (Fischer e Bhattari, 2021). La CRS ¢ comune a tutti i farmaci antitumorali
immunoterapici e la sua incidenza varia a seconda del trattamento. Nel caso di terapie con cellule T
ingegnerizzate, la probabilita di insorgenza della CRS ¢ molto elevata e puo verificarsi entro pochi
giorni dalla somministrazione del trattamento, fino a qualche settimana dopo. L’insorgenza della CRS
sembra essere correlata alla dose della terapia, alla patologia e alle caratteristiche del paziente. Inoltre,
sembra esserci una correlazione con la capacita di attivazione dei linfociti T, il loro grado di
espansione. Si sono inoltre osservate differenze nel tasso di comparsa di CRS a seconda delle
generazioni di cellule CAR-T coinvolte nel trattamento. Ad esempio, 1 linfociti T ingegnerizzati con
recettore CAR che presentano il dominio di co-stimolazione CD28 inducono una rapida espansione
dei linfociti, associata a un maggiore rischio di insorgenza di CRS rispetto a quelli che nel recettore
CAR presentano il dominio di co-stimolazione 4-1BB, che promuovono una piu lunga persistenza
delle cellule CAR-T nel tempo. Nonostante queste considerazioni non € possibile definire, solamente
sulla base della struttura del recettore CAR, quale di questi presenti un rischio maggiore di insorgenza
di CRS, essendo coinvolti ulteriori fattori concomitanti. L’eziologia della CRS non ¢ del tutto chiara,

essa solitamente ¢ scatenata dal legame del recettore CAR al suo antigene e dalla successiva
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attivazione dei linfociti T ingegnerizzati, i quali producono una risposta citotossica utile a eliminare
le cellule tumorali. L attivazione a cascata delle cellule immunitarie porta a un massiccio rilascio di
citochine, le quali guidano il processo infiammatorio nella direzione del tumore. Talvolta, pero,
questo massiccio rilascio di citochine infiammatorie puo tradursi in un processo sregolato che puo
avere effetti dannosi sul paziente, innescando la sindrome da rilascio di citochine. Tra le principali
citochine coinvolte nell’insorgenza della CRS troviamo I’interleuchina 6 (IL-6), IL-10, I’interferone
v (IFN- ) e il fattore di necrosi tumorale o (TNF-a). Il massiccio rilascio di IFN-y da parte delle
cellule CAR-T attivate o da parte delle cellule tumorali in fase di lisi porta alla comparsa dei primi
sintomi simil-influenzali (febbre, brividi, affaticamento, mal di testa). L’IFN-y porta all’attivazione
di altre cellule immunitarie, come 1 macrofagi, che a loro volta iniziano a produrre elevate quantita di
citochine come IL-6, IL-10 e TNF-a che peggiorano la sintomatologia. In particolare, IL-6 ¢
responsabile dell’insorgenza dei sintomi piu gravi associati all’attivazione del sistema del
complemento e della cascata della coagulazione che porta a coagulazione intravascolare disseminata.
Inoltre, il massiccio rilascio di IL-6 causa I’attivazione delle cellule endoteliali con conseguente
disfunzione endoteliale e conseguente ipotensione e coagulopatie (Shimabukuro-Vornhagen et al.,
2018). La CRS viene suddivisa, a seconda dei sintomi presentati dal paziente, in diversi gradi di
gravita che vanno da 1 a 4. In relazione al grado di CRS si ricorre, in associazione con la terapia con
cellule CAR-T, alla somministrazione di trattamenti di supporto oppure farmaci immunosoppressori
come glucocorticoidi o anticorpi monoclonali (tocilizumab). Il trattamento di supporto ¢ utilizzato
nei pazienti che presentano una CRS di grado 2, mentre con una CRS di grado 3 e 4, oltre al
trattamento di supporto, si procede alla somministrazione di farmaci immunosoppressori.
Tocilizumab ¢ un anticorpo monoclonale anti-IL6 approvato dalla FDA e dall’EMA come trattamento
di prima linea per la sindrome da rilascio di citochine indotta dalla terapia con cellule CAR-T. Il suo
meccanismo d’azione prevede che si leghi ai recettori di membrana di IL-6, agendo da antagonista
del recettore. Tocilizumab agisce rapidamente sui sintomi indotti da CRS senza compromettere la
proliferazione e I’attivita antitumorale mediata dalle cellule CAR-T. Nei casi piu gravi, in cui
tocilizumab non sia sufficiente, si procede con la sua sostituzione con farmaci glucocorticoidi oppure
con una terapia combinata con glucocorticoidi e tocilizumab. Tuttavia, 1 glucocorticoidi presentano
un effetto immunosoppressivo e possono influire sulla proliferazione e 1’azione antitumorale delle
cellule CAR-T, per questo motivo il loro dosaggio ¢ attentamente studiato. In pazienti con CRS di
grado 3 si somministra metilprednisolone (2 mg/Kg/die) oppure desametasone (10 mg/6h), mentre
nei pazienti con CRS di grado 4 si impiega metilprednisolone (1000 mg/die per 3 giorni consecutivi)

(Miao et al., 2021).
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Figura 12. Principali manifestazioni cliniche della sindrome di
rilascio di citochine (da: Shimabukuro-Vornhagen et al., 2021).

5.2 Sindrome da neurotossicita associata alle cellule effettrici immuni (ICANS)

L’ICANS rappresenta il secondo effetto collaterale piu frequente, dopo la sindrome da rilascio di
citochine (CRS). I sintomi pitt comuni sono confusione, afasia, delirio, sonnolenza, tremori, disturbi
del linguaggio, atassia e, nei casi piu gravi, encefalopatia ed edema cerebrale. Si pud manifestare da
sola, ma spesso nelle forme piu gravi si presenta in pazienti precedentemente affetti da CRS e,
mediamente, 1 sintomi scompaiono entro 3-8 settimane. La fisiopatologia di questa sindrome non ¢
del tutto nota, ma secondo alcuni studi sembra essere correlata a diversi fattori. In primo luogo, a
livelli elevati nel circolo sanguigno di citochine pro-infiammatorie quali IL-1, IL-6, IL-15, TNF-a e
IFN-y. In secondo luogo, all’attivazione delle cellule endoteliali del sistema nervoso centrale con un
conseguente aumento della permeabilita della barriera ematoencefalica, consentendo 1’ingresso di
cellule infiammatorie e citochine a livello del fluido cerebrospinale e progressivo deterioramento del
sistema nervoso centrale. L’ICANS ¢ classificata, come la CRS, in gradi di gravita crescente da 1 a
4. 1l trattamento d’elezione in caso di ICANS prevede la somministrazione di glucocorticoidi quali
desametasone e metilprednisolone, anche se il loro effetto immunosoppressore pud influire

sull’efficacia del trattamento con cellule CAR-T. Per tale ragione, si puo sfruttare anche la
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somministrazione di anticorpi monoclonali anti-IL6: tocilizumab e siltuximab. In particolare, sono
utilizzati in caso di ICANS di grado 1 associata a CRS e nel caso di ICANS di grado 2. Il meccanismo
d’azione di siltuximab prevede che si leghi direttamente all’interleuchina IL6, bloccandone I’azione
pro-infiammatoria. L’utilizzo di siltuximab sembra essere piu vantaggioso rispetto all’impiego di
tocilizumab, che ¢ poco permeabile alla barriera ematoencefalica e quindi risultando scarsamente
efficace. Tuttavia, i pazienti con I[CANS di grado 3 e 4 sono trattati con dosi elevate di glucocorticoidi,

progressivamente ridotte man mano che la sintomatologia migliora (Miao et al., 2021).

5.3 Anafilassi

La maggior parte delle cellule CAR-T ingegnerizzate, realizzate finora, contengono ectodomini
(scFv) di riconoscimento dell’antigene murini. Questo pud comportare una risposta immunitaria
dell'ospite con produzione di anticorpi IgE umani anti-topo (HAMA), che potrebbe limitare
l'efficienza delle cellule CAR-T (Bonifant et al., 2016). Pertanto, la ricerca si sta orientando verso la
produzione di cellule CAR-T con ridotta immunogenicita, tramite due strategie prevalenti: 1) uso di
sequenze umane complete piuttosto che di sequenze murine durante la costruzione dei recettori CAR,

e 2) semplificazione della struttura del recettore CAR (Miao et al., 2021).
5.4 Sindrome da lisi tumorale (TLS)

La sindrome da lisi tumorale rappresenta una complicanza clinica dovuta a un massiccio rilascio in
circolo di metaboliti intracellulari, in seguito alla rapida lisi delle cellule tumorali andate in necrosi
dopo la somministrazione di cellule CAR-T. I reni non riescono a eliminare completamente questi
metaboliti causando una serie di disturbi metabolici quali iperkaliemia, iperfosfatemia, iperuricemia
e ipocalcemia. Nei casi piu gravi, i pazienti possono sviluppare insufficienza renale acuta e gravi
aritmie. L’incidenza di TLS nelle neoplasie ematologiche ¢ significativamente piu elevata rispetto ai
tumori solidi; in particolare, 1 tumori di grande volume e con un metabolismo elevato, come i linfomi
a grande cellule B, hanno un maggiore rischio di incorrere in TLS. Per la prevenzione e trattamento
di TLS, possono essere utilizzati agenti ipouricemici. Per pazienti con rischio moderato di TLS,
l'allopurinolo puo essere utilizzato come farmaco preventivo. Invece, 1’enzima rasburicase ¢ il
farmaco preventivo di elezione per i pazienti ad alto rischio di TLS. Rasburicase ¢ una versione
ricombinante dell'urato ossidasi, un enzima che metabolizza l'acido urico in allantoina molto solubile,
facilitandone cosi 1’escrezione. Infine, nel trattamento della TLS sono anche utilizzati 1 diuretici per
mantenere il volume delle urine, favorendo l'escrezione di metaboliti tossici e di ioni potassio (Miao

et al., 2021).
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5.5 Infezioni associate all’infusione di cellule CAR-T (CTI)

Le infezioni associate all’infusione di cellule CAR-T (CTI) sono relativamente comuni nella terapia
cellulare con cellule CAR-T. Tra le infezioni piu comuni si riscontrano infezioni batteriche, a livello
del circolo sanguigno o infezioni virali a carico del tratto respiratorio. La causa dell’insorgenza di
queste infezioni non ¢ del tutto chiara, ma esistono delle circostanze in cui 1’incidenza nei pazienti
trattati ¢ maggiore. Ad esempio, i pazienti che a seguito del trattamento con cellule CAR-T presentano
CRS o ICANS e necessitano del ricovero in terapia intensiva, sono esposti a un rischio maggiore di
contrarre infezioni nosocomiali. Inoltre, 1’utilizzo dei glucocorticoidi per il trattamento di CRS o
ICANS, visto il loro effetto immunosoppressore, puod portare a una progressiva riduzione delle difese
immunitarie del paziente con aumento delle possibili infezioni batteriche. Infine, a seguito di
infusione delle cellule CAR-T puo insorgere una displasia delle cellule B e ipogammaglobulinemia,

con conseguente aumento del rischio di infezioni (Miao et al., 2021).

5.6 Displasia delle cellule B

Nelle terapie con cellule CAR-T attualmente approvate, CD19 ¢ il target piu utilizzato nel trattamento
delle neoplasie ematologiche. Tuttavia, CD19 ¢ espresso sia dai linfociti B benigni sia da quelli
neoplastici. Percio, mirando alle cellule tumorali che esprimono gli antigeni bersaglio, con le cellule
CAR-T, si ha anche I’attacco ai normali linfociti B. Questo provoca una graduale diminuzione dei
linfociti B che puo sfociare in displasia ematica. Con il termine displasia si intende una alterazione
strutturale e nell’organizzazione di una popolazione cellulare, in questo caso dovuta al danno in
seguito al trattamento con cellule CAR-T. La displasia delle cellule B ¢ comune nella terapia con
cellule CAR-T-CD19 ed ¢ riportato come effetto collaterale in tutti 1 pazienti che rispondono
positivamente al trattamento. La sua durata puo variare da un anno fino a quattro anni, dopo la
scomparsa delle cellule CAR-T nell’organismo. I pazienti con displasia delle cellule B presentano

ipogammaglobulinemia e maggiore suscettibilita alle infezioni (Miao et al., 2021).
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5.7 Disturbi della coagulazione

I disturbi della coagulazione si verificano in circa il 50-55% dei pazienti con neoplasie ematologiche
in seguito all’infusione con cellule CAR-T, questi disturbi si verificano entro 6—20 giorni dal
trattamento (Wang et al.,2020). I meccanismi coinvolti nei disturbi della coagulazione non sono del

tutto noti ma sembrano essere collegati a diversi fattori di seguito descritti.

1. Il sangue dei pazienti affetti da neoplasie ematologiche si trova in uno stato di ipercoagulabilita;
gli elevati livelli di citochine pro-inflammatorie nel sangue causano lesioni a livello delle cellule
endoteliali vascolari, inducendo un aumento del rilascio del fattore tissutale (TF), il quale
combinandosi con il fattore VII della coagulazione, attiva la via estrinseca della coagulazione. Inoltre,
le fibre di collagene esposte in seguito al danno delle cellule endoteliali vascolari, combinandosi con

il fattore XII della coagulazione, portano all’attivazione della via intrinseca della coagulazione.

2. La presenza di CRS in questi pazienti puo peggiorare il quadro dei disturbi della coagulazione. Le
cellule endoteliali sono attivate dagli elevati livelli di citochine inflammatorie, portando al rilascio
del fattore di Von Willebrand che promuove la coagulazione del sangue. I pazienti con disturbi della
coagulazione possono essere trattati con approcci terapeutici convenzionali, anche se la maggior parte
di questi possono guarire senza alcun intervento. Tuttavia, nei casi piu gravi, il soggetto puod
sviluppare coagulazione intravascolare disseminata (DIC) che necessita di un tempestivo intervento

(Miao et al., 2021).
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6. Prospettive di utilizzo della terapia con CAR-T cells

Lo studio sulle cellule T ingegnerizzate, come discusso in precedenza, ha portato a risultati molto
promettenti nel trattamento delle neoplasie ematologiche, consentendo I’approvazione di diversi
farmaci che si basano su questa tecnologia. Dalle forme di neoplasie ematologiche, si ¢ poi passati
allo studio della possibile applicazione delle cellule CAR-T contro i tumori solidi. Tuttavia,
I’applicabilita delle cellule CAR-T nei tumori solidi sembra essere ridotta vista la complessita del
microambiente tumorale e I’estrema eterogeneita antigenica riscontrata nei diversi pazienti affetti
dallo stesso tipo di tumore, rendendo difficile I’individuazione di un target terapeutico efficace.
Inoltre, recentemente, si ¢ cercato di traslare I’impiego di questa terapia anche nel trattamento della
fibrosi cardiaca con buoni risultati, anche se limitati, in quanto si tratta di studi basati su modelli
animali. Quindi, gli obiettivi e le prospettive degli studi sono in primo luogo quello di individuare
delle strategie per rendere la terapia con cellule CAR-T sempre piu sicura ed efficacie, cercando di
ridurne gli effetti tossici sull’organismo che possono inficiare sulla reale applicabilita anche in altri
ambiti terapeutici. In secondo luogo, la ricerca si sta focalizzando su cellule “CAR-T universali” o

allogeniche, rendendo cosi la terapia piu facilmente accessibile ai pazienti (El-Daly e Hussein, 2019).

6.1 Gestione della tossicita e ottimizzazione dell’efficacia delle CAR-T cells

La gestione della tossicita dei linfociti CAR-T ¢ considerata la principale sfida da superare per
consentire un'applicazione clinica di successo di questa modalita di trattamento. Tuttavia, attualmente
poche tecniche innovative sono state suggerite e applicate per ridurre la loro tossicita. Inoltre, al fine
di ottenere risposte terapeutiche efficaci, il dominio di legame dell'antigene delle cellule CAR-T deve
legare il suo bersaglio raggiungendo un livello di soglia minimo da indurre ’attivazione delle cellule
CAR-T e la secrezione di citochine. Allo stesso tempo, tuttavia, c'¢ anche una certa soglia di
attivazione che quando superata, produce livelli tossici di citochine e attivazione del sistema
immunitario. In altre parole, 1’attivazione delle cellule CAR-T deve rimanere entro un definito range
terapeutico per essere clinicamente efficace, poiché il superamento della finestra terapeutica porta a
fenomeni di tossicita. Il grado di attivazione delle cellule CAR-T e la cinetica di attivazione ¢
influenzata da diversi fattori compreso il livello dell'antigene tumorale espresso sulle cellule maligne,
la massa tumorale, l'affinita del dominio di legame 1’antigene con il suo epitopo target e la natura dei
domini di co-stimolazione del CAR. Pertanto, la ricerca ¢ volta a considerare delle modifiche dei
componenti del recettore CAR per ottimizzare 1'efficacia terapeutica e limitare la tossicita (Young et

al., 2022).
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6.1.1 Modifiche alla struttura del recettore CAR

Uno dei metodi proposti per diminuire la tossicita della terapia con cellule CAR-T ¢ di modificare
I’affinita del recettore CAR per il proprio antigene; diminuendo l'affinita del dominio di legame
dell'antigene si ha un aumento del numero di antigeni espressi sulle cellule tumorali necessari per
raggiungere la soglia di attivazione delle CAR-T. In questo modo si eviterebbe la tossicita verso i
tessuti sani, dato che i livelli di antigeni espressi su questi tessuti sono relativamente bassi € non sono
sufficienti a innescare 1’azione citotossica dei linfociti T ingegnerizzati. Un altro metodo studiato per
ridurre la tossicita della terapia con cellule CAR-T consiste nel modificare le regioni cerniera e
transmembrana del recettore CAR (Sterner e Sterner, 2021). Ad esempio, in uno studio clinico di
Fase I che utilizzava CAR-T-CD19 in pazienti affetti da linfoma a grandi cellule B, la modifica della
regione cerniera derivate da CD8-a e delle sequenze di amminoacidi della regione transmembrana,
hanno portato a una riduzione dei livelli di rilascio di citochine ¢ a una diminuzione della
proliferazione delle cellule CAR-T. In particolare, con queste modifiche, si ¢ osservata una
remissione completa nel 54,5% dei pazienti trattati e una riduzione degli effetti collaterali come CRS
o ICANS, che in caso di comparsa avevano un grado di gravita non superiore a 1 (Ying et al., 2019).
Anche 1 domini di co-stimolazione possono essere modificati per cercare di ridurre i fenomeni di
tossicita. Nello specifico, si ¢ inoltre rilevato che la scelta di domini di co-stimolazione 4-1BB
comporta un ridotto rischio di tossicita, con una maggiore resistenza dei linfociti T e un minore livello
di espansione delle cellule T. Invece, i domini co-stimolatori CD28 sono associati a cellule CAR-T
ad attivazione ed espansione piu rapida, che possono portare a una maggiore incidenza di fenomeni
di tossicita. Pertanto, 1 domini di co-stimolazione 4-1BB producono meno effetti tossici € possono
essere utili nei casi in cui vi sia una massa tumorale di notevoli dimensioni e/o tumori ad elevata
densita antigenica, mentre il dominio co-stimolatorio CD28 risulta adatto per raggiungere la soglia di
attivazione dei linfociti T nei casi con bassa densita dell'antigene di superficie totale e/o con un

dominio di legame dell'antigene a bassa affinita.

Infine, il riconoscimento dei costrutti CAR da parte del sistema immunitario dell’ospite puo
contribuire al rilascio eccessivo di citochine correlate ai fenomeni di tossicita. A questo si puod ovviare
utilizzando frammenti di anticorpi umani o umanizzati, invece di quelli di derivazione murina,

ottenendo cosi una riduzione dell’immunogenicita di CAR (Sterner e Sterner, 2021).
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6.1.2 Recettore CAR “off-switches”

Un’altra potenziale strada per ridurre gli effetti tossici delle cellule CAR-T ¢ mediante 1’espressione,
da parte del recettore CAR di un gene suicida ("off switches") che consenta la morte controllata per
apoptosi di queste cellule. Tale strategia faciliterebbe I'eliminazione selettiva delle cellule T
ingegnerizzate alla comparsa degli eventi avversi, attraverso la somministrazione di un agente
induttore di apoptosi secondario (CID) (Sterner e Sterner, 2021). Il gene suicida di maggior successo
e clinicamente validato ¢ il gene inducibile della caspasi-9 (iCasp9), noto con il nome commerciale
CaspaCIDe®. La caspasi 9 inducibile (iCasp9) ¢ espressa nelle cellule T ingegnerizzate come
omodimero che ¢ fuso a un dominio di legame del farmaco (FK506) (Fig. 4). In seguito alla
somministrazione endovenosa del farmaco induttore di dimerizzazione (AP1903) e I’interazione di
quest’ultimo con il suo dominio di legame, si ha la dimerizzazione della caspasi-9 che porta alla forma
attivata della molecola. Si innesca cosi la via di segnalazione a cascata con conseguente apoptosi
delle cellule T ingegnerizzate (El-Daly e Hussein, 2019). Una singola dose di agente dimerizzante
(AP1903) ¢ stata in grado di eliminare circa il 90% di cellule T CAR modificate con iCasp9, 30 minuti

dopo la somministrazione (Zhou et al., 2014).
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Figura 13. Cellula CAR-T con gene suicida "off switch"
(CaspaCIDe®) che permette di avviare 1'apoptosi della cellula T CAR
quando ¢ somministrato il farmaco induttore della dimerizzazione
AP20187 (da: El-Daly e Hussein, 2019).
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6.2 “Universal CAR cells”: Cellule CAR allogeniche

I farmaci attualmente approvati a base di cellule CAR-T sono prodotti a partire da cellule autologhe,
cio¢ realizzati a partire dai linfociti T prelevati dallo stesso paziente. Questo ¢ un aspetto limitante
I’impiego delle cellule CAR-T, in quanto essendo una terapia personalizzata ha costi elevati, richiede
lunghi periodi di produzione e le fonti cellulari sono limitate. Con lo scopo di rendere la terapia piu
accessibile, molti ricercatori sono impegnati nel realizzare cellule CAR-T universali (UCAR-T),
sfruttando linfociti T prelevati da donatori sani. Infatti, utilizzare cellule CAR-T allogeniche, cio¢
derivate da donatori sani, consentirebbe una riduzione dei costi di produzione, un miglioramento della
funzionalita delle cellule e un ampiamento della popolazione che avrebbe accesso alla terapia. Inoltre,
le cellule CAR-T allogeniche sarebbero pronte all’uso nel momento del bisogno, senza la necessita
di sottostare alle tempistiche dell’iter produttivo (Lin et al. 2021). Al momento, tuttavia, ci sono
ancora parecchi ostacoli da superare per ottenere CAR-T cells allogeniche efficaci e sicure, in
particolare per quanto riguarda i rischi di Graft versus Host Disease (GVHD) o “malattia del trapianto
contro I’ospite” e quello di rigetto delle cellule infuse. Infatti, il TCR delle cellule donatrici potrebbe
riconoscere gli antigeni HLA del paziente come “non-self” portando a GVHD e rapido rigetto da
parte del sistema immunitario dell'ospite. E essenziale, quindi, che le cellule del donatore sano siano
HLA compatibili, ovvero presentino gli stessi antigeni di istocompatibilita (Young et al., 2022). Per

ottenere cellule CAR-T allogeniche HLA compatibili, esistono due approcci:

1. Cellule CAR-T derivate da donatori sani, HLA-compatibili: lo standard di cura primario per
pazienti affetti da ALL ¢ il trapianto di cellule staminali di un donatore HLA-compatibile, ma non ¢
raro che 1 pazienti dopo il trapianto possano avere una ricaduta; pertanto, in alcuni studi si € valutato
I’impiego di CAR T-cells derivate dallo stesso donatore che le ha fornite per il trapianto. Tuttavia,
questo approccio € scarsamente applicabile visto che comunque necessitano di un processo di

ingegnerizzazione genetica che richiede tempo e costi elevati, come le normali CAR-T.

2. Cellule CAR-T derivate da donatori sani e sottoposte a editing genomico: il secondo approccio
prevede di prelevare dei linfociti T da pazienti sani, indipendentemente dalla compatibilita con 1
riceventi, e sottoporli a tecniche di editing genomico che evitino 1’espressione del recettore delle
cellule T (TCR), in modo tale che una volta ingegnerizzate con il recettore CAR e infuse nel paziente
non portino a fenomeni di rigetto o malattia da trapianto contro ’ospite. Il recettore TCR ¢ un
eterodimero, costituito dalle catene alfa e beta che devono essere presenti entrambe affinché sia
espresso sulla superficie cellulare. La catena alfa ¢ codificata da un singolo gene (TRCA), mentre la

catena beta da due geni; percio, il KO (knocked out) di TRCA attraverso 1’utilizzo di nucleasi ¢ la
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strategia scelta per evitare I’espressione del TCR. Le nucleasi fungono da “forbici molecolari” e
vengono utilizzate per 1’editing genomico. Al momento, sono utilizzate diverse nucleasi per 1’editing
genomico, tra cui: la nucleasi ad anello di zinco (ZFN), la nucleasi effettrice simile ad attivatori di

trascrizione (TALEN®) e la tecnologia CRISP/Cas9 (Lin et al., 2021).

Oltre ai linfociti T, le cellule NK si presentano come un'alternativa promettente per l'immunoterapia
cellulare allogenica. Le cellule NK fanno parte della linea cellulare linfoide e svolgono un ruolo
critico nella difesa immunitaria contro tumori e agenti patogeni. Hanno il vantaggio di poter essere
trasferite da un donatore sano ai pazienti come prodotto allogenico senza bisogno di editing genetico,
in quanto il rischio di GVHD ¢ molto ridotto. Inoltre, il rischio di tossicita dovuto alla sindrome da
rilascio di citochine (CRS) o di neurotossicita ¢ diminuito in confronto con le terapie con cellule
CAR-T, poiché le cellule NK attivate secernono una bassa quantita di IL-6 o IL-1p. Le cellule CAR-
NK possono attaccare le cellule tumorali tramite un meccanismo di citotossicita antigene-dipendente,
oppure attraverso i loro meccanismi di uccisione naturali indipendenti da CAR, cio¢ la citotossicita
anticorpo-dipendente (ADCC) e la citolisi mediata dalla secrezione di granzimi e perforina. Tuttavia,
le cellule NK sono generalmente meno abbondanti nel sangue rispetto ai linfociti T, rendendo difficile
la loro produzione su ampia scala per 1’uso clinico. Inoltre, la capacita proliferativa e la persistenza
delle cellule NK sono relativamente inferiori rispetto a quelle dei linfociti T. Tuttavia, un rivestimento
con citochine come IL-2, IL-15 e IL-21 puo prolungare la persistenza delle cellule NK. Attualmente,
sono circa dieci gli studi clinici che stanno reclutando pazienti per il trattamento di tumori, inclusi
vari tumori maligni dei linfociti B, mieloma multiplo, leucemia mieloide acuta e tumori solidi con
cellule CAR-NK. In particolare, in un recente studio clinico di Fase I, un gruppo di pazienti affetti da
linfoma non Hodgkin o LLC sono stati trattati con una terapia a base di cellule CAR-NK contro
CD19, rivestite con IL-15. Degli 11 pazienti trattati, 8 (73%) hanno evidenziato una risposta alla
terapia e 7 (64%) hanno avuto una remissione completa. Per quanto riguarda la sicurezza, non ¢ stato
osservato nessun caso di CRS o neurotossicita € nemmeno un evidente aumento delle citochine
infiammatorie né GVHD (Liu et al., 2020). Nonostante i risultati promettenti nell’ambito delle terapie
cellulari allogeniche universali, ¢ necessario evidenziare che ¢’¢ ancora molto lavoro da fare per avere
a disposizione queste terapie nella pratica clinica. Infatti, nella maggior parte dei casi gli studi sono

ancora in fase preclinica o clinica di fase I (Young et al., 2022).
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7. Conclusioni

L’immunoterapia con cellule CAR-T ¢ un trattamento personalizzato il cui utilizzo ¢ in rapida crescita
e sviluppo nel trattamento di diverse forme neoplastiche, in particolare, nelle neoplasie ematologiche.
Si tratta di una terapia innovativa che prevede di prelevare dallo stesso paziente, o da un donatore
sano, dei linfociti T e tramite le tecniche di ingegneria genetica di indirizzarli contro le cellule
tumorali, consentendo cosi il trattamento di forme di neoplasie ematologiche come la leucemia
linfoblastica acuta (ALL), che si caratterizza per 1’elevato tasso di mortalita e la mancanza di
trattamenti efficaci. Negli anni sono state introdotte cinque diverse generazioni di cellule CAR-T, per
cercare di ridurne la tossicita e aumentarne la specificita per il bersaglio tumorale. Il primo farmaco
abase di cellule CAR-T approvato dalla FDA ¢ stato Kymriah® (agosto del 2017) segnando I’ingresso
nella pratica clinica delle cellule CAR-T (El-Daly e Hussein, 2019). Tuttavia, questo primo successo
non ha fermato la ricerca sulle cellule CAR-T per cercare di ampliarne i campi di applicazione. In
primo luogo, si ¢ studiato I’impiego nel trattamento dei tumori solidi che sin dai primi studi si ¢
dimostrato piuttosto complesso per la complessita del microambiente tumorale, per la presenza di
meccanismi di inibizione della risposta citotossica (PD-L1) e per la tossicita on target/off tumor
(Chong et al., 2017). Recentemente, alcuni gruppi di ricerca hanno valutato la possibile applicazione
delle cellule CAR-T nella prevenzione e cura della fibrosi cardiaca, una condizione patologica
associata a diverse malattie cardiache. I primi risultati, ottenuti in modelli animali, riportano dati
incoraggianti riguardo 1’efficacia del trattamento con cellule CAR-T nel favorire la regressione della
condizione di fibrosi. Tuttavia, anche in questo ambito esistono delle importanti limitazioni, tra cui
I’ancora poco chiara cardiotossicita delle cellule CAR-T che sembra essere collegata all’attivazione
dei linfociti CAR-T e al massiccio rilascio di citochine che scatena la sindrome da rilascio di citochine
(CRS) con conseguenti danni anche a livello cardiaco. Un’altra importante limitazione ¢ la difficolta
nell’individuare un target antigenico specifico per i miofibroblasti attivati, responsabili del processo
di fibrosi cardiaca senza andare ad aggredire altri tessuti, provocando anche in questo caso una
tossicita di tipo on target/off tumor (Morfino et al., 2022). Inoltre, ci si ¢ posti il problema se sia
corretto assumere come target 1 miofibroblasti attivati per prevenire le complicanze cardiache nel
paziente. Si deve infatti ricordare che la fibrosi svolge in primo luogo una funzione riparativa e di
supporto alla normale funzione d'organo. Infatti, la completa eliminazione dei fibroblasti potrebbe
interrompere la rigenerazione e la riparazione dei tessuti, specialmente nel cuore, dove la completa

perdita della cicatrice potrebbe portare alla rottura del cuore (Friedman, 2022).

Gli obiettivi e le prospettive della terapia con cellule CAR-T sono rivolti in primo luogo a migliorarne

I’efficacia e la sicurezza, riducendo gli effetti collaterali legati alla terapia. In secondo luogo, a creare
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delle cellule “CAR universali” o allogeniche prodotte a partire da donatori sani, per cercare di
ampliare I’accessibilita della terapia a piu pazienti, riducendone tempi e costi di realizzazione (Young
etal., 2022). In conclusione, i dati attualmente disponibili in letteratura inerenti alla terapia con cellule
CAR-T indicano che si tratta di un approccio terapeutico sicuramente innovativo che vanta risultati
incoraggianti in diversi ambiti ma che necessita di ulteriori evidenze scientifiche per portare
all’approvazione di nuove indicazioni terapeutiche, oltre a quelle gia ottenute nel trattamento delle

neoplasie ematologiche.
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Sitografia (Immagini)
Emily Whitehead, first pediatric patient to receive CAR T-Cell Therapy, celebrates cure 10 years
later, Children’s Hospital of Philadelphia (Figura 1)

https://www.chop.edu/news/emily-whitehead-first-pediatric-patient-receive-car-t-cell-therapy-
celebrates-cure-10-years
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